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RESUMO

BRESSAN, Michelle Soares, M.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2003.
Aspectos anatomo-histol6gicos e neur oenddcrinos do ceco da capivara Hydrochoerus
hydrochaeris Linnaeus, 1766 (Mammalia, Rodentia). Orientador: Claudio César
Fonseca. Conselheiros: Tarcizio Antdnio Régo de Paula e Eliane Menin.,

A capivara, um roedor herbivoro de estbmago simples, vem sendo apontada no
mercado de carnes por ter um excelente desempenho zootécnico. Sua carne € apreciada e sua
carcaca valiosa, apresenta elevado potencial reprodutivo e manifesta eficiente aproveitamento
dos alimentos. Este, provavelmente sgja consequiéncia da realizagdo da cecotrofia, que faz do
ceco, importante 6rgdo na fisiologia digestiva deste animal. Neste trabalho, utilizaram-se dez
capivaras adultas, provenientes do criatério da Fazenda Cachoeirinha localizada no municipio
de VigosaMG, das quais obtiveram-se dados a respeito da anatomia, histologia e
quantificacdo de células enddcrinas e ganglios nervosos do ceco. Foram coletados fragmentos
do 4pice, corpo, base, daténia crania e daregido de transicdo ileo-cecal. Macroscopicamente,
0 ceco é volumoso, saculado, apresentando capacidade volumétrica médiade 3,6 £ 1,7 | e
comprimento médio de 70 £ 16,2 cm correspondente a 25% do intestino grosso com média de
280 £ 60 cm. Histologicamente, 0 ceco apresentou glandulas simples tubulosas de tamanho
médio de 0,2 = 0,02 mm, com epitélio simples cilindrico secretor de muco, uma tunica
submucosa altamente vascularizada contendo ganglios nervosos de facil visualizagdo, uma
tunica muscular desenvolvida e com numerosos ganglios mioentéricos. Quantitativamente o
ceco apresentou um nimero médio de 2,0 + 1,0 ganglios submucosos/mm?, 6,7 + 3,0 ganglios
mioentéricomm?, 1731 + 60,8 céulas argiréfilasmm? 207,8 + 683 céulas

argentafins/mm? e 55,7 + 27,4 célulasimunorreativas & serotonina/mm?.
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ABSTRACT

BRESSAN, Michelle Soares, M.S., Universidade Federal de Vicosa, August, 2003.
Anatomohistological and neuroendocrine aspects of cecum of the capybara
Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766 (Mammalia, Rodentia). Advisor: Claudio
César Fonseca. Committer members. Tarcizio Antonio Régo de Paula and Eliane Menin.

The capybara, an herbivorous rodent of simple stomach, has been pointed out in the
market of meats for having an excellent zootechnical performance. It has appreciated mest,
valuable carcass, high reproductive potential and presents efficient food usage. The last item
must be a consequence of the cecotrophy, which makes the cecum, an important organ in the
digestive physiology of such animal. To carry out this study, ten adult capybaras from
Cachoeirinhas’ Farm in VigosaM G, were used. From them it was obtained data regarding the
anatomy, histology and quantification of endocrine cells and nervous ganglia of the cecum.
Fragments of the apex, body and base of the cranial taenia and of the area of ileoceca
transition were collected. Macroscopically, the cecum is voluminous, sacciform, presenting a
medium volumetrical capacity of 3,6 + 1,7 |, and a medium length of 70 + 16,2 cm
completing a total of 25% of whole large intestine that measured 2,8 + 0,6 m on the average.
The cecum histologically showed straight tubulous glands with average length of 0,2 £ 0,02
mm, of prismatic simple mucous secretor epithelium, a highly vascularized submucosal tunic
with nervous ganglia observed clearly, a developed and with numerous myenterics ganglia
muscular tunic. Quantitatively, the cecum presented a medium number of 20 + 1,0
submucosals ganglisZmm?, 6,7 + 3,0 myenterics gangliaZmm?, 173,1 + 60,8 argyrophylics
cellssmm?, 207,8 + 68,3 argentaffins cellmm? and 55,7 + 27,4 serotonin immunoreactive

cells/mm?.
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1.0- INTRODUCAO GERAL

A capivara, considerada o maior roedor conhecido, pertence a familia Hydrochaeridae,
que inclui apenas uma espécie no Brasil, Hydrochoerus hydrochaeris. E considerado um
animal semi-aquético e essencialmente herbivoro, chegando aingerir de 3 a 4 kg de vegetacdo
fresca e/lou vegetais aqudticos diariamente, e chega a digerir mais da metade da matéria
organica, inclusive fibras (DEUTSCH & PUGLIA, 1988).

Varias espécies de roedores sdo alvo de caca ou de criagdo, por sua carne ou pele
valiosa e, dentre elas, a capivara caracteriza-se por ser sua carne apreciada e bem consumida
(KOWALSKI, 1981; STORER, 1995). Podendo ser preparada fresca, congelada, seca ou
salgada, inclusive sob a forma de linglicas e salsichas (SILVA, 1986). ANDRADE et al.
(1996) certificaram que a capivara € a espécie de animal silvestre nativa, que atualmente,
apresenta 0 maior potencial zootécnico para a producdo de carne e couro. E um roedor
herbivoro monogastrico que rediza fermentagdo cecal, vive em grupos sociais bem
estruturados e apresentase adtamente eficiente no aproveitamento dos alimentos, tendo
digestibilidade similar ou superior a de coelhos e ovinos, tanto com volumoso quanto
concentrados.

Este animal reline vérias vantagens para a producdo zootécnica, dentre as quais
destaca-se a sua natureza ndo-agressiva, podendo ser criada consorciada com outros animais,
favorecendo ao produtor que tem pastagens ja estabelecidas (ESCOBAR & GONZALEZ.,
1973). A sua criacdo € vantajosa também, por ser a capivara cerca de seis vezes mais eficiente
gue o bovino na capacidade reprodutiva, nas condigdes naturais dos campos (DEUTSCH &
PUGLIA, 1988). Assim, uma fémea € capaz de conceber trés vezes a cada dois anos, em média
quatro filhotes por parto, perfazendo um total de seis filhotes/ano, os quais atingem peso ideal
para o abate (30 — 45 kg) ao final de seu primeiro ano de vida (ALHO, 1986).

CUNHA (2000) afirmou que animais herbivoros que realizam a ingestdo de fezes
(cecotrofia) tém relativamente ao seu peso corporal, necessidades nutritivas muito elevadas,
cuja satisfagdo com alimentos fibrosos de baixa digestibilidade € naturamente limitada pela
capacidade do seu compartimento de digestdo microbiana e/ou pela velocidade do transito
digestivo. A cecotrofia permite uma repetitiva exposicado da digesta as agdes fisicas e quimicas

do processo digestivo.



O aparelho digestorio da capivara reflete a sua aimentacdo natural. E bem
desenvolvido, particularmente o ceco, que segundo MENDES et al. (2000), representa 74% de
todo o tubo digestivo. Estes autores afirmaram também que as capivaras se alimentam
preferencial e principalmente de pasto, que é digerido através de processo fermentativo
realizado por microorganismos celuloliticos (bactérias e protozoérios) que se alojam no ceco.

VELASQUEZ (2001) afirmou que o ceco da capivara caracteriza-se por ser
relativamente grande, apresentando mucosa com epitélio simples prismatico com elevado
numero de células caliciformes.

Este 6rgdo possui uma peculiar morfologia, que de acordo com BANKS (1992),
caracteriza-se principamente pela auséncia de vilosidades, presenca evidente de células
caliciformes e de nédulos linféides e tecidos linféide difusos. Outra caracteristica relatada pelo
autor é a de que nos herbivoros de estbmago simples, 0 ceco apresenta feixes espessos de
musculo liso e de fibras el &sticas |ongitudinal mente orientadas na tlnica muscular.

Objetivando a obtencdo de dados morfoldgicos relacionados com a funcéo essencial
do ceco na digestdo da capivara, torna-se relevante a execucdo de estudos que visem ampliar o
nimero de informacbes a respeito deste 6rgdo, atentando para sua morfologia geral e em

particular, a anatomia e o0s aspectos histol dgicos e funcionais.



2.0- REVISAODE LITERATURA

2.1-  Aspectos zool 6gicos e ecoldgicos da capivar a

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris), pertence a familia Hydrochaeridae e a
ordem Rodentia (FUERBRINGER et al., 1987). De acordo com FERRAZ & VERDADE
(2001), este animal encontra-se amplamente distribuido nos mais variados tipos de ambiente,
desde matas ciliares até savanas sazonalmente inundaveis. S80 animais normalmente diurnos,
com pico de atividades concentrado nos periodos vespertino e crepuscular. O ritmo diério de
suas atividades resume-se basicamente ao forrageio nas primeiras horas da manha e ao
anoitecer e, repouso e atividades aquéticas nas horas mais quentes do dia. Os grupos sociais sdo
de tamanhos variaveis dependendo do tipo de ambiente. Em areas pouco ateradas, 0s grupos
variam de trés a 14 individuos em média. JA em areas antropizadas, 0s grupos podem conter
mais de 40 individuos adultos. Em geral, o tamanho médio das unidades sociais mantém-se
estavel ao longo do tempo.

DEUTSCH & PUGLIA (1988), citaram que a capivara atinge maturidade sexual entre
15 e 24 meses de vida, quando o animal pesa entre 30 e 40 kg, dependendo da época em que
nasce e das qualidades de seu habitat. Em cativeiro, este periodo de maturacdo costuma ser
mais curto. Embora possam cruzar o ano todo, foi observado que os acasalamentos tendem a
ser intensos no inicio do ano, principamente nos primeiros dias de janeiro. COSTA et al.
(2002) afirmaram que a diferenciacdo sexual em capivaras sO é possivel em animais adultos,
gracas a presenca da glandula nasal na face do macho, visto que as genitdias masculina e
feminina sdo extremamente semelhantes externamente, apresentando uma prega cutanea
denominada de saco paranal.

Durante a estacdo seca, as capivaras se alimentam de forragem, da mesma forma que o
gado, provavelmente devido a baixa disponibilidade de pasto. Plantas aguéticas e um pouco de
arbustos das matas, como 0 gravata, joa e ataléa, sdo consumidas em pequena quantidade,
talvez como elementos para balancear as necessidades nutricionais delas, ou onde o pasto €
menos disponivel (MOREIRA, 1995). ANDRADE et al. (1996), afirmaram que a capivara €
extremamente seletiva na escolha dos vegetais que consome provavelmente para manter o
equilibrio protéico e, possivelmente, utiliza mecanismo semelhante a cecotrofagia em coelhos.

CUNHA (2000), descreve que a cecotrofia (cecotrofagia) € um processo particular da



coprofagia, sendo observada nos herbivoros como conseqiiéncia da adaptacdo do processo
digestivo de animais de pequeno porte submetidos a condi¢des alimentares particularmente
dificeis. Trata-se de um fendbmeno digestivo mais complexo do que a simples ingestéo de fezes:
0s animais que realizam tal processo produzem dois tipos de fezes — as duras e as moles —
ingerindo apenas as Ultimas. Estas por terem uma composi¢cao quimica muito semelhante a do

contetido do ceco, tém sido denominadas cecotrofos (EDEN, 1940) e o fenémeno, cecotrofia.

2.2-  Aspectos anadtomo-fisiol6gicos do ceco de mamifer os

A ordem Rodentia apresenta uma grande variedade de formas de ceco encontradas nas
diferentes espécies de roedores além da capivara. O arganaz (Microtus agrestis), roedor da
subfamilia Microtinae, possui ceco muito volumoso, saculado e com pregas espiraladas. E um
animal de habitos alimentares herbivoros, caracterizado por ato conteldo de celulose na sua
alimentacdo, o que requer intensa atividade microbiana no ceco. Animais puramente herbivoros
possuem ceco grande e diferenciado, entretanto, um importante exemplo de excegéo é o panda,
que embora sgja estritamente herbivoro carece de um ceco (SNIPES, 1979).

MOREIRA (1995) afirmou que a capivara apresenta o ceco bastante desenvolvido,
estimado em 3/4 do volume total do aparelho digestério, ocupando, no arganaz, a maior parte
da porcdo média ventral do abddémen (SNIPES, 1979). Em coelhos, o intestino grosso inicia-se
pelo ceco, 6rgdo muito desenvolvido, com 40 cm de comprimento, representando cerca de 40%
do tubo digestivo (CUNHA, 2000). Na capivara, conforme descreveram MENDES et al.
(2000), o ceco parece participar de processos importantes na digestéo e absor¢cdo de nutrientes:
(@) cecotrofia — a ingestédo do contelido cecal apds a fermentacdo durante uma repeticdo de
digestéo enzimética (no estdbmago) e absorcdo no duodeno, jejuno e ileo; (b) autdlise — digestdo
e absorcdo de proteina microbiana no intestino grosso.

O processo da digestdo microbiana dos vegetais ingeridos pela capivara, conforme
MENDES et al. (2000), ocorre no ceco, onde o pH fica em torno de 6,03 £ 0,29, fornecendo
um ambiente favorédvel para a fermentacdo microbiana de carboidratos estruturais, como a
celulose e hemicelulose, liberando écidos graxos volateis que sdo fonte de energia para o
hospedeiro. ARGENZIO et al. (1988), afirmaram que o intestino grosso do equino e o do suino
formam uma estrutura capacitada para a digestdo da celulose por enzimas microbianas. O
cavalo, em sua dieta normal, recebe a maior parte de sua energia pelo intestino grosso, isto
porque a digestdo enzimética ndo degrada a celulose, e assim, somente a digestdo efetuada
pel os microorganismos do ceco e cdlon Ihe conferem energia proveniente de fibras.



O aparelho digestério no anima recém-nascido é relativamente destituido de
microorganismos, mas eles sdo rapidamente adquiridos apds o hascimento e logo desenvolvem
uma populacdo caracteristica. Em animais herbivoros, os alimentos sdo desdobrados no
aparelho digestério assim que ocorre o0 crescimento e evolugdo dos microorganismos
(ARGENZIO et al., 1988).

O ceco do arganaz, como o do coelho, é bastante desenvolvido, apresentando
diferenciacbes na tlnica mucosa que, provavelmente, estgam correlacionadas com a
especializacdo funcional deste érgdo no processo de fermentacdo, associado com o hébito
alimentar herbivoro (SNIPES, 1979).

O coelho, a semelhanca da capivara, € um animal de estbmago simples, herbivoro,
adaptado a ingestdo de alimentos ricos em fibra. As caracteristicas da sua fisiologia digestiva,
em particular a prética da cecotrofia, com a réapida evacuacdo das particulas de maiores
dimensdes, menos digeriveis e a retencdo das menores de maior digestibilidade, permitem-lhe
tirar proveito dos alimentos disponiveis em seu habitat natural (CUNHA, 2000). MENDES et
al. (2000), certificaram que esses animais, seletivamente retém mais as menores particulas
digeriveis, que sdo excretadas apds a fermentacdo microbiana e s8o denominadas de fezes
noturnas ou cecotrofos. Este material € totalmente reingerido diretamente do anus. Este
comportamento pode ser uma adaptacao fisiol gica por necessidades nutricionais que a simples
digestdo do alimento ndo |he oferece. MENDES et al. (2000) observaram em seu estudo com
seis capivaras fémeas adultas criadas em cativeiro que a pratica de cecotrofia foi notada 243
vezes durante 96 h.

JANIS (1976) supbs que a fermentacdo cecal é ineficiente em animais de estbmago
simples que ndo realizam cecotrofia, pois produtos da digestdo sdo formados no intestino
delgado, que é usualmente o local de absorcéo. Assim, lagomorfos e varios roedores tém este
problema solucionado pela prética de autocoprofagia (cecotrofia), que proporciona uma
segunda passagem daingesta pelo intestino delgado, apds fermentacdo na primeira passagem.

O ceco no cavalo, entre outros segmentos do intestino grosso, constitui um
compartimento separado, com capacidade diferenciada para retencdo da digesta e absorcéo de
dgua. Este segmento aparentemente faz um paralelo com o de coelhos, uma espécie que se
assemelha amplamente ao cavalo quanto a funcdo do intestino grosso (DE OCAMPO &
DY CE, 1995). Em coelhos, o ceco é o 6rgdo fundamental da cecotrofia e comporta-se como
uma camara de fermentac&o similar ao rimen dos animais com estdmago compartimentalizado
(BASSAN et al., 1999).



A sintese de varios nutrientes ocorre em graus variados no intestino grosso da maioria
dos animais, sendo que a sintese de vitaminas B e K € especialmente significante. As vitaminas
podem ser absorvidas pela mucosa ou podem ser eliminadas nas fezes. Neste caso, a coprofagia
€ um padrdo comportamental que suplementa os requerimentos diérios de vitaminas (BANKS,
1992).

Conforme GETTY et al. (1986), o ceco do cavalo apresenta um comprimento médio
de 1,25 m sendo dividido anatomicamente por uma base, um corpo e um &pice e apresenta
quatro ténias longitudinais situadas nas faces dorsal, ventral, direita e esquerda. SIMIC & ILIC
(1976), citaram gue o ceco dos equideos apresenta uma forma de um grande saco cilindro-
conico, situado do lado direito da cavidade abdominal. E devido a sua forma, dimensdes,
posicdo topografica, bem como funcdo fisioldgica, 0 ceco, apresenta uma participacdo
fundamental na digestdo em animais herbivoros de estbmago simples. A capacidade deste
Orgdo é enorme, podendo conter, no cavalo, 20 — 70 litros. De acordo com CUNHA (2000) o
ceco de coelhos, é constituido por anéis saculiformes dispostos em espiral, com um diéametro de
4 a5 cm, diminuindo progressivamente na parte distal e terminando pelo apéndice vermiforme.
A forma do ceco deve-se a um feixe de fibras musculares lisas que forma uma espécie de
l&mina enrolada com cerca de 1 m de comprimento. A estrutura do ceco no arganaz tem uma
parede interna com uma rede irregular de cristas orientadas tanto longitudinais quanto
circunferencialmente (SNIPES, 1979). BANKS (1992) afirmou gque as camadas externas da
tunica muscular de suinos e cavalos tém feixes espessos de musculo liso e de fibras elasticas
longitudinal mente orientados (taeniae ceci).

YU & CHIOU (1997) estudaram o desenvolvimento da mucosa intestinal durante o
crescimento de coelhos e verificaram que esses animais com estdmago simples a fonte e niveis
de fibra dietética afetam a morfologia da mucosa intestinal, como a altura das vilosidades,
profundidade das criptas e 0 nUmero de céulas caiciformes. Os mesmos autores observaram
que porgdes caudais do intestino, incluindo o ceco e o colon, sofreram modificacbes
importantes entre 0s estagios de amamentacdo e o de desmame, mas se estabilizaram apos
quatro semanas de idade. Isso porgque os coelhos ingerem cada vez maiores quantidades de
fibra na dieta apds o desmame, que ocorre em torno de quatro semanas. Aumentando a ingestéo
de alimento, aumentara a fermentac&o no ceco e no colon, ativando o metabolismo microbiano
que talvez estimule o desenvolvimento cecal e do cdlon. CUNHA (2000), afirmou gque 0s pesos
do ceco e do seu contelido aumentam rapidamente apds o desmame, duplicando entre 0 25° e 0
36° dia de vida nos coelhos jovens como reflexo da alimentacdo exclusivamente solida.



ARGENZIO (1988) assegurou que o desenvolvimento estrutural e funcional do intestino grosso
coincide com o desenvolvimento da digestdo microbiana.

De acordo com BANKS (1992) a organizagdo dos elementos murais do intestino
grosso se baseia na auséncia de vilos, nas glandulas que sdo longas e retas e se abrem na
superficie da borda luminal; nas células caliciformes que sd0 uma caracteristica evidente do
epitélio; na auséncia de pregas circulares que sdo substituidas por dobras longitudinalmente
orientadas; no tecido linfoide difuso; e nos nédulos linféides como caracteristicas histol 6gicas
evidentes. O ceco € uma adapatagdo intestinal nos herbivoros com estébmago simples (como o
cavalo, coelho e cobaia) e as caracteristicas histologicas descritas para o intestino grosso séo,

de formas gerais, aplicaveis ao ceco.

2.3-  Aspectos neuro-enddcrinos do tubo digestivo de mamifer os

De acordo com POLAK et al. (1993) e SANTOS & ZUCOLOTO (1996) decorreu
tempo consideravel para que o intestino fosse reconhecido como 6rgdo endécrino. As células
enddcrinas gastrointestinais foram primeiramente descritas por Heidenhaim em 1870, citado
por POLAK et al. (1993), quando observou que certas células da mucosa gastrica do céo
possuiam granulos que se coravam com sais de cromo. Posteriormente, em 1907, Ciaccio,
citado por POLAK et al. (1993) usou o termo enterocromafim para descrever estas células, que
sete anos mais tarde, Masson, citado por BARBOSA et al. (1984), mostraram ser capazes de
reduzir a prata sem auxilio de agente redutor externo sendo esta reacdo denominada argentafim
(POLAK et al., 1993).

SANTOS & ZUCOLOTO (1996) preconizaram que as células distribuidas por toda
mucosa do aparelho digestorio apresentam caracteristicas citoquimicas comuns, das quais, a
mais evidente e constante é a producéo de aminas biogénicas e polipeptideos e 0 seu conjunto
denominado “sistema APUD” (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation). O sistema
APUD inclui as células enddcrinas gastrointestinais, as células das ilhotas do pancreas, entre
outras células enddcrinas.

ARGENZIO (1988) afirmou que o aparelho gastrointestinal € o maior 6rgao enddcrino
do corpo, assim como REHFELD (1998), ainda assegurou que tanto em termos de nimero de
células enddcrinas como em numero de tipos hormonais este aparelho supera qualquer outro
0rgdo. Células neuroenddcrinas que se originam a partir das cristas neurais distribuem-se de
forma difusa através de todo o tecido géstrico, intestina e pancreatico. Este ultimo autor

definiu que essas células sdo conhecidas como precursoras ha captacdo de aminas e células de
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descarboxilacdo, ou sgja, do sistema “APUD”, citado anteriormente e que sintetizam hormonios
peptidicos e aminas que sdo liberadas a partir de células sob estimulacdo apropriada. Além
dessas células enddcrinas, foi estabelecido que vérios peptideos sdo liberados a partir de
terminacdes nervosas no intestino (ARGENZIO, 1988).

BASSAN et al. (1999) reafirmaram que as células enteroenddcrinas intraepiteliais do
intestino sdo pertencentes ao sistema APUD e que este sistema enteroenddcrino esta constituido
por um conjunto de células produtoras de horménios relacionados com a motilidade, secrecdo e
absorcdo de nutrientes. As células do sistema APUD apresentam em comum a capacidade de
captar e descarboxilar precursores aminicos e conter granulos secretores que reagem com
solucdes de prata amoniacal e com anticorpos monoclonais anti-cromogranina.

Feyrter citado por POLAK et al. (1993) foi o primeiro a reconhecer que o intestino e o
pancreas eram 0s principais érgaos onde se localizavam as células do sistema enddcrino, o qual
ele chamou de sistema enddcrino difuso. Ele identificou as células neste sistema como sendo:
1) elementos corados convencionalmente em claro, chamados, portanto, de hellezellen, ou sgja,
células claras; 2) células argentafins — capazes de reduzir diretamente solucbes de prata; 3)
células argiréfilas — capazes de absorver sais de prata, que entdo podem ser reduzidos por
adicdo de uma substancia quimica com capacidade redutora.

Diferentemente da reacdo argentafim, a reacdo argirdfila, detecta outros tipos de
células, identificando um grande nimero de células endécrinas no estdbmago, ileo, colon e
pancreas do gamba Didelphis albiventris (FONSECA, 1996; FONSECA et al., 1998; 2002) e
em todo o tubo digestivo da capivara Hydrochoerus hydrochaeris, como detectado por
VELASQUEZ (2001).

Num estudo redlizado com vérias espécies de vertebrados, desde sapos até
camundongos, foi observado que conforme a evolucdo, a quantidade de células enddcrinas
argirdfilas e argentafins no epitélio do intestino grosso aumentou tanto nas partesinicial quanto
natermina (MUTOVKINA & IVANOVA,1987).

Cédulas argentafins de diferentes regides do aparelho digestério de ratos foram
examinadas ao microscépio eletrénico e, todas elas continham granul os secretores redondos ou
pleomérficos, que estdo concentrados principa mente na zona infranuclear, exceto naquelas do
antro gastrico, onde eles ocorrem com freqliéncia na area perinuclear (PORTELA-GOMES et
al., 1984).

As células enterocromafins (células EC) que constituem populacdo predominante no
sistema de células enddcrinas do aparelho digestdrio, sdo encontradas na mucosa de quase todo

0 tubo digestivo. Embora seu principal produto de secrecdo sga a serotonina,
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imunorreatividades a peptideos como substéncia P, leucina-encefalina e motilina, tem sido
descritas. A serotonina nas células EC pode ser detectada por vérias técnicas em seccdes de
parafina apos fixacdo pela formalina como a reacdo argentafim de Masson. Além datécnica de
fluorescéncia induzida pela formalina e métodos imunohistoquimicos com anticorpos
policlonais ou monoclonais contra serotonina. Procedimentos ndo imunoldgicos apresentam
limitagdes. A reacdo argentafim € de baixa especificidade quimica e a fluorescéncia induzida
pelaformalina pode ser devido a outras aminas biogénicas (SANTOS & ZUCOLOTO, 1996).

De acordo com a biologia classica, um horménio do aparelho digestério € uma
substancia produzida por um tipo de célula distribuida em regides relativamente bem definidas
tanto do tubo digestivo como das glandulas anexas. Dessas, €la € liberada sob estimulos
especificos para alcancar 0 6rgéo alvo, que subseqlientemente obtém uma resposta podendo
estar ligada a secrecdo ou a contragcdo muscular. A nova biologia de horménios deste aparelho
esta de acordo com 0s conceitos classicos, sustentando a idéia de que os hormbnios sdo
peptideos provenientes de células do aparelho digestério e lancados no sangue uma vez que
haja estimulagdo adequada (REHFELD, 1998).

A serotonina € uma catecolamina com um peso molecular de 176 Daltons, formada em
células endbcrinas gastrointestinais, plaquetas, no cérebro e na medula espinhal

(http://www.biogenex.com/pdf/932-068p.pdf). E bem conhecido que a 5-hidroxitriptamina (5-

HT), a serotonina, € abundante em células intestinais enterocromafins, bem como, que uma
ampla variedade de estimulos provoque a liberacdo desta substancia pelas células EC. Além de
a serotonina estar presente no sistema nervoso central e nas células enterocromafins, ela
também é encontrada em neurdnios serotonérgicos no ganglio mioentérico intestinal que
podem mediar reflexos locais (L1 et al., 2000). CECCARELLI et al. (19954) afirmaram que
células produtoras de monoaminas, tal como as EC que produzem serotonina, tem sido
consideradas membros da grande familia de células enteroenddcrinas. Conforme SANTOS &
ZUCOLOTO (1996), mensageiros quimicos ndo peptideos como a serotonina, sdo sintetizados
dentro do citosol e armazenados em granul os secretores.

Células EC secretam serotonina espontaneamente e em resposta a uma ampla
variedade de estimulos no limen duodenal, incluindo acidificacdo, instilacdo de glicose
hipertbnica ou solucdo de sacarose, estimulacdo vagal, aumento da pressdo intraluminal,
obstrucdo mecanica do intestino e isguemia intestinal (LI et al., 2000). Conforme
CECCARELLI et al. (1995b), a serotonina é conhecida por estimular a contracdo da
musculatura lisa do aparelho gastroentérico e provocar a secrecdo exécrina. VANNER (2000)



afirmou que a serotonina estimula o0s neurdnios mioentéricos promovendo respostas
vasodilatadoras na submucosa.

Em estudo utilizando vacas e bezerros, KITAMURA et al. (1985) encontraram células
imunorreativas a serotonina no intestino grosso, sendo mais frequiente no reto. Foi constatado
por estes autores, que a distribuicdo de células enddcrinas na vaca € semelhante a do cavalo.
BALTAZAR et al. (1998) observaram em seu estudo do aparelho digestorio de uma espécie de
bufalo (Bubalus bubalis), que o nimero de células imunorreativas a serotonina foi escasso na
regido fundica do estbmago, mas aumentou progressivamente para moderado no duodeno,
declinou um pouco no jejuno e ileo e eventualmente aumentou de forma moderada no ceco e
célon e finalmente, reduziu no reto.

De acordo com o estudo de CECCARELLI et al. (1995b), o tubo digestivo de cervos
(Dama dama) possui células EC contendo serotonina em todas as regides investigadas e foram
mais numerosas no duodeno proximal, representando cerca de 80% das células enddcrinas
investigadas. Em outro estudo com cavalos, CECCARELLI et al. (1995a) verificaram que a
fregliéncia de células contendo serotonina variou extremamente entre o estdbmago e o duodeno,
sendo menor neste.

De acordo com SANTOS & ZUCOLOTO (1996) estudos imunohistoquimicos e de
biologia molecular tém mostrado interrelacdes funcionais entre células enddcrinas e neurdnios,
constituindo o sistema neuro-enddcrino. No contexto atual, o termo neuro-enddcrino néo
implica em uma origem embriol 6gica comum a partir do neuroectoderma, mas tem conotacao
de compartilhamento de um fendtipo caracterizado pela expressdo simultanea de multiplos
genes que codificam uma ampla variedade de caracteristicas neuronais e endécrinas.

Conforme WIENBECK et al. (1987) o controle nervoso das secregdes dos intestinos é
influenciado por nervos do sistema periférico e central. O intestino grosso é tonicamente
inibido pelo sistema nervoso entérico, em particular pelos ganglios submucosos.

A integracdo dos eventos secretores, motores e de absor¢éo no trato gastrointestinal é
ocasionada por acdes e interagcbes complexas dos sistemas neural e endécrino. O controle
nervoso da funcdo intestinal é realizado pelas porcdes intrinsecas e extrinsecas do sistema
nervoso vegetativo (ARGENZIO, 1988). RAYBOULD (1998) citou que o sistema nervoso esta
eletricamente ligado em “circuitos reflexos’. Cada circuito neural contém um neurbnio aferente
que carrega atividade elétrica da periferia para o centro de integracdo que pode ser tanto o
ganglio como umaregido especializada do cérebro. Apds os sinais aferentes serem processados,
fluxo de informagdes retornam via neurdnios motores para modificar a atividade do intestino,

incluindo a motilidade entre outras. De acordo com HUDSON et al. (2000), o sistema nervoso
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entérico (SNE) tem um papel central no controle da maioria das funcdes gastrointestinais. O
SNE consiste de uma rede de neurdnios organizados dentro dos ganglios submucosos e
mioentéricos. O ganglio submucoso estende-se na regido entre a mucosa e a tanica muscular da
parede do intestino, e 0 ganglio mioentérico estende-se entre as camadas musculares circular e
a longitudina da tdnica muscular. Este Ultimo esta envolvido com a motilidade intestinal,
engquanto que o primeiro com o transporte transepitelial de ions, com o fluxo de sangue da
mucosa, bem como com fungdes secretomotoras. VANNER (2000) concluiu em estudos com
porcos-da-india, que o ganglio mioentérico pode desempenhar papel na regulacéo da mucosa
por meio da modulacdo de reflexos vasodilatadores nos ganglios submucosos. Ha evidéncias
gue neurdnios submucosos recebem estimul os apds a excitacdo de ganglios mioentéricos.

FURNESS et al. (1999) afirmaram que o SNE do homem contém uma ordem de 10°
neurbnios no sistema enddcrino gastroenteropancredtico. Os neurdnios que detectam o
comportamento dos tecidos sdo neurdnios primarios aferentes, sendo eles distintos em trés
classes: 1) neurdnios intrinsecos primarios aferentes (também conhecidos como neurbnios
sensoriais intrinsecos), com corpos celulares e conexdes na parede do TGI; 2) neurbnios
primérios aferentes extrinsecos, com corpos celulares nos ganglios das raizes vagais e espinhais
dorsais; 3) neurdnios intestinofugais, com corpos celulares no TGI e projecdes dos neurdnios
para o lado de forada parede do TGlI.

Evidéncias experimentais citadas por RAYBOULD (1998) sugerem acima de tudo,
que a mecanosensibilidade pode ser uma propriedade intrinseca de neurénios aferentes.
Entretanto, outras células no TGl podem responder também a estimulos mecanicos.
Considerando a observacéo de que um aumento na pressdo libera serotonina causando a
propulsdo do contetido luminal pela iniciacdo do reflexo peristéltico. Bulbring & Lin (1958)
citado por RAYBOULD (1998) propuseram que 0s receptores de pressdo na mucosa séo as
células EC e que a serotonina liberada por estas células em resposta a pressdo, estimula
neurdnios intrinsecos primarios aferentes ab mesmo tempo em gue o Ssistema nervoso entérico
conduz a ativacao do reflexo peristaltico.

Um possivel intermediério para transducdo de sinais da mucosa é a serotonina, que €
um potente estimulante dos neurdnios intrinsecos primarios aferentes (NIPAS). A serotonina é
liberada quando a mucosa é mecanicamente estimulada e consequentemente reactes reflexas
s&0 antagonizadas por drogas que blogueiam os receptores 5-HT (FURNESS et al., 1999).

Os NIPAs reagem sob trés tipos de estimul os: ateracfes quimicas no limen intestinal,
distensdo intestina e distor¢cdo mecéanica da mucosa. Estes neurbnios sdo necessarios para

geracao de reflexos apropriados em reacdo ao contelido intestinal. Reflexos intrinsecos geram
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movimentos de mistura e propulsdo da musculatura, causam ateracéo local do fluxo sangliineo
e modulam a secrecdo de &gua e detrdlitos. Estes neurbnios participam de uma coordenacao
integrada entre os 6rgdos, como por exemplo, entre o duodeno e estbmago, pancreas e sistema
biliar (FURNESS et al., 1999).

De acordo com FURNESS et al. (1999), os neurdnios extrinsecos primérios aferentes
levam informagdes sobre 0 estado do aparelho gastrointestinal para o0 sistema nervoso central.
Estdo presentes no monitoramento de todos aspectos funcionais deste aparelho e também
transportam informagdo nociceptiva. Os neurdnios intestinofugais s8o0 uma classe ndo usual de
neurdnios. Seus corpos celulares estdo na parede do TGI e seus processos formam sinapses no
ganglio simpético paravertebral. Os corpos celulares destes neurbnios estdo no ganglio
mioentérico sendo mais numerosos no intestino grosso. Suas funcBes estdo quase que
exclusivamente envolvidas com o controle da motilidade, entretanto eles também contactam
neurdnios simpaticos os quais tem a funcdo de inibir a secrecdo de agua e de eletrdlitos no
intestino.
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4.0- Estudo anatomo-histologico do ceco da capivara (Hydrochoerus

hydrochaeris)

Resumo

O ceco da capivara representa um importante 6rgao do aparelho digestorio, sendo o
principal local de fermentagdo da celulose, principal fonte de energia deste animal. Neste
estudo com dez capivaras adultas os parametros, peso do animal, idade, comprimento vértice-
caudal (VC), perimetro toracico e comprimento dos intestinos foram estimados em animais
eutanasiados na Fazenda Cachoeirinha no municipio de VicosaesMG. Os aspectos histol 6gicos
foram analisados de fragmentos coletados de cinco regides do ceco das capivaras. Os animais
pesaram em média 38,6 kg e seu comprimento VC foi em média 90,6 cm, o volume do ceco e
seu comprimento foram em médiade 3,6 | e 70 cm respectivamente. O ceco da capivara adulta
mostrou ser volumoso apresentando saculacBes e quatro ténias. Histologicamente o ceco
apresentou mucosa revestida por epitélio intestinal em todas as regifes, enquanto a tunica
muscular apresentou diferenca quanto a espessura conforme o local do ceco, como nas ténias,
onde a camada externa se mostrou mais espessa que has demais regi0es.

Palavras-chave: ceco, anatomia, histologia, capivara.
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INTRODUCAO

A capivara € um mamifero semi-aquético que se distribui amplamente por toda a
Américatropical, do Panamé ao Uruguai e noroeste da Argentina. Grandes popul agdes ocorrem
em regides do Brasil, Colémbia, Guianas, Paraguai, Uruguai, nas partes amazonicas da Bolivia,
Equador, Peru e no nordeste da Argentina. Este animal ocorre nos mais variados tipos de
ambiente, desde matas ciliares a savanas sazonalmente inundéveis, inclusive em &reas com
elevado grau de interferéncia antropica (FERRAZ et al., 2001b). A capivara (Hydrochoerus
hydrochaeris), pertence a familia Hydrochaeridae e a ordem Rodentia (FUERBRINGER et al.,
1987).

Varias espécies de roedores sdo avo de caca ou de criacdo, por sua carne ou pele
valiosa e, dentre elas, a capivara caracteriza-se por ser sua carne apreciada (KOWALSKI,
1981; STORER, 1995). Além disso, pode ser preparada fresca, congelada, seca ou salgada,
inclusive sob a forma de linglicas e salsichas (SILVA, 1986). ANDRADE et al. (1996)
afirmaram que a capivara € a espécie de animal silvestre nativa que apresenta o maior potencial
zootécnico para a producdo de carne e couro. De acordo com FERRAZ & VERDADE (2001a),
devido as suas caracteristicas biol6gicas e comportamentais, a capivara tem sido vista como
uma das espécies silvestres da América Latina com maior potencial para manegjo. Tais
caracteristicas revelam-se tanto no seu ambiente natural como em regime de confinamento,
desde que respeitadas as necessidades fisiol 6gicas e comportamentai s da espécie. Estes mesmos
autores, afirmaram que a capivara tem sido vista como um recurso hatural renovével
abundante, cujo uso raciona e econémico pode, além de gerar ata rentabilidade, reduzir seu
impacto danoso e o risco na transmissao de doencas para 0 homem e para espécies domesticas.

De acordo com ANDRADE et al. (1996) a capivara € um roedor com estdmago
simples que realiza fermentacdo cecal. Altamente eficiente no aproveitamento dos alimentos,
este animal tem digestibilidade similar ou superior a de coelhos e ovinos, tanto com volumosos
quanto com concentrados.

VELASQUEZ (2001) afirmou que o ceco da capivara caracteriza-se por ser
relativamente grande, apresentando morfologicamente base, corpo e &pice, nas quais se
distinguem ténias e saculagdes ou haustros. A mucosa apresenta epitélio simples prismético
com elevado nimero de células caliciformes PAS-positivas, localizadas em particular nas
criptas. Tunica submucosa formada por tecido conjuntivo frouxo vascularizado apresentando
ganglio submucoso desenvolvido e os nédulos linféides. A muscular da mucosa é constituida

por fibras de musculo liso dispostas em orientacfes circular interna e longitudinal externa.
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Em herbivoros ndo-ruminantes (como caval os, coelhos e roedores) o intestino grosso é
um 6rgédo fermentador, sendo que a digestdo da celulose e a posterior absorcéo dos produtos da
sua digestdo ocorrem no ceco e no colon destes animais. Os acidos graxos volateis produzidos
pelo metabolismo anaerdbico da celulose, pela microflora cecal e do célon, sdo absorvidos pelo
intestino grosso (BANKS, 1992; DE OCAMPO & DY CE, 1995). SNIPES (1979) concluiu em
suas observacdes com ceco do roedor herbivoro Microtus agrestis, que o epitélio cecal pode ser
capaz de uma ativa absorcdo de &cidos graxos voléteis, produtos bacterianos, triglicerideos,
produtos dos carboidratos e agua.

Visto que a capivara, animal silvestre da fauna brasileira que exibe varias vantagens na
sua criacdo tem como 0 ceco, 6rgéo que desempenha importantes funcdes na digestdo. Neste
estudo visou-se obter informactes sobre a morfol ogia macroscopica e microscépica do ceco de

capivaras adultas.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo anatdmico do ceco foram utilizadas dez capivaras adultas fémeas e
machos, provenientes do criatério da fazenda Cachoeirinha no municipio de Vigosa (MG) sob
autorizacdo do Ibama sob licenca 13902 de nimero 1/31/2001/000027-7. Apds a eutanasia,
foram obtidos o0s seguintes parametros destes animais. sexo, peso corporal, peso seco da lente
ocular (estimativa de idade), didmetro da caixa toracica, comprimento vértice-caudal (VC),
posicdo topogréfica in situ, comprimentos do intestino delgado e do intestino grosso,
comprimento do ceco, volume do ceco.

A estimativa da idade foi realizada conforme MOREIRA (1995), que preconizou que
as lentes oculares retiradas apds a morte do animal, devem ser desidratadas em estufa & 40° C
durante 72h e pesadas em balanca de alta precisdo. A partir dai, a média dos valores obtidos é
aplicada na seguinte formula:

L=53.9528 . x>
sendo L, o peso obtido das lentes (mg) e x, aidade (meses).

O comprimento VC estabelecido por NODEN & LAHUNTA (1985), mede o
comprimento do animal desde a crista nucal do 0sso occipital até a base da cauda.

A documentacdo fotogréfica do intestino grosso foi feita com cémara fotografica
digital marca Sony Mavica FD100, tomando-se o cuidado de se manter a integridade anatdbmica

e topogréficain situ de seus constituintes.
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Os intestinos delgado e grosso foram mensurados com trena mantendo-os esticados
em local plano sem que houvesse distensdo. O comprimento do ceco foi medido de
extremidade a extremidade acompanhando a curvatura maior.

Para 0 estudo de capacidade volumétrica do ceco esvaziou-se seu contelido e
preenchendo-se com agua, de maneira que 0 6rgdo preservasse suas principais caracteristicas,
como tamanho original, forma, presenca e integridade dos haustros. Em seguida, o volume de
preenchimento foi medido em proveta, definindo sua volumetria.

No estudo histolégico, foram utilizadas as mesmas dez capivaras adultas citadas no
estudo anatdbmico macroscopico, das quais foram coletados trés fragmentos da base, trés do
corpo, trés do apice, trés da ténia dorsal e trés da regido de transicdo ileo-cecal, que foram
submetidos ao processamento histoldgico rotineiro no laboratério de Histopatologia do DVT.
Neste estudo foi efetuada a medida das glandulas intestinais nas diferentes regides do ceco.
Para isso, utilizou-se uma ocular graduada e calibrada por meio de micrdmetro objetivo
Olympus.

Cada fragmento foi fixado em liquido de Bouin por 48 horas. Apos a fixacdo, os
fragmentos foram desidratados em série de concentragdes crescentes de alcool etilico (70 — 80
— 95— 100%), diafanizados em xilol | el eincluidos em parafina.

Os fragmentos foram seccionados no laboratério de Histopatologia do DVT e no
laboratorio de Histologia do DBA da UFV, a espessura de 4 nm, em micrétomo rotativo
manual marca American Optical Co. e Olympus CUT 4055 respectivamente. Depois de fixados
as laminas, os cortes de cada regido do ceco foram corados segundo a técnica de hematoxilina-
eosina (H-E) conforme BANCROFT & STEVENS (1996).

Os cortes histol6gicos foram documentados no Laboratério de Biologia e Controle de
Hematozoarios — Bioagro, DV T, por meio de camara digital marca FUJI HC — 300Zi com lente

Nikon C —0.6x acoplada ao microscépio Nikon Eclipse E 600 e ao computador.

RESUL TADOSE DISCUSSAO

Os animais apresentaram em média peso corporal de 38,6 + 14,8 kg e comprimento
VC médio de 90,6 £ 9,9 cm (Tabela 1).

Os aspectos macroscépicos do ceco da capivara revelaram que 0 mesmo € volumoso,
curvo e de forma cilindro-conica, a semelhanca ao do cavalo (SNIPES, 1976) ocupando grande

parte da regido ventro-caudal da cavidade abdominal, estendendo-se transversalmente de um
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antimero ao outro (Figura 1). Apresenta uma extremidade cega (apice), que é de forma conicae
fica situado no lado esguerdo da cavidade abdominal. A outra extremidade (base) situa-se no
lado direito da cavidade abdominal, da mesma forma que os 6éstios ileo-cecal e ceco-cdlico
(Figura 2). Enquanto o corpo do ceco apresentaforma cilindrica (Figura 2).

As saculagbes (haustros) limitadas por espessamentos da tunica muscular sdo
estruturas evidentes, mas transicionais, dependendo do estado de contracéo desta tunica. Essas
saculacles ddo a impressdo de uma compartimentalizacdo, que internamente, correspondem a
depressdes da parede cecal, que conforme ARGENZIO (1988) podem servir como um meio de
prolongar a retencdo da digesta. As saculacdes estdo distribuidas de forma semelhante nas trés
regides do ceco (apice, corpo e base). O ceco possui quatro ténias que estdo longitudinalmente
orientadas nas regides cranial, caudal, ventral e dorsal.

Internamente o0 ceco apresenta uma malha irregular de pregas da mucosa orientadas
circular e longitudinamente, nele se abrem dois 6stios que correspondem a desembocadura do
ileo que apresenta as bordas elevadas e a do colon.

Foi observado que o ceco de animais adultos apresentou capacidade volumétrica
média de 3,6 £ 1,7 | (Tabela 1). Em cavalos adultos, o ceco pode conter até 70 | (SNIPES,
1976; SIMIC & ILIC, 1976).

O comprimento do ceco, independente da idade ou do peso corporal, variou muito de
um animal para o outro. O menor comprimento medido foi de 52 cm, enquanto o maior de 97
cm. Para um coelho adulto, o ceco apresenta comprimento médio de 40 cm, representando
cerca de 28,2% do comprimento intestino grosso e 9,9% do comprimento intestinal total
(CUNHA, 2000). Em eqiinos, o ceco tem aproximadamente 1,20 m (SNIPES, 1976; GETTY
et al., 1986.). Em animais herbivoros com estbmago simples, o tamanho do ceco parece prover
uma adequada &rea de superficie para absorcéo dos produtos da fermentacdo (JANIS, 1976).
Na capivara os intestinos delgado e grosso apresentaram comprimento médio de 6,8 + 1,5 m e
2,8 + 0,6 m respectivamente, enquanto o ceco, 0,7 = 1,6 m. Portanto, 0 ceco, representou cerca
de 25% do comprimento do intestino grosso, e em relagdo ao comprimento total dos intestinos,
mostrou um percentual de cerca de 7,3 %. Estes valores demonstram que a proporcéo
morfométrica do ceco da capivara, se comparado a do mesmo 6rgéo no coelho, apresenta

dimensdes semel hantes.
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Tabela 1- Pardmetros anatbmicos macroscopi cos da capivara adulta.

Parametros Média £ desvio padréo
|dade (meses) 29,8 + 18,22
Peso corporal (kg) 38,6 + 14,8
Perimetro toracico (cm) 745+ 11,8
Comprimento VC (cm) 90,6 £ 9,9
Comprimento do ceco (cm) 70 £ 16,2
Volume do ceco (1) 36+17
Comprimento do intestino delgado (m) 6,8+15
Comprimento do intestino grosso (m) 28+0,6

Microscopicamente, a mucosa néo revelou diferenca importante entre as regides do
ceco, apresentando glandulas simples tubulosas, que ocupam toda a lamina propria e se abrem
na superficie luminal. As células epiteliais glandulares sdo do tipo cilindrico, dispostas em uma
Unica camada, com o nicleo situado na regido basal (Figuras 3C, 4B), semelhante as células
colunares do ceco do cavalo (DE OCAMPO & DYCE, 1995). A presenca de células
caliciformes no epitélio mostrou-se abundante, independente da regido anaisada. Apresentou
l&mina propria delgada de tecido conjuntivo frouxo contendo ou ndo nédulos e/ou tecido
linféides. Esses, quando encontrados localizaram-se principal mente nas regides de transi¢cdo do
ileo para o ceco, sendo observados em menor nimero nas outras regides (Figuras 4C, 4D).
Segundo BANKS (1992) os nédulos linféides podem ser proeminentes na abertura do ileo no
Ceco no caso de ruminantes, suinos e cdes, a semelhanca da capivara, ou podem estar
distribuidos mais na extremidade cega do 6rgéo, como ocorre em cavalo e gatos.

As glandulas ndo apresentaram variacdo significativa quanto a sua altura. Em todas as
regifes analisadas, observou-se que aaturamédiafoi de 0,2 + 0,02 mm.

A muscular da mucosa foi observada em todos os cortes analisados apresentando
feixes de fibras musculares lisas (Figuras 3B, 3D).

A submucosa apresentou-se em todas as regifes bastante vascularizada e rica em
fibras do tecido conjuntivo (Figura 3B), nela situam-se 0s ganglios submucosos, relativamente
NUMerosos No ceco destes animais.

Em todas as regides do ceco, a tinica muscular, consiste de duas camadas e € mais
espessa comparando-se com a do intestino delgado, ainterna, circular e a externa, longitudinal.
A camada muscular longitudinal externa espessa-se nas regides do éstio ileo-ceca e nas ténias
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(Figura 4A). Foi observada uma grande quantidade de ganglios mioentéricos entre as duas
camadas de musculo liso.
Externamente, uma tUnica serosa constituida de conjuntivo frouxo e mesotélio, com

abundantes vasos sangiineos, reveste o ceco.
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Figura 1: Cavidade abdomina de Hydrochoerus
hydrochaeris. Comparagdo entre o volume do
ceco com porc¢des do intestino grosso e delgado.

Figura 2: Ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. b- base; t- ténia; c-corpo; a-apice;
i- ileo; co- cdlon; haustros (setas).
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A. Transicdo ileo-cecal, evidenciando os dois
segmentos intestinais. B. Regido da base, mostrando intensa vascularizagdo (setas brancas).
Muscular da mucosa (seta preta). C. Regido do corpo. D. Regido da base. c-ceco; i- ileo; g-
glandulas intestinais; mm-muscular da mucosa; sm-submucosa; tm-tanica muscular. HE.
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Figura 4: Ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. A. Regido da ténia mostrando alteragdo na
espessura da camada muscular longitudinal externa (seta). B. Regido do corpo. Células
caliciformes (setas). C. Regido de transicdo ileo-cecal. Nédulo linféide isolado (seta). D.
Regido de transicdo ileo-cecal apresentando nddulo linfoide associado (Placa de Peyer). Vasos
sangliineos (setas). ci-camada muscular circular interna; le-camada muscular longitudnal
externa; ele-espessamento da camada muscular longitudinal externa (ténia); g- glandulas
intestinais; tm- tinica muscular. HE.
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5.0- ldentificacdo e quantificacdo de ganglios nervosos, células argentafins,
argirofilas e imunorreativas a serotonina no ceco da capivara

(Hydrochoerus hydrochaeris)

Resumo

A distribuicdo regional e fregiéncia de ganglios nervosos, células argirdfilas, células
argentafins e células imunorreativas a serotonina foram estudadas em cinco regifes do ceco de
dez capivaras adultas. Para isso, utilizou-se técnicas especificas de coloracdo para cada um dos
tipos de células enddcrinas pesguisadas e para a quantificacdo dos ganglios nervosos,
submucosos e mioentéricos, a técnica da Hematoxilina-Eosina. O maior nimero médio de
ganglios submucosos observados na parede do ceco foi de 3,6 + 1,4 gangliosmm? de &rea na
regido de transicdo ileo-cecal e o menor, no &pice e na base de 1,4 + 0,7 gangliosmm? O
nimero médio de ganglios mioentéricos/mm? de &rea da tdinica muscular foi maior nas regides
de transicdo ileo-cecal e na ténia, sendo respectivamente de 10 + 3,6 € 9,3 £ 3,6. O nUmero
médio de células argirdfilas por mm? de rea de mucosa variou de 235,7 + 75,7 na regido de
transicéo ileo-cecal a 138,6 + 58,6 no dpice; 0 de células argentafins apresentou uma variacao
de 224,3 + 81,4 célulasymm? na base e um menor nimero no &pice, 165,7 + 50 células’mm? de
&rea de mucosa. As células imunorreativas a serotonina foram detectadas em maior nimero na
regido de transicdo ileo-cecal, com média de 107,1 + 58,6 célulasmm? e menor no &pice, de
27,1+ 7,1 células/mm?,

Palavras-chave: ceco, ganglios nervosos, células argirdfilas, células argentafins, células

imunorreativas a serotonina.
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INTRODUCAO

Técnicas de impregnacdo por sais de prata foram desenvolvidas para diferentes
finadlidades em diferentes condigbes. Genericamente, essas reagbes foram divididas em
argentafins e argirdfilas. Na reacdo argentafim (técnica de Masson-Fontana), a reducéo do
nitrato de prata amoniacal € decorrente da capacidade redutora dos préprios componentes
intracelulares. Ja na reagdo argirdfila (técnicas de Servier-Munger, Hellerstrom-Hellman,
Bodian e Grimelius), os sais de prata em solucdo amoniacal, aguosa ou alcoolica se ligam aos
granulos citoplasméaticos e sdo, entdo, reduzidos a prata metalica pela exposicdo a uma
substancia exdgena redutora. A positividade da reacdo argentafim exibe forte correlacdo com o
contelido de serotonina das células enddcrinas, como demonstrado por técnicas que utilizam
fluorescéncia e imunorreatividade (SANTOS & ZUCOLOTO, 1996).

Os peptideos encontrados na mucosa dos segmentos do aparelho digestério tém sido
detectados em células e terminaces nervosas dispersas difusamente pelo neuroeixo (SANTOS
& ZUCOLOTO, 1996; POLAK et al., 1993). Esses peptideos podem atuar segundo trés
mecanismos diferentes. enddcrino, quando a secrecdo € liberada na corrente sangliinea e age a
distancia; parécrino, estimulando locamente células vizinhas; e neurécrino, liberando a
secrecao contida em terminagdes nervosas (SANTOS & ZUCOLOTO, 1996).

De acordo com SHUTTLEWORTH et al. (1995) estudos da musculatura lisa do
aparelho digestério tém fornecido uma ferramenta Gtil para demonstrar que os peptideos atuam
como neurotransmissores. Deixam claro que multiplos peptideos participam tanto na
transmissdo excitatdria como na inibitoria das camadas de musculo liso longitudina e circular
por todo o aparelho digestério. Estudos imunohistoquimicos indicaram que peptideos estéo co-
localizados com outros tipos de neurotransmissores em neurdnios individuais. Neurdnios
motores excitatérios parecem liberar tanto acetilcolina (ACh), neurotransmissor mais
abundante do tubo digestivo, bem como as taquininas, representantes de uma familia de
neuropetideos que em sua maioria estdo relacionadas com a motilidade gastrointestinal. As
taguininas sdo caracterizadas por uma seqiiéncia de aminoacidos Fenilalanina-X-Glicina-
LeucinaMetioninasNH,, onde X €& qualquer residuo de vaina ou fenilaanina
SHUTTLEWORTH et al. (1995) citou que em muitos estudos concluiu-se que a substanciaP e
0 peptideo vasoativo intestinal (VIP) encontrados em neurbnios intestinais, participam da
regulacdo na musculatura lisa, mas outros, como 0 neuropeptideo Y e a galanina estdo

envolvidos igua mente nesse controle.
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Segundo BALTAZAR et al. (1998) as células enddcrinas estdo distribuidas por toda a
extensdo do aparelho digestério, 0 maior 6rgdo enddcrino no corpo. Estas células secretam
hormonios que regulam a funcéo digestiva influenciando na secrecéo gastrointestinal, absorcéo,
motilidade e fluxo de sangue. O desenvolvimento de anti-soros contra hormonios facilitou a
localizac8o destas células em varias espécies por meio de métodos imunohistoguimicos.

O intestino parece ser um dos muitos alvos da serotonina, a qual estimula fortemente a
contragdo da musculatura lisa e a secrecéo das glandulas intestinais. (CECCARELLI et al.,
1995a; 1995b). Estudos em intestino delgado de porcos-da-india tem sugerido que a serotonina
pode ser um transmissor que estimula nervos sensoriais e iniciam reflexos peristéticos e
secretores (CHEN et al., 1998).

De acordo com SANTOS & ZUCOLOTO (1996), estudos imunohistoquimicos e de
biologia molecular tém mostrado interrelagdes funcionais entre células enddcrinas e neurdnios,
congtituindo o sistema neuro-endocrino. No contexto atual, o termo neuro-enddcrino ndo
implica em uma origem embriol 6gica comum a partir do neuroectoderma, mas, tem conotacéo
de compartilhamento de um fendtipo caracterizado pela expressdo simultanea de muiltiplos
genes gue codificam uma ampla variedade de caracteristicas neuronais e endécrinas. HUDSON
et al. (2000), afirmaram que o sistema nervoso entérico (SNE) tem um papel centra no
controle da maioria das funcbes gastrointestinais e que este sistema consiste de uma
complicada rede de neurdnios organizados dentro de plexos submucosos e mioentéricos.

O presente estudo, foi direcionado a quantificagdo de ganglios submucosos e
mioentéricos e de células enddcrinas (argirdfilas, argentafins e imunorreativas a serotonina) na
mucosa das regides do ceco (base, corpo, apice, ténia e transicdo ileo-cecal). Dessa forma,
pode-se quantificar as células enddcrinas e 0s ganglios nervosos submucosos e mioentéricos

tentando estabelecer umarelacdo entre eles.

MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste estudo, utilizaram-se fragmentos de cinco regides do ceco,
coletados de dez animais, incluindo machos e fémeas adultos provenientes do criatério da
Fazenda Cachoeirinha, municipio de Vicosa (MG) mediante autorizacdo do Ibama sob licenca
13902 de nimero 1/31/2001/000027-7. As regides foram o apice, base, corpo, ténia dorsa e
transicdo ileo-cecal. Os fragmentos foram fixados por 24 a 48h em liquido de Bouin, para
coloragéo pela Hematoxilina-Eosina (H-E), Grimelius (GRIMELIUS, 1968) e Imunoperoxidase
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Direta (STERNBERGER, 1979), e em formol a 10% tamponado para coloracdo de Masson-
Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984). Em seguida os fragmentos foram desidratados
em acoois numa ordem crescente de concentracdo, diafanizados em xilol | e Il e incluidos em
parafina. Em seguida, os cortes foram cortados a espessura de 4mm em micrétomo rotativo
manua marca American Optical no Laboratério de Histopatologia do DVT da Universidade
Federal de Vicosa. Os cortes foram corados segundo as técnicas de H-E, Grimelius, Masson-
Fontana modificado e Imunoperoxidase direta, para quantificacdo de ganglios nervosos, células
argiréfilas, células argentafins e células imunorreativas a serotonina, respectivamente. Com
excecdo da imunoperoxidase direta, as demais técnicas foram readlizadas no DVT-UFV,
Laboratério de Histopatologia, enquanto aquela, no Laboratério de Patologia Digestiva e
Neuro-endocrina da Faculdade de Medicinada UFMG.

Nos cortes corados em H-E, além da descricdo histolégica foi feita a quantificacdo dos
ganglios submucosos e mioentéricos por milimetro quadrado da tunica submucosa e da tanica
muscular respectivamente, de cada uma das regides pesquisadas.

Neste estudo, utilizou-se microscopio de luz Ken-a-vision em aumento de 100x, com
auxilio de ocular graduada calibrada por meio de micrdmetro objetivo Olympus. Foram
quantificados os ganglios submucosos e mioentéricos em dez unidades de 4,72 nm? cada da
parede cecal observada em trés cortes diferentes da mesma regido, perfazendo 141,6 nm? de
&rea analisada.

Na contagem de células argentafins, argiréfilas e imunorreativas a serotonina, utilizou-
se microscopio de luz marca Olympus CX 40 em aumento de 200x, com o auxilio de ocular
graduada, calibrada por meio de micrémetro objetivo Olympus. A unidade de area analisada foi
de 2,32 mm? de tlinica mucosa, desta forma, apds a quantificacdo de 30 unidades de &rea o total
pesquisado foi de 69,6 mm?. Apenas aguelas células que apresentaram citoplasma impregnado
por sais de prata (técnicas argiréfila e argentafim) e imunocorado (imunoperoxidase direta)
associados a imagem negativa do nucleo foram consideradas reativas respectivamente a sua
técnica.

Os cortes nas laminas foram documentados por meio de camara digital marca FUJI
HC — 300Zi com lente Nikon C — 0.6x acoplada a0 microscopio Nikon Eclipse E 600 e a0
computador, no Laboratdrio de Biologia e Controle de Hematozoarios do DVT.

Os numeros obtidos foram organizados em planilha eletrénica (EXCEL 97) e
calculados a média, desvio padréo e varidncia segundo o programa estatistico SAEG 7.1
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(Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas - 1997) utilizando-se o Programa ANOVA
(EUCLYDES, 1983).

RESUL TADOSE DISCUSSAO

A porcdo entérica do sistema nervoso, 0 sistema nervoso entérico (SNE) segundo
HUDSON et al. (2000), tem papel central no controle da maioria das fungdes gastrointestinais e
consiste de uma complicada rede de neurdnios organizados dentro dos ganglios submucosos e
mioentéricos. Os ganglios submucosos observados ao longo da tunica submucosa de todas as
regidoes do ceco revelaram pequena variagdo entre estas, ndo sendo estatisticamente
significativo (Figura 1A, 1B). Os niimeros médios foram de 3,6 + 1,4 gangliosmm? na regido
fleo-cecal, 1,4 + 0,7 ganglios’mm? no &pice e na base, no corpo o niimero médio foi 1,4 + 1,4
gangliosmm? e naténiafoi de 2,1 + 0,7 gangliosmm? (Tabela 1).

Os ganglios mioentéricos foram mais numerosos em regides onde a tunica muscular se
apresentou estruturalmente mais desenvolvida, como ocorreu na regido de transicéo ileo-cecal e
na ténia (Figura 1C, 1D). Naguela o nUmero médio de ganglios mioentéricos por milimetro
quadrado de tunica muscular foi de 10 + 3,6 e nestas de 9,3 * 3,6, enquanto nas demais regides,
0 nimero médio de ganglios mioentéricos foi praticamente a metade (Tabela 1).

De acordo com HUDSON et al. (2000) o ganglio submucoso € importante no
transporte transepitelial de ions, no fluxo de sangue da mucosa bem como nas funcdes
secretomotoras e situa-se na tunica submucosa da parede do intestino; o ganglio mioentérico,
que se localiza entre as camadas musculares circular interna e longitudinal externa da tanica
muscular, esta envolvido com a motilidade intestinal. Baseado no nimero observado de que o
maior numero de ganglios nervosos foi encontrado na regido de transicdo ileo-cecal e naténia,
pode-se inferir maior atividade a estas e em menor escala as demais regifes do ceco da
capivara, onde o nimero de ganglios foi menor.

As células imunorreativas a serotonina foram encontradas principalmente no terco
basal e em menor quantidade no terco médio da mucosa, da mesma forma que o observado com
as células argentafins. As argirdéfilas foram identificadas mais fregiientemente no terco basal da
MuCosa, e ocasionalmente no terco médio e apice dessa. As células enddcrinas apresentaram de
maneirageral, formapiramidal, alongada e arredondada.

O numero de células argirdfilas quantificado foi maior na regido de transicéo ileo-

cecal, sendo em média, 235,7 + 75,7 céls/mm? (Figuras 2A, 2B, 2C). No &pice, regido que
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apresentou menor nimero de células pesguisadas (Figura 2D), a média foi de 138,6 + 58,6
céls/mm? Considerando esses nlmeros, a andise de variancia ndo mostrou diferenca
estatistica significativa entre esta regido e a regido ileo-cecal. Na base (Figuras 3A, 3B), 0
nlmero dessas células foi em média de 171,4 + 64,3 céls/mm?, no corpo (Figura 3C) foi de
165,7 + 52,8 céls/mm? e na ténia (Figura 3D) a média foi de 154,3 + 52,8 céls/mm? (Tabela
1), ndo havendo diferenca estatistica. No ceco de vacas e bezerros foi detectada a presenca de
células argirdfilas e imunorreativas a serotonina em menor quantidade quando comparada com
outros segmentos do tubo digestivo (abomaso, intestino delgado e intestino grosso), a média
para células argiréfilassmm? de mucosa encontrada em todo o 6rgdo foi de 8,8 + 1,5 em
bezerros e 6,9 + 0,8 em vacas. Neste mesmo estudo, pesquisadores quantificaram células
imunorreativas & serotonina/mm? no ceco de bezerros e de vacas, tendo respectivamente uma
médiade 9,6 +1,6e7,2+ 1,3 (KITAMURA et al., 1985). O nimero de células imunorreativas
a serotonina mostrou ser moderado no ceco de bufalos (Bubalus bubalis) equiparando-se com o
duodeno e o célon (BALTAZAR et al., 1998).

A quantificacdo de células imunorreativas a serotonina demonstrou no presente
estudo, que houve uma variacdo significativa apenas entre a regido de transicéo ileo-ceca e 0
dpice do ceco. Na regido de transicdo ileo-cecal (Figuras 6A, 6B), 0 nimero médio dessas
células foi de 107,1 + 58,6 céls/mm?, enquanto que o 4pice (Figura 7C) apresentou uma média
de 27,1 + 7,1 céls/mm> Na regido da base (Figura 7A), o nimero médio foi de 52,8 + 31,4
céls/mm?, no corpo (Figura 7B) foi 48,6 + 18,6 céls/mm? e naténia (Figura 7D) foi de 42,8 +
21,4 céls/mm? (Tabela 1), ndo havendo diferenca estatistica entre estes e as demais regides. O
numero de células imunorreativas & serotonina ndo aumentou na regido onde a musculatura lisa
do ceco € mais desenvolvida (ténia) como ocorreu no entanto com o nuimero de ganglios
mioentéricos. Pode-se, portanto, inferir que ha maior controle nervoso que endécrino nessa
regido, conforme indicado por HUDSON et al. (2000). VANNER (2000) afirmou que a
estimulacdo elétrica (nervosa) nos ganglios nervosa sobrepde-se a estimulacdo que a serotonina
confere aeles.

Em estudos no tubo digestivo de cervos (Dama dama), CECCARELLI et al. (1995b)
detectaram que aproximadamente 80% das células enddcrinas pesquisadas no duodeno eram
células imunorreativas a serotonina e no intestino grosso a ocorréncia delas foi claramente
menor. Estes mesmos autores (1995a) observaram que a presenca de células enterocromafins,

produtoras de serotonina, foram numerosas na regido pildrica do estbmago de cavalos, no
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entanto, poucas foram encontradas no duodeno e foram absolutamente ausentes na maior parte
do intestino grosso.

As células argentafins quantificadas na base foram em média 224,3 + 81,4 céls./mm?
(Figura 4C), na regigo ileo-cecal 228,8 + 67,1 céls/mm? (Figuras 4A, 4B). No &pice (Figura
5A) 0 nimero encontrado foi em média de 165,7 + 50 céls./mm?, no corpo (Figura 4D) 205,7 +
51,4 céls/mm? e na ténia (Figura 5B) 214,3 + 91,4 céls/mm? (Tabela 1), nimeros estes que
ndo demonstraram variancia significativa entre as regides.

Na tentativa de estabelecer uma proporcdo entre o nimero médio de células
enddcrinas encontradas em todo o ceco, verificou-se que as imunorreativas a serotonina
apresentaram percentualmente nimeros menores que as células argiréfilas e as células
argentafins. A proporcdo aproximada de células imunorreativas a serotonina quando
comparadas com as células argiréfilasfoi de 1 : 3,1 ede 1 : 3,7 quando comparadas as células
argentafins. Comparando-se 0 nimero de células endécrinas imunorreativas a serotonina com o
nimero total de células enddcrinas (argirdfilas e argentafins) verificou-se que as primeiras
representaram cerca de 13% das células enddcrinas observadas no ceco da capivara.

O numero de células argentafins manteve-se elevado em relacdo ao nimero de células
imunorreativas a serotonina identificadas, talvez pelo fato de terem sido quantificadas as
células argentafins que apresentaram impregnacdo citoplasmdtica pelos sais de prata,
independente do tamanho da granulagdo observada. Os granulos observados que preenchem
principalmente a regido infranuclear do citoplasma foram encontrados de tamanhos variados e
assim, poderiam ter sido confundidos com precipitados de sais de prata. Entretanto, a
coincidéncia desta distribuicdo de sais de prata sobre as células epiteliais de revestimento do

CECo suscita novas buscas na tentativa de melhor esclarecer tais achados.

Tabela 1: Quantificacdo dos ganglios e células endécrinas por mm? de parede cecal nas diferentes

regides do ceco (média £ desvio padrdo).

Parametros {leo-cecal Apice Corpo Base Ténia

Ganglios submucosos 3614 1,4+ 0,7 14+14 1,4+0,7 21+0,7
Ganglios mioentéricos 10,0 + 3,6 50+28 43+28 5021 93+3,6
Céulas argirdfilas 2357+ 757 138,6+58,6 1657+528 171,4+64,3 154,3+528
Céulas argentafins 2288+67,1 1657+50 2057+51,4 2243+814 2143+914
CélulasIR aserotonina 107,1+586 27,1+7,1 486+186 528+314 428+214

IR — imunorreativas
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Figura 1: Ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. A. Ganglios submucosos da regido de transicédo
ileo-cecal (setas). B. Ganglio submucoso da regido do corpo (seta). C. Ganglios mioentéricos da
regido da ténia (setas). D. Géanglio mioentérico da regido da ténia. g- glandulas intestinais; ci-
camada muscular circular interna; le- camada muscular longitudinal externa. HE
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Figura 2: Identificacdo de células argirdfilas no ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. A. Regido ileo-
cecal, extremidade cecal. B. Regido ileo—cecal, extremidade ileal. C. Regido ileo-cecal, extremidade
cecal. D. Regido do épice. Setas- células argirdfilas. Grimelius.
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Figura4: Identificagdo de células argentafins no ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. A. Regido
de transicéo ileo-cecal, extremidade ileal. B. Regi&o de transicéo ileo-cecal, extremidade cecal.
C. Regi&o dabase. D. Regido do corpo. Setas- células argentafins. Masson-Fontana modificada.

do &pice. B. Regido da ténia. Masson-Fontana modificada.
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Figura 6: Identificacdo de células imunorreativas a serotonina no ceco de Hydrochoerus
hydrochaeris. A. Regi&o de transi¢éo ileo-cecal, extremidade cecal. B. Regi&o de transi¢éo ileo-
cecal, extremidade ileal. Setas- células imunorreativas a serotonina. Imunoperoxidade Direta.

= 2 & y
= e, ¥ |t i

Figura 7: ldentificacdo de células imunorreativas a serotonina no ceco de Hydrochoerus
hydrochaeris. A. Regido da base. B. Regido do corpo. C. Regido do &pice. D. Regido da ténia.
Setas- células imunorreativas a serotonina. |munoperoxidase Direta.
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6.0- CONCLUSOESGERAIS

O ceco de capivaras adultas é um 6rgdo volumoso, apresentando, em média,
capacidade volumétrica em torno de 3,7 | e comprimento médio de 70,0 cm, representando
25% do comprimento do intestino grosso. Apresentou histologicamente, mucosa com epitélio
intestinal simples prismético com numerosas células caliciformes, submucosa rica em vasos
exibindo vérios ganglios submucosos. A tunica muscular apresentou duas camadas de muasculo
liso, sendo a interna circular e a externa longitudinal. Esta Ultima mostrou ser mais
desenvolvida nas regides de transi¢&o ileo-cecal e naténia. Entre as camadas musculares, foram
encontrados numerosos ganglios mioentéricos principalmente nas regides de transicéo ileo-
cecal e naténia

A quantificacdo de células argirdfilas, argentafins e imunorreativas a serotonina,
demonstrou que este 6rgdo as possui em numero significativo, entretanto, dentre elas, as

imunorreativas a serotonina foram em menor proporcdo se comparadas as demais.
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7.0- APENDICE

1. TécnicadeGriméeius (GRIMELIUS, 1968)

1. Vidrariautilizada:

- 2 pipetas 100ml

- 3 Erlenmeyers 250ml

- 2 cubas “mantegueira’

- 3cubas

2. Lavar vidrarias:

- em a&gua corrente por lhora
- em aguadestilada 3 vezes
3. Pesar os reagentes.

- AQNO; ----mmmemmmomeeneeoe 80mg
- Tamp3o acetato (estoque) 0,2M/pH 5,6 ----------- 10ml

SRV 17 1 o [ —— 90ml

5. Preparar banho-maria (60°C)

- Colocar 2 cubas com solucéo de prata

- Colocar uma cuba para a solucéo reveladora

- Ligar o banho-maria

6. Preparar aslaminas
Desparafinizar (xilol | e Il por 15min) e hidratar (alcool 100 | e Il, 95, 80, 70 por 3 min e
adguadd por 10 min)

7. Incubar as laminas na solucdo de AgNO; a 60°C por 3 horas (controlar a0 microscopio a
partir dai).

8. Preparo da solucdo reveladora:
Esta deve ser preparada +/- 30 min antes de usar

- hidroquinona ----------------- 19
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- sulfito de sodio anidro ------ 59

- aguadd em vidro ------------ 100ml

Preparar em Erlenmeyer (colocar em banho-maria) e transferir para a cuba vazia que esta no

banho-maria.

9. Apés 3h de incubacdo na solucéo de prata, mergulhar as laminas na solucéo reveladora por
1 min e observar a0 microscopio, se 0s cortes estiverem corados colocalos na &gua
destilada para interromper areagéo.

10. Desidratar e diafanizar em xilol | el rapidamente. Em seguida, montar.

2. Técnica Masson-Fontana modificada (BARBOSA et al., 1979)

1. Lavar vidrarias por umahora em &gua corrente.
2 pipetas 100ml
3 Erlenmeyer 200ml
2 cubas
2 cubas “ mantegueiras’
2 conta-gotas
2. Preparar solugdo de nitrato de prata (AgNOs)
- Dissolver 500mg nitrato de prata em 100ml de &gua destilada

Separar 10 ml desta solucéo

Adicionar NH,OH (hidréxido de ambnio) gota a gota até que o precipitado

marrom torne-se claro

Adicionar gota a gota, a solucdo de nitrato de prata separada até que a solucéo
fique ligeiramente turbida

Filtrar a solugdo em papel filtro

Levar a solucéo parao banho-mariaa60°C

3. Iniciar adesparafinizacdo e a hidratagdo

4. Colocar aslaminas na solugéo a60°C por 60 min
5. Interromper a coloracdo em &gua dd
6

. Obs.: Observar ao microscopio. Se houver muita precipitacdo e/ou o
“background” estiver escuro, fazer uso do tiossulfato de sodio anidro 5% (59

para 100 ml agua dd) por poucos segundos.

7. Desidratar e diafanizar rapidamente no xilol | e Il; montar as |aminas em basamo.

47



3.

Imunoperoxidase - Método Direto (STERNBERGER, 1979)

Soros utilizados:
178 — Soro normal de coelho - 1:50

187 — Soro antiserotonina de coel ho/monoclonal/soro primario—> 1:100

188 — Soro secundario camundongo anti-coelho - 1:100

Protocolo:

1
2.
3.

10.
11.

12.
13.

Desparafinar e hidratar os cortes.
Banho PBS5'.
Bloqueio da peroxidase enddgena: H,O, 30V a 3,5 e PBS (3,5 ml H,O, 30V para 100ml de
PBS/ 10ml H,0O, 30V para 250ml PBS) 20— 30'.
3 banhos PBS5'.
Bloqueio dos sitios de ligacdo antigénica inespecificos.
enxugar em torno dos cortes. Pingar o SNC (1:50)
incubar em camara Umida por 20 — 30" a temperatura ambiente.
Enxugar 0 excesso - pingar 0 soro primério (soro anti-serotonina de coelho — monoclonal
(1:100).
incubar em camara Uimida a 4'C/16h ou temperatura ambiente/2h.
3 banhosem PBS 5’ cada.
Enxugar 0 excesso. Pingar soro secundario (camundongo anti-coelho 1:100) 30 a
temperatura ambiente.
3 banhos PBS 5’ cada.
2 banhos PBS 5’ cada.
Revelagdo: 25mg DAB/100ml PBS.
Pesar na hora ou usar solugéo concentrada congelado
Homogenei zar.
Adicionar 200m/100ml de H,0O, 40V.
Incubar por 5'.
Controlar ao microscopio.
Laminas no PBS. Corar com hematoxilina diluida 3X

Lavar, desidratar e montar.
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