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RESUMO

TOTARO, Priscila Izabel Santos de, M.Sc., Univeasiel Federal de Vigosa, marco de
2013.Morfologia e morfometria na morfogénese do pancreado gambaDidelphis
aurita durante o desenvolvimento intramarsupial.Orientador: Claudio C. Fonseca.
Coorientadora: Sirlene Souza Rodrigues Sartori.

Diversos estudos sobre os marsupiais relatam glesenvolvimento de varios de seus
orgaos internos, se completa depois do nascimeatante o periodo em que os filhotes
permanecem no marsupio. Isto acontece com os ordaosparelho digestorio,
incluindo o pancreas. Este estudo relatou os aspentorfolégicos relevantes
encontrados no pancreas do gamba-de-orelha-prelelphis aurita durante o seu
desenvolvimento intramarsupial. Foram utilizadodiltdtes provenientes de 3 fémeas
diferentes, capturadas em pequena regido de nadaaina Vila Gianetti, na UFV. Os
filhotes foram retirados da bolsa e divididos engr8pos de acordo com o0 seu
comprimento CR médio: 10, 50, e 100mm. Apos a é@siardos animais, foi realizada a
biometria corporal, a pesagem e a medi¢do do pasicéom relacdo aos animais que
mediam 10mm de comprimento CR e tinham, portantmjcas horas de vida
intramarsupial, o pancreas pode ser descrito comivelmente imaturo, dada a
auséncia de acinos e ilhotas, estruturas tipicaérgé&o adulto, e embora ambos o0s
componentes enddcrino e exocrino estivessem pessanaspecto que mais se destacou
foi a presenca de ductos primitivos com diametoomprimento bastante grandes e a
ocorréncia de vasos sanguineos, muito abundaraesedtrocitos nucleados em seu
interior. Nos individuos medindo em média 50mm raélises histologicas revelaram a
presenca dos componentes exdcrinos arranjadosieas @&nda em desenvolvimento e
das células enddcrinas ja arranjadas em ilhotabqentambém estivessem presentes
na forma de pequenos grupos ou isoladas). Os dassogniram um aspecto similar ao
visto no adulto, com um ducto centro-lobular masovarios outros ductos menores,
proximos aos acinos. A presenca de tecido conjorgia divisdo do 6rgdo em lobulos
se tornaram mais evidentes nesse estagio. Nosefililgue mediam em média 100mm,
se encontrando no terco final da gestacao extarhéstologia do pancreas mostrou a
presenca de acinos mais bem estruturados e conmmduretativamente menores. As
ilhotas possuiam diametro notavelmente maior e esepica de tecido conjuntivo
delimitando-as era mais evidente neste estagio. okfametria mostrou variacées

consideraveis na proporcdo dos componentes paicoeaentre as etapas do
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desenvolvimento intramarsupial. Esta diferenca dst@acordo com o encontrado na
literatura para outras espéciBsdelphis e indicam que de fato o pancreas sofre
modificacdes morfoldégicas durante o periodo deagé@st externa. O didmetro das
ilhotas pancreéticas ndo variou entre os tercosareééfinal da gestacdo externa, mas
foi significativamente diferente nas trés regides ghncreas dos animais dos dois
grupos, indicando o crescimento desigual dessautesir entre as trés regioes
anatomicas do pancreas, durante o desenvolvimetnéonarsupial.



ABSTRACT

TOTARO, Priscila Izabel Santos de, M.Sc., Univeadiel Federal de Vicosa, March,
2013. Morphology and morfometry in morphogenesis of panceas during the
intramarsupial period in the opossumDidelphis aurita. Adviser: Claudio C. Fonseca.
Co-adviser: Sirlene Souza Rodrigues Sartori.

Several studies have reported that marsupials oi@wvelnt of various internal organs, is
completed after birth, during the time the puppesain in the pouch. This happens
with the organs of the digestive system, includimg pancreas. This study reported the
morphological material found in the pancreas offihssunDidelphis auritaduring its
development intramarsupial. We used 12 puppies Bdifferent females, captured in a
small area of woodland located in Vila GianettidtV. The pups were removed from
the bag and divided into 3 groups according tortagerage CR length: 10, 50 and
100mm. After euthanasia, Biometry was performedybaeeighing and measuring of
the pancreas. With regard to animals which measiu@aedm CR and therefore had few
hours of life intramarsupial, the pancreas couldiéscribed as visibly immature, given
the absence of acini and islets, typical structwfethe adult body, and although both
components endocrine and exocrine were presentagpect that stood out was the
presence of primitive ducts with diameter and lareytd the occurrence of very large
blood vessels, very abundant, with nucleated evgifies inside. In individuals
measuring 50mm on average histological analyzesated the presence of components
arranged in exocrine acini and still in developmehendocrine cells into islets have
arranged (although also be present in the forrmddlisgroups or isolated). The ducts
have assumed an aspect similar to that seen itsadith a duct-lobular largest center
and several other smaller ducts, close to the .athe presence of tissue and organ in
the division lobes became more evident at thisestag chicks measured on average
100mm, meeting at the end of gestation outsidehisi®logy showed the presence of
pancreatic acini better structured and relativetgalder lumens. The islets had
significantly greater diameter and the presenadebimiting the tissue was more evident
at this stage. Morphometry showed considerableatran in the proportion of the
components between the stages of pancreatic deweldp intramarsupial. This
difference is consistent with findings in the lda&rre for other species Didelphis and
indicate that in fact the pancreas undergoes mdogloal changes during pregnancy
outside. The diameter of the pancreatic isletsnditlvary between the middle and end

of pregnancy outside, but was significantly diffgren the three regions of the pancreas
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of animals in both groups, indicating the uneveawgh of this structure among the

three anatomical regions of the pancreas duringldpment intramarsupial.
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1. INTRODUCAO GERAL

O gamba-de-orelha-pret®iflelphis auritg € um marsupial com periodo de
gestacédo intra-uterina de aproximadamente 12 @iagambé recém-nascido alcanca o
marsupio da mae, logo ap0s o nascimento, ondenc@antd seu desenvolvimento
aderido a papila mamaria. Durante este periododgtee aproximadamente trés meses,
os filhotes tém como Unica alimentacdo o leite oqzied produzido pela méae.

Os gambas recém-nascidos pesam aproximadamergen@®8em 12mm de
comprimento, possuem uma aparéncia externa im&udagaos internos, como 0s
pulmdes (KRAUSE et al., 1973 e 1975; KRAUSE etH.76a), figado (CUTTS et al.,
1973; KRAUSE et al., 1975) e o canal alimentar (KF5k et al., 1976b, 1976c, 1977),
incluindo o pancreas (KING et al., 1978) apresentaracteristicas de desenvolvimento
incompleto no momento do nascimento.  Trabalhos alizeelos anteriormente
abordaram aspectos relacionados exclusivamentecawgonentes endocrinos do
pancreas adulto (THOMAS, 1938; MUNGER et al., 196b) a organogénese do
pancreas durante o periodo embrionario (pré-n@elCRADY, 1938).

King et al. (1978) descreveram o desenvolvimenis-matal do péncreas do
gamb@-norte-american®idelphis virginiand durante as varias fases do periodo de
vida intramarsupial, enfatizando a presenca ourngis&los componentes enddcrino,
exacrino e tubular do pancreas nos diferentesiestdg desenvolvimento.

Além disso, Fonseca et al. (2002) conduziram w@inalho que objetivou medir
o didametro das ilhotas do pancreas do gaifelphis albiventrisadulto, e Edwin
(1982) quantificou o tecido endocrino do pancrea3rithosurus vupeculatravés da
quantificacdo das ilhotas pancreéticas de trégedifes regibes do o6rgdo: cabeca
(duodenal), corpo (anulo) e cauda (esplénica).

O presente trabalho descreve morfologica e higiiwhonente o desenvolvimento

pds-natal do pancreas do ganiibidelphis aurita buscando quantificar os componentes



do 6rgao, bem como comparar a sua freqiiéncia, i@noetto das ilhotas pancreaticas
nas diferentes regides anatdomicas do pancreasedalb(tabeca), do anulo (corpo) e

esplénica (cauda).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O gambd&Didelphis aurita

Os gambéas pertencem ao Filo Chordata, Ordem Mailgupe Familia
Didelphidae. A Ordem dos Marsupiais (Marsupialehtmais de 60 milhdes de anos e
é observada na América do Norte, América do Sul, Afdca e Australia
(MCALESTER, 2002).

No Brasil, o gamba-de-orelha-prefaidelphis aurita e o gamba-de-orelha-
branca, Didelphis albiventris sdo espécies de marsupiais didelfideos, extensament
distribuidas na Regido Neotropical onde existe pgmos uma das duas espécies em
cada bioma (EMMONS e FEER, 1990).

A espécieD. albiventrispossui um periodo gestacional de aproximadamehte 1
dias. Os filhotes terminam seu desenvolvimento rarsapio, sendo este periodo
chamado de gestacéo externa (GE), com duragao dia®(BAMOTO et al., 2006).

A alimentacdo do gamba é composta de fontes anic@io insetos, pequenos
mamiferos e passaros, além de fontes vegetais, fratas, folhas e sementes. Alguns
autores relatam que esses animais ingerem umarpéapde 40% de sua dieta na forma
de vegetais, e 60% na forma de fontes animais (ENS/e HUME, 1995), sendo
assim o gamba tem um espectro alimentar importgois o seu tubo digestivo €
tipicamente onivoro, contendo glandulas salivaraadges, com excecao da parétida. O
estbmago do gamba se apresenta como uma estrilateala do tubo digestivo cuja
principal funcéo é a liquefacdo do bolo alimentar @digestdo de alimentos. A mucosa

gastrica apresenta grande quantidade de glanduidgés e células entero-enddcrinas.
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Estas, junto com as células enddécrinas dos intssgndo pancreas, contém peptideos
especificos e aminas biogénicas que regulam adatiei digestiva (KRAUSE et al.,
1985; STEVENS e HUME, 1995; FONSECA et al., 1998).

Os estudos experimentais constituem passos essepeia a aplicacdo dos
ensaios clinicos em humanos e dependem, sobredadadequacdo experimental em
animais. Segundo NOGUEIRA (1989), o gamba é um aingue permite o estudo da
ontogénese de diferentes sistemas organicos epeetas fisioldgicos importantes, o
que faz dele objeto de pesquisas que buscam selygia questdes relacionadas a
saude humana.

Alguns trabalhos abordam aspectos morfolégicos dbo tdigestivo de
marsupiais (TAKAGI et al., 1990; FONSECA et al.,.989 FONSECA et al., 2002,
CHRISTENSEN, 2003; RIBEIRO, 2009), sendo a maioeferente ao pancreas e a
mucosa gastrica (COUTINHO et al.,, 1982; EDWIN, 19&ODUZA et al.,, 1982;
COUTINHO et al., 1984; KRAUSE et al., 1986; EDWIN987; BARBOSA et al.,

1987; KRAUSE et al., 1989 e FONSECA et al., 2002a).

2.2. Ciclo reprodutivo do génerdDidelphis

Poucas séo as informacfOes a respeito da histétimahadas espécies de
Didelphis no Brasil (DAVIS, 1945; VALLE et al., 198 STREILEN, 1981;
STREILEIN, 1982 e FONSECA et al., 1982; ROCHA & MARDA, 1978).

Rigueira et al. (1987) realizaram um estudo corgamba-de-orelha-branca
(Didelphis albiventriy, em que 104 espécimes foram coletados aleatamigmem
diversos municipios do estado de Minas Gerais deisais anos. Este trabalho mostrou
a ocorréncia de fémeas em populacdes naturais fituotes na bolsa, nos meses de
agosto a marco, sendo que nos meses de fevereieogd as fémeas com filhotes na

bolsa foram capturadas com menos freqiéncia. Det@gosetembro todas as fémeas
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capturadas possuiam filhotes na bolsa, ao passongsiemeses de abril a junho
nenhuma fémea foi capturada com filhotes na bels#o registradas fémeas em estro
nos meses de julho, outubro e novembro, e em aner fevereiro a junho
(MASCARENHAS, 1980).

Com relacdo a biometria corporal do aparelho genibasculino deD.
albiventris durante o ciclo reprodutivo anual, Nogueira (198&ljenta que o peso da
prostata e das glandulas bulbo-uretrais (COWPER)d® e intermediarias apresenta
acentuado aumento ponderal de junho a janeiropgmrconsiderado como o de
reproducdo. Considerando que as fémeas apresestamaeartir de julho, o periodo
de acasalamento seria entre julho e janeiro (RIRAEdt al., 1987).

Hill (1918), capturando fémeas d& marsupialisentre julho e outubro no
estado do Rio De Janeiro, encontrou fémeas gestani@meas com filhotes na bolsa
durante o més de julho. Em agosto e setembro eferge encontrou fémeas com
filhotes na bolsaEstes achados séo semelhantes aos encontradd3. pdloaventrisem
Minas Gerais, 0 que demonstra haver um sincronisanatividade reprodutiva destas

duas espécies nos estados de Minas Gerais e BRandeo (RIGUEIRA et al., 1987).

2.3. Pancreas

O péancreas € uma glandula anficrina que produimeszdigestivas e
hormonios. A porcdo exdcrina, produtora do succestico € organizada em acinos,
enquanto os hormdnios sdo sintetizados na porcéddcena, que por sua vez é
composta de grupamentos de células, denominadathatas pancreéticas, ou de
Langherans NOMENCLATURA ANATOMICA VETERINARIA ILUSTRADA,
1999).

Anatomicamente o pancreas se divide em trés regideslenal (cabeca), anulo
(corpo) e esplénica (cauda). Histologicamente semaslha a glandula parétida, da qual
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se diferencia pela presenca das ilhotas e dasaséehtroacinares e pela auséncia de
ductos estriados.

Uma capsula de tecido conjuntivo reveste o pan@easvia septos para o seu
interior, separando-o em l6bulos. O pancreas pasgeaiextensa rede capilar, essencial
para o processo de secrecdo. O acino pancreat@wimx é constituido por vérias
células serosas que circundam um lumen. Estasaséddlo polarizadas, com nucleo
esférico, e sao tipicas células produtoras de ipateO numero de granulos de
zimogénio presentes em casa célula varia de acorda fase digestiva, sendo maxima
em animais em jejum (EURELL e FRAPPIER, 2006).

Além de agua e ions, o pancreas exocrino secre¢asds proteinases, sendo
esta secrecdo controlada principalmente por meie Hormonios secretina e
colecistoquinina, produzidos por células da muaagstinal. O estimulo do nervo vago
aumenta a secrecao pancreética (JUNQUEIRA e CARNENR04).

As ilhotas pancreaticas sdo microorgdos enddéciimcalizados no pancreas,
onde séo vistos como grupos arredondados de cod#beglulas imersos no tecido
exocrino. A ilhota é separada do tecido exécrino pma fina camada de tecido
conjuntivo, e possui uma extensa rede de capil@¢amanho das ilhotas varia em um
mesmo individuo e entre espécies. O numero totdhdeas também é variavel entre as
regides do pancreas (EURELL e FRAPPIER, 2006).

Histologicamente, as ilhotas se apresentam meneda® do que a porgcao
exocrina do pancreas. Coloracfes rotineiras pemmitereconhecimento de células
aciddfilas () e basofilasff). Por meio de coloragfes especiais e por imurmgiioica,
distinguem-se quatro tipos de células nas ilhofas(produtoras de glucagon), B
(produtoras de insulina), D (produtoras de somatiost) e PP (produtoras de

polipeptideo pancreético). (JUNQUEIRA E CARNEIRO02).



2.4. Desenvolvimento do pancreas

A organogénese do pancreas compreende uma combimBgdeventos de
sinalizacdo altamente complexos e coordenados. sRé&@mscricionais guiam o0
desenvolvimento do 6rgdo desde os estagios iniat@iso estagio maduro (FONG e
WRIGHT, 2011).

O pancreas se origina do endoderma, na formaalesbdorsal e ventral que se
fundem para formar um Unico 6rgao. Mamiferos, avégteis e anfibios possuem o
pancreas com o desenvolvimento embrionario siffeBACK, 1995).

No péancreas primitivo, as células enddcrinas camea se diferenciar antes das
constituintes da porcdo exocrina, e a producaoifdeedtes hormoénios pela mesma
célula é frequiente nos estagios iniciais do deseinvento. Estudos de cultura in vivo
mostraram que as células do pancreas endocrinori@em enddgena e ndo na crista
neural, como se acreditava anteriormente. Alénodisstudos observacionais sugerem
fortemente que as porcdes enddcrina e exocrinaddor@as se originam do mesmo
endoderma rudimentar, e o seu desenvolvimento sE@endente de estimulos

provenientes do mesénquima adjacente (SLACK, 1995).

2.5. Desenvolvimento do pancreas nos marsupiais

O gambaDidelphis albiventrismede aproximadamente 10mm ao nascer termina
0 seu desenvolvimento no marsupio, onde o leiteetmaté a principal fonte de
nutrientes (COUTINHO et al.,, 1982). Sabe-se queparedho digestoério, incluindo
glandulas anexas, como o pancreas, sofre um extepsriodo de diferenciacédo e
desenvolvimento durante o periodo pés natal do gdddelphis virginiana(KING et
al., 1978).

O péancreas do gamMUdaidelphis virginianarecém nascido consiste de uma

regido central formada por ilhotas circundadast@oulos primitivos que terminam em
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células proacinares. Quatro dias apds o nascimelicips intralobulares, acinos e
células centroacinares definitivos sdo observalios.adicdo as ilhotas centrais em
expansdo (ilhotas primérias), sdo observadas eélatadcrinas isoladas ou em
pequenos grupos proximos ao epitélio dos ductod@et al., 1978).

Com a proliferagdo simultdnea dos componentesriexde endocrino, a partir
do sistema de ductos, a maioria das ilhotas obdasv@4 dias apdés o0 nascimento,
parece ser envolvida por uma camada simples delasélacinares. Com o
desenvolvimento dos acinos e expansdo dos ductasapperiferia, esta camada de
células acinares se separa das ilhotas em desemeote. Neste momento, a maior
parte das ilhotas em desenvolvimento permanecemimocdos lI6bulos para formar as
ilhotas secundarias apos 59 dias de desenvolvim@nitedida que o desenvolvimento
progride os lobulos se desenvolvem e se tornam ewaientes, enquanto as células
acinares se tornam preenchidas com granulos deggémus (KING et al., 1978).

Com relacdo ao tamanho dos filhotes no interior ndarsupio, as ilhotas
pancreaticas aparecem somente no estagio de 45ntretaato, células positivas para
aldeido-fucsina produtoras de insulina sdo obsas/ad estagio de 70mm. Antes disso
as células marcadas com aldeido-fucsina sdo oloservapenas nas porgbes do
pancreas exdcrino (COUTINHO et al., 1982).

Estudos imunohistoquimicos do pancreas enddécrimb desenvolvimento
mostraram que, no gamifia virginiana, células imunorreativas a insulina, glucagon,
somatostatina, polipeptideo pancreético bovino;hédxitriptamina (serotonina) séo
encontradas em estagios mais tardios do desenwitimTodos os tipos de células
imunorreativas estdo presentes em ilhotas primargecundarias, e entre os elementos
do péancreas exocrino. Células imunorreativas aagioe, somatostatina, polipeptideo
pancreatico bovino e serotonina estdo confinadpsréeria das ilhotas secundérias

(intralobulares), enquanto células imunorreativasselina ocupam a regido central. As



células enddécrinas dentro das ilhotas primariager{obulares) se encontram
aleatoriamente espalhadas. O péancreas endoécriming® seu desenvolvimento e
diferenciacdo ao longo da vida pos natal e durantela adulta. Pequenas diferencgas
foram observadas entre as regides duodenal e &splén pancreas do gamita
virginianacom relacao & células imunorreativas (KRAUSE et1&889).

O diametro das ilhotas foi analisado e comparadtreeas fases do
desenvolvimento intramarsupial, mostrando que ndové variacdo neste parametro
entre os tercos meédio e final de desenvolvimentirefanto a area de ilhota diminuiu
significativamente no pancreas dos animais do terédio para aqueles do terco final
da gestacdo (FONSECA et al., 2002b).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

O presente estudo descreve a morfologia e realzarfometria do pancreas de

gamba®Didelphis auritadurante as trés fases do desenvolvimento intrapiats
3.2. Objetivos Especificos

° Descrever macroscopicamente a morfologia extersadmnais obtidos nas trés

etapas do desenvolvimento intramarsupial;

° Determinar a relacdo peso e tamanho do pancreasocpeso e tamanho do
animal,
° Quantificar a morfometria dos componentes e estigtdo pancreas em cada

uma das trés etapas do desenvolvimento intramatsupi

° Mensurar o diametro das ilhotas pancreaticas ata ama das trés etapas do

desenvolvimento intramarsupial;

° Comparar a frequéncia dos componentes pancred&idosdiametro das ilhotas

entre as trés regiées anatdbmicas do 6rgao (dugdknahulo e esplénica).
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ARTIGO |

DESENVOLVIMENTO POS NATAL DO PANCREAS DO GAMBA Didelphis

aurita

RESUMO

Foram utilizados neste estudo 12 exemplareBidelphis auritamachos, pertencentes
aos tercos inicial, médio e final da gestacdo \atefGE). Os animais foram
eutanasiados poucos minutos apOs a sua retiradeupio, 0 pancreas foi removido
e foram realizadas as analises biométricas do<iesge e dos 6rgdos. A morfologia
externa dos animais mostrou que os individuos o ieicial da GE se assemelhavam
muito com os embrides, fato que, aliado ao seurthmanédio (10,25mm) permite
concluir que se tratam de recém nascidos. Os espgao terco médio da GE possuem
aparéncia externa bastante similar aos do terc@minporém é notavel o seu tamanho
corporal aumentado. Em contrapartida, os animaisedm final da GE apresentam
morfologia externa madura e caracteristica do adnadalto, fato que corrobora os
dados da literatura que apontam o estagio proximsol@0mm de comprimento como
sendo o0 momento de saida dos animais da bolsdag¢doepeso do pancreas/peso do
animal diminui a medida que o desenvolvimento maesupial prossegue. A histologia
dos 6rgdos mostrou que o0 pancreas do gamba recsadma caracterizado pela
auséncia de acinos organizados, sendo a porcaorexdéarmada essencialmente por
células pré-acinares. Os ductos sdo muito grandesliametro e em comprimento,
terminando em extremidades cegas. Seu epitélio 8pdosimples cubico, mas em
alguns locais pode apresentar areas de estrafificassociada as quais ocorre uma
populacdo de células endocrinas (papilas peritudslla E possivel identificar a

presenca de vasos sanguineos grandes e preenchitiobemacias nucleadas, uma
14



caracteristica do embrido. Nos animais do tercaordal GE € possivel observar ilhotas
e acinos em desenvolvimento. A presenca de tecidjumativo e a divisdo do 6rgdo em
|6bulos podem ser evidenciadas. Nos individuosedgotfinal do desenvolvimento é
possivel encontrar pancreas com ilhotas localizada®ntro dos l6bulos, agora melhor
definidos. Os ductos ocorrem em um padrao maisimaxao do animal adulto e os
vasos sanguineos, assim como no terco medio dadsELiem hemécias anucleadas em
seu interior. Foi possivel concluir que o periodagydstacao externa € fundamental para

o desenvolvimento do pancreas Brdelphis aurita

Palavras-chave:Pancread)idelphis aurita desenvolvimento intramarsupial, histologia.
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1. INTRODUCAO

O péancreas € um 0Orgdo particularmente importantegedggdo a salde humana,
pois € o local de ocorréncia de duas importantenghs: o0 diabetes e o cancer de
pancreas. Apesar da sua importancia médica, agimotto desenvolvimento do pancreas
tem sido alvo de estudos de um pequeno numero ipagdques nos ultimos anos
(SLACK, 1995).

Nos mamiferos marsupiais, o pancreas € um dos rgée se apresentam
imaturos no momento do nascimento e completam odssenvolvimento durante o
periodo chamado de “gestacdo externa’, em queddsdnos permanecem cerca de 90
dias no marsupio (KING et al., 1978).

E sabido que enDidelphis virginiana o pancreas do recém nascido, que mede
aproximadamente 12mm CR (Crown-rump length: daupetincia localizada entre os
olhos a base da cauda), é composto de célulascpréres, e ductos muito grandes,
localizados na regido periférica do 6rgao, alémcélelas enddcrinas isoladas ou em
pequenos grupos na forma de cordbes na regidoacdftcomum a ocorréncia de uma
area de epitélio estratificado nos ductos. Estgi®es mostram uma intensa divisdo
celular e constituem o local de formagao de egstnstehamadas “papilas peritubulares”,
gue sao caracteristicas do pancreas do gamba res@io (KING et al., 1978).

A organizacdo das células enddcrinas em ilhotasreéticas € vista a partir do
estagio em que o animal mede 35mm, ao passo qaerus exdcrinos ja sao encontrados
nos individuos de 20mm, estagio no qual sdo vig&da primeira vez, células centro-
acinares. A medida que o desenvolvimento progrédelivisio do 6rgdo em |6bulos
separados por tecido conjuntivo se torna mais atede Ocorre também o aumento do

didametro das ilhotas pancreaticas e a maturacd@aoes que tendem a apresentar um

[tmen menor com o passar do tempo (KING et al.8L97
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Coutinho et al. (1982) conduziram um estudo semétheom a espécie brasileira
Didelphis albiventris onde foram observadas ilhotas somente no estgid5mm.
Células enddcrinas marcadas pela aldeido-fucsinéorsin identificadas a partir do
estagio de 70mm, o que segundo 0s autores, sugarerecdo exocrina de insulina, ou
proteinas similares, no [imen do intestino, de omd®rmaonio seria transferido para a
circulacdo do animal, j& que nesse estagio o intes¢em a capacidade de endocitar e
transferir macromoléculas através do epitélio §itme aberto).

Assim, o desenvolvimento do pancreas do gamba-@lbaspreteDidelphis aurita
pode ser estudado a titulo de comparacdo com essaegpécies do género, bem como
com individuos adultos da mesma espécie. Dessain@aneobjetivo deste trabalho foi
descrever as principais modificagdes macroscopitaervadas nos animais durante a
vida intramarsupial, relacionando o seu tamanho @ mdimensbes do pancreas, e

descrever a histologia deste 6rgao durante o period

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram capturados trés exemplares de ganihidslphis aurita fémeas, de
aproximadamente 700g, considerados adultas, seddemanne-Mota (1984). Para sua
captura, foram utilizadas armadilhas tipo ganchex31x31cm) iscadas com banana e
Oleo de figado de bacalhau, sendo as iscas reamvi@iamente. A captura aconteceu
em pequeno fragmento de mata, situada no Museuodmda Jodo Moojen - Vila
Gianetti, UFV, em Vigosa, Minas Gerais. As captudasanimais foram autorizadas
pelo IBAMA (licenca n° 31328-1), e os procedimentaperimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no uso de animais da UFWKIBFV) sob protocolo
98/2011.
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2.2.Eutanasia e analises biométricas

As fémeas capturadas foram contidas anestésicpgfiia sédico, 30mg/mL intra-
peritoneal) e mecanicamente com auxilio de luvaadpa. A cavidade marsupial foi
aberta para exposicao dos filhotes que foram sexad@movidos. Apds a remocéo dos
filhotes, as fémeas foram devolvidas ao local detaoA média foi de seis filhotes por
fémea, os quais foram pesados e medidos em seymicwntos CR para verificagao
do estagio de desenvolvimento em que se encontragaposterior eutanasia dos
filhotes foi procedida com a administragéo intrdéara de cloreto de potéssio a 0,25%,
em funcdo do peso corporal. O pancreas foi retjraolm o auxilio de lupa, e fixado em

solugéo de Bouin por 24 horas.

2.3. Grupos Experimentais
Os animais retirados do marsupio foram divididostea grupos de acordo com o seu
comprimento CR:
e Grupo 1: aproximadamente O dias de vida intranpeaise terco inicial da gestacéo
externa (tamanho médio de 10mm CR);
e Grupo 2: aproximadamente 30 dias de vida intranpéeis e terco médio da gestacdo
externa (tamanho médio de 50mm CR);
e Grupo 3: aproximadamente 90 dias de vida intraugaal e terco final da gestacdo
externa (tamanho médio de 100mm CR).

Para as andlises biométricas e a morfometria fardlimados 4 espécimes de

cada um dos grupos.
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2.4. Processamento histolégico

As amostras foram processadas e incluidas em padaitolégica e em resina
metacrilato. Os fragmentos incluidos em parafimarfoseccionados com espessura de
5 um em micrétomo rotativo manual (SPENCER, Americatical Co.), tendo sido os
cortes corados segundo as técnicas de Hematogilibasina. Os fragmentos incluidos
em metacrilato foram seccionados a espessuraumie &m microtomo rotativo Leica®
RM2255, e corados segundo a técnica de Azul deidiohaiBorato de Sédio. O
processamento dos fragmentos analisados por mi@as®ptica foi realizado nos
laboratérios de Biologia Estrutural do Departamemte Biologia Geral, e de
Histopatologia Veterinaria do Departamento de \lieéeia do CCBS.

As preparacOes histologicas obtidas foram analés&ma microscopio de luz

Olympus BX60 acoplado com camera digital QColorB/ipus).

2.5. Andlises estatisticas
Os dados foram organizados em planilha eletrdréca p andlise de variancia
(Anova), segundo o programa estatistico SigmaSta@®dados foram expressos em

médiatdesvio padrao e a significancia estatisticadtabelecida para p < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros biométricos

O peso corporal aumentou significativamente duramtedesenvolvimento
intramarsupial, assim como o0 peso do pancreasz@orantre o peso do pancreas e 0
peso corporal, entretanto, diminuiu no decorrepeldodo. As medidas biométricas dos

individuos dos trés grupos experimentais estasaptadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros biométricos de individuossgé@e Didelphis aurita durante as fases iniciakjien
e final do desenvolvimento intramarsupial.

Gl G2 G3
PC 0,10,50g 7,69+1,20g 53,743,609
CR 10,25+0,30mm  46,25:0,80mm  93,25+1,10mm
PP 0,0005+0,00g 0,12+0,002g 0,28+0,03g
IPS 0,050,001 0,01520,003 0,00520,002

PC = Peso corporal (g); CR = comprimento CR(mm); Rfeso do pancreas (g); IPS = indice pancreatossmmati
G1, G2, G3 = fases inicial, média e final do desénmento intramarsupial. Dados expressos em néeisvio-
padréo.

3.2. Morfologia externa e interna dos animais

Os animais do grupo 1 (com O dias de vida intrao@al e com tamanho
meédio de 10,25+0,300mm de comprimento CR) possumin aparéncia visivelmente
imatura, com auséncia total de pélos,olhos natmetae formados e membros pélvicos
semelhantes ao do embrido. A diferenciacédo sexamlesta completa, de modo que o
aparelho reprodutor externo € representado pedaa|mao sendo possivel identificar o
sexo dos individuos (Figura 1A).

A cavidade abdominal € composta pelo estdmagdos jretestinos delgado e
grosso, recobertos por uma estrutura bastante g preenche quase todo o espaco:
0 mesonefro, que neste estagio do desenvolvimentm&deravelmente maior que o
rim do animal adulto. O figado também esta preséhteancreas péde ser encontrado
devido a sua localizacéo entre o duodeno e o baco

Nos individuos pertencentes ao grupo 2 (com celea30 dias de vida
intramarsupial e com média de 46,25+0,80mm de comemto CR) a principal
mudanca € o tamanho corporal visivelmente aumestaNeste estagio os olhos
permanecem fechados. Os membros toracicos e pglejoesentam a conformacgao

caracteristica do animal adulto e nestes ultim@spéassivel notar a presenca de garras.
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Os pélos, entretanto, continuam ausentes e a coafdio corporal desses animais ainda
é similar & posicao fetal (Figura 1B).

A cavidade abdominal possui 0s mesmos compongateescritos para 0s
animais do grupo 1, porém € possivel observar@ugéo do mesonefro.

Nos animais do grupo 3 (com cerca de 90 dias da witramarsupial e com
média de 93,25+1,10mm de comprimento CR) a apaéexierna € marcada pela
ocorréncia da pelagem ja no padrao caracteristicaniimal adulto (Figura 1C). Os
animais retirados do marsupio tém capacidade demlocdo, embora reduzida. A
cavidade abdominal assemelha-se muito a do anidudtioae a presenca de rins com

morfologia adulta pode ser identificada.
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Figura 1. Gamba Didelphis aurita de vida intramarsupial. A: animal recém nascido em vista
lateral. Barra = 10mm. B: animal recém nascido em vista ventral. Barra = 3mm. C: animal do
terco médio da gestacdo externa em vista lateral. D: animal do terco final da gestacdo externa

em vista lateral.
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3.3. Parametros histologicos pancreaticos

A observacédo das laminas histoldégicas mostrounggendividuos do grupo 1 o
pancreas é visivelmente imaturo e o arranjo tige® por¢cdes enddcrina e exdcrina ndo
existe. E possivel notar a presenca de vasos smoguide tamanho consideravel,
preenchidos com um grande nimero de hemacias dasleearacteristicas do embriéo
(Figura 2A). As células exdcrinas (ou pré-acinaestfio dispostas na periferia do 6rgao
e sdo caracterizadas por uma forma proxima a pile@mO nucleo destas células é
esférico e localizado na regido basal do citoplaghsacélulas pré-acinares nao estao
arranjadas em acinos, mas sim dispostas em peqgemuss (Figura 2B).

O sistema de ductos é bastante peculiar, senddvpbsotar a presenca de um
anico ducto grande, alcangcando quase toda a ertelusérgdo. As células do epitélio
que reveste o ducto sdo cubodides e possuem umordgrckxiondado (Figura 2B). Em
alguns locais do revestimento do ducto ocorre uan@ada dupla ou tripla de células. O
tecido adjacente a esta regido € rico em céluldéceimas e, devido a sua semelhanca
as papilas dérmicas, é chamado de papila peritu@itigura 2B).

As células enddcrinas podem ocorrer isoladas opeguenos grupos. A por¢ao
enddcrina ocorre na regido central do 6rgao e @a @ papilas peritubulares. (Figura
2C).

No pancreas dos animais do grupo 2 é possivelteaws a presenca de acinos
em desenvolvimento, com lumen relativamente anfocélulas acinares mantém a
forma piramidal e o nucleo arredondado e basalu(gi@A). Os grandes ductos dao
lugar a ductos maiores e ductos menores cujo iepgélmantém do tipo simples cubico
(Figura 3B). Os vasos sanguineos sdo menores éncdrgmacias anucleadas em seu
interior e as ilhotas pancreéticas estdo presentes.

A presenca do tecido conjuntivo, na forma de septosntre os acinos, é mais

evidente nos individuos do grupo 2 (Figura 3C).
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Nos animais do grupo 3 0s acinos estdo mais bemtwsidos possuem um
[limen menor, as células acinares possuem formedmigial com nucleo arredondado
(Figura 4A). O tecido conjuntivo esta presente @mimos septos que separam o 6rgao
em lébulos e os vasos sanguineos e ductos segpaar@o usual ja visto no grupo 2
(Figura 4B).

As ilhotas pancreédticas se mostram maiores e n&is dstruturadas, sendo

possivel notar a presenca de tecido conjuntiverilindo-as (Figura 4C).
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Figura 2: Pancreas do gambd Didelphis aurita recém nascido. A: VS = vasos sanguineos; D =
ducto exdcrino; == = papila peritubular. Aumento: 200X. B: D = ducto exdcrino; W = nucleo de
célula enddcrina; ¥ = nicleo de célula proacinar; ¥ = nucleo de célula epitelial do ducto
exécrino. Aumento: 400X. C: PPT = papila peritubular. Aumento: 200X. Azul de Toluidina +

Borato de Sdadio.
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Figura 3: Pancreas do gamba Didelphis aurita durante o terco médio da gestacdo externa. A: A
= |[imen de 4cinos; & = nucleo de célula &cinar. Aumento: 200X. B: LD = limen de ducto
exécrino. & = nucleo de célula epitelial do ducto exdcrino. Aumento: 100X. C: TC = tecido

conjuntivo. Aumento: 200X. D: ILH = ilhota pancreatica. Aumento: 200X. Azul de Toluidina +
Borato de Sédio.
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Figura 4: Pancreas do gamba Didelphis aurita durante o terco final da gestacao externa. A: D =
ducto exdcrino; A = acino; VS = vaso sanguineo; 1 = nucleo de célula acinar. Aumento: 200X.
B: TC = tecido conjuntivo; 1 = vaso sanguineo. Aumento: 200X. C: ILH = ilhota pancreatica.

Aumento: 200X. Hematoxilina e Eosina.
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4. DISCUSSAO

Os individuos retirados do marsupio medindo em ané&@i25+0,30mm (grupo
1) podem ser considerados recém nascidos e, pmriggrtencentes ao terco inicial da
gestacao externa (primeiros 30 dias do desenvohton@tramarsupial), ao passo que
0s animais com média de 46,25+0,80mm (grupo 2) moder incluidos no terco
intermediario do periodo de bolsa. Os exemplatsdes do marsupio com média de
93,25+1,10mm (grupo 3) encontram-se no final déoger de gestacdo externa e 0 seu
tamanho caracteriza 0 momento aproximado de sadaotba (DEZONNE-MOTA,
1984).

A aparéncia externa, semelhante a do animal acuhggrvada nos individuos
do grupo 3 (caracterizada pela presenca de pélgsorats, olhos funcionais e
capacidade de locomocéo) vai de acordo com o tratzaéntifico que considera este o
estagio em que ocorre a saida dos animais da idsa,que 0S mesmos possuem as
caracteristicas corporais necessarias para a idadd marsupio (DEZONNE-MOTA,
1984).

A histologia do pancreas do gamb#lelphis auritadurante o desenvolvimento
intramarsupial mostrou que a caracteristica praidije desenvolvimento deste 6rgao é
0 consideravel espaco de tempo requerido para gumrgdes enddcrina e exocrina
alcancem a maturidade estrutural. Esses resultamidsmam os achados de King et al.
(1978) que reportaram que o pancreas do gambaarogdacano Didelphis virginiana
ndo alcanca o estadgio maduro antes do periodojerg da vida do animal (280mm).

Em ratos (MORI e HOGA, 1968) o arranjo do epitdém ducto similar ao do
animal adulto aparece no 16° dia pré-natal. Essest@s no gamba norte americano
ocorrem 4 dias antes da saida dos animais do (KéX& et al., 1978), o que esta de
acordo com os resultados observados para gamba@eitle-preta recém nascidos, cujo
pancreas também possui ductos com epitélio sincpleiso.
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A formagéo dos acinos em ratos ocorre de 3 a Satitess do nascimento e 0
epitélio exécrino do pancreas de ratos e camundosgomostra morfologicamente
maduro j& no momento do nascimento, embora ocoma aerto grau de
desenvolvimento pos natal (MORI e HOGA, 1968). Eantraste, o pancreas do
gambé-de-orelha-preta recém nascido € caracterizado um epitélio exocrino
primitivo aparentemente nao funcional.

King et al. (1978) afirmam que o pancreas do gandse americano encontra-
se em desenvolvimento durante os primeiros 75ajiés o0 nascimento, periodo durante
0 qual ocorre a formacad dos acinos e dos ductese$Ino parece ocorrer no gamba-
de-orelha-preta, visto que os achados histolégiema os animais dos tercos médio e
final da gestacéo interna mostram &cinos e duatds.@m desenvolvimento.

O arranjo tipico das células enddcrinas em ilhotas ocorre nos gambas do
grupo 1 deste estudo, visto que as mesmas Sse zagase organizam em corddes ou
pequenos grupos associados ao epitélio do ductgslgp tubulares). Embidelphis
virginiana King et al. (1978) usam o termo “ilhotas em desénreento” para
descrever a organizacao das células endocrinagn@igdes similares foram feitas no
homem (PEARCE, 1903; LAGUESSE, 1904-1906; HARD, 49/MNos animais do
grupo 2 (com aproximadamente 46,25mm) as ilhotaemoser identificadas e o seu
didmetro € mensuravel. Essas observacfes estamidi® adom as feitas por King et al
(1978) que observaram o aparecimento das ilhotagstégio em que 0s animais
possuem aproximadamente 25mm de comprimento CR.eNpé&cimes do grupo 3
essas ilhotas podem ser encontradas na regidalcdag I6bulos pancreaticos, assim
como enDidelphis virginiana(KING et al., 1978).

Laguesse (1896) descreveu duas geracoes de illm{ad@ncreas de ovelhas. As
“ilhotas” primarias teriam origem nas células end&s isoladas ao longo do pancreas

primitivo ou dos tubulos pancreaticos em desenwmwito. King et al, (1978)
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observaram ilhotas semelhantes no pancreas do gamnigaamericano recém nascido,
mas o0 presente estudo ndo fez a mesma observac&ndeiphis aurita Ainda de
acordo com Laguesse (1896) as ilhotas primariaersafn degeneracdo, fato que
ocorreria concomitante com a diferenciacdo doso&csecretorios. A degeneracao das
ilhotas ndo foi observada em nenhum estagio dondesémento do pancreas em
Didelphis aurita

llhotas do pancreas adulto localizadas entre osldébe ndo no centro deles,
seriam ilhotas primérias que ndo completaram opsecesso de degeneragdo, ou seja,
seriam “ilhotas secundarias” (LAGUESTE, 1896). Errias espécies de gamba
ocorrem duas geracdes de ilhotas (KING et al., 1978

Estes dados morfolégicos sugerem que o gamba-tleaqueeta tem um
pancreas exoécrino ndo funcional no momento do mestbd, assim como postulado por
King et al., (1978) para o gamba norte americano.

Adicionalmente a aparéncia imatura do pancreas #gado, todo o aparelho
digestorio se apresenta imaturo ao nascimento (K&A#et al., 1976a, 1976b, 1977). E
possivel que essa imaturidade do pancreas exdasteja relacionada com a
transferéncia de imunoglobulina. O desenvolvimeatdio dessas estruturas permitiria
a absorcdo de macromoleculas intactas (imunogludms)lipelo epitélio intestinal do
gamba lactante (KING et al., 1978). Alguns marsispastralianos, entre eles o gamba
(Trichosurus vulpecula possuem imunoglobulinas maternas derivadas de, le
absorvidas no intestino (YADAYV, 1971).

A glandula submandibular também mostra varios ggom@m comum com o
desenvolvimento do pancreas (LEESON et al., 19%&nascimento, ambos consistem
em uma série de tubulos primitivos que terminamegtremidades “cegas” compostas
por células proacinares, e ambos mostram o des@measito de acinos e ductos durante

a primeira semana de vida, seguido por considexdmnadancas que ocorrem durante o
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extenso periodo pos-natal. A diferenciacdo tardiagidndula submandibular vai de
acordo com a maturagéo do pancreas e do restaagadelho digestorio.

Etapas posteriores do desenvolvimento do panadeasnimal jovem sao
caracterizadas, a partir desde momento, pelo anestd das estruturas do 6rgao

(KING et al., 1978).

5. CONCLUSOES

O periodo de gestacao externa em Didelphis audtaatal no desenvolvimento
desses animais.

A relacdo peso do pancreas/peso do animal dindum@nte o desenvolvimento
intramarsupial.

O pancreas do gambBidelphis aurita completa o seu desenvolvimento
estrutural e funcional durante o periodo de gestagéerna.

Acinos e ilhotas pancreéaticas se formam duranse gmriodo de tempo,

entretanto, a formagdo madura do pancreas so étesta em animais pré-puberes.
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ARTIGO Il

MORFOMETRIA E DIAMETRO DAS ILHOTAS DAS REGIOES
ANATOMICAS DO PANCREAS DO GAMBA Didelphis aurita DURANTE O

DESENVOLVIMENTO INTRAMARSUPIAL

RESUMO

Foram utilizados neste estudo 12 exemplareBidelphis auritamachos, pertencentes
aos tercos inicial, médio e final da gestacdo aatefGE). Os animais foram

eutanasiados poucos minutos apdés a sua retiradelga marsupial, o pancreas foi
removido e foram realizadas as andlises histolégeaa morfometria do 6rgdo. A
porcentagem de acinos variou significativamenteeens animais do estagio inicial e
final do periodo intramarsupial, sendo maior nagdtano. A proporcdo de ilhotas

mostrou 0 mesmo comportamento, porém foi menorangsais do terco final da GE,

tendo 0 mesmo acontecido com a porcentagem desductmédia percentual de vasos
sanguineos variou significativamente entre o0s tg#spos, tendo diminuido

progressivamente com o avancar do desenvolvimettamarsupial. A proporcao de
tecido conjuntivo nos trés grupos mostrou compagetamsemelhante.

Entre as regides do pancreas dos animais do teéglionda GE houve variacdo na
porcentagem de acinos entre as regides duodenspléniea, enquanto a média de
ilhotas néo variou significativamente entre as@egi O nimero médio de ductos variou
entre as trés regides, tendo o0 mesmo ocorrido cpara@ntagem de vasos sanguineos.
A quantidade de tecido conjuntivo variou somentéreeras regides duodenal e
esplénica. Nao houve variagdo na proporcdo de coempes pancreaticos entre
nenhuma das regifes anatdbmicas do pancreas noaiammterco final da GE. Com
relacdo ao diametro das ilhotas durante o desenwehio intramarsupial ndo foi
observada variacdo significativa entre os tercodiong final da gestacéao externa. Entre

as regibes anatdomicas do pancreas (duodenal, go eoesplénica), nos animais do
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terco médio da GE foi verificada diferenca sigifica entre todas as regides. A regido
esplénica possui ilhotas maiores, seguida da refpamrpo e da regido duodenal. No
terco final da GE o didmetro das ilhotas tambénpuasignificativamente entre as trés
regides anatdmicas do pancreas. Neste caso, aoregi@d ilhotas maiores foi a
duodenal, seguida da regido do corpo e esplénisdlhAtas pancreaticas do gamba
Didelphis auritaem desenvolvimento sdo consideradas pequenasendo, portanto
ideais para doacédo em transplantes. O diametralltzss varia significativamente
entre as regides do pancreas, mas esta diferedeaspo atribuida ao desenvolvimento

desigual de diferentes regides do pancreas.

Palavras-chave: Pancreas, desenvolvimento intramarsupial, morfomeDidelphis

aurita.
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1. INTRODUCAO

O pancreas dos mamiferos marsupiais tem sido avestudos que abordam
diferentes pontos da histologia e morfologia destgdo. A maioria das pesquisas
realizadas é referente a histologia das ilhotascrpaticas normais (BONNEVIE-
NIELSEN et al., 1984; EDWIN, 1984 e 1985; ELAYAT a&t, 1995; HASTINGS et al.,
1992; KRAUSE et al., 1989; KROUSTROUP et al., 1983EFAN et al., 1980) com
alteracdes histopatologicas (KLESANG et al., 199RADO et al., 1983; SAITO et al.,
1979; STEFAN et al., 1980) e a quantificacdo dass si€lulas enddcrinas constituintes
(EDWIN et al.,, 1984 e 1985; FONSECA et al., 1998,BNSANG et al.,, 1997,
KRAUSE et al., 1989; PETKOV et al., 1981; REDDYadt, 1986; WIRDMAN et al.,
1981). Estes estudos referem-se a morfometria é@c@ar numérica das células
enddcrinas, e a distribuicdo das ilhotas nas ®g®es anatbmicas (regido duodenal,
regido do corpo, e regido esplénica) do pancreas.

No geral, estudos da morfometria do pancreas exdaiendocrino sdo raros.
Entretanto, Kroustrup e Gundersen (1983) verifitar@a porcentagem de volume das
ilhotas pancreaticas e dos seus constituintes lésékenddcrinas e tecido intersticial).
Tsuboushi et al. (1987) verificaram que as célalgirares e enddcrinas do pancreas do
camundongo adulto aumentavam de tamanho, mostesmsiio se tratar de tipos celulares
em expansao.

Kaung (1994) demonstrou que em ratos ocorre crestordiferencial de células
enddcrinas e exdcrinas durante o desenvolvimenimdoreas, e que as perdas celulares
ocorridas durante esse processo seriam importa@esodulacdo das populacbes de
células enddcrinas e exocrinas.

Warnock et al. (1990) quantificaram o colageno rtersticio pancreatico com o
objetivo de verificar a qualidade do pancreas enddcle doadores.
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Os estudos morfométricos do péancreas de marsupiaigobam a porcéo
endocrina em animais nativos da Australia e no gamdrte americanoD{delphis
virginiana) (KRAUSE et al., 1989). Fonseca et al. (2004)izeaghm a morfometria dos
componentes do pancreas endocrino e exdcrino daciesgul-americandidelphis
albiventrisdurante o desenvolvimento intramarsupial e no ahadulto.
O objetivo deste estudo foi quantificar e determirsa distribuicdo dos
componentes nas trés regides anatbmicas (duodmmph e esplénica) do pancreas do
gamba-de-orelha-pref2idelphis auritadurante o seu desenvolvimento intramarsupial.
A quantificacdo e a morfometria das ilhotas pariares tem sido feitas com
diferentes finalidades. Warnock et al (1990), vesilam o tamanho médio das ilhotas
pancreaticas de caninos e humanos, enquanto Careazal (1993) realizaram um
estudo semelhante com porcos, objetivando verificaabilidade do tecido pancreatico
para uso em transplantes endogenos.

Haeyeck e Woodside (1979) correlacionaram o diamdas ilhotas com a
producado de insulina e glucagon no pancreas. Efsirdm como ilhotas grandes as
maiores que 0,45mm e ilhotas pequenas as que posslidmetro inferior a 0,12mm.
Foi verificado que as ilhotas grandes produziamsmasulina do que as ilhotas
menores. Um estudo semelhante foi conduzido pdrdfaet al. (1986) que verificaram
a existéncia de ilhotas grandes e pequenas noga@nbumano. As ilhotas grandes,
neste caso, eram responsaveis pela maior parfardg@®ges endocrinas.

Alguns estudos estabelecem uma relacdo entre o ettiandas ilhotas
pancreaticas e diversos parametros corporais eldfigcos. Colella et al. (1985)
relacionaram diferentes tamanhos de ilhotas paticasa&om a quantidade de utilizacédo
de glicose, mostrando que as ilhotas maiores angien mais glicose que as menores. A

producao de insulina, entretanto, ndo apresentnasmo comportamento.
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De maneira inversa, Reaven et al. (1981) demoastrajue o aumento do
diametro, volume ou area das ilhotas pancreaticaseiava em uma maior producao
de insulina.

Boa parte dos trabalhos sobre a morfometria dasashpancreéaticas tem como
objetivo verificar a qualidade do pancreas paraspkantes. Hering et al. (1989)
descreveram métodos de quantificacdo de ilhotasasnos, com o intuito de verificar
uma nova fonte de transplantes de por¢fes endéampancreas.

El Naggar et al. (1993), com o objetivo de fornesansidios para estudos de
transplantes de ilhotas pancreéticas em ratogicaeam diferentes tamanhos de ilhotas
no pancreas. Foi possivel verificar também quendera isolamento destas ilhotas
ocorreu perda celular, principalmente em sua regi@nférica, com consequente
reducdo do didmetro. Esta alteracdo pode provanacamtrole metabdlico incompleto
e ocorréncia de hipoglicemia apds o transplante.

E sabido que a quantificacdo das ilhotas pancesaéiae vital importancia para
0 estabelecimento de comparacdes, antes da réalizs;um possivel transplante de
tecido pancreédtico. Seguindo essa teoria, Fonsecal €(2002) realizaram a
quantificacdo das ilhotas pancreéticas do gaialphis albiventrisadulto e nos
filhotes durante a vida intramarsupial.

Assim, a morfometria das ilhotas pancreaticas aobgeDidelphis aurita pode
ser realizada no intuito de promover uma comparag@io os achados ja descritos na
literatura para outras espécies de marsupiais. @tiab do presente trabalho é
estabelecer o diametro médio das ilhotas do pascdegamba-de-orelha-preta durante
as trés fases do desenvolvimento intramarsupitbelecendo uma comparagao entre

as trés regioes do pancreas (duodenal, do cogsplénica).
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais

Foram capturados trés exemplares de ganihidslphis aurita fémeas, de
aproximadamente 700g, considerados adultas, seddexlinne-Mota (1984). Para sua
captura, foram utilizadas armadilhas tipo ganchex31x31cm) iscadas com banana e
Oleo de figado de bacalhau, tendo sido as iscasvaidas diariamente. A captura
aconteceu em pequeno fragmento de mata, situaluseu de Zoologia Jodo Moojen
- Vila Gianetti, UFV, em Vicosa, Minas Gerais. Aapturas de animais foram
autorizadas pelo IBAMA (Licenca n° 31328-1) e oggedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no uso de anidmifFV (CEUA/UFV) sob

protocolo n © 98/2011.

2.2. Eutanéasia e analises biométricas

As fémeas capturadas foram contidas anestésicapgiiial sodico, 30mg/mL
intraperitoneal) e mecanicamente com o auxiliauglad de raspa. A cavidade marsupial
foi aberta para exposicao dos filhotes que foraxades, e removidos os machos. Os
animais foram pesados e medidos em seu comprin@Ritpara verificacdo do estagio
de desenvolvimento em que se encontravam. A postuianasia foi procedida com a
administracéo intracardiaca de cloreto de potas8i@5%, em funcdo do peso corporal.
O pancreas foi retirado e divido em trés regidestGamnicas. Esta divisdo foi feita
segundo a localizagdo anatémica do 6rgao na cavidladominal: a regido duodenal &
que estd em contato com o duodeno, a do corpcegi@rmedia e a regido esplénica
esta em contato com o baco. Os fragmentos foreadds em solucédo de Bouin por 24

horas.
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2.3. Grupos Experimentais
Os animais retirados do marsupio foram divididostea grupos de acordo com o seu
comprimento CR:
e Grupo 1: aproximadamente O dias de vida intranpeaibe terco inicial da gestacéo
externa (aproximadamente 10mm CR);
e Grupo 2: aproximadamente 30 dias de vida intranpéeis e terco médio da gestacdo
externa (aproximadamente 50mm CR);
e Grupo 3: aproximadamente 90 dias de vida intraugaal e terco final da gestacao
externa (100mm CR).

Para as andlises biométricas e a morfometria fardlimados 4 espécimes de

cada um dos grupos.

2.4. Processamento histolégico

As amostras foram processadas e incluidas em pamfem resina metacrilato.
Os fragmentos incluidos em parafina foram seccionamm espessura depyfn em
micrétomo rotativo manual (SPENCER, American OptiCa.), tendo sido os cortes
corados segundo as técnicas de Hematoxilina e &o08is fragmentos incluidos em
metacrilato foram seccionados a espessura @gen &m micrétomo rotativo Leica®
RM2255, e corados segundo a técnica de Azul deidiohiBorato de Sédio. O
processamento dos fragmentos analisados por mi@as®ptica foi realizado nos
laboratérios de Biologia Estrutural do Departamemte Biologia Geral, e de

Histopatologia Veterinaria do Departamento de \fieéeia do CCBS.

2.5. Obtencéo das imagens e morfometria
As fotomicrografias foram obtidas em microscopicticip Olympus BX60
acoplado com camera digital QColor3 (Olympus) e afometria das imagens foi
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realizada com o uso do programa ImageJ®. Paratagem de pontos utilizou-se uma
gradicula com 225 pontos (intersec¢fes). Foramisadals 10 campos por regiao
(duodenal, corpo e esplénica) do pancreas de caghalatotalizando 2250 pontos por
regido e 6750 pontos por animal.

Foram mensuradas 10 ilhotas pancreéticas parauwadadas trés regides do
pancreas de cada animal dos diferentes gruposy sdxidlos os dois maiores diametros

para o calculo do diametro médio.

2.6. Parametros Analisados

A morfometria quantificou 0s seguintes parametr@ncpeaticos: acinos
exdcrinos, ilhotas, ductos, tecido conjuntivo eogasanguineos. No caso dos animais
do Grupo 1, foram quantificadas células pré acmareélulas enddcrinas, visto que nao
foram identificados acinos e ilhotas neste estéigialesenvolvimento intramarsupial.
Todos esses componentes foram quantificados eateupercentual comparado entre
0s trés grupos, e entre as diferentes regifes raitat® do pancreas dos individuos de

cada grupo.

2.7. Andlises estatisticas

Os dados foram organizados em planilha eletréréca p andlise de variancia
(Anova), segundo o0 programa estatistico SigmaSt@®dados foram expressos em
média/desvio padrdo e a significancia estatistitae$tabelecida para p< 0.05. As

médias estatisticamente diferentes foram compaaa uso do teste t.
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3. RESULTADOS

3.1. Parametros morfométricos do pancreas do gamHdaidelphis aurita durante o
desenvolvimento intramarsupial

Com relacdo a por¢do exocrina no pancreas, a rpédiantual das células pro-
acinares nos animais desse estudo, houve difersiggaicativa entre os valores
percentuais de células exdcrinas nos grupos lirdi@ando um aumento do numero
dessas células com relacdo ao primeiro e Ultingptda gestacdo externa, ndo sendo
verificada verificada diferenca significativa paste parametro entre os grupos 1 e 2.

A média percentual de células enddcrinas foi sicativamente diferente
somente entre os grupos 1 e 3.

Os valores das médias percentuais para ductos festatisticamente diferentes
entre 0os grupos 1 e 3, ao passo que para 0s vasgsliseos houve diferenca
significativa entre todos 0s grupos.

Para o tecido conjuntivo, a propor¢cdo foi de 27060%% no grupo 1,
46,18+2,38% no grupo 2, e 28,57+0,10% no grupo @vaente, houve diferenca
significativa entre os trés grupos.

Os parametros morfométricos do pancreas do gambéldbis aurita durante o

desenvolvimento intramarsupial estao dispostosafel@ 1.
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Tabela 1. Parametros morfométricopétucreas do gamiifidelphis auritadurante o
desenvolvimento intra marsupial

Gl G2 G3
ACI 27,560,244% 40,53+2,34%° 65,23+0,1%
ILH 29,61+0,1296 5,32+0,23%"°  2,87+0,04%
DUC 6,82+0,1296  4,25+1,15%"  1,93%0,08%
VAS 8,4+0,2%° 4,22+1,62% 1,40+0,87
CON 27,61+0,0798 46,18+2,38% 28,57+0,10%

G1 =grupo 1; G2 = grupo 2; G3 = grigy ACI = acinos; ILH = ilhotas;

DUC = ductos; VAS = vasos; CON = decconjuntivo. Dados expressos em media
desvio-padrao. Letras diferentes em mesma linha indicam diferenca estatistica
entre 0S grupos.

3.2. Componentes das trés regides do pancreas daondpaé Didelphis aurita durante
o desenvolvimento intramarsupial

Os péancreas dos animais do grupo 1 ndo foram dogdianatomicamente
devido ao seu tamanho reduzido. Os resultados mipar@acdo entre a frequéncia dos
componentes pancreaticos em suas trés regifesmaocasd nos grupos 2 e 3 estdo
apresentados nas tabelas 2 e 3.

No grupo 2 foi observada diferenca significatimre@ as meédias percentuais dos
acinos nas regides duodenal e do corpo, e duoeeesplénica. Nado houve diferenca
estatistica entre as regifes do corpo e espléhiparcentagem de ilhotas pancreaticas
nao diferiu estatisticamente entre nenhuma dasdg#8es pancreaticas, ao passo que a
meédia percentual dos ductos exoécrinos foi sigrifieaente maior na regido do corpo.
Com relacdo a frequéncia de tecido conjuntivo, aleres foram significativamente
maiores na regido duodenal em relacédo a do cogpesplénica, ndo havendo diferenca

significativa entre as regides do corpo e esplértca fim, com relacdo a presenca de
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vasos sanguineos, a variagdo foi significativaeemtrdas as regifes, sendo estas
estruturas mais abundantes na regido duodenall&rape

No grupo 3 a média percentual dos acinos nao waggiatisticamente entre
nenhuma das trés regibes do pancreas, ao passasqypercentagens de ilhotas
pancreaticas, ductos, vasos sanguineos, e tecjontiwo ndo apresentaram variacao

significativa entre as regides do pancreas no gdupo

Tabela 2. Parametros morfométricos do pancreasad@Didelphis auritaseparado em trés regides
anatémicas.

G2a G2i Gad G2tc G2vs

RD 36,06+3,97% 4,90+0,15% 1,58+0,04% 50,40+0,55% 7,15+0,25%
RC  41,62+0,269%° 5,37+0,049% 5,48+0,099% 45,970,44+%° 1,56+0,029%

RE  43,93+0,22% 5,69+0,05% 4,23+0,05% 42,18+0,29% 3,97+0,06%

G2a = 4cinos no grupo 2; G2i = ilhotas no grup&2¢d = ductos no grupo 2; G2tc = tecido conjuntieo n

grupo 2; G2vs = vasos sanguineos do grupo 2; RBg#io duodenal; RC = regido do corpo; RE =
regido esplénica. Dados expressos em niéldisvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesmaaolu
indicam diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 3. Pardmetros morfométricos do pancreasadtbgDidelphis auritaseparado em trés regides

anatdmicas.

G3a G3i G3d G3tc G3vs

RD 65,23+0,06% 2,87+0,03% 1,93+0,01% 28,50+0,03% 1,47+0,029%
RC 65,37+0,03% 2,93+0,02% 1,97+0,02% 28.43+%0,04 1.30+0,03%

RE 65,10+0,02% 2,80+0,05% 2,18+0,03% 28.75+0,02% 1,17+0,03%

G3a = acinos no grupo 3; G3i = ilhotas no grup@3d = ductos no grupo 3; G3tc = tecido conjuntigo n
grupo 3; G3vs = vasos sanguineos do grupo 3; RBgi#ae duodenal; RC = regido do corpo; RE =
regido esplénica. Dados expressos em mdiisvio-padrdo. Letras diferentes em uma mesma &olun

indicam diferenca estatistica entre os grupos.
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3.3. Diametro das ilhotas do péancreas do gambBidephis aurita durante o
desenvolvimento intramarsupial

O diametro médio das ilhotas pancreaticas do gdddelphis auritadurante os
tercos médio e final (grupos 2 e 3) da gestacdermxtfoi de 39,52+5,10um e
34,86+3,10um, respectivamente, ndo havendo difarsigpificativa entre o diametro
das ilhotas entre o terco médio e final do desetweinto intramarsupial (Figuras 1 e
2). Os valores estéo listados na tabela 1.

Com relacdo as regibes anatbmicas do pancreasaiardm grupo 2 obtiveram,
para a regiao duodenal diametro médio das ilhgtzd ia 30,15+0,6 um. As regides do
corpo e esplénica possuem ilhotas com didametroavdai47,70+1,4 um e 40,73+1,98
pm respectivamente. Foi verificada diferenca sigaiiva entre todas as regides. Os
resultados estéo listados na tabela 2.

No grupo 3 a regidao duodenal obteve o diametro onélds ilhotas igual a
37,67+1,40um. A regido do corpo registrou diametrédio de 39,14+1,88um e a
regido esplénica de 28,86+0,6um. Novamente, feeatetla a diferenca significativa

entre todas as regides (Figura 2). Os resultadas samarizados na tabela 2.

Tabela 1. Diametro das ilhotas pancreaticas do gabibelphis aurita durante o desenvolvimento
intramarsupial

G2 G3

D.ILH 39,52 +5,104 prh 34,86 + 3,101 prh

D. ILH = Diametro das ilhotas; G2 = Grupo 2; G3 rufo 3. Dados expressos em médiasvio-padréo.

Letras diferentes em uma mesma linha indicam difexestatistica entre os grupos.
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Tabela 2 Diametro das ilhotas pancreaticas do gamimelphis auritanas trés regides anatdmicas do

pancreas.
D. ILH G2 G3
RD 30,15 + 0,60umM 36,67 + 1,40umM
RC 47,70 + 1,40um 39,14 + 1,88um
RE 40,73 +1,98unf 28,86 + 0,60un

D. ILH = Diametro das ilhotas; G2 = Grupo 2; G3 rufo 3; RD = Regido Duodenal; RC = Regido do
Corpo; RE = Regido Esplénica. Dados expressos ediahtesvio-padrdo. Letras diferentes em uma

mesma coluna indicam diferenca estatistica entggugms
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Figura 1. Pancreas do gamba Didelphis aurita durante o terco médio da gestacdo externa. A:

ILH = ilhota da regido duodenal do pancreas; B: ILH = ilhota da regido do corpo do péancreas. C:
ILH = ilhota da regido esplénica do pancreas. 200X. Barra = 10u. Azul de Toluidina+Borato de

sodio.
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Figura 2. Pancreas do gamba Didelphis aurita no terco final da gestagdo externa. A: ILH = ilhota
da regido do corpo do pancreas; B: ILH = ilhota da regido duodenal do pancreas; C: ILH = ilhota

da regido esplénica do pancreas. 200X. Barra = 10u. Hematoxilina e Eosina.
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4. DISCUSSAO

As observacdes deste estudo mostraram que a péopde 4cinos tende a
aumentar com o avanco do desenvolvimento intrarpeisuEstes achados estdo de
acordo com os resultados encontrados por Fonseah €004), que verificaram a
mesma ocorréncia emidelphis albiventris sendo justificado por Tsuboushi et al.
(1987) que afirmaram que a por¢cdo exocrina do pascde camundongos sofre
constante renovagéo celular.

A porcentagem de ilhotas pancreéticas ou céluldéaimas diminui a medida
que a gestacdo externa progride. Esta idéia padexpéicada pelo fato de que, nos
animais dos grupos 1 e 2, as ilhotas ainda ndo esti@nizadas ou se encontram em
processo de desenvolvimento, podendo ocorrer eélefalocrinas isoladas ou em
pequenos grupos entre as células da por¢cédo exporimze pode aumentar o seu valor
percentual final (KING et al., 1978).

Para o gamb®idelphis albiventris Fonseca et al. (2004) verificaram uma
diminuicdo na proporcao de ilhotas no pancreasadosais adultos em relagdo aqueles
do ultimo més de vida intramarsupial. Este fataaja corroborar a idéia de que a fase
final de bolsa € a ultima na qual as ilhotas patmas sofrem proliferacdo numérica,
passando apenas a aumentar em tamanho nas fasesesego crescimento.

Pode-se, portanto, estabelecer uma relagéo ineatsa 0 desenvolvimento das
por¢cBes enddcrina e exocrina do pancreas: eng@aptameira diminui ao longo do
desenvolvimento intramarsupial, a segunda permaa@centando, o que indica a sua
constante renovacao.

A diminuicdo na proporcdo dos ductos durante o mdedeimento
intramarsupial pode ser explicada pelo que foi mespor King et al. (1978). Segundo
0s autores, a principal caracteristica histolodicaancreas do gamba recém nascido é
a presenca de ductos muito grandes, se comparado®s dos animais adultos e dos
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tercos médio e final da gestacdo externa. Issoicaxjad a porcentagem elevada de
ductos no pancreas dos animais do grupo 1, em caggmcom 0s animais do grupo 2
e 3. Além disso, a ramificagdo dos ductos, evenmpde ser observado nos animais
do grupo 2 e, torna algumas de suas por¢coes exttriente reduzidas.

A diminuicdo da vascularizacdo que ocorre a medigga o desenvolvimento
intramarsupial prossegue pode ter uma relagdo dsaca consequéncia com a
diminuicdo na porcdo enddcrina do pancreas. Umaquez as ilhotas pancreéticas
possuem vascularizagdo abundante, uma diminuicdosean frequéncia poderia
inclusive refletir significativamente na diminuicdo nimero de vasos sanguineos.

O aumento ocorrido na frequéncia de tecido conjamtos animais do grupo 2,
em comparag¢ao com os do grupo 1 pode ser explelddato de que no inicio da vida
intramarsupial (grupo 1) o pancreas destes aniainda ndo apresenta caracteristicas
de lobulacdo sendo a sua quantidade de tecidotorgureduzida. Nos animais do
grupo 2 a septacdo do pancreas em lobulos comeeat@nar evidente, o que pode
explicar o aumento significativo deste tecido dtgagssa etapa do desenvolvimento
(King et al., 1978). Nos animais do grupo 3, esicgntagem volta a diminuir, 0 que
pode ser explicado pela expansdo numérica dossadjjue nos animais do grupo 2
ainda encontravam-se em processo de desenvolvim@umo o tecido exdcrino
expande, a proporcdo de tecido conjuntivo podemdimiVan Suylichem et al. (1995)
verificaram que em porcos jovens a quantidade d&ldeconjuntivo (estroma)
pancreatico era maior em animais jovens quando amdps com o0s adultos.

Em seres humanos, a regido do pancreas maismidhatas pancreaticas é a da
cabeca (regidao duodenal no marsupial) (CLARKE, 19&8quanto que em ratos, a
regido com maior niamero de ilhotas € a do corpdP(ER 1968). No marsupial
australiano Trichorus vulpecula (Cusu-de-orelhas-grandes), ndo s&o observadas

diferencas regionais na proporc¢ao de ilhotas dmamadulto.
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As diferencas nas proporc¢des dos componentes @éicoeverificadas entre as
regides do pancreas dos animais do grupo 2 podexgkcada pelo fato de que estando
essas estruturas ainda em formacéo, algumas disciap regionais podem ser notadas,
fato que ndo acontece nos animais do grupo 3,gat@s para sair da bolsa. Nos
animais adultos da espééddelphis albiventrimmdo ocorre diferenca significativa entre
0s componentes nas trés regides (FONSECA et d4)2Estes resultados podem
fornecer subsidios para se inferir que a variagg@mnal de componentes pancreaticos
pode ser, também, uma caracteristica do pancredssnvolvimento.

A auséncia de variagcédo significativa no diametre dlaotas do pancreas do
gambé&Didelphis auritaentre o segundo e o terceiro terco da gestaca@rnaxfoi
também observada por Fonseca et al. (2002) no gBide#phis albiventrisApesar de
ndo haver variagdo do didmetro, a area das illerteBidelphis albiventrisdiminui do
terco médio para o terco final da gestacdo extermpie, com base nos dados obtidos,
pode ser esperado também fdaidelphis aurita

Uma vez que ocorre diminuigdo de tecido conjuntieoanimal jovem para o
animal adulto (Fonseca et al., 2004), a diminuigdoarea das ilhotas poderia ser
explicada por uma perda de tecido conjuntivo epdouma diminuicdo do numero de
células endocrinas.

Existem trabalhos na literatura que correlaciomacidametro das ilhotas com a
producdo de hormdnios pancreaticos, e consequemtencem a potencialidade de
doacdo das ilhotas pancreaticas no xenotranspl&dts sdo considerados bons
doadores, uma vez que possuem ilhotas pancredtiandes (maiores que 150um de
didametro). A capivara, entretanto, ndo é consderan bom doador, pois suas ilhotas
sdo pequenas e de dificil separacéo do tecidoierd¢ray, 1998).

O gambéDidelhpis aurita durante o seu desenvolvimento intramarsupialyposs

ilhotas pancreéticas pequenas (39,525,104 pumrgo teédio e 34,86+3,101 um no
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terco final do desenvolvimento), de modo que iriiies no estagio intramarsupial ndo
considerados bons doadores de ilhotas, assim comantdaDidelphis albiventris
(Fonseca et al., 2002).

A diferenca estatistica no didmetro das ilhotasentasla entre as regides
duodenal, do corpo e esplénica do pancreas dogdnds dos grupos 2 e 3 pode ser
explicada por um crescimento desigual destas reghie grupo 2 a regido duodenal é
gue possui ilhotas maiores, seguida pela regiddahs e do corpo. Ja no grupo 3, as
maiores ilhotas ocorrem nas regides duodenal, gmaesplénica, nesta ordem. Como
0 padrao de regidao com ilhotas maiores ndo se mahééum grupo para o outro, pode-
se concluir que a diminui¢do observada no diangdoilhotas entre o tergco meédio e
final da gestacdo externa (Fonseca et al., 200@)reoale modo desigual entre as
diferentes regides do pancreas.

Mesmo com esta variagdo, nenhuma das trés reddgsancreas do gamba

Didelphis auritapode ser considerada boa para doacao em traresplant

5. CONCLUSOES

A porcentagem dos componentes do pancreas do gamdblohis auritasofre
grandes variagcdes durante o seu desenvolvimentamatsupial, reforcando e
confirmando a idéia de que este € um 6rgdo que letanp seu desenvolvimento
durante a gestacédo externa.

As ilhotas pancreédticas do gamtaidelphis aurita em desenvolvimento sao
consideradas pequenas, ndao sendo, portanto ideaisipacdo em transplantes.

O diametro das ilhotas varia significativamentéreeras regides do pancreas,
mas esta diferenca pode ser atribuida ao desemaitd desigual de diferentes regides

do 6rgao.
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