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Resumo

SARTORI, Sirlene Souza Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
fevereiro de 2009. Morfologia do tubo digestivo da lagartixa Hemidactylus
mabouia Moreau de Jonnés, 1818 (Squamata: Gekkonidae). Orientador:
Clévis Andrade Neves. Co-orientadores: Claudio César Fonseca e Sérgio Luis
Pinto da Matta.

Hemidactylus mabouia é a espécie de lagartixa mais amplamente distribuida
no Brasil, sendo comum em ambientes antropicos, o que torna facil seu uso como
modelo para estudo dos répteis. Assim, visando descrever morfologicamente o tubo
digestivo de H. mabouia, foram utilizados 17 exemplares adultos, sendo coletados
fragmentos do es6fago, da transicdo esb6fago-gastrica, do estbmago e dos
intestinos delgado e grosso, que foram processados conforme métodos rotineiros
para andlises anatdmica, histolégica, histoquimica e ultra-estrutural. Seccdes
histologicas foram coradas com azul de toluidina ou submetidas a técnicas para
deteccdo de glicoconjugados, proteinas, atividade da fosfatase alcalina,
mitocbncrias e células enddcrinas argiréfilas e argentafins. O es6fago de H.
mabouia é um 6rgdo tubular retilineo, com a porgéo cranial mais dilatada, o que
facilita a degluticdo de presas inteiras e concorre para a rapida desobstrucdo da
cavidade bucofaringeana. O estbmago tem forma de “J”, com uma extensa regido
fundica, que pode ser subdividida em fundica oral e fundica aboral, e uma curta
regido pilérica. A presenca de macréfagos na superficie gastrica constitui fato
singular e reflete a necessidade de defesa no Iimen. Como o dos demais répteis
carnivoros, o intestino de H. mabouia é curto, sendo o intestino delgado mais longo
e convoluto que o intestino grosso, que possui um célon bastante dilatado seguido
por um reto curto. O epitélio de revestimento esofagico € pseudo-estratificado
ciliado com células secretoras de mucinas acidas e neutras; na transicdo eséfago-
gastrica ha mistura deste tipo epitelial com o epitélio simples prismatico
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mucossecretor de mucinas predominantemente neutras; no estdbmago é simples
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prismatico mucossecretor de mucinas neutras; no intestino delgado é simples
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prismético com células absortivas e células mucossecretoras de mucinas &cidas e
neutras; no intestino grosso as células absortivas sdo escassas, sem borda estriada
ou com borda muito reduzida, e as células mucossecretoras sdo abundantes. No
esbfago, a lamina propria € delgada e aglandular; na transicdo eséfago-gastrica se
torna espessa e preenchida por glandulas acinosas simples ramificadas, com
células mucossecretoras de mucinas neutras e células zimogénicas produtoras de
pepsinogénio. Essas glandulas multicelulares ndo foram observadas em varios
répteis, mas foram descritas em muitos anfibios anuros, o que pode estar
relacionado com o habito alimentar desses animais. No estdbmago, a regido fundica
oral apresenta extensas glandulas tdbulo-acinosas simples ramificadas, que se
tornam menores, menos ramificadas e mais tubulares na fandica aboral, e séo
tubulares simples e curtas na pilérica. As glandulas fandicas possuem células
mucossecretoras de mucinas neutras e células oxintopépticas, que diferem da
fundica oral para aboral em relacdo a densidade de granulos de zimogénio e
mitocéndrias, indicando a existéncia de um gradiente de secrecdo de pepsinogénio
e acido cloridrico. As glandulas piléricas possuem apenas células mucossecretoras
de mucinas neutras e células enddcrinas argirdfilas e argentafins, que também
foram observadas dispersas no epitélio de revestimento e nas glandulas de outros
segmentos do tubo digestivo, exceto no eséfago. Curiosamente, células argentafins
mas nao argiréfilas foram localizadas na transicdo eséfago-gastrica. No intestino

ndo ha vilosidades nem criptas de Lieberkihn.
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Abstract

SARTORI, Sirlene Souza Rodrigues, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2009. Morphology of the alimentary canal of the gecko
Hemidactylus mabouia Moreau de Jonneés, 1818 (Squamata: Gekkonidae).
Advisor: Clévis Andrade Neves. Co-advisors: Claudio César Fonseca and
Sérgio Luis Pinto da Matta.

Hemidactylus mabouia is the gecko species more thoroughly distributed in
Brazil, being common in anthropic atmospheres, what turns easy its use as model
for study of the reptiles. Likewise, aiming at to describe morphologically the
alimentary canal of H. mabouia, 17 adult specimens were used, being collected
fragments of the esophagus, of the oesophagogastric transition, of the stomach and
of the small and large intestines, that were processed according to routine methods
for anatomical, histological, histochemical and ultra-structural analyses. Histological
sections were stained with Toluidine Blue or submitted to techniques for
identification of glycoconjugates, proteins, alkaline phosphatase activity,
mitochondria and argyrophil and argentaffin endocrine cells. The esophagus of H.
mabouia is a tubular straight-lined organ, with the cranial portion more dilated, what
favours the ingestion of whole preys and contributes to a rapid clearance of the
bucco-pharyngeal cavity. The stomach has "J" form, with a long fundic region, which
can be subdivided in oral fundic and aboral fundic, and a short pyloric region. The
presence of macrophages in the gastric surface constitutes singular fact and reflects
the defense need against invader microorganisms. As the one of the other
carnivorous reptiles, the intestine of H. mabouia is short, being the small intestine
more long and convoluted that the large intestine, that possesses a quite dilated
colon followed for a short rectum. The oesophageal covering epithelium is
pseudostratified with cells that secrete neutral and acid mucins; at the
oesophagogastric transition there is a mixture of this epithelium with mucus-
secreting prismatic simple epithelium, whose cells secrete neutral mucins

predominantly; in the stomach it is prismatic simple secreting neutral mucins; in the



small intestine it is prismatic simple with absorptive cells and mucous cells secreting
acid and neutral mucins; in the large intestine the absorptive cells are scarce,
without brush border or with very short brush border, and the mucus-secreting cells
are abundant. In the esophagus, the lamina propria is thin and aglandular; in the
esophagus-gastric transition it becomes thick and filled by branched simple acinous
glands, with mucous cells secreting neutral mucins and zymogenic cells producing
of pepsinogen. Those multicellular glands were not observed in several reptiles, but
they were described in many anuran amphibians, what can be related with the food
habit of those animals. In the stomach, the oral fundic region presents long tubular-
acinous ramified simple glands, that become smaller, less ramified and more tubular
in the aboral fundic region, and they are short tubular simple in the pyloric region.
The fundic glands possess mucous cells secreting neutral mucins and
oxynticopeptic cells, which differ of the oral fundic for aboral fundic in relation to the
density of zymogen granules and mitochondria, indicating the existence of a
secretion gradient of pepsinogen and hydrochloric acid. The pyloric glands just
possess mucous cells secreting neutral mucins and argyrophil and argentaffin
endocrine cells, which were also observed dispersed in the coating epithelium and
in the glands of other segments of the alimentary canal, except in the esophagus.
Surprisingly, argentaffin but non argyrophil cells were located in the
oesophagogastric transition. In the intestine there are neither villi nor Lieberkiihn

crypts.



1. Introducéo Geral

Hemidactylus mabouia, vulgarmente conhecida por lagartixa ou taruira, é
uma espécie originaria da Africa e indroduzida na América. No Brasil, foi introduzida
possivelmente por volta do século XVIII através dos navios negreiros (Kluge, 1969),
e hoje ocorre em todas as regides do pais (Vanzolini, 1978).

E uma espécie de habitos noturnos que pode ser faciimente encontrada
perto de fontes de luz (Vitt, 1995). Ela se alimenta de artrépodos, sendo os itens
mais importantes baratas, grilos, gafanhotos, mariposas, tatuzinhos e formigas
(Vanzolini et al., 1980). Passa boa parte do tempo imdvel, & espreita de suas
presas, podendo se aproximar das mesmas lentamente para depois captura-las
com uma rapida mordida (Vitt, 1995).

Hemidactylus mabouia (Fig. 1) estd geralmente associada a habitats
antropicos ou periantropicos, sendo bastante comum em habitacdes humanas
(Vanzolini et al., 1980). Também pode ser encontrada em ambientes naturais de
varios biomas brasileiros (Rocha et al. 2002; Borges-Nojosa e Caramaschi, 2003;
Quintela et al., 2006) e sua ocorréncia dentro de areas de florestas pode estar
limitando o sucesso ecoldgico de lagartixas nativas (Teixeira, 2002; Almeida-Gomes

et al. 2008).

Figura 1: Exemplar adulto de Hemidactylus mabouia.



A respeito do trato digestivo, os estudos morfoldgicos sdo importantes para
se entender os processos digestivos de que o animal dispde para a sua nutricéo,
além de servirem como ferramentas adicionais para os estudos fisioldgicos,
patolégicos e filogenéticos. Dentre os aspectos relativos ao trato digestivo, é
particularmente importante a realizagdo de estudos envolvendo as células
enteroenddcrinas, uma vez que o controle dos eventos secretores e motores
envolvidos na digestdo e absorcdo dos nutrientes dependem da acdo do sistema
endaocrino.

As células enteroenddcrinas sdo encontradas no epitélio de revestimento do
tubo digestivo e parecem ser 0s receptores primarios para o controle da fisiologia
digestiva em funcéo do tipo de alimento ingerido (Raybould, 1998; Furness et al.,
2004). Dentre as células enteroenddcrinas destacam-se as células enterocromafins,
produtoras de serotonina, que constituem a populacdo predominante do sistema de
células enddcrinas do aparelho digestorio (Sjolund et al., 1983). A serotonina é
conhecida por atuar estimulando a contracdo da musculatura lisa do trato
gastrointestinal e por provocar a secre¢do exoécrina. De acordo com Polak et al.
(1993), as células enteroendécrinas podem ser classificadas em argentafins
(capazes de reduzir diretamente solucGes de prata) e argiréfilas (capazes de
absorver sais de prata, que entdo podem ser reduzidos por adicdo de uma
substancia quimica com capacidade redutora). Conforme Santos e Zucoloto (1996),
as células produtoras de serotonina sao argentafins.

Existem varios trabalhos com H. mbouia referentes a distribuicdo geografica
e populacional (Powell et al., 1998; Klowden, 2002; Van-Dyke, 2004), a aspectos
ecolégicos e comportamentais (Hatano et al., 2001; Rocha et al., 2002; Regalado,
2003; Teixeira et al., 2003), a aspectos relativos a reproducado (Krysko et al., 2003),
sobre a presenca de endoparasitas intestinais (Upton et al., 1992; Lainson e
Paperna, 1999; Goldberg e Bursey, 2000) e de ectoparasitas da pele (Rivera et al.,

2003). Porém, sao poucos os trabalhos que retratam a biologia dessa espécie, a
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exemplo do trabalho de Zamith (1952) sobre a morfologia do es6fago; o de Punzo
(2001) sobre a fisiologia digestiva; e o de Meyer et al. (2002) sobre a fisiologia da
cauda original e regenerada.

Assim, faz-se necesséario o estudo morfolégico do tubo digestivo de H.
mabouia, espécie que é facilmente acessivel e que pode ser usada como modelo

para estudo dos répteis.
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2. Objetivos

Descrever aspectos anatdmicos, histolégicos, histoquimicos e ultra-

estruturais do tubo digestivo de Hemidactylus mabouia.



Capitulo 1

Morfologia do es6fago e da transicdo esé6fago-gastrica da lagartixa

Hemidactylus mabouia (Moreau de Jonnés, 1818) (Squamata: Gekkonidae)



RESUMO. Dezessete exemplares adultos da lagartixa Hemidactylus mabouia foram
eutanasiados e fragmentos do esdfago e da transicdo esbéfago-gastrica foram
coletados e processados conforme métodos rotineiros para analises anatbémica,
histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural. Secg¢des histologicas foram coradas com
azul de toluidina ou submetidas a técnicas para identificacdo de células enddcrinas
argirdfilas e argentafins e para deteccdo de proteinas e glicoconjugados. O esbéfago
de H. mabouia é um 6rgédo tubular retilineo, com aproximadamente 10 mm de
comprimento. A por¢ao cranial é mais dilatada e ndo ha esfincteres em ambas as
extremidades. O revestimento interno apresenta pregas longitudinais delgadas, que
se espessam na transicdo esdfago-gastrica. O epitélio de revestimento esoféagico €
pseudo-estratificado ciliado com células secretoras de mucinas acidas e neutras, ja
na transicao esodfago-gastrica ha mistura deste tipo de epitélio com epitélio simples
prismatico mucossecretor, cujas células secretam mucinas predominantemente
neutras. As células mucossecretoras do eséfago tém superficie ovalada, enquanto
as da transicdo apresentam superficie poligonal. A membrana basal esta ausente
ou é pouco evidente. No esbfago, a lamina prépria é delgada e aglandular,
enquanto na transicdo es6fago-gastrica ela se torna espessa e preenchida por
glandulas acinosas simples ramificadas, compostas por células mucossecretoras de
mucinas neutras e células zimogénicas, além de células enddcrinas argentafins.
Estas ultimas também foram observadas no epitélio da superficie, porém em menor
namero. Células argiréfilas ndo foram encontradas. A muscular da mucosa e a
tunica muscular, formadas por musculo liso, se tornam mais desenvolvidas em
direcdo ao estdbmago.

Palavras-chave: anatomia, histologia, histoquimica, ultra-estrutura, eséfago,

lagartixa.
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Introducéo

Hemidactylus mabouia é uma espécie exdtica proveniente da Africa que
chegou ao Brasil possivelmente por acdo antropogénica, durante as grandes
navegacgOes iniciadas no periodo colonial (Vanzolini, 1968; Carranza e Arnold,
2006). Adaptou-se bem no territorio brasileiro e hoje é encontrada em todas as
regibes, sendo a espécie de lagartixa com maior distribuicdo pelo pais.
Hemidactylus mabouia se alimenta de ampla variedade de artrépodes, apresenta
imensa plasticidade no uso de distintos habitats e possui grande potencial
reprodutivo, caracteristicas fundamentais para a colonizacdo e o estabelecimento
desta espécie em novos ambientes (Zamprogno e Teixeira, 1998; Vanzolini et al.,
1980; Bock, 1996).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com esta espécie, alguns
referentes a sua distribuicdo geografica (McCranie e Wilson, 2000; Klowden, 2002;
Van-Dyke, 2004), outros relacionados a aspectos ecolégicos e comportamentais
(Hatano et al.,, 2001; Rocha et al.,, 2002; Regalado, 2003) ou a presenca de
parasitas (Lainson e Paperna, 1999; Goldberg e Bursey, 2000; Rivera et al., 2003),
mas raros sdo os trabalhos morfolégicos, a exemplo do estudo comparativo do
esbfago de vertebrados realizado por Zamith (1952).

Estudos morfolégicos sdo fundamentais para o conhecimento da biologia
das espécies, além de proverem uma ferramenta adicional em andalises fisioldgicas,
patologicas e filogenéticas. Dentre os estudos morfolégicos, os que abordam a
estrutura do aparelho digestério sdo de especial importancia para se entender os
processos digestivos de que o animal dispde para a sua nutricdo. Assim, o presente
estudo foi realizado com o objetivo de descrever morfologicamente o eséfago e a

transicdo esbfago-gastrica de H. mabouia.
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Material e Métodos

O material biolégico consistiu em 17 exemplares adultos de Hemidactylus
mabouia (Moreau de Jonnés, 1818) (Squamata: Gekkonidae), com comprimento
rostro-cloacal de 50-70 mm, dentre machos e fémeas, coletados no periodo de
janeiro a dezembro de 2007 (numero da Licenca do IBAMA: 10504-1) na area
urbana de Vigosa, Minas Gerais — Brasil (20°45'14" sul, 42°52'55" oeste). ApGs dois
dias de jejum, os animais foram eutanasiados com uma superdosagem de
pentobarbital injetada intraperitonialmente e a cavidade peritonial foi exposta por
meio de uma inciséo longitudinal mediana na regido ventral. Todo o experimento foi
conduzido de acordo com os “Principios Eticos para o Uso de Animais de
Laboratério” (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, 1991).

Por meio de um paquimetro foram feitas medicdes do comprimento e
didmetro dos segmentos considerados.

Para andlise anatbmica do revestimento interno, o eséfago e a transicao
esbfago-gastrica de quatro animais foram incisados longitudinalmente, visualizados
sob microscopio estereoscopico (SZ-40, Olympus) e fotografados com uma camera
digital (Coolpix 4500, Nikon) acoplada ao referido microscépio.

Para andlises histoldgica e histoquimica, foram coletados fragmentos das
regibes cranial, média e caudal do es6fago e da regido de transicao esbfago-
gastrica de seis animais. Os fragmentos foram lavados em solucdo de tampao
fosfato (pH 7.2) e imediatamente fixados em formalina de Carson (Carson et al.,
1973), por 24 horas. Os fragmentos foram desidratados em série etilica, incluidos
em resina a base de glicol-metacrilato (Historesin®, Leica) e seccionados com
micrétomo rotativo manual (RM2045, Leica), obtendo-se secc¢des de 3um de
espessura. As seccbes foram coradas com azul de toluidina, visando a descri¢ao
panoramica, ou submetidas aos seguintes métodos histoquimicos: alcian blue (AB)

pH 2,5 e pH 0,5 para deteccdo de mucinas acidas e mucinas acidas sulfatadas,
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respectivamente (Bancroft e Stevens, 1996); acido periddico de Schiff (PAS) para
mucinas neutras (Pearse, 1968); alcian blue conjugado com acido periédico de
Schiff para deteccdo simultanea de mucinas acidas e neutras (McManus e Mowry,
1960); xylidine de Ponceau (XP) para proteinas (Mello e Vidal, 1980); Grimelius
para células enddcrinas argiréfilas (Grimelius e Wilander, 1980) e Masson-Fontana
modificado (Barbosa et al., 1984) para as células argentafins, tendo como controle
positivo segmentos de estdbmago e duodeno de camundongo, processados sob as
mesmas condicfes. A observacdo e o registro fotografico das seccbes foram
realizados em microscépio 6ptico (BX60, Olympus), com camera digital (QColor 3,
Olympus) acoplada.

Para andlise ultraestrutural do revestimento interno, foram coletados
fragmentos das regides cranial, média e caudal do es6fago e da regido de transicéo
esbfago-gastrica de quatro animais, os quais foram lavados em solucao de tampao
cacodilato 0.1M (pH 7.4) e imediatamente fixados em solu¢cdo de Karnovsky
(Karnovsky, 1965), por 24 horas. Os fragmentos foram desidratados em série
etilica, secados até o ponto critico, metalizados com ouro, montados em stubs e
examinados sob microscoépio eletrénico de varredura (MEV, modelo LEO VP1430),
com um sistema de captura para registro das imagens em computador.

Para obtencdo dos dados morfométricos, imagens com resolugdo de
2048x1536 pixels foram analisadas utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus 4.5
(Media Cybernetcs, Inc). A partir das imagens anatdmicas foi mensurada a largura
das pregas. Com base nas imagens histoldgicas e histoquimicas foram mensurados
a frequéncia relativa das células epiteliais, a altura das células ciliadas, o
comprimento dos cilios, a altura e a maior largura das células mucossecretoras, a
espessura da lamina prépria, a espessura da muscular da mucosa e a espessura
da tunica muscular. Por meio das imagens de microscopia de varredura foram
mensurados os diametros maior, menor e médio da superficie das células

mucossecretoras, sendo o diametro médio obtido através da média entre os
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didmetros maior e menor. Os dados morfométricos foram colocados em planilha
eletrénica (Microsoft Office Excel 2003), sendo obtidos a média e o desvio padréo.
Para observacdo do batimento dos cilios, o revestimento interno do esbéfago
de trés animais anestesiados com pentabarbital foi exposto por meio de uma
incisdo longitudinal mediana e mantido a uma elevagcdo de 45° no sentido cranio-
caudal. Ap6s lavagem do revestimento interno com solucao salina para retirada do
muco, foi pulverizada pequena quantidade de carvdo ativo sobre o epitélio. Sob
microscopio estereoscopico, foram analisados o sentido e a velocidade da

conducao ciliar tomando como referéncia o deslocamento do p6 de carvéao.

Resultados

Aspectos anatémicos

O esbéfago de H. mabouia é um tubo retilineo (Fig. 1A), com 10,5 £ 3,0 mm
de comprimento, que se estende ao longo da linha mediana dorsalmente a traquéia
e ao coracdo. A regido cranial é dilatada, com 5,5 £ 2,5 mm de didmetro, enquanto
as regibes seguintes sdo mais estreitas, com 1,4 + 0,4 mm de diametro. N&o
existem esfincteres ou valvas em ambas as extremidades do es6fago. A transicao
esbfago-gastrica (Fig. 1A) é marcada por um aumento sutil e gradual do diametro
em dire¢do ao estbmago.

No revestimento interno esofagico, ha cerca de 12 pregas longitudinais,
retilineas e delgadas, medindo 0,16 + 0,04 mm de largura (Fig. 1B). Na regido de
transicdo esb6fago-gastrica, as pregas se tornam mais largas, 0,30 £ 0,07 mm, e

menos numerosas, em torno de oito (Fig. 1C).
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Aspectos histoldgicos e histoquimicos

A parede do esbéfago é constituida de quatro tunicas: mucosa, submucosa,
muscular e serosa (Fig. 2A). A mucosa é revestida por epitélio pseudo-estratificado
(Fig. 2B), composto por células ciliadas, células mucossecretoras e células basais.

As células ciliadas sdo prisméaticas, altas (39,2 + 5,4 um), com a porcao
apical mais dilatada em relacdo as por¢cbes média e basal, que ficam estreitadas
em funcdo da presenca das demais células epiteliais. Elas ndo apresentaram
nenhuma reacdo mediante as técnicas histoquimicas utilizadas. Os cilios sao
relativamente longos (5,5 + 1,0 um) e estdo densamente distribuidos no é&pice
dessas células, sendo distintos os corpusculos basais, que aparecem formando
uma linha continua nas seccdes coradas com azul de toluidina (Fig. 2B). Por meio
da experimentacdo com pé de carvao, verificou-se que os cilios se movimentam no
sentido créanio-caudal e conduzem o material a uma velocidade de 200 um por
segundo.

As células mucossecretoras estdo intercaladas com as células ciliadas e
encontram-se aproximadamente na mesma proporcdo que essas. A altura (35,0 +
6,3 um) e a largura (6,8 = 2,0 um) das células mucossecretoras variam conforme
seu estado de replecdo. De modo geral, elas apresentam as porcdes média e
apical, em especial a média, mais dilatadas que a por¢cdo basal, em razdo do
acumulo de granulos de secrecdo. No epitélio entre as pregas essas células sdo
predominantemente esféricas. Seu nucleo é pequeno e se encontra deslocado para
a parte basal da célula, apresentando formato trapezoidal ou de “meia-lua”’. Seu
citoplasma é metacromatico e esta repleto de granulos de secrecao, distribuidos
homogeneamente acima do nucleo (Fig. 2B). Ha dois tipos de granulos: granulos
grandes fortemente AB-positivos (Fig. 2C), e granulos pequenos fracamente PAS-
positivos (Fig. 2D). A maioria das células mucossecretoras € mista, apresentando

os dois tipos de granulos (Fig. 2E).
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As células basais encontram-se abaixo da camada de células ciliadas e
mucossecretoras, 0 que resulta na pseudo-estratificacdo. Elas séo piramidais (Fig.
2B) e apresentam um estreito prolongamento apical que se estende por entre as
demais células do epitélio, porém n&o alcanca o lumen. Seu nucleo é triangular ou
achatado, de localizacdo basal. As células basais sdo menos freqiientes que as
outras células epiteliais. Por vezes, o citoplasma supra-nuclear dessas células
apresenta pequenos granulos PAS-positivos (Fig. 2D). Algumas figuras mitéticas
(Fig. 2C) foram observadas na camada de células basais.

A parede da transicdo es6fago-gastrica também é constituida pelas tinicas
mucosa, submucosa, muscular e serosa. Nessa regido, o epitélio se altera
gradativamente de pseudo-estratificado ciliado para epitélio simples prismatico
mucossecretor, existindo inicialmente mistura de ambos os tipos epiteliais (Figs. 3A
e B). A medida que se aproxima do estdmago prevalece o epitélio simples
prismatico mucossecretor, cujas células sdo mais baixas (23,3 + 5,0 um) que as do
esbfago e apresentam granulos pequenos, ndo metacromaticos (Fig. 3B),
fortemente PAS-positivos (Fig. 3C) e fracamente AB-positivos (Fig. 3D), densa e
homogeneamente distribuidos no citoplasma supra-nuclear.

No esdfago, a lamina prépria é delgada (6,7 = 2,0 um) e aglandular (Figs. 2A
e E), enquanto na transicdo esbfago-gastrica se torna espessa (72,8 + 8,8 um) e
preenchida por glandulas acinosas simples ramificadas (Figs. 3A-F), cujo ducto é
formado por epitélio simples prismético. Algumas células proliferativas, néo
diferenciadas, foram encontradas entre as células epiteliais dos ductos. As
glandulas sdo compostas por dois tipos celulares principais (Figs. 3A-F): as células
zimogénicas, com granulos grandes, ortocromaticos, XP-positivos, PAS e AB-
negativos; e células mucossecretoras, com granulos menores, PAS e XP-positivos
e AB-negativos. As células zimogénicas estédo localizadas na base das glandulas e

sdo poliédricas, com nucleo basal de formato irregular. As células mucossecretoras
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estdo localizadas no colo das glandulas, possuem formato piramidal ou prismatico
com nucleo triangular ou achatado.

Na transicdo esobfago-gastrica, algumas células claras (Figs. 3C e E),
grandes e de formato variado, com nucleo arredondado a oval, foram observadas
no epitélio de revestimento e nas glandulas, sendo mais frequentes nas glandulas.
Algumas dessas células apresentam um extenso e estreito prolongamento apical
gue alcanca o lumen. A maior parte delas se cora pela técnica de Masson Fontana,
ou seja, sdo células endécrinas argentafins (Figs. 3F e G). Células endécrinas
argiréfilas ndo foram detectadas.

A membrana basal ndo foi identificada ou é pouco evidente ao longo do
esoOfago e da transicao esodfago-géastrica, de modo que a lamina propria se encontra
logo abaixo do epitélio, sendo constituida de tecido conjuntivo frouxo, com vasos
sanguineos e linfaticos de pequeno calibre, mastocitos com granulos
metacromaticos, PAS e AB-positivos, linfocitos isolados e pequenos aglomerados
linfocitarios. Na lamina propria da transicdo esbdfago-gastrica foram observados
também corpos de neurdnios isolados sob as glandulas (Fig. 3E).

No esb6fago, a muscular da mucosa é delgada (5,0 £ 1,5 um), sendo
constituida por uma Unica camada de fibras musculares lisas dispostas
circularmente (Fig. 2A). Na transicdo esodfago-gastrica, ela se torna mais espessa
(11,0 £ 3,3 um), com duas camadas de musculo liso (Figs. 3B e E), uma interna
com disposigao circular e outra externa disposta longitudinalmente.

A tanica submucosa (Fig. 2A) é constituida por tecido conjuntivo frouxo, com
vasos sanguineos e linfaticos, mastocitos, linfécitos e pequenos ganglios nervosos.

Na porc¢ao cranial do eséfago, a tunica muscular é delgada (50,2 + 8,2 um) e
constituida por uma Unica camada de células musculares lisas dispostas
circularmente (Fig. 2A), e nas por¢Oes esofagicas seguintes € acrescida de outra
camada mais externa, com células dispostas longitudinalmente (Fig. 2A). A tlnica

muscular, em especial a camada circular, torna-se mais espessa (102,5 £ 23,0 pm)
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a medida que alcanca a regido de transi¢cdo esbdfago-géstrica. Pequenos ganglios
nervosos foram encontrados entre as camadas musculares ou, no caso da regido
cranial esofagica, externamente a camada circular, em associacdo com a tlnica
serosa.

A tlnica serosa (Fig. 2A) é constituida por uma delgada faixa de tecido

conjuntivo frouxo revestida por mesotélio.

Aspectos ultra-estruturais (MEV)

No revestimento interno do es6fago e da transicdo esdfago-gastrica existem
pregas longitudinais retilineas. O epitélio de revestimento esofdgico apresenta
células ciliadas, células ndo-ciliadas e células basais (Figs. 4A e B). As células
ciliadas sdo densamente cobertas por cilios, de modo que se forma um “tapete”
sobre a superficie, sendo dificil a distincdo individual dos cilios ou mesmo das
células. Os cilios sé@o relativamente longos e muitas vezes se sobrepfe as células
nado-ciliadas. Grande parte das células ndo-ciliadas possui a superficie convexa,
com formato oval e tamanhos variados, sendo o diametro maior de 4,8 + 1,7 ume o
didmetro menor de 2,7 £ 0,9 um. A superficie dessas células ¢é irregular,
apresentando pequenas projecdes de membrana.

Na transicdo esb6fago-gastrica (Fig. 4C) o epitélio de revestimento possui
trechos de epitélio esofagico e trechos de epitélio gastrico, o qual é constituido
unicamente por células nao-ciliadas (Fig. 4D). A maior parte dessas células
apresenta pequenas projecfes na sua superficie, que é convexa, com formato
poligonal e didmetro médio de 4,5 + 0,8 um. Massas de formato irregular e
aparéncia mucosa estao presentes sobre a superficie (Fig. 4C). As aberturas (6stio)

dos ductos glandulares encontram-se nos sulcos entre as pregas (Fig. 4D).
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Figura 1: Anatomia do es6fago e da transicdo esdfago-gastrica de H. mabouia. A- O

esofago (seta dupla), com suas regifes cranial (cr), média (m) e caudal (ca), e a transi¢ao
esoOfago-gastrica (asterisco). s: estbmago; si: intestino delgado. B e C- Revestimento interno

do esbfago e da transi¢do esdfago-gastrica, respectivamente. setas: pregas.
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Figura 2: Histologia e histoquimica do es6fago de H. mabouia. A- Secg¢édo transversal da
parede (azul de toluidina). cabeca de seta: muscular da mucosa; mc: mucosa; ms:
muscular; sm: submucosa; sr: serosa. B- Epitélio de revestimento (azul de toluidina). bc:
célula basal; cc: célula ciliada; mc: célula mucossecretora. C- Epitélio de revestimento
(Alcian Blue pH 0.5). asterisco: muco; cabecas de setas: figuras mitéticas; setas: células
mucossecretoras. D- Epitélio de revestimento (PAS-Alcian Blue). asterisco: muco; setas:
células mucossecretoras. E- Epitélio de revestimento (PAS). bc: célula basal; cc: célula

ciliada; mc: célula mucossecretora.
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Figura 3: Histologia e histoquimica da transicao esbéfago-gastrica de H. mabouia. A- Seccao
longitudinal da parede (PAS-Alcian Blue). cabeca de seta: células mucossecretoras; dc:
ducto; ge: epitélio gastrico; oe: epitélio esofagico; seta: células zimogénicas. B- Secc¢éo
transversal da parede (azul de toluidina). asterisco: muscular da mucosa; cabeca de seta:
células mucossecretoras; dc: ducto; ge: epitélio gastrico; oe: epitélio esofagico; seta: células
zimogénicas; sm: submucosa. C- Tunica mucosa (PAS). asterisco: muco; cabeca de seta:
células mucossecretoras; circulo pontilhado: célula endécrina; dc: ducto; ge: epitélio
gastrico; seta: células zimogénicas. D- Tunica mucosa (Alcian Blue pH 2.5). cabecga de seta:
células mucossecretoras; dc: ducto; ge: epitélio gastrico; seta: células zimogénicas. E-
Tanica mucosa (Xylidine de Ponceau). asterisco: muscular da mucosa; cabeca de seta:
células mucossecretoras; circulo continuo: corpo de neurbnio; circulo pontilhado: célula
enddcrina; seta: células zimogénicas. F- Célula enddcrina argentafim (circulo pontilhado) no
epitélio de revestimento (Masson Fontana). G- Célula endécrina argentafim (circulo

pontilhado) na glandula (Masson Fontana).
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Figura 4: Ultra-estrutura do esodfago e da transicdo es6fago-gastrica de H. mabouia. A-
Revestimento interno do esbdfago. cabegas de setas: células mucossecretoras; setas: cilios
das células ciliadas. B- Detalhe do epitélio de revestimento esofagico em vista lateral.
cabeca de seta: célula mucossecretora; circulo pontilhado: células basais; seta: célula
ciliada. C- Revestimento interno da transicdo es6fago-géastrica. ge: epitélio géastrico; oe:
epitélio esofagico. D- Epitélio de revestimento géstrico. cabecas de setas: aberturas de

ductos glandulares; setas: pregas.
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Discussao

Em Hemidactylus mabouia, o esbéfago representa cerca de um sexto do
comprimento rostro-cloacal. De acordo com Zug (1993), o es6fago de alguns
répteis mede de um quarto a metade do comprimento corporal, como nas cobras e
tartarugas, sendo proporcionalmente mais curto nos répteis com pesco¢co menor.
Além de conduzir o alimento ingerido para o estdbmago, o es6fago também pode
servir para estoca-lo temporariamente (Zug, 1993). Embora o esoéfago de H.
mabouia ndo seja longo como o de outros répteis, ele é bastante distensivel devido
a existéncia das pregas longitudinais e certamente contribui para a estocagem de
alimento, o que é importante uma vez que a lagartixa deglute presas inteiras que
poderiam exceder a capacidade de armazenamento gastrico.

Alguns aspectos do es6fago de H. mabouia sdo similares aos de alguns
anfibios, como o fato da regido cranial ser mais dilatada que as regides seguintes,
semelhante ao apresentado pela ré-verde Rana perezi (Gallego-Huidobro et al.,
1992) e outros anuros (Duellman e Trueb, 1985), que séo preferencialmente
insetivoros e também deglutem presas inteiras. A dilatacdo da regido cranial facilita
a degluticdo das presas capturadas, o que concorre para a rapida desobstrucédo da
cavidade bucofaringeana.

O epitélio pseudo-estratificado ciliado com células mucossecretoras visto no
esb6fago de H. mabouia também foi verificado nos lagartos Tupinambis teguixin
(Zamith, 1952), Lacerta hispanica (Paniagua e Nistal, 1983) e L. lepida (Madrid et
al., 1989) e na maioria dos anfibios (Zamith, 1952; Gallego-Huidobro et al., 1992;
Santana e Menin, 1997; George et al., 1998).

A mistura de tipos epiteliais na regido de transicdo es6fago-gastrica, assim
como em H. mabouia, também foi observada no anfibio Rana perezi (Gallego-
Huidobro e Pastor, 1996), mas nao foi relatada em outros répteis ja estudados

(Zamith, 1952; George et al., 1998; Pereira et al., 2005).
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No esb6fago de H. mabouia, os cilios sdo longos e densamente distribuidos
no apice das células prismaticas, como o relatado para alguns répteis e anfibios
(Zamith, 1952; Gallego-Huidobro et al., 1992). A presenca de células ciliadas é
gquase unanime no esdfago dos répteis e anfibios (Zamith, 1952; Duellman e Trueb,
1985; Pereira et al., 2005; Castro et al., 2008). Para Duellman e Trueb (1985), a
acdo dos cilios conduz a degluticdo de pequenos fragmentos alimentares. Segundo
Pereira et al. (2005), os cilios direcionam o alimento ingerido para o estémago,
auxiliado pelos movimentos peristalticos da musculatura esofagica. Entretanto, tem
sido questionado se a propulséo ciliar poderia de fato contribuir com a degluticao,
tendo sido sugerida para os cilios a funcdo unicamente de limpeza do revestimento
esofagico, ao transportar as camadas de muco e fluidos que formam a interface
entre o epitélio e o limen (Vogel, 1981). Tendo em vista o sentido e a velocidade de
conducao dos cilios no eséfago de H. mabouia, é possivel que realizem tanto a
limpeza da superficie como também auxiliem na degluticdo de pequenas presas.

Assim como no epitélio esofagico de H. mabouia, numerosas células
mucossecretoras foram observadas em outros vertebrados, particularmente em
peixes, anfibios e répteis (Zamith, 1952; Perez-Tomas et al., 1990; Gallego-
Huidobro et al., 1992; George et al., 1998), com formato, tamanho e densidade
variados. Em H. mabouia, a variacdo no tamanho apresentado pela superficie das
células mucossecretoras, certamente se deve aos diferentes niveis de atividade
secretoria; e as massas com aparéncia mucosa vistas sobre a superficie esofagica
podem ser o resultado da secrecdo de células mucossecretoras. O muco possui
duas funcgdes principais: lubrificar o alimento, facilitando a sua passagem ao longo
do canal esofagico e prevenir danos mecanicos durante a degluticdo (Duellman e
Trueb, 1985), funcdo especialmente importante em espécies como H. mabouia, que
deglutem presas inteiras. Segundo Rhodes et al. (1985), as mucinas acidas podem
proteger contra as glicosidases da saliva, assim como o muco intestinal confere

protecdo contra a acdo degradativa de glicosidases fecais. Conforme Madrid et al.
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(1989), as mucinas &cidas sulfatadas podem cumprir um papel citoprotetor contra o
refluxo géstrico, uma vez que foi reportado por Tobey et al. (1986) que ions sulfato
protegem o epitélio esofagico contra as injarias acidas. As células mucossecretoras
do es6fago de H. mabouia, que se mostraram positivas ao alcian blue (pH 2,5 e
0,5), possivelmente estdo envolvidas com essas funcdes protetoras.

A camada de células basais encontrada no es6fago de H. mabouia também
foi verificada em outras espécies reptilianas e em anfibios (Zamith, 1952; Madrid et
al., 1989; Santana e Menin, 1997; George et al., 1998). As células basais sdo
responsaveis pela renovacdo celular do epitélio esofagico (Zamith, 1952). Ja na
regido de transicdo estfago-gastrica, onde a camada basal ndo esta presente, as
células-tronco responsaveis pela renovacdo celular estdo posicionadas entre as
células do ducto e as do colo das glandulas, onde foram observadas divisdes
celulares.

Diferentemente do mencionado para os saurios estudados por Zamith
(1952), a membrana basal ndo estd presente ou é pouco evidente na mucosa
esofagica de H. mabouia, como no lagarto Anguis fragilis (Greschick, 1917, citado
por Zamith, 1952). Segundo este autor, tal fato se deve ao acumulo linfocitario na
base do epitélio e na lamina prépria subjacente. Em H. mabouia, embora os
linfécitos sejam numerosos eles ndo constituem aglomerados com frequéncia, de
modo que nao poderiam ser 0s responsaveis pela pouca nitidez da membrana
basal. Uma explicacdo para esse fato pode ser a espessura da membrana basal,
que estaria abaixo do poder de resolucdo da microscopia éptica, ou a sua
constituicdo, que seria diferente daquela encontrada em outros vertebrados, ndo
sendo possivel detecta-la pelas técnicas utilizadas.

Assim como em H. mabouia, a lamina prépria esofagica é delgada e
aglandular em outros répteis, a exemplo dos lagartos Tupinambis teguixin (Zamith,
1952) e Lacerta lepida (Madrid et al., 1989), da anfisbena Leposternon

microcephalum (Zamith, 1952), da tartaruga Mauremys caspica (Madrid et al., 1989)

26



e das serpentes Bothrops jararaca, Eudryas bifossatus bifossatus e Constrictor
constrictor (Zamith, 1952).

Em H. mabouia existem glandulas multicelulares, contendo dois tipos
principais de células, na regido de transicdo es6fago-géastrica. Diferentemente, tais
glandulas nao foram observadas em varios répteis, incluindo quelénios, ofidios e
outros saurios (Zamith, 1952; Madrid et al., 1989; George et al., 1998; Pereira et al.,
2005). Por outro lado, muitos anfibios anuros, especialmente os das familias
Hylidae e Bufonidae, apresentam glandulas multicelulares na porcdo caudal do
eso6fago similares aquelas de H. mabouia (Zamith, 1952; Gallego-Huidobro et al.,
1992; George et al., 1998; Castro et al., 2008). De acordo com os autores citados,
essas glandulas secretam muco por meio das células mucossecretoras presentes
no colo da glandula e pepsinogénio pelas células zimogénicas situadas na base.
Igualmente, as células PAS-positivas do colo das glandulas de H. mabouia
secretam mucinas neutras, enquanto as células basais XP-positivas provavelmente
produzem pepsinogénio. Segundo Suganuma et al. (1981), as mucinas secretadas
conferem protecao contra possiveis danos a mucosa. Quanto ao pepsinogénio, ndo
se sabe sobre a funcéo dessa enzima no esbéfago, visto que a secrecédo de HCI esta
restrita ao estbmago (Vonk, 1964), e nem mesmo se existe homologia entre tais
glandulas e as glandulas gastricas dos vertebrados superiores (Andrew e Hickman,
1974). Segundo Reeder (1964), o pepsinogénio secretado pelas glandulas
esofagicas atua no estdmago juntamente com o pepsinogénio secretado pelas
glandulas gastricas, propiciando, ap6s o contato com o meio acido, o aumento da
concentracdo de pepsina. De acordo com Duellman e Trueb (1985), o muco
alcalino secretado na cavidade bucofaringeana e no eséfago impede a digestdo
proteolitica antes da acidificacdo gastrica. A mesma inferéncia pode ser estendida a
H. mabouia, visto que as células mucossecretoras do revestimento superficial e dos
ductos, assim como as do colo das glandulas, secretam principalmente mucinas

neutras.
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Na porcdo caudal do esdfago do lagarto Tropidurus torquatus, do cagado
Hydraspis sp. e das tartarugas Testudo denticulata (Zamith, 1952) e Testudo
graeca (Madrid et al, 1989) foram localizadas glandulas pluricelulares contendendo
um unico tipo de célula, com aspecto mucoso, cuja funcéo é unicamente lubrificar o
canal esofagico. Essas glandulas, particularmente as dos quelbnios, se
assemelham as glandulas que aparecem no esodfago da maioria das aves (Zamith,
1952; David et al., 1992; George et al., 1998). Estudos realizados por Imai et al.
(1992) procuraram correlacionar filogeneticamente as glandulas esofagicas dos
répteis com as das aves, entretanto, conforme Zamith (1952), as semelhancas
existentes no padrao das glandulas de répteis e aves nao séo suficientes para uma
correlacao filogenética, podendo estar relacionadas com o habito alimentar dessas
espécies. Da mesma forma pode ser entendido o compartiihamento de
caracteristicas entre alguns répteis e anfibios, assim, as glandulas esofagicas de H.
mabouia e dos anfibios anuros provavelmente refletem o amplo espectro alimentar
desses animais, bem como a ingestédo de presas inteiras.

Embora alguns autores afirmem que as células argentafins sejam
obrigatoriamente argirdfilas (Santos e Zucoloto, 1996), foram detectadas somente
células argentafins em H. mabouia, restritas a regido de transicdo esdfago-gastrica.
Diferentemente, os estudos de Pereira et al. (2005) revelaram células argentafins e
argiréfilas no epitélio esofagico do mucua Kinosternon scorpioides, ndo somente na
regido de transi¢cdo esodfago-gastrica como também ao longo do esbfago. Células
argentafins e argirofilas também foram observadas na mucosa esofagica da
serpente Xenodon merremii (Ferri et al., 1976). Por outro lado, estudos feitos por
Nada et al. (1984) revelaram que a mucosa esofagica da ra-touro Rana catesbeiana
possui células argentafins que ndo sao argiréfilas. De acordo com Grimelius e
Wilander (1980), as células argentafins sdo produtoras de serotonina. Segundo El-
Salhy et al. (1985), células imunorreativas a serotonina tém sido identificadas no

tubo digestivo de todas as espécies de vertebrados ja pesquisadas, 0 que sugere
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gue essas células se estabeleceram nos estagios iniciais da evolucdo dos
vertebrados. A serotonina € conhecida por estimular a contracdo da musculatura
lisa do tubo digestivo e também pode estar envolvida no mecanismo regulatério do
movimento ciliar no es6fago (Perez-Tomas et al., 1989).

Um aspecto interessante observado no es6fago de H. mabouia foi a
presenca de corpos de neurdnios na lamina proépria, tendo em vista que o plexo
mucoso geralmente ndo é ganglionado (Furness e Costa, 1980). Dada a localizacao
dos neurdnios na lamina prépria da lagartixa, provavelmente eles estdo envolvidos
com o controle da secrecdo das glandulas esofagicas.

No esbéfago de H. mabouia, a muscular da mucosa € pouco estruturada na
regido cranial, porém se torna mais espessa em direcdo a regido de transicao
esbfago-gastrica, onde estdo presentes as glandulas, de modo que a contracdo da
muscular da mucosa nessa regido provavelmente auxilia na atividade secretéria
glandular. A muscular da mucosa esta ausente ou é pobremente desenvolvida no
esbfago de alguns vertebrados, como nas tartarugas (Andrew e Hickman, 1974) e
em alguns anfibios (Santana e Menin, 1997; George et al., 1998; Castro et al.,
2008) e peixes (Menin et al., 2006).

O plexo nervoso submucoso do es6fago de H. mabouia, embora composto
por pequenos ganglios, é mais desenvolvido que o de alguns mamiferos, como o do
rato Wistar, que ndo possui corpos neuronais (Alcantara e Oliveira, 1964). Da
mesma forma que o plexo submucoso, o plexo mioentérico do es6fago de H.
mabouia ndo € muito desenvolvido, apresentando pequenos ganglios nervosos,
com poucos corpos neuronais. Ja nos vertebrados superiores, independentemente
do segmento do tubo digestivo, o plexo mioentérico € mais bem estruturado e
composto por maior nimero de neurdnios que o submucoso (Alcantara e Oliveira,
1964; Furness e Costa, 1980). O plexo submucoso € conhecido por regular as
secrecdes e o fluxo sanguineo e o mioentérico, por controlar os movimentos

peristélticos.
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A tdnica muscular do esdfago de H. mabouia é composta inteiramente por
musculo liso, de modo semelhante & tlnica muscular da maioria dos répteis,
anfibios e aves (Duellman e Trueb, 1985; George et al., 1998; Pereira et al., 2005;
Castro et al., 2008) e diferentemente a da maioria dos peixes e mamiferos (George
et al., 1998). O espessamento da tdnica muscular, em especial da camada circular,
em direcdo a regido de transicdo esb6fago-gastrica, também foi observada em
outros répteis (George et al., 1998). De acordo com Zug (1993), em algumas
espécies a propulsdo do alimento até o estbmago € devida as contracdes
peristalticas da tanica muscular; jA em outras, uma combinagdo da gravidade e o
movimento corporal extrinseco sdo responsaveis pela progresséo do alimento. Em
H. mabouia pode-se acrescentar ainda a atuagdo dos cilios que, como ja
mencionado, possivelmente auxiliem na degluticdo de pequenas presas.

Concluindo, o es6fago de H. mabouia possui epitélio pseudoestratificado
ciliado com células secretoras de mucinas acidas e neutras, ja a regiao de transi¢ao
esbfago-gastrica apresenta mistura de epitélio esofagico com epitélio caracteristico
de estdmago, simples prisméatico mucossecretor de mucinas neutras. A lamina
prépria esofagica € delgada e aglandular, ja a lamina prépria da regido de transi¢ao
€ espessa e contém glandulas acinosas simples ramificadas, compostas por células
secretoras de mucinas neutras e células zimogénicas produtoras de pepsinogénio.
A presenca de células enddcrinas argentafins e nao argiréfilas constitui fato
intrigante, assim como a presengca de corpos neuronais nas tlnicas mucosa e
serosa e a auséncia da membrana basal. As similaridades observadas entre H.
mabouia e outros répteis, em particular outros séurios, podem ser decorrentes das
proximidades filogenéticas entre eles ou de adaptacbes em funcdo do tipo de
alimento disponivel; jA as similaridades existentes entre H. mabouia e alguns
anfibios, em epecial os anuros, possivelmente sédo reflexos do mesmo habito

alimentar.
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Capitulo 2

Morfologia do estémago da lagartixa Hemidactylus mabouia (Moreau de

Jonnes, 1818) (Squamata: Gekkonidae)
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RESUMO. Quatorze exemplares adultos da lagartixa Hemidactylus mabouia foram
eutanasiados e fragmentos das regibes gastricas foram coletados e processados
conforme métodos rotineiros para analises anatémica, histolégica, histoquimica e
ultra-estrutural. Secc¢bes histologicas foram coradas com azul de toluidina ou
submetidas a técnicas para detec¢do de glicoconjugados e proteinas, mitocéndrias
e células enddcrinas argirdéfilas e argentafins. O estdmago de H. mabouia tem forma
de “J” e pode ser dividido nas regifes fundica oral, fundica aboral e pilérica. No
revestimento interno ha pregas longitudinais espessas e convolutas, além de
numerosas pregas menores, ramificadas e anastomosadas. O epitélio de
revestimento é simples prismatico mucossecretor de mucinas neutras. Na lamina
propria da regido fundica oral ha extensas glandulas tubulo-acinosas simples
ramificadas, que se tornam menores, menos ramificadas e mais tubulares na regido
fundica aboral, e sdo tubulares simples e curtas na regido pilérica. As glandulas
fundicas possuem colo e base diferenciados, sendo o colo composto por células
mucossecretoras de mucinas neutras e a base constituida por células
oxintopépticas. As células oxintopépticas da regido fundica oral apresentam muitos
granulos de zimogénio, enquanto as da regido fandica aboral apresentam poucos
granulos zimogénicos e muitas mitocéndrias, 0 que sugere a existéncia de um
gradiente de secrecdo de pepsinogénio e acido cloridrico. As glandulas pil6ricas
possuem somente células mucossecretoras de mucinas neutras e células
enddcrinas, tanto argiréfilas quanto argentafins. As células endocrinas também
estdo presentes nas demais regides, porém em menor freqiéncia.

Palavras-chave: anatomia, histologia, histoquimica, ultra-estrutura, estémago,

lagartixa.
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Introducéo

No Brasil existem trés espécies de lagartixas do género Hemidactylus: H.
mabouia, H. agrius e H. palaichthus (Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2008),
sendo que H. mabouia possui ampla distribuicdo, com populacdes estabelecidas
ndo apenas em &reas antropicas mas também em ambientes naturais de varios
biomas brasileiros (Vitt, 1995; Teixeira, 2001; Rocha et al., 2002; Borges-Nojosa e
Caramaschi, 2003; Quintela et al., 2006; Almeida-Gomes et al. 2008).
Hemidactylus mabouia € uma espécie exotica no Brasil e a sua ocorréncia dentro
de areas de florestas pode estar limitando o sucesso ecoldgico de lagartixas nativas
(Teixeira, 2002; Almeida-Gomes et al. 2008).

Segundo Rocha e Anjos (2007), H. mabouia pode ser classificada como
uma espécie generalista e oportunista quanto a sua dieta, se alimentando de varios
artrépodes, como aranhas, larvas de insetos, gafanhotos, cupins e baratas.
Estudos de Ramires e Fraguas (2004) demonstraram que H. mabouia se alimenta
da aranha-marrom Loxosceles intermedia, podendo ser usada como agente
biolégico para controle populacional dessa aranha, que representa uma
preocupacdo médica devido ao grande numero e gravidade dos acidentes que
provoca.

Como visto, sdo varios os trabalhos que abordam questbes ecoldgicas e
biogeograficas de H. mabouia, entretanto séo escassos os estudos morfolégicos
dessa espécie. Trabalhos morfolégicos sobre o aparelho digestério séo ferramentas
importantes para entender os habitos alimentares e a nutricdo do animal. Dessa
forma, o objetivo do presente trabalho foi descrever morfologicamente o estémago

de H. mabouia.
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Material e Métodos

O material biolégico consistiu em 14 exemplares adultos de Hemidactylus
mabouia (Moreau de Jonnes, 1818) (Squamata: Gekkonidae), com comprimento
rostro-cloacal de 50-70 mm, dentre machos e fémeas, coletados no periodo de
janeiro a dezembro de 2007 (numero da Licenca do IBAMA: 10504-1) na area
urbana de Vicosa, Minas Gerais — Brasil (20°45'14" sul, 42°52'55" oeste). ApGs dois
dias de jejum, os animais foram eutanasiados com uma superdosagem de
pentobarbital injetada intraperitonialmente e a cavidade peritonial foi exposta por
meio de uma incisdo longitudinal mediana na regido ventral. Todo o experimento foi
conduzido de acordo com os “Principios Eticos para o Uso de Animais de
Laboratério” (Colégio Brasileiro de Experimentacdao Animal — COBEA, 1991).

Por meio de um paquimetro foram feitas medicdes do comprimento e
didmetro do estbmago de cada animal.

Para andlise anatdbmica do revestimento interno, o estdmago de quatro
animais foi incisado longitudinalmente, visualizado sob microscépio estereoscopico
(5Z-40, Olympus) e fotografado com uma cémera (Coolpix 4500, Nikon) acoplada
ao referido microscopio.

Para analises histoldgica e histoquimica, foram coletados fragmentos das
regibes fundica oral, fundica aboral e pilérica do estbmago de seis animais. Os
fragmentos foram lavados em solugéo de tampéo fosfato (pH 7.2) e imediatamente
fixados em solucdo de formalina de Carson (Carson et al., 1973), por 24 horas.
Posteriormente eles foram desidratados em série etilica e incluidos em resina a
base de glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Com o auxilio de micr6tomo rotativo
manual (RM2045, Leica) foram obtidas secc¢des histoldégicas de 3um de espessura,
gue foram coradas com azul de toluidina para a descricdo histoldgica ou
submetidas aos seguintes métodos histoquimicos: alcian blue (AB) pH 2,5 e pH 0,5

para deteccdo de mucinas acidas e mucinas &cidas sulfatadas, respectivamente

40



(Bancroft e Stevens, 1996); acido periddico de Schiff (PAS) para mucinas neutras
(Pearse, 1968); xylidine de Ponceau (XP) para proteinas (Mello e Vidal, 1980);
método de Polak para mitocéndrias (Michalany, 1981); e as técnicas de Grimelius
(Grimelius e Wilander, 1980) e Masson-Fontana modificado (Barbosa et al., 1984)
para células enddcrinas argirdfilas e argentafins, respectivamente, com segmentos
de estbmago e duodeno de camundongo usados como controle positivo. A
observacao e o registro fotografico das seccdes foram realizados em microscépio
Optico (BX60, Olympus), com camera digital (QColor 3, Olympus) acoplada.

Para andlise ultra-estrutural do revestimento interno, foram coletados
fragmentos das regifes fundica oral, fundica aboral e pilérica do estémago de
quatro animais. Os fragmentos foram lavados em solucdo de tamp&o cacodilato
0.1M (pH 7.4), fixados em solucdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas,
desidratados em série etilica, secados até o ponto critico, metalizados com ouro e
examinados sob microscopio eletrénico de varredura (MEV, mocelo LEO VP1430),
com um sistema de captura para registro das imagens em computador.

Para obtencdo dos dados morfométricos, imagens com resolugdo de
2048x1536 pixels foram analisadas utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus 4.5
(Media Cybernetcs, Inc). A partir das imagens anatdmicas foi mensurada a largura
das pregas maiores. Baseado nas imagens histoldgicas e histoquimicas foram
mensurados o comprimento das glandulas gastricas e a espessura da tdnica
muscular. Através das imagens de microscopia de varredura foram mensurados a
largura das pregas menores e o didmetro médio da superficie das células
mucossecretoras e dos macréfagos, sendo o didmetro médio obtido através da
média entre os didmetros maior e menor. Os dados morfométricos foram colocados
em planilha eletrbnica (Microsoft Office Excel 2003), sendo obtidos a média e o

desvio padréo.
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Resultados

Aspectos anatbmicos

O estbmago de H. mabouia, composto pelas regifes fundica oral, fundica
aboral e pilérica, apresenta-se em forma de “J” e esta posicionado no antimero
esquerdo (Fig. 1A). Ele mede 19,2 + 3 mm de comprimento e 4,5 + 1,3 mm de
didmetro na sua maior largura. Seu limen € amplo, exceto na regido pilérica. A
extremidade cranial do estdbmago ndo possui esfincter e é continua ao eséfago,
enquanto a extremidade caudal é extremamente constrita e forma um esfincter, o
piloro. A regido fundica oral é sinuosa e se projeta para o antimero esquerdo,
apresentando graus variados de angulagéo; a regido fundica aboral é praticamente
retilinea; e a regido pilérica é curvada para a direita, em direcdo a linha mediana.

No revestimento interno do estdmago ha pregas espessas, longitudinais,
sinuosas e com superficie rugosa. Na regido fundica oral (Fig. 1B) séo cerca de
seis pregas, com largura de 0,67 + 0,08 mm; na transicdo para a regiao fundica
aboral (Fig. 1C) algumas dessas pregas deixam de existir, permanecendo apenas
duas, que continuam na regido pilérica (Fig. 1D), onde sdo mais estreitas (0,23 +

0,03 mm).

Aspectos histolégicos e histoquimicos

A parede do estbmago é espessa e formada por quatro tunicas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Fig. 2A). No lumen proximo ao epitélio de
revestimento foram observadas células grandes de formato irregular, que
provavelmente sdo macréfagos (Fig. 2B). A mucosa é revestida por epitélio simples
prismatico mucossecretor (Figs. 2C, D e E), cujas células possuem granulos de
secrecdo pequenos, fortemente PAS-positivos e AB-negativos, densamente

distribuidos no citoplasma supra-nuclear, tornando o apice celular dilatado.
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A lamina propria encontra-se logo abaixo do epitélio de revestimento, ndo
tendo sido observada a membrana basal. O conjuntivo que preenche a lamina
prépria é frouxo e nele se observam vasos sanguineos e linfaticos de pequeno
calibre, células de defesa como mastécitos e linfécitos, corpos de neurbnios
isolados e glandulas (Fig. 2C), cujo ducto é revestido por células mucossecretoras
similares as da superficie (Fig. 2D). Por vezes, figuras mitéticas foram observadas
entre as células epiteliais dos ductos (Fig. 2E).

As glandulas da regido fundica oral (Figs. 2C e D) sdo tubulo-acinosas
simples ramificadas, com extensa porcdo secretoria (71,8 + 25,4 um). Elas
apresentam dois tipos celulares principais: células mucossecretoras no colo e
células oxintopépticas na base. As células mucossecretoras sao piramidais, com
nacleo triangular disposto na por¢cdo basal e pequenos granulos de secrecao
distribuidos pelo citoplasma, que pouco se coram com azul de toluidina (Fig. 2C) e
sdo PAS-positivos (Fig. 3D) e AB-negativos. As células oxintopépticas séo
poliédricas, com nucleo de formato irregular e posi¢do variavel. Possuem granulos
grandes, ortocromaticos e XP-positivos (Fig. 2F), que certamente sdo os granulos
de pepsinogénio.

As glandulas da regido fundica aboral (Fig. 2E e G) sao tubulares, menores
(36,2 £ 10,2 um) e menos ramificadas que as da fandica oral. Elas também
apresentam o0s tipos celulares mencionados anteriormente, porém as células
oxintopépticas possuem formacdes filiformes concentradas na sua metade basal,
que se coram fortemente com azul de toluidina (Fig. 2G) e mostram forte reacao
mediante a técnica de Polak para mitoconcrias (Fig. 2H). Além disso, essas células
oxintopépticas possuem menor densidade de granulos de zimogénio que as da
regido fandica oral.

As glandulas da regido pildrica (Fig. 21) sdo tubulares simples e curtas (26,7
*+ 6,1 um). Elas ndo apresentam distingdo entre o colo e a base, sendo compostas

essencialmente por células mucossecretoras, que sdo prismaticas altas e possuem
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nucleo de localizacao basal. Os granulos de secrecao se mostram reativos somente
ao PAS e se encontram densamente distribuidos pelo citoplasma supra-nuclear,
salvo em algumas porcdes citoplasmaticas, onde aparecem vacuolos ndo marcados
pelo PAS. O lumen das glandulas piléricas € mais amplo que o das demais
glandulas gastricas e por vezes € possivel observar a presenca de muco PAS-
positivo no seu interior.

Ao longo de todas as regides gastricas, nos epitélios de revestimento e
glandular, foram vistas algumas células claras (Figs. 2C e G), com citoplasma ndo
corado. Essas células foram localizadas com maior freqiiéncia nas glandulas,
particularmente na regido pilérica. S&o células grandes e com formas variadas,
apresentando por vezes um extenso prolongamento apical que alcan¢a o lumen.
Seu nucleo varia de arredondado a oval e possui cromatina descondensada, sendo
visivel 0 nucléolo. Essas células apresentaram argirofilia e/ou argentafinidade
mediante as técnicas de Grimelius e Masson Fontana, respectivamente (Figs. 3A-
D).

A muscular da mucosa (Figs. 2A, C e F) é bem desenvolvida, especialmente
nas pregas, apresentando duas camadas de mdusculo liso, uma interna com
disposicao circular e outra externa disposta longitudinalmente.

A tunica submucosa (Figs. 2A e C) é constituida por tecido conjuntivo
frouxo, com uma densidade celular menor que a lamina prépria, além de vasos
sanguineos e linfaticos de maior calibre, e pequenos ganglios nervosos.

A tanica muscular é composta por apenas uma camada de musculo liso
disposto circularmente (Fig. 2A), que é bastante espessa, particularmente na regido
pildrica (360 + 48 um). Pequenos ganglios nervosos estdo presentes externamente
a essa camada.

A tlnica serosa é delgada e constituida de tecido conjuntivo frouxo revestido

por mesotélio.
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Aspectos ultra-estruturais (MEV)

No revestimento interno do estdbmago, além das pregas espessas descritas
anteriormente também ha numerosas pregas menores (40,9 £ 5,5 um), ramificadas
e anastomosadas, especialmente na regido fundica aboral (Figs. 4A e B). O epitélio
de revestimento (Figs. 4C e D) é formado por células mucossecretoras de
superficie convexa e irregular por causa de microprojecbes da membrana. A
superficie dessas células apresenta formato poligonal e largura média de 4,5 + 1,0
um. Os ductos das glandulas gastricas se abrem diretamente no l[imen ou em
fossetas (Fig. 4E), que sao revestidas por células mucossecretoras com superficie
mais regular que as das outras. Muco de aspecto amorfo ou formando uma rede foi
observado sobre o revestimento gastrico (Figs. 4B e C). Também foram observadas
sobre a superficie algumas células grandes (12,0 + 1,5um de largura média), que
provavelmente sdo macrofagos. Tais células apresentam formato irregular e por

vezes emitem finas projecdes de membrana (Fig. 4F).
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Figura 1: Anatomia do estdmago de H. mabouia. A- Estbmago com suas regifes flndica

oral (of), fundica aboral (af) e pildrica (p). B- Revestimento interno da regido fundica oral. C-
Revestimento interno da transicdo da regido fandica oral (of) para a fundica aboral (af). D-
Revestimento interno da regido pil6rica. li: intestino grosso; setas: pregas; si: intestino

delgado; o: esbdfago.
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Figura 2: Histologia e histoquimica do estbmago de H. mabouia. A- Secc¢éo transversal da
parede, regido fundica aboral (Azul de Toluidina). cabegas de setas: glandulas gastricas;
mc: mucosa; ms: muscular; s: submucosa; seta: muscular da mucosa. B- Detalhe de um
macréfago (seta) na superficie gastrica (Azul de Toluidina). C- Tdnica mucosa, regido
fundica oral (Azul de Toluidina). cabeca de seta: células mucossecretoras; circulo
pontilhado: célula endécrina; ep: epitélio de revestimento; mm: muscular da mucosa; seta:
células oxintopépticas; sm: submucosa. D- Tunica mucosa, regido fandica oral (PAS). dc:
ducto; ep: epitélio; oc: células oxintopépticas; seta: células mucossecretoras. E- TUnica
mucosa, regido flndica aboral (Alcian Blue pH 2.5). circulo pontilhado: figura mitética; ep:
epitélio de revestimento; seta: glandula. F- Tdnica mucosa, regido fandica oral (Xylidine de
Ponceau). mm: muscular da mucosa; seta: célula oxintopéptica. G- TUnica mucosa, regiao
fundica aboral (Azul de Toluidina). cabegca de seta: célula mucossecretora; circulo
pontilhado: célula endécrina; dc: ducto; ep: epitélio; seta: célula oxintopéptica. H- Tunica
mucosa, regido fundica aboral (Polak). mc: célula mucossecretora; setas: mitocondrias na
célula oxintopéptica. I- Tanica mucosa, regiao pilérica (PAS). dc: ducto; ep: epitélio; seta:

células mucossecretoras.
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Figura 3: Células enddcrinas (setas) no estdbmago de H. mabouia. A- Células argentafins na

glandula fandica oral (Masson Fontana). B- Célula argentafim na glandula fndica aboral
(Masson Fontana). C- Células argirdfilas na glandula pilérica (Grimelius). D- Célula

argentafim na glandula pilérica (Masson Fontana).
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Figura 4: Ultra-estrutura do estdbmago de H. mabouia. A- Revestimento interno da transicédo
da regido fandica oral (of) para a fundica aboral (af). cabeca de seta: prega pequena; seta:
prega espessa. B- Revestimento interno da regido fandica aboral. cabecas de setas: muco;
seta: prega pequena. C- Epitélio de revestimento da regido fandica oral. setas: muco. D-
Epitélio de revestimento da regido fundica aboral. setas: células mucossecretoras. E-
Fosseta da regido fundica aboral. seta: célula mucossecretora. F- Epitélio de revestimento

da regido pildrica. circulo pontilhado: macréfago na superficie gastrica.
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Discussao

O estbmago de H. mabouia se apresenta como o descrito por Zug (1993)
para outros répteis e anfibios, sendo um tubo em forma de “J”, mais largo na area
curvada e se estreitando rapidamente para formar o esfincter pilérico. Todavia, ja
foram reportadas formas diferentes para o estbmago de outros répteis, como por
exemplo, para a iguana verde Iguana iguana, animal herbivoro que possui
estbmago em forma de “U” (Smith et al., 2001). Por outro lado, o estbmago de
anfibios anuros (Duellman e Trueb, 1985; Santana e Menin, 1994; Castro, 1995),
que sdo predominantemente insetivoros e também deglutem presas inteiras,
assemelha-se ao de H. mabouia em relacdo a aspectos anatémicos e topogréficos.

As pregas observadas no revestimento gastrico de H. mabouia,
especialmente na regido fandica, sdo importantes para a expansao do estdbmago
durante a recepgdo e o armazenamento dos itens alimentares. No estdbmago da
maioria dos vertebrados é comum a existéncia de pregas, que variam em ndmero,
complexidade e disposicdo (Perez-Tomas et al., 1990; Banks, 1992; Santana e
Menin, 1994; Gallego-Huidobro e Pastor, 1996; George et al., 1998; Pereira, 2000).

O epitélio prismatico mucossecretor que reveste a mucosa gastrica de H.
mabouia é similar aquele observado na maioria dos vertebrados (Madrid et al.,
1989; Perez-Tomas et al., 1990; Banks, 1992; Gallego-Huidobro e Pastor, 1996;
George et al., 1998; Ferri et al., 1999; Pereira, 2000). Em H. mabouia, as células
mucossecretoras PAS-positivas secretam mucinas neutras, que sdo importantes
para lubrificacdo e protecdo da mucosa gastrica. Nos peixes cartilaginosos essas
células produzem mucinas sulfatadas e/ou sialitadas (Suganuma et al., 1981); nos
anfibios e na maioria dos répteis predominam as mucinas neutras (Giraud et al.,
1979; Rodrigues et al., 1988; Ferri e Liquori, 1992; Ferri et al., 1999; Pereira, 2000;
Liquori et al., 2002, 2007); ja nos mamiferos ha producdo de mucinas neutras e

acidas (Sheahan e Jervis, 1976; Sato e Spicer, 1980).
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Como na maioria dos répteis (Luppa, 1977), o estbmago de H. mabouia é
subdividido em duas regifes: regido fundica, que constitui a maior parte do
estbmago, e uma pequena regido pildrica, que diferem principalmente em relacao
as glandulas existentes na lamina prépria. As glandulas fandicas do estdmago de
H. mabouia, como as de outros répteis (Andrew e Hickman, 1974; Lehman e Smith,
1975; Perez-Tomas et al., 1990; Ferri et al., 1999; Pereira, 2000), consistem de dois
tipos celulares: células mucossecretoras do colo e células oxintopépticas,
predominantes na base. Assim como relatado nos estudos de Ferri et al. (1999)
com o lagarto Chalcides chalcides, a regido fundica do estdmago de H. mabouia
pode ser subdividida em uma por¢cdo oral e outra aboral, que diferem
principalmente nas caracteristicas das células oxintopépticas.

Em Hemidactylus mabouia, as células mucossecretoras do colo produzem
mucinas neutras, assim como nos lagartos Eumeces latiscutatus (Suganuma et al.,
1981), Lacerta lepida (Madrid et al., 1989), Podarcis sicula (Ferri e Liquori, 1992) e
Chalcides chalcides (Ferri et al.,, 1999); e diferentemente da cobra Elaphe
climacophora (Suganuma et al., 1981) e de muitos mamiferos (Sheahan e Jervis,
1976), incluindo o homem (Ito et al., 1985), que produzem principalmente mucinas
acidas.

As células oxintopépticas estdo presentes ndo somente nos répteis como
também em outros vertebrados nao-mamiferos (Arena et al., 1990; Ruiz et al.,
1993; Grabowsky et al., 1995; Gallego-Huidobro e Pastor, 1996; George et al.,
1998). Essas células correspondem as células parietais e principais dos mamiferos,
ou seja, secretam tanto 4cido cloridrico quanto pepsinogénio (Andrew e Hickman,
1974). Segundo Ferri et al. (1999), a presenca de dois tipos especializados de
células (células parietais e principais) ou um anico tipo (células oxintopépticas) para
a producéo de &cido cloridrico e pepsinogénio ndo estéa relacionada com a filogenia,
mas sim com restricbes funcionais que podem determinar convergéncia entre

diferentes grupos de vertebrados.
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E possivel que exista um gradiente de secre¢éo de enzimas proteoliticas e
acido cloridrico ao longo da regido fundica do estdbmago de H. mabouia, visto que
as células oxintopépticas da regido flndica oral possuem maior quantidade de
granulos de zimogénio e certamente secretam mais pepsinogénio, enquanto as da
fandica aboral contém maior concentracdo de mitocondrias e provavelmente
liberam mais &cido cloridrico. A morfologia das células oxintopépticas também se
altera da regido oral a aboral no estdmago do peixe Potamotrygon sp. (Grabowsky
et al.,, 1995), no sapo verde da Eurasia Bufo viridis (Liquori et al., 2002) e nos
lagartos Anolis carolinensis (Lehman e Smith, 1975) e Tiliqua scincoides (Giraud et
al., 1979).

As glandulas gastricas de H. mabouia, assim como as de outros répteis (Jin,
1988; Perez-Tomas et al., 1990; George et al., 1998; Ferri et al., 1999), se alteram
em extenséo e constituicdo ao longo do eixo longitudinal do estbmago, tornando-se
mais curtas e simples, compostas basicamente por células mucossecretoras na
regido pilérica, em que nao é distinta a porcao do colo glandular.

Em H. mabouia, as células enddécrinas argirdfilas e argentafins estao
presentes ao longo do estbmago, sendo mais freqlentes na regido pilérica. No
estbmago dos répteis, as células argirdfilas estdo localizadas principalmente na
regido fundica e nas glandulas piléricas, enquanto as células argentafins estao
presentes na regido superior das glandulas fundicas (Luppa, 1977). Segundo
estudos de Grimelius e Wilander (1980), a técnica de Grimelius cora quase todas as
células enddcrinas do trato gastrointestinal, exceto as células produtoras de
colecistocinina e as produtoras de somatostatina, enquanto o método de Masson
Fontana cora somente as células enterocromafins do tipo | (estoque de serotonina e
substancia P) e do tipo Il (estoque de serotonina e motilina). De acordo com a
comunicacdo apical com o lumen, foram diferenciados dois tipos de células
enddcrinas: aquelas cujo apice alcanca a superficie luminal (“tipo aberto”) e aquelas

sem continuidade com o limen (“tipo fechado”). Acredita-se que as células de “tipo
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fechado” respondem a distensdo ou a estimulacdo humoral, enquanto que as
células de “tipo aberto” detectam pequenas alteracdes do pH ou da composi¢édo do
contetudo luminal (Fujita e Kobayashi, 1977). No estdmago de H. mabouia, foram
localizados ambos os tipos de células enddcrinas.

Nas regifes gastricas de H. mabouia, as células proliferativas responséaveis
pela reposicdo das células epiteliais estdo posicionadas entre as células
mucossecretoras dos ductos, assim como o observado por Ferri et al. (1999) no
lagarto Chalcides chalcides.

As células grandes observadas sobre a superficie gastrica de H. mabouia
provavelmente sdo macréfagos que poderiam atuar na defesa contra
microrganismos invasores que adentram o estdbmago juntamente com o alimento. A
presenca de macréfagos ndo foi relatada na luz do estbmago de nenhuma outra
espécie, embora seja fato comum a presenca destas células no limen dos alvéolos
pulmonares de muitos vertebrados.

A membrana basal ndo esta presente ou € pouco evidente e a lamina
propria possui corpos de neurdnios isolados no estbmago de H. mabouia. A
auséncia de membrana nao tem sido mencionada na literatura, ja a presenca dos
corpos neuronais na lamina propria foi relatada por Junquera et al. (2001) no
estdbmago do lagarto Podarcis hispanica.

Como o relatado para outros vertebrados (Luppa, 1977; George et al.,
1998), a muscular da mucosa géastrica de H. mabouia é bem desenvolvida, formada
por duas camadas de fibras musculares lisas.

No estbmago de H. mabouia, a tinica submucosa, constituida de tecido
conjuntivo frouxo, € similar a de outros vertebrados (Luppa, 1977; Rodrigues et al.,
1988; Gallego-Huidobro e Pastor, 1996; George et al., 1998; Pereira, 2000); ja a
tunica muscular é diferente daquela de outros vertebrados, sendo composta
basicamente pela camada circular de muasculo liso, o que pode implicar em menor

motilidade géstrica.
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O plexo submucoso é conhecido por controlar as secrecdes e o fluxo
sanguineo, enquanto o plexo mioentérico é responsavel pelo controle dos
movimentos peristalticos. Os plexos nervosos submucoso e mioentérico do
estbmago de H. mabouia ndo sédo tdo desenvolvidos como os dos vertebrados
superiores (Alcantara e Oliveira, 1964; Furness e Costa, 1980), apresentando
poucos corpos neuronais. Assim como no lagarto Podarcis hispanica (Junquera et
al., 2001), os ganglios do plexo mioentérico do estémago de H. mabouia estédo
cobertos somente pela serosa, uma vez que ndo ha uma camada muscular
longitudinal bem definida.

Concluindo, o estbmago de H. mabouia é similar ao da maioria dos répteis,
com uma extensa regido fundica e uma curta regido pilérica, sendo que, como
mencionado para algumas espécies, a fundica pode ser subdividida nas por¢ées
oral e aboral, existindo um gradiente de secrecdo de enzimas proteoliticas e acido
cloridrico em razéo das diferencas morfofisioldégicas entre as células oxintopépticas.
O epitélio de revestimento é simples prismatico mucossecretor de mucinas neutras
e as glandulas géstricas sdo compostas de células mucossecretoras no colo e
células oxintopépticas na base, exceto as glandulas piléricas, constituidas
basicamente por células mucossecretoras. As células enddécrinas argentafins e
argiréfilas estdo presentes, sendo predominantes na regiao pildrica, particularmente
nas glandulas. A presenca de macréfagos na superficie gastrica constitui fato
singular e provavelmente reflete a necessidade de defesa no lumen, haja vista a

invasao por microrganismos.
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Capitulo 3

Morfologia dos intestinos da lagartixa Hemidactylus mabouia (Moreau de

Jonnes, 1818) (Squamata: Gekkonidae)
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RESUMO. Quatorze exemplares adultos da lagartixa Hemidactylus mabouia foram
eutanasiados e fragmentos dos intestinos delgado e grosso foram coletados e
processados conforme métodos rotineiros para analises anatdmica, histoldgica,
histoquimica e ultra-estrutural. As secg¢des histologicas foram coradas com azul de
toluidina ou submetidas a técnicas para identificacdo de células enddcrinas
argiréfilas e argentafins, de glicoconjugados e da atividade da fosfatase alcalina. O
intestino delgado de H. mabouia, com seus segmentos duodeno, jejuno e ileo, é
bem mais extenso e convoluto que o intestino grosso, que possui um célon
bastante dilatado seguido por um reto curto. O intestino delgado possui pregas
longitudinais altas e delgadas, que lembram vilosidades, mas essas estruturas nao
estdo presentes. Também ndo ha criptas de Lieberkiihn, glandulas de Briinner e
células de Paneth. O epitélio de revestimento dos intestinos é simples prismatico
com células absortivas, células mucossecretoras de glicoconjugados acidos e
neutros, e células enteroenddcrinas argiréfilas e argentafins. As células absortivas
sdo pouco freglientes no intestino grosso e a borda estriada é ausente ou reduzida;
ja as células mucossecretoras sdo abundantes e aparecem com diferentes
caracteristicas morfolégicas sob microscopia de varredura.

Palavras-chave: histoquimica, ultra-estrutura, intestino delgado, intestino grosso,

lagartixa.
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Introducéo

Hemidactylus mabouia pertence a um grupo de lagartixas noturnas da
familia Gekkonidae e estd geralmente associada a habitats antrdépicos ou
periantrépicos, sendo facilmente encontrada perto de fontes de luz (Vanzolini et al.,
1968; Vitt, 1995). Segundo os estudos de Canyon e Hii (1997), as lagartixas
domésticas capturam os insetos voadores que sao atraidos pela luz e por isso séo
consideradas importantes agentes de controle bioldgico e predadores potenciais do
mosquito Aedes aegypti, vetor da dengue e da febre amarela.

Por outro lado, as lagartixas sdo hospedeiras de varios parasitas, podendo
representar um risco a saude de outros animais ou mesmo do homem. Estudos
parasitologicos tém demonstrado a presenca de parasitas em varias espécies de
lagartixas da familia Gekkonidae, em especial naquelas do género Hemidactylus:
espécies de Salmonella em H. frenatus (Westerlund 1966); uma espécie de
Plasmodium, causadora de malaria sauriana, em esfregaco sanguineo de H.
mabouia (Ball 1967) e de H. platycephalus (Telford, 1984); protozoarios coccideos
no intestino delgado de H. mabouia (Paperna e Lainson, 1999, 2000); e helmintos
gastrointestinais em H. frenatus e H. garnotii (Goldberg e Bursey, 2002).

Apesar da importancia de H. mabouia como agente de controle bioldgico ou
agente hospedeiro, sdo escassos 0s trabalhos referentes a biologia dessa espécie.
Dentre os estudos morfologicos, aqueles a respeito do aparelho digestério sao
necessarios para conhecer a estrutura e entender o funcionamento desse sistema,
além de serem interessantes por facilitarem os estudos parasitoldgicos. Assim,
neste trabalho objetivou-se descrever aspectos morfol6gicos dos intestinos delgado

e grosso de H. mabouia.
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Material e Métodos

O material biolégico consistiu em 14 exemplares adultos de Hemidactylus
mabouia (Moreau de Jonnes, 1818) (Squamata: Gekkonidae), com comprimento
rostro-cloacal de 50-70 mm, dentre machos e fémeas, coletados no periodo de
janeiro a dezembro de 2007 (numero da Licenca do IBAMA: 10504-1) na é&rea
urbana de Vigosa, Minas Gerais — Brasil (20°45'14" sul, 42°52'55" oeste). ApGs dois
dias de jejum, os animais foram eutanasiados com uma superdosagem de
pentobarbital injetada intraperitonialmente e a cavidade peritonial foi exposta por
meio de uma inciséo longitudinal mediana na regido ventral. Todo o experimento foi
conduzido de acordo com os “Principios Eticos para o Uso de Animais de
Laboratério” (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA, 1991).

Por meio de um paquimetro foram feitas medi¢cdes do comprimento e
didmetro dos intestinos delgado e grosso de cada animal.

Para analise anatbmica do revestimento interno, os intestinos de quatro
animais foram incisados longitudinalmente, visualizados sob microscépio
estereoscopico (SZ-40, Olympus) e fotografados com uma camera (Coolpix 4500,
Nikon) acoplada ao referido microscépio.

Para andlises histoldgica e histoquimica, foram coletados fragmentos das
regides cranial, média e caudal dos intestinos de seis animais. Os fragmentos foram
lavados em solucdo de tampéo fosfato (pH 7.2), fixados em formalina de Carson
(Carson et al.,, 1973) por 24 horas, desidratados em série etilica, incluidos em
resina a base de glicol-metacrilato (Historesin®, Leica) e seccionados em
micrétomo rotativo manual (RM2045, Leica), obtendo-se secc¢des de 3um de
espessura. As seccbes foram coradas com azul de toluidina, visando a descricao
panoramica do érgdo, ou submetidas aos seguintes métodos histoquimicos: alcian
blue (AB) pH 2,5 e pH 0,5 para deteccdo de mucinas &cidas e mucinas &cidas

sulfatadas, respectivamente (Bancroft e Stevens, 1996); acido periddico de Schiff
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(PAS) para mucinas neutras (Pearse, 1968); alcian blue conjugado com &cido
periodico de Schiff para deteccdo simultdnea de mucinas acidas e neutras
(McManus e Mowry, 1960); o método da fosfatase alcalina (FA) para identificacdo
da atividade dessa enzima (Bancroft e Stevens, 1996); Grimelius para células
enddcrinas argirofilas (Grimelius e Wilander, 1980) e Masson-Fontana modificado
(Barbosa et al.,, 1984) para células enddcrinas argentafins, tendo como controle
positivo segmentos de estdbmago e duodeno de camundongo, processados sob as
mesmas condicfes. A observacdo e o registro fotografico das seccbes foram
realizados em microscépio 6ptico (BX60, Olympus), com camera digital (QColor 3,
Olympus) acoplada.

Para andlise ultra-estrutural do revestimento interno, foram coletados
fragmentos das regifes cranial, média e caudal dos intestinos de quatro animais.
Os fragmentos foram lavados em solucdo de tampé&o cacodilato 0.1M (pH 7.4),
fixados em solucéo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, desidratados em
série etilica, secados até o ponto critico, metalizados com ouro e examinados sob
microscopio eletrénico de varredura (MEV, modelo LEO VP1430), com um sistema
de captura para registro das imagens em computador.

Para obtencdo dos dados morfométricos, imagens com resolucdo de
2048x1536 pixels foram analisadas utilizando-se o aplicativo Image-Pro Plus 4.5
(Media Cybernetcs, Inc). A partir das imagens histolégicas e histoquimicas foram
mensuradas a altura das células epiteliais e a espessura da borda estriada. Com
base nas imagens de microscopia de varredura foi mensurado o diametro médio da
superficie das células mucossecretoras, sendo o diametro médio obtido através da
média entre os didmetros maior e menor. Os dados morfométricos foram colocados
em planilha eletrbnica (Microsoft Office Excel 2003), sendo obtidos a média e o

desvio padréo.
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Resultados

Aspectos anatémicos

O intestino delgado de H. mabouia é um 6rgéo tubular enovelado (Fig. 1A),
com as alcgas intestinais dispostas lateralmente ao estbmago, na porcdo mediana
da cavidade peritoneal, estendendo-se para o antimero direito. Ele mede 53,8 + 16
mm de comprimento, sendo seu limite cranial marcado pelo esfincter pilérico e o
limite caudal pela valvula ileo-célica. Seu calibre diminui gradativamente da
extremidade cranial a caudal, ndo sendo claros os limites entre os segmentos
intestinais, particularmente entre o jejuno e o ileo. O duodeno é o segmento mais
calibroso, com 2,5 + 0,5 mm de didmetro, e constitui uma curta por¢gdo ascendente,
com 8,8 £ 2,0 mm de comprimento, sendo ligeira ou consideravelmente sigmoide
dependendo do exemplar. Logo apds o esfincter pilérico, na face medial do
duodeno, os ductos pancreatico e colédoco desembocam como um ducto Unico. O
jejuno é o segmento mais convoluto e extenso, com 32 + 7,2 mm de comprimento.
Sua porcdo inicial € mais calibrosa, com 2,0 + 0,4 mm de didmetro, que a sua
porcao final, com 1,4 + 0,3 mm. O ileo é o segmento mais constrito, com 0,7 = 0,1
mm de didmetro. Ele possui 13 + 1,6 mm de comprimento e se estende pelo
antimero direito acolado a face dorsal da porcéo inicial do intestino grosso,
adentrando cerca de 1 mm na sua extremidade cranial. No revestimento interno do
intestino delgado ha muitas pregas longitudinais, as quais sdo altas, delgadas e
sinuosas no duodeno (Fig. 1B), tornando-se gradualmente menores e menos
sinuosas do jejuno (Fig. 1C) ao ileo (Fig. 1D).

A transicéo do intestino delgado para o grosso € caracterizada pela valvula
ileo-cdlica (Fig. 1D), que se encontra apds um estreitamento da porc¢ao final do ileo.
O intestino grosso é bem mais curto e calibroso que o intestino delgado, além de
menos convoluto (Fig. 1A). Ele possui dois segmentos distintos: o colon, com 11,3 +
4,5 mm de comprimento e 6,0 £ 2,7 mm de didametro, e o reto, com 5,3 + 2,3 mm de
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comprimento e 2,0 £ 0,7 mm de didmetro. O coélon esta localizado no antimero
direito e, por ser bastante dilatado, assemelha-se a um saco. A extremidade cranio-
medial desse segmento é ligeiramente expandida, porém nao chega a formar um
ceco. A parede do colon é delgada e transparente. No Iimen colénico foram
freqlentemente encontrados residuos alimentares nao digeridos, como pedacgos de
patas, asas e exoesqueletos, além de material liquefeito. Também foram
observados nematelmintos (cerca de trés) no Ilumen do coélon de alguns
exemplares. O revestimento interno do colon (Figs. 1 D e E) é praticamente liso,
existindo poucas pregas achatadas. O limite entre o colon e o reto é evidenciado
por uma ligeira curvatura em direcdo a linha mediana e pela diminuicdo do calibre
tubular. O reto é um segmento curto de trajeto retilineo cuja extremidade caudal é
delimitada por uma prega transversal proeminente, que marca o inicio da cloaca.

No revestimento interno do reto (Fig. 1E) existem pregas longitudinais retilineas.

Aspectos histoldgicos e histoquimicos

A parede do intestino delgado (Figs 2A e B) é composta pelas tunicas
mucosa, submucosa, muscular e serosa. A mucosa ndo possui vilosidades nem
criptas de Lieberkiihn, sendo formada por um epitélio de revestimento simples
prismatico (Figs. 2C e D), uma lamina propria de tecido conjuntivo frouxo e uma
camada de musculo liso, a muscular da mucosa. O epitélio de revestimento é
constituido por células absortivas altas (39,0 + 4,5 pum), por células
mucossecretoras caliciformes e por células enteroendécrinas argirdfilas e
argentafins, ndo existindo células de Paneth. As células absortivas sdo numerosas
e por vezes dao a impressdo de um epitélio pseudo-estratificado. Na sua
extremidade apical existe uma borda estriada espessa (3,3 + 0,7 pum), PAS-positiva
(Fig. 2D) e FA-positiva (Figs. 2E e F). O seu nlcleo é oval, esta posicionado na

metade inferior da célula e possui um ou dois nucléolos. As células caliciformes
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(Figs. 2C-H) sao menos numerosas que as absortivas, porém mais volumosas. O
citoplasma das células caliciformes apresenta metacromasia e contém granulos
grandes. Mediante as técnicas para glicoconjugados, elas mostraram-se repletas de
granulos PAS-positivos e/ou AB-positivos (pH 2,5 e 0,5). Seu nucleo é alongado e
estd situado na porcao basal. As células enteroenddcrinas argiréfilas e argentafins
(Figs. 3A-C) estdo dispersamente distribuidas ao longo do epitélio intestinal,
localizadas predominantemente na base das pregas. Essas células sdo geralmente
pequenas e com formas variadas, podendo algumas vezes apresentar um
prolongamento apical extenso e estreito. Os seus granulos secretérios ficam
armazenados predominantemente na regido infra-nuclear, podendo também ser
encontrados acima do ndcleo, inclusive no 4pice da célula. As argiréfilas séo
abundantes, em especial no duodeno, enquanto as argentafins sdo escassas.
Muitas figuras mitticas foram observadas em meio as células epiteliais,
especialmente na metade inferior das pregas. Também foram vistos muitos
linfécitos intraepiteliais (Fig. 2G), com nucleo pequeno e esférico. A membrana
basal € pouco perceptivel ou estd ausente. A lamina propria é delgada, formada por
tecido conjuntivo frouxo, com pequenos vasos. A muscular da mucosa (Fig. 2C) é
pouco desenvolvida e apresenta-se como uma fileira de fibras musculares lisas
dispostas circularmente.

A tanica submucosa é delgada (Figs. 2A e B) e constituida por tecido
conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos e linfaticos. No eixo das pregas ha um
vaso linfatico longo e estreito. Mastécitos encontram-se dispersos pelo tecido
conjuntivo da submucosa e da lamina prépria, com citoplasma repleto de granulos
metacromaticos, AB e PAS-positivos. Nao foram localizados corpos de neurénios
nem glandulas de Briinner na submucosa.

A tanica muscular é delgada (Figs. 2A e B) e possui duas camadas de

musculo liso, uma circular interna e outra longitudinal externa, sendo a primeira
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mais espessa que a Ultima. O plexo mioentérico estd situado entre as duas
camadas musculares e apresenta ganglios nervosos com poucos cOorpos neuronais.

A tanica serosa (Fig. 2A) é formada por uma membrana de tecido conjuntivo
frouxo revestida por mesotélio.

A parede do intestino grosso também é composta pelas tdnicas mucosa,
submucosa, muscular e serosa (Figs. 4A e B), com caracteristicas similares
aquelas descritas para o intestino delgado. Porém, o epitélio que reveste a mucosa
do intestino grosso é mais alto (63,0 £ 18,0 um no célon; 56,0 £ 18,0 um no reto)
gue o do intestino delgado e constituido essencialmente por células
mucossecretoras (Figs. 4A-F). Essas células apresentam caracteristicas
morfologicas diferentes daquelas do intestino delgado, sendo prismaticas, altas e
estreitas, com nucleo oval situado na base e granulos secretdrios finos ocupando a
metade apical do citoplasma. Tais granulos sdo metacromaticos, PAS e AB-
positivos (pH 2,5 e 0,5). As células absortivas (Figs. 4D e F) sdo pouco freqiientes e
parecem ser desprovidas de borda estriada, ndo reagindo aos métodos do PAS e
da fosfatase alcalina. Algumas células argentafins do intestino grosso apresentam
granulos concentrados na por¢ao supra-nuclear e ndo na regido infra-nuclear (Fig.
3B). H4 um grande numero de linfécitos intraepiteliais concentrados na porcao
basal do epitélio, podendo ser vistos também nas por¢des média e apical (Figs. 4C
e D). A lamina prépria do intestino grosso (Fig. 4B) é geralmente delgada e ndo ha
criptas glandulares, embora no reto a base de algumas pregas penetre na lamina
prépria como se fossem criptas. Em determinados trechos a lamina prépria se torna
espessa, em decorréncia da presenca de aglomerados linfocitarios (Fig. 4A). Esses
aglomerados sdo alongados e possuem um centro com células claras e uma
periferia com células de nlcleo escuro, estas Ultimas também foram encontradas
dispersas pelo conjuntivo da lamina prépria e de outros locais da parede intestinal.
A muscular da mucosa do intestino grosso (Figs. 4A e B) é mais desenvolvida que a

do intestino delgado e possui duas camadas de fibras musculares lisas, uma interna
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disposta circularmente e outra externa disposta longitudinalmente. A tanica
submucosa (Figs. 4A e B) aparenta ter uma menor densidade celular que a lamina
prépria. A tanica muscular (Figs. 4A e B) é composta por duas camadas de musculo

liso, uma circular interna e outra longitudinal externa, com espessuras similares.

Aspectos ultra-estruturais (MEV)

As pregas longitudinais do intestino delgado (Fig. 5A), especialmente as do
duodeno, que sdo altas e delgadas, assemelham-se a vilosidades quando
visualizadas a partir da borda lateral de um fragmento, sendo possivel observar no
interior dessas pregas um grande vaso linfatico central com suas valvulas (Fig. 5B).
O epitélio de revestimento (Figs. 5C e D) é composto por células de borda estriada,
com muitos microvilos apicais, e por células de borda convexa, com pequenas
projecdes de membrana. As células de borda estriada sédo as células absortivas e
as de borda convexa sdo as células mucossecretoras. A borda estriada das células
absortivas forma um “tapete” na superficie intestinal, ndo sendo possivel determinar
o limite celular. As células mucossecretoras estao dispersas entre as células
absortivas ou agrupadas em pequenos aglomerados. A superficie das células
mucossecretoras possui formato arredondado ou oval, com didametro médio de 4,1
+ 1,0 um, e relevos variados, com poucas a muitas proje¢cdes de membrana, sendo
as células mais proeminentes aquelas com menos projecoes.

No intestino grosso, as pregas achatadas do célon (Fig. 6A) se ramificam e
se anastomosam formando uma rede. O epitélio de revestimento do célon (Figs. 6B
e C) é composto por trés tipos celulares: células com borda convexa e projecfes de
membrana, células com borda convexa e praticamente lisa, e células achatadas
com borda retraida. O primeiro tipo celular é arredondado ou oval e tém diametro
médio de 7,9 + 1,3um; o segundo tipo também ¢é arredondado ou oval e tém

didmetro médio de 5,4 + 1,0 um; e o terceiro tipo celular tem formato variado e
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possui diametro médio de 3,7 + 1,0 um. No reto (Fig. 6D), o epitélio de revestimento
€ composto por células de borda convexa e células de borda reta, ambas com
projec6es de membrana na superficie, com formato arredondado a oval e didmetro
médio de 4,0 + 1,0 um. No intestino grosso foram observados protozoarios

flagelados (Fig. 6E) e bactérias agrupadas sobre a superficie das células (Fig. 6F).
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Figura 1: Anatomia dos intestinos delgado e grosso de H. mabouia. A- Intestino delgado
com seus segmentos duodeno (d), jejuno (j) e ileo (i); e intestino grosso com seus
segmentos célon (C) e reto (r). s: estdmago; seta: pancreas. B- Revestimento interno do
duodeno. seta: prega. C- Revestimento interno do jejuno. seta: prega. D- Revestimento
interno da transicéo ileo-cdélon. asterisco: valvula ileo-célica; c: colon; i: ileo; seta: prega. E-

Revestimento interno do intestino grosso, transi¢éo célon-reto. c: célon; r: reto; seta: prega.
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Figura 2: Histologia e histoquimica do intestino delgado de H. mabouia. A- Seccao
transversal da parede do duodeno (Azul de Toluidina). cabega de seta: serosa; mc: mucosa;
ms: muscular; seta: prega; sm: submucosa. B- Seccao transversal da parede do jejuno
(PAS). asterisco: vaso linfatico central; mc: mucosa; ms: muscular; seta: prega; sm:
submucosa. C- Tunica mucosa do duodeno (Azul de Toluidina). ac: célula absortiva; cabeca
de seta: borda estriada; gc: célula caliciforme; ponto: muscular da mucosa. D- Tunica
mucosa do ileo (PAS). cabeca de seta: borda estriada; seta: célula caliciforme. E- Epitélio
de revestimento do duodeno (Fosfatase Alcalina). cabeca de seta: borda estriada; ac: célula
absortiva; gc: célula caliciforme. F- Epitélio de revestimento do ileo (Fosfatase Alcalina). ac:
célula absortiva; cabeca de seta: borda estriada; gc: célula caliciforme. G- TUnica mucosa
do ileo (Alcian Blue pH 2.5). cabecas de setas: linfécitos intraepiteliais; setas: células
caliciformes. H- Epitélio de revestimento do duodeno (PAS-Alcian Blue). setas: células

caliciformes.
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Figura 3: Células enteroenddcrinas dos intestinos delgado e grosso de H. mabouia. A-

Célula argirdfila (circulo pontilhado) no duodeno. B- Célula argentafim (seta) no colon.

Célula argentafim (seta) no reto.
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Figura 4: Histologia e histoquimica do intestino grosso de H. mabouia. A- Seccao
longitudinal da parede do colon (Azul de Toluidina). ep: epitélio; la: aglomerado linfatico;
mm: muscular da mucosa; ms: muscular; seta: serosa; sm: submucosa. B- Secg¢éo
transversal da parede do reto (Azul de Toluidina). ep: epitélio; mm: muscular da mucosa;
ms: muscular; seta: lamina propria; sm: submucosa. C- Epitélio de revestimento do reto
(Alcian Blue pH 2.5). mc: células mucosecretoras; seta: linfocito intraepitelial. D- Epitélio de
revestimento do reto (PAS). ac: célula absortiva; mc: células mucossecretoras; setas:
linfécitos intraepiteliais. E- Epitélio de revestimento do célon (PAS-Alcian Blue). mc: células
mucossecretoras. F- Epitélio de revestimento do cdélon (Fosfatase Alcalina). ac: célula

absortiva; mc: célula mucossecretora.

79



100 pm

Figura 5: Ultra-estrutura do intestino delgado de H. mabouia. A- Revestimento interno do
jejuno. seta: prega. B- Revestimento interno do duodeno. cabeca de seta: vélvula do vaso
linfatico central; seta: prega. C- Epitélio de revestimento do ileo. setas: células
mucossecretoras. D- Epitélio de revestimento do ileo. asterisco: borda estriada das células
absortivas; cabeca de seta: célula mucossecretora com poucas projecdes de membrana;

seta: célula mucossecretora com muitas proje¢des de membrana.
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Figura 6: Ultra-estrutura do intestino grosso de H. mabouia. A- Revestimento interno do
célon. setas: pregas. B- Epitélio de revestimento do coélon. cabegca de seta: célula
mucossecretora com muitas projecfes de membrana; seta: célula mucossecretora com
borda lisa. C- Epitélio de revestimento do célon. cabeca de seta: célula mucossecretora com
muitas projecdes de membrana; seta: célula mucossecretora com borda retraida. D- Epitélio
de revestimento do reto. cabeca de seta: célula mucossecretora com borda reta; seta: célula
mucossecretora com borda convexa. E- Protozoarios (seta) na superficie interna do célon.

F- Bactérias na superficie interna do reto.
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Discussao

Em Hemidactylus mabouia foram observadas diferengcas no calibre e no
padrdo de pregas ao longo do intestino delgado, o que permitiu a distincdo entre
duodeno, jejuno e ileo. Todavia, o intestino delgado dos répteis foi descrito por Zug
(1993) como um tubo longo e estreito, com poucas diferencas regionais externa e
internamente. Por outro lado, estudos de alguns autores ressaltam particularidades
morfolégicas dos segmentos do intestino delgado de algumas espécies reptilianas.
O trabalho de Smith et al. (2001), por exemplo, descreve o duodeno de Iguana
iguana como um segmento composto por uma parte inicial descendente seguida de
outra ascendente, 0 jejuno como um segmento altamente espiralado, e o ileo como
um segmento que se estende ao longo da superficie dorsal do célon proximal.

Dada a auséncia de vilosidades em H. mabouia e na maioria dos
vertebrados inferiores (Ferri et al., 1976; Perez-Tomas et al., 1990; George et al.,
1998), as longas pregas existentes no revestimento interno do intestino delgado
constituem importantes estruturas amplificadoras da area digestiva e absortiva.

Hemidactylus mabouia apresenta o intestino delgado aproximadamente trés
vezes mais longo que o intestino grosso, o que concorda com os relatos de Zug
(1993), que afirmam que os répteis carnivoros tém intestino delgado longo e
intestino grosso curto, enquanto nos herbivoros ocorre o inverso. Similarmente, o0s
estudos de O Grady et al. (2005) revelaram maior tamanho do intestino delgado em
relagdo ao intestino grosso de lagartos insetivoros da familia Liolaemidae, porém,
contrariando os relatos de Zug (1993), eles mostraram que tal fato também ocorre
em lagartos onivoros e herbivoros dessa familia. Ja nas iguanas Conolophus
pallidus e Amblyrhynchus cristatus, espécies herbivoras, foi observado que o
intestino grosso € mais longo que o delgado (Mackie et al., 2004).

Em H. mabouia, assim como em outros répteis carnivoros, a exemplo do

Caiman crocodilus yacare (Jin et al., 1990), ndo h& ceco entre os intestinos. A
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presenca de um ceco na jungdo dos intestinos € comum em répteis herbivoros e
onivoros (Zug, 1993; Pereira, 2000; Smith et al., 2001; Mackie et al., 2004), o que
conflui para aumentar o tempo de retencédo da digesta e facilitar a fermentacdo de
fibras pela microflora (Zug, 1993).

Como na maioria dos répteis (Zug, 1993; George et al. 1998; Smith et al.,
2001) e em alguns anfibios anuros (Duellman e Trueb, 1985), a transi¢do entre os
intestinos de H. mabouia é abrupta, marcada pela presenca da valva ileo-célica e
pela mudanca no didmetro, com o intestino grosso, particularmente o célon, sendo
varias vezes mais calibroso que o intestino delgado.

O intestino grosso dos répteis é comumente habitado por nematelmintos
(Mackie et al., 2004; O Grady et al., 2005), sendo que a quantidade desses vermes
nos herbivoros é duas vezes maior que nos onivoros e quatro vezes maior que nos
insetivoros (O'Grady et al., 2005). Dada a grande frequéncia e densidade de
nematelmintos nos herbivoros, acredita-se que esses vermes ndo sejam
simplesmente parasitas e sim organismos importantes para a digestdo da matéria
vegetal, uma vez que aumentam o tempo de retencdo da digesta e com isso
propiciam maior tempo de exposi¢ao das fibras a fermentacado pela flora bacteriana
(O'Grady et al., 2005). Na lagartixa estudada, os poucos nematelmintos
encontrados no intestino grosso provavelmente sdo parasitas, assim como 0S
protozoarios e as bactérias.

A parede intestinal constituida por quatro tdnicas € comum a todos o0s
vertebrados (George et al.,, 1998), todavia, alguns aspectos morfolégicos séo
divergentes entre eles. A mucosa do intestino delgado da maioria dos vertebrados
inferiores, por exemplo, ndo possui vilosidades nem criptas de Lieberkiihn (Andrew
e Hickman, 1974; Perez-Tomas et al.,, 1990; George et al., 1998), as quais
aparecem pela primeira vez nas aves (George et al.,, 1998). Alguns autores,
entretanto, observaram vilosidades contendo vasos sanguineos e um vaso quilifero

central no intestino delgado de alguns répteis, como Caiman crocodilus yacare (Jin
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et al., 1990), Xerobates agassizii (Barboza, 1995) e Kinosternon scopioides
(Pereira, 2000). Em H. mabouia, embora as pregas altas e estreitas do intestino
delgado parecam vilosidades, essas estruturas estdo ausentes, da mesma forma
que as criptas de Lieberkiihn, ausentes também no intestino grosso.
Diferentemente, foi relatada a presenca de criptas glandulares ou depressfes
semelhantes a criptas no célon de alguns répteis, como nos lagartos do género
Sphenodon, no lagarto Anguis fragilis e em crocodilos (Luppa, 1977).

O epitélio que reveste a mucosa intestinal de H. mabouia é similar ao da
maioria dos vertebrados, sendo do tipo simples prismatico (Jin et al., 1990; David et
al., 1992; Banks, 1992; George et al., 1998; Pereira, 2000; Rodrigues, 2005).
Diferentemente, o epitélio de revestimento do intestino delgado de algumas
tartarugas e crocodilos demonstra caracteristicas de estratificacdo (Luppa, 1977).
Na jibdia Python molurus bivittatus, a caracteristica do epitélio se altera conforme o
estado alimentar do animal, sendo pseudo-estratificado durante o jejum e simples
apos a alimentacéo (Holmberg et al., 2003).

Em H. mabouia, como em outros vertebrados (Banks, 1992; George et al.,
1998; Pereira, 2000; Rodrigues, 2005), o epitélio de revestimento do intestino
delgado é composto pelas células absortivas, caliciformes e enteroendécrinas,
porém, diferentemente da maioria dos mamiferos (Banks, 1992; Rodrigues, 2005),
nao possui células de Paneth. De acordo com Luppa (1977), alguns répteis
apresentam o epitélio da base das pregas semelhante ao das criptas de Lieberkihn
vistas em aves e mamiferos, com células absortivas, células caliciformes, células
enteroenddcrinas e células de Paneth.

Em H. mabouia, a espessura da borda estriada ndo se altera
significativamente ao longo do intestino delgado, diferentemente do que foi
verificado em outros répteis, como no mugud Kinosternon scorpioides, em que a
borda estriada é mais espessa na por¢cdo proximal do intestino e mais curta

distalmente (Pereira, 2000). Conforme Andrew e Hickman (1974), a mudanca na
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espessura da borda estriada ao longo do intestino possivelmente indica a diferenca
funcional no grau de atividade absortiva dessas por¢des. No intestino grosso de H.
mabouia a borda estriada deixa de existir. A auséncia da borda estriada também foi
detectada no ceco das serpentes Natrix natrix e Vipera berus (Przystalski, 1980).

A reacdo PAS-positiva na borda estriada do intestino delgado de H. mabouia
demonstra a presenca do glicocdlix que, segundo Dellmann e Brown (1982), € um
revestimento superficial rico em carboidratos presente na superficie livre de todas
as células epiteliais, sendo particularmente bem desenvolvido nos microvilos, onde
serve como uma camada protetora ao permitir que apenas substancias dissolvidas
penetrem entre os microvilos. A reacdo também foi positiva com o método
histoquimico para fosfatase alcalina, indicando a atividade dessa enzima nos
microvilos do intestino delgado. Conforme Geddes e Philpott (2008), a funcao
fisiol6gica e os substratos naturais da fosfatase alcalina ndo sao bem conhecidos,
contudo, a conservacao dessa enzima em bactérias e fungos e sua expressao na
maior parte das células animais indicam que ela cumpre um papel em uma fungéo
biolégica béasica. De acordo com esses autores, uma possivel funcdo para a
fosfatase alcalina é hidrolisar ésteres de fosfato para gerar fosfato inorganico para
sua captacdo e, mais recentemente, tem sido demonstrada a importancia dessa
enzima na manutengdo da barreira intestinal, realizando a destoxificacdo dos
lipopolissacarideos da membrana externa das bactérias, 0s quais seriam
responsaveis por mediar o choque séptico.

Em H. mabouia, o epitélio de revestimento do intestino grosso é bastante
alto e repleto de linfdcitos intraepiteliais, o que reflete as necessidades de protegéo
deste 6rgdo contra microrganismos invasores, tendo em vista que a cloaca se
configura uma “porta” de entrada para tais microrganismos. O intestino grosso de H.
mabouia é revestido essencialmente por células mucossecretoras, sendo que 0s
diferentes tipos morfolégicos observados em microscopia de varredura certamente

correspondem a estagios de secrecdo diferentes da mesma célula. Segundo
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George et al. (1998), o epitélio de revestimento do intestino grosso dos répteis
apresenta um padrdo estrutural similar ao do intestino delgado, sendo revestido por
células colunares interpostas entre numerosas células caliciformes. Além dessas
células, foi relatada a presenca de células de Paneth no intestino grosso de
crocodilos, alojadas nas criptas glandulares do célon (Luppa, 1977). No intestino
delgado, as células de Paneth s&o responsaveis por regular a populacdo da flora
bacteriana ao secretarem enzimas bactericidas (Banks, 1992); entretanto, no
intestino grosso sua funcao ndo é bem conhecida.

Assim como em H. mabouia, as células mucossecretoras de outros
vertebrados (Barboza, 1995; George et al., 1998; Pereira, 2000) sdo menos
freqUentes que as absortivas no intestino delgado, tornando-se mais numerosas no
intestino grosso, onde sédo predominantes. O muco secretado no intestino delgado
lubrifica o alimento, facilitando a sua passagem ao longo do canal alimentar e
prevenindo danos mecanicos a mucosa; € 0 muco secretado no intestino grosso,
particularmente na sua na parte caudal, envolve grandes concentracdes dos
contetdos para a defecacgéo, facilitando o deslizamento das fezes (George et al.
1998). O muco produzido nos intestinos de H. mabouia é misto, contendo
glicoconjugados acidos e neutros, enquanto em alguns répteis foram observados
somente glicoconjugados acidos (Madrid et al., 1989) ou neutros (Pereira, 2000).
Além da funcao lubrificante, os glicoconjugados acidos podem proteger o muco
intestinal da acdo degradativa de glicosidases fecais (Rhodes et al, 1985), e os
glicoconjugados neutros, especialmente no duodeno, podem neutralizar o material
acido recebido do estdmago (Duellman e Trueb, 1985).

Concordando com os relatos de Santos e Zucoloto (1996) de que toda célula
argentafim é também argiréfila, em H. mabouia as células argiréfilas foram
observadas ao longo dos intestinos com maior freqiiéncia que as argentafins.

Similarmente, células argiréfilas foram comumente encontradas no intestino do

lagarto Podarcis hispanica (Burrel et al., 1991) e do mucua Kinosternon scorpioides
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(Pereira, 2000). De acordo com Grimelius e Wilander (1980), a reacdo argentafim,
propiciada pela técnica de Masson Fontana, aparece somente nas células contendo
serotonina; ja a técnica de Grimelius cora quase todas as células enteroendécrinas
do trato gastrointestinal. A serotonina é secretada em resposta a alteracbes no
conteudo do lumen intestinal, como a presenca de solucéo de glicose hiperosmatica
ou de &cido (Drapanas et al., 1969), e atua estimulando terminacdes nervosas
aferentes da lamina proépria ou do plexo submucoso para transmitir informacdes do
intestino para o sistema nervoso central (Fujita e Kobayashi, 1977). Fortes
evidéncias indicam que a serotonina liberada pelo duodeno participa da inibicdo por
“feedback" das funcBes motoras gastricas durante a fase intestinal da digestdo
(Raybould, 2002). Logo, a maior densidade de células argentafins no duodeno de
H. mabouia, assim como no de outros répteis (Luppa, 1977), esta relacionada com
a importancia deste segmento para as funcdes gastrointestinais.

Em H. mabouia, uma vez que nado ha criptas intestinais, as células-tronco
responsaveis pela renovacdo do epitélio estdo esparsamente distribuidas entre as
células diferenciadas, enquanto no intestino dos vertebrados superiores elas estéo
localizadas nas criptas de Lieberkiihn (Reece, 2008). No intestino grosso de
algumas espécies reptilianas como Chrysemys picta (Wurth e Musacchia, 1964),
Lacerta lepida (Perez-Tomas et al., 1989) e Mauremys caspica (Perez-Tomas et al.,
1989; Tarakgi et al., 2005), assim como em anfibios urodelos (Andrew e Hickman,
1974), existem “ninhos celulares” na lamina propria abaixo do epitélio, que estao
conectados a ele por uma estreita ponte de células. Os “ninhos” contém uma
variedade de células: algumas sdo aparentemente células epiteliais normais,
algumas com gotas de muco, algumas linfociticas, outras com citosol claro, e ainda
outras em divisao mitética, o que indica que eles séo sitios de proliferacdo de novas
células (Andrew e Hickman, 1974). As entradas dos “ninhos celulares”,
semelhantes a criptas, tém sido chamadas de “glandulas” e provavelmente

correspondem as criptas de Lieberkiihn dos mamiferos, que também tém funcgéo
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regenerativa (Andrew e Hickman, 1974). Perez-Tomas et al. (1989) e Tarakgi et al.
(2005) identificaram células imunorreativas a serotonina no epitélio da superficie e
nos “ninhos celulares”, sugerindo que este mediador quimico tem acao trofica sobre
0 epitélio intestinal. Embora ndo haja “ninhos celulares” e nem criptas no intestino
grosso de H. mabouia, as células argentafins estdo presentes no epitélio de
revestimento e certamente secretam serotonina, o mediador quimico para a
renovacao epitelial.

Como em H. mabouia, linfcitos intraepiteliais estdo presentes no intestino
dos répteis Lacerta hispanica, Psammodromus algirus, Mauremys caspica e Natrix
maura, variando em freqiéncia e posicdo no epitélio (Solas e Zapata, 1980).
Segundo Luppa (1977), nédulos linféides sdo encontrados na lamina prépria do
intestino delgado dos répteis. Ja em H. mabouia, os ndédulos linféides sao
freglientes no intestino grosso, 0 que é interessante tendo em vista que a cloaca
constitui uma entrada para organismos invasores.

Curiosamente, a membrana basal ndo esté presente ou é pouco evidente ao
longo dos intestinos de H. mabouia, assim como nos outros segmentos do tubo
digestivo dessa espécie (Observacao pessoal).

Em H. mabouia, a muscular da mucosa é mais desenvolvida no intestino
grosso que no delgado, sendo composta por duas camadas, uma circular interna e
outra longitudinal externa, o que também € visto na maioria dos répteis (Luppa,
1977). Entretanto, em alguns répteis, como nas tartarugas do género Emys, a
muscular da mucosa do célon é delgada, ndo sendo evidente a dupla camada
(Luppa 1977). J& em outros répteis, como no Caiman crocodilus yacare, uma dupla
camada de fibras musculares lisas é vista também no intestino delgado (Jin et al.,
1990).

A tlnica submucosa intestinal de H. mabouia é similar a de outros
vertebrados ndo-mamiferos, composta por uma estreita faixa de tecido conjuntivo

frouxo, estando ausentes as glandulas de Brinner (Perez-Tomas et al., 1990; David
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et al. 1992; George et al., 1998; Pereira, 2000). O plexo nervoso submucoso de H.
mabouia é diferente daquele dos mamiferos (Furness e Costa, 1980; Banks, 1992;
Rodrigues, 2005) e similar ao de outros répteis como o da jibéia Python molurus
bivittatus (Holmberg et al., 2003), ndo apresentando corpos de neurénios.

A tunica muscular dos intestinos de H. mabouia € estruturalmente similar a
da maioria dos répteis (Luppa, 1977; Przystalski, 1980; Jin et al., 1990; Holmberg et
al.,, 2003) e de outros vertebrados (David et al., 1992; George et al., 1998;
Rodrigues, 2005), assim como a tlnica serosa, que é semelhante a dos demais
vertebrados (Andrew e Hickman, 1974). O plexo nervoso mioentérico, que € o
responsavel pelo controle dos movimentos peristalticos, ndo é tdo desenvolvido nos
intestinos de H. mabouia quanto no dos mamiferos (Gabella, 1971; Furness e
Costa, 1980), apresentando poucos corpos neuronais.

Concluindo, H. mabouia tem um intestino relativamente curto, principalmente
0 intestino grosso, assim como 0s demais répteis carnivoros. O intestino delgado de
H. mabouia, assim como o da maioria dos répteis, € menos complexo que o dos
mamiferos, pois ndo possui vilosidades e nem criptas de Lieberkihn. O intestino
grosso também é menos complexo, ndo apresentando criptas de Lieberkiihn e
sendo escassas as células absortivas. Fato intrigante foi a auséncia da borda
estriada ou desta ser bastante reduzida no intestino grosso. Como na maioria dos
vertebrados, as células enteroenddécrinas argiréfilas e argentafins estdo dispersas
ao longo do epitélio e as mucossecretoras aumentam em densidade do intestino
delgado para o grosso, onde sao abundantes e apresentam diferentes

caracteristicas morfoldgicas de acordo com seu estado de secrecao.
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4, Concluséao Geral

- O esdfago de H. mabouia possui epitélio pseudoestratificado ciliado com células
secretoras de mucinas acidas e neutras;

- A transicao esbdfago-gastrica apresenta trechos de epitélio esofagico e trechos de
epitélio caracteristico do estbmago, simples prismatico mucossecretor de mucinas
neutras;

- No esbdfago ndo foram observadas células enddcrinas e na transicdo esbtfago-
gastrica foram encontradas células enddcrinas argentafins e ndo argirdfilas;

- A lamina prépria esofagica é delgada e aglandular;

- A lamina prépria da transicdo esbdfago-gastrica é espessa e contém glandulas
acinosas simples ramificadas, compostas por células secretoras de mucinas
neutras e células zimogénicas produtoras de pepsinogénio;

- Na transicdo eso6fago-géastrica ha corpos neuronais nas tdnicas mucosa e serosa;

- O estdbmago possui epitélio simples prismatico mucossecretor de mucinas neutras;
- O estbmago possui uma extensa regido fandica e uma curta regido pil6rica, sendo
gue a fundica pode ser subdividida nas porc¢des oral e aboral;

- Na lamina prépria da regido fundica oral ha extensas glandulas tabulo-acinosas
simples ramificadas, que se tornam menores, menos ramificadas e mais tubulares
na fandica aboral, e sdo tubulares simples e curtas na pil6rica;

- As glandulas gastricas sdo compostas de células mucossecretoras no colo e
células oxintopépticas na base, exceto as glandulas piléricas, constituidas por
células mucossecretoras e células endécrinas;

- As células oxintopépticas da regido fundica oral sao diferentes daquelas da
fundica aboral em relacdo a densidade de granulos de zimogénio e mitocdndrias,
existindo um gradiente de secrecdo de enzimas proteoliticas e &cido cloridrico;

- Células endodcrinas argirdfilas e argentafins estdo presentes no epitélio de

revestimento e nas glandulas gastricas, particularmente na regiédo pil6rica;
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- Existem macréfagos na superficie gastrica;

- Os intestinos séo curtos, especialmente o intestino grosso;

- O intestino delgado possui epitélio simples prismatico com células absortivas e
células mucossecretoras de mucinas acidas e neutras;

- O intestino delgado néo possui vilosidades nem criptas de Lieberkiihn;

- O intestino grosso tem epitélio simples prismatico com muitas células
mucossecretoras de mucinas acidas e neutras e raras células absortivas;

- As células absortivas do intestino grosso ndo possuem borda estriada ou esta é
bastante reduzida;

- Células enddcrinas argiréfilas e argentafins encontram-se dispersas ao longo do
epitélio intestinal;

- A membrana basal esta ausente ou é pouco evidente ao longo dos segmentos do

tubo digestivo.
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