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RESUMO

RODRIGUES, Sirlene Souza, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2005.
Aspectos anatomo-histolégicos e neuro-enddcrinos do intestino delgado da
capivara Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766 (Mammalia, Rodentia,
Hydrochaeridae). Orientador: Cldudio César Fonseca. Conselheiros: Tarcizio
Antonio Régo de Paula e Clovis Andrade Neves.

Foram analisados aspectos referentes a anatomia, histologia e morfometria do
intestino delgado de capivaras adultas, obtendo-se dados sobre o comprimento e a
capacidade volumétrica deste o6rgdo e de seus segmentos, assim como caracteristicas
histoldgicas da sua parede, com énfase no estudo das células enteroendocrinas e dos
ganglios nervosos submucosos e mioentéricos. Para a andlise histologica e
morfométrica do intestino delgado foram empregadas técnicas de coloragdo
Hematoxilina-Eosina, Alcian Blue - Acido Periddico de Schiff, Grimelius, Masson
Fontana modificada e Peroxidase anti-peroxidase com soro monoclonal anti-serotonina.
Dentre os resultados anatomicos foi verificado que o intestino delgado da capivara ¢
cerca de cinco vezes maior que o comprimento corporal e que a sua capacidade
volumétrica representa 6,7% do peso corporal; dentre os resultados histologicos foram
observados: pregas em espiral, espessas e ramificadas, ao longo de todo o revestimento
interno do intestino delgado; vilos com formas e tamanhos variados na mucosa do
intestino delgado; borda estriada espessa; presenca de glandulas de Briinner na
submucosa e na regido basal da mucosa, restritas a por¢ao cranial do duodeno, ricas em
glicoconjugados acidos e neutros; menor freqiiéncia de células caliciformes no duodeno,
aumentando caudalmente; células de Paneth na base das criptas; células enddcrinas
argirofilas, argentafins e imunorreativas a serotonina em todos os segmentos do
intestino delgado, abundantes na regido das criptas e mais freqiientes no duodeno;
ganglios nervosos submucosos e mioentéricos desenvolvidos, sendo maiores e mais

freqiientes os mioentéricos.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Sirlene Souza, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2005.
Anatomo-histological and neuroendocrine aspects of small intestine of the
capybaras Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766 (Mammalia, Rodentia,
Hydrochaeridae). Advisor: Claudio César Fonseca. Committer members: Tarcizio
Antonio Régo de Paula and Clovis Andrade Neves.

Anatomical, histological and morphometric aspects of the small intestine of
adult capybaras were analyzed, being obtained data on the length and the volumetric
capacity of this organ and of its segments, as well as histological characteristics of its
wall, with emphasis in the study of the enteroendocrine cells and of the submucosal and
myenteric nervous ganglions. For the histological and morphometric analysis of the
small intestine were used the coloration techniques: Hematoxylin-Eosin, Blue Alcian -
Periodic Acid Schiff; Grimelius, modified Masson Fontana and Peroxidase anti-
peroxidase with anti-serotonin monoclonal sore. Among the anatomical results was
verified that the small intestine of the capybara is about five times longer than the
corporal length and that its volumetric capacity represents 6,7% of the corporal weight;
among the histological results were observed: pleats in spiral, thick and ramified, along
the whole internal coating of the small intestine; villus with forms and sizes varied;
thick brush-border; presence of Briinner’s glands in the submucosal layer and in the
basal area of the mucosal layer, restricted to the cranial portion of the duodenum and
rich in acid and neutral glicoconjugates; smaller frequency of goblet cells in the
duodenum, increasing caudally; Paneth’s cells in the base of the crypts; argyrophil,
argentaffin and serotonin immunoreactive endocrine cells in all the segments of the
small intestine, abundant in the area of the crypts and more frequent in the duodenum;
submucous and myenteric nervous ganglia developed, being larger and more frequent

the myenteric ganglions.
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1- INTRODUCAO GERAL

A capivara em estudo, Hydrochoerus hydrochaeris, pertencente a familia
Hydrochaeridae, ¢ um dos principais representantes da ordem Rodentia, sendo
encontrada predominantemente no Brasil (MONES e OJASTI, 1986), onde esta
presente, em maior densidade, no Pantanal do Mato Grosso (WALKER, 1975; ALHO,
1986; FUERBRINGER et al., 1987). Outra espécie desse mesmo género, Hydrochoerus
isthmius, ¢ encontrada predominantemente no Panama, na Colombia e Venezuela
(GONZALEZ-JIMENEZ, 1995).

A palavra “Hydrochaeris” ¢ de origem grega e significa “porco d’agua”
(FUERBRINGER et al., 1987), enquanto a palavra capivara (“kapi-wara”) ¢ de origem
tupi-guarani e significa “comedor de mato” (WALKER et al., 1975). Sua dependéncia
da 4gua ¢ importante para a realiza¢do de algumas fungdes vitais como a copula, quase
sempre efetuada neste ambiente, que também auxilia na regulacdo da sua temperatura
corporal, além de servir de abrigo imediato contra provaveis predadores e de fonte
alimentar, uma vez que a capivara pode se alimentar de plantas aquaticas ou semi-
aquaticas (SILVA, 1986; HERRERA, 1999).

A capivara apresenta comprimento de 1,00 a 1,20m, 0,50 a 0,60m de altura, e
peso médio de 50kg nos adultos, podendo chegar a 100kg em casos excepcionais. Em
razao de suas dimensodes recebeu o status de maior roedor do mundo (JORGENSON,
1986; MONES e OJASTI, 1986; NOGUEIRA FILHO, 1996). Conforme ALHO (1989),
ndo existem diferencas sexuais aparentes na capivara, pois os Orgdos reprodutivos
externos, em ambos 0s sexos, encontram-se encerrados em uma prega cutanea, assim
como o anus, exibindo externamente apenas um orificio. Deste modo, a identificagdo do
sexo dos individuos ocorre principalmente por meio de dimorfismos sexuais
secundarios, como a presenca de um intumescimento glandular na parte dorsal do
focinho dos machos adultos, a glandula supranasal (ALHO, 1989). De acordo com esse
autor, esta estrutura ¢ constituida por um aglomerado de glandulas sebaceas que, quando
comprimidas, expelem uma substancia gordurosa de odor caracteristico, cuja fun¢do
principal ¢ a demarcacao territorial e, conforme DEUTSCH e PUGLIA (1988), durante
o periodo de cio, funciona também como atrativo para a fémea. De acordo com
MOREIRA (1997), o peso corporal esta correlacionado com o volume da glandula
supranasal e da glandula para-anal, sugerindo que a dominancia em capivaras esta mais

associada com as glandulas odoriferas que com a propria producao de esperma.



Com relagdo a seu comportamento, as capivaras sao animais sociais e vivem em
grupos familiares de dois a trinta individuos, de acordo com o tipo de habitat e a estacao
do ano, podendo também ser encontrados machos solitarios, vivendo fora dos grupos
sociais (MONES e OJASTI, 1986; ALHO et al., 1987 ¢ ROMAN, 1999). Esses
roedores possuem habitos diurnos, mas, com a presenca do homem, podem adquirir
habitos noturnos (ALHO et al., 1987; ROMAN, 1999). O ritmo didrio de suas
atividades resume-se basicamente ao forrageio nas primeiras horas da manhd e ao
anoitecer, e repouso ¢ atividades aquaticas nas horas mais quentes do dia (MOREIRA,
1995).

Sendo um animal essencialmente herbivoro, chega a ingerir de 5 a 10% do seu
peso vivo de vegetagdo/dia, alimentando-se também de vegetais semi-aquaticos que
crescem as margens dos rios, lagos e regides pantanosas (DEUTSCH e PUGLIA, 1988).
Além do pasto e dos vegetais aquaticos e semi-aquaticos, esse animal também consome
pequena quantidade de gravatd, joa e ataléa, talvez como elementos para suprir as
exigéncias nutricionais ou pela menor disponibilidade de pasto (MOREIRA, 1995).

A capivara é um roedor herbivoro monogéstrico que realiza fermentagao cecal e,
de acordo com ALHO (1989), apresenta alta eficiéncia no aproveitamento dos
alimentos, com digestibilidade similar ou superior a de coelhos e ovinos, tanto com
volumoso quanto com concentrados. Conforme DEUTSCH e PUGLIA (1988), a
capivara chega a digerir mais da metade da matéria organica ingerida, inclusive o
material fibroso.

ANDRADE et al. (1996) afirmaram que para manter o equilibrio protéico a
capivara ¢ extremamente seletiva na escolha dos vegetais que consome e utiliza-se do
mecanismo de cecotrofagia. De acordo com EDEN (1940), a cecotrofagia ¢ observada
em herbivoros como conseqiiéncia da adaptacdo do processo digestivo de animais de
pequeno porte submetidos a condi¢des alimentares particularmente dificeis. Trata-se de
um fendmeno digestivo mais complexo do que a simples ingestao de fezes, pois os
animais que realizam tal processo produzem dois tipos de fezes — as duras e as moles —
ingerindo apenas as ultimas. De acordo com GROSS e SPILLMAN (2002), a
cecotrofagia é especifica de lagomorfos, pequenos roedores e alguns outros pequenos
mamiferos, sendo caracterizada pela pratica de ingerir as fezes durante determinado
horario do dia, em que ndo estdo se alimentando. As fezes moles, conforme estes
mesmos autores, sdo diferentes das fezes duras devido ao tratamento que recebem no

colon ascendente. Estas, por terem uma composi¢do quimica muito semelhante a do



conteudo do ceco, tém sido denominadas cecotrofos € o fendmeno, cecotrofia ou
cecotrofagia (EDEN, 1940; GROSS e SPILLMAN, 2002).

Em um estudo com seis capivaras fémeas adultas, criadas em cativeiro, foi
observada a pratica de cecotrofia 243 vezes em um periodo de 96h (MENDES et al.,
2000). As fezes moles, ou cecotrofos fecais, possuem maior taxa de proteina e menos
material fibroso, tendo também grande quantidade de 4agua (BORGES et al., 1996;
GROSS e SPILLMAN, 2002). Assim, este fendmeno explica como seria possivel a
capivara utilizar a proteina microbiana e vitaminas provenientes do ceco apds a
fermentagdo (GONZALEZ-JIMENEZ, 1995).

De acordo com FUERBRINGER et al. (1987), a capivara ¢ um animal rustico,
resistente a doencas e se adapta bem ao meio rural, o que torna sua criagdo uma
excelente alternativa agropecudria. ANDRADE et al. (1996) certificaram que a capivara
¢ a espécie de animal silvestre nativa que atualmente apresenta o maior potencial
zootécnico para a producao de carne e couro. Sua carne ¢ apreciada e relativamente bem
consumida (KOWALSKI, 1981), sendo considerada importante fonte de proteina para a
alimentagdo humana em lugares remotos do Brasil (SILVA, 1986; FUERBRINGER, et
al 1987).

Conforme ESCOBAR et al. (1973), a capivara ¢ relativamente docil se
comparada com outros animais silvestres e por isso poderia ser criada consorciada com
outros animais, favorecendo ao produtor que tem pastagens ja estabelecidas. Além
disso, a capivara apresenta elevada eficiéncia reprodutiva, superior a de qualquer outro
herbivoro de igual ou maior porte (SILVA NETO, 1989). Assim, uma fémea ¢é 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).

De acordo com ALHO (1989), a criagdo de capivaras pode resultar em melhor
aproveitamento de pequenas propriedades (regime intensivo) ou de grandes areas rurais
até entdo utilizadas somente para o gado (regime semi-intensivo). J4 em condi¢des de
criacdo extensiva, pode-se observar densidade de até 2 animais por hectare, enquanto
em areas de criacdo semi-extensivas, essa densidade pode chegar a 5 capivaras por
hectare, o que d&, respectivamente, uma biomassa média de 60 e 150 kg/hectare.
Considerando que o gado de corte do Pantanal Mato-grossense fornece, em média, 8 kg
carne/ano/hectare, o rendimento da capivara ¢ potencialmente superior (ALHO, 1989).
Segundo SILVA (1986), além da importincia econOmica, a criagdo de capivaras

contribui para a preservagao da espécie.



Entretanto, sdo escassos os trabalhos que retratam a biologia desta espécie, a
exemplo do trabalho de COSTA et al. (2002), sobre aspectos reprodutivos, ¢ dos
trabalhos de GONZALEZ-JIMENEZ (1977), MORAES et al. (2002), VELASQUEZ et
al. (2003), OSHIO et al. (2004), BRESSAN et al. (2004), PEIXOTO et al. (2004) ¢
RODRIGUES et al. (2004), sobre aspectos digestivos da capivara. Quanto a biologia da
digestdo ¢ particularmente importante a realizagdo de estudos envolvendo o sistema
nervoso entérico e as células enteroenddcrinas, uma vez que o controle dos eventos
secretores e motores envolvidos na digestdo e absorcdo dos nutrientes dependem da
acao dos sistemas nervoso ¢ endocrino (SWENSON e REECE, 1996).

De maneira geral, os plexos nervosos submucoso € mioentérico, que em
conjunto compdem o sistema nervoso entérico, sdo constituidos por ganglios nervosos
interconectados por uma rede de fibras nervosas (GUYTON e HALL, 1996). Os
ganglios submucosos estdo relacionados com o controle do transporte trans-epitelial de
ions, do fluxo de sangue na mucosa e de fungdes secretomotoras, enquanto os ganglios
mioentéricos estdo envolvidos com controle da motilidade intestinal (GUYTON e
HALL, 1996; HUDSON et al., 2000).

As células enteroendocrinas, por sua vez, sdo encontradas no epitélio de
revestimento do tubo digestivo e parecem ser os receptores primarios para o controle da
fisiologia digestiva em funcdo do tipo de alimento ingerido (SJOLUND et al., 1983;
POLAK, 1993; RAYBOULD, 1998; FURNESS et al., 1999). Dentre as células
enteroendocrinas destacam-se as células enterocromafins, produtoras de serotonina, que
constituem a populagcdo predominante do sistema de células enddcrinas do aparelho
digestorio (SJOLUND et al., 1983). A serotonina é conhecida por atuar estimulando a
contragdo da musculatura lisa do trato gastrointestinal e por provocar a secre¢do
exdcrina. De acordo com POLAK et al. (1993), as células enteroenddcrinas podem ser
classificadas em argentafins (capazes de reduzir diretamente solugdes de prata) e
argirdfilas (capazes de absorver sais de prata, que entdo podem ser reduzidos por adi¢ao
de uma substancia quimica com capacidade redutora).

Tendo em vista a necessidade de manutencdo das capivaras, seja visando a
preservagdo da espécie ou, quando criadas em cativeiro, a comercializacdo de seus
produtos, faz-se necessario ampliar os conhecimentos referentes a sua biologia,
particularmente aqueles referentes a morfologia do aparelho digestorio, importantes
para se entender aspectos relacionados com a sua alimentag¢do e com a sua capacidade
de controle neuroenddcrino do processo digestivo. Assim, este trabalho teve por

objetivos analisar caracteristicas anatomo-histolégicas do intestino delgado da capivara
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(Hydrochoerus hydrochaeris), enfatizando a presenga de células endocrinas e plexos

nervosos nos diferentes segmentos (duodeno, jejuno e ileo) deste 6rgao.
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2 — ASPECTOS BIOMETRICOS CORPORAIS E DO INTESTINO DELGADO
DA CAPIVARA Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766
(MAMMALIA, RODENTIA, HYDROCHAERIDAE)

RESUMO

Foram analisados aspectos biométricos corporais e do intestino delgado da
capivara Hydrochoerus hydrochaeris, espécie silvestre que tem despertado interesse
econdmico na produgdo de carne e couro. Dados como idade, peso € comprimento
corporal, perimetro e altura tordcicos foram analisados levando-se em conta o sexo dos
animais. Foram encontradas correlagdes significativas entre a idade e os comprimentos
corporais CR e SR (“crown-rump” e ‘“snout-rump”), € entre o peso corporal e o0s
parametros comprimento corporal, perimetro toracico e altura toracica, de modo que a
idade e o peso corporal poderiam ser estimados a partir de dados biométricos mais
acessiveis, relativos a mensuragdo corporal. A maioria das correlacdes foi mais
significativa nos animais machos, em especial, as correlagdes entre o peso corporal e os
parametros comprimento CR, perimetro toracico e altura toracica, assim como a
correlagdao entre comprimento CR e os parametros altura toracica e perimetro toracico,
sugerindo a existéncia de um possivel dimorfismo sexual. Em relagdo ao intestino
delgado foram medidos o comprimento e a capacidade volumétrica totais e dos seus
segmentos individuais. A capivara, sendo um animal de héabito alimentar herbivoro,
possui intestino delgado relativamente longo, cerca de cinco vezes maior que o
comprimento corporal, e com capacidade volumétrica relativamente alta, representando
6,7% do peso corporal. Dentre os segmentos do intestino delgado, o jejuno ¢ o mais
representativo em termos de comprimento e capacidade volumétrica, constituindo 85%

do comprimento total e 89% da capacidade volumétrica total deste 6rgao.

Palavras-chave: capivara, intestino delgado, anatomia, biometria.



ABSTRACT

Corporal biometric aspects and of the small intestine of the capybara
Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766 (MAMMALIA, RODENTIA,
HYDROCHAERIDAE). Corporal biometric aspects were analyzed, as well as
biometric aspects of the small intestine of the capybara Hydrochoerus hydrochaeris,
wild species that has been waking up economical interest in the meat and leather
production. Data as age, corporal weight and length, thoracic perimeter and height were
analyzed conform the sex of the animals. They were found significant correlations
between the age and the CR and SR corporal lengths (crown-rump and snout-rump),
and among the corporal weight and the parameters corporal length, thoracic perimeter
and height, so that the age and the corporal weight could be dear starting from more
accessible biometric parameters, relative to the size corporal measures. Most of the
correlations was more significant in the male animals, especially the correlations
between the corporal weight and the parameters: CR length, thoracic perimeter and
height; as well as the correlation among CR length and the parameters thoracic height
and perimeter, suggesting the existence of possible sexual dimorphism. In relation to the
small intestine were measured the length and volumetric capacity total and of its
individual segments. The capybara, being an animal of herbivore alimentary habit,
possesses small intestine relatively long, about five times longer than the corporal
length, and with volumetric capacity relatively high, representing 6,7% of the corporal
weight. Among the segments of the small intestine, the jejunum is the most
representative in relation to the length and volumetric capacity, constituting 85% of the

total length and 89% of the total volumetric capacity of this organ.

Key-words: capybara, small intestine, anatomy, biometry.
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2.1 - INTRODUCAO

A morfologia dos intestinos e sua relacdo com dietas alimentares foram
enfatizadas por LEOPOLD (1953) e BRAMBELL (1965), em estudo utilizando
galindceos norte americanos e camundongos, respectivamente. LEOPOLD (1953)
prop0Os uma relagdo entre o comprimento intestinal e cecal e a qualidade da alimentacao
ingerida quando em predominio de pasto ou de sementes. GROSS et al. (1985)
estenderam tal andlise para roedores silvestres e interpretaram as variagdes observadas
na morfologia intestinal como conseqiiéncia da qualidade alimentar e dos requerimentos
de energia.

As dimensdes dos intestinos também sdo de considerdvel interesse para
investigadores em outros campos. Parasitologistas, por exemplo, freqiientemente
necessitam de uma acurada mensura¢do do comprimento intestinal para determinar a
distribuicao linear de helmintos ao longo do tubo digestivo (METTRICK e PODESTA,
1974; CROMPTON e NESHEIM, 1976). Estudos da nutrigdo animal e fisiologia
intestinal também levam em consideragdo as mensuragdes intestinais como indices para
alteracdes induzidas pela dieta na fung¢ao e morfologia intestinal.

Segundo REECE (1996) determinadas partes do tubo digestivo do animal sao
mais desenvolvidas, caracterizando uma adaptacdo evolutiva em relagao a sua dieta.
Enquanto o cdo, animal carnivoro, tem ceco insignificante; o cavalo, animal herbivoro,
tem ceco volumoso. O porco, que ¢ onivoro, ndo somente possui um intestino delgado
relativamente longo para digestdo e absor¢do dos alimentos que ndo necessitem de
fermentagdo, como também, colon ascendente desenvolvido, transformado em espiral,
em que a fermentacdo da porg¢ao fibrosa da dieta ¢ realizada.

O ceco da capivara, de modo semelhante ao do cavalo e de outros herbivoros
monogastricos (lagomorfos e outros roedores), ¢ volumoso (GONZALEZ-JIMENEZ,
1995; OSHIO et al., 2004), o que facilita a digestdo de material vegetal pela
fermentacdo microbiana. Assim, a digestdo da celulose e a posterior absor¢do dos
produtos da sua digestdo ocorrem no ceco e no colon destes animais (BANKS, 1992).
Fendmenos comportamentais, como a cecotrofagia em lagomorfos e roedores, também
proporcionam maior aproveitamento dos nutrientes, particularmente da proteina
microbiana e vitaminas provenientes do ceco apds a fermentagio (GONZALEZ-
JIMENEZ, 1995; GROSS e SPILLMAN, 2002).

De acordo com BANKS (1992), o intestino delgado dos mamiferos corresponde

ao 6rgao do tubo digestivo situado entre o piloro e o ceco, sendo dividido em trés
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segmentos de acordo com o transito intestinal: um cranial, o duodeno; um médio, o
jejuno; e um caudal, o ileo. O duodeno, curto e firmemente fixo pelo mesoduodeno, se
inicia apos o piloro e termina na flexura duodeno-jejunal. O jejuno ¢ o maior dos trés
segmentos, possui organizacdo em alcas dispostas sobre si e se estende da flexura
duodeno-jejunal até a borda livre da prega ileocecal, a partir da qual se inicia o ileo, que
finaliza cranialmente ao ceco. Conforme DYCE et al. (1997), o jejuno e o ileo sao
sustentados pelo grande mesentério e a distingdo entre eles ¢ arbitraria, porém, ¢ de
consenso geral limitar o ileo a uma curta por¢ao final, com parede relativamente mais
muscular e, por isso, mais consistente. Além disso, o ileo é mantido paralelo ao ceco por
meio da prega ileocecal.

De acordo com SNIPES (1979), o grupo dos herbivoros apresenta, em sua
maioria, formas homogéneas com respeito aos intestinos e, em particular, a estrutura
cecal. Entretanto, variagdes morfologicas dos intestinos, principalmente do ceco e
intestino grosso, tém sido relatadas dentre os herbivoros, especialmente entre
ruminantes e monogastricos. Por exemplo, as espécies eqiiinas apresentam ceco e colon
volumosos e saculados, enquanto em ovinos nem o ceco nem o cdlon sdo saculados ou
particularmente volumosos (SWENSON e REECE, 1996).

Vérios estudos com biometria intestinal mostraram diferencas significativas
entre espécies de herbivoros (Colin, 1871, apud SWENSON e REECE, 1996; PARRA ¢
GONZALEZ-JIMENEZ, 1975; GONZALEZ-JIMENEZ, 1995; OSHIO et al., 2004).
Além disso, em uma mesma espécie pode haver variacdes de um animal para outro e,
ainda, variagdes no mesmo animal de acordo com a sua atividade digestiva (NICKEL et
al., 1973).

O estudo biométrico corporal e do tubo digestivo, por meio de indices obtidos a
partir das relacdes comprimento intestinal /comprimento corporal e volume intestinal
/peso corporal, possibilita a comparagdo, em termos de tamanho, capacidade
volumétrica e retengdo do alimento nos diferentes segmentos do tubo digestivo, entre as
diferentes espécies de animais. Além disso, as informagdes sobre aspectos morfologicos
e biométricos intestinais fornecem subsidios para pesquisas com enfoque fisioldgico e
nutricional, visando uma melhoria na dieta alimentar dos animais.

Assim, o presente trabalho teve por objetivos analisar aspectos biométricos
corporais e do intestino delgado da capivara Hydrochoerus hydrochaeris, visando obter
indices que permitam definir padrdes especificos e comparar a capivara com outras

espécies de herbivoros em relago a tais aspectos biométricos.
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2.2 - MATERIAL E METODOS

O material biologico consistiu em 11 capivaras adultas (seis machos e cinco
fémeas), que foram eutanasiadas na Fazenda Cachoeirinha da Universidade Federal de
Vigosa, no municipio de Vigosa — MG, sob autorizagdo do IBAMA (Numero da
Licenca: 060/04-NUFAS/MG). Os animais foram pesados em balancas Bufallo
(precisdo de 1000g) e Arja (precisdo de 25g), de acordo com o seu tamanho, para
aferi¢do do desenvolvimento corporal.

Os globos oculares de cada animal foram isolados para a retirada das lentes, que
foram pesadas em balancga digital Marte (precisao de 0,001g) apos serem desidratadas
em estufa, a 40° C, durante trés dias. A partir do peso médio das lentes secas foi
estimada a idade de cada animal, conforme MOREIRA (1995). A média dos valores

obtidos foi aplicada na seguinte formula: L= 53.9528 . x**'*®

, sendo “L” o peso obtido
das lentes (mg) e “x” a idade (meses).

Também foram obtidas medidas corporais, como o comprimento SR (“snout-
rump”’, medido da ponta do focinho a base da cauda) e o comprimento CR (“crown-
rump”’, medido da crista nucal a base da cauda, ao longo da face lateral do corpo), além
do comprimento CR modificado (CR*, medido da crista nucal a base da cauda,
acompanhando a curvatura da coluna vertebral), do perimetro toracico e da altura
toracica. Para detectar possiveis interacdes do sexo com os pardmetros biométricos
analisados, os animais foram analisados em dois grupos, machos e fémeas.

A cavidade abdominal dos animais foi exposta, por meio de uma incisdo
longitudinal mediana no abdome, e os segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno
e ileo) foram identificados “in situ”, de acordo com os critérios de DYCE et al. (1997),
sendo os seus limites demarcados com auxilio de ligaduras. Em seguida, o intestino
delgado foi isolado das pregas peritoniais e distendido sobre uma calha de PVC
contendo uma lamina de 4gua, de maneira a minimizar o atrito e facilitar a distensao
(BRAMBELL, 1965). A mensuragdo do comprimento de cada segmento intestinal foi
realizada por meio de trena.

Antes de se proceder a volumetria, os segmentos do intestino delgado foram
separados e perfundidos com agua corrente para retirada da digesta, de possiveis vermes
e bolhas de ar. Apos a perfusdo, a extremidade caudal de cada segmento foi cerrada por
meio de pincas hemostaticas, permanecendo a extremidade cranial aberta para inje¢ao

de 4gua, a qual foi realizada até o ponto de estiramento da parede intestinal em que a
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agua comecasse a transbordar. O volume da 4gua injetada foi medido em provetas de
1000 e 100ml, conforme a capacidade volumétrica exigida.

Os valores obtidos foram organizados em planilha eletronica (EXCEL 97) e
analisados estatisticamente por meio do programa Statistica, versdo 5.0. Os parametros
corporais foram analisados de acordo com o sexo dos animais (grupos Machos e
Fémeas) e indiferentemente ao sexo (Total). Os valores referentes aos parametros
corporais (peso, comprimentos CR, CR* e SR, perimetro toricico, altura toracica e
idade, tomada a partir do peso médio das lentes secas) € aos parametros intestinais
(comprimento ¢ volume dos segmentos do intestino delgado) foram submetidos a
analise de correlagdo, ao nivel de significancia de 5%, para verificar a existéncia de
possiveis correlagdes entre eles. Além disso, os valores relativos aos parametros
intestinais e corporais analisados foram submetidos ao teste Tukey, nivel de
significancia de 5%, para saber se ha diferengas entre os segmentos intestinais e entre os
sexos, respectivamente. Também foram obtidos indices intestinais com base na relagao
do comprimento do intestino delgado com o comprimento corporal (CR e SR) e volume
do intestino delgado com o peso corporal, além de indices relacionando os segmentos

intestinais, com base em seus comprimentos ¢ volumes.
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2.3 -RESULTADOS

Os valores médios dos parametros corporais analisados, peso corporal (kg),
idade (meses), perimetro toracico (cm), altura tordcica (cm) e comprimentos corporais
CR, CR* e SR (cm), podem ser observados na Tabela 1. Analisando-se estatisticamente
os dois grupos, nao se verificou diferenca significativa entre machos e fémeas no que se

refere aos parametros analisados (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros biométricos corporais (média + desvio padrdo) da capivara
Hydrochoerus hydrochaeris.

Grupos PC Idade PT AT CCR CCR* CSR
(kg) (meses) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Machos  41,4+4.9* 373+21,1% 77,143,7% 28,1+1,9* 94,5+53*  94.4+45%  116,246,9"
Fémeas 39,7+6,6" 459+17,9% 787+3,1% 30,0£1,0* 94,8+10,0° 94,3+12,6* 120,0+13,5"

Total  40,6£5,7 41,6£19,5 77,9+£3,4 29,0+1,5 94,7£7,6 94,3£8,6 118,1£10,2

PC - peso corporal; PT - perimetro toracico; AT - altura toracica; CCR - comprimento “crown-rump”;
CCR* - comprimento “crown-rump” modificado; CSR - comprimento “snout-rump”. Médias seguidas de
letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
significancia.

Para os valores totais, indiferentes ao sexo dos animais, foi observada correlagao
positiva entre: idade e comprimento CR (r = 0,79; idade = -122,2 + 1,74 x CCR), idade
e comprimento SR (r = 0,88; idade = -140,9 + 1,55 x CSR), idade e comprimento CR*
(r = 0,85; idade = -126,2 + 1,78 x CCR*), idade e peso corporal (r = 0,68; idade = -
22,91 + 1,60 x PC), peso corporal e comprimento CR (r = 0,87; PC = -37,34 + 0,82 x
CCR), peso corporal e comprimento CR* (r = 0,76; PC = -24,36 + 0,68 x CCR*), peso
corporal e comprimento SR (r = 0,73; PC = -25,14 + 0,55 x CSR), peso corporal e
perimetro toracico (r = 0,89; PC =-43,86 + 1,09 x PT), peso corporal e altura toracica (r
=0,75; PC=-24,11 + 2,22 x AT), comprimento CR e comprimento SR (r = 0,88; CCR
= 10,84 + 0,71 x CSR), comprimento CR e altura toracica (r = 0,71; CCR = 29,83 +
2,23 x AT), comprimento CR e perimetro torécico (r = 0,67; CCR = 26,52 + 0,87 x PT)
e comprimento CR* e comprimento SR (r = 0,96; CCR* =-0,61 + 0,81 x CSR).

Embora nao houvesse diferenga significativa entre os grupos Machos e Fémeas
com referéncia aos parametros biométricos estudados, a maioria das correlagdes

verificadas foi mais acentuada quando da anélise separada dentro de cada grupo.
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Deste modo, dentro do grupo Machos foram verificadas as mesmas correlagdes
descritas anteriormente para os valores totais, porém a maioria delas apresentou maior
coeficiente de correlacdo (r): idade e comprimento CR (r = 0,75; idade = -155,2 + 2,05 x
CCR), idade e comprimento SR (r = 0,88; idade = -211,2 + 2,15 x CSR), idade e
comprimento CR* (r = 0,88; idade = -212,4 + 2,67 x CCR¥*), idade e peso corporal (r =
0,76; idade = -48,25 + 2,11 x PC), peso corporal e comprimento CR (r = 0,98; PC = -
49,05 + 0,96 x CCR), peso corporal e comprimento CR* (r =0,93; PC =-54,83 + 1,02 x
CCR¥*), peso corporal e comprimento SR (r = 0,75; PC = -36,27 + 0,66 x CSR), peso
corporal e perimetro toracico (r = 0,99; PC =-59,70 + 1,31 x PT), peso corporal ¢ altura
toracica (r = 0,94; PC = -32,28 + 2,62 x AT); comprimento CR e comprimento SR (r =
0,72; CCR = 18,46 + 0,65 x CSR), comprimento CR e altura toracica (r = 0,93; CCR =
20,26 + 2,64 x AT), comprimento CR e perimetro toracico (r = 0,95; CCR = -4,24 +
1,28 x PT) e comprimento CR* e comprimento SR (r = 0,93; CCR* = 6,77 + 0,75 x
CSR), além das correlagdes entre comprimento CR* e perimetro toracico (r = 0,88;
CCR* =12,0 + 1,07 x PT) e altura toracica e perimetro toracico (r = 0,97; AT =-7,5 +
0,46 x PT).

E para o grupo das fémeas essas correlagdes também foram observadas, algumas
com coeficientes de correlagao (r) mais baixos que daquelas observadas dentro do grupo
dos machos: idade e comprimento CR (r = 0,93; idade = -98,9 + 1,53 x CCR), idade ¢
comprimento SR (r = 0,98; idade = -101,6 + 1,23 x CSR), idade e comprimento CR* (r
=0,98; idade = -89,09 + 1,43 x CCR*), idade e peso corporal (r = 0,77; idade = -10,67
+ 1,45 x PC), peso corporal e comprimento CR (r = 0,82; PC = -30,59 + 0,73 x CCR),
peso corporal e comprimento CR* (r = 0,69; PC = -13,07 + 0,54 x CCR*), peso
corporal e comprimento SR (r = 0,79; PC = -25,75 + 0,53 x CSR), peso corporal e
perimetro torécico (r = 0,50; PC = -44,5 + 1,07 x PT), peso corporal e altura toracica (r
=0,77; PC =-37,07 + 2,55 x AT), comprimento CR e comprimento SR (r = 0,98; CCR
=447 + 0,75 x CSR), comprimento CR e altura toracica (r = 0,59; CCR = 28,26 + 2,22
x AT), comprimento CR e perimetro toracico (r = 0,50; CCR = 43,92 + 0,64 x PT) e
comprimento CR* e comprimento SR (r = 0,99; CCR* = -7,39 + 0,85 x CSR), além
da correlagdo entre altura tordcica e perimetro toracico (r = 0,86; AT = 6,92 + 0,29 x
PT).

Quanto aos parametros biométricos do intestino delgado, as médias das

mensuracdes feitas podem ser observadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Mensuragdo e volumetria do intestino delgado da capivara Hydrochoerus
hydrochaeris.

CD cJ CI CTID VD VI VI VTID
(cm) (cm) (cm) (cm) (ml) (ml) (ml) (ml)

25,147,4% 458,3+118,9" 54,5+21,5% 534,9+123,5 87,4+38,0° 2046+840,7* 168,0+94,9® 2302+863,8

CD - comprimento do duodeno; CJ - comprimento do jejuno; CI - comprimento do ileo; CTID -
comprimento total do intestino delgado; VD - volume do duodeno; VJ - volume do jejuno; VI — volume do
ileo; VTID - volume total do intestino delgado. As médias referentes ao mesmo parametro, seguidas de letras
iguais, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A maioria das correlagdes obtidas entre os parametros corporais e intestinais foi
baixa, com coeficiente de correlacdo (r) menor que 0,5, isto ¢, menos de 50% dos
valores relativos aos parametros intestinais (comprimento e capacidade volumétrica),
sejam para o duodeno, jejuno ou ileo, acompanharam os parametros corporais relativos
ao peso, idade, comprimentos CCR, CCR* e CSR, altura toracica e perimetro toracico
nos animais estudados.

As correlagdes obtidas entre os parametros intestinais também foram baixas, em
sua maioria, destacando-se somente a correlacdo entre o comprimento do jejuno € o
comprimento total do intestino delgado (r = 0,98) e o volume jejunal e o volume total do
intestino delgado (r = 0,99).

O comprimento do intestino delgado em relagdo aos comprimentos corporais SR e
CR foi maior 4,7 e 5,8 vezes, respectivamente. E a relagdo volume do intestino delgado
por peso corporal foi de 0,067, ou seja, o volume do intestino delgado representou 6,7%
do peso corporal dos animais. A andlise de varidncia demonstrou ndo haver diferenca
entre duodeno e ileo em termos de comprimento e capacidade volumétrica, enquanto o
jejuno apresentou-se significativamente maior, dentre os trés segmentos, no que diz
respeito a esses parametros intestinais. A propor¢ao do duodeno, jejuno e ileo diante do
comprimento total foi de 5%, 85% e 10%. Enquanto que, diante do volume total, o

duodeno representou 4%, o jejuno, 89% e o ileo, 7%.
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2.4 - DISCUSSAO

Assim como MOREIRA (1995) pode estimar a idade da capivara a partir do
peso médio das lentes secas do animal, outros pardmetros biométricos podem ser
utilizados para se identificar a idade ou outro dado menos acessivel. Dessa forma, a
idade da capivara poderia ser estimada a partir dos comprimentos corporais CR, CR* e
SR, assim como o seu peso corporal poderia ser inferido a partir dos parametros
comprimento corporal (CR, CR* e SR), perimetro tordcico e altura toracica, uma vez
que apresentaram boa correlagdo com os mesmos, principalmente quando levado em
consideragdao o sexo do animal, visto que a maioria dessas correlagdes foi mais
acentuada dentro dos grupos Machos e Fémeas.

Correlagdes diversas foram obtidas por OSHIO et al. (2004) ao analisarem
caracteristicas biométricas de capivaras adultas e pré-puberes. Eles verificaram que,
entre os animais adultos, o peso, o perimetro tordcico e a idade estavam correlacionados
entre si e com os demais parametros analisados, altura tordcica, comprimentos CR e SR,
comprimento do intestino grosso, comprimento do intestino delgado e com o volume
cecal; e o comprimento CR estava correlacionado com todos os parametros, exceto com
o comprimento do intestino grosso. No presente trabalho as correlagcdes mais
significativas foram entre idade e comprimento SR, idade e comprimento CR*, peso
corporal e comprimento CR, peso corporal e perimetro toracico, comprimento SR e
comprimento CR, e entre os comprimentos SR e CR*, sendo maiores quando analisadas
conforme o sexo dos animais.

De acordo com HERRERA (1986), existe um dimorfismo sexual sutil em
capivaras adultas no que se refere a relagdo peso corporal e comprimento dos membros
pélvicos. FERRAZ et al. (2005), por sua vez, verificaram uma variacdo significativa na
relacdo alométrica entre peso corporal e comprimento corporal SR de capivaras adultas,
sugerindo que machos e fémeas diferem entre si quanto a forma do corpo. No presente
estudo, os diferentes coeficientes de correlagdo para as analises biométricas feitas nos
grupos de machos e fémeas podem significar um dimorfismo sexual. Essas diferencas
foram mais acentuadas nas correlacdes peso corporal e comprimento CR*, peso
corporal e comprimento CR, peso corporal e perimetro toracico, peso corporal e altura
torécica, altura toracica e comprimento CR, perimetro toracico e comprimento CR, mais
significativas nos machos que nas fémeas.

A respeito dos aspectos morfométricos do intestino, Colin (1871), citado por

SWENSON e REECE (1996), relatou que o intestino delgado do eqiiino, do bovino, de
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ovino e caprino, ¢ do coelho representa, respectivamente, cerca de 75%, 81%, 80% e
61% do comprimento total dos intestinos. Este mesmo autor constatou que, em relagao
ao comprimento do corpo do animal, o intestino delgado foi 12 vezes maior no eqiiino,
20 vezes no bovino, 27 vezes em ovinos e caprinos, € 10 vezes no coelho.

No presente estudo foi verificado que o comprimento do intestino delgado da
capivara, em relacdo ao comprimento corporal SR e CR foi, respectivamente, 5 ¢ 6
vezes maior. Esse resultado ¢ mais proximo do valor encontrado para o coelho no
trabalho de COLIN (1871). Além da proximidade quanto a relagdo comprimento
intestinal por comprimento corporal, outras caracteristicas sdo compartilhadas pelo
coelho e pela capivara, ambos sao herbivoros de estdmago simples, realizam
fermentacdo cecal e apresentam comportamento de cecotrofia. O tamanho do intestino
delgado da capivara ndo ¢ tdo grande se comparado com o intestino delgado de
herbivoros ruminantes como bovinos, ovinos e caprinos (COLIN, 1871), o que pode ser
compensado com a ingestdo das fezes moles (cecotrofagia) pela capivara, sendo
reaproveitados nutrientes oriundos da fermentacdo cecal e proteinas microbianas.

GONZALEZ-JIMENEZ (1975) verificaram uma extensdo de 5,97 + 0,91m para
o intestino delgado, 0,95 + 0,29m para o ceco e 3,17 £ 0,85m para o intestino grosso de
capivaras adultas. OSHIO et al. (2004), por sua vez, verificaram que a extensdo do
intestino delgado, ceco e intestino grosso na capivara foi de 6,76 + 1,41m; 0,69 + 0,15m
e 2,93 £ 0,72m, respectivamente. Isto ¢, de acordo com os trabalhos de GONZALEZ-
JIMENEZ (1995) e OSHIO et al. (2004), o intestino delgado da capivara representa
cerca de 60% do comprimento intestinal. Valor préoximo aos encontrados por
GONZALEZ-JIMENEZ (1975) e por OSHIO et al. (2004) foi encontrado neste trabalho
para o comprimento do intestino delgado da capivara, 5,35 £ 1,23m.

Em caprinos foi obtido o valor de 16,43 + 2,66m para o comprimento do
intestino delgado, que foi 18,5 vezes maior que o comprimento corporal CR
(Comunicagdo pessoal), valor bem maior que o encontrado para a capivara no presente
estudo, o que pode estar relacionado com o fato do primeiro ser ruminante enquanto a
capivara ¢ fermentadora cecal. De acordo com SWENSON e REECE (1996), ovinos e
caprinos sdo os animais domésticos que possuem o0 maior comprimento intestinal
relativo ao comprimento do corpo.

Conforme NICKEL et al. (1973), o intestino delgado do bovino, de ovinos e
caprinos e do eqiiino apresenta comprimento de 27-49m, 18-45m e 19-30m,
respectivamente. O duodeno dos respectivos animais possui comprimento de 0,9-1,2m,

0,6-1,2m e 1,0-1,5m, o que representa cerca de 2,8%, 5,7% e 5,1% do intestino delgado,
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respectivamente. A propor¢ao do comprimento duodenal em relagdo ao comprimento do
intestino delgado da capivara foi de 5%, valor similar ao observado em eqtiino.

Ainda para bovino, ovino e caprino, e eqiiino, o jejuno e¢ o ileo somados
apresentam comprimento de 26-48m, 17,5-34m e 17,7-28,8m, respectivamente, sendo
que o maior percentual é representado pelo jejuno (NICKEL et al., 1973). O jejuno de
eqiiino, por exemplo, corresponde a cerca de 90% do comprimento total do intestino
delgado. No presente trabalho foi encontrado um valor proximo para o jejuno da
capivara, o qual representou 85% do comprimento total do intestino delgado e 89% da
capacidade volumétrica total deste 6rgao.

Segundo Colin (1871), citado por SWENSON e REECE (1996), a capacidade
volumétrica percentual do intestino delgado do cavalo, do boi e de ovino e caprino, em
relacdo a capacidade volumétrica total do trato gastrointestinal, foi de 30,2%, 18,5% e
20,4%, respectivamente. De acordo com PARRA ¢ GONZALEZ-JIMENEZ (1975), a
capacidade relativa do intestino delgado da capivara, vaca e ovelha foi de 3%, 20% e
20%, respectivamente, em relagdo a capacidade total do trato gastrointestinal. Estudos
de GONZALEZ-JIMENEZ (1995) mostraram que o contetido intestinal de capivara
correspondeu a 1% do seu peso corporal, um valor maior que o encontrado para
bovinos, 0,9% do seu peso corporal. Na pesquisa atual, a capacidade volumétrica do

intestino delgado representou 6,7% do peso corporal da capivara.
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2.5 - CONCLUSOES

O presente trabalho permite concluir que:

= o intestino delgado da capivara apresenta comprimento e capacidade volumétrica
expressivos, tipicos de herbivoros, sendo o jejuno o segmento mais representativo em
termos de comprimento e capacidade volumétrica, seguido do ileo e do duodeno.

= pode haver dimorfismos sexuais sutis no que se refere aos parametros corporais,
como a relagdo peso corporal/ comprimento corporal.

= o desenvolvimento do intestino delgado em termos de comprimento e capacidade
volumétrica ndo acompanha o desenvolvimento corporal em termos de comprimento e

peso.
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3 - ASPECTOS HISTOLOGICOS DO INTESTINO DELGADO DA
CAPIVARA Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766
(MAMMALIA, RODENTIA, HYDROCHAERIDAE)

RESUMO

O estudo histologico e morfométrico do intestino delgado de capivaras
Hydrochoerus hydrochaeris adultas foi desenvolvido neste trabalho, enfatizando
particularidades do duodeno, jejuno e ileo. Fragmentos das porgdes cranial, média e
caudal de cada segmento do intestino delgado foram coletados, submetidos ao
processamento histolégico rotineiro e corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina e
Alcian Blue- Acido Periddico de Schiff. O intestino delgado da capivara é semelhante
ao da maioria dos mamiferos quanto a sua estrutura histoldgica, sendo constituido pelas
camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Nao houve diferenca significativa na
espessura dessas camadas entre os segmentos intestinais. Pregas espessas e ramificadas
foram encontradas ao longo do intestino delgado, sendo mais desenvolvidas no
duodeno. Foram observados vilos digitiformes e com outras formas, inclusive
ramificados, além de uma borda estriada espessa. Glandulas de Briinner foram vistas na
porcao cranial do duodeno, distribuidas na submucosa e na regido basal da mucosa,
assim como numerosas células caliciformes ao longo do intestino delgado, ambas
apresentando glicoconjugados 4acidos e neutros. Vérias células de defesa foram
encontradas no conjuntivo da lamina propria e da submucosa, principalmente linfocitos,
difusos ou formando nédulos linfoides, os quais as vezes se associam formando placas,
particularmente na por¢ado caudal do ileo. Também foram detectadas células de Paneth e

células enteroenddcrinas.

Palavras-chave: capivara, intestino delgado, histologia, morfometria.
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ABSTRACT

Histological aspects of small intestine of the capybara Hydrochoerus hydrochaeris
Linnaeus, 1766 (MAMMALIA, RODENTIA, HYDROCHAERIDAE). The
histological and morphometric study of the small intestine of adult capybaras
Hydrochoerus hydrochaeris was developed in this work, emphasizing particularities of
the duodenum, jejunum and ileum. Fragments of the cranial, medial and caudal portions
of each segment of the small intestine were collected, submitted to the routine
histological processing and stained by the techniques of Hematoxylin-Eosin and Blue
Alcian-Periodic Acid Schiff. The small intestine of the capybara is similar to it of most
of the mammals in relation to its histological structure, being constituted by the
mucosal, submucosal, muscular and serosal layers. There was not significant difference
in the thickness of those layers among the intestinal segments. Thick and ramified pleats
were found along the small intestine, being more developed in the duodenum. Digitform
villus and with other forms, besides ramified villus, and a thick brush border were
observed. Briinner's glands were seen in the cranial portion of the duodenum,
distributed in the submucosal layer and in the basal area of the mucosal layer, as well as
numerous goblet cells along the small intestine, both presenting acid and neutral
glicoconjugates. Several defense cells were found in the connective tissue of the
mucosal and submucosal layers, mainly lymphocytes, diffuse or forming lymphoid
nodules, which sometimes associate forming plates, particularly in the caudal portion of

the ileum. Paneth’s cells and enteroendocrine cells were also detected.

Key-words: capybara, small intestine, histology, morphometry.
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3.1 - INTRODUCAO

O intestino delgado corresponde ao orgdo do tubo digestivo situado entre o
piloro e o ceco, sendo dividido em trés segmentos, um cranial, o duodeno, um médio, o
jejuno, e um caudal, o ileo. Esse 6rgao ¢ responsavel pelas etapas finais da digestdo dos
alimentos e pela absor¢cdo dos nutrientes resultantes, apresentando adaptacdes que
aumentam a sua superficie absortiva e secretora. Tais adaptacdes sdo de nivel
macroscopico, referentes ao comprimento do intestino delgado e ao padrdo de pregas da
sua mucosa, ¢ de nivel microscdpico, relativas a estrutura dos vilos e microvilos
(BANKS, 1992; GEORGE et al.,, 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A
presenga dos vilos, por exemplo, aumenta oito vezes a superficie intestinal, e a dos
microvilos, mais de 20 vezes, perfazendo uma ampliacdo total de 160 vezes
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Embora existam caracteristicas diferenciadoras entre o duodeno, o jejuno e o
ileo, estes segmentos apresentam muitas caracteristicas comuns como, por exemplo, a
constitui¢do da sua parede por quatro camadas, que sdo, a partir do limen, mucosa,
submucosa, muscular e serosa (NICKEL et al., 1973; DELLMANN e BROWN, 1982;
BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Por outro
lado, dentre as caracteristicas que diferenciam esses segmentos intestinais pode ser
citada a predomindncia das glandulas duodenais, ou de Briinner, no duodeno e dos
nédulos linféides associados, ou placas de Peyer, no ileo (NICKEL et al., 1973;
DELLMANN ¢ BROWN, 1982; BANKS, 1992), além de caracteristicas morfométricas
como, por exemplo, o numero de células caliciformes, que aumenta do duodeno ao ileo
(BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998). As diferengas morfologicas provavelmente
estdo associadas a diferengas fisioldgicas entre as regides do intestino delgado. Grande
parte da digestdo, por exemplo, se processa no duodeno e na porc¢ao cranial do jejuno,
assim como a absorcao dos lipidios, tendo em vista que o suco pancreatico e a bile sao
liberados na por¢do inicial do duodeno (CUNNINGHAM, 1993; SWESON e REECE,
1996; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Dada a importancia do intestino delgado para a digestdo e absor¢do dos
nutrientes, varios estudos tém sido feitos envolvendo este 6rgao, principalmente com
animais de laboratorio e domésticos (ROBISON et al., 1977; AINSWORTH et al.,
1995; YU e CHIOU, 1997; BRENNAN et al., 1999; WIESE et al., 2003), mas poucos
com animais silvestres (GONZALEZ-JIMENEZ, 1995; ALOGNINOUWA et al., 1996;
VELASQUEZ et al., 2003). O estudo histolégico e morfométrico do intestino delgado
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contribui para o entendimento dos processos da digestdo e absor¢do dos nutrientes e,
conseqiientemente, fornece subsidios para pesquisas aplicadas no campo da nutri¢ao e
patologia intestinal.

Dessa forma, os objetivos do presente trabalho foram descrever aspectos
histolégicos e morfométricos do intestino delgado da capivara Hydrochoerus
hydrochaeris, além de verificar possiveis diferencas entre o duodeno, o jejuno e o ileo

quanto a constituicdo e morfometria de sua parede.
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3.2 - MATERIAL E METODOS

O material bioldgico consistiu em nove exemplares adultos de capivara
Hydrochoerus hydrochaeris, sendo seis machos e trés fémeas, com peso médio de 38 +
8kg e comprimento médio de 1,15 £ 0,11m (comprimento “snout-rump”, medido da
extremidade do focinho a extremidade da cauda, ao longo do dorso do animal). Estes
animais sdo procedentes da Fazenda Cachoeirinha da Universidade Federal de Vigosa,
no municipio de Vigosa — MG, onde foram eutanasiados sob autorizagdo do IBAMA
(Numero da Licenga: 060/04-NUFAS/MG). A eutanasia foi realizada através de
métodos de abatedouro, apds a qual os animais foram pesados, medidos e sexados.

A cavidade abdominal dos animais foi exposta, por meio de uma incisdo
longitudinal mediana no abdome, ¢ os segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno
e ileo) foram identificados “in situ”, de acordo com critérios de DYCE et al. (1997),
sendo os seus limites demarcados com auxilio de ligaduras. O duodeno foi considerado
da extremidade cranial do intestino delgado até a flexura duodeno-jejunal; o jejuno,
desta flexura até a por¢do cranial do ileo, na regido da borda livre da prega ileocecal; o
ileo, dessa regido até a juncao ileocecal.

Foi coletado um fragmento de 2cm’ de cada porcao, cranial, média e caudal, dos
trés segmentos do intestino delgado, duodeno, jejuno e ileo. Em seguida, cada
fragmento foi dividido ao meio, sendo uma das metades fixada em solu¢do aquosa de
Bouin e a outra em solucdo aquosa de formol tamponado a 10%, ambos por 24 horas, a
temperatura ambiente.

O processamento histologico dos fragmentos foi realizado no laboratorio de
Histopatologia Veterindria do Departamento de Veterindria e no laboratdrio de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigosa - UFV.
Apos a fixagdo, os fragmentos foram desidratados em série de concentragdes crescentes
de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina histoldgica (ponto de
fusdo: 56-58°C), conforme processamento histologico de rotina (BANCROFT e
STEVENS, 1996). Com o auxilio de micrétomo rotativo manual (modelo Spencer,
American Optical), foram obtidos cortes de Sum de espessura que, posteriormente,
foram corados com Hematoxilina-Eosina (H-E) (BANCROFT e STEVENS, 1996), para
descric¢do histologica panordmica dos segmentos intestinais, € com a técnica conjugada
de Alcian Blue pH2,5 (AB) e Acido Periodico de Schiff (PAS) (McMANUS E

MOWRY, 1960), para observagdo das células que possuem secre¢do rica em
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glicoconjugados acidos (AB positivas) e neutros (PAS positivas), além das glandulas de
Briinner.

A descricdo histoldgica e morfométrica dos segmentos do intestino delgado foi
realizada com auxilio de microscopio (modelo Leitz Wetzlar), no laboratério de
Histologia do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa - UFV.
Por meio de ocular micrométrica (modelo Leitz Wetzlar), calibrada para os aumentos
utilizados, foi medida a espessura da parede intestinal e das camadas mucosa,
submucosa ¢ muscular, além das subcamadas musculares, circular interna e
longitudinal externa, em cada por¢do (cranial, média e caudal) dos segmentos intestinais
(duodeno, jejuno e ileo). Na mucosa foram medidas ainda a altura dos vilos e a
profundidade das criptas. Essas mensurac¢des foram feitas em nove campos aleatorios do
corte, obtendo-se um numero médio para cada parametro analisado nas diferentes
porgdes intestinais.

Os valores obtidos foram organizados em planilha eletronica (EXCEL 97) e
analisados estatisticamente por meio do programa Statistica, versdo 5.0, sendo
submetidos ao teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia, para saber se ha diferengas,
quanto ao parametros estudados, entre duodeno, jejuno e ileo e, em cada segmento, se
ha diferencas entre as suas porgdes cranial, média e caudal.

As fotos que ilustram o trabalho foram obtidas com auxilio de uma maquina
fotografica (modelo Fujix HC-300Zi) acoplada a um microscopio (modelo Nikon
Eclipse E600) e a um computador, no laboratorio de Biologia e Controle de

Hematozoarios e Vetores, Bioagro, Universidade Federal de Vigosa — UFV.
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3.3 - RESULTADOS

A parede do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris é formado por quatro
camadas bem definidas, mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figuras 1A, B, C).
Quanto a espessura da parede intestinal, ndo houve diferenca significativa entre as
porcdes cranial, média e caudal de cada segmento do intestino delgado, nem mesmo

entre os segmentos, duodeno, jejuno e ileo (Tabela 1; Grafico 1).

Figura 1: Secgdes histologicas da parede do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris. H-E.
A) Constituicdo da parede do intestino delgado. B) Camadas mucosa e submucosa da parede do intestino
delgado, enfatizando a constituicdo da camada mucosa. C) Camadas submucosa e muscular, enfatizando a
constitui¢do da camada muscular. cms- camada muscular; cmu- camada mucosa; cse- camada serosa;
csm- camada submucosa; mci- subcamada muscular circular interna; mle- subcamada muscular
longitudinal externa; mm- muscular da mucosa.



Tabela 1: Espessura da parede (média + desvio padrio) nas por¢des ¢ segmentos do
intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Porgdes Espessura da Segmentos Espessura da

parede (mm) parede (mm)

Duodeno cranial 2,08 0,24 %

Duodeno médio 1,98+ 0,23 % Duodeno 1,96 £0,22*
Duodeno caudal 1,82+0,17%

Jejuno cranial 1,90 +0,194
Jejuno médio 1,89+0,194 Jejuno 1,93+0,20%
Jejuno caudal 2,00 +0,214
fleo cranial 1,88 +0,18%
fleo médio 1,86 £0,16* fleo 1,93 +0,18*
fleo caudal 2,06+0224

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, nao diferem entre
si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Grafico 1: Morfometria da parede do intestino delgado e de suas
camadas constituintes
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Em diferentes trechos do intestino delgado, a camada submucosa se projeta no
interior da mucosa, formando pregas, visiveis a olho nu no revestimento interno do
intestino delgado. Essas pregas sdo paralelas entre si e estdo dispostas em espiral ao

longo do intestino delgado, sendo observadas, entre elas, pregas menores, em rede.
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Muitas dessas pregas, em particular as do duodeno, sdo espessas e ramificadas (Figura
1A).

A camada mucosa ¢ constituida por vilos, presentes na sua por¢do voltada para o
limen (Figuras 1B, 2A); por criptas ou glandulas intestinais, na sua por¢ao anti-luminal
(Figuras 1B, 2B); e por uma delgada camada muscular, a muscular da mucosa (Figuras
1B, 2B). Os vilos sdo caracterizados por projecdes da mucosa, enquanto as criptas sao
invaginagdes tubulares; ambos sdo constituidos por epitélio de revestimento e tecido
conjuntivo da lamina prépria (Figuras 2A, B). Quanto a espessura da camada mucosa,
ndo houve diferenca significativa entre as por¢des de cada segmento do intestino

delgado, nem mesmo entre os segmentos (Tabela 2; Grafico 1).

Figura 2: Secgdes histologicas da camada mucosa do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris. H-E.
A) Estrutura dos vilos. B) Estrutura das criptas e da muscular da mucosa. cc- célula caliciforme; er-
epitélio de revestimento; fms- fibra muscular; Ip- lamina propria; mme- camada externa da muscular da
mucosa; mmi- camada interna da muscular da mucosa; qc- quilifero central; vs- vaso sanguineo.
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Tabela 2: Espessura da camada mucosa (média + desvio padrdo) nas por¢des e segmentos
do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Espessura da
mucosa (mm)

Espessura da

Porgoes
¢ mucosa (mm)

Segmentos

Duodeno cranial 0,74 + 0,14 *
Duodeno médio 0,67 +0,20 * Duodeno 0,67 +0,15*
Duodeno caudal 0,61 +0,11 4

Jejuno cranial 0,60 + 0,09 *
Jejuno médio 0,56 +0,10* Jejuno 0,55+0,10*
Jejuno caudal 0,49+0,114
fleo cranial 0,54+0,11%
fleo médio 0,51 +0,10* fleo 0,54 +0,12*
fleo caudal 0,57 £0,14 4

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, nao diferem entre
si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A maioria dos vilos do intestino delgado da capivara ¢ digitiforme (Figuras 2A,
3A), havendo também vilos com outras formas, particularmente no jejuno e ileo, alguns
piramidais, com a base larga, estreitando-se gradativamente em dire¢do ao apice (Figura
3B); outros em forma de lingua, com a base e a por¢do média pouco mais largas que o
apice (Figura 3C); e outros, ainda, em forma de morro, com a base e o apice largos
(Figura 3D). Muitos dos vilos apresentam reentrancias na sua face luminal (Figuras 3A,
B, C, D, E), alguns deles possuem ramificagdes (Figuras 3C, E) e, em determinadas
regides, em especial no ileo, alguns vilos chegam a formar conexdes entre si (Figura
3F). Os vilos digitiformes geralmente sdo mais compridos que os demais. Nao houve
variagdo significativa entre os valores médios de altura dos vilos nas porgdes de cada

segmento do intestino delgado, nem mesmo entre os segmentos (Tabela 3; Grafico 2).
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Figura 3: Secgodes histologicas dos vilos do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris. H-E.
A) Vilos digitiformes (vd). B) Vilo piramidal (vp). C) Vilo em forma de lingua (vl). D) Vilo em forma de
morro (vm). E) Vilos ramificados. F) Vilos conectados. cr- cripta; cx- conexdo; er- epitélio de
revestimento; Ip- 1dmina propria; mm- muscular da mucosa; r- reentrancia; rm- ramificagdo.



Tabela 3: Altura dos vilos (média + desvio padrdo) nas por¢des e segmentos do intestino
delgado da capivara H. hydrochaeris.

Porcoes Altura dos Seomentos Altura dos
¢ vilos (mm) g vilos (mm)

Duodeno cranial 0,49 + 0,06 *

Duodeno médio 0,45 + 0,06 * Duodeno 0,46 + 0,05 *

Duodeno caudal 0,43 + 0,06 *

Jejuno cranial 0,43 0,05

Jejuno médio 0,38 £ 0,07 * Jejuno 0,40 £ 0,05 *

Jejuno caudal 0,39 +0,03 *

fleo cranial 0,39 +0,07 *

fleo médio 0,39 + 0,06 * fleo 0,40 +0,07

fleo caudal 0,41 £0,07*

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Por outro lado, as criptas do intestino delgado da capivara sdo significativamente
mais profundas no duodeno em relacdo aos demais segmentos do intestino delgado
(Tabela 4; Grafico 2). Ao longo do 6rgao estudado foi observada uma aparente relagao
entre a altura dos vilos e a profundidade das criptas, sendo encontradas criptas mais

profundas em locais de vilos mais longos.

Tabela 4: Profundidade das criptas (média + desvio padrdo) nas por¢des e segmentos do
intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

~ Profundidade Profundidade das
Porcoes . Segmentos .
das criptas (mm) criptas (mm)

Duodeno cranial 0,18 0,06 *

Duodeno médio 0,16+ 0,054 Duodeno 0,16 £ 0,05
Duodeno caudal 0,15+0,06*

Jejuno cranial 0,14 +0,05*

Jejuno médio 0,11+0,07* Jejuno 0,11+0,055
Jejuno caudal 0,09 + 0,03 *

fleo cranial 0,09 +0,02 4

fleo médio 0,10 +0,02* fleo 0,10+0,02°
fleo caudal 0,11+0,02%

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, nao diferem entre si pelo
teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Grafico 2: Morfometria dos vilos e das criptas do intestino delgado
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O epitélio de revestimento do intestino delgado da capivara ¢ do tipo simples,
constituido de células absortivas prismaticas, células caliciformes produtoras de muco,
células de Paneth e células enddcrinas (Figura 4). As células absortivas sdo
predominantes no epitélio que reveste os vilos; as células caliciformes e as enddcrinas
sdo predominantes na regido das criptas; enquanto as de Paneth foram encontradas
exclusivamente na regido das criptas, em especial na regido basal. As células absortivas
(Figuras 4A, B) representam a maioria dentre as células que compdem o epitélio de
revestimento, apresentam forma prismatica, nlicleo oval e uma condensagdo em sua
por¢do apical, a borda estriada (Figuras 4A, B). Essa borda estriada mostrou-se PAS
positiva na técnica de detec¢do de glicoconjugados (AB-PAS), constituindo um
contorno relativamente espesso e de forte intensidade de coloragdo no ileo, seguido do
jejuno, sendo menos espessa e corada no duodeno.

As células caliciformes foram observadas em todo o intestino delgado, tanto na
técnica de H-E, com o seu citoplasma em imagem negativa e o nucleo intensamente
basofilo (Figura 2B), quanto pelas técnicas especificas para glicoconjugados acidos
(AB) e neutros (PAS), sendo o seu citoplasma corado em azul (AB positivas), em
magenta (PAS positivas) ou em roxo (mistas: AB e PAS positivas) (Figuras 4B, C, D).
Estas células, quando seccionadas em seu maior eixo, apresentam forma tipica das
células caliciformes, com citoplasma volumoso e nucleo deslocado para a por¢do basal.

As células caliciformes observadas no intestino delgado da capivara sdo, em sua
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maioria, do tipo mista (AB e PAS positivas), apresentando secre¢ao rica em
glicoconjugados acidos e neutros. Estas células estdo localizadas predominante nas
criptas e aumentam em quantidade do duodeno ao ileo (Figura 5). Nas criptas elas se
aglomeram, sendo muitas vezes de dificil delimitacdo (Figura 4D), enquanto nos vilos
elas se apresentam dispersas (Figura 4B). Proxima da borda estriada, no limen
intestinal, foi observada a presenca de muco de reagao mista ou AB positivo (Figura
40).

As células de Paneth foram vistas nos diferentes segmentos do intestino delgado,
tanto pela técnica de H-E, mostrando grandes granulos acidéfilos na por¢ao superior do
seu citoplasma (Figura 4E), quanto pela técnica de AB-PAS, com os granulos corados
em magenta (PAS positivos) (Figura 4F).

As células endocrinas também foram observadas ao longo de todo o intestino
delgado da capivara, apresentando citoplasma claro e nicleo pouco basofilo (Figura 4G)
na técnica pela H-E. J4 na coloracdo pela técnica de AB-PAS o citoplasma destas
células mostra certa afinidade pelo PAS, ficando ligeiramente magenta em sua por¢ao
infranuclear (Figura 4H).

A lamina propria (Figuras 2A, 3 e 4) ¢ constituida por tecido conjuntivo frouxo,
sendo encontrada logo abaixo do epitélio de revestimento, preenchendo o interior dos
vilos e os espacos entre as criptas. Ela apresenta vasos sanguineos e linfaticos (Figura
3C), células musculares lisas (Figura 2B) e células do conjuntivo (Figura 4):
fibroblastos, fibrdcitos, plasmocitos, macroéfagos e mastocitos. Ainda, fibras conjuntivas
PAS positivas e AB positivas (Figura 4D) foram observadas na lamina propria da
mucosa. Os vasos presentes na lamina propria tém pequeno calibre, sendo o mais
calibroso o vaso linfatico central, ou quilifero central (Figura 2A). Os mastdcitos
possuem citoplasma acidofilo (Figura 4E), quando corados pela técnica H-E, e AB
positivo (Figura 4C), quando corados pela técnica associada AB-PAS para
glicoconjugados, sendo abundantes ao longo do intestino delgado, especialmente no
jejuno e ileo.

Além de mastdcitos, outras células de defesa foram observadas no conjuntivo da
lamina propria, linfocitos (Figuras 4A, B) e eosinodfilos (Figura 4E). A maioria dos
linfécitos se apresenta dispersa na lamina prépria ou intercalada entre as células do
epitélio de revestimento, linfocitos intraepiteliais. Linfocitos agrupados, formando os
nddulos linfoides, também foram observados na lamina propria ao longo do intestino
delgado, sendo mais freqiientes e de maior tamanho no ileo, onde se associam e formam

as placas de Peyer na por¢ao caudal deste segmento.
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Figura 4: Seccdes histologicas do epitélio de revestimento e da ldmina propria do intestino delgado da
capivara H. hydrochaeris, enfatizando a presenca das células absortivas e da borda estriada (A e B), das
células caliciformes (C e D), das células de Paneth (E e F) e das células endocrinas (G e H). Figuras A, E e
G: H-E; Figuras B, C, D, F e H: AB-PAS. be- borda estriada; cab- célula absortiva; cc- célula caliciforme;
cca- célula caliciforme AB+; ccj- células do conjuntivo; ccm- célula caliciforme mista AB-PAS+; ccp-
célula caliciforme PAS+; ce- célula enddcrina; cp- célula de Paneth; cr- cripta; er- epitélio de
revestimento; es- eosindfilo; fa- fibras AB+; fp- fibras PAS+; lit- linfocito intraepitelial; lp- lamina
propria; mec- macréfago; mm- muscular da mucosa; ms- mastocito; r- reentrancia.
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A muscular da mucosa (Figuras 1B, 2B) ¢é constituida por duas camadas
delgadas de fibras musculares lisas, a interna, disposta circularmente e a externa,
posicionada longitudinalmente em relagao ao tubo digestivo. Em determinadas regides a
muscular da mucosa apresenta-se composta por apenas uma camada, geralmente a
longitudinal externa, podendo ser descontinua em alguns trechos da por¢ao cranial do
duodeno, em virtude da penetragdo das glandulas de Briinner na camada mucosa
(Figuras 5A, 6A), assim como nos trechos ao longo do intestino delgado em que

existem nodulos linfoides associados.

Figura 5: Secg¢des histologicas das camadas mucosa e submucosa do intestino delgado da capivara H.
hydrochaeris, enfatizando a distribuigdo e densidade das células caliciformes. AB-PAS. A) Células
caliciformes nas criptas e vilos do duodeno cranial; presenca das glandulas de Briinner na submucosa e na
regido basal da mucosa. B) Células caliciformes nas criptas e vilos do jejuno. C) Células caliciformes nas
criptas e vilos do ileo. be- borda estriada; cc- células caliciformes; cmu- camada mucosa; cr- criptas; csm-
camada submucosa; gb- glandulas de Briinner; mm- muscular da mucosa; vs- vaso sanguineo.
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A camada submucosa (Figuras 1 e 6) é formada por tecido conjuntivo frouxo,
sendo moderadamente denso em algumas regides, em particular naquelas proximas a

muscular da mucosa. Apresenta vasos sanguineos e linfaticos de calibre médio (Figura

6A), podendo apresentar glandulas, nodulos linféides e ganglios nervosos.

Figura 6: Seccdes histologicas da camada submucosa do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.
H-E. A) Glandulas de Briinner (gb). B) Detalhe das glandulas de Briinner com acinos mucosos (gbm) e
serosos (gbs). C) Nodulo linféide isolado (nli). D) Placas de Peyer (pp). E) Ganglio nervoso submucoso
(gs). F) Detalhe do ganglio nervoso submucoso, evidenciando os corpos de neurdnios (cn). cmu- camada
mucosa; cr- criptas; csm- camada submucosa; mci- subcamada muscular circular interna; mle- subcamada
muscular longitudinal externa; mm- muscular da mucosa; vs- vaso sanguineo.

40



As glandulas duodenais ou de Briinner (Figuras 5A; 6A, B) estdo presentes na
camada submucosa das porgdes cranial ¢ média do duodeno, mais abundantes na
porcdo cranial. Elas ndo se restringem a submucosa e penetram na camada mucosa, na
sua regido basal. Estas glandulas sdo tubulosas enoveladas, sendo observadas glandulas
com 4cinos mucosos € outras com acinos serosos (Figura 6B), com predominio das
primeiras. As glandulas de Briinner apresentam grande numero de células do tipo mista,
ricas em glicoconjugados acidos e neutros (AB e PAS positivas), com o citoplasma
corado em roxo, além de algumas raras AB positivas, com o citoplasma corado em azul,
e outras raras PAS positivas, em magenta. As poucas células AB positivas sao
predominantes nas glandulas de Briinner localizadas na regido basal da mucosa,
enquanto aquelas poucas PAS positivas predominam nas glandulas presentes na
submucosa.

Os nodulos linfoides foram vistos ao longo de todo intestino delgado, estando
isolados (Figura 6C) ou associados, particularmente na por¢ao caudal do ileo, em que
formam as placas de Peyer (Figura 6D), como mencionado anteriormente. Nodulos
linféides associados foram vistos, ainda, no jejuno e no duodeno.

Os ganglios nervosos do plexo submucoso (Figuras 6E, F) estdo presentes na
camada submucosa de todo o intestino delgado, sendo aparentemente maiores no
interior das pregas. Estes ganglios possuem muitos corpos de neurénios, os quais sao
definidos na coloragdo pela H-E, sendo seu citoplasma acentuadamente baséfilo. Em
relacdo a espessura da camada submucosa, ndo houve variagao significativa ao longo do

intestino delgado, considerando as por¢des e segmentos analisados (Tabela 5; Grafico

1.
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Tabela 5: Espessura da camada submucosa (média + desvio padrio) nas porgdes e
segmentos do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Espessura da Espessura da

Poredes submucosa (mm) Segmentos submucosa (mm)
Duodeno cranial 0,21 £0,06 4

Duodeno médio 0,17 + 0,05 * Duodeno 0,19+0,054
Duodeno caudal 0,18 0,06 4

Jejuno cranial 0,17 £0,054

Jejuno médio 0,17 0,07 * Jejuno 0,16 £0,05*
Jejuno caudal 0,14 + 0,04 *

fleo cranial 0,13+0,03 4

fleo médio 0,13 +0,04* fleo 0,14 +0,04*

fleo caudal 0,16 +0,04 *

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A camada muscular (Figuras 1A, C; 7A) ¢ subdividida em uma camada interna,
com feixes de fibras musculares orientados circularmente, € outra externa, com feixes
orientados longitudinalmente, em relagdo a parede intestinal. Quanto a espessura dessa
camada, nao houve variacdo significativa entre as porcdes de cada segmento do

intestino delgado, nem mesmo entre os segmentos (Tabela 6; Grafico 1).

Tabela 6: Espessura da camada muscular (média + desvio padrio) nas porgdes e
segmentos do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Espessura da Espessura da

Porgdes muscular (mm) Segmentos muscular (mm)
Duodeno cranial 1,04 + 0,06 *

Duodeno médio 1,03+0,05 % Duodeno 1,02+ 0,054
Duodeno caudal 0,99 + 0,06 *

Jejuno cranial 0,89 £ 0,05 *

Jejuno médio 1,02+0,07 % Jejuno 0,93 +0,05*
Jejuno caudal 0,88 +£0,03 *

fleo cranial 0,98 +0,07 *

fleo médio 0,96 + 0,09 A fleo 0,96 +0,09 A

fleo caudal 0,93+0,11%

Meédias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, nio diferem entre si pelo

teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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A subcamada muscular circular interna mostrou-se aparentemente mais espessa

e varidvel entre os animais analisados, em relagdo a subcamada longitudinal externa,

que foi quase sempre mais delgada que a circular interna, além de menos variavel

(Figura 1C). Estatisticamente, as subcamadas musculares ndo apresentaram diferenca

significativa entre as porg¢des de cada segmento do intestino delgado, nem entre os

proprios segmentos (Tabelas 7 e 8; Grafico 3).

Tabela 7: Espessura da subcamada muscular circular interna (média + desvio padrdo) nas
porgoes e segmentos do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Espessura da muscular

Espessura da muscular

Porgdes circular interna (mm) Segmentos circular interna (mm)
Duodeno cranial 0,62 + 0,06 *

Duodeno médio 0,71 + 0,05 * Duodeno 0,67 +0,05

Duodeno caudal 0,69 + 0,06 *

Jejuno cranial 0,64 0,05

Jejuno médio 0,79 + 0,07 * Jejuno 0,70 £ 0,05 *

Jejuno caudal 0,67 0,03 *

fleo cranial 0,67 0,07 *

fleo médio 0,65+ 0,08 * fleo 0,66 £ 0,08

fleo caudal 0,66 £ 0,10 *

Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Tabela 8: Espessura da subcamada muscular longitudinal externa (média + desvio
padrdo) nas porcoes e segmentos do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.

Espessura da muscular

Espessura da muscular

Por¢oes longitudinal externa (mm) Segmentos longitudinal externa (mm)
Duodeno cranial 0,37 + 0,06 *

Duodeno médio 0,31 + 0,054 Duodeno 0,31 +£0,05%

Duodeno caudal 0,25 + 0,06 *

Jejuno cranial 0,20 £ 0,05 *

Jejuno médio 0,22 +0,07* Jejuno 0,22+0,05%

Jejuno caudal 0,23 +0,03*

fleo cranial 0,28 +0,07 *

fleo médio 0,29 +0,04* lleo 0,30 £0,05 *

fleo caudal 0,32 +0,04 4

Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel
de 5% de significancia.
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Grafico 3: Morfometria da camada muscular do intestino delgado
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Entre as duas subcamadas musculares ha uma estreita faixa de tecido conjuntivo
frouxo, em que foi verificada a presenga do plexo nervoso mioentérico (Figura 7). Este
plexo apresenta ganglios nervosos evidentes, aparentemente maiores em largura que os

do plexo submucoso, porém com menor nimero de corpos celulares de neurdnios que

esse ultimo.

Figura 7: Seccdes histologicas da camada muscular do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris.
H-E. A) Ganglio nervoso mioentérico (gm). B) Detalhe do ganglio nervoso mioentérico, evidenciando os
corpos de neurbnios (cn). mci- subcamada muscular circular interna; mle- subcamada muscular
longitudinal externa.

A camada serosa (Figuras 1A, C) é constituida de tecido conjuntivo frouxo,
revestido por mesotélio simples pavimentoso, sendo delgada em toda sua extensdo ao

longo do intestino delgado. Ela apresenta, em determinados trechos, pequenos vasos

sanguineos e linfaticos.
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3.4 - DISCUSSAO

A parede do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris é similar a de outros
mamiferos quanto a sua constitui¢do, estando presentes as camadas mucosa, submucosa,
muscular e serosa. De acordo com VELASQUEZ et al. (2003), a espessura da parede
intestinal da capivara H. hydrochaeris ¢ variavel ao longo de sua extensao, sendo maior
no duodeno, cujas camadas mucosa, submucosa € muscular interna sdo mais espessas
que as do jejuno e ileo. No presente trabalho, entretanto, ndo foi observada variagao
estatisticamente significativa na espessura da parede ao longo do intestino delgado da
capivara, embora houvesse uma variagdo aparente como a observada por VELASQUEZ
et al. (2003).

De acordo com DELLMANN e BROWN (1982) e BANKS (1992), as pregas
permanentes (plicae circulares), constituidas de evaginagdes da submucosa, podendo
ser vistas a olho nu no revestimento interno do intestino delgado, apresentam forma
semilunar, circular ou espiral. GEORGE et al. (1998) relataram que essas pregas sao,
em geral, paralelas entre si e percorrem um trajeto circular obliquo ao longo do
intestino. Conforme esses mesmos autores, tais pregas ndo ocorrem na regido inicial do
duodeno, sdo mais altas no jejuno e muito menos proeminentes no ileo, a medida que se
aproximam do célon. HAMMERSEN (1978) chama a atengao para o sentido no qual o
fragmento intestinal ¢ incluido e seccionado, pois, em corte transversal, as pregas
podem estar ausentes, uma vez que se dispdem circularmente em relacdo a parede
intestinal.

No presente trabalho, as pregas observadas a olho nu no revestimento interno do
intestino delgado da capivara, assim como em cortes histologicos, apresentam trajeto
em espiral, como relatado para outros mamiferos (DELLMANN ¢ BROWN, 1982;
BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), existindo
também pregas menores, em rede, ndo relatadas por tais autores. Diferentemente do
afirmado por GEORGE et al. (1998), as pregas permanentes estdo presentes na por¢ao
cranial do duodeno da capivara, sendo, inclusive, aparentemente mais altas e
ramificadas nas por¢des do duodeno que nas do jejuno e ileo. Resultado semelhante foi
encontrado por VELASQUEZ et al. (2003), que observaram no intestino delgado da
capivara pregas circulares mais desenvolvidas no duodeno, diminuindo gradativamente
em direcdo ao ileo.

De acordo com ANDREW e HICKMAN (1974), os vilos digitiformes sdo as

unicas estruturas em relevo sobre a superficie interna do intestino de camundongos,
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enquanto no homem e em muitos outros grandes mamiferos ocorrem também as pregas
circulares, que incluem proje¢des da mucosa e submucosa. Assim, embora a capivara
seja também da ordem Rodentia, como o camundongo, ela se mostrou diferente deste e
similar a0 homem e a outros grandes mamiferos no que se refere a presenca de pregas
permanentes no intestino delgado. Em mamiferos de grande porte, portanto, a presenga
dessas pregas constitui mais uma forma de adaptacdo do intestino delgado para
ampliacdo da sua superficie absortiva e secretora.

De acordo com JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), os vilos sdo projegdes
digitiformes ou evagina¢des da membrana mucosa, com o comprimento variando de 0,5
a 1,5 mm. Os vilos tém uma rede de capilares fenestrados, imediatamente abaixo da
superficie epitelial, e um capilar linfatico, que termina em fundo de saco, denominado
quilifero central. Os vasos quiliferos, acompanhados por células musculares lisas,
estendem-se para dentro dos vilos, partindo da rede dos vasos linfaticos que circunda a
muscular da mucosa (DELLMANN e BROWN, 1982; BANKS, 1992; HENRIKSON et
al., 1999). Entre as bases dos vilos abrem-se as glandulas intestinais (criptas ou
glandulas de Lieberkiihn), que se aprofundam na lamina propria até o nivel da muscular
da mucosa (GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Assim como nos demais mamiferos estudados (DELLMANN e BROWN, 1982;
BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; HENRIKSON et al., 1999; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004), a camada mucosa do intestino delgado da capivara apresenta vilos
e criptas, sendo constituida por epitélio de revestimento, pela lamina propria e pela
muscular da mucosa. Além de vilos digitiformes encontrados no intestino delgado da
maioria dos mamiferos estudados (BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998), o intestino
delgado da capivara também apresenta vilos com formas diferenciadas, similarmente ao
relatado por WIESE et al. (2003). Estes autores verificaram a presenga de vilos
digitiformes, foliares e em forma de lingua no intestino delgado de leitdes desmamados,
com predominancia dos ultimos; e no ileo foram detectados também vilos semelhantes a
pregas, formando meandros. Eles observaram, ainda, a existéncia de ramificagdes e
dilatagdes laterais nos vilos do intestino destes animais. Igualmente, ramifica¢cdes foram
observadas em alguns vilos do intestino delgado da capivara, chegando a formar redes
em determinadas regides, em especial no ileo.

Os vilos da capivara apresentam altura média proxima ao intervalo indicado por
JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO (2004), sendo o maior valor médio encontrado no
duodeno cranial (0,49 £ 0,06 mm) e o menor, no jejuno médio (0,38 £ 0,07 mm), ndo

existindo, entretanto, diferenca significativa entre as porgdes intestinais estudadas.
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Embora estes valores sejam relativamente baixos, vale ressaltar que muitos dos vilos
presentes no intestino delgado da capivara, em especial os do duodeno, sao ramificados,
implicando em maior area superficial para digestdo e absor¢ao.

De acordo com BRENNAN et al. (1999), a altura dos vilos no intestino delgado
de camundongos diminui caudalmente. Embora ndo houvesse diferenca significativa
quanto a esse parametro entre as por¢des intestinais da capivara, a altura dos vilos foi
aparentemente maior no duodeno e jejuno cranial, diminuindo em sentido caudal.
ROBISON et al. (1977), por sua vez, relataram que o jejuno de caes e de ratos apresenta
maior propor¢do de mucosa que o ileo, possuindo vilos mais altos e mais largos e
criptas mais profundas que no ileo. No entanto, diferentemente do observado por
ROBISON et al. (1977) em caes e ratos, ndo houve variagao significativa entre o jejuno
e o ileo da capivara quanto a altura dos vilos e profundidade das criptas, existindo
somente diferenga entre esses segmentos em relacdo ao duodeno. BRENNAN et al.
(1999), em seu trabalho com camundongos, verificaram uma relagdo direta entre o
numero de criptas e a altura dos vilos ao longo do intestino delgado. Similarmente, no
presente trabalho foi verificada aparente relagdo entre a altura dos vilos e a
profundidade das criptas ao longo do intestino delgado, sendo os vilos mais altos
encontrados freqlientemente em locais de criptas mais profundas.

De acordo com GEORGE et al.(1998), o epitélio de revestimento da mucosa
intestinal ¢ do tipo simples prismatico, no qual distinguem-se varios tipos celulares. As
células mais comuns s3o as de revestimento ou absortivas, seguidas pelas células
caliciformes e as células enteroendocrinas (BANKS, 1992). As células de Paneth,
células M (HENRIKSON et al., 1999; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), células
intermediarias e células tronco (ou indiferenciadas) (HENRIKSON et al., 1999) também
podem ser encontradas. De acordo com VELASQUEZ et al. (2003), o epitélio de
revestimento do intestino delgado da capivara é simples cubico proximo a base dos
vilos e simples prismatico nas laterais e dpice dos mesmos. No presente trabalho, o
epitélio que reveste o intestino delgado da capivara apresenta-se similar ao descrito por
BANKS (1992), ou seja, € do tipo simples prismatico, constituido de células absortivas,
células caliciformes produtoras de muco, células de Paneth e células enddcrinas, sendo
as primeiras, predominantes nos vilos e as demais, nas criptas. No entanto, as células M,
células intermediarias e células tronco ndo foram pesquisadas neste trabalho, dada a
dificuldade de detecta-las por meio das técnicas empregadas.

As células absortivas (enterocitos) sdo células prismaticas que se caracterizam

pela presenga de uma condensagdo em sua superficie apical, a borda estriada, que ao
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microscopio eletronico se apresenta como uma camada de microvilos densamente
agrupados (DELLMANN e BROWN, 1982; BANKS, 1992; HENRIKSON et al., 1999;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A superficie dos microvilos possui enzimas que
hidrolisam os dissacarideos e os dipeptideos em, respectivamente, monossacarideos e
aminoacidos, que sdo facilmente absorvidos (SWENSON e REECE, 1996; LLANOS,
1996, JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). No intestino delgado da capivara, as células
absortivas apresentam forma prismatica, nicleo oval e borda estriada em seu épice,
assim como descrito para os demais mamiferos pelos autores citados anteriormente.
ROBISON et al. (1977) relataram que o jejuno de cdes e de ratos possui enterocitos
mais altos que os do ileo. Embora nao tenha sido observada variagcdo aparente na altura
dos enterdcitos ao longo do intestino delgado da capivara, a borda estriada, PAS
positiva, ¢ ligeiramente mais espessa no jejuno e ileo da capivara, em especial no ileo.
Tal caracteristica pode representar uma adaptagdo desses segmentos para ampliagdo da
sua superficie absortiva, caracteristica importante para um herbivoro que realiza
fermentacdo cecal e possivelmente assimila nutrientes que retornam do ceco para o ileo
por retroperistalse (SWENSON e REECE, 1996).

As células caliciformes se distribuem entre as células absortivas e sdo
consideradas glandulas unicelulares (DELLMANN e BROWN, 1982; BANKS, 1992;
ROSS e ROMRELL, 1993; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
Conforme estes mesmos autores, as células caliciformes sdo menos freqilientes no
duodeno e aumentam em numero, progressivamente, do jejuno ao ileo, a medida que se
aproxima do colon. Sao células produtoras de muco (glicoconjugados), cuja principal
fungdo ¢ lubrificar e proteger o epitélio intestinal. VELASQUEZ et al. (2003) em seu
trabalho com a capivara verificaram que a quantidade de células caliciformes ¢ menor
no apice que nas laterais dos vilos e aumenta em direcdo ao ileo. Similarmente, no
presente trabalho, o numero de células caliciformes no intestino delgado da capivara
aumentou do duodeno ao ileo, sendo encontradas predominantemente nas criptas. A
predominancia de células caliciformes do tipo mista (AB- PAS positivas) no intestino
delgado da capivara ¢ confirmada pela presenca de muco de reagcdo mista sobre a borda
estriada, no limen intestinal.

As células de Paneth sdo células piramidais presentes na regido basal das
glandulas intestinais. Sao tipicas células exdcrinas, com granulos de secregdo acidofilos
na porg¢ao apical do citoplasma e nucleo situado na regido basal (HENRIKSON et al.,
1999; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Estudos realizados com métodos

imunocitoquimicos demonstraram a presenga da enzima lisozima nos granulos
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secretores destas células. Como a lisozima secretada digere a parede celular de algumas
bactérias do lumen, acredita-se que elas desempenham um papel na regulagcdao da flora
do intestino delgado (BANKS, 1992; HENRIKSON et al., 1999; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004). Além do seu papel na regulagdo da flora intestinal tem sido
estudada a importancia das células de Paneth na defesa do intestino delgado contra
bactérias patogénicas (BEVINS, 2004). De acordo com BANKS (1992), estas células
estdo presentes nos ruminantes, eqiiinos € no homem, mas estdo ausentes em outras
espécies domésticas. As capivaras analisadas no presente trabalho sdo semelhantes aos
ruminantes, eqiiinos ¢ a0 homem quanto a presenca das células de Paneth no intestino
delgado, com caracteristicas e localizagdo similares as descritas pelos autores citados
anteriormente, estando envolvidas, provavelmente, no controle da flora intestinal e na
defesa contra microrganismos invasores.

De acordo com ALMARAZ (1995) e SANTOS e ZUCOLOTO (1996), as
células enteroendocrinas, quando observadas em microscopia eletronica, podem ter
conformacdo triangular, oval ou piriforme, seu citoplasma € claro e a sua superficie
apical freqiientemente possui microvilosidades bem desenvolvidas, podendo apresentar
polo apical estreito que se estende entre as células epiteliais adjacentes para alcangar a
superficie luminal. Técnicas empregando sais de prata, como as técnicas de Masson,
Davenport, Sevier Munger e Grimelius, vém sendo bastante utilizadas na identifica¢ao
das células enteroendodcrinas, uma vez que elas podem reduzir diretamente os sais de
prata (células argentafins) ou mediante um agente redutor (células argirofilas), ficando
seus granulos de secre¢do escurecidos (GRIMELIUS e WILANDER, 1980). No
entanto, técnicas rotineiras de coloragdo ndo sdo usuais para caracterizacao das células
enteroendocrinas, uma vez que ndo tém RNA suficiente para impor basofilia e nem
membrana suficiente para impor acidofilia, de modo que, em razdo deste seu
comportamento histologico diferenciado, s3o designadas como células claras.
(HASSAN e SHAFI, 2002). Embora estas células concentrem-se na por¢ao inferior da
cripta, migram para todos os niveis do vilo e sdo langadas na luz (BANKS, 1992;
GARTNER e HIATT, 1993; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004). No presente trabalho, embora sejam de dificil caracterizagdo por meio das
técnicas utilizadas, as células enteroendocrinas foram observadas ao longo do intestino
delgado da capivara, sendo predominantes nas criptas em relacdo ao vilos, assim como
o relatado pelos autores mencionados anteriormente.

De modo semelhante ao relatado por BANKS (1992) e GEORGE et al. (1998)

para outros mamiferos, a lamina prépria da mucosa intestinal na capivara ¢ constituida
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por tecido conjuntivo frouxo, que ocupa a por¢do central dos vilos e preenche os
espagos entre as glandulas intestinais, apresentando nodulos linfoides isolados.
NICKEL et al. (1973) relataram que as placas de Peyer, nddulos linféides associados,
variam em comprimento de poucos centimetros a alguns metros, chegando a alcancar
3,5m no intestino de suinos. Este mesmo autor afirmou ainda que o numero, o tamanho
e a forma dos nodulos linféides, estando eles isolados ou associados, variam com a
espécie, idade, regido intestinal e com a dieta do animal. No intestino delgado da
capivara, o tamanho e nimero dos nddulos linféides isolados aumentam do duodeno ao
ileo, onde se associam e chegam a formar as placas de Peyer, particularmente na porgao
caudal do ileo, embora nddulos linfoides associados estejam presentes também em
outras porcdes intestinais.

Na lamina prépria do intestino delgado dos mamiferos estdo presentes vasos
sangiliineos e linfaticos, fibras nervosas e fibras musculares lisas (DELLMANN e
BROWN, 1982; BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004). De acordo com BANKS (1992), a ladmina propria apresenta grande acimulo de
fibras reticulares, granulocitos e agranuldcitos, o que levou alguns autores a classificar
este tecido como tecido conjuntivo reticular. Ha também grande quantidade de
linfécitos, plasmocitos e macrofagos na lamina propria, importantes na defesa contra a
penetracdo de microrganismos, visto que a superficie da mucosa intestinal ¢ extensa e
estd exposta a muitos deles, principalmente bactérias, potencialmente invasivas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A lamina propria no intestino delgado da capivara
apresenta caracteristicas padrdo e estd de acordo com o relatado para os demais
mamiferos estudados, ou seja, ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo e apresenta
vasos sanguineos e linfaticos, células musculares lisas, células do conjuntivo e células
imunitarias, especialmente linfocitos.

A muscular da mucosa, assim como as células musculares lisas presentes na
lamina propria, sdo importantes para os processos de absor¢cdo, uma vez que, gragas a
contragdo dessas células musculares lisas os vilos se contraem ritmicamente,
bombeando o conteudo dos capilares linfaticos na direcdo dos vasos linfaticos do
mesentério (BANKS, 1992; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A muscular da
mucosa do intestino delgado da capivara ¢ similar a descrita por BANKS (1992) e
BACHA e BACHA (2000), sendo constituida por feixes de musculo liso que, em certos
pontos, se interdigitam com as criptas e penetram no eixo dos vilos. Por outro lado, na
capivara ela nem sempre € constituida por camada dupla de feixes musculares, como

descrito para muitos mamiferos (DELLMANN e BROWN, 1982; BANKS, 1992;
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GEORGE et al.,, 1998), pois apresenta, por vezes, somente uma das camadas,
geralmente a longitudinal. Assim como descrito por ALOGNINOUWA et al. (1996),
trabalhando com o intestino delgado do roedor Thryonomys swinderianus
(Thryonomyidae), a muscular da mucosa ¢ interrompida nas porg¢des iniciais do
duodeno da capivara, em virtude do tamanho e nimero das glandulas de Briinner, que
penetram na camada mucosa.

HENRIKSON et al. (1999) relataram que a submucosa ¢ uma camada de tecido
conjuntivo denso, no entanto, BANKS (1992) e GEORGE et al. (1998) descreveram
essa camada como sendo constituida por tecido conjuntivo frouxo, apresentando,
inclusive, os maiores vasos sangiiineos e linfaticos em relagdo as demais camadas. A
camada submucosa do intestino delgado da capivara €, por sua vez, constituida de
tecido conjuntivo frouxo, porém, quando proxima da camada muscular da mucosa,
apresenta tecido conjuntivo moderadamente denso. Conforme DELLMANN ¢ BROWN
(1982), GEORGE et al. (1998) e JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO (2004), a submucosa do
duodeno apresenta acumulos de glandulas tubulosas, ramificadas e enoveladas, as
glandulas duodenais (de Briinner), que se abrem nas criptas. As células dessas glandulas
sdo do tipo mucoso no homem, em ruminantes e nos caes, mistas nos gatos e serosas
nos cavalos e suinos (BANKS, 1992). Conforme AINSWORTH et al. (1995), nos ratos
as glandulas de Briinner se restringem a regiao proximal do duodeno, e em coelhos elas
se estendem ao longo deste segmento. De acordo com GOMEZ-ALVAREZ e
SERRANO (1983), nos carnivoros, pequenos ruminantes, roedores € no homem elas
estdo restritas a regido inicial ou média do duodeno, enquanto nos cavalos, suinos e
grandes ruminantes, elas se estendem para o jejuno. Da mesma forma, NICKEL et al.
(1973) relataram que as glandulas de Briinner estendem-se distalmente do piloro 1,5 a
2cm nos carnivoros; 20 a 25cm, em caprinos; 60 a 70cm, em ovinos; 3 a 5m, nos
suinos; 4 a 5m, em bovinos; € 5 a 6m, em eqiiinos.

O produto de secrecdo dessas glandulas ¢ alcalino (pH 8,2 e 9,3) na maioria dos
mamiferos estudados (GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 2004),
admitindo-se que proteja a mucosa intestinal contra a acidez do suco gastrico e, além
disso, que seja responsavel pelo pH adequado para a agdo das enzimas pancreaticas. De
acordo com REECE (1996), a neutralizagao do pH no intestino delgado ¢ efetuada pelo
suco pancreatico langado no duodeno, contendo, além de enzimas digestivas, grande
volume de bicarbonato, em particular nos herbivoros nao-ruminantes, pois grande

volume de liquido tamponante é necessario para a digestio microbiana que ocorre no
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ceco e colon. Conforme este mesmo autor, o grande volume de liquido e bicarbonato
secretado pelo pancreas desempenha uma fungao similar aquela da saliva no ruminante.

Além disso, AINSWORTH et al. (1995) detectaram maiores taxas de
bicarbonato no duodeno proximal que no distal e no jejuno proximal de ratos e coelhos,
sendo que os gradientes proximal-distal da secrecdo de bicarbonato no duodeno foram
similares nas duas espécies, apesar da espessura das glandulas de Briinner serem
significativamente diferentes. Em coelhos, inclusive, ndo houve correlacdo entre
gradientes de secrecdo de bicarbonato e espessura das glandulas de Briinner ao longo do
duodeno, levando os autores a concluirem que as maiores taxas de secre¢do de
bicarbonato no duodeno proximal sao independentes das glandulas de Briinner.

As glandulas de Briinner do intestino delgado da capivara, neste trabalho, estdo
presentes na submucosa e, ainda, na regido basal da camada mucosa, similarmente ao
mencionado por ALOGNINOUWA et al. (1996) em sua pesquisa com o trato digestivo
do roedor T. swinderianus e contrariamente as observacdes de GONZALEZ-JIMENEZ
(1995) ¢ VELASQUEZ et al. (2003) para a capivara, uma vez que tais autores nio
encontraram glandulas de Briinner no duodeno desta espécie. No presente trabalho, as
glandulas de Briinner da capivara apresentaram-se semelhantes as de outros roedores
(GOMEZ-ALVAREZ e SERRANO, 1983; ALOGNINOUWA et al., 1996) e as de
pequenos ruminantes (NICKEL et al., 1973; GOMEZ-ALVAREZ ¢ SERRANO, 1983)
quanto a sua localizagao, restringindo-se as por¢des cranial e média do duodeno, o que
justifica a divergéncia entre o atual resultado e aqueles dos autores GONZALEZ-
JIMENEZ (1995) ¢ VELASQUEZ et al. (2003), citados anteriormente, uma vez que
eles coletaram fragmentos em por¢des mais caudais do duodeno, em que nao ha
glandulas de Briinner, chegando a conclusdo equivocada de que elas ndo existem no
intestino da capivara. Quanto a morfologia dessas glandulas, as da capivara sao
semelhantes as do gato (BANKS, 1992), sendo tubulosas enoveladas do tipo mista, com
4Cinos Serosos € mucosos.

Embora as glandulas de Briinner sejam conhecidas por produzir uma secregdo
alcalina (BANKS, 1992; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), elas apresentaram, no
duodeno da capivara, grande numero de células do tipo mista (AB-PAS positivas), ricas
em glicoconjugados acidos e neutros, possuindo, provavelmente, pH ligeiramente mais
baixo do que aquele relatado para o conteudo destas células em outras espécies de
mamiferos. Entretanto, esta caracteristica pode ser compensada pela eficiéncia do suco
pancreatico que, conforme REECE (1996), possui grande quantidade de liquido

tamponante, rico em bicarbonato, em herbivoros ndo-ruminantes. A este fato pode ser
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acrescentado, ainda, o relato de AINSWORTH et al. (1995), revelando que as maiores
taxas de secrecao de bicarbonato no duodeno proximal sdo independentes das glandulas
de Briinner.

De acordo com HUDSON et al. (2000), na camada submucosa existe um
conjunto de ganglios nervosos, constituindo o plexo nervoso submucoso ou de
Meissner, envolvido com o controle do transporte transepitelial de ions, do fluxo de
sangue na mucosa ¢ de funcdes secretomotoras. Conforme HENRIKSON et al. (1999),
outro plexo nervoso pode ser visto entre as subcamadas musculares, denominado plexo
nervoso mioentérico ou de Auerbach, envolvido com o controle da motilidade intestinal.
Conforme JUNQUEIRA e CARNEIRO (2004), os plexos mioentérico € submucoso
contém neurdnios sensoriais que recebem informacdes de terminagdes nervosas
proximas ao revestimento epitelial e da musculatura lisa, relacionadas com a
composi¢ao do conteudo intestinal (quimiorreceptores) e o grau de distensdao da parede
intestinal (mecanorreceptores). Outras células nervosas destes plexos sdo efetoras e
inervam a musculatura lisa e as células secretoras de hormonios. Assim como observado
por VELASQUEZ et al. (2003), em seu trabalho com o tubo digestivo da capivara, no
presente trabalho foram observados ganglios nervosos submucosos ¢ mioentéricos
desenvolvidos, com grandes corpos de neurdnios, sendo maiores € mais evidentes os
mioentéricos.

A constituicdo da camada muscular do intestino delgado da capivara ¢ similar
aquela descrita para a maioria dos mamiferos (DELLMANN e BROWN, 1982;
BANKS, 1992; HENRIKSON et al., 1999; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004), sendo
constituida por uma subcamada circular interna e outra longitudinal externa. De acordo
com KENT e MILLER (1997), a camada circular interna, por meio de contracdes e
relaxamentos das fibras musculares lisas, constringe e dilata o intestino, enquanto a
camada longitudinal externa promove o encurtamento do intestino ao se contrair.
Assim, a agdo coordenada destas duas camadas da musculatura ¢ responsavel pelos
movimentos peristalticos e de segmentagdo do intestino. De acordo com o trabalho de
VELASQUEZ et al. (2003), a camada circular interna é aparentemente mais espessa no
duodeno da capivara, diminuindo caudalmente, enquanto a longitudinal externa espessa-
se em direcao caudal. No presente trabalho, no entanto, foram obtidos resultados
estatisticos diferentes da observagdo aparente do trabalho de VELASQUEZ et al.
(2003), pois a espessura das subcamadas musculares ndo apresentou diferenca
significativa ao longo do intestino delgado da capivara, embora a circular interna seja

ligeiramente mais espessa no jejuno e a longitudinal externa seja aparentemente mais
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espessa no duodeno e no ileo. A espessura da camada muscular do intestino delgado da
capivara também diferiu daquela observada para coelhos, alimentados com uma dieta
comercial, cuja camada muscular mostrou-se mais espessa no jejuno em relacdo ao ileo
(YU e CHIOU, 1997).

No intestino delgado da capivara, a camada serosa apresentou-se similar a da
maioria dos mamiferos (BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004), sendo composta de tecido conjuntivo frouxo revestido por
mesotélio, embora HENRIKSON et al. (1999) tenham descrito essa camada como sendo

constituida de tecido conjuntivo denso.
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3.5 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permitem concluir que:

= a espessura da parede e das camadas constituintes ndo varia significativamente ao
longo do intestino delgado;

= pregas espessas e ramificadas estdo presentes ao longo do revestimento interno do
intestino delgado, sendo mais desenvolvidas no duodeno;

= existem vilos com formas e tamanhos diferenciados, inclusive ramificados;

= a borda estriada ¢ espessa, especialmente no jejuno e ileo;

= as glandulas de Briinner estdo presentes na submucosa e na regido basal da mucosa,
sdo restritas as porcdes cranial e média do duodeno e apresentam secrecdo rica em
glicoconjugados é4cidos e neutros;

= as células caliciformes sdo numerosas e concentradas na regido das criptas, a maioria
delas possui secrecdo mista, constituida tanto de glicoconjugados neutros (PAS+)
quanto de glicoconjugados acidos (AB+);

= o0s nddulos linfoides estdo isolados no conjuntivo da mucosa e submucosa, ou
associados formando placas, particularmente na porcao caudal do ileo;

= as c¢lulas de Paneth e as células enteroendocrinas estdo presentes;
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4 — ASPECTOS NEURO-ENDOCRINOS DO INTESTINO DELGADO DA
CAPIVARA Hydrochoerus hydrochaeris Linnaeus, 1766
(MAMMALIA, RODENTIA, HYDROCHAERIDAE)

RESUMO

A distribuicdo e freqliéncia das células enddcrinas argirdfilas, argentafins e
imunorreativas a serotonina ¢ dos ganglios nervosos dos plexos submucoso e
mioentérico foram estudadas no intestino delgado da capivara Hydrochoerus
hydrochaeris, buscando verificar a existéncia de possiveis correlacdes numéricas entre
as c¢lulas enddcrinas e os ganglios nervosos estudados. Foram coletados fragmentos do
duodeno, jejuno e ileo de animais adultos, sendo processados conforme técnicas
histoldgicas rotineiras. Para estudo dos ganglios nervosos foi empregado o método de
coloracdo da Hematoxilina-Eosina; e para as células enddcrinas argirdfilas, argentafins
e imunorreativas a serotonina foram usadas técnicas especificas de coloragdo:
Grimelius, Masson Fontana modificada e peroxidase anti-peroxidase, respectivamente.
As células enddcrinas sdo mais abundantes na regido das criptas e, quanto a sua
morfologia, predominam as do “tipo aberto”. A populacdo de células enddcrinas
argirofilas ¢ maior que das células argentafins e, destas, maior que das células
imunorreativas a serotonina, ao longo do intestino delgado da capivara. O nimero
médio de cada tipo celular endocrino ndo variou significativamente entre as porgdes
cranial, média e caudal de cada segmento intestinal. Por outro lado, a freqiiéncia de
células enddcrinas foi aparentemente maior no duodeno, tendo em vista a importancia
deste segmento intestinal nas fungdes digestivas e absortivas. Foram observados
ganglios nervosos proeminentes nos plexos submucoso e mioentérico, sendo maiores e
mais freqiientes os do plexo mioentérico. A correlagdo numérica verificada entre as
células endodcrinas, particularmente as argentafins e imunorreativas a serotonina, € 0s
ganglios nervosos mioentéricos pode significar um reflexo das interagdes fisioldgicas

entre os sistemas endocrino e nervoso para o controle das atividades intestinais.

Palavras-chave: capivara, intestino delgado, células enteroenddcrinas, serotonina,

ganglios nervosos entéricos.
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ABSTRACT

Neuroendocrine aspects of small intestine of the capybara Hydrochoerus
hydrochaeris Linnaeus, 1766 (MAMMALIA, RODENTIA,
HYDROCHAERIDAE). The distribution and frequency of the argyrophil, argentaffin
and serotonin immunoreactive endocrine cells and of the nervous ganglia of the
submucosal and myenteric plexus were studied in the small intestine of the capybara
Hydrochoerus hydrochaeris, looking for to verify the existence of possible numeric
correlations between the endocrine cells and the nervous ganglia. Fragments of the
duodenum, jejunum and ileum of adult animals were collected, being processed
according to routine histological techniques. For study of the nervous ganglia the
method of coloration of the Hematoxilina-Eosina was used; and for the study of the
argyrophil, argentaffin and serotonin immunoreactive endocrine cells specific
techniques of coloration were used: Grimelius, Masson Fontana modified and
peroxidase anti-peroxidase, respectively. The endocrine cells are more abundant in the
area of the crypts and, in relation to its morphology, the one of the "open type" prevail.
The population of argyrophil cells is larger than of the argentaffin cells and, of these,
larger than of the serotonin immunoreactive cells, along the small intestine of the
capybara. The medium number of each endocrine cellular type didn't vary significantly
among the cranial, medial and caudal portions of each intestinal segment. On the other
hand, the frequency of endocrine cells was apparently larger in the duodenum, tends in
view the importance of this intestinal segment in the digestive and absorptive functions.
Prominent nervous ganglia were observed in the submucosal and myenteric plexus,
being larger and more frequent the one of the myenteric plexus. The numeric correlation
verified among the endocrine cells, particularly the argentaffin and serotonin
immunoreactive cells, and the myenteric nervous ganglia can mean a reflex of the
physiologic interactions among the endocrine and nervous systems for the control of the

intestinal activities.

Key-words: capybara, small intestine, enteroendocrine cells, serotonin, enteric nervous

ganglia.
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4.1 - INTRODUCAO

Os eventos motores, secretores e absortivos do trato gastrointestinal (TGI)
devem ser integrados para permitir que os nutrientes, contidos no alimento ingerido,
possam ser digeridos, com redu¢do a particulas mais simples, ¢ assim serem absorvidos
(SWENSON e REECE, 1996). Esta integracao ¢ efetivada por acdes e interagcdes dos
sistemas nervoso e endocrino, o que possibilita controlar a motilidade e a velocidade de
transito da digesta, assim como as varias secrecdes do TGI, de modo que as enzimas
possam ser secretadas, ativadas e agir sobre os nutrientes, no momento certo, nas
quantidades adequadas e em um meio com pH ideal.

As fungdes do TGI sdo reguladas por uma complexa rede de mecanismos
mediadores, envolvendo os mensageiros quimicos, que podem ser peptideos ou aminas
biogénicas, presentes em neurdnios e fibras nervosas do sistema nervoso entérico (SNE)
e em c¢lulas enddcrinas do tubo digestivo e das glandulas anexas (RAYBOULD, 1998;
REHFELD, 1998). As agdes dos sistemas nervoso e enddcrino, assim como as
interagdes entre eles, sdo realizadas por meio, principalmente, dos mecanismos telécrino
(ou enddcrino), em que o mensageiro quimico (hormdnio) ¢ liberado na corrente
sangiiinea e age a distancia; paracrino, o mensageiro (autacoide) ¢ liberado localmente e
estimula células vizinhas; ou neurocrino, liberando localmente os mensageiros quimicos
(neurotransmissores) contidos em terminagdes nervosas (POLAK et al., 1993).

A regulacdo neural das fungdes gastrointestinais estd a cargo de um controle
nervoso extrinseco, exercido pelo sistema nervoso autonomo simpatico e
parassimpatico, € por um controle nervoso intrinseco, representado pelo sistema nervoso
entérico, que € constituido por plexos nervosos interconectados na parede do TGI
(FURNESS e COSTA, 1980; GUYTON e HALL, 1996; HUDSON et al., 2000). Essa
regulagdo neural das fungdes gastrointestinais ocorre via “circuitos reflexos”, existindo
um neurdnio sensorial aferente que carrega atividade elétrica da periferia para o centro
de integra¢do, que pode ser tanto um ganglio como uma regido especializada do
cérebro, onde os sinais aferentes sdo processados e informagdes sdo retornadas via
neurdnios motores para modificar a atividade do intestino (RAYBOULD, 1998).

O sistema nervoso entérico € representado, principalmente, pelos plexos
mioentérico e submucoso. O plexo mioentérico, também chamado de plexo de
Auerbach, esta localizado entre as subcamadas musculares circular interna e
longitudinal externa; enquanto o plexo submucoso, conhecido por plexo de Meissner,

localiza-se no interior do conjuntivo da camada submucosa (FURNESS e COSTA,
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1980; GUYTON e HALL, 1996). Estes plexos consistem de cadeias lineares de
neurdnios interconectadas e distribuidas por todo o comprimento do tubo digestivo
(GUYTON e HALL, 1996). Os neurdnios podem ser sensoriais, respondendo as
alteracdes quimicas e de estiramento; motores, que inervam os musculos lisos;
secretores, que regulam as secrecdoes enddcrinas e exdcrinas da mucosa; ou
interneurdonios (GANONG, 1998).

O sistema nervoso extrinseco, por sua vez, atua modulando as atividades do
sistema nervoso intrinseco (GUYTON ¢ HALL, 1996; FURNESS et al, 1999). Ha,
ainda, uma classe pouco comum de neurdnios, os intestinofugais, com corpos celulares
na parede intestinal e proje¢des para fora dela, fazendo sinapses com o ganglio
simpatico prevertebral. Estes neurdnios estdo relacionados com o controle da motilidade
intestinal no sentido distal-proximal e com a inibicao da secrecdo de adgua e eletrolitos
no intestino (FURNESS et al, 1999; SZURSZEWSKI et al., 2002).

A regulacdo enddcrina ¢ exercida pelo sistema endocrino difuso do aparelho
digestorio, também conhecido por sistema gastroenteropancreatico (GEP), que
representa uma complexa rede regulatoria cujas fungdes incluem o controle local da
secrecdo, absor¢do, motilidade, proliferagao das células da mucosa e possivelmente o
controle da barreira imune (RINDI et al., 2004). As células do sistema GEP tém sido
classificadas de varias maneiras, de acordo com a sua morfologia (FUJITA e
KOBAYASHI, 1977; SJIOLUND et al., 1983; DAYAL et al., 1987), com a sua
capacidade de absorver determinados sais (GRIMELIUS e WILANDER, 1980;
SANTOS e ZUCOLOTO, 1996; RODRIGUES et al., 2004), com o tipo de produto
secretor que sintetizam (GRANNER, 1988; REHFELD, 1998), com a morfologia dos
seus granulos secretores (POLAK et al.,, 1993; FONSECA et al.,, 1998) e, mais
recentemente, com base na abundancia de moléculas marcadoras especificas e na
capacidade de expressar certos transgenes (RINDI et al., 2004; SCHONHOFF et al.,
2004)

De acordo com a comunicacdo apical com o lumen, foram diferenciados dois
tipos celulares: um grupo de células cujo apice alcanga a superficie luminal (“tipo
aberto”) e outro sem continuidade com o lumen (“tipo fechado”). As células de “tipo
fechado” sdo encontradas principalmente no corpo e no fundo gastricos, e as de “tipo
aberto”, no restante do tubo digestivo (FUJITA e KOBAYASHI, 1977). Acredita-se que
as células de “tipo fechado” respondem a distensdo ou a estimulacdo humoral, enquanto
que as células de “tipo aberto” detectam pequenas alteracdes do pH ou da composi¢ao

do contetido luminal do intestino (DAYAL et al., 1987).
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De acordo com POLAK et al. (1993), as células enddcrinas podem ser
classificadas em argentafins, capazes de reduzir diretamente solugdes de prata, e
argirofilas, capazes de absorver sais de prata que, entdo, podem ser reduzidos por adi¢do
de uma substincia quimica com capacidade redutora. Conforme SANTOS e
ZUCOLOTO (1996), todas as células argentafins do tubo digestivo apresentam reagao
argirdfila positiva, ou seja, toda célula argentafim ¢ também argiréfila.

As técnicas empregando sais de prata sdo rotineiramente usadas para determinar
a densidade populacional das células enteroenddcrinas, assim como a sua localizagdo e
distribui¢cdo ao longo do tubo digestivo (GRIMELIUS ¢ WILANDER, 1980). Porém,
como essas técnicas detectam varios tipos de células enteroendocrinas, a discriminagao
de determinado tipo celular e seu produto secretor tem sido feita por meio de técnicas
imunohistoquimicas e de imunofluorescéncia.

Deste modo, foi verificado que a distribuicdo das células enteroendodcrinas ¢
muito variavel ao longo do tubo digestivo, existindo, todavia, populagdes celulares que
usualmente predominam em uma regido especifica (SJOLUND et al., 1983). As células
produtoras de serotonina, denominadas células enterocromafins (EC) em razdo da sua
afinidade por sais de cromio, sdo encontradas na mucosa de quase todo o tubo digestivo
e constituem a populagao predominante do sistema GEP. Embora o principal produto de
secrecdo das células EC seja a serotonina, tém sido descritas imunorreagdes para
peptideos, tais como a substancia P e motilina (FUJITA e KOBAYASHI, 1977;
SJOLUND et al., 1983), leucina-encefalina (SJOLUND et al., 1983), colecistocinina
(WANG et al., 1995), uroguanilina (PERKINS et al., 1997), orexina A (SANCHEZ ¢
BURREL, 2002) e secretina (SCHONHOFF et al., 2004), na maioria das vezes
coexistindo com a serotonina.

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) ¢ uma amina biogénica derivada do
triptofano, sendo sintetizada dentro do citosol e armazenada em granulos secretores
pelas células EC (SANTOS e ZUCOLOTO, 1996). A serotonina também pode estar
presente no sistema nervoso central e nos neurdnios serotoninérgicos dos ganglios
mioentéricos intestinais, que podem mediar reflexos locais (LI et al., 2000). RACKE et
al. (1996) verificaram que a secrecdo de serotonina pelas células EC ocorre
predominantemente do lado intersticial, sendo controlada por um complexo mecanismo
neuroenddcrino, mediado por receptores.

A serotonina ¢ secretada espontaneamente em resposta a uma ampla variedade
de estimulos no Iumen duodenal, incluindo acidificacdo, instilagio de glicose

hipertonica ou solugdo de sacarose, estimulagdo vagal, aumento da pressao intraluminal,
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obstru¢do mecanica do intestino e isquemia intestinal (LI et al., 2000). As células EC
sdo consideradas os sensores primarios da glicose no lumen intestinal, sendo que a
liberagdo de serotonina em resposta a glicose ativaria receptores sobre terminais
nervosos aferentes para evocar alteracdes reflexas na motilidade e esvaziamento
gastricos (RAYBOULD et al., 2003).

A serotonina também ¢ conhecida por estimular a contragao da musculatura lisa
do trato gastrointestinal e por provocar a secre¢do exocrina (CECCARELLI et al.,
1995), além de estimular os neurdnios mioentéricos promovendo respostas
vasodilatadoras na submucosa VANNER (2000). De acordo com TUO e ISENBERG
(2003) e TUO et al. (2004), a serotonina ¢ um potente ativador da secre¢do de
bicarbonato pela mucosa duodenal em camundongos, via um caminho neural
colinérgico. Ela também estd envolvida no mecanismo de €mese, visto que drogas
citotoxicas evocam a liberagdo de serotonina das células EC na mucosa intestinal, o que
resulta na estimulagdo de nervos aferentes vagais adjacentes, que alcangam o centro do
vOomito no tronco encefilico e, conseqlientemente, induzem o reflexo do voOmito
(MINAMI et al., 2003).

Células imunorreativas a serotonina foram detectadas no epitélio do intestino de
macaco rhesus, muitas das quais estavam em contato com, ou bem proximas a linfécitos
CD3+ e CD20+, sugerindo uma interacao entre as células produtoras de serotonina e os
linfécitos no intestino, e um possivel papel da serotonina na resposta imune na mucosa
(GUI-BO e ANDREW, 2004).

A serotonina tem sido indicada como a causa da diarréia em muitos pacientes
com sindrome carcindide. Em coelhos tratados com serotonina, por meio de uma técnica
de perfusdo in vivo, observou-se aumento da secre¢do pela mucosa do ileo e diminuigdo
da absor¢do de agua e eletrolitos pelo jejuno médio (DONOWITZ, 1977). Tem sido
proposto que a célula enterocromafin ¢ uma célula epitelial sensorial que responde a
estimulos nocivos dentro do Iumen, como a presenga de toxina da colera, por meio da
secrecdo de serotonina. A serotonina inicia um reflexo neural através de um ganglio
nicotinico para liberar um secretagogo que age sobre os enterocitos, causando aumento
na secrecdo de fluido (HUBEL, 1985). Ainda, alteracdes fisiologicas nas células
enterocromafins no célon estdo envolvidas com o transito gastrointestinal acelerado em
camundongos diabéticos ndo-obesos e com o transito intestinal diminuido em
camundongos diabéticos obesos (EL-SALHY, 2002).

Assim, como ha muitos trabalhos sobre fisiologia e patologia envolvendo as

células enteroendocrinas, em especial as células produtoras de serotonina, faz-se
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necessario ampliar o conhecimento sobre elas nas diferentes espécies animais, no que se
refere a sua distribuicao, freqiiéncia e morfologia. Da mesma forma, trabalhos sobre
fisiopatologia também tém sido realizados envolvendo os plexos nervosos mioentérico e
submucoso, sendo detectadas, por exemplo, alteracdes na morfofisiologia destes plexos
em humanos e animais chagasicos (TAFURI e BRENNER, 1967; COSTA e¢ LIMA
FILHO, 1968; VILELA, 1983). Deste modo, estudos sobre aspectos basicos dos plexos
nervosos mioentérico e submucoso representam uma contribuicdo para pesquisas
aplicadas nas areas de patologia e fisiologia digestivas.

Logo, o presente trabalho teve por objetivos analisar e quantificar as células
enddcrinas argirofilas, argentafins e imunorreativas a serotonina, além dos ganglios
nervosos dos plexos submucoso e mioentérico, no intestino delgado da capivara
Hydrochoerus hydrochaeris, e verificar a existéncia de possiveis diferengas destes
parametros entre os segmentos intestinais. Dada a interrelacdo fisiologica existente entre
células enddcrinas e neurdnios para regulagao local dos eventos digestivos, este trabalho
teve por objetivo, ainda, verificar se essa interrelagdo € refletida no campo
morfométrico, ou seja, se hd correlacdo quantitativa entre as células endoécrinas e os

ganglios nervosos estudados.
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4.2 - MATERIAL E METODOS

O material bioldgico consistiu em nove exemplares adultos de capivara
Hydrochoerus hydrochaeris, sendo seis machos e trés fémeas, com peso médio de
38+8kg e comprimento médio de 1,15+0,11m (comprimento “snout-rump”’, medido da
extremidade do focinho a extremidade da cauda, ao longo do dorso do animal). Estes
animais eram procedentes da Fazenda Cachoeirinha da Universidade Federal de Vigosa,
no municipio de Vigosa — MG, onde foram eutanasiados sob autorizagao do IBAMA
(Numero da Licenca: 060/04-NUFAS/MG). A eutanasia foi realizada por meio de
métodos de abatedouro, apos a qual os animais foram pesados, medidos e sexados.

A cavidade abdominal dos animais foi exposta, por meio de uma incisdo
longitudinal mediana no abdome, ¢ os segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno
e ileo) foram identificados “in situ”, de acordo com os critérios de DYCE et al. (1997),
sendo os seus limites demarcados com auxilio de ligaduras. Assim, o duodeno foi
considerado da extremidade cranial do intestino delgado até a flexura duodeno-jejunal;
0 jejuno, desta flexura até a por¢do cranial do ileo, na regido da borda livre da prega
ileocecal; o ileo, dessa regido até a jungao ileocecal.

Apos a identificagdo e demarcacdo dos segmentos intestinais (duodeno, jejuno e
ileo), foi coletado um fragmento de 2cm” das suas porgdes cranial, média e caudal. Cada
fragmento foi dividido ao meio, sendo uma das metades fixada em solu¢do aquosa de
Bouin e a outra em solugdo aquosa de formol tamponado a 10%, ambos por 24 horas, a
temperatura ambiente.

O processamento histologico dos fragmentos foi realizado no laboratorio de
Histopatologia do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa —
UFV; e a técnica de imunohistoquimica foi realizada no laboratério de Patologia
Digestiva e Neuroendocrina da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de
Minas Gerais - UFMG. Ap6s a fixagdo, os fragmentos foram desidratados em série de
concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina
histologica (ponto de fusdo: 56-58°C), conforme processamento histologico de rotina
(BANCROFT e STEVENS, 1996).

Com o auxilio de micrétomo rotativo manual (modelo Spencer, American
Optical), foram obtidos cortes transversais de Sum de espessura, que foram corados
pelas seguintes técnicas: (1) Hematoxilina-Eosina (HE) (BANCROFT e STEVENS,
1996), para identificacdo e quantificacdo dos ganglios nervosos; (2) Grimelius

(GRIMELIUS, 1968), para identificacio e quantificacdo das células enddcrinas
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argirofilas; (3) Masson Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984), para andlise e
quantificagdo das células endocrinas argentafins; e (4) imunohistoquimica pela
peroxidase anti-peroxidase (PAP) (STERNBERGER, 1979), com soro monoclonal de
camundongo anti-serotonina, e contracoloracdo pela hematoxilina (BANCROFT e
STEVENS, 1996) diluida cinco vezes, para observacao e quantificagdo das células
imunorreativas a serotonina. As técnicas de Grimelius, Masson Fontana modificada e
PAP estdo descritas no Apéndice.

As células argirdfilas foram analisadas e quantificadas no material fixado em
solugdo de Bouin, enquanto as células argentafins e imunorreativas a serotonina, no
material fixado em formol tamponado a 10%, uma vez que a técnica de Grimelius
forneceu melhores resultados em material fixado em solucdo de Bouin, enquanto as
técnicas de Masson Fontana modificada e PAP, no material fixado em solucdo de
formol tamponado a 10%.

As analises qualitativas e morfométricas dos segmentos do intestino delgado
foram realizadas com auxilio de microscopio (modelo Leitz Wetzlar), no laboratorio de
Histologia do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa - UFV.
Para as analises morfométricas foram utilizados cortes das porgdes cranial, média e
caudal dos segmentos intestinais em estudo (duodeno, jejuno e ileo). Com auxilio de
ocular micrométrica (modelo Leitz Wetzlar), calibrada para os aumentos utilizados, foi
contado o numero de células enddcrinas argirofilas, argentafins e imunorreativas a
serotonina ao longo do eixo vilo-cripta, por area e por volume da camada mucosa, assim
como o numero de ganglios nervosos dos plexos submucoso e mioentérico, por
extensdo linear, por area e por volume da camada submucosa e da camada muscular,
respectivamente.

A contagem de cada tipo de célula endocrina foi realizada em nove campos
aleatérios do corte da mucosa, delimitados pela extensdo da régua da ocular
micrométrica, equivalente a 300um de extensdo, utilizando-se a objetiva de 40x. A
contagem dos ganglios nervosos submucosos € mioentéricos foi realizada, utilizando-se
a objetiva de 10x, em cinco campos da camada submucosa e da camada muscular,
respectivamente, sendo estes campos delimitados pela extensdo da régua da ocular
micrométrica, equivalente a 1210pum. Assim, foi obtido um niimero médio para cada
tipo celular endécrino e para cada tipo de ganglio nervoso analisado nas diferentes
porgoes do intestino delgado.

Nas laminas coradas pela técnica de HE, em que as camadas da parede intestinal

foram mais bem visualizadas, foi medida, por meio da ocular micrométrica, a altura das
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camadas mucosa, submucosa ¢ muscular em nove campos do corte, visando estimar a
area utilizada para a quantificacdo das células endocrinas, dos ganglios nervosos
submucosos e dos ganglios nervosos mioentéricos, respectivamente. Assim, a area das
camadas mucosa, submucosa e muscular foi obtida a partir da altura média da respectiva
camada multiplicada pela extensdo da régua micrométrica, enquanto o volume das
respectivas camadas foi obtido multiplicando-se o valor da area pela espessura dos
cortes.

Como a altura das camadas intestinais € variavel, foram obtidos diferentes areas
e volumes nos campos considerados. Os valores obtidos para cada parametro estudado
foram, entdo, estimados para 1mm? de 4rea e Imm’ de volume da respectiva camada, ou
seja, foi encontrado um numero médio de células enddcrinas argirdfilas, argentafins e
imunorreativas a serotonina para cada lmm’ de area e Imm’ de volume da camada
mucosa, de ganglios nervosos submucosos para cada 1mm?” de area ¢ Imm’ de volume
da camada submucosa, e de ginglios nervosos mioentéricos para cada lmm? de 4rea e
Imm?® de volume da camada muscular.

Também foram mensuradas as dimensdes, altura e largura, dos ganglios
submucosos e mioentéricos, assim como o niumero de corpos celulares de neurénios por
area de ganglio (mm?®), obtida a partir das suas dimensdes. Essas mensuracdes ¢
quantificagdes foram feitas em cinco ganglios de cada corte, obtendo-se um numero
médio para esses parametros em cada porcao do intestino delgado.

Os valores obtidos foram organizados em planilha eletronica (EXCEL 97) e
analisados estatisticamente por meio do programa Statistica, versdo 5.0., sendo
submetidos ao teste Tukey para comparagdo de médias dos parametros estudados, ao
nivel de 5% de significancia, visando detectar possiveis diferencas entre duodeno,
jejuno e ileo e, nesses, entre as suas porgdes cranial, média e caudal.

As fotos que ilustram o trabalho foram obtidas com auxilio de uma méquina
fotografica (modelo Fujix HC-300Zi) acoplada a um microscopio (modelo Nikon
Eclipse E600) e a um computador, no laboratorio de Biologia e Controle de

Hematozoarios e Vetores, Bioagro, Universidade Federal de Vigosa — UFV.
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4.3 - RESULTADOS

Foram observadas células enddcrinas argirofilas, argentafins e imunorreativas a
serotonina ao longo do epitélio de revestimento do intestino delgado da capivara
Hydrochoerus hydrochaeris, estando dispersas e intercaladas com os demais tipos
celulares do epitélio. Estas células sdo predominantes na regido das criptas e menos
freqlientes ao longo do eixo dos vilos. Elas ndo foram observadas nas glandulas de
Briinner nem em qualquer outra regido na parede do intestino delgado.

A maioria destas células é do “tipo aberto” e apresenta forma piramidal ou oval
(Figura 1), podendo ser visualizado, algumas vezes, o seu prolongamento apical, longo
e estreito, por entre outras células do epitélio de revestimento, alcancando o limen
intestinal (Figuras 1A, B). J4 a porcao basal das células enddcrinas apresenta-se,
geralmente, dilatada e em contato com a porg¢ao basal de células adjacentes (Figuras 1D,

F).
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Figura 1: Secgdes histologicas da mucosa do intestino delgado da capivara H. hydrochaeris, enfatizando a
distribuicdo e morfologia das células endocrinas. A e B) Células enddcrinas argiréfilas (car). Grimelius. C
e D) Células endocrinas argentafins (cag). Masson Fontana modificado. E e F) Células enddcrinas
imunorreativas a serotonina (csr). PAP. cr- criptas; ms- mastocito; n- nucleo; gi- granulos infranucleares.
As setas vermelhas indicam o prolongamento apical da célula enddcrina. As setas verdes indicam a
porgdo basal dilatada da célula endocrirna.
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As células argiréfilas do intestino delgado da capivara sdo predominantes em
relagdo as células argentafins e, estas, predominantes em relacao as células endodcrinas

imunorreativas a serotonina, em particular no duodeno (Tabela 1; Grafico 1).

Tabela 1: Numero de células endocrinas (média + desvio padrdo) argirofilas, argentafins
. . \ . 2 ..

e imunorreativas (I.R.) a serotonina, por mm”~ da camada mucosa, no duodeno, jejuno e

ileo da capivara, assim como no total do intestino delgado.

Ceh{las. Duodeno Jejuno ileo Intestino
endocrinas delgado

argiréfilas 100,4 £282* 80,9+23,6" 681+202"  831+240"
argentafins 68,9+20,1 ® 468+14,0% 445+138%%  534+16,0°

LR. a serotonina  51,0+143 % 330+88°% 292+88°" 37,7+10,7€

Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Grafico 1: Quantificagao de células enddcrinas do intestino delgado
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As células enddcrinas argirofilas (Figuras 1A, B) se apresentam com o
citoplasma corado geralmente em preto, particularmente na regido infranuclear, com o
nucleo em imagem negativa, por meio da técnica de Grimelius. Quanto ao ntimero de

células endocrinas argirdfilas, ndo houve diferenca significativa entre as porgdes
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(cranial, média e caudal) de cada segmento intestinal, nem mesmo entre os segmentos

intestinais, duodeno, jejuno e ileo (Tabela 2; Grafico 1).

Tabela 2: Numero de células enddcrinas argirdfilas por mm® e por mm’ da camada

mucosa (média + desvio padrdo), nas diferentes por¢cdes e segmentos do intestino
delgado da capivara.

Porc¢oes NCE/mm’  NCE/mm’ Segmentos NCE/mm’ NCE/mm’

Duodeno cranial 83,6+27,8 % 2786,2+1030,4 *
Duodeno médio  114,9+30,9* 3831,0+1296,5* Duodeno 100,39+28,2 % 3346,2+1224,1 4
Duodeno caudal 102,6+25,9* 3421,4+1345,4"

Jejuno cranial  102,1+23,1* 3401,74955,3 *
Jejuno médio 73,4425,8%  2446,7+800,3 A Jejuno 80,95423,6"  3089,9+848,3 *
Jejuno caudal 67,4+21,8*  2246,7+789,5 *

fleo cranial 64,1£17,4%  2137,4+665,4*
fleo médio 71,8421,5%  2394,0+583,1 4 fleo 68,10£20,2*  2269,9+648,7 *
fleo caudal 68,4+21,8" 2278,24697,5

NCE — numero de células enddcrinas. Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

As células enddcrinas argentafins (Figuras 1C, D) apresentam citoplasma em
marrom escuro, em especial na regido infranuclear, quando coradas pela técnica de
Masson Fontana modificada, sendo identificado o nucleo por sua imagem negativa, nao
corado pela técnica. Quanto ao nimero de células argentafins no intestino delgado da
capivara, ndo houve diferenca significativa entre as porgdes intestinais, mas, em geral, ¢

maior no duodeno que no jejuno e ileo (Tabela 3; Grafico 1).
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Tabela 3: Numero de células enddcrinas argentafins por mm” e por mm® da camada mucosa
(média + desvio padrdo), nas diferentes porgdes e segmentos do intestino delgado da
capivara.

Porgdes NCE/ mm’ NCE/ mm® Segmentos NCE/mm’  NCE/mm’

Duodeno cranial 69,91+18,09* 2330,6+959,5 *
Duodeno médio  70,59+23,11* 2353,3+1173,1 % Duodeno  68,954+20,17* 2298,6+977,7 *
Duodeno caudal 66,35+19,32* 2211,9+800,6 *

Jejuno cranial  57,50+16,39* 1916,8+724,2 *
Jejuno médio  44,80+14,09* 1493,4+534,3 * Jejuno 46,81+14,00% 1874,0+553,3 B
Jejuno caudal  38,12+11,52% 1271,0401,5*

fleo cranial 40,57+12,73% 1352,5+455,5 4
fleo médio 42,72+14,33%  1424,14419,2 4 fleo 44,50+13.845 1483,3+426,6 8
fleo caudal 50,20+14,45" 1673,4+405,1 A

NCE — numero de células enddcrinas. Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

As células imunorreativas a serotonina (Figuras 1E, F) apresentam o citoplasma
corado em amarelo escuro, mediante a técnica imunohistoquimica de PAP, com o
nicleo contracorado pela hematoxilina. Estatisticamente, ndo houve diferenga
significativa entre as por¢des de cada segmento intestinal quanto ao nimero de células
imunorreativas a serotonina, mas foi verificada diferenga entre os segmentos, sendo
menor no ileo em relagdo ao duodeno e jejuno (Tabela 4; Grafico 1).

O numero de células enddcrinas argirdfilas, argentafins e imunorreativas a
serotonina variou consideravelmente entre os campos observados no corte, bem como
entre os animais utilizados. A intensidade de coloracdo nestas células também variou,
havendo células com citoplasma mais ou menos corado pelas respectivas técnicas

usadas para sua identificagao.
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Tabela 4: Nimero de células enddcrinas imunorreativas a serotonina por mm” e por mm’
da camada mucosa (média * desvio padrdo), nas diferentes por¢des e segmentos do
intestino delgado da capivara.

Por¢oes NCE/ mm’ NCE/ mm’ Segmentos NCE/ mm’ NCE/ mm’

Duodeno cranial 48,54+15,50* 1571,9+754,7 *
Duodeno médio  57,10+17,03* 1754,3+697,1 * Duodeno  51,01+14,39* 1600,3+870,6 *
Duodeno caudal 47,40+10,65* 1474,8+1159,94

Jejuno cranial  44,29+8,68*  1460,9+837,4 4
Jejuno médio  32,31+10,22* 1096,2+699,7 * Jejuno 33,0248,83 % 1085,7+585,0 *P
Jejuno caudal  22,48+7,60*  699,8+218,0 *

fleo cranial 24,7749.39*  688,24249,6 *
fleo médio 2543+7,52%  739,9+439,4 4 fleo 29,2348,85%  912,04423,7 "
fleo caudal 37,4949,64" 1307,9+582,1 *

NCE — numero de células endocrinas. Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo
diferem entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Os ganglios nervosos dos plexos submucoso e mioentérico (Figura 2) sao
proeminentes, apresentando grandes e numerosos corpos de neurdnios, que mostram

citoplasma intensamente baséfilo e nucléolo evidente.

Figura 2: Sec¢des histologicas dos plexos nervosos submucoso e mioentérico do intestino delgado da
capivara H. hydrochaeris. H-E. A) Ganglio nervoso submucoso (gs). B) Ganglio nervoso mioentérico
(gm). cn- corpos de neurdnios; csm- camada submucosa; mci- subcamada muscular circular interna; mle-
subcamada muscular longitudinal externa; mm- muscular da mucosa.

Os ganglios nervosos do plexo mioentérico sdo significativamente mais
numerosos que os do plexo submucoso ao longo do intestino delgado da capivara, sendo

encontrado um valor médio de 2,29 + 0,63 ganglios mioentéricos a cada 1,2mm de
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extensdo da camada muscular, e de 0,69 + 0,26 ganglios submucosos a cada 1,2mm de
extensao da camada submucosa.

Os ganglios nervosos do plexo mioentérico sdo, ainda, significativamente
maiores (0,01 + 0,008mm?) que os do plexo submucoso (0,006 + 0,0005mm?), este
ultimo possui, entretanto, ganglios com maior populagao de corpos de neurdnios. Foram
encontrados 1801,9 + 623,0 corpos de neurdnios por mm’ de 4rea do ganglio
submucoso; enquanto o valor encontrado para os ganglios mioentéricos foi de 457,4 +
141,6.

Os ganglios nervosos do plexo submucoso (Figura 2A) se concentram na regiao
mais interna da submucosa, proxima a muscular da mucosa, sendo mais freqilientes e
maiores na submucosa que preenche o interior das pregas. Os ganglios nervosos do
plexo mioentérico (Figura 2B), por sua vez, distribuem-se linearmente entre as
subcamadas musculares, circular interna e longitudinal externa, sendo intercalados por
feixes de fibras nervosas. O numero de ganglios nervosos submucosos ndo variou
significativamente ao longo do intestino delgado da capivara (Tabela 5; Grafico 2),

assim como o numero de ganglios nervosos mioentéricos (Tabela 6; Grafico 2).

Tabela 5: Numero de ganglios nervosos submucosos (média + desvio padrdo), por
extensdo da submucosa (1,2mm), por area da submucosa (1,0mm?®) e por volume da submucosa

(1,0mm’) nas diferentes por¢des e segmentos do intestino delgado da capivara.

Porcoes NGN/ES NGN/AS NGN/VS Segmentos NGN/ES NGN/AS NGN/VS
Duodeno cranial 0,69+0,28" 3,31+1,39* 40,2+15,5*
Duodeno médio  0,66+0,19* 3,97+1,04" 48,1+46,2* Duodeno  0,74+0,24% 3,92+1,23% 47,5+31,4*
Duodeno caudal 0,88+0,25" 4,48+1,25" 54,3+32,5%
Jejuno cranial  0,78+0,22" 4,15+1,18* 50,3+25.8*
Jejuno médio  0,62+0,24" 4,11+1,82* 49,7+32,74 Jejuno 0,68+0,25% 4,85+1,87* 51,4436,2%
Jejuno caudal  0,64+0,28" 6,3142,63* 76,4+50,1*
fleo cranial 0,62+0,24* 4,51+1,96" 54,6+29,8"
fleo médio 0,66+0,32" 5,53+2,67* 65,0+48,4" fleo 0,6440,27* 4,93+2,13* 59,0+39,9"
fleo caudal 0,66+0,24* 4,74+1,77% 57,5+41,3"

NGN/ ES — niimero de ganglios nervosos por 1,2mm de extensdo da submucosa; NGN/ AS - nimero de
ganglios nervosos por 1,0mm’ de area da submucosa; NGN/ VS - niimero de ganglios nervosos por 1,0mm’ de
volume da submucosa. Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo
teste Tukey, ao nivel de 5% de significancia.
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Tabela 6: Numero de ganglios nervosos mioentéricos (média + desvio padrio) por
extensdo da camada muscular (1,2mm), por area da camada muscular (1,0mm?) e por volume da
camada muscular (1,0mm’), nas diferentes porgdes e segmentos do intestino delgado da
capivara.

Porcoes NGN/EM NGN/AM NGN/ VM  Segmentos NGN/EM NGN/AM NGN/ VM

Duodeno cranial 2,50+0,28* 2,07+0,55* 21,4+10,0%
Duodeno médio  2,57+0,91* 2,17+0,75* 22,9+9.4*  Duodeno  2,62+0,67* 2,19+0,57* 22,7+8,3"
Duodeno caudal 2,78+0,43" 2,33+0,41* 23,6+5,5"

Jejuno cranial  2,26+0,74* 2,140,65% 22,7+9,6 *
Jejuno médio 1,89+0,54* 1,59+0,44* 16,5£7,9"  Jejuno 2,04+0,60* 1,87+0,53% 19,4+8,3%
Jejuno caudal  1,95+0,54* 1,84+0,49* 19,0+7,5*

{leo cranial 1,86+0,56* 1,6140,50* 16,9+4,7*
fleo médio 2,3540,73% 2,04+0,61* 21,2+7,6*  {leo 2,20+0,60* 1,92+0,52* 20,1+5,7%
fleo caudal 2,3840,50" 2,1240,45" 22,2+4,8"

NGN/EM - niimero de ganglios nervosos por 1,2mm de extensdo da camada muscular; NGN/AM - ntimero de
ganglios nervosos por 1,0mm?” de 4rea da muscular; NGN/ VM - ntimero de génglios nervosos por 1,0mm’ de
volume da muscular. Médias seguidas por letras iguais, dentro da mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey, ao nivel de 5% de significancia.

Grafico 2: Quantificagao de ganglios nervosos do intestino delgado
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Considerando os testes de correlagdo, foi verificada correlacdo positiva entre o
numero de células argirédfilas e o nimero de células argentafins (r = 0,83), o de células
I.R. a serotonina (r = 0,88), o de ganglios nervosos submucosos (r = 0,62) ¢ o de
ganglios nervosos mioentéricos (r = 0,69), ao longo do intestino delgado da capivara.

Além das correlagdes mencionadas, foi detectada, ainda, correlagdo positiva entre o
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numero de células argentafins e o numero de células I.R. a serotonina (r = 0,97), o de
ganglios nervosos submucosos (r = 0,56) e o de ganglios nervosos mioentéricos (r =
0,83). O numero de células [.R. a serotonina, por sua vez, esteve correlacionado com o
nimero de ganglios nervosos submucosos (r = 0,51) e com o de ganglios nervosos
mioentéricos (r = 0,77), existindo, também, correlagdo entre o nimero de ganglios
nervosos submucosos ¢ o de ganglios nervosos mioentéricos (r = 0,68) ao longo do
intestino delgado da capivara. Entretanto, a maioria dessas correlagcdes apresentou
baixos coeficientes de correlagdo (r), principalmente entre as células endocrinas e os
ganglios nervosos submucosos. As maiores correlagdes numéricas foram verificadas

entre os tipos de células enddcrinas.
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4.4 - DISCUSSAO

As células endodcrinas no intestino delgado da capivara H. hydrochaeris estao
distribuidas difusamente ao longo da mucosa do tubo digestivo e intercaladas com as
células exocrinas, como o relatado por VELASQUEZ (2001), para essa mesma espécie,
e por FUJITA e KOBAYASHI (1977), GRIMELIUS e WILANDER (1980), POLAK et
al. (1993) e SANTOS e ZUCOLOTO (1996), para mamiferos em geral.

ALMARAZ (1995) relatou que as células enteroenddcrinas, localizadas no
epitélio de revestimento da mucosa do tubo digestivo, geralmente estdo proximas a
nervos e vasos sangiiineos adjacentes a lamina basal. Desta forma, as células end6crinas
no intestino delgado da capivara, com dilatacdo na sua base e em intimo contato com a
membrana basal, podem facilmente atuar por meio dos mecanismos endocrino,
paracrino e/ou autdcrino ao secretarem o conteudo de seus granulos para a face anti-
luminal. Conforme POLAK et al. (1993), a dilatacdo na porcao basal ¢ tipica de células
que possuem fung¢do paracrina, pois amplia seu contato com as células vizinhas.

Conforme ALMARAZ (1995), SANTOS e ZUCOLOTO (1996) e
HENRIKSON et al. (1999), as células enteroendocrinas podem ter conformagdo
piramidal, oval ou piriforme e a maioria delas apresenta citoplasma claro, apice estreito
que se estende entre as células epiteliais adjacentes para alcangar o limen e, em
microscopia eletronica, microvilos bem desenvolvidos na superficie apical.

Conforme FUJITA e KOBAYASHI (1977) e DAYAL et al. (1987), as células
endocrinas do “tipo fechado”, cujo &pice ndo tem contato com o limen intestinal, sdo
encontradas principalmente no corpo e no fundo gastricos, enquanto aquelas do “tipo
aberto”, com comunicacdo apical com o limen, predominam no restante do tubo
digestivo. As células do “tipo aberto” apresentam forma piramidal ou formato de
garrafa, enquanto as do “tipo fechado” sdo arredondadas (FUJITA ¢ KOBAYASHI,
1977). Células enddcrinas imunorreativas a serotonina foram identificadas por KU et al.
(2003) no trato gastrointestinal de camundongos, sendo que a maioria daquelas
presentes na por¢do intestinal era do “tipo aberto”, com formato piriforme ou oval,
enquanto células do “tipo fechado”, com formato esférico, foram encontradas
ocasionalmente nas regioes do estdmago e nas glandulas intestinais.

As células enddcrinas argirdfilas, argentafins e imunorreativas a serotonina
encontradas ao longo do intestino delgado da capivara, no presente trabalho, apresentam
predominantemente caracteristicas do “tipo aberto”, o que esta de acordo com os relatos

dos autores mencionados anteriormente e com o observado por VELASQUEZ (2001),
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em seu estudo com o intestino da capivara. Acredita-se que as células de “tipo fechado”
respondem a estimulos hormonais provenientes da corrente sangiiinea e/ou ao
estiramento da mucosa decorrente da passagem do quimo alimentar, enquanto que as
células de “tipo aberto” detectam pequenas alteragdes do pH ou da composi¢do do
conteudo luminal do intestino (DAYAL et al., 1987). As células do “tipo aberto”
possuem microvilos sobre sua superficie apical, com receptores/transportadores
especificos na membrana, sendo atribuido a elas a fun¢do sensorial para percep¢do do
contetdo luminal (BUCHAN, 1999). A percepgdo sensorial do meio luminal também
tem sido atribuida a aferéncia nervosa primdria e/ou a células epiteliais sensoriais
intermediarias (“Brush cells”) presentes na mucosa gastrointestinal (BUCHAN, 1999;
FURNESS et al., 1999; LUNDGREN, 2004).

As células endocrinas do tubo digestivo tém a capacidade de produzir peptideos
e algumas aminas biogénicas e sdo caracterizadas pela presenga de numerosos granulos
secretores, freqiientemente concentrados na regido infra-nuclear (FUJITA e
KOBAYASHI, 1977; DAYAL et al, 1987; POLAK et al, 1993; SANTOS e
ZUCOLOTO, 1996; RINDI et al., 2004). Estudos ultra-estruturais confirmaram a
natureza heterogénea dessas células, pela demonstracdo de que os granulos diferem de
um tipo celular para o outro com relagdo ao tamanho, forma e densidade eletronica
(POLAK et al., 1993). Ainda, a partir de estudos ultra-estruturais foi observado que os
sais de prata absorvidos pelas células endocrinas, mediante técnicas de coloragdo pela
prata, localizam-se principalmente nos granulos secretores (GRIMELIUS e
WILANDER, 1980).

No presente trabalho, a coloracdo no citoplasma das células argirofilas e
argentafins e a imunorrea¢do nas células produtoras de serotonina, em particular na
regido infranuclear, certamente sdo devidas a presenca dos granulos secretores,
concentrados nesta regido. Além disso, a diferenca de intensidade de coloracdo entre
células enddcrinas de um mesmo corte, tanto argirofilas, argentafins ou imunorreativas
a serotonina, possivelmente esteja relacionado com estagios de degranulagao diferentes
ou, ainda, com a existéncia de subtipos celulares especificos. Esta ultima hipdtese ¢
mais bem aplicavel para as células endoécrinas argirofilas e argentafins, particularmente
as argirofilas, que representam uma populacdo heterogénea de células enddcrinas,
apresentando diversos tipos de peptideos e/ou aminas biogénicas como produto de
secre¢ao.

Em técnicas com sais de prata para detecgdo de neurdnios também tém sido

observadas diferengas na afinidade pelo corante, refletidas por diferencas na intensidade
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da coloragdo, tendo sido sugerido que tais reagdes diferenciadas podem estar
relacionadas com alteragdes temporarias no estado de atividade da célula ou com o seu
conteudo enzimatico e que, neste ultimo caso, além da morfologia, a coloracdo da célula
mediante determinada técnica padrdo de coloragdo poderia ser usada para classificar
subtipos celulares dentre a popula¢do neuronal estudada (LEAMING e CAUNA, 1961).

Conforme BANKS (1992) ¢ GEORGE et al. (1998), embora as células
enteroendocrinas concentrem-se na por¢do inferior da cripta, migram para todos os
niveis do vilo e se descamam no limen. EVANS e POTTEN (1988) relataram que a
distribuicdo das células argir6filas ¢ maxima na regido das criptas do intestino delgado
de camundongo, sendo encontradas cerca de 3 a 5 células endocrinas por cripta; por
outro lado, ndo variam ao longo do comprimento do vilo, em que se encontram em
menor nimero. Similarmente, FUJIMIYA et al. (1991) e EL-SALHY ¢ MAHDAVI
(1997) detectaram maior nimero de células contendo serotonina nas criptas do intestino
delgado do rato e do camundongo, respectivamente, em relagdo aos vilos.

No presente trabalho, as células argirofilas, assim como as argentafins e
imunorreativas a serotonina, também estdo concentradas na regido das criptas do
intestino delgado da capivara. No entanto, VELASQUEZ (2001) relatou que as células
enddcrinas argirdfilas e argentafins do intestino delgado desta espécie se encontram
localizadas principalmente na base dos vilos e raramente nas glandulas intestinais. Tal
divergéncia nos resultados deste autor pode ser explicada pela dificuldade de se
distinguir a regido das criptas em relacdo a base dos vilos, principalmente se o material
ndo tiver sido bem preservado ou se o corte nao tiver sido realizado longitudinalmente
ao eixo dos vilos e, no duodeno, ha ainda a dificuldade de se distinguir as criptas em
relagdo as glandulas de Briinner, nas quais ndo ha células enddcrinas.

WOLTER (1986), em estudos sobre a ultraestrutura das glandulas de Briinner no
duodeno de ratos, revelou que essas nao possuem células enddcrinas. Igualmente, nao
foram observadas células enddcrinas nas glandulas de Briinner do duodeno da capivara.

A consideravel variacdo na densidade de células enddcrinas entre os animais
analisados também foi verificada por FUJIMIYA et al. (1991) que, estudando as células
produtoras de serotonina na mucosa duodenal de ratos, detectaram grande variagao entre
0s animais quanto ao numero destas células, sendo a menor variacdo individual
encontrada no segmento proximal do duodeno (10-16mm do piloro).

ITO et al. (1987) identificaram células enddcrinas argiréfilas no aparelho
digestorio de embrides de camundongos, verificando cerca de 80 a 160 células/mm? no

intestino proximal. O nimero médio de células endocrinas argiréfilas encontrado no
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presente estudo para o intestino delgado da capivara foi de 83,14 + 24,05 células/mm®
da mucosa, valor proximo ao encontrado por ITO et al. (1987) para o intestino proximal
de embrides de camundongos.

De acordo com VELASQUEZ (2001), as células enddcrinas argirofilas e
argentafins no intestino delgado da capivara estdo distribuidas em maior quantidade no
duodeno que no jejuno e ileo. EVANS e POTTEN (1988), de modo similar, observaram
reducdo na freqiiéncia de células argirofilas da por¢ao proximal a distal do intestino do
camundongo. Ainda, células argirdfilas e imunorreativas a serotonina foram detectadas
por KITAMURA e YAMADA (1985) ao longo de todo o trato gastrointestinal de
bezerros e vacas, sendo, dentre os segmentos do intestino delgado, mais numerosas no
duodeno. Resultado semelhante foi obtido no presente estudo, embora estatisticamente
tal diferenga na freqii€ncia de tais células ao longo do intestino delgado da capivara so6
tenha sido verificada para as células argentafins, mais numerosas no duodeno que no
jejuno e ileo.

A maior densidade de células enddcrinas argentafins por mm® da mucosa
duodenal (68,95 + 20,17) da capivara, assim como a maior densidade aparente de
células argirdfilas (100,39 + 28,23 células/ mm® da mucosa) e imunorreativas a
serotonina (51,01 + 14,39 células/ mm? da mucosa) no duodeno, pode estar relacionada
com a importancia deste segmento intestinal nas fung¢des digestivas e absortivas,
necessitando de diversos mecanismos fisioldgicos envolvendo as células endocrinas
para o controle das atividades gastrointestinais.

De acordo com SANTOS e ZUCOLOTO (1996), toda célula argentafim ¢
também argirofila. GRIMELIUS e WILANDER (1980), por sua vez, relataram que a
reacdo argentafim, propiciada pela técnica de Masson Fontana, aparece somente nas
células enterocromafins, seja do tipo I (estoque de serotonina + substancia P) ou do tipo
IT (estoque de serotonina + motilina), enquanto a técnica de Grimelius cora quase todas
as células endécrinas do trato gastrointestinal, exceto as células I, produtoras de
colecistocinina, e as células D, produtoras de somatostatina.

Assim, os resultados numéricos das células enddcrinas obtidos no presente
trabalho estdo de acordo com os relatos de SANTOS e ZUCOLOTO (1996) e de
GRIMELIUS e WILANDER (1980), sendo encontrada uma maior populagdo de células
argirofilas (83,14 + 24,05 células/mm® da mucosa), seguida das argentafins (53,40 +
16,00 células/mm® da mucosa) € imunorreativas a serotonina (37,76 + 10,70

células/mm? da mucosa) no intestino delgado da capivara.
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O fato de as células argentafins serem também argirofilas (SANTOS e
ZUCOLOTO, 1996) e as células imunorreativas a serotonina serem argentafins
(GRIMELIUS ¢ WILANDER, 1980) esteve refletido, ainda, no estudo de correlagdao
quantitativa entre estas cé¢lulas enddcrinas ao longo do intestino delgado da capivara,
uma vez que foi verificada boa correlacdo (acima de 80%) entre elas, em particular
entre as células argentafins e as imunorreativas a serotonina (r = 97).

GRIMELIUS e WILANDER (1980) discutiram as interacdes envolvidas na
reagdo argentafim e argirofila. Segundo eles, estudos quimicos e histoquimicos tém
revelado que o produto da reagdo entre serotonina (5-HT) e aldeido causa a reagdo
argentafim nas células enterocromafins. J4 a reagcdo das células argirofilas ndo depende
do conteudo de aminas (serotonina) nem de hormonios polipeptideos, visto que estudos
ultraestruturais demonstraram, apds coloragdo, a presenca de graos de prata na periferia
dos granulos secretores de células produtoras de glucagon, e ndo no centro, onde esta
localizado o hormonio. SOLCIA et al. (1976) sugeriram que o acido sialoglicopeptideo,
com ligagdes B-glicosidicas, contribui para a argirofilia dos granulos secretores das
células enddcrinas.

Embora se acredite que a reacdo argentafim esta relacionada com o contetdo de
serotonina nos granulos secretores, ela ¢ de baixa especificidade quimica e
provavelmente esta relacionada também com a presenca de outras substancias, enquanto
a imunorreagdo contra serotonina ¢ especifica, o que pode explicar a ndo equivaléncia
numérica das células argentafins e imunorreativas a serotonina, havendo maior
quantidade das primeiras em relagdo as segundas no intestino delgado da capivara.

Em estudos sobre o tubo digestivo de cervos (Dama dama), CECCARELLI et
al. (1995b) verificaram que aproximadamente 80% das células endodcrinas pesquisadas
no duodeno sdao células imunorreativas a serotonina. Estes mesmos autores (1995a)
observaram que as células enterocromafins sdo numerosas na regido pilérica do
estdbmago de cavalos, no entanto, poucas foram encontradas no duodeno. No presente
estudo, a populacdo de células imunorreativas a serotonina representa cerca de 50% da
populacao total de células enddcrinas (argirofilas) do duodeno.

Conforme FUJIMIYA et al. (1991), o nimero de células contendo serotonina
varia pouco ao longo da mucosa duodenal do rato. No presente estudo com o intestino
delgado da capivara, também ndo houve variagdo quanto ao numero de células
enddcrinas, seja imunorreativas a serotonina, argirdfilas ou argentafins, ao longo da

mucosa de cada segmento intestinal.

82



Quanto ao estudo dos plexos mioentérico e submucoso, a disposi¢do dos seus
respectivos ganglios nervosos na parede do intestino delgado da capivara ¢ semelhante a
dos demais mamiferos estudados (BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998). De acordo
com GUYTON e HALL (1996) ¢ HUDSON et al. (2000), o controle nervoso das
funcdes gastrointestinais é exercido principalmente pelos plexos mioentérico e
submucoso, sendo que o primeiro estd relacionado com o controle dos movimentos
peristalticos e o segundo, com o controle, sobretudo, da secrecdo gastrointestinal e do
fluxo sanguineo. Entretanto, HENS et al. (2002) relataram que a motilidade intestinal
ndo ¢ exclusivamente regulada por neur6nios mioentéricos, como era pensado
inicialmente, tendo sido demonstrado que neurdnios submucosos também participam na
inervacdo da camada circular de musculo liso em grandes mamiferos. Ainda, VANNER
(2000) relatou que o ganglio mioentérico, em cobaias, pode participar da regulagdo de
eventos fisiol6gicos na mucosa, por meio da modulagdo de reflexos vasodilatadores dos
ganglios submucosos.

Conforme FURNESS e COSTA (1980), os ganglios do plexo submucoso sdo
menores que aqueles do plexo mioentérico em cobaias, o que também foi observado no
presente trabalho com o intestino delgado da capivara, em termos de area dos referidos
ganglios, sendo encontrado o valor médio de 0,01 + 0,008mm’ para o ganglio
mioentérico e 0,006 + 0,0005mm? para o ginglio submucoso. Além de maiores, os
ganglios mioentéricos também sdo mais numerosos que os submucosos no intestino
delgado da capivara, tendo sido encontrado 2,29 + 0,63 ganglios mioentéricos a cada
1,2mm de extensdo da camada muscular, e de 0,69 £ 0,26 ganglios submucosos a cada
1,2mm de extensdo da camada submucosa. Tal amplitude no desenvolvimento dos
ganglios mioentéricos reflete, possivelmente, a importancia do controle nervoso sobre a
motilidade intestinal.

De acordo com ALCANTARA e OLIVEIRA (1964), a populagdo neuronal do
plexo mioentérico ¢ sempre maior que a do plexo submucoso nos diferentes 6rgios do
tubo digestivo do rato Wistar. Da mesma forma, FURNESS e COSTA (1980) relataram
que os ganglios do plexo mioentérico de cobaias apresentam, em média, 43 neurdnios,
enquanto os do plexo submucoso possuem cerca de oito neurdnios. No intestino delgado
da capivara, por outro lado, o nlimero de neuronios/ drea do ganglio mioentérico foi
menor que o numero de neurénios/ por area do ganglio submucoso.

O numero de ganglios nervosos mioentéricos € de neurdnios nos diversos
segmentos do TGI ¢ muito varidvel ao longo do tubo digestivo (TAFURI e BRENNER,
1967), sendo mais freqiientes nas porg¢des de maior motilidade (JUNQUEIRA e
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CARNEIRO, 2004). Desta forma, ndo tendo variado significativamente o niimero de
ganglios mioentéricos ao longo do intestino delgado da capivara, pode-se dizer que,
possivelmente, ndo existam grandes diferencas entre duodeno, jejuno e ileo quanto a
capacidade de peristaltismo da sua musculatura.

De acordo com SANTOS ¢ ZUCOLOTO (1996), estudos imunohistoquimicos e
de biologia molecular tém mostrado interrelagdes funcionais entre células endocrinas e
neurdnios, constituindo o sistema neuro-endodcrino, responsavel pela integracdo dos
eventos secretores, motores e de absor¢do no trato gastrointestinal. Como exemplo desta
interrelagdo funcional entre células enddcrinas e neurdnios, pode-se citar a deteccdo do
conteado luminal. Os neurdnios sensoriais intrinsecos que detectam alteragdes no
conteudo luminal podem fazé-lo diretamente ou indiretamente, por meio da liberacao de
mediadores quimicos pelas células enteroendocrinas (FURNESS et al.,, 1999). A
serotonina, neste caso, ¢ um dos possiveis intermediarios para a transdugao de sinais da
mucosa, visto que € um potente estimulante das terminag¢des nervosas dos neuronios
aferentes intrinsecos, sendo liberada a partir de estimulos mecanicos da mucosa
(FURNESS et al., 1999).

No presente trabalho, as correlagdes obtidas entre o numero das respectivas
células enddcrinas e de ganglios nervosos ao longo do intestino delgado da capivara
foram, em sua maioria, baixas. As células enddcrinas, em especial as argentafins e
imunorreativas a serotonina, estiveram mais correlacionadas numericamente com o0s
ganglios mioentéricos que com os submucosos, o que reflete, possivelmente, a interagao
fisioldgica entre eles para o controle da motilidade intestinal. Por sua vez, BRESSAN
(2003), ao estudar o ceco da capivara, ndo encontrou correlagdo numérica entre as

células enddcrinas e os ganglios nervosos dos plexos mioentérico e submucoso.
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4.5 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados no presente trabalho permitem concluir que:
= as células enddcrinas sdo mais abundantes na regido das criptas e apresentam
morfologia predominantemente do “tipo aberto”;
= a freqiiéncia de células endodcrinas foi aparentemente maior no duodeno;
= a populagdo de células endocrinas argirdfilas ¢ maior que das células argentafins e,
destas, maior que das células imunorreativas a serotonina;
= os ganglios nervosos dos plexos submucoso e mioentérico sdo proeminentes, sendo

maiores e mais freqilientes os do mioentérico.
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5 - CONCLUSOES GERAIS

Os resultados encontrados neste trabalho, referentes aos aspectos histologicos e
morfométricos do intestino delgado da capivara, permitem concluir que: o intestino
delgado dessa espécie apresenta comprimento e capacidade volumétrica expressivos,
tipicos de herbivoros; as pregas espirais sao espessas e ramificadas e estdo presentes ao
longo de todo o revestimento interno do intestino delgado; existem vilos com formas e
tamanhos diferenciados; a borda estriada ¢ espessa; as glandulas de Briinner estdo
presentes e se estendem para a regido basal da mucosa, sendo restritas as porgdes cranial
e média do duodeno; as células caliciformes aumentam em freqiiéncia caudalmente e
sdo ricas em glicoconjugados 4cidos e neutros; as células de Paneth estdo presentes e se
localizam exclusivamente na base das criptas; as células endocrinas sdo mais
abundantes na regido das criptas e apresentam morfologia predominantemente do “tipo
aberto”; a freqiiéncia de células enddcrinas € aparentemente maior no duodeno; a
populacdo de células enddcrinas argirdfilas € maior que das células argentafins e, destas,
maior que das células imunorreativas a serotonina; e os ganglios nervosos dos plexos
submucoso ¢ mioentérico sdo proeminentes, sendo maiores ¢ mais freqiientes os do

mioentérico.
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6 — PERSPECTIVAS

O intestino delgado da capivara apresenta adaptagdes morfologicas para o habito
alimentar herbivoro, como comprimento e capacidade volumétrica expressivos, assim
como presencga de pregas obliquas e proeminentes na sua superficie interna, resultando
em diminuicao da velocidade de passagem da digesta que, somada aos mecanismos de
fermentagdo cecal e cecotrofagia, implica maior aproveitamento dos nutrientes.

A existéncia de longas vilosidades e de borda estriada espessa na mucosa
intestinal proporciona ampliagdo na superficie digestiva e absortiva, pois implica,
provavelmente, na existéncia de mais enzimas digestivas e transportadores
transepiteliais.

As glandulas de Briinner e as células caliciformes, embora apresentem secrecio
mista, com glicoconjugados neutros e acidos, possivelmente auxiliam na neutraliza¢ao
do pH do lumen intestinal e na prote¢ao da superficie da mucosa.

A presenca de varios tipos celulares do sistema imune, tais como macrofagos,
eosinofilos, mastocitos, plasmocitos e, principalmente, linfocitos, evidencia o papel do
intestino delgado na defesa do organismo.

A presenca de numerosas células endocrinas e de ganglios nervosos submucosos
e mioentéricos desenvolvidos demonstra a importancia dos sistemas enddcrino e
nervoso no controle dos processos envolvidos na digestdo e absor¢do dos nutrientes.

A predominancia de células endocrinas do “tipo aberto” sugere a participacao
destas células na percep¢ao do conteido luminal.

A maior freqiiéncia aparente de células endocrinas no duodeno indica a
importancia deste segmento intestinal nas fungdes digestivas e absortivas e a
importancia do sistema enddcrino na regulacdo das atividades gastrointestinais.

O predominio das células endocrinas argiréfilas em relacdo as argentafins é um
indicativo de que toda célula argentafim ¢ também argiréfila, mas nem toda célula
argirofila ¢ argentafim.

A discrepancia numérica das células argentafins em relacdo as células
imunorreativas a serotonina pressupde que nem toda célula argentafim possui
serotonina, embora as células produtoras de serotonina sejam argentafins.

A correlagdo numérica verificada entre as células enddcrinas e os ganglios
mioentéricos pode significar um reflexo das interagdes fisiologicas entre os sistemas
endocrino e nervoso para o controle das atividades intestinais, em especial a motilidade

da musculatura lisa.
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7 - APENDICE

Técnica de Grimelius

. Vidraria utilizada:

2 pipetas 100ml

3 Erlenmeyers 250ml

2 cubas “mantegueira”

3 cubas de coloracao

Lavar vidrarias:

em agua corrente por lhora

em agua destilada 3 vezes

. Pesar os reagentes:

AgNO; 80mg
Hidroquinona ----------------- lg
Sulfito de s6dio anidro ------ 5g

. Preparar solucdo de prata

AgNO;3 80mg
Tampao acetato 0,2M (pH 5,6) ----------- 10ml
Agua dd 90ml

. Preparar banho-maria (60°C)

Colocar 2 cubas com solucao de prata (sendo uma para uso e outra de reserva)
Colocar uma cuba vazia para a solugdo reveladora

Ligar o banho-maria

. Preparar as laminas

Desparafinizar (xilol I e II por 15min) e hidratar (4lcoois absoluto I e II, 95%, 80%,
70% por 3 min cada e 4gua dd por 10 min)

Incubar as laminas na solugdo de AgNOs; a 60C por 3 horas (controlar ao
microscopio apoés este periodo).

. Preparo da solucdo reveladora:

Esta deve ser preparada +/- 30 min antes de usar e transferida para a cuba vazia no

banho-maria.

hidroquinona ----------------- lg
sulfito de sédio anidro ------ 5¢g
agua dd em vidro ------------ 100ml
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10.

Ap6s 3h de incubagdo na solucdo de prata, mergulhar as ldminas na solucdo
reveladora por 1 min e observar ao microscopio, se estiver como esperado colocar as
laminas na 4gua destilada para interromper a reagao.

Montagem: desidratar e passar nos xilol I e II rapidamente. Em seguida, montar

com balsamo do Canada.

Técnica Masson-Fontana modificada

Lavar vidrarias por uma hora em agua corrente.

2 pipetas 100ml

3 Erlenmeyer 200ml

2 cubas de coloragdo

2 cubas “mantegueiras”

2 conta-gotas
Preparar solugdo de nitrato de prata (AgNOs)
Dissolver 500mg de nitrato de prata em 100ml de 4gua destilada
Separar 10 ml desta solugao
Adicionar NH4OH (hidréxido de amdnio) gota a gota até que o precipitado marrom
desapareca e a solucdo torne-se ligeiramente turva
Caso passe do ponto de viragem, ou seja, se a cor ligeiramente turva ficar incolor,
adicionar gota a gota a solug¢do de nitrato de prata separada, até que a solucdo fique
ligeiramente turva

Filtrar a solugdo em papel filtro

Levar a solugdo para o banho-maria a 60'C

3.

4
5.
6

Iniciar a desparafinizagdo e a hidrata¢ao

Colocar as laminas na solucdo a 60 C por 60 min

Interromper a coloragdo em dgua dd

Observar ao microscopio. Se houver muita precipitacdo e/ou o “background” estiver
escuro, fazer uso do tiossulfato de sddio anidro 5% (5g para 100 ml de agua dd) por
poucos segundos.

Desidratar e passar rapidamente no xilol I e II; montar as [dminas em balsamo.
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3.

Peroxidase anti-peroxidase (PAP)

Soros utilizados:

Soro normal de coelho (soro normal) = 1:50

Soro monoclonal de camundongo anti-serotonina (soro primario) = 1:50

Soro de coelho anti-camundongo, conjugado com o complexo PAP (soro secundario) =

1:100

Protocolo:

1. Desparafinar e hidratar os cortes.

2. Banho em tampao PBS (10%, pH 7,2-7,4) por 5°.

3. Bloqueio da peroxidase endogena: banho em solucdo de H,O, 30V a 3,5% em PBS
(3,5 ml H,O; 30V para 100ml de PBS/ 10ml H,O, 30V para 250ml PBS) por 20 -
30°.

4. Trés banhos em PBS por 5’cada.

5. Bloqueio dos sitios de ligacdo antigénica inespecificos.

- enxugar em torno dos cortes. Pingar o soro normal (1:50)

- incubar em camara imida por 20 — 30’ a temperatura ambiente.

6. Enxugar o excesso - pingar o soro primario (1:50).

- incubar em cdmara umida a 4 C porl6h ou & temperatura ambiente por 2h.

7. Trés banhos em PBS por 5’ cada.

8. Enxugar o excesso. Pingar soro secundario (1:100) por 30’ a temperatura ambiente.

9. Dois banhos em PBS por 5’ cada.

10. Revelagdo: 25mg DAB em100ml de PBS.

Pesar na hora ou usar solucdo concentrada congelada (25mg/ml)
Homogeneizar.

Adicionar 200ul de H,O, 40V.

Incubar por 5°.

Controlar ao microscépio.

11. Colocar as laminas em PBS para interromper a revelagao.

12. Contracorar com hematoxilina diluida 5X por 1°.

13. Lavar, desidratar e montar.

Obs.: Nas trés técnicas descritas (Grimelius, Masson Fontana modificada e PAP)
foram utilizadas laminas controle, com corte de estomago de suino.
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