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RESUMO

SANTOS, Rodrigo Ataide dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2012.
Anatomia, histologia e morfometria do estémago do gamba Didelphis aurita (Wied-
Neuwied, 1826). Orientador: Claudio César Fonseca. Coorientadora: Sirlene Souza
Rodrigues Sartori.

O gamba é um animal que tem permitido o estudo da ontogénese de diferentes sistemas
organicos e aspectos fisiologicos importantes, tornando-se objeto de pesquisas que
buscam solucgdes para questBes relacionadas a saide humana. Nesse contexto, o estudo
das descricBes anatdmicas do estbmago do gamba Didelphis aurita, bem como suas
caracteristicas morfométricas, sdo relevantes para contribuir com informacdes
morfofisioldgicas desse 6rgdo comparando a outras espécies animais. Tais informac6es
podem ser significativas quando comparadas com outros mamiferos, no tocante a
aspectos anatdmicos e enddcrinos relacionados com a histologia e estrutura das células
enteroenddcrinas presentes no estdbmago. Para este estudo foram utilizados oito gambés
adultos machos capturados na regido da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, nos
municipios de Vicosa e Ub4, dos quais foram obtidos dados anatdmicos e morfométricos
do estdmago, além de dados dos componentes neuroenddcrinos. Foram coletados
fragmentos das regibes cardica, fundica e pil6rica, e das transicBes es6fago-gastrica e
pilérico-duodenal. Observou-se que o estdbmago de gambas adultos apresentou capacidade
volumétrica média de 0,201 + 0,074 1, representando cerca de 20% do peso corporal, dado
este que apresenta uma forte correlacdo com mensuracbes anatbmicas, tais como a
profundidade toracica e o comprimento vertice-caudal. A descricdo morfométrica do
estobmago do gamba D. aurita foi realizada enfocando as tdnicas mucosa, submucosa,
muscular e serosa. Os diferentes tipos de glandulas encontrados na lamina propria, as
diferentes profundidades de criptas e as diferentes espessuras da tdnica muscular definem
as regides cardica, fundica e pildrica do estomago. As técnicas de Grimelius e de Masson-
Fontana modificada foram utilizadas para identificacdo e quantificacdo de células
argirofilas e argentafins, respectivamente. Neur6nios do sistema nervoso autbnomo
organizados em ganglios submucosos e mioentéricos, formam o sistema nervoso entérico
(SNE) identificado pela técnica de HE. As células argiréfilas revelaram-se distribuidas
em grande quantidade em todas as regides do estdmago, prevalecendo a média de 76,30 +
5,00 céls./mm?2 na regido pilérica sobre as demais regifes. As células argentafins
apresentaram maior média na regido cardica (21,00 + 3,71 céls./mm32). Os ganglios
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mioentéricos apresentaram-se mais numerosos em relacdo aos submucosos e
apresentaram distribuicdo crescente ao longo das regibes cardica, fundica e pilorica. Foi
observada maior média na regido pilorica, em torno de 5,90 + 0,73 ganglios/mmz2. O
estudo anatdbmico e morfométrico do estbmago do gamba Didelphis aurita é relevante
para se conhecer a morfofisiologia desse oOrgdo. Tais informacdes podem ser
significativas quando comparadas as de outros mamiferos no tocante a aspectos
anatdbmicos e enddcrinos relacionados com a histologia e estrutura das células

enteroenddcrinas observadas ao longo do estdmago.
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ABSTRACT

SANTOS, Rodrigo Ataide dos, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2012.
Anatomy, histology and morphometry of the stomach the opossum Didelphis aurita
(Wied-Neuwied, 1826). Adviser: Claudio César Fonseca. Co-adviser: Sirlene Souza
Rodrigues Sartori.

The opossum is an animal that has allowed the study of the ontogeny of different organs
and systems and important physiological aspects, becoming the object of researches
seeking solutions to issues related to human health. In this context, the study of
anatomical descriptions of the stomach of the opossum Didelphis aurita, as well as their
morphometric characteristics, is relevant to the morphophysiological information about
this organ. Such information may be significant when compared with other mammals,
with respect to anatomical and endocrine aspects related to histology and structure of the
enteroendocrine cells observed throughout the stomach. For this study we used eight adult
opossums captured in the Zona da Mata region of Minas Gerais, in the municipalities of
Vicosa and Uba which data were obtained about the anatomy and histology of the
stomach, and morphometry of the neuroendocrine components. Fragments were collected
from cardic, fundic and pyloric regions, and transitions of esophageal and gastric pyloric-
duodenal. It was observed that the stomach of adult opossum presented average
volumetric capacity of 0.201 + 0.074 I, representing about 20% of body weight, given that
it has a strong correlation with measurements anatomy, such as chest depth and crown-
rump length. The anatomical body measurements correlated with the measured organs,
threads or the internal regions of the body may provide the parameters to be studied in
animals, whose measurements are consistent with the desired correlation. Thus, it avoids
euthanasia of animals that do not meet the morphometric requirements. The
morphometric description of the stomach of the opossum D.aurita was performed
focusing on mucous, submucous, muscle and serous tunics. The different types of glands
found, as well as the different depths of the crypts and the different thickness of muscular
layer define particular cardic, fundic and pyloric stomach regions. Grimelius and
modified Masson-Fontana techniques were used for identification and quantification of
argyrophilic and argentafins cells, respectively. Neurons of the autonomic nervous
system, organized in submucosal and myoenteric ganglia, form the enteric nervous
system (ENS) identified by the HE technique. Argyrophilic cells proved to be distributed
in large quantities in all regions of the stomach, prevailing average 76.30 = 5.00

cellssmm2 in the pyloric region on other regions. Argentaffin cells had a higher average in
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the cardic region, which was 21.00 + 3.71 cells/mmz2. The myoenteric ganglia were more
numerous in relation to increasing submucosal and were distributed throughout the cardic,
fundic and pyloric regions. Average was higher in the pyloric region, around 5.90 + 0.73
gangliaymmz2. The anatomical and morphometric study of the opossum Didelphis aurita
stomach is relevant to know morphophysiology this organ. Such information may be
significant when compared to other mammals in relation to anatomical and endocrine-

related histology and structure of endocrine cells observed throughout the stomach.



1. INTRODUGCAO GERAL

O gambé-de-orelha-preta, Didelphis aurita, e o de orelha-branca, D. albiventris,
séo especies de marsupiais didelfideos extensamente distribuidas na Regido Neotropical,
onde existe pelo menos uma das duas espécies em cada bioma brasileiro (EMMONS e
FEER, 1990).

A espécie Didelphis aurita faz parte da familia Didelphidae e encontra-se
distribuida do sul do Canada ao nordeste da Argentina. Aquelas espécies assumidas como
Didelphis marsupialis no sudeste do Brasil, sudeste do Paraguai e sudeste da Argentina
referem-se, na verdade, ao gamba D. aurita (EISENBERG e REDFORD, 1999).

O gamba tem um espectro alimentar importante, pois o seu tubo digestivo é
tipicamente onivoro, contendo glandulas salivares grandes, com exce¢do da parétida. O
estbmago do gamba se apresenta como um 6rgdo dilatado do tubo digestivo, cuja
principal funcdo é a liquefacdo do bolo alimentar e a digestdo de determinados
componentes. Sua mucosa apresenta grande quantidade de glandulas fundicas e células
enddcrinas gastrointestinais. Estas, junto com as células do pancreas, contém peptideos
especificos e aminas biogénicas que regulam a atividade digestiva (KRAUSE et al., 1985;
STEVENS e HUME, 1995; FONSECA et al., 2002b).

O gamba é uma espécie que permite o estudo da ontogénese de diferentes sistemas
organicos e aspectos fisiolégicos importantes, que fazem desse animal objeto de
pesquisas que buscam solucdes para questdes relacionadas a saide humana (NOGUEIRA,
1989). Segundo este autor, estudos ontogenéticos sao facilitados pelo curto periodo de
gestacdo, podendo-se neste periodo observar importantes diferencas entre as regides
proximal e distal do intestino delgado. Os marsupiais do género Didelphis sdo utilizados
com frequéncia como modelo no estudo das células enteroenddcrinas, abordando aspectos
da sua identificacdo, distribuicdo e quantificacdo (RIBEIRO et al., 2011) e ontogénese
(KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al. 2002a e b). Estas células, através da liberacdo de
peptideos, atuam regulando a secrecdo, absorcdo, motilidade e proliferacdo das células
epiteliais intestinais (RINDI et al., 2004). Estes peptideos podem ser liberados na corrente
sanguinea e agir a distancia (peptideos enddcrinos); estimular localmente células vizinhas
(peptideos paracrinos); ou ser liberados de terminacdes nervosas (peptideos neurdcrinos)
(POLAK et al., 1993).



Células enteroendocrinas reativas para 0s peptideos somastostatina, gastrina,
glucagon, polipeptideo pancreatico e serotonina estdo presentes na mucosa gastrica do
gamba adulto Didelphis virginiana (KRAUSE et al., 1985 ).

A distribuicdo regional e a frequéncia relativa das células endocrinas
gastrointestinais variam com a espécie, habitos do animal, diferencas bioldgicas,
fisiolégicas e anatdmicas, de forma que novas técnicas tém contribuido para melhor
identificacdo dessas células (KU et al., 2004 e 2006).

Em funcédo da possibilidade de examinar a distribuicdo regional e a frequéncia de
tipos individuais de células enteroenddcrinas ao longo do estbmago e a sua descricao
anatdmica, este trabalho teve por objetivo geral descrever a anatomia do estdmago do
gambé Didelphis aurita, bem como o estudo morfométrico e histoldgico das tunicas da
parede do estbmago e a identificacdo de células enteroenddcrinas na mucosa do
estdmago.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos zooldgicos e ecoldgicos do gamba

Os gambas pertencem a subclasse Theria, infraclasse Metatheria, ordem
Marsupialia e Familia Didelphidae (LUO et al., 2003). Sdo animais que possuem habito
solitario e noturno, sendo generalistas de habitats e ocupando principalmente o solo
(OLIVEIRA et al., 2010). Refugiam-se de dia nos ocos de arvores, entre as raizes ou sob
monte de folhas secas (CHEREM et al., 1996). Pertencem a subclasse Theria, infraclasse
Metatheria e ordem Marsupialia (LUO et al., 2003). Alimentam-se principalmente de
pequenos vertebrados, invertebrados, carnica e frutos maduros (JULIEN-LAFERRIERRE
e ATRAMENTOWICZ, 1990). Segundo Culau et al. (2010), o gamba é um animal
onivoro, devora pequenos roedores, aves, ovos, anfibios, frutas e vegetais.

Encontram-se distribuidos do Sul do Canada ao Nordeste da Argentina (LUO et
al., 2003). O gamba-de-orelha-preta, Didelphis aurita e o gamba-de-orelha-branca, D.
albiventris sdo espécies extensamente distribuidas na Regido Neotropical, sendo possivel
observar pelo menos uma das duas espécies nos diversos biomas (EMMONS e FEER,
1990). A espécie D. marsupialis, ou gamba comum, distribui-se do Nordeste da
Argentina e Sul do Brasil até o México, em Trinidad e Tobago e em ilhas das Pequenas
Antilhas mais préximas do continente (HONACKI et al., 1982).

Samoto et al. (2006) descrevem para a espécie Didelphis aurita um periodo
gestacional de aproximadamente doze dias, e os filhotes terminam seu desenvolvimento
no marsupio, periodo considerado de gestacdo externa, e que tem duragdo de 90 dias. Os
marsupiais caracterizam-se por apresentar um curto periodo de gestacdo seguido de um
longo periodo de desenvolvimento.

Segundo Gardner (2005), os gambas podem reproduzir-se trés vezes durante o
ano. Os filhotes nascem sem caracterizagdo definida, se sdo “embrides ou fetos”, com
cerca de nove a dez milimetros de comprimento vértice-caudal - CR (TALICE e
LAGOMARSINO, 1959; NOGUEIRA, 1989; FONSECA et al.,, 2002a), ainda sem
condi¢des de sobreviver no meio ambiente externo. Migram sobre os pelos da regido
ventral da mée até alcangarem o marsupio, onde a relacdo entre mae e filhote ocorre por
justaposicdo intima entre a papila mamaria da mae e o epitélio oral do filhote
(COUTINHO et al., 1967). Os filhotes permanecem no marsupio até trés meses pois,

durante esse crescimento ainda ndo sdo capazes de viver sozinhos.



Segundo Samoto et al. (2006), o periodo de vida em cativeiro é de dois a quatro
anos. Esses autores consideram que tal particularidade possibilita o 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 e boa adaptacéo a diferentes condi¢cBes ambientais.

Os gambaés produzem um liquido fétido através das glandulas para-anais, utilizado
pelo animal como defesa e, na fase do cio, quando a fémea costuma exalar esse odor para
atrair os machos. Outra estratégia de defesa é o comportamento de fingir-se de morto ou
tanatose até que o predador desista (GARDNER, 2005).

Os gambas didelfideos vém se destacando como modelo no estudo do sistema
enddcrino, devido a diferenciacdo simultdnea do aparelho digestério e das glandulas
enddcrinas quando o animal se encontra ainda no periodo intramarsupial (KRAUSE et al.,
1989; FONSECA et al., 2002b).

Essas caracteristicas gerais despertaram o interesse e a curiosidade da comunidade
cientifica sobre este animal, tornando-o objeto de estudo nas mais diversas areas do
conhecimento (CULAU et al., 2010).

2.2 Aspectos anatdmicos, fisiologicos e neuroendocrinos do estbmago de mamiferos

O estdmago € um 6rgédo do tubo digestivo situado na cavidade abdominal caudal
ao diafragma. Caracteriza-se por ser um segmento dilatado, continuando-se a partir do
esdfago e cranial ao duodeno. Similarmente ao intestino delgado, é um 6rgdo que exerce
fungdes exdcrinas e endocrinas, digerindo o alimento e secretando hormonios. As
principais fungbes sdo continuar a digestdo de carboidratos iniciada na boca e adicionar
um fluido &cido ao meio gastrico, permitindo a ativacdo da pepsina. Esta enzima e a
atividade da musculatura lisa do estdmago promovem a transformacdo do bolo alimentar
em uma massa viscosa (quimo), além de promover a digestdo inicial de proteinas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O tubo digestivo do gamba ¢é tipicamente onivoro, contendo glandulas salivares
grandes, com excegdo da parotida. A mucosa gastrica possui grande quantidade de
glandulas fundicas e células enddcrinas gastrointestinais. Estas, juntamente com as
células do pancreas, produzem peptideos especificos e aminas biogénicas que regulam a
atividade digestiva (KRAUSE et al., 1985; STEVENS e HUME, 1995; FONSECA et al.,
2002b).



O estdmago do gamba é ndao compartimentalizado, 0 que é mais comumente
encontrado nos mamiferos ndo ruminantes de estdbmago simples (BANKS, 1992;
MARIN, 1996; DYCE et al., 2004; BACHA JR e BACHA, 2000; EURELL e
FRAPPIER, 2006). Sao identificadas quatro regides: cérdia, fundo, corpo e piloro. As
regibes do fundo e corpo possuem estrutura microscopica idéntica e, portanto,
histologicamente, apenas trés regifes sdo consideradas (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008). Da mesma maneira que em outros mamiferos, a parede do estbmago do gamba é
formada pelas tunicas mucosa, submucosa, muscular e serosa (EURELL e FRAPPIER,
2006; HAM e COMARCK, 1983; BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; BACHA JR e
BACHA, 2000).

A mucosa gastrica é revestida por um epitélio que sofre invaginacdes em direcdo a
lamina propria, formando as fossetas gastricas, das quais desemboca a secrecdo de
glandulas tubulares ramificadas caracteristicas de cada regido do estdbmago (cardica,
fandica e pildrica).

A superficie luminal do estdbmago quando observada ao microscépio em pequeno
aumento, apresenta numerosas pequenas invaginacGes do epitélio de revestimento,
circulares ou ovoides, estas sdo aberturas das fossetas gastricas. O epitélio que reveste a
superficie do estbmago e as fossetas é simples prismatico, e todas as células secretam um
muco alcalino (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; GANONG, 1998).

A lamina propria do estbmago é composta por tecido conjuntivo frouxo, contendo
células musculares lisas e células linféides. Separando a mucosa da submucosa adjacente,
existe uma camada de musculo liso, a muscular da mucosa. A submucosa é composta por
tecido conjuntivo denso apresentando vasos sanguineos e linfaticos. A camada muscular é
formada por fibras musculares lisas orientadas em trés dire¢fes principais. A camada
interna € obliqua, a média é circular e a externa € longitudinal. No piloro, a camada
longitudinal encontra-se muito mais espessa para formar o esfincter pilérico (BANKS,
1992; GEORGE et al.,1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

O cardia € uma banda circular estreita, na transicéo entre o es6fago e o estbmago,
apresentando uma mucosa com glandulas tubulares simples ou ramificadas, denominadas
glandulas cardicas. A regido fundica apresenta uma l&mina propria preenchida por
glandulas tubulares ramificadas, chamadas de glandulas fundicas, que se abrem no fundo
de cada fosseta gastrica. As glandulas possuem trés regides distintas: colo, corpo e base,
sendo que a distribuicdo dos diferentes tipos celulares epiteliais nas glandulas gastricas

ndo é uniforme. O colo possui células mucosas em diferenciacdo, que substituirdo as



células da fosseta, células tronco indiferenciadas e células oxinticas (parietais). O corpo
possui células tronco mucosas do colo e células parietais. A base das glandulas contém
principalmente células zimogénicas.

As células parietais sdo arredondadas ou piramidais, com um nucleo esférico que
ocupa posicdo central e citoplasma intensamente eosinofilico. Estas células secretam
acido cloridrico, cloreto de potassio, tragos de outros eletrolitos e fator gastrico intrinseco.
O ion H- origina-se da dissociacdo do H,COj3 (&cido carbénico) produzido pela acdo da
enzima anidrase carbénica, abundante nas células parietais. A atividade secretora das
células parietais é estimulada por varios mecanismos, como o estimulo parassimpatico
(terminag6es nervosas colinérgicas), histamina (mediador paracrino secretado por células
enterocromafin-like - ECL e por um hormonio polipeptidico denominado gastrina,
secretado pelas células G (GANONG, 1998; KIERSZENBAUM, 2004).

As células zimogénicas possuem caracteristicas de células que sintetizam e
exportam proteinas. Sua basofilia deve-se ao reticulo endoplasmaético rugoso abundante.
Os granulos em seu citoplasma contém a enzima inativa pepsinogénio, que é convertida
na enzima pepsina apos ser secretada no ambiente &cido do Iumen géastrico (BANKS,
1992).

Células enteroenddcrinas estdo distribuidas pelo colo e base das glandulas
(BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008). Sdo
encontradas, principalmente, proximo a base das glandulas gastricas. No fundo do
estbmago, 5-hidroxitriptamina (serotonina) € um dos principais produtos de secrecdo,
secretado por células enterocromafins (ECL). Outras células enteroenddcrinas (células D)
secretam somatostatina, que inibe a liberacdo de alguns outros horménios, inclusive de
gastrina, secretada pelas células G (BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA
e CARNEIRO, 2008)

Furnes (2000) relata que, alem do controle enddcrino das fungdes gastrointestinais
realizado pelas células enteroenddcrinas, existe também um controle neural, exercido por
células nervosas na parede do tubo digestivo, pancreas e sistema biliar, constituindo o
sistema nervoso entérico. Este sistema contém dois plexos ganglionares no intestino, o
plexo mioentérico e o plexo submucoso, onde reside a maioria das células nervosas
intrinsecas. O plexo mioentérico, conhecido como plexo de Auerbach, estd localizado
entre a camada muscular circular interna e a longitudinal externa; e o plexo submucoso,

ou de Meissner, localiza-se no tecido conjuntivo da camada submucosa.



H& uma integracdo entre os sistemas nervoso e enddcrino que controlam os
movimentos do tubo digestivo, a secrecdo de suas glandulas e, indiretamente, participam
dos processos de digestdo e absor¢éo de nutrientes (RODRIGUES et al., 2005).

As células enddcrinas sdo argirofilas ou argentafins, com excecdo das células
imunorreativas a insulina, colecistocinina e somatostatina, que ndo sdo marcadas pelos
sais de prata (POLAK et al., 1993). Segundo Rodrigues et al. (2005) e Basile et al.
(2012), as células enddcrinas distribuidas por toda extensdo do tubo digestivo localizam-
se no epitélio de revestimento da mucosa e no epitélio glandular, intercaladas com as
células exocrinas, apresentando morfologia variada, apesar da grande maioria apresentar
conformacédo ovalada. Ha ocorréncia de dois tipos celulares, sendo que em um tipo as
celulas alcancam a superficie luminal, consideradas do tipo aberto, e outras, sem
continuidade com o limen, séo do tipo fechado. Conforme Santos e Zucoloto (1996), as
células do tipo fechado respondem a distensdo ou estimulacdo humoral, enquanto que as
do tipo aberto respondem a pequenas alteracdes do pH ou da composi¢do do conteddo

luminal do intestino.

2.3 Aspectos morfologicos e morfométricos comparativos do estbmago e demais

segmentos do tubo digestivo de mamiferos

Os estudos de Carvalho et al. (2011) mostram que o estdbmago dos ratos Wistar
(Rattus novergicus) € curto em relagdo ao segmento intestinal. O céardia, regido que
guarnece a entrada do estdmago, e o piloro, esfincter localizado na saida, localizam-se
préximos devido ao formato do 6rgéo.

Segundo Acuna et al. (2011), a estrutura do estbmago da capivara assemelha-se a
de outros mamiferos. A regido pilorica que compde o estbmago da capivara H.
hydrochaeris assemelha-se em geral a das outras espécies de mamiferos, nao
apresentando diferencas expressivas (BANKS, 1992; MARIN, 1996; GEORGE et
al.,1998). O epitelio simples prismatico, secretor de muco que reveste a regiao pildrica do
estomago de H. hydrochaeris, é similar ao epitélio de revestimento que cobre a mucosa
gastrica nos outros mamiferos, bem como a constituicdo e distribuicdo celular dos
diferentes tipos glandulares da mucosa (BANKS, 1992; GEORGE et al.,1998;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; BACHA JR e BACHA, 2000). A constitui¢cdo da
lamina propria do estbmago do H. hydrochaeris é semelhante a de outras espécies de

mamiferos. A camada muscular da mucosa da regido pilérica do estbmago da capivara H.



hydrochaeris assemelha-se a dos demais mamiferos de estdmago simples e a do
abomasso nos ruminantes (EURELL e FRAPPIER, 2006).

Velasquez et al. (2002) afirmam que a tanica submucosa do estdbmago da capivara
H. hydrochaeris é semelhante a dos mamiferos domésticos — cavalo, cdo, gato, porco,
bovinos — e a dos demais roedores, tanto pelo tipo de tecido conjuntivo que a compde,
quanto pela auséncia de glandulas (ANDREW E HICKMAN, 1974; BANKS, 1992;
GEORGE et al., 1998; EURELL e FRAPPIER, 2006).

A tunica muscular, constituida por duas camadas de mdsculo liso, a circular
interna e a longitudinal externa, difere daquela encontrada no mesmo 0Orgao de outros
mamiferos monogastricos, por apresentar uma terceira camada, a obliqua interna. As
caracteristicas da tunica serosa de H. hydrochaeris ndo apresentam diferencas marcantes
em relacdo a de outros animais.

Porém, comparativamente, a morfologia dos intestinos e a distribuicdo de células
enteroenddcrinas podem variar em diferentes espécies de animais. O gambéa D. aurita
possui particular importancia na evolucdo dos mamiferos, por representar um elo de
transicédo entre os Prototheria e os Eutheria, podendo ser utilizado como bom modelo para
estudos comparativos entre as células enteroenddcrinas e a morfologia do tubo digestivo
(PORTELA-GOMES et al., 1984). Entretanto, poucos sdo os trabalhos que abordam
aspectos morfoldgicos do tubo digestivo de marsupiais (BARBOSA et al., 1987,
TAKAGI et al., 1990; FONSECA et al., 1998; FONSECA et al., 2002a; CHRISTENSEN,
2003; RIBEIRO et al., 2011; BASILE et al., 2012).

Basile et al. (2012) afirmam que as vilosidades intestinais do gamba D. aurita
apresentam trés formas principais, com alargamento do apice ou da base, ou com
espessura regular em toda sua extensdo. Glandulas tubulares simples encontram-se
dispostas na base da mucosa, que é caracterizada por um tecido epitelial simples
prismatico, composto por células absortivas, mucossecretoras, enteroenddcrinas e
indiferenciadas. A lamina propria e a submucosa sdo formadas por tecido conjuntivo
frouxo e grande quantidade de vasos sanguineos e nucleos celulares tipicos de linfécitos.
A camada muscular da mucosa apresenta-se delgada, limitando a mucosa e a submucosa;
a tanica muscular é formada por uma camada muscular lisa interna, disposta
circularmente, e por uma camada muscular lisa externa, disposta longitudinalmente.

Basile et al. (2012) e Ribeiro et al. (2011) consideram que a camada muscular

circular do jejuno do gamba D. aurita apresenta-se mais espessa que a do ileo,
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provavelmente devido as diferencas dos padrbes de contracdo durante o peristaltismo da
regiao do intestino delgado.

Segundo Ribeiro et al. (2011), a mucosa do intestino delgado do gamba D.aurita é
constituida por vilosidades geralmente digitiformes, glandulas intestinais e muscular da
mucosa. A camada submucosa formada por tecido conjuntivo frouxo apresenta um grande
nimero de neurdnios, assim como a camada muscular. Esta é formada por duas camadas
de mdsculo liso, uma circular interna e outra longitudinal externa. As células mais
frequentes da tunica mucosa sdo os enterocitos, as células caliciformes e as células
enddcrinas. Os enterdcitos apresentam uma condensacdo na regido apical em funcéo da
borda estriada; as células caliciformes apresentam citoplasma em imagem negativa e
nacleo intensamente basofilo quando coradas com hematoxilina-eosina, as células
enddcrinas argirdfilas apresentam citoplasma corado em negro pela técnica de Grimelius
e as células argentafins apresentam citoplasma corado em marrom escuro pela técnica de
Masson Fontana modificada (RIBEIRO, et al.,2011).
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3. ESTUDO ANATOMICO, MORFOMETRICO, HISTOLOGICO E
IDENTIFICAGAO DOS COMPONENTES NEUROENDOCRINOS DO
ESTOMAGO DO GAMBA Didelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826)

RESUMO

O estdbmago do gamba D. aurita, bem como de outros mamiferos, € um 6rgdo que possui
funcdes exocrinas e endocrinas, digerindo o alimento e secretando hormdénios. Foram
utilizados oito gambaés da espécie Didelphis aurita adultos e machos capturados na regido
da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, nos municipios de Vicosa e Uba.
Pardmetros como peso corporal, comprimento vértice-caudal (CR), profundidade toracica
(PTO) e mensuragdes do estbmago foram obtidos. Os gambas apresentaram peso médio
de 1048,17 kg, comprimento CR médio de 64,93 cm, perimetro toradcico médio de 22,81
cm e profundidade toracica média de 11,47 cm. A capacidade volumétrica média do
estobmago foi de 0,201 |, apresentando uma leve concavidade cranial, assumindo a
conformacdo de um C. Histologicamente, a parede do estbmago do gamba D. aurita
apresentou-se constituida pelas tinicas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Diferentes
tipos de glandulas foram encontrados na lamina propria, permitindo diferenciar as regides
cardica, fundica e pildrica. Células argirofilas e argentafins possuem a capacidade de reter
e reduzir sais de prata, caracteristicas presentes em células endécrinas. As técnicas de
Grimelius e de Masson-Fontana modificada foram utilizadas para identificacdo e
quantificacdo de células argirofilas e argentafins, respectivamente. Neurdnios do sistema
nervoso autbnomo, organizados dentro dos ganglios submucosos e mioentéricos, formam
0 sistema nervoso entérico (SNE) e foram identificados pela técnica de HE. Os ganglios
submucosos foram menos numerosos que 0s ganglios mioentéricos, sendo que a maior
média foi de 2,60 ganglios submucosos/mm2 na regido fundica. Os ganglios mioentéricos
apresentaram-se mais numerosos, numa distribuicdo crescente ao longo das regides
cardica, fundica e pildrica. As células argirofilas revelaram-se distribuidas em grande
quantidade em todas as regides do estbmago, prevalecendo a média de 76,32 céls./mm2 na
regido pildrica sobre as demais regides. As células argentafins apresentaram maior média

na regiao cardica, que foi de 21,0 céls/mma2

Palavras-chave: estbmago, anatomia, histologia, células argirdfilas, células argentafins,

gamba.
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ABSTRACT

The stomach of the opossum D.aurita, is an organ with exocrine and endocrine functions,
digesting food and secreting hormones. This study used eight opossums Didelphis aurita,
adults and males, captured in a small region of forest, located in the Museum of Zoology
John Moojen - Villa Gianetti, UFV, Vicosa, Minas Gerais, and in the rural municipality
of Uba, Minas Gerais. Parameters such as body weight, crown-rump length, thoracic
depth and measurements of the stomach were estimated. Opossums showed average
weight of 1048.17 kg, average length of 64.93cm and average depth of 11.47 cm chest.
The volume of the stomach was average 0.201 |, presenting a slight cranial concavity,
assuming a C form and somewhat bulky. Histologically, the stomach wall of the opossum
D. aurita consists of mucous, submucous, muscle and different types of glands wich
allows to differentiate between cardic, fundic and pyloric regions. Argentafins argyrophil
cells and have the capacity to retain and reduce silver salts, features found in endocrine
cells. The techniques of Grimelius and Masson-Fontana modified were used for
identification and quantitation of cells and argyrophil argentafins respectively. Neurons of
the autonomic nervous system, organized within the submucosal and myenteric ganglia
form the enteric nervous system (ENS) and were identified by the technique of HE. The
submucosal glands were less numerous than the myenteric ganglia, with the highest
average was 2.60 submucosal glands / mm?2 in the fundus. The myenteric ganglia were
more numerous, a growing distribution across regions cardic, fundic and pyloric.
Argyrophil cells proved to be distributed in large quantities in all regions of the stomach,
the prevailing average of 76.32 cels./mm?2 in the pyloric region on other regions.
Argentafins cells showed higher average in the region trophy, which was 21.0 cells/ mmz2.

Keywords: stomach, anatomy, histology, argyrophilic cells, argentafins cells, opossum.

INTRODUCAO

O gamba Didelphis aurita € um mamifero da fauna silvestre que tem habitos

noctivagos, € némade e tem proles numerosas. Pertencente ao género Didelphis, ordem



17

Polyprotodontes e subfamilia Marsupialis, habitando todo o Brasil e alguns paises sul-
americanos (EMMONS e FEER, 1990).

No habitat silvestre, essa espécie é encontrada com frequéncia no solo, sendo
considerada semiterrestre. Quando jovem, escala cipds e outros suportes como estratégia
de fuga para o sub-bosque e florestas. Seus ninhos séo feitos, em geral, em buracos no
solo, em emaranhados de cip6s nas copas das arvores e em ocos de troncos
(DELCIELLOS et al., 2006). Quando adultos, os animais sdo ocasionalmente arboricolas,
solitarios, com habitos noturnos e bastante ndmades, sendo que os machos percorrem
caminhos maiores, quando comparados as fémeas (PORTUGAL et al., 2009).

Entre os mamiferos, hd uma diversidade na forma e na estrutura dos segmentos
que compbdem o aparelho digestorio. Essa diversidade é principalmente adaptativa e
reflete a alimentacdo habitual dos varios grupos. A dieta concentrada de carnivoros é
digerida com mais facilidade e estes animais possuem um estdbmago pequeno e simples
(GETTY, 1986).

Nos onivoros, como 0s gambas, o estbmago apresenta-se como um saco de
paredes espessas e com glandulas produtoras de &cido cloridrico e enzimas. Getty (1986)
e Dyce et al. (2010) descrevem que em animais domésticos como cdo e gato, o estbmago
é constituido de duas partes distintas, que convergem e se unem em um angulo ventral.
Esse padrdo é comum a maioria dos mamiferos (carnivoros e onivoros). A parte mais
ampla chamada de cérdia ou regido cardica, fica principalmente a esquerda do plano
sagital mediano, sob protecdo das costelas e em contato direto com o figado e o
diafragma. Essa porcdo, é aquela na qual o esdfago se abre. Segundo Dyce et al. (2010), a
segunda parte passa para a direita do plano sagital mediano e continua com o duodeno
atraves do piloro, correspondendo a regido pilorica. A face cranial de ambas as partes fica
essencialmente em contato com o figado, enquanto a superficie caudal esta em contato
com a massa intestinal, rim esquerdo, pancreas e omento maior. A porcdo de maior
curvatura do estdmago, que se abre entre as regides cardica e a pilorica, denomina-se
regido fundica.

A parede do estbmago é formada por quatro camadas ou tunicas distintas
denominadas mucosa, submucosa, muscular e serosa (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2008). A tanica mucosa é composta por um revestimento epitelial que sofre invaginacdes,
formando as fossetas ou criptas gastricas, por uma lamina propria de tecido conjuntivo
frouxo, contendo glandulas, e pela muscular da mucosa (VELASQUEZ et al., 2002;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008; ANDREW e HICKMAN, 1974).
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Correspondendo a divisdo anatdmica, Carvalho et al. (2011) propde que a mucosa
gastrica pode ser dividida em regides com diferentes tipos celulares: cardica, fundica e
pilorica. Andrew e Hickman (1974) observaram que a regido cardica esta localizada ao
redor da abertura géastrica do esofago, acreditando-se que ela seja responsavel pela
producdo de bicarbonato e muco protetor. A regido fundica que ocupa a parte dorsal do
estdmago é constituida em sua maior parte de mucosa glandular, apresentando glandulas
tubulares ramificadas. A regido pilorica, que se estende da regido fundica até o piloro
(esfincter presente entre o estbmago e o intestino delgado), possui células secretoras de
muco que agem como uma barreira alcalina, tamponando o pH acido do suco gastrico.

A tunica submucosa, composta por tecido conjuntivo, € rica em vasos sanguineos
e linfaticos. A tanica muscular é formada por uma camada circular interna e uma
longitudinal externa. A serosa é uma camada de tecido conjuntivo frouxo, revestida por
um epitélio simples pavimentoso denominado mesotélio (CARVALHO et al., 2011).

O estbmago do gamba D. aurita, como o da maioria dos mamiferos, € um 6rgao
que possui funcdes exdcrinas e endocrinas, digerindo o alimento e secretando horménios,
despertando o interesse pelo estudo anatdmico, morfométrico e histolégico (DYCE et al.,
2010).

Marsupiais do género Didelphis tém sido utilizados com frequéncia como modelo
no estudo das células enteroenddcrinas, visando sua identificacdo, distribuicdo e
quantificacdo (KRAUSE et al., 1985; BARBOSA et al., 1987; TAKAGI et al., 1990).
Esse género vem se destacando como modelo devido a diferenciacdo simultanea do
aparelho digestério e das glandulas enddcrinas, quando o animal ainda se encontra em
periodo intramarsupial (KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al., 2002).

As células enddcrinas distribuidas ao longo do tubo digestivo podem ser
classificadas em argirofilas e argentafins pela sua capacidade de reter e reduzir sais de
prata, de acordo com o horménio produzido (insulina, secretina, somatostatina) ou ainda
com base nas caracteristicas e contetdo de seus granulos secretores (RIBEIRO et al.,
2011).

Segundo Basile et al. (2012) e Rodrigues et al. (2005), as células enddcrinas
distribuidas por toda extensdo do tubo digestivo localizam-se no epitélio de revestimento
da mucosa e no epitélio glandular, intercaladas com as células exdcrinas. Apresentam
morfologia variada, apesar da grande maioria ter conformacéo ovalada.

Essas células liberam peptideos que atuam regulando a secrecdo, absorcéo,

motilidade e proliferacdo das células epiteliais intestinais (RINDI et al., 2004). Peptideos,
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como fatores de crescimento, citocinas e neuropeptideos, agem como mensageiros
quimicos que, juntamente com os hormonios secretados pelas células enddcrinas,
controlam as fungdes do aparelho digestério (RAYBOLD, 1998; REHFELD, 1998).
Segundo Polak et al. (1993), os peptideos que agem na fisiologia do aparelho digestério
podem ser liberados na corrente sanguinea e agir a distancia (peptideos hormonais), ou
ainda estimular localmente células vizinhas. Essa Ultima atividade é realizada por
peptideos parécrinos (peptideos parécrinos). Peptideos chamados de neurdcrinos sao
liberados de terminagfes nervosas.

De acordo com Furness (2000), o controle neural das funcGes gastrointestinais é
exercido por células nervosas presentes na parede do tubo digestivo, pancreas e sistema
biliar, constituindo o sistema nervoso entérico. Conforme descrito por Furness (2000),
esse sistema contém dois plexos ganglionares que se estendem por todo o tubo digestivo,
0s plexos mioentérico e submucoso. O plexo mioentérico, conhecido como plexo de
Auerbach, estd localizado entre a camada muscular circular interna e a longitudinal
externa. O plexo submucoso, ou de Meissner, localiza-se no tecido conjuntivo da tdnica
submucosa. Neuronios do sistema nervoso autbnomo organizados nos ganglios
submucosos e mioentéricos, formam o sistema nervoso entérico (SNE), que regula a
maioria das funcdes gastrointestinais (GUYTON e HALL, 1997). Os sistemas nervoso e
enddcrino exercem o controle de forma integrada sobre os movimentos intestinais e
secrecdo de suas glandulas, e participam dos processos de digestdo e absorcdo de
nutrientes (RODRIGUES et al., 2005).

MATERIAL E METODOS

Para o estudo morfologico, morfométrico e dos componentes neuroenddcrinos,
foram utilizados oito gambas da espécie Didelphis aurita adultos e machos capturados na
regido da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais, nos municipios de Vigosa e Uba4,
com autorizagdo do Ibama (licenga nimero 31340-1). Os procedimentos experimentais
envolvendo os animais seguiram as determinacdes do Comité de Etica no Uso de
Animais/UFV, sendo aprovados sob o protocolo n® 104/2011.

Armadilhas do tipo gancho com 75x31x31cm iscadas com banana e 6leo de figado
de bacalhau foram utilizadas para a captura dos animais. Apos serem capturados, ainda no

interior da armadilha, os animais foram anestesiados com anestésico geral tiopental
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sodico a 30mg/ml, na dose de 60mg/kg, por via intraperitoneal. Depois que 0s animais
foram retirados da gaiola, os animais foram mensurados com fita métrica milimetrada,
sendo obtido comprimento crown-rump ou Vértice-caudal (CR) compreendido entre a
porcao mais dorsal da crista occipital até a base da cauda (NODEN e LAHUNTA, 1985).

Foram obtidos, ainda, o perimetro toracico (PT), por mensuracdo do diametro do
torax em posicdo caudal aos membros toracicos, e a profundidade toracica (PTO),
correspondente a distancia entre a parte mais dorsal da coluna vertebral torécica e o
apéndice xifoide. Tais mensuracfes foram obtidas com fita métrica.

A utilizacdo de animais em experimentacdo tem sido combatida frequentemente, e
0s pesquisadores tém buscado métodos alternativos para substituir o uso de animais
experimentais. Na impossibilidade de substituir os animais, é preconizado pela legislagdo
vigente (Lei n°11.794/2008) que o numero de animais utilizados deva se ater ao minimo
estatisticamente definido. Essa lei, mediante o decreto n° 6.899/2009, estabelece
atualmente procedimentos para o0 uso cientifico de animais, principalmente no tocante ao
numero de animais experimentais. Com o intuito de se trabalhar experimentalmente com
menor nimero de animais, as mensuracdes anatbmicas corporais indicardo parametros
pré-estabelecidos referentes aos 6rgdos, segmentos ou outros parametros internos do
corpo dos animais, evitando-se a eutanasia daqueles animais cujas mensuracdes nao
atendam aos parametros a serem pesquisados.

A cavidade abdominal foi aberta na sua linha alba, e o estbmago foi identificado e
delimitado por amarraduras com barbantes.

A eutanasia foi realizada com o animal ainda anestesiado, mediante administracao
intracardiaca de cloreto de potassio a 0,25%, em funcdo do peso corporal. O estdbmago foi
retirado e colocado sobre uma placa de petri, possibilitando a mensuracdo do
comprimento de suas dimensdes: curvatura maior (cma), curvatura menor (cme), maior
didmetro (D) e menor diametro (d), utilizando-se de barbante e paquimetro para
determinacdo de tais mensuragdes. Estas medidas foram utilizadas para o calculo da
capacidade volumétrica do estbmago.

Para o calculo da capacidade volumétrica do estdbmago foi utilizada a equacéo
matematica que determina o volume de um elipsoide de revolucdo (BELTRAO et al.,
2001). Os valores obtidos das mensuragdes do didmetro maior (D) e do diametro menor
(d) foram aplicados na seguinte formula:

V=4mab*/3
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sendo a, o didmetro maior (D); b, o didmetro menor (d); e «, fixado na aproximagao de
3,14.

Os registros de imagens foram obtidos antes e depois da retirada do estomago do
corpo do animal. Foi utilizada camera fotogréfica digital SONY S730, tomando-se
cuidado para preservar a integridade anatdmica e topografica in situ de seus constituintes.

Para o estudo histolégico e dos componentes neuroendocrinos, em um intervalo de
tempo méaximo de quinze minutos, foram coletados dois fragmentos de 1cm? da regido
cardica, dois fragmentos da regido flandica, dois fragmentos da regido pil6rica, um
fragmento da transicdo es6fago-gastrica e um fragmento da transicdo pilérico-duodenal,
os quais foram fixados por 24h em formol a 10% tamponado.

Apoés a fixacdo, os fragmentos foram desidratados em série de concentracGes
crescentes de alcool etilico (70, 80, 95 e 100%), diafanizados em xilol (dois banhos),
incluidos em parafina e seccionados na espessura de 5um em micr6tomo rotativo manual
(modelo Leica, RM 2155). Os cortes foram submetidos as técnicas de hematoxilina-
eosina (BANCROFT e STEVENS, 1996) , para quantificacdo dos ganglios submucosos e
mioentéricos, Grimelius (GRIMELIUS, 1968) , para quantificacdo de células argiréfilas
e Masson-Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984), para quantificacdo de células
argentafins. O processamento foi realizado no Laboratério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral / UFV.

A documentacdo dos cortes histoldgicos foi realizada no Departamento de
Veterinaria da UFV, em fotomicroscopio binocular Olympus CX31 acoplado a camera
Olympus SC-20.

As descricBes histologica e morfométrica das regides do estdbmago foram
realizadas com o auxilio do programa Image Pro-Plus 4.0 (Media Cybernetics, 2007). As
mensuragOes foram feitas em dez campos aleatorios de cada regido.

Para a anélise de correlacdo entre a espessura das camadas mucosa, submucosa e
muscular das regibes cardica, fundica e pilérica do estbmago, bem como a correlagéo de
dados biométricos com as mensuragdes do estbmago, foi empregado o teste de correlagdo
de Pearson (p<0,05).

Para a quantificacdo dos ganglios nervosos submucosos e mioentéricos, utilizou-se
microscopio de luz Olympus CX31 em aumento de 100x (ocular de 10x e objetiva de
10X), em campos de 880 um de extensdo mensurados com régua ocular micrométrica,
registrando-se a quantidade de ganglios para cada unidade de area de tunica submucosa e

tunica muscular. A unidade de area analisada foi de 0,44 mmz2.
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As areas das tunicas submucosa e muscular foram obtidas a partir da sua espessura
média multiplicada pela extenséo da régua micrométrica. Foram pesquisados dez campos
aleatdrios da tdnica submucosa e da tlnica muscular das regides cardica, fundica e
pildrica do estbmago.

As células argiréfilas e argentafins foram quantificadas em dez campos aleatérios
da mucosa, das diferentes regides do estdbmago, utilizando microscopio de luz da marca
Olympus CX31, (ocular de 10x e objetiva de 40X). A érea da tlnica mucosa foi
determinada a partir do célculo para obtencdo do didmetro do campo visual, pela relagdo
entre ocular e objetiva, permitindo a determinacdo do raio do campo, consequentemente,
0 calculo da area em mmz2 A unidade de area analisada foi de 0,13 mmz2 Os cortes
histoldgicos foram documentados em fotomicroscopio binocular Olympus CX31
acoplado a cdmera Olympus SC-20 do Departamento de Veterinaria/UFV.

Os dados obtidos foram organizados em planilha eletronica (EXCEL 2007). Para o
calculo da média, desvio padrédo, variancia e analise de variancia, utilizou-se o programa
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Foram realizadas analises de correlacdo de Pearson para verificar possiveis correlagdes
entre o nimero de células enddcrinas e a morfometria das camadas das diferentes regides
do estdbmago, e entre o numero de ganglios nervosos submucosos e mioentéricos e a

morfometria das camadas submucosas e musculares respectivamente (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram peso corporal medio de 1.048,17 + 262,67 g,
comprimento CR médio de 64,93 £+ 14,84 cm, profundidade toracica média de 11,47 +
0,76 cm e perimetro toracico médio de 22,81 + 1,55 cm (Tabela 1).

As caracteristicas anatdmicas do estbmago do gambéa D. aurita revelaram que ele
estd localizado na cavidade abdominal, posiciona-se na porcdo esquerda caudalmente ao
figado, e apresenta-se como uma porcao dilatada do aparelho digestdrio, interposto entre
0 esdfago e o intestino delgado (Figuras 1 e 2). Esse 6rgdo apresenta uma leve

concavidade cranial, assumindo a conformagéo de um C.
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Figura 1: Aspecto ventrodorsal da cavidade abdominal de Didelphis aurita mostrando a
localizacdo do estdbmago (seta). D-antimero direito, E-antimero esquerdo. Barra:1cm.
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Figura 2: Esquema representativo do estdbmago de gamba D. aurita e suas subdivisdes. 1-
Transicdo es6fago-gastrica; 2- Regido cardica; 3- Regido fundica, 4- Regido pildrica, 5-
Transi¢do gastro-duodenal, D- maior didmetro, d- menor didmetro, cma- curvatura maior,
cme- curvatura menor.

Duodeno

O estbmago possui porcdes distintas numa orientacdo craniocaudal, assim
divididas: a parte em que o esdfago se abre no cardia fica a esquerda do plano sagital

mediano. A outra por¢do, mais estreita e de paredes espessas, compreende a regido
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pilorica, localiza-se a direita do plano sagital mediano. Entre as duas porcdes, localiza-se

a regido fundica, voltada ventralmente (Figuras 3 e 4).

Figura 3: Superficie visceral do estbmago de gamba Didelphis aurita. Regides: c- cardica;
f- fundica; p- pilorica. Barra:1cm.

Figura 4: Tunica mucosa do estbmago de Didelphis aurita. Regides cardica (c), fundica
(F), pildrica (p), de transicéo es6fago-gastrica (eg) e de transicao pilorico-duodenal (pd).
Barra:1cm.
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O folheto visceral do peritdnio ou tanica serosa externa reveste todo o 0rgao e
continua com uma membrana denominada omento. A curvatura maior, convexa, fixa-se
ao omento maior. A pequena e coOncava curvatura menor fixa-se no omento menor
(DYCE et al., 2010).

Observou-se que o estbmago de gambés adultos apresentou capacidade
volumétrica média de 0,201 + 0,074 | (Tabela 1), representando cerca de 20% do peso
corporal, aproximadamente de 0,097 a 0,184 I/kg. Este dado se assemelha ao observado
em cées, que possuem uma capacidade média como sendo de 0,10 a 0,25 I/kg, ou seja,
18% do peso corporal em média. Os animais apresentaram comprimento CR médio de
64,93 = 14,84 cm e profundidade toracica média de 11,47 £ 0,76 cm. Houve correlacdo
forte entre o peso corporal e a profundidade torécica, e correlagdo moderada entre a
capacidade volumétrica do estbmago com o0s parametros peso corporal (Tabela 1),
comprimento CR e profundidade toracica (Tabela 1). Os coeficientes de correlacdo forte,

moderada e fraca (p<0,05) foram definidos de acordo com Dancey e Reidy (2006).
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Tabela 1 — Pardmetros anatémicos e coeficiente de correlacdo de Pearson do estdmago do

gambé D. aurita adulto.

Parametros Média + desvio padréo A B

P (kg) 1.048,17 + 262,67

CR (cm) 64,93 + 14,84 0,70% 0,422
PET (cm) 22,81 +1,55 0,85! 0,492
PRT (cm) 11,47+ 0,76 0,781 0,412
CV (I) 0,201 + 0,074 0,462

CMA (cm) 9,63 +2,14 0,023

CME (cm) 1,21+ 0,56 0,013

D (cm) 4,32 +0,66 0,392

d (cm) 3,16 + 0,44 0,083

P-peso, CR-comprimento crown-rump, PET-perimetro tordcico, PRT-profundidade toracica, CV-
capacidade volumétrica, CMA-curvatura maior, CME-curvatura menor, D-maior didmetro, d-menor
didmetro. A-coeficiente de correlagdo de Pearson entre pardmetros e peso do estdbmago, B-coeficiente de
correlacdo de Pearson entre pardmetros e capacidade volumétrica do estdbmago. Coeficie,nte de Correlacdo
de Pearson. 1- correlacdo forte; 2- correlagdo moderada; 3- correlagdo fraca (p<0,05) de acordo com
Dancey e Reidy (2006).

As medidas de espessura das camadas do estdmago encontram-se na Tabela 2, ndo
havendo diferencas estatisticas entre as mensuracdes de espessura das diferentes regides
do estbmago.

Histologicamente, a parede do estbmago do gamba D. aurita € formada pelas
tinicas mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 5). Os tipos de glandulas
encontrados na lamina propria, as diferentes profundidades de criptas e de espessuras da
tinica muscular definem em particular as regides cardica, findica e pilérica do estbmago.

No gamba D. aurita, assim como nos mamiferos de modo geral JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008), o revestimento interno do estdmago nao distendido apresenta dobras
direcionadas longitudinalmente, que se achatam quando o estbmago esta distendido. Tais
dobras sdo proje¢des das camadas mucosa e submucosa.

A mucosa revelou-se revestida por um epitelio simples prismatico mucossecretor
que sofre invaginacdes em direcdo a lamina propria, formando as fossetas ou criptas
gastricas, das quais desembocam secre¢Bes de glandulas tubulares ramificadas
caracteristicas de cada regido do estdbmago, havendo diferencas importantes entre a
mucosa cardica, fundica e pildrica, evidenciando as diferencas dos constituintes
glandulares de cada regido (Figuras 6 e 7). Segundo Junqgueira e Carneiro (2008), a

lamina propria do estdbmago é constituida por tecido conjuntivo frouxo contendo células
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musculares lisas e células linféides. Observou-se um espessamento da muscular da
mucosa na regido pilérica (Figura 7 B), quando comparada com a regido céardica e
fandica, evidenciado pela presenga do esfincter pilérico.

A tlnica submucosa do estbmago do gamba D. aurita (Figura 5) assemelha-se a
de mamiferos domésticos, como céo, gato, cavalo, porco, bovinos e roedores, assim como
da capivara, como descrito por Veldsquez et al. (2002). Todos estes possuem uma
submucosa composta de tecido conjuntivo frouxo, vascularizado e aglandular, como
descrito por Velasquez et al. (2002).

A camada muscular apresentou-se composta por duas camadas de musculo liso,
uma circular interna e outra longitudinal externa (Figura 5). O folheto visceral do
peritbnio, ou tunica serosa, reveste todo o 6rgdo. Observou-se um estreitamento da serosa
na regido fandica, que coincide com a curvatura maior, local em que o estdbmago se
prende ao omento maior, levando a diminui¢do do contato do estdmago com a serosa em
regibes de curvatura.

A juncdo esbfago-gastrica apresenta uma diferenca abrupta entre os dois
segmentos, uma vez que o esb6fago é revestido por um epitélio estratificado pavimentoso
e uma submucosa que apresenta glandulas esofagicas secretoras de muco, o que facilita o
transporte do alimento e protege a mucosa. Na regido proxima ao estbmago, revelam-se
grupos de glandulas secretoras de muco (Figura 6A).

A lamina prépria da regido cardica possui glandulas tubulares simples ou
ramificadas, as glandulas cardicas, apresentando por¢des terminais curtas e de lume
amplo (Figura 6B).

A lamina propria da regido fundica apresenta-se com glandulas tubulares
ramificadas (Figura 7A). Na porgéo do colo glandular, ha a presenca de células mucosas
do colo e poucas células oxinticas (parietais). No corpo da glandula, hd um grande
namero de células parietais, produtoras de acido cloridrico. Na base das glandulas, ha
principalmente a presenca de células principais ou zimogénicas, e algumas celulas
parietais.

A regido pildrica apresenta-se com fossetas gastricas profundas, onde as glandulas
tubulosas simples ou ramificadas se abrem. Comparada com a regido cardica, a regido
pilorica possui fossetas mais longas e glandulas mais curtas (Figura 7B).

A juncdo gastro-duodenal apresenta-se com espessamento da tdnica muscular da
mucosa e da tunica muscular circular interna. Tais espessamentos alcancam seu maior

desenvolvimento nessa regido, constituindo o esfincter pilorico (Figura 8).
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Tabela 2: Espessuras (em pm) das tunicas mucosa, muscular da mucosa, submucosa,
muscular circular interna, muscular longitudinal externa, muscular e serosa
das diferentes regides do estbmago do gamba Didelphis aurita

Regido Cardica

Regido Fundica

Regido Pildrica

mc 542,69 + 146,01 671,79 +71,73 504,33 +£111,08
mmc 103,93 + 32,84 124,74 + 39,36 181,09 + 29,43
smc 219,34 + 34,06 160,48 + 44,96 132,21 + 36,10
mci 302,55 £51,52 132,78 + 14,83 407,55 £ 49,51
mle 111,19 + 23,03 4577 +7,73 143,69 + 39,21
ms 429,54 + 86,65 494,92 + 20,45 579,28 + 20,88
se 16,78 + 2,98 10,68 + 2,48 17,71 + 2,27

mc-mucosa, mmec-muscular da mucosa, smc-submucosa, mci-muscular circular interna, mle-muscular

longitudinal externa, ms-muscular, se-serosa.
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Figura 5: Constituintes histologicos da parede do estbmago do gamba Didelphis aurita.
mc-mucosa; mmc-muscular da mucosa; smc-submucosa; mci-muscular circular interna;
mle-muscular longitudinal externa; ms-muscular; se-serosa. Barra:50um. Coloragéo: HE.
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Figura 6: Estbmago do gamba D. aurita. A. Regido da transicdo esbfago-géastrica
mostrando as glandulas esofégicas produtoras de muco (setas). B. Regido cardica, onde se
observam as glandulas cérdicas (asteriscos). Barra: 50 um. Colora¢do HE
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Figura 7: Estdbmago do gamba D. aurita. A. Regido fundica. B. Regido pildrica g-
glandulas; mc-mucosa; mmc-muscular da mucosa; smc-submucosa. Barra: 50pm.
Coloracéo: HE.
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Figura 8: Estdbmago do gamba D. aurita. Regido de transi¢do gastro-duodenal. mmc-
tinica muscular da mucosa; mci- tunica muscular circular interna. Barra: 50um.

Coloracao:HE.

As mensuracOes anatdmicas corporais correlacionadas com as mensuragdes dos
orgdos, segmentos ou regides internas do corpo permitem prever pardmetros a serem
estudados nos animais, cujas medidas estdo de acordo com as correlages pretendidas.
Desse modo, evita-se a eutandsia de animais que ndo atendem aos requisitos
morfomeétricos.

Os ganglios submucosos foram menos numerosos que 0s ganglios mioentéricos ao
longo da submucosa das diferentes regides do estbmago. Observou-se uma media de 2,6 £
0,96 ganglios submucosos/mm? na regido fundica, sobrepondo a média desses ganglios na
regido cardica, que foi de 1,80 + 0,78 ganglios/mm2, e na regido pildrica, que apresentou
uma média de 1,40 + 0,51 ganglios/mm? (Tabela 1). Ndo houve diferencas estatisticas de
distribuicdo de ganglios submucosos ao longo da submucosa das regides cardica, fundica
e pildrica (Tabela 1).

Os ganglios miontéricos (Figura 10B) apresentaram-se distribuidos ao longo das
regides cardica, fundica e pil6rica, com média maior na regido pilérica de 5,9 + 0,73

ganglios/mmz2. Apesar dessa distribuicdo crescente, ndo houve diferenga estatistica
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significativa ao longo das regides (Tabela 1). Os ganglios mioentéricos da regido cardica
apresentaram uma média de 4,50 * 1,58 ganglios/mm?2, e os da regido fundica
apresentaram uma média de 5,60 £ 1,07 ganglios/mm2.

As células argirofilas (Figura 10A) apresentaram-se distribuidas em grande
quantidade em todas as regides do estbmago, prevalecendo o niumero médio de 76,32 +
5,00 cels./mmz2 na regido pilorica sobre as demais regides (Tabela 1). O nimero de células
endocrinas argirofilas na regido cardica foi de 60,40 + 7,63 céls./mmz2 e de 70,20 + 7,06
céls./mmz2 na regido fandica. A andlise de variancia ndo mostrou diferencas estatisticas
na distribuicdo destas células nas diferentes regides do estdbmago. Segundo Velasquez et
al. (2002), as celulas endocrinas argirofilas estdo presentes em grande quantidade na
mucosa da regido pilérica do estbmago da capivara, concentradas principalmente na base
das glandulas géstricas, podendo também ser identificadas algumas delas no corpo, e
ocasionalmente no colo das glandulas.

As células argentafins (Figura 9 A e B) apresentaram nimero médio de 17,30 +
3,62 céls./mm2 na regido cardica, de 21,00 + 3,71 céls./mmz2 na regido fandica, e de 20,44
+ 2,48 céls./mm? na regido pilérica (Tabela 3). Nao houve diferencas estatisticas
significativas entre a distribuicdo dessas células nas regides cardica, fandica e pildrica. As
células argentafins apresentaram impregnacao citoplasmatica pelos sais de prata, com
granulacdo de tamanho e distribuicdo variada (Figura 9 A e B).

As diferentes reacdes bioquimicas celulares que ocorrem na execucdo de técnicas
pela impregnacdo por sais de prata determinam se a reacdo € do tipo argentafim ou
argirofila. Na reacdo argentafim, a reducdo do nitrato de prata amoniacal é decorrente da
capacidade redutora dos proprios componentes intracelulares; ja na argiréfila, os sais de
prata ligam-se aos granulos citoplasmaticos e sdo, entdo, reduzidos a prata metalica pela
exposicdo a uma substancia exdgena redutora. A positividade dessas reacOes estd
relacionada com a producdo de peptideos na mucosa de todo aparelho digestorio, como

horménios e neurotransmissores (BRESSAN et al., 2005).
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Tabela 3: Numero de ganglios e células enddcrinas por mmz2 de areas da parede do
estdmago de diferentes regides do estbmago (meédia + desvio padrao)

Regides
Parametros cardica fandica pilorica
gsm 1,80+0,78% 2,60 £ 0,96° 1,40 + 0,512
gme 4,50 + 1,582 5,60+ 1,072 5,90 £ 0,732
céls.argirdfilas 60,40 + 7,632 70,20 + 7,06° 76,32 £ 5,002
céls.argentafins 17,30 + 3,62 21,00 + 3,71 20,44 + 2,48

Valores seguidos por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si para coeficiente de
correlagdo de  Pearson  (p<0,05). gsm-ganglios submucosos, gme-ganglios  mioentéricos.



Figura 9. A e B. Células enddcrinas argentafins (setas e destaque) da tunica mucosa do
estbmago do gamba D. aurita. Barras em A: 12um e 8um (destaque). Barras em B: 14um
e 8um (destaque). Coloragdo: Masson-Fontana modificada.
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Figura 10. A. Célula enddcrina argirdfila (seta e destaque) da tinica mucosa do estdmago
do gamba D.aurita (Técnica de Grimelius). B. Plexo nervoso mioentérico (seta) do
estbmago do gamba D.aurita . mci-camada muscular circular interna, mle-camada
muscular longitudinal externa. Barras em A: 14um e 8um (destaque). Barra em B: 8um.
Coloracéo HE.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A capacidade volumétrica média do estbmago do gambéa Didelphis aurita adulto,
representando cerca de 20% do peso corporal mostrou que este 6rgao apresenta moderada
correlacdo com as mensuracfes anatébmicas de profundidade toracica e comprimento
vértice-caudal (CR).

Histologicamente, a parede do estdmago do gamba D. aurita é formada pelas
tnicas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Diferentes tipos de glandulas encontrados
na lamina proépria, as diferentes profundidades de criptas e as diferentes espessuras da
tinica muscular definem as regides cardica, fundica e pilorica do estbmago.

A tunica muscular revelou-se constituida de duas camadas de musculo liso, uma
circular interna e uma longitudinal externa. Entre essas duas camadas, foi encontrado o
maior numero de ganglios nervosos, o0s ganglios mioentéricos. As ceélulas
enteroenddcrinas revelaram-se distribuidas em grande quantidade em todas as regides do
estdmago, sendo que as argirofilas foram mais abundantes que as argentafins.

Os parametros observados sdo de relevancia para a contribuicdo em estudos
relacionados aos aspectos estruturais e funcionais do estbmago, conferindo ao gambé D.
aurita um importante modelo para a obtencdo de conhecimento aplicados as demais

espécies de animais.



5. APENDICES

Apéndice 1

1. Técnica de Hematoxilina-Eosina (BANCROFT e STEVENS, 1996)
1. Vidraria utilizada: 2 pipetas de 100 ml; 2 Erlenmeyer 200 ml

- Lavar vidraria em agua corrente

- Papel-filtro

-1 cuba tipo “mantegueira”.

2. Preparo de solugdes:

-Hematoxilina 2,5¢
7. [o7o o] [0 ——— 25ml
-Alimen de aménio ou potassio----- 509
-Agua destilada---------- 500ml
-Oxido vermelho de mercurio-------- 1,259
-Acido acético - 20ml

3. Dissolver hematoxilina no alcool e o alimen na agua destilada.
4. Misturar as duas soluces e aquecer até 100°C.

5. Adicionar 6xido de mercurio a solucéo e resfriar a mesma.

6. Adicionar acido acético e filtrar a solucdo

7. Pesar 1g de eosina e dissolver em 100ml de dgua destilada

8. Preparo das laminas: desparafinizar e hidratar.

9. Colocar laminas na solucéo de hematoxilina durante 1 minuto.
10. Lavar as laminas em agua corrente durante 10 minutos.

11. Colocar laminas na solugdo de eosina durante 1 minuto.

12. Lavar as laminas em &gua corrente.

13.Desidratar, diafanizar e montar as laminas.

Apéndice 2
2. Técnica de Grimelius (GRIMELIUS, 1968)
1. Vidraria utilizada: 2 pipetas 100ml; 3 Erlenmeyers 250ml; 2 cubas “mantegueira”; 3 cubas

2. Lavar vidrarias:
- em agua corrente por 1hora
- em agua destilada 3 vezes

3. Pesar 0s reagentes:

- AgNO3 ---- 80mg ou 83mg
- Hidroquinona ----------------- 19

- Sulfito de sédio anidro ------ 59

4. Preparar solugéo de prata

- AgNQO3 -- 80mg

- Tampdo acetato (estoque) 0,2M/pH 5,6 ----------- 10ml
ou 100ml de tampdo e ndo usar agua destilada

- Agua dd ----------nmmem e 90ml

5. Preparar banho-maria (60°C)

41
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- Colocar 2 cubas com solucéo de prata
- Colocar uma cuba para a solucdo reveladora
- Ligar o banho-maria

6. Preparar as laminas
Desparafinizar (xilol I e Il por 15min) e hidratar (&lcool 100 I e 11, 95, 80, 70 por 3 min e 4gua dd
por 10 min)

7. Incubar as 1aminas na solugdo de AgNO3 a 60°C por 3 horas (controlar ao microscopio a partir
dai).

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

- hidrogquinona ------------------ 19
- sulfito de sddio anidro ------ 5¢
- 4gua dd em vidro ------------ 100ml

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

9. Apos 3h de incubacdo na solucdo de prata, mergulhar as 1dminas na solugéo reveladora por 1
min e observar ao microscopio. Se 0s cortes estiverem corados colocé-los na dgua destilada para
interromper a reacao.

10. Desidratar e diafanizar em xilol I e Il rapidamente. Em seguida, montar.
Apéndice 3
3. Técnica Masson-Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984)

1. Lavar vidrarias por uma hora em agua corrente.
2 pipetas 100ml

3 Erlenmeyer 200ml

2 cubas

2 cubas “mantegueiras”

2 conta-gotas

2. Preparar solucdo de nitrato de prata (AgNO;)

- Dissolver 500mg nitrato de prata em 100ml de agua destilada

- Separar 10 ml desta solugéo

- Adicionar NH40H (hidroxido 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 solucdo fique ligeiramente
turva.

- Filtrar a solucdo em papel filtro

Levar a solugdo para 0 banho-maria a 60°C

3. Iniciar a desparafinizacdo e a hidratagéo

4. Colocar as laminas na solucéo a 60°C por 60 min

5. Interromper a colorag¢do em &gua dd

6. Obs.: Observar ao microscopio. Se houver muita precipitagdo e/ou o “background” estiver
escuro, fazer uso do tiossulfato de sddio anidro 5% (59 para 100 ml &gua dd) por poucos
segundos.

7. Desidratar e diafanizar rapidamente no xilol | e Il; montar as ldminas em balsamo.



