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RESUMO

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2017. Revisao Sistematica da morfologia intestinal de répteis e
Identificagcao de células enteroendécrinas de Tropidurus torquatus e
Salvator merianae (Squamata: Lacertilia). Orientadora: Sirlene Souza
Rodrigues Sartori. Coorientadores: Fabio Alessandro Pieri e Clévis Andrade
Neves.

Conhecer a morfologia do trato digestorio faz-se necessario para compreensao
da fisiologia digestiva e, no caso particular dos répteis, tal conhecimento
possibilita entender a evolugao desse sistema. A priori uma revisao sistematica
foi realizada com 39 estudos selecionados nas bases de dados
MEDLINE/PubMed e Scopus de acordo com o PRISMA, analisando os
principais estudos morfolégicos do trato digestério de répteis, avaliando os
resultados obtidos e as metodologias usadas. Os estudos mostraram que a
maioria dos trabalhos analisou todo o trato digestério dos animais, entretanto,
os trabalhos se restringiram a algumas técnicas e parametros morfologicos,
sendo que a maioria pesquisou as células enteroenddocrinas, por meio de
meétodos imunohistoquimicos e, embora menos frequentes, alguns trabalhos
realizaram microscopia eletronica evidenciando a ultraestrutura destas células.
A maioria dos trabalhos tem se restringido a descrever qualitativamente os
parametros morfoldgicos, sem realizar morfometria e, dos que fizeram alguma
medicdo, os fizeram de forma relativa. H4 uma grande variagdo entre a
qualidade e quantidade de dados gerados nos trabalhos, tendo em vista
principalmente que muitos deles s&o antigos e tinham limitagcbes metodologicas
da época. Em uma segunda parte do trabalho analisamos o sistema enddcrino
gastrointestinal das espécies reptilianas, Tropidurus torquatus e Salvator
merianae, identificando e quantificando células argirdfilas e argentafins, por
meio das técnicas histoquimicas de Grimelius e Masson-Fontana. As células
argirofilas foram observadas ao longo do trato gastrointestinal com maior
frequéncia do que as células argentafins em ambas as espécies. A distribuicao
das células argirdfilas no epitélio do trato gastrointestinal e nas glandulas
reflete a importancia na regulacdo das secrecbes. Ja as células argentafins
para ambas as espécies, encontram-se distribuidas com frequéncia variavel em
quase todo trato gastrointestinal pontuando o controle e motilidade

gastrointestinais, predominando na regido pilérica de T. torquatus. Este



viii

mapeamento nos permitiu relacionar a frequéncia e distribuigdo das células

enteroenddécrinas com aspectos funcionais da digestao.



ABSTRACT

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
september, 2017. Systematic review of intestinal morphology of reptiles
and identification of enteroendocrine cells of Tropidurus torquatus and
Salvator merianae (Squamata: Lacertilia). Advisor: Sirlene Souza Rodrigues
Sartori. Co-advisors: Fabio Alessandro Pieri and Clovis Andrade Neves.

Knowing the morphology of the digestive tract is necessary for an
understanding of digestive physiology and, in the particular case of reptiles, this
knowledge makes it possible to understand the evolution of this system. A priori
a systematic review was performed with 39 studies selected in the MEDLINE /
PubMed and Scopus databases according to PRISMA, analyzing the main
morphological studies of the reptile tract of reptiles, evaluating the results
obtained and the methodologies used. The studies showed that most of the
studies analyzed the entire digestive tract of the animals, however, the work
was restricted to some morphological techniques and parameters, most of them
were submitted to immunohistochemical methods and, although less frequent,
some studies performed electron microscopy evidencing the ultrastructure of
these cells. Most of the studies have restricted themselves to qualitatively
describing the morphological parameters, without performing morphometry and,
of those who did some measurement, did them in a relative way. There is a
great variation between the quality and quantity of data generated in the works,
mainly considering that many of them are old and had methodological
limitations of the time. In a second part of the study we analyzed the
gastrointestinal endocrine system of the reptilian species, Tropidurus torquatus
and Salvator merianae, identifying and quantifying argyrophilic and argentafins
cells, using the histochemical techniques of Grimelius and Masson-Fontana.
Argyrophilic cells were observed along the gastrointestinal tract more frequently
than argentafins cells in both species. The distribution of the argirophil cells in
the epithelium of the gastrointestinal tract and in the glands reflects the
importance in the regulation of secretions. The argentafin cells for both species
are distributed with variable frequency in almost every gastrointestinal tract,
indicating gastrointestinal control and motility, predominating in the pyloric
region of T. torquatus. This mapping allowed us to relate the frequency and

distribution of enteroendocrine cells with functional aspects of digestion.
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Revisao Sistematica da morfologia intestinal de répteis e Identificacao de
células enteroendécrinas de Tropidurus torquatus e Salvator merianae
(Squamata: Lacertilia)

INTRODUGAO GERAL

A ampla distribuicdo dos répteis squamatas em regides tropicais,
subtropicais, aridas e frias evidencia a grande flexibilidade ecoldgica, fisiolégica
e comportamental, o que é corroborado pela grande diversidade de espécies,
constituindo o maior grupo de répteis viventes (ZUG et al., 2001). O trato
gastrointestinal dos vertebrados “superiores”, especialmente mamiferos, tem
sido estudados extensivamente (Chivers & Hladik, 1980; Lambert, 1998; Sklan,
2001; Santos, 2013; Almeida, 2016; Smith et al., 2017; Sahd, 2017), o que nao
acontece com outros vertebrados como os répteis (Ferri, 1976; Burrel, 1991;
Huang, 2005 e Rodrigues-Sartori, 2014).

A estrutura morfolégica do eséfago dos répteis varia amplamente, nao
somente entre animais da mesma ordem como também do mesmo género
(Zamith 1952). Nos squamatas, por exemplo, o epitélio esofagico é pseudo-
estratificado ciliado com células caliciformes mucossecretoras (Zamith, 1952;
George et al., 1998), embora epitélio estratificado colunar tenha sido observado
no anfisbenideo Diplometopon zarudnyi (Al-Thani & EI-Sherif, 1996). Nos
queldnios, o epitélio esofagico pode ser tal como dos squamatas ou ser do tipo
estratificado pavimentoso com células mucossecretoras (Zamith, 1952). Outra
variagao é quanto a presenca ou nao de glandulas na lamina prépria esofagica.
Glandulas contendo dois tipos celulares, células zimogénicas e células
mucossecretoras, foram observadas na transi¢gao es6fago-gastrica da lagartixa
Hemidactylus mabouia (Rodrigues, 2009), semelhantes as glandulas
comumente encontradas em anfibios anuros (George et al., 1998; Castro et al.,
2008; Germano et al., 2011). Diferentemente, tais glandulas nao foram
observadas em varios répteis, incluindo queldnios, ofidios e outros saurios
(Madrid et al., 1989; George et al., 1998; Pereira et al., 2005). Por outro lado,
glandulas contendo somente células mucossecretoras foram vistas no eséfago
caudal de algumas espécies reptilianas, particularmente em quel6nios (Zamith,
1952; Madrid et al., 1989). Essas glandulas se assemelham as glandulas que

aparecem no es6fago da maioria das aves (Zamith, 1952; David et al., 1992;
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George et al., 1998). Estudos realizados por Imai et al., (1992) procuraram
correlacionar as glandulas esofagicas dos répteis com as das aves, entretanto,
conforme Zamith (1952), as semelhangas existentes no padrao das glandulas
de répteis e aves ndo sao suficientes para uma correlagdo precisa, podendo
estar relacionadas predominantemente com o habito alimentar dessas
especies.

O estdbmago dos répteis apresenta-se geralmente em forma de “J”,
sendo mais largo na area curvada e estreitando-se em direcdo ao esfincter
pilérico. O estbmago desses animais € geralmente dividido em duas regides:
regidao fundica, que constitui a maior parte do estdmago, e uma pequena regiao
pilérica, que diferem principalmente em relagdo ao tamanho e constituicao
celular das glandulas gastricas (Luppa, 1977; Madrid et al., 1989; Ferri &
Liquori, 1992). As glandulas fundicas sao extensas e compostas principalmente
por células mucossecretoras e células oxintopépticas (secretoras de
pepsinogénio e acido cloridrico), enquanto as glandulas piléricas sao curtas e
compostas principalmente por células mucossecretoras e células
enteroenddcrinas. Alguns estudos com répteis tém mostrado, ainda, diferengas
entre as glandulas da regido fundica oral e as da regido fundica aboral em
relagdo as ceélulas oxintopépticas, caracterizando a existéncia de um gradiente
de secrecado de enzimas proteoliticas e acido cloridrico ao longo dessa regiao
(Ferri et al., 1999; Liquori et al., 2002; Rodrigues et al., 2011).

Os intestinos delgado e grosso podem ser distinguidos devido a
diferenca de calibre que apresentam, sendo o intestino grosso, particularmente
0 colon, varias vezes mais calibroso que o intestino delgado nos anfibios e
répteis (Dehlawi & Zaher, 1989; George et al., 1998; Smith et al., 2001; Zug,
2001; Mackie et al., 2004; Rodrigues, 2009). Nao ha vilosidades no intestino
delgado, e sim longas pregas que constituem importantes estruturas
amplificadoras da area digestiva e absortiva (Al-Thani & EI-Sherif, 1996;
George et al., 1998; Rodrigues, 2009; Marques dos Santos et al., 2011).

A presencga de criptas intestinais € outra incognita dentre os répteis,
nao tendo sido observadas no intestino delgado nem no intestino grosso de
muitas espécies (Dehlawi & Zaher, 1989; George et al., 1998; Rodrigues, 2009)
e consideradas existentes em outras, particularmente no intestino grosso,
identificadas como “ninhos celulares” (Wurth & Musacchia, 1964; Andrew &
Hickman, 1974; Luppa, 1977; Tarakgi et al., 2005).
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O controle enddcrino das atividades digestivas é exercido pelo sistema
endécrino gastroenteropancreatico (GEP), que compreende varios tipos de
células enddcrinas, conhecidas por células enteroenddcrinas, dispersas ao
longo do epitélio do tubo digestorio e também no pancreas (Fujita & Kobayashi,
1977). Além das fungbes de controle da secregdo e motilidade
gastrointestinais, o sistema GEP também regula a proliferacdo das células da
mucosa e atividades relacionadas com a barreira imunoldgica (Rindi et al.,
2004). Uma grande variedade de células enteroenddcrinas ja foi identificada,
com diferentes formatos e conteudos secretorios, diferentes localizagdes e
frequéncias no trato intestinal, e diferentes afinidades por sais de prata, sendo
argirofilas e, ou, argentafins (Yamada et al., 1987; ku et al., 2001; Lee & Ku,
2003; Rodrigues-Sartori et al., 2005; Huang & Wu, 2006; Cakici & Akat, 2013).

Os répteis Tropidurus torquatus e Salvator merianae, utilizados neste
estudo, assemelham-se em relacdo ao habito alimentar onivoro generalista,
entretanto com comportamentos alimentares diferentes e particularidades na
dieta. Ambas as espécies sao facilmente encontradas na Zona da Mata
Mineira, inclusive em areas urbanas ou periurbanas.

Tropidurus torquatus (Wied, 1820), vulgarmente conhecido como
calango, pertence a familia Tropiduridae (infraordem Iguania). O comprimento
rostro-cloacal varia de 40 a 140 mm e machos adultos sdo maiores que as
fémeas (Giaretta, 1996). Dentre as espécies do género, T. torquatus € a mais
amplamente distribuida, ocorrendo desde o Brasil central ao norte da
Argentina. No Brasil, ocorre em todas as regides, exceto na regiao Amazoénica,
sendo tipico na regidao Centro-Oeste, Sudeste e Sul (Rodrigues, 1987). Habita
areas abertas e € muito comum em areas alteradas pela acdo do homem,
como rogados, quintais e jardins (Bergallo & Rocha, 1994). E uma espécie
diurna e helidfila, ativa nas horas mais quentes do dia durante os meses frios,
mas durante os meses mais quentes sua atividade é maior no inicio da manha
e final da tarde (Bergallo & Rocha, 1993). Sua dieta € baseada em uma
variedade de artropodes, principalmente formigas e aranhas, e material vegetal
como frutos (Aradjo, 1987; Fialho et al., 2000). E considerado uma espécie
onivora, generalista e oportunista, com estratégias alimentares do tipo “senta-

e-espera” (Araujo,1987).
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Salvator merianae (Harvey et al., 2012), conhecido vulgarmente como
teit, pertence a familia Teiidae (infraordem Scincomorpha). O comprimento
rostro-cloacal pode chegar a 450 mm em machos adultos, que sdo maiores que
as fémeas (Avila-Pires, 1995). Esta presente na Argentina, no Brasil e no
Uruguai, sendo que no Brasil encontra-se em todas as regides, exceto na
Floresta Amazénica (Vanzolini et al., 1980). Ocorre principalmente em areas
abertas de cerrado, mas pode ser observado em bordas de matas-de-galeria e
dentro de matas mais abertas. E uma espécie diurna, heliéfila e ativa durante
todo o dia. Passa a maior parte do tempo em movimento a procura de presas
que localiza com o auxilio da lingua comprida e bifida (Vitt, 1995). Apresenta
habito alimentar onivoro, sendo sua dieta muito variada, incluindo vertebrados,
partes vegetais, moluscos e artréopodes. Pode ainda comer carnica. E muito
comum perto de galinheiros onde se alimenta de ovos e pintinhos (Avila-Pires,
1995).

E certo que estudos de morfologia descritiva fornecem a base
conceitual para determinar as caracteristicas fisiolégicas que definem o
comportamento dos animais em relacdo ao habitat e sobrevivéncia no meio.
Desta forma, conhecer a morfologia do aparelho digestério de répteis faz-se
necessario para entender e preencher as lacunas do conhecimento a respeito
desta classe de vertebrados. Além da morfologia em si, conhecer as
ferramentas utilizadas nos estudos morfolégicos, e saber os quéo atuais e
eficazes sdo para descrigao correta e aprofundada do trato digestério, também

se faz relevante.

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Revisar sistematicamente estudos descritivos da morfologia do trato
digestdrio de répteis;

Analisar comparativamente por histoquimica a presenca de células
enteroenddcrinas no tubo digestivo dos lagartos Tropidurus torquatus e

Salvator merianae.



Objetivos Especificos
Analisar os estudos morfolégicos e as ferramentas neles utilizadas, para
a compreensao do trato digestério de répteis, identificando possiveis lacunas

do conhecimento, pontos controversos e falhas metodoldgicas;

Mapear e caracterizar as células enteroenddcrinas de T. torquatus e S.

merianae quanto aos aspectos morfoldgicos, morfométricos e histoquimicos.
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RESUMO

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2017. Revisao sistematica da morfologia intestinal de répteis.
Orientadora: Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Coorientadores: Fabio
Alessandro Pieri e Clévis Andrade Neves.

Propésito. Conhecer a morfologia do intestino delgado faz-se necessario para
compreensao da fisiologia digestiva e, no caso particular dos répteis, tal
conhecimento possibilita entender a dindmica desse sistema. Nesta reviséo
analisamos os principais estudos morfolégicos do intestino delgado e répteis,
avaliando os resultados obtidos e as metodologias usadas. Métodos. Os
estudos foram selecionados nas bases de dados MEDLINE/PubMed e Scopus
de acordo com a declaragao PRISMA, sendo submetidos a extracdo de dados
e o0 viés metodologico foi investigado de acordo com a estratégia ARRIVE.
Resultados. Os estudos mostram que a maioria dos trabalhos analisou todo o
trato digestorio dos animais, entretanto, os trabalhos se restringiram a algumas
técnicas e parametros morfolégicos, sendo a maioria pesquisou células
enteroenddcrinas por imunohistoquimica e embora menos frequentes, alguns
trabalhos realizaram microscopia eletrénica. As evidéncias morfolégicas
revelaram na maioria das espécies analisadas semelhangca no epitélio do
intestino delgado, na populagéo celular e no grande numero de células com
imunoreatividade a peptideos intestinais, sendo a serotonina citada em quase
todos os trabalhos. Ha uma grande variagao entre a qualidade e quantidade de
dados gerados nos trabalhos, tendo em vista principalmente que muitos deles
sdo antigos e tinham limitagdes metodolégicas da época. Conclusao. A
complexidade em analisar todos os segmentos do trato digestorio e a
otimizagao dos dados, nos levou a analise do intestino delgado, a medida que
serao analisados separadamente. A analise deste trabalho nos permite sugerir
ferramentas morfolégicas a serem utilizadas associadas e de forma
complementar para se fazer uma descricdo mais apurada e aprofundada do
intestino delgado dos répteis, existindo ainda possiveis lacunas e

questionamentos a serem elucidados.

Palavra chave: répteis, trato digestoério, histologia, histoquimica, metodologia.
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ABSTRACT

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Federal University of Vigosa, september,
2017. Systematic review of intestinal morphology of reptiles. Advisor:
Sirlene Souza Rodrigues Sartori. Co-advisors: Fabio Alessandro Pieri and
Clovis Andrade Neves.

Purpose. Knowing the morphology of the small intestine is necessary to
understand the digestive physiology and, in the particular case of the reptiles,
this knowledge makes possible to understand the dynamics of this system. In
this review we analyze the main morphological studies of the small intestine and
reptiles, evaluating the results obtained and the methodologies used. Methods.
The studies were selected in the MEDLINE / PubMed and Scopus databases
according to the PRISMA statement, being submitted to data extraction and the
methodological bias was investigated according to the ARRIVE strategy.
Results. The studies show that most of the studies analyzed the entire digestive
tract of the animals, however, the studies were restricted to some techniques
and morphological parameters, most of them investigated enteroendocrine cells
by immunohistochemistry and although less frequent, some papers performed
electron microscopy. Morphological evidence revealed similarity in the small
intestine epithelium, the cell population and the large number of cells with
immunoreactivity to intestinal peptides, with serotonin being mentioned in
almost all studies. There is a great variation between the quality and quantity of
data generated in the works, mainly considering that many of them are old and
had methodological limitations of the time. Conclusion. The complexity of
analyzing all segments of the digestive tract and optimizing the data led us to
analyze the small intestine as they will be analyzed separately. The analysis of
this work allows us to suggest morphological tools to be used in a
complementary way to make a more detailed and detailed description of the
small intestine of the reptiles, and there are still possible gaps and questions to

be elucidated.

Key words: reptiles, digestive tract, histology, histochemistry, methodology.
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Artigo I: Revisdo sistematica da morfologia intestinal de répteis.

1. INTRODUGAO

As anadlises morfolégicas do intestino delgado, voltadas para a
pesquisa cientifica ou para o diagnostico patolégico, incluem procedimentos
anatébmicos, histologicos e citologicos (Shimo, 2015; Fagundes et al., 2016;
Sahd et al., 2017). Em biologia animal, os estudos morfolégicos do trato
digestorio sdo importantes para se entender os processos digestivos que cada
espécie dispbe para a sua nutricdo, além de servirem como ferramentas
adicionais para os estudos fisiologicos, patologicos (Starck & Beese, 2002;
Mackie et al., 2004; Iglesias, 2009; Strobel et al., 2015). Dentre os aspectos
relativos ao trato digestorio, € particularmente importante a realizagdo de
estudos envolvendo o intestino, principal local de ag¢ao digestiva e absortiva
(Naya et al.,, 2009; Magalhdes et al., 2010; Aleixo et al.,, 2011). O trato
gastrointestinal dos vertebrados “superiores”, especialmente mamiferos, tem
sido estudado extensivamente (Chivers & Hladik, 1980; Lambert, 1998; Sklan,
2001; Santos, 2013; Almeida, 2016; Smith et al., 2017; Sahd et al., 2017), o
que nao acontece com outros vertebrados como os répteis (Ferri, 1976;
Burrel,1991, Huang, 2006 e Rodrigues-Sartori, 2014).

Os répteis apresentam diversidade morfoldgica intestinal devido as
diferencas de habitos alimentares (Stevens & Hume, 1998; Karasov & Hume,
1997; Secor, 2005). Por exemplo, nos répteis o trato intestinal dos herbivoros,
particularmente o intestino grosso, € mais longo e mais complexo (muitos
incluem camaras de fermentagdo) que o dos carnivoros (Stevens & Hume,
1998; Zug et al., 2001; Secor 2005). Além disso, o intestino destes animais
herbivoros hidrolisa e transporta agucares simples a taxas maiores que
aminoacidos, enquanto o contrario tende a acontecer nos carnivoros (Karasov
& Diamond, 1988; Stevens e Hume, 1998; Secor, 2005).

E importante salientar que os répteis sdo um grupo parafilético e que,
independente do habito alimentar, podem apresentar muitas variacbes
morfoldgicas no trato intestinal, como por exemplo: (1) embora o seu intestino
delgado seja descrito anatomicamente como um tubo uniforme (Zug et al.,
2001), diferengas regionais ja foram observadas em algumas espécies e as

regides duodeno, jejuno e ileo caracterizadas (Smith et al., 2001); (2) um ceco
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pode estar presente na jungdo dos intestinos, sendo mais comum nos onivoros
e herbivoros (Pereira, 2000; Smith et al., 2001; Zug et al., 2001; Mackie et al.,
2004), mas também ja foi observado em carnivoros (Secor & Diamond, 1995;
Navega-Gongalves, 2009); (3) nos lagartos a transicdo do intestino delgado
para o grosso é abrupta, marcada pelo aumento no calibre tubular e presenca
de valvula ileocecal, o que parece ndo ser consenso para cobras e crocodilos
(Dehlawi & Zaher, 1989, Jin et al., 1990, Helmstetter et al., 2009); (4) embora
no intestino delgado da maioria dos répteis ndo existam vilosidades, e sim
dobras altas semelhantes as vilosidades (Perez-Tomas et al., 1990, George et
al., 1998; Rodrigues-Sartori et al, 2014), a presenca de vilosidades foi relatada
para algumas espécies como Coluber florulentus, Caiman crocodilus yacare,
Xerobates agassizii, Kinosternon scorpioides, Thamnophis sirtalis parietalis e
Chelonia mydas, respectivamente (Dehlawi & Zaher, 1989; Jin et al., 1990;
Barboza, 1995; Pereira, 2000; Starck & Beese, 2001; Magalhaes et al., 2010);
(5) embora as criptas de Lieberkiihn estejam ausentes tanto no intestino
delgado como no intestino grosso (Dehlawi & Zaher, 1989; Starck & Beese,
2001; Rodrigues-Sartori et al., 2014), neste ultimo podem existir depressoes
semelhantes a criptas ou ninhos celulares, que tem sido chamados de
“‘glandulas” (Luppa, 1977; Tarakgi et al., 2005); (6) o epitélio da mucosa
intestinal pode ser prismatico simples ou pseudoestratificado, composto de
células absortivas, caliciformes, enteroenddcrinas e, por vezes, células de
Paneth (Luppa, 1977; Jin et al., 1990; Kotzé et al., 1992; George et al., 1998;
Pereira, 2000; Rodrigues-Sartori et al., 2014; Borges, 2014); (7) grande
variedade de células enteroenddcrinas ja foram identificadas, com diferentes
formatos e conteudos secretérios, diferentes localizagdes e frequéncias no trato
intestinal, e diferentes afinidades por sais de prata, sendo argiréfilas e, ou,
argentafins (Yamada et al., 1987; Ku et al., 2001; Lee & Ku, 2003; Rodrigues-
Sartori et al., 2006; Huang & Wu, 2006; Cakici & Akat, 2013).

Baseado nisto, foi realizada uma revisao sistematica que, diferente das
comumente utilizadas revisdes narrativas, permite identificar, selecionar, avaliar
e sintetizar as evidéncias relevantes a respeito de determinado tema. Este
trabalho de revisdo da morfologia intestinal dos répteis trata-se de um trabalho
pioneiro no que diz respeito a revisdo sistematica de estudos descritivos,
possibilitando identificar possiveis lacunas do conhecimento assim como as

falhas metodolégicas e os pontos controversos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Estratégia de busca e selegao dos artigos

O PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-analyses) statement (Moher et al. 2009) foi adotado para realizar esta
revisdo sistematica (Figura 1.0), uma vez que se trata de revisdo de trabalhos
descritivos. Quatro pesquisadores (FBL, MMS, SRS, e RVG) independentes
buscaram no Pubmed e Scopus todos os artigos originais publicados até junho
de 2016 (16h:22min:23seg), que investigaram o trato digestério de répteis por
meio de analises morfolégicas. As estratégias de busca foram baseadas em
quatro componentes: (i) animais (reptéis) (ii) morfologia, (iii) hormdnios
peptidicos e (iv) técnicas/coloragbes (Fig. S1). Inicialmente foram
desenvolvidos filtros de pesquisa para o Pubmed de acordo com o proprio
dicionario Thesaurus (Medical Subject Headings - MeSH terms). Para expandir
a recuperagao e relevancia dos estudos indexados e aqueles em processo de
indexacdo, os comandos [MeSH Terms] e [TIAB] foram combinados. Para
identificar todos os estudos com animais no Pubmed um filtro padrdo foi
aplicado (Hooijmans et al., 2011). No Scopus foi utilizado o “filtro padrao
animal” fornecido na plataforma de busca. Os mesmos filtros usados para
morfologia, hormdnios peptidicos e técnicas/coloragdes foram adaptados para
Pubmed e Scopus. As restricdes de idioma foram aplicadas para recuperar
apenas artigos em inglés, espanhol e portugués.

A selecéo inicial foi realizada de forma independente pelos pesquisadores
(FBL, MMS, SRS e RVG), que exibiu o resumo de todos os papéis
recuperados. Os estudos duplicados foram removidos pela comparagao dos
autores, titulo, ano e revista de publicacdo. Em caso de duvida, toda a
publicagdo foi recuperada e avaliada. Apenas estudos que investigam a
morfofisiologia do trato gastrointestinal de répteis foram considerados para
inclusdo potencial na revisdo sistematica. Apdés a pesquisa inicial, todos os
estudos relevantes foram recuperados em texto completo e avaliados por
critérios de elegibilidade que regem as Diretrizes Prisma (Moher et al., 2009).
Assim, foram excluidos os trabalhos contendo: sistemas reprodutivos,
nervosos, cardiacos, respiratorios, renais e/ou excretores; veneno e/ou
toxicidade; outras glandulas, musculos, olhos e espécies nao reptilianas (Fig.

1). A elegibilidade foi analisada de forma independente pelos pesquisadores e
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as discordancias foram resolvidas por consenso. Os segmentos eséfago e
estbmago que fazem parte do tubo digestivo foram excluidos para melhor
analise e otimizagao dos dados, sendo posteriormente analisados e publicados
separadamente. As listas de referéncia dos documentos relevantes
selecionados foram  selecionadas manualmente para documentos

potencialmente relevantes.
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Figura 1: Diagrama de fluxo dos resultados da pesquisa bibliografica de revisdo sistematica. Com base
em "ltens de Relatérios Preferenciais para Revisdes Sistematicas e Meta-Analises: A Declaragéo
PRISMA". www.prisma-statement.org De: Moher D, Liberati A, Tetzlaff J, Altman DG, Grupo PRISMA
(2009). Itens de relatério preferencial para revisdes sistematicas e MetaAnalyses: a declaragdo PRISMA.
PLoS Med 6 (6): e1000097. Doi: 10.1371 / journal.pmed1000097 Para mais informacdes, visite

www.prisma-statement.org
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2.2 Caracteristicas do estudo e extragcao

Os dados qualitativos foram extraidos de todos os artigos incluidos. A
extragdo de dados foi classificada da seguinte forma: (i) caracteristicas da
publicagdo: autores, anos e paises; (li) caracteristicas do modelo animal:
animal, ordem, subordem e familia, nativo/exdtico, numero de animais, sexo,
idade, peso, (iii) caracteristicas do tecido analisado: segmento intestinal e suas
células, enzimas, hormdnios e outras secre¢des e (iv) metodologia (métodos
anatébmicos e indices, métodos histologicos, coloragdo histoquimica geral,

métodos imuno-histoquimicos, microscopia eletronica, histomorfometria).

2.3 Analise de viés

Avaliamos a qualidade do estudo (viés do relatério) de todos os
documentos incluidos (Fig. S.4), utilizando os critérios descritos nas diretrizes
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments). Esses critérios
sao baseados em descricdes curtas de caracteristicas essenciais do estudo,
como declaragédo étnica, procedimentos experimentais, tamanho da amostra,
alocacdo de animais, meétodos estatisticos, dados de linha de base,
generalizagdo e financiamento (McGrath & Lilley 2015). Considerando a
proposi¢cao desta revisédo sistematica e a especificidade do sujeito da pesquisa,
foi construido um quadro que resume todos os aspectos relevantes e aplicaveis
descritos nas diretrizes da ARRIVE. De forma independente a qualidade de
todos os estudos e as discrepancias foram avaliadas e resolvidas por
consenso. A avaliagdo da qualidade negativa nao indica necessariamente que
o experimento tenha sido realizado de forma insuficiente; indica qualidade de

relatério inadequada (Hooijmans et al., 2011).
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3. RESULTADOS
3.1 Estudos incluidos

Da nossa estratégia de pesquisa, 24 estudos foram recuperados em
todas as bases de dados e incluidos na revisdo sistematica. As listas de
referéncia foram selecionadas e 16 estudos foram adicionalmente identificados.
Assim, 39 estudos relevantes com répteis de 1967 até 2014 foram incluidos na
revisdo e utilizados para a extracdo de dados. A Fig. 1 mostra o fluxograma e
cada etapa realizada no processo de selegdo para recuperar estudos
relevantes. Os filtros de pesquisa apresentados aqui nos permitiram recuperar
um numero semelhante de registros na PubMed e Scopus. Considerando todos
os documentos que investigam os principais parametros morfolégicos utilizados
para descrever o trato digestivo dos répteis (n=372), a maioria dos estudos
excluidos foram baseados em outros sistemas (n=164), outros animais (n=9),
outras patologias (n=2), seguido de estudos duplicados (n=11), e outras
razdes, como outras linguas (n=32), hormdnios (n=19) e artigos néo

disponiveis (n=17).

3.2 Andlises de dados qualitativos

Os estudos analisados (Tab.1; Figs. 2 e 3; S.2) foram realizados em 16
paises diferentes sendo a Espanha (n=8) o pais que mais tem pesquisado
nesta area seguido dos Estados Unidos e Japao (n=4, cada); Brasil, Coréia e
Eqgito (n=3, cada); por fim Italia, Turquia, Australia e Inglaterra (n=2, cada) e
Qatar, Africa do Sul, China, Canada, Roménia e Suécia (n=1, cada). As
espécies mais estudadas foram: Lacerta lepida, Lacerta viridis, Testudo graeca
(n=4, cada); seguido por Mauremys caspica caspica (n=3); Pordarcis sicula,
Podarcis hispanica, Anolis carolinensis, Lacerta hispanica, Psammodromus
algirus,  Acanthodactylus erythrurus (n=2, cada); e o restante das 33
espécies(n=1). As ordens mais representadas foram: Squamata (n=34),
seguido de Testudines (n=16) incluindo a variabilidade de nomenclatura
Testudinata e Chelonia, e Crocodyla (n=3). No levantamento de dados sobre o
experimento animal (Fig. 2), trés trabalhos mencionaram o habito/regime
alimentar da espécie analisada. De todas as espécies estudadas (n=33) eram
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nativas. Quanto ao género dos animais (n=19) dos estudos utilizaram ambos
os sexos, (n=1) utilizaram apenas fémeas, nenhum trabalho foi realizado com
machos somente, e (n=19) nao relataram o género do animal. A maioria dos
trabalhos n&o relatou a idade dos animais estudados e (n=13) foram com
animais adultos. O peso dos animais dos trabalhos analisados (n=32) n&o foi
relatado e (n=3) dos trabalhos descreveram o peso ou tamanho (n=5). Alguns

trabalhos (n=5) relataram aclimatacéo e tempo de jejum.

Nativo
(n=33) 84%
— Nativo / Exético
Exotico
(n=6) 15%
de Q (n=19) 47,5%
Sexo

| A ? (n=1) 2,5%
(Macho e Fémea) .
Ndo relatado (n=19) 49%

Adulto (n=13) 33%
N3o relatado (n=26) 66,6%

Levantamento de |— Idade
dados sobre os —
animais

Peso (n=3) 7,7%
— Peso e Tamanho Tamanho (n=5) 13%
N3o relatado (32) 82%

— Privac¢ao alimentar (n=6) 15%

Descrigdo do habito - .
alimentar/Regime /Dieta (n=3)7,7%

Fig. 2: Levantamento dos dados no experimento animal. Referéncia que analisaram origem nativo/exdtico/
sexo/idade/peso/privagdo alimentar e descricdo do habito alimentar e/ou regime e/ou dieta.

Dos procedimentos de eutanasia realizados nos animais, destacaram-
se: (n=9) com éter etilico e (n=6) com superdose de pentobarbital
intraperitoneal. Em numero menor, utilizou-se inalagdo de cloroférmio,
decapitacao e perfusao no coracao (n=13) e (n=11) nao relataram os métodos

de eutanasia.
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A maioria dos trabalhos (n=26) abordou n&do somente os intestinos
como outras partes do trato gastrointestinal. Quanto a natureza das células
estudadas (n=25) analisaram as células enddcrinas; (n=6) as células
caliciformes; (n=5) neurdnios entéricos; (n=2) células de Paneth e (n=1) n&o
pesquisaram células. Dentre os 39 artigos analisados a maioria n=23, estudou
horménios peptidicos e/ou neuropeptidios sendo que, (n=13) destacaram a
serotonina. Quanto aos métodos, somente (n=3) dos trabalhos fizeram analises
anatbmicas. Analises histologicas foram realizadas em (n=36), sendo que
destes 24 usaram parafina, cinco usaram resina, dois usaram parafina e resina,
outros dois usaram parafina e gelatina e trés nao relataram o meio de inclusao.
Quanto as coloragdes/marcagbes histologicas, quatro fizeram apenas
coloragdes de rotina, dez apenas coloragdes histoquimicas, 16 fizeram apenas
imunomarcacao, e 15 fizeram dois ou mais destes métodos. Das histoquimicas,
10 trabalhos fizeram analises para células enddcrinas argiréfilas e/ou
argentafins, um trabalho fez anadlise para proteinas/enzimas e quatro para
glicoconjugados (mucinas) e, destes ultimos, um utilizou lectinas. Dos trabalhos
com imunomarcagao, (n=19) foram com horménios peptideos e (n=4) com
neuropeptidios. Quinze estudos fizeram analises de microscopia eletronica,
sendo (n=14) de microscopia de transmissdo e (n=5) de microscopia de
varredura. Trinta e trés trabalhos histologicos avaliaram parametros por meio
de analises histomorfométricas, sendo (n=15) usando apenas analises
qualitativas (por pontos) e (n=11) usando analises quantitativas (por valores), e

(n=7) usando ambas.

3.3 Evidéncias morfolégicas

Dentre os principais resultados dos trabalhos analisados, destacam-se (Tab. 2;
S.3; Fig. 4): presenga de pregas que lembram vilos (n=7) ou mesmo vilos
propriamente (n=3) no intestino delgado; auséncia de glandulas (de
Lieberkihn) ou criptas intestinais (n=3) em ambos os intestinos, embora
invaginagdes que lembrem criptas fossem observadas em algumas espécies
(n=3) ou mesmo criptas propriamente (n=1); auséncia de glandulas duodenais
(de Brunner) e células de Paneth (=4), embora células granulares semelhantes
a de Paneth fossem vistas em algumas espécies (n=1); epitélio simples (n=6),

ou pseudoestratificado (n=3), com células colunares de borda estriada,
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predominantes (n=2), e células caliciformes mucossecretoras (n=12), que
aumentam distalmente em quantidade no intestino delgado (n=2), podendo
existir s6 células mucossecretoras (colunares/piramidais/caliciformes) no
intestino grosso (n=5), sendo que mucinas neutras (n=5) e/ou acidas (n=5) e
diferentes marcagdes para lectinas (n=1) foram encontradas em ambos os
intestinos; presenca de células enteroenddcrinas argiréfilas (n=4) e/ou
argentafins (n=2), predominantemente do tipo aberto (n=9), e com diferentes
imunorreagdes (n=19), em especial para serotonina, identificada praticamente
por todo o intestino, seguida da gastrina, somatostatina e do
glucagon/enteroglucagon; presenca de neurénios imunomarcados (n=4) para
VIP, substancia P e GLP-1.

Dobras ou
pregas
Neurdnio
sIR
3
: Criptas
X 9 P
N = intestinais
490/0
Célula
argiréfilas 10% Evidéncias 15% Epitélio

morfoldgicas simples

Células
argentafins Epitélio
pseudo-
estratificado
Células
tipo Células
colunares

borda

aberto i
Célula

caliciforme

Fig. 4: Principais resultados dos trabalhos analisados, destacando as evidéncias morfolégicas de dobras
ou pregas, vilos, criptas intestinais, epitélio simples, epitélio pseudo-estratificado, células colunares com
borda estriada, células caliciformes, células do tipo aberto, células argentafins, células argirofilas, células
imunorrearivas e neurdnios imunorreativos.
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3.4 Viés de relatorio

Utilizando os critérios propostos pelas diretrizes ARRIVE (S.4), foram
analisados 37 itens relacionados ao viés de estudo para avaliar a qualidade
dos trabalhos (Tab. 3). Nenhum estudo realizou todos os critérios ARRIVE, e
apenas uma média de 13,76 = 3,8 itens foram atendidos pelos estudos
incluidos. Quando os itens ARRIVE foram individualmente investigados,
nenhum estudo relatou o tipo de instalacdo para habitacdo de animais,
justificou o porqué do numero de amostra para a analise. Entretanto, 97% dos
trabalhos apresentaram descricdo concisa do conteudo do artigo; 74%
apresentaram objetivos de pesquisa, métodos, achados principais e
conclusdes; 82% relataram bases cientificas suficientes; 38% explicaram a
abordagem metodoldgica, espécies e partes estudadas; 85% descreveram
claramente os objetivos primarios e secundarios; 10% relataram a natureza das
permissdes de revisao ética, licengas relevantes e diretrizes nacionais ou
institucionais para o cuidado e uso de animais; 87% relataram o numero de
animais por grupo (ou por analise, ou por espécie); 95% descreveram as
técnicas utilizadas; e 77% o numero de porgdes analisadas. Sobre o0 modelo
animal, 49% relataram o seu local de origem (local de captura); 13% relataram
0 seu tamanho (comprimento médio) e 5% relataram as condi¢gdes de
aclimatacdo. Analisando os resultados (qualidade de texto, tabelas, graficos,
figuras), 97% dos trabalhos os descreveram bem. Quanto a discussao, 97%
dos trabalhos interpretaram bem os resultados, tendo em conta os objetivos e
hipéteses do estudo, a teoria atual e os estudos relevantes e ainda, 67%

fizeram comentarios sobre aspectos funcionais e evolutivos.
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4. DISCUSSAO

De modo geral, identificamos poucos trabalhos e esta escassez pode ser
justificada pela dificuldade de captura e manuseio de animais silvestres, em
especial os de maior porte, o que dificulta a compreensdo das principais
semelhancgas e diferengas dentre os reptilianos, uma vez que se baseia em
poucos estudos com algumas das 7.500 espécies existentes de répteis
(Ahmed, 2009). Nossos achados indicaram que, embora haja iniciativas
pontuais de pesquisa nos paises subdesenvolvidos, a busca pelo
conhecimento do trato digestério de répteis € maior nos paises desenvolvidos.
Interessante notar que os padrbes geograficos esperados nao foram
encontrados, uma vez que as principais pesquisas foram realizadas em paises
com diversidade biolégica menor quando comparado a paises tropicais como
Brasil, Australia e paises africanos. Associado a isto observamos que a maioria
dos trabalhos nao relatou a importancia econémica ou medicinal da espécie
estudada, ou mesmo o seu valor biolégico no ecossistema, em si tratando de
uma espécie nativa ou exébtica.

Nossos resultados mostraram que poucos trabalhos tém mencionado os
dados biométricos dos animais, como tamanho corporal, que € importante para
obter-se o coeficiente intestinal e poder comparar espécies de portes diferentes
e fazer relagdbes com o habito alimentar. Além disto, apenas quatro trabalhos
relataram aspectos alimentares da espécie estudada, como habito ou
comportamento alimentar, embora se saiba que a morfologia do trato intestinal
tem relagdbes com estes parametros. Por exemplo, répteis carnivoros
costumam ter intestino delgado longo e intestino grosso curto, enquanto nos
herbivoros ocorre o inverso (Zug, 1993; Mackie et al., 2004; Rodrigues-Sartori
et al., 2014). O estado alimentar dos animais também foi pouco mencionado,
embora se saiba que o trato intestinal é flexivel e sua morfologia pode variar
conforme a presenga ou ndo de alimento. Um exemplo extremo é o da
serpente Python molurus bivittatus e de outras que possuem o comportamento
do tipo “sentar-e-esperar” para captura de suas presas. Tais serpentes toleram
periodos de jejum de um ano ou mais, embora leve apenas 10-14 dias para
digerir e absorver uma grande refeicdo (Greene, 1983; Starck & Beese, 2002).
Estas caracteristicas determinam as alteragdes no epitélio deste animal que
deixa de ser pseudo-estratificado durante o jejum e passa a simples apods a
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alimentagao, com aumento das microvilosidades e da capacidade de hidrolisar
e transportar nutrientes (Lignot et al., 2005). Raros trabalhos mencionaram
licenca para captura e parecer de Comité Etico para o Uso de Animais. O
National Centre for the Replacement Refinement & Reduction of Animals in
Research (NC3R’s) possui principios que foram incorporados na legislagcéo
internacional que regulamenta o uso de animais em procedimentos cientificos

(<< http://www.nc3rs.org.uk/>>). No Brasil, € necessaria licenga do IBAMA para

captura de animais silvestres e aprovagao do projeto, antes da sua execucao,
por um Comité Etico (Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal - CONCEA, 2016). Quanto aos métodos de eutanasia, foram varios os
utilizados nos trabalhos analisados, que certamente variaram devido a
legislacdo de cada pais e o periodo em que foram realizados. Atualmente,
sobre a eutanasia de répteis no Brasil, recomenda-se: “A eutanasia deve ser
realizada pela aplicagao intraperitonial de uma dose excessiva de tiopental (ou
tiopentato de sodio) a 50 mg/kg. Pode-se, ainda, utilizar lidocaina ou
benzocaina em pomada ou gel por pincelamento no interior da boca ou na
barriga e regido inguinal. Outra opgéo é a administragcédo intrapleuroperitoneal
de volumes de 0,05 a 2 ml (em fung¢ao do tamanho do exemplar) de solugao de
cloridrato de lidocaina a 2% ou de cloridrato de bupivacaina 0,5%, aguardando
um periodo de cinco minutos até que nao haja reflexos. Pode-se ainda
assegurar a morte com uma injecgao intracraniana — via foramen magnum — de
lidocaina ou bupivacaina” (CONCEA, 2016).

O numero de exemplares utilizados nos diferentes trabalhos também foi
bastante variavel, o que faz questionar qual seria o numero ideal para um
estudo morfolégico do trato digestorio. Observamos que o numero varia de
acordo com o tamanho da espécie, uma vez que animais de menor porte foram
utilizados em maior numero (Ferri et al., 1976; D'Este, et al., 1993, 1995; Burrell
et al., 1991, 1992; Rodrigues-Sartori et al., 2014), certamente devido a maior
disponibilidade e facilidade de captura destes. Em média, os trabalhos
utilizaram cinco animais, o que parece ser satisfatério uma vez que nenhum
dos pesquisadores relatou dificuldades nas analises ou duvidas nos resultados
devido ao numero amostral. Dell et al., (2002) discutem métodos simples de
estimar o numero de animais necessarios para varios tipos de variaveis e
experimentos, para que seja usado o numero minimo de animais consistente

com os objetivos cientificos, métodos para reduzir o viés subjetivo e as analises
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estatisticas. Curiosamente, nossos resultados mostraram que alguns trabalhos
nao citaram o numero de animais utilizados, comprometendo a caracterizagao
morfolégica de determinado grupo animal e a comparagao entre grupos, se
usado nimero reduzido de animais (Martin-Lacave et al., 1982", 1982°; Giraud
et al., 1978; Suganuma et al., 1981; Dehlawi & Zaher, 1989; Gapp, Kenny &
Polak. 1985; Reinecke et al., 1980,1981).

Em geral nossos resultados mostraram que a maioria dos trabalhos
analisou todo o trato digestorio dos animais, o que € interessante dada a
interligacédo funcional dos diferentes segmentos deste sistema. Entretanto, os
trabalhos se restringiram a algumas técnicas e parametros morfolégicos, sendo
que a maioria pesquisou as ceélulas enteroendodcrinas, por meio de métodos
imunohistoquimicos.

Descrigdes macroscépicas por meio de analises anatbmicas foram
negligenciadas, embora sejam parametros simples e de baixo custo para sua
realizacao Através das analises anatdbmicas é possivel conhecer, por exemplo,
a topografia dos 6rgaos, o arranjo das algas intestinais e o padrao das pregas
do revestimento interno, o que permite diferenciar as porcdes intestinais e
entender o seu papel nas fungdes digestivas (Rodrigues-Sartori et al., 2014).
Medidas e indices anatémicos permitem comparar diferentes espécies e inferir
sobre aspectos funcionais além de relacionar com o habito/regime alimentar
(Ferri et al., 1976; Naya et al., 2009; Ahmed et al., 2009; Shalaby, 2012). Por
exemplo, nos lagartos a transigédo do intestino delgado para o grosso é abrupta,
marcada pelo aumento no calibre tubular e presencga de valvula ileocecal, o que
parece nao ser consenso para cobras e crocodilos (Dehlawi & Zaher, 1989, Jin
et al., 1990, Helmstetter et al., 2009). Além disto, a presenga do ceco tem sido
relacionada com o habito alimentar herbivoro, pois geralmente & bem
desenvolvido em queldnios e lagartos herbivoros servindo como um local para
a fermentagdo pods-gastrica das fibras dietéticas e rudimentar em répteis
carnivoros como: cobras, crocodilianos e lagartos monitores. Entretanto, a dieta
apenas ndo € um preditor da presenga e tamanho do ceco, a exemplo de
Calotes jubalatus, insetivoro, e Tupinambis teguixin, onivoro, os quais tém o
ceco relativamente grande comparado ao de lagartos herbivoros (Mader,
2005). Dehlawi & Zaher (1989) relataram a presenga do ceco na serpente

Coluber florulentus e recentemente confirmado por Choe et al., (2016) que
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relataram a presenca de ceco também nas serpentes, Dinodon rufozonatus e
Rhabdophis tigrinus.

A técnica mais utilizada nos estudos foi a imunohistoquimica, visando
principalmente a identificagdo das células enteroendocrinas. Dentre estas, as
células enterocromafins, produtoras de serotonina, foram as mais pesquisadas
e observadas nos diferentes segmentos do trato digestorio das espécies
reptilianas ja estudadas. As células enterocromafins de fato constituem a
populagdo predominante do sistema endocrino gastroenteropancreatico
(Sj6lund et al., 1983), tendo sido encontradas em todas as espécies de
vertebrados ja estudadas, sugerindo-se que elas se estabeleceram nos
estagios iniciais da evolucao dos vertebrados (El-Salhy et al., 1985). No trato
digestorio de répteis, a serotonina pode estimular a musculatura lisa e estar
envolvida com o mecanismo regulatorio do movimento ciliar esofagico (Perez-
Tomas et al., 1989). Ainda, Perez-Tomas et al., (1989) e Tarakgi et al., (2005)
sugeriram que ela tenha um efeito tréfico sobre o epitélio intestinal, tendo
identificado células imunorreativas a serotonina em “ninhos celulares” no
intestino grosso de algumas espécies reptilianas.

Técnicas usando sais de prata para identificacdo de células
enteroenddcrinas tem sido bastante utilizadas em mamiferos (Pearse et
al.,1974; Freitas-Ribeiro et al.,, 2012; Santos, 2012), mas pouco em répteis
(D'Este, et al.,, 1995; Ahmed et al., 2009; Rodrigues-Sartori et al., 2014).
Nestes, as células argirdfilas foram encontradas em maior frequéncia no
intestino (Burrell, et al., 1991; Pereira, 2000; Rodrigues-Sartori, 2014), em
detrimento das células argentafins, o que condiz com a premissa de Santos e
Zucoloto (1996) de que toda célula argentafim &€ também argirdfila. Segundo
Grimelius e Wilander (1980), a argirofilia esta presente em todas as células
enteroendodcrinas exceto as produtoras de colecistocinina e somatostatina,
enquanto a argentafinidade esta presente nas células enterocromafins do tipo |
(estoque de serotonina e substancia P) e do tipo Il (estoque de serotonina e
motilina). Nado se conhece exatamente a especificidade dessas técnicas, mas
Grimelius e Wilander (1980) discutiram as interagdes envolvidas na reagao
argentafim e argirdfila. Segundo eles, estudos quimicos e histoquimicos
revelaram que o produto da reagéo entre serotonina (5-HT) e aldeido causa a
reagcdo argentafim nas células enteroenddcrinas. Ja a reagdo das células

argirofilas nao depende do conteudo secretério, visto que estudos



28

ultraestruturais demonstraram a presenca de graos de prata na periferia dos
granulos e ndo no centro. Solcia et al., (1975) sugeriram que o &acido
sialoglicopeptideo com suas ligagbes p-glicosidicas, contribuem para a
argirofilia dos granulos secretores das células enteroenddécrinas.

Nesta revisao, percebeu-se maior frequéncia de células do tipo aberto no
intestino dos répteis (Suganuma et al., 1981; Kanou, 1984; Dehlawi & Zaher,
1989; Ahmed et al., 2009; Ferri et al., 1976; Perez-Tomas et al., 1990; Cakici &
Akat, 2013; Rodrigues-Sartori, 2014). As células do “tipo aberto” possuem
prolongamento apical que alcanga o lumen e assim conseguem detectar
pequenas alteragdes do pH ou da composi¢céo do conteudo intestinal (Dayal et
al., 1987). Ja as células do “tipo fechado” sdo encontradas principalmente no
corpo e no fundo gastricos (Fujita & Kobayashi, 1977) e respondem a distenséo
ou a estimulagdo humoral (Dayal et al., 1987). Segundo Falkmer (1993), o
sistema nervoso € mais primitivo que o endocrino, sendo encontrado em
grande parte dos animais primitivos como os celenterados. A proxima etapa na
evolugao é o aparecimento de células enddcrinas do “tipo aberto” na mucosa
do trato alimentar, presentes em muitos invertebrados, tanto protostomios
quanto deuterostdmios, e elas tornam-se mais diversificadas nos vertebrados,
com o surgimento das células do “tipo fechado”. De acordo com Falkmer
(1993), desde os peixes 6sseos até os mamiferos, as alteragdes filogenéticas a
respeito do sistema enddcrino tém sido mais quantitativas que qualitativas.

Analises histomorfométricas tém sido feitas para averiguar a frequéncia das
células enteroenddcrinas em mamiferos (Montanholi et al., 2013; Seyyedin &
Nazem, 2017; Santos, 2013; Carrasacal Velasquez, 2002A’B), mas poucas tém
sido feitas em répteis (Lee & Ku, 2004; Cakici & Akat, 2013) e, quando
realizadas, geralmente € de modo impreciso, sem quantificar de fato o numero
de células. A quantificacdo de estruturas relevantes, sejam as células
enteroenddcrinas ou outros tipos celulares e constituintes parietais, é
interessante para comparacdo das espécies e entendimento da evolugcao do
sistema digestério, assim como também para correlagbes com aspectos
funcionais e da dieta.

Embora poucos dos trabalhos analisados tenham pesquisado
neuropeptidios, analises imunohistoquimicas também podem ser Uteis para
averiguar neuropeptidios do sistema nervoso entérico (Reinecke et al., 1981;

Scheuermann, 1991; Reinecke et al., 1991; Holmgren, 1995; Morescalchi et al.,
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1997) e contribuir para o entendimento da evolugdo do sistema neuro-
endécrino. De acordo com LeRoith e Roth (1984), os peptideos e as aminas
biogénicas foram os primeiros mensageiros quimicos utilizados para
comunicagao intercelular. Dentre estes mensageiros, alguns estdo presentes
exclusivamente em células enteroenddcrinas, a exemplo da gastrina, secretina
e glucagon, enquanto outros também s&o encontrados em neurdnios entéricos,
a exemplo da somatostatina, motilina e neurotensina (Polak et al., 1993). Desta
forma, estudos tem buscado averiguar as interrelagdes estruturais e funcionais
entre células enddcrinas e neurdnios, constituintes do sistema neuro-endocrino
difuso (Delellis e Dayal, 1992, Trandaburu et al., 2006).

A identificagdo de células enteroenddcrinas no intestino de répteis por
microscopia eletrbnica de transmissdo, embora menos frequente, permite a
caracterizagdo dos granulos secretores (Jeon et al., 1986; Perez-Tomas et al.,
1989?; Burrell, et al., 1992), além de ser util para detalhar os demais tipos
celulares do epitlélio (Ferri et al., 1976; Martin-Lacave et al., 1982; Kanou,
1984; Perez-Tomas et al., 1990). Assim, diferentes células -caliciformes
conforme caracteristicas dos seus granulos secretores, foram identificadas no
intestino de alguns espécies de lagartos (Martin-Lacave et al., 1982°; Kanou,
1984), além de células de Paneth em Lacerda lepida e Lacerta hispanica
(Martin-Lacave, 1982%).

A microscopia eletronica de varredura, por sua vez, € interessante para
observagédo dos relevos do revestimento interno do trato digestério (Kanou,
1984; Herrel et al., 1998; Beisser et al., 2004; Shalaby; 2012; Rodrigues-Sartori
et al., 2014), permitindo, por exemplo, distinguir pregas e vilosidades. Embora
no intestino delgado da maioria dos répteis ndo existam vilosidades, e sim
dobras altas semelhantes as vilosidades (Ferri et al., 1976; Martin-Lacave et
al., 1982; Yamada et al., 1987; Perez-Tomas et al., 1990, Burrell, et al., 1991;
George et al., 1998; Rodrigues-Sartori et al, 2014), a presenca de vilosidades
foi relatada para algumas espécies como, Lacerta viridis (Reinecke et al.,
1980), Coluber florulentus (Dehlawi & Zaher, 1989), Varanus niloticus (Ahmed
et al., 2009), Laudakia stlellio (Shalaby, 2012) e Ophisops elegans (Cakici &
Akat, 2013). Notamos que estudos por meio de microscopia eletrbnica de
varredura, sao necessarios para elucidar a complexidade dos relevos
intestinais, que podem estar relacionados com alimentagdo ou com a evolugao

das espécies.
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Como vimos nos resultados da nossa revisdo, as caracteristicas das
mucinas no trato alimentar de répteis tém sido amplamente estudadas por meio
de métodos histoquimicos classicos (Suganuma et al., 1981; Madrid et al.,1989
e Cakici & Akat, 2013). Embora as lectinas demonstrem ser ferramentas
especificas e confidveis para investigar a distribuigdo de glicoconjugados,
tendo sido amplamente utilizadas para estudar as glicoproteinas (mucinas) do
sistema digestivo humano (Vecchi et al., 1987, Calder6 et al., 1989) e de
vertebrados em geral (Strobel et al., 2015; Miki et al., 2017; Bakke et al., 2014),
somente um trabalho com lectinas no trato intestinal de répteis foi realizado
(Perez-Tomas et al., 1990). Até onde se sabe, 0 muco produzido nos intestinos
dos répteis é geralmente misto, contendo glicoconjugados acidos e neutros
(Ahmed et al., 2009; Shalaby, 2012; Rodrigues-Sartori, 2014), entretanto em
alguns répteis foram observados somente glicoconjugados acidos (Suganuma
et al., 1981; Madrid et al., 1989) ou neutros (Burrell et al., 1991; Al-Thani & ElI-
Sherif, 1996; Cakici & Akat, 2013). Além da funcado lubrificante, os
glicoconjugados neutros podem proteger a mucosa intestinal do quimo acido
(Duellman & Trueb, 1985) e os glicoconjugados acidos parecem As fungdes
das mucinas dependem da sua natureza (Madrid et al.,1989; Ferri et al., 1999;
Cakici & Akat, 2013; Rodrigues-Sartori et al., 2014), de modo que desvendar a
complexidade das mucinas e seu papel no trato digestorio de répteis
dependera de mais analises, em especial com lectinas.

A partir desta revisdo sistematica foi possivel concluir que existe uma
grande variagdo entre a qualidade e quantidade de dados gerados nos
trabalhos, tendo em vista principalmente que muitos deles sao antigos e tinham
limitagbes metodologicas da época. Embora os trabalhos atuais tenham
detalhado cada vez mais as células e suas estruturas, utilizando técnicas de
microscopia eletrbnica e imunomarcagdes, analises importantes como a
descricdo anatébmica e histomorfométricas tem sido negligenciadas, o que
coloca a evidéncia cientifica em alto risco de viés. A falta de licengca e/ou
permissdes éticas na grande maioria dos trabalhos ndo necessariamente € um
problema, pois a legislacdo vai depender de cada pais e época em que foi
executado o estudo. A maioria dos trabalhos morfologicos tem se restringido a
descrever qualitativamente os resultados e, quando fazem alguma medigéo, é
de forma relativa, sem quantificagao precisa e sem usar métodos estatisticos.

Informagdes importantes tém faltado na maioria dos trabalhos a respeito dos
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animais utilizados, inclusive sobre tamanho e peso corporais e o seu estado
alimentar. Levando em consideragao que a ma qualidade dos relatérios nem
sempre reflete a qualidade da investigagao efetivamente realizada, esperamos
gue a nossa analise critica possa ajudar a nortear as pesquisas descritivas do
trato digestério de répteis para reduzir o viés metodologico, melhorando a
confiabilidade e generalizacdo dos resultados. Além disto, acreditamos que a
andlise realizada neste trabalho nos permitiu sugerir que as ferramentas
morfolégicas utilizadas atualmente se mostram eficazes para fazer uma
descrigdo mais acurada e eficaz do trato digestorio destes animais, desde que
sejam utilizadas associadas e de forma complementar, pois s6 assim seria
possivel relacionar a morfologia com a fisiologia e evolugao deste sistema na

classe Reptilia.
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the gut endocrine /Crocodyli SOM, PP (5 pm) peroxid
cells of the dae and SER. and ase
crocodile, floated (PAP)
Crocodylus niloticus on slides method
(laurentil768): an pretreat
immunocytochemi ed with
cal study poly-L-
lycine
15 Giraud et al. Epithelial Surfaces | Australi Tiliqua Squamata/ ? An aortic arch was gastrointesti ? ? Yes, | Araldite, ? ? MEV ?
1978 of the Upper a scincoides Sauria/ cannulated via the nal cells topog from and
Gastrointestinal Scincidae left ventricle after the raphy | which MET
Tract of the Blue- animal was of the | ultrathin
Tongued Lizard, anaesthetized with organ | sections
Tiliqua scincoides: sodium s were
A Scanning pentobarbitone (60 cut.
Electron mg kglbody weight)
Microscopic Study
16 | Yamada etal. An Brazil Caiman | Crocodylia 5 ? endocrine INS, ? ? Paraffin: Alcian- peroxid ? ?
1987 Immunohistochemi latirostris / cells GLU, 4 um or blue (PAS) | ase-anti-
cal Study of the Eusuchia/ GLI, 1.5-2 peroxid
Endocrine Cells in Alligatorid MOT, um ase
the ae GAS, thicknes (PAP)
Gastrointestinal SEC and s. method
Mucosa of the NT.
Caiman latirostris
17 | Madrid et al. Distribution of Spain Lacerta | Squamata/| 4 for overdose of ether mucous cells ? Neutral ? Paraffin: Alcian- ? ? ?
1989 mucins in the lepida, Sauria/ specie mucins; 5 um blue,
mucosa of the Mauremys | Lacertidae Sulphomu Aldehyde
digestive tract of caspica ; cins; fucsin,
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reptiles: a and Testudines Sialomucin Methylati
histochemical Testudo | /Cryptodir s; Sulpho- on
study graeca a/Geoemy sialomucin
didae; s;
Testudinat
a/Cryptodi
ra/Testudi
nidae
18 Cakici and Some Turkey | Ophisops | Squamata/ decapitation witha | mucous cells neutral Paraffin: | Harris Periodic total
Akat, 2013 histomorphological elegans Sauria/ guillotine under ether and acidic 5 um Haemat | acid Schiff area of
and histochemical Lacertidae anaesthesia mucosubst oxylin- | (PAS)and epithelial
characteristics of ances Eosin Alcian- cells,
the digestive tract (GAGs) Blue (AB) nucleus
of the snake-eyed pH 2.5 and
lizard, Ophisops amount
elegans Menetries, of
1832 (Squamata: positive
Lacertidae) staining
material
with AB
and PAS
in all
parts of
the
digestive
tract
19 | Suganuma et Comparative Japan Clemmys | Testudines ? mucous cells Sialomucin Paraffin: | Hemato | High iron ?
al. 1981 histochemical Japonica / , s from 3 um xylin diamine
study of alimentary Eumeces | Cryptodira sulfomuci and associated
tracts with special latiscutatu , ns; eosin with alcian
reference to the s/ Elaphe | Geoemydi concanava blue (pH
mucous neck cells climacoph dae/ lin-A- 2.5) (HID-
of the stomach. ora Squamata, reactive; AB),
Lacertilia, acidic or paradoxica
Scincidae / neutral |
Squamata, mucosubst concanava
Serpentes, ances ; lin-A, PCS
Colubridae mucosubst associated
ances; with
alcian,
double
staining
with PCS
and a
modified
Bowie.
blue (pH
2.51,
staining

(PCS),
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20 | Martin-Lacave Ultrastructurai Spain Lacerta | Squamata/ ? cervical dislocation | mucous cells ? 1 mm ? ? ? MEV. Yes
etal. 1982B study of the lepida/ Sauria/
epithelial mucous Lacerta Lacertidae
cells in lizards hispanica/
(Lacertilia) Psammod
romus
algirus/
Acanthod
actylus
erythrurus
21 Dehlawi and Histological studies | Egypt Coluber | Squamata/ ? ? gastrointesti ? Sections | Mallory' ? ? ? Yes
Zaher, 1989. on the alimentary florulentu | serpentes/ nal cells 8 um s stain.
tract of the s Colubridae
colubrid snake
Coluber florulentus
(family Colubridae)
22 | Ahmedetal, Histological and Egypt Varanus | Squamata 1 ? Endocrine ? Paraffin: | Hemato | periodic ? ? Yes
2009. Histochemical niloticus / cells and 6 um xylin acid Schiff,
Studies on the Lacertilia/ mucous and alcian blue
Esophagus, Varanidae cells. eosin (PAS-AB;
Stomach and Small pH 2.5)
Intestines of and
Varanus niloticus Grimelius
silver
impregnati
on.
23 Ferri et al. Gross, microscopic Brazil Xenodon | Squamata/ 10 ? endocrine ? Paraffin, | Haemat ? MEV Yes
1976 and ultrastructural merremii | Serpentes/ cells, Araldite | oxylin- and
study of the Dipsadida absorptive Eosin, MO
intestinal tube of e and mucous Masson'
Xenodon merremii cells s
Wagler, 1824 trichrom
(Ophidia) e
24 | Perez-Tomas et Ultrastructural Spain Testudo | Testudinat 7 overdose of sodium endocrine SER, ? ? ? ? MEV ?
al. 1989" study of the graeca a/ pentobarbitone cells GAS, Zeiss
endocrine cells of Pleurodira GLU and EM/1
the gut of Testudo / Chelidae SOM. OcR.
graeca (Chelonia)
25 | Perez-Tomas et Comparative Spain Testudo | Testudinat 5,4,4 | sodium pentobarbital | endocrine BOM, Paraffin: ? ? peroxid ? Yes
al. 1989° immunohistochemi graeca, | a/Cryptodi | respecti cells CCK, 4 um ase-anti-
cal study of the Mauremys | ra/Testudi vely GAS,GIP, peroxid
gastroenteropancr caspica, nidae; GLU, ase
eatic endocrine and Testudines INS, L- (PAP)
system of three Lacerta /Cryptodir ENK, M- method
reptiles. lepida. a/Geoemy ENK,
didae; MOT,
Squamata/ NY, PP,
Sauria/ PYY,
Lacertidae SEC,

SOM,

49



SP, VIP
and SER.
26 Rodrigues- Functional Brazil Hemidact | Squamata 14 overdose of endocrine ? Fosfatase Yes, Resin: | toluidin periodic ? MEV Yes
Sartori et al. morphology of the ylus / Sauria/ intraperitoneally cells, alcalina | Topog | Sections | e blue | acid-Schiff and
2014 gut of the tropical mabouia | Gekkonida injected absorptive raphy 3um (PAS), MO
house gecko e pentobarbital and mucous and alcian blue
Hemidactylus cells meas conjugate
mabouia ureme d with
(Squamata: nts of periodic
Gekkonidae) the acid-Schiff
organ, ,
obser Grimellius
vation e Masson-
of Fontana,
folds alkaline
phosphata
se method
(AP)
27 D'Este et al. Immunohistochemi Italy Podarcis | Squamata 10 Ether endocrine | SER, HIS, ? ? Paraffin: ? ? indirect ? Yes
1993 cal localization of sicula /Sauria cells PYY, SP, 3-5um immuno
chromogranin A /Lacertida SOM, peroxid
and B in endocrine e. G/CCK, ase (IP)
cells of the NT, PP, or,
alimentary tract of PYY. indirect
the adult lizard immuno
Podarecis sicula fluoresc
ence (IF)
28 Huang and Immunohistochemi | China Gekko Squamata/ | 5,3,5,5 ether and endocrine SER, ? ? Paraffin: ? ? streptav ? Yes
Wu, 2006. cal study on Jjaponicus, | Gekkota/G | respecti decapitated cells SOM, 5 um idin-
gastrointestinal en Eumeces | ekkonidae; vely GAS, peroxid
docrine cells of chinensis, | Squamata/ GLU, SP, ase
four reptiles. Sphenomo | Lacertilia/ INS and
rphus Scincidae; PP.
indicus | Squamata/
and Sauria/Sci
Eumeces ncidae;
elegans | Squamata/
Sauria/Sci
ncidae.
29 Gapp and Localization of England | Pseudemy | Testudinat 3a5 decapitation endocrine INS ? ? Paraffin ? ? peroxid ? ?
Polak, 1989. Insulin to s scripta a/ cells ase-
Gastroenteropancr scripta/ | Cryptodira antipero
eatic Cells in the Parietaria | /Emydidae xidase
Turtle floridana/ | (1 and 2);
Gastrointestinal P. scripta | Testudines
Tract elegans | /Cryptodir
(Trachemy | a/Kinoster
s scripta nidae;
elegans)/ | Testudines
Trionyx | /Cryptodir
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spinifer | a/Trionych
asper idae
(Apalone
spinifera
aspera)
30 | Buchanetal. Regulatory Canada | Alligator | Crocodylia 11 ? endocrine GLP. Paraffin peroxid ? ?
1983 peptides in the mississipie | / Esuchia/ cells and GLI, ase-anti-
gastrointestinal nsis Alligatorid enteric Gut- peroxid
tract of Alligator ae nerves GLU, ase
mississipiensis SOM, (PAP)
GIP, method
GAS,
CCK, NT,
MOT,
SEC,
BOM,
SP, VIP
and
Met-
enk.
31 | Trandaburu et Serotonin (5- Romani Emys Chelonia/T | 4,4,3,3. chloroform endocrine SER Paraffin: avidin— ? Yes
al. 2006 hydroxytryptamine a orbicularis | estudines/ cells and 6 um biotin-
, 5-HT) / Lacerta | Emydidae; enteric and peroxid
immunoreactive viridis/ | Squamata/ nerves Gelatin ase
endocrine and Lacerta Sauria/Lac complex
neural elements in agilis/ ertidae; (ABC-
the chromaffin Natrix Squamata/ peroxid
enteropancreatic natrix Serpentes/ ase)
system of Colubridae
amphibians and
reptiles
32 | Adamsonand | The distribution of | Australi | Chelodina | Squamata/ | 2,8,1 overdose of sodium endocrine 5HT ? fluoresc | LSFM ?
Campbell. 5- a longicollis; Sauria/ pentobarbital cells and ein
1988 hydroxytryptamine Leiolopism | Scincidae; enteric isothioc
in the a Chelonia/P nerves yanate-
gastrointestinal guichenoti | leurodira/ labelled
tract of reptiles, ;Pseudona | Chelidae; sheep
birds and a ja textilis. | Squamata/ anti-rat
prototherian Serpentes/ 1gG
mammal - An Elapidae
immunohistochemi
cal study
33 | Gapp, Kenny | The Gastro-Entero- | England | Chrysemys | Testudinat ? decapitation endocrine INS, Paraffin: peroxid ? ?
and Polak. Pancreatic System picta a/ cells GLU, 5 um ase-anti-
1985 of the Turtle, Cryptodira SOM peroxid
Chrysemys picta /Emydidae and PP. ase
(PAP)
method
34 | Reinecke et al. VIP USA Lacerta | Squamata/ ? perfusion through enteric VIP Paraplas peroxid ? ?
1981 immunoreactivity viridis Sauria/Lac the heart nerves and t:7 um ase-anti-
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in enteric nerves ertidae endocrine peroxid
and endocrine cells ase
cells of the (PAP)
vertebrate gut. method
35 Seino etal., Immunocytochemi USA Anolis Squamata ? endocrine MOT ? Paraffin: ? ? peroxid ? ?
1979 cal localization carolinesis /Sauria cells and 4 um ase-anti-
of motilin- /Polychrot enteric peroxid
containing cells in idae nerves ase
the intestines of (PAP)
several vertebrate method
species and a
comparison of
antisera against
natural and
synthetic motilin.
36 | Reinecke et al. Phylogenetic Sweden Lacerta | Squamata/ perfusion through endocrine (Pst-I-6, ? Paraplas ? ? avidin— | Nikon ?
1991 aspects of viridis Sauria/Lac the heart cells Pst-1-17. t: 4 um biotin- | Optip
pancreastatin- and ertidae Pst-14- peroxid | hot.
chromogranin-like 49, Pst- ase
immunoreactive 33-49) complex
cells in the gastro- and Cg A (ABC-
entero-pancreatic and peroxid
neuroendocrine CgA/B ase)
system of
vertebrates.
37 | Reinecke et al. Distribution USA Lacerta | Squamata/ ? endocrine NT and ? Paraffin: ? ? peroxid ? Yes
1980 patterns of viridis Sauria/Lac cells XEN 3-7 um ase-anti-
neurotensin-like ertidae peroxid
immunoreactive ase
cells in the gastro- (PAP)
intestinal tract of method
higher vertebrates.
38 | Shalab, 2012 Anatomical, Egypt Laudakia | Squamata/ Ether gastrointesti ? ? 5 um Hemato | periodic ? MEV Yes
Histological, and stlellio Sauria/Aga nal cells xylin acid Schiff,
Scanning electron midae and alcian blue
microscopic studies eosin (PAS-AB;
of the alimentary pH 2.5)
canal of Laudakia
stellio (Agamidae).
39 Kanou, 1984 Morphological Japan Takydrom | Squamata/ Ether mucous cells ? neutral Resin Haemat ? MEV Yes
studies of the us Sauria/ and acidic epon oxylin- and
mucous mebrane tachydro | Lacertidae mucosubst Eosin MO
of the small moides ances (HE)
intestine of
vertebrates with an
emphasis on

comparative
anatomy
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Legend: AMY : amylin; SER: serotonin; CG: Chromoganin; CgA: Chromogani A; CgB: Chromoganin B; DBA: Dolichos biflorus agglutin; CAER: Caerulin; GAS: gastrin; CCK: cholecystokinin; PYY:
peptide YY; PP: pancreatic polypeptide; NT: neurotensin; SOM: somatostain; GLP-1 glucacom-like peptide; GLU: glucagon; SP: substance P; VIP: vasoactive intestinal peptide; BOM: bombesin; MOT:
motilin; L-ENK: leucine- enkephalian; INS: insulin; SEC: secretin; BPP: bovine pancreatic polypeptide; WGA; wheat germ agglutim; SBA: soybean agglutin; LTA: Lotus tetragonolobus agglutin; PNA:
peanut agglutin; EGL: enteroglucagon; GLI: glicetin; TGI: gastrointestinal tract; GLP: pancreatic glucagon; M-ENK: Met-enkephalian; HE: hematoxylin and eosin; LSFM: light sheet fluorescence
microscopy; HIS: histamine; CGRP: calcitonin gene related peptide; PsT: pancreastin; APP: avian pancreatic polypeptide; GRP: gastrin-realising polypeptide; LEU: leucine; PEP: pepsinogenic; CHY:

chymosin; XEN: xenopsin; MEV: scanning electron microscopic; MET: scanning transmission electron microscopy; GIP : Peptide inhibitor gastric.



(S.3) Tabela 2.0: Resultados descritivos
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@ Study Anatomy Histology Histochemistry Immunohistochemistry | Electron microscopy Morphometry
.fé Reference
<
1 D'Este, et all,, ? ? argyrophil cells gastro-duodenal region: amylin- ? ?
1995 immunoreactive cells co-stored
serotonin and chromogranin A
2 Burrell, et al., ? Folds but not true villi; no PAS-positive mucous Small intestine: IR SER, CAER, ? Small intestine:

1991 glandular crypt-like structures cells, higher in the GAS, CCK-8, PYY, PP, NT, SOM, SER,CAER,GAS,CCK, PYY (+++);
large intestine; GLP-1, GLU; large intestine: IR PP,NT, SOM, GLP-1, GLU (++);
argyrophil cells, GLP-1; SP- and VIP- CgA, CCK-nt, BOM, VIP, SP (+)

probably of the closed immunoreactive nerve fibers. Large intestine:
type. SER, NT (++);
CgA,PYY, PP, SOM, GLP-1, VIP, SP (+)
3 Burrell, et al., ? ? ? immunoreactive cells C-terminal PYY/PP- or C-terminal PYY / PP cells: granules with diameter ~
1992 G/CCK- and PYY/PP. G/CCK- immunoreactivity 295 nm; C-terminal L / CCK cells:
granules with diameter ~ 240 nm.
4 | Seino, etal., 1979 ? ? ? duodenum: IR motilin. ? ?
5 | Martin-Lacave et Longitudinal Absence of villi and crypts; enterochromaffin cells ? Granular cell that ?
al., 1982A folds in the small Presence pseudostratified resembles Paneth cell;
intestine, which epithelium with basement absence of Brunner's
become smaller membrane and brush border; gland; enterochromaffin
and less caudally. cells: absorption, cell.
undifferentiated, mucosal,
enterochromaffin and "granular
cells".
6 Lee, H.S. and ku, ? ? ? Most endocrine cells open type. ? Duodenum:
S.K, 2004 BCG, SOM, GAS, CCK-8, GLU, INS, SEC
(+/-); SER, HPP (++)
Small intestine:
BCG, SER, SOM, CCK-8, GLU, INS, HPP
(+/-); GAS, SEC (-)
Large intestine:
BCG, SER (+/-), all other IR (-)
7 | Arenaetal.,, 1990 ? Two histologically different Small intestine: small intestine: IR for SER, STT ? IR SER (numerous), BPP and
regions were recognized in the superficial mucosal and G; colon: IR for SER, CG, Cromogranin (rare), SOM and GAS
small intestine (oral and aboral cells with few goblet BPP. Cloaca: IR for SER. (numerous) .
region). cells in oral and aboral
epithelia.
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8 KU et al., 2001 ? ? Intestine: spherical or spindle- ? Duodenum: CG(#), Gas(+), CCK-8(++) /
shaped IR cells (spruce-like cells) Jejunum: GAS(z), GLU(%) /lleo: GLU(%)
located in the basal portion of Rectum: BOM(+) / In all TGI SER(+) ,
the intestine. SOM(+) except rectum.
9 | Tarakgi et al, 2005 ? ? Most of the immunoreactive ? Duodenum: SER (+++), INS (++); lleo:
cells in the intestine were GAS (+); Rectum: SER (++), GAS (+) INS
spherical or spindle-like in shape (++).
(open-type cells).
10 | Jeonetal, 1986 ? ? ? Duodenal region: 1 Cells with varying diameter from 170
secretory granules with to 650nm, 363nm mean
electronic low to
moderate intensity; most
closed cell types with
variable format and some
with halo presence
11 Perez-Tomas et Small intestine: goblet and IR (+): Small intestine: ? small intestine: ?
al., 1990 absorptive cells, no villi, no WGA, DBA, SBA, and longitudinal folds with
Lieberkiihn crypts, no Brunner LTA in mucous cells with microvilli and
glands, and no Paneth cells; granules; PNA, WGA, goblet;; large intestine:
large intestine: mucous DBA, and SBA in small folds covered by
columnar cells, similar structures microvilli. Large columnar cells with
“cell nests”. intestine: WGA, DBA, microvilli, different types
and LTA in mucous of immunocompetent and
granules; PNA and SBA phagocytic
in luminal surface.
12 | Al-Thani A. S. and Folds of small intestinal mucosa ? ? ? ?
El-Sherif G., 1996 with scattered lymphatic
aggregations; 1 cell columns
and brush edge absorbent
goblet cells. In both intestines,
goblet cells are normal with
large amounts of mucin
granules. The muscular layer is
thicker in the large intestine.
13 | Kobayashi, 1967 ? ? ? Epithelium simple The epithelium is thicker in the mid-
columnar with columnar, intestine (50-60u) than in the end-
goblet and argentaffin intestine (35-50u).
cells; no Paneth cells; a
few granulated cells.
14 | Van Aswegen et ? ? Open-label IR-NT cells in the ? GAS IR in numerous (duodenum) and

al. 1992

colon; small intestine (IR-SER),
most of which reached the

luminal surface and in the colon

located in the basal part of the

dispersed (ileum).

Glucagon, Neurotensin, Somatostatin,
PP cells, Serotonin showed IR + in
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mucosa. IR-GAS cells in the numerous (duodenum and ileum) and
duodenum and ileum were seen serotonin being abundant in the colon.
to reach the lumen. No GAS cells
were seen in the colon. The IR
cells PP, GLU, SOM were
confined to the basal part of the
mucosa, these cells were not
observed in the colon.
15 | Giraud et al. 1978 | small intestine ? ? ? The small intestine was ?
being darker in lined by epithelial cells
colour and lined covered by long, densely
by projecting packed microvilli. Goblet
villi. cells were interspersed
along the surface of the
intestinal villi.
16 Yamada et al. ? No crypts and villi, although ? IR +: SER, SOM, EGL and NT the ? SER, SOM, MOT, EGL frequency of
1987 invaginations were seen at the entire length of the intestine. numerous cells in all small intestinal
basal portions of the intestinal IR +: SOM and EGL 1 proximal tract. GAS, BPP, GLP rare cell frequency
folds; pseudostratified bowel, but | distally. in initial region, middle of proximal
epithelium; number of goblet In contrast, the IR +: NT {, half, middle of whole half of small
cells increased distally. proximal intestine, | distal intestine. SEC, CCK-33 frequency of
intestine. IR +: GAS and MOT rare cells only in the early small
mid proximal in front of the intestine. Region ampoule frequency
intestine. IR +: GLU and rare (little / moderate) SER, SOM, NT and
pancreatic GLI in the proximal EGL. In cloaca moderate frequency NT
half of the intestine. IR +: SEC
and CCK initial portion of the
intestine
17 | Madrid et al. 1989 ? ? Lacerta lepida: ? ? ?
sulphosialo-mucins in
the goblet cells of
small and large
intestines; Testudo
graeca: small intestinal
goblet cells with sialo-
mucins or sulphosialo-
mucins; Mauremys
caspica: mucous cells
of the small intestine
with sulpho- and sialo.
18 | Cakici and Akat, ? fingerlike villi with columnar goblet cells PAS and ? ? Small intestine
2013 absorptive and goblet cells in AB positives (PAS) 93.66 (AB) 90.36
small intestine; small folds with
columnar cells and numerous
goblet cells in large intestine.

Large intestine
(PAS) 94.6 (AB) 48.57




Epithelial cell area
Smal intestine
Esophagus 130.01 + 35.36 *
Stomach 181.34 + 39.48
Large intestine 418.72 + 108.45 *
Large intestine
Esophagus 130.01 + 35.36 *
Stomach 181.34 +39.48 *
Small intestine 221.24 + 19.7*
Nuclear area of epithelial cell
Smal intestine
Esophagus 30.27 £5.79 *
Stomach 31.48 £4.19 *
Large intestine 50.26 + 9.31
Large intestine
Esophagus 30.27 £ 5.79 *
Stomach 31.48 £4.19 *
Small intestine 51.19 + 14.05
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Suganuma et al.
1981

Brush-bordered columnar
epithelium and goblet cells.

"Clemmys Japonica:
brush border 1
sialomucins, 1 goblet
cells and sulfomucins
on the villi.
Elaphe climacophora:
brush border and
scattered goblet cells,
with sulfomucins.
Eumeces latiscutatus:
brush border was not
apparent, whole layer
1 sulfomucins; in the
goblet cells
sulfomucins 1;
columnar cells with
PAS+ granules."

?
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Martin-Lacave et
al. 1982B

?

Small intestine: columnar
oligo- mucous cells and
lgranules around the
membrane, nucleus in the
basal /

Goblet cells: 1 globules of
variable size, finely
granular and variable
density. Nucleus of
irregular shape with




surface of the luminal
portion of the cells has

species.

condensed chromatin. The

some microvillus / granule
cells: the granules differ by
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Dehlawi and
Zaher, 1989.

Mucosa: absorbent, globular
and endocrine cells. Small and
small  endocrine cells and
have clear cytoplasm with
spherical and central nuclei. The
granular cytoplasm of columnar
(+) Mallory cells. The lumen of
the small intestine with 1 villi
long and coiled. The intestinal
glands are absent.

Cecal mucosa: simple epithelial
cells and calyces.
Colon mucosal epithelium:
simple columnar cells, chalices
and endocrines.

?
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Ahmed et al,
2009.

1 Villils of the small intestine;
intestinal crypts. The intestinal
mucosa with absorbent
epithelium with goblet cells. The
enteroendocrine cells of
different forms, located in the
superficial epithelium of the
small intestine.

Goblet cells PAS/AB
(+). Argyrophyll cells of
different shapes and
localized in the sur-
face epithelium of the
esophagus and small
intestine, and among
the cells of the gastric
glands.
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Ferri et al. 1976

Small and large
intestine are
rather alike: both

are sinuous
tubes of regular .
Large intestine
has a larger
diameter and
shows structures
resembling the
haustra.

(1) Mucosa: scattered
lymphocytes or isolated lymph
nodes (2) Submucosa: large
blood vessels and scattered
lymphocytes (3) Muscular: with
inner layer with circularly
arranged fibers, and an outer
layer with longitudinally
arranged fibers (4) Serosa:
mesothelial cells scaly . There
are no vilos, Lieberkuhn crypts,
Brunner or Paneth cell glands. In
the small intestine, the
epithelium is simple in column,

In the small intestine,
there are argentaffin
and argyrophil cells.

with absorbent cells, chalices (1)

Apical cell membrane
with microvilli and fine
glycocalyx. Junctional
complexes and
desmosomes are present.
Mitochondria in any
cytoplasm with moderate
electrodensity matrix and
some granules. The
enterochromaffin cells
have their membrane (|)
inflections and their
cytoplasm with () density
and (1) rounded granules,

presence of ribosomes,




distally and endocrine.
Epithelium without changes that
divides the segments.

REL, REG.
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Perez-Tomas et al.
1989"

L- (or EG-) IR + (GLU) cells. EC-L
IR + cells (SER). D + IR cells
(SOM).

EC cells (1) population in
the duodenum, in the
epithelium of the large
intestine (10-15 cells supra
and infranuclear),
diameter ~ 235nm, (1)
density, variable
morphology, presence of
GC, lysosomes and RER.

G cells: granules ~ 150-220 nm; L cells:
granules ~ 150-370 nm; D cells round
shape and variable density, beads ~
150-250 nm; N cells form oval uniform
density, granules ~ 295 nm; B cells
(large and small intestine) morphology
of granules variable and ~ 320-790 nm.
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Perez-Tomas et al.
1989°

Small intestine
T. graeca IR (+) GAS, GLU, INS,
PYY, SOM, SER in the proximal
and distal regions.
M. caspica IR (+) GAS, GLU, INS,
NT, PYY, PP, SOM, SER
L. lepida IR (+) GAS, GLU, NT, PP,
PYY, SOM, SER
Large intestine
T. graeca IR (+) INS, NT, PYY,

SER;

M. caspica IR (+) INS, NT, PYY,
SER;

L. lepida IR (+) INS, NT, PP, PYY,
SER.

In conclusion, for the three
species, the small intestine
showed a higher number,
qualitatively and quantitatively."

?

T. graeca
Small intestine

Proximal: SER (+++); GAS, GLU, INS
(++); PYY, SOM (+)
Distal: PYY (+++); GLU, INS, (++); GAS,
NT, SOM, SER (+)
Large intestine
Proximal: SER (++); NT, PYY (+)
Distal: INS, NT (+++); SER (++); PYY (+)
M. caspica
Small intestine
Proximal: GAS, GLU, SER (+++); SOM
(+4); INS, NT, PYY (+)
Distal: GAS (+++); GLU, PYY, SER (++);
INS, NT, SOM (+)
Large intestine
Proximal e distal: INS, SER (+++); NT,
PYY (++).
L. lepida
Small intestine
Proximal: PYY, SER (+++); GAS, GLU, PP
(++); NT, SOM (+)
Distal: PYY (+++); GAS, NT, SOM (+4+);
GLU, PP, SER (+)
Large intestine
Proximal: NT (+++); INS, PP, PYY, SER
(++)
Distal: NT (++4+); INS, PYY, SER (++); PP
(+)
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Rodrigues-Sartori
etal. 2014

Longitudinal
folds in the the
small intestine;

large intestine is

Pseudostratified epithelium/
Goblet cells are less numerous
than enterocytes, but are of

greater volume/ The large

Goblet cells: PAS (+)
and / or AB (+)
cytoplasmic granules;
(+) argirophil cells in

Small intestine: epithelium
with enterocytes with
apical layer of microfilms

and goblet cells. Large

The average small intestine measures
(53.8 £ 16.0 mm) in length and its
diameter gradually diminished from
the proximal (2.5 £0.5 mm) to the




much shorter
and wider than
the small
intestine, and
possesses two

intestine consists of a very

dilated proximal segment

followed by a short distal
segment. The villi are absent,
but the high folds in the inner

the proximal small
intestine and (+)
argentafins cells, the
latter in the large
intestine has granules

intestine has low folds and
compressed with
epithelium of goblet cells,
considerable presence of
protozoa and flagellated
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distal (0.7 £0.1 mm) end. The proximal
colon 911.3 + 4.5 mm) in length and
(6.0 £ 2.7 mm in diameter, and the

distal colon ( 95.3 £ 2.3 mm) in length

and (2.0 £ 0.7 mm) in diameter. In the

distinct lining of the small intestine. concentrated in the bacteria. small intestine, the goblet cells
segments: supra-nuclear region. diameter (4.1 £ 1.0 um) and in the
proximal colon large intestine, (6.6 + 1.1 um).
and distal colon.
27 | D'Este et al. 1993 ? ? ? CG-IR cells were located in both ? CgA-IR and CgB-IR cells were numerous
the superficial epithelial folds of in all regions of the intestinal mucosa
the villi and in the glands. The (Upper small, Lower small, Large),
major co-localizations exhibited except for the distal small intestine.
by CgA IR (+) 5HT; HIST; PYY,
SOM and SP cells, however, for
CgB, presence was in some cell
types in the same manner as
described above. There was no
co-localization for CgA and CgB
for the other immunohistomers.
28 | Huang and Wu, ? ? ? The endocrine cells of both open ? G. japonicus

2006.

and close types. The Gl
endocrine cells were round,
oval, triangular, spindle-,
shuttle- or flask-like in shape.
Mostly in intestinal epithelium,
most of these cells were
situated in the basal portion of
the epithelia.

Duodenum: SER(8.6+2.2), SS(1.0£0.5),
GAS(3.810.8)
Jejunum: SER(7.0£2.9), GAS(1.4+0.5)
lleum: SER(7.8£1.2)
Rectum: SER(7.0+1.6)
E. chinensis
Duodenum: SER(11.8+2.3),
SOM(1.6£0.3), SP(2.1+0.7)
Jejunum: SER(9.0+3.0), SS(0.3+0.4)
lleum: SER(7.3+0.8), SS(7.5£0.9),
GLU(0 7.9+1.7), SP (8.0%0.8)
Rectum: SER(5%1.1), S5(2.7+0.9),
GLU(3.8+1.4), SP(3.3t1.4)
S. indicus
Duodenum: SER(3.0+0.9), GAS(1.7+1.4)
Jejunum: SER(1.6%1.0)
lleum: SER(3.1+1.1), GLU(1.4£0.7)
Rectum: SER(7.0%2.4), GLU(6.5+1.7),
SP(7.5£2.3)
E. elegans
Duodenum: SER(3.110.9), GAS(1.3+1.1)
Jejunum: SER(1.4+1.4)
lleum: SER( 3.4+1.6)
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Rectum: SER(5.2+2.0)

29

Gapp and Polak,
1989.

Open-cell cells present in the
epithelium of the intestinal
mucosa, from the base to the
crest of the mucosal folds.

Insulin Content (ng/g) - intestinal
mucosa
Upper: (5.6 +1.3)
Middle: (5,8 +1,3)
Lower: (9,5 £1,2)

30

Buchan et al.
1983

Of the nine peptides present
duodenum, jejunum and ileum
of alligator, five were found
exclusively in mucosal endocrine
cells (GAS, GLP, EGL, NT, SEC),
two exclusively in the peripheral
autonomic innervation (VIP and
SP) and only two (BOM and
SOM) were found in both
endocrine cells and nerves.

?
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Trandaburu et al.

2006

Intestinal epithelium, villi and
nerves IR (+) SER (numerous)
different morphological
populations of serotonin cells ("
open " and " closed ") were
localized.

Distribution of serotonin cells
respectively:
E. orbicularis/ L.viridis/ L.agilis/
N.natrix
Small intestine
Proximal:
16.666+1.425%/22.388+2.354*/20.81+
2.396%/15.15+1.533*

Middle:
10.4737+.466*/14.055+1.109*/14.375
+1.352*/6.105+1.464**

Distal:
9.17+.293*/10.611+1.289%/10.25+2.31
3*/5.062+1.242*

Large intestine:
15.631+1.3/15.944+1.392/15.062+2.12
/14.312+1.279

Cells “open’” and “closed” of
serotonin-producing cells respectively:
E. orbicularis/ L.viridis/ N.natrix
Small intestine
Proximal:2.54/1.91/ 1.84
Middle: 1.72/1.82/1.63
Distal: 1.24/1.45/1.14
Large intestine:0.94/1.10/1.13
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Adamson and
Campbell. 1988

SER IR(+) in the small and large
intestines in all species.
Immunoreactivity was not found
in the enteric neurons fixed
immediately after dissection.
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33

Gapp, Kenny and
Polak. 1985

IR (+) presence GAS, SEC, NT,
MOT, PYY, GLU, GIP, SOM, SER,
INS are present in open-type
GEP cells in the mucosal
epithelium of the upper
intestine. BOM and SP could not
be observed.

Immunoreactive insulin (ng/mg
protein)
Upper intestine: 0,38+ 0,04
Middle intestine: 0,32+ 0,05

34

Reinecke et al.
1981

IR (+) VIP in the epithelial cells of
the intestinal mucosa (1)
duodenum, with balloon format
with IR (+) basal and apical
region.

IR (+) VIP in the nerve fibers of
the myenteric plexus and
submucous with (1) density; IR
(+) perikarya (1) in the
submucosal plexus of the small
intestine.

Relative frequency immunoreactive
perikarya submucous
(duodenum/jejunum/ileum/colon)
respectvely:

Myenteric: 9,5/14,2/15,7/4,6
Plexus: 1,5/2,0/2,6/1,3

Distribution of VIP immunoreactive
cells in gut mucosal epithelium
Duodenum: Moderate number of cells.
Jejunum, ileum and colon: not present.

35

Seino et al., 1979

Motilin-containing cells was not
observed in the gut on the
lizards

36

Reinecke et al.
1991

Epithelium of the gastro-
intestinal tract, the
immunoreactive cells had an
endocrine structure and were of
the open type.
Immunoreactivity presented in
Duodenum: Pst 1-6; 1-17; 33-49
and CgA /B
Jejuno / ileum: Pst 1-6, Pst 1-17;
33-49and CgA /B
Colon / rectum: Pst 1-6 and CgA
/ B; Pst 1-17; 33-49
Pst 14-49 and CgA: negative
immunoreactivity in all regions.

Frequency of cells IR +
Pst 14-49 and CgA: negative in all
regions.
Duodenum: Pst 1-6; 1-17; 33-49 and
CgA /B (+)

Jejuno / ileum: Pst 1-6 (++), Pst 1-17;
33-49 and CgA /B (+)

Colon / rectum: Pst 1-6 and CgA / B

(+++), Pst 1-17; 33-49 (++)

37

Reinecke et al.
1980

IR (+) NT cells are of triangular
shape, "open" type are located
both in the crypts and on the

The distribution pattern of the
neurotensin-like immunoreactive cells
in the gut less frequent in the




villi, predominantly the latter.
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duodenum and the large intestine, but
numerous in the small intestine, where
260 cells per surface unit are present.

38 Shalaby, 2012 Small intestine is The structure of the small The villi of the ileum ? The mucosa of the ?
short intestine appeared uniform all appeared with duodenum display ridge-
(duodenum, extesion, the mucosal layer of numerous goblet cells like and complex primary
jejunum and the duodenum and ileum is with positive reaction folds showing zigzag
ileum). The folded into villi. The epithelium | to alcian blue Periodic pattern of arrangement.
duodenum is the covering the villi was simple acid Schiff reaction The columner cells and
most proximal columnar with goblet cells.The goblet cells are observed
part and in the | rectal mucosa consists of simple on the fold. Minute pores
form of columnar epithelium without (glandular opening). In the
thickened goblet cells. rectum,the serosa is
convoluted followed by the
structure. The muscularies and narrow
large intestine submucosa.
consists of
rectum which is
a short tube
39 Kanou, 1984 ? ? ? ? Continuous folds in the Thirty-six lumenal folds. The

intestinal lumen of the

pylorus to the rectum.
Disruption in the position

of the nuclei in the
epithelial cells of the

mucosa, goblet cells with

two types of secretion:
homogeneous and others

with high density granules.

epithelium consists of columnar cells
with a diameter of 35.65 + 9.5 um in
the middle of villi and have microvili of
1.83 £ 0.46 pm in length at their
apexes.
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RESUMO

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2017. Identificagcdo de células enteroendécrinas de Tropidurus
torquatus e Salvator merianae (Squamata: Lacertilia). Orientadora: Sirlene
Souza Rodrigues Sartori. Coorientadores: Fabio Alessandro Pieri e Clovis
Andrade Neves.

As células enteroenddcrinas estédo dispersas no epitélio do trato digestorio e
secretam peptideos que controlam a fisiologia digestiva, regulando a secregéo,
absorg¢ao, motilidade e proliferagao celular. O objetivo do trabalho foi descrever
o sistema enddcrino gastrointestinal de duas espécies de répteis squamatas,
Tropidurus torquatus e Salvator merianae. Para o trabalho foram coletados
cinco exemplares de cada espécie, que foram eutanasiados para a retirada dos
orgaos digestivos, os quais foram fragmentados, fixados em formalina de
Carson por 24h, desidratados em série etilica crescente, incluidos em parafina
histolégica e seccionados a S5uym de espessura. As secc¢des foram submetidas
as técnicas de Grimelius para células enddécrinas argirofilas e Masson-Fontana
para as células argentafins. As células argiréfilas foram observadas ao longo
do trato gastrointestinal com maior frequéncia do que as células de argentafins.
Com excegcdo do esOfago cranial e médio, as células argirofilas foram
observadas em T. torquatus e S. merianae com predominio no estdbmago. A
distribuicdo das células argirofilas no epitélio do trato gastrointestinal e nas
glandulas reflete a importancia dessas na regulagdo das secregdes e
motilidade gastrointestinais. Ja as células argentafins, ausentes na porcao
cranial do eséfago e do intestino delgado para ambas as espécies, encontram-
se distribuidas com frequéncia variavel em quase todo trato gastrointestinal,
predominando a regido pilérica de T. torquatus. Mesmo em menor proporgao,
as células argentafins estdo presentes e provavelmente agem sobre
terminagdes nervosas para controle de atividades motoras. As alteracbes
histomorfolégicas do trato digestério de T. tropidurus e S. merianae, parecem
refletir um compromisso entre a variagcdo na demanda associada a alimentagao

e os custos de manutengao (ou regulagao) do trato digestorio.

Palavras chave: células argentafins, células argirdfilas, histologia,

morfofisiologia, trato gastrointestinal, répteis.
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ABSTRACT

LOPES, Fernanda Barbosa, M.Sc., Federal University of Vigosa, September
2017. Identification of enteroendocrine cells of Tropidurus torquatus and
Salvator merianae (Squamata: Lacertilia). Advisor: Sirlene Souza Rodrigues
Sartori. Co-advisors: Fabio Alessandro Pieri and Clévis Andrade Neves.

The enteroendocrine cells are dispersed in the epithelium of the digestive tract
and secrete peptides that control digestive physiology, regulating secretion,
absorption, motility and cellular proliferation. The objective of this work was to
describe the gastrointestinal endocrine system of two species of squamate
reptiles, Tropidurus torquatus and Salvator merianae. Five specimens of each
species were collected, which were euthanized for removal of the digestive
organs, which were fragmented, fixed in Carson's formalin for 24h, dehydrated
in a growing ethylic series, included in histological paraffin and sectioned at
5um thickness . Sections were submitted to the Grimelius techniques for
argirophile and Masson-Fontana endocrine cells for the Argentafins cells.
Argyrophilic cells were observed along the gastrointestinal tract more frequently
than argentafins cells. With the exception of the cranial and middle esophagus,
the argirophilic cells were observed in T. torquatus and S. merianae with
predominance in the stomach. The distribution of argirophilic cells in the
epithelium of the gastrointestinal tract and in the glands reflects the importance
of these in the regulation of gastrointestinal secretions and motility. However,
argentafins cells, absent in the cranial portion of the esophagus and small
intestine for both species, are distributed with variable frequency in almost
every gastrointestinal tract, predominating the pyloric region of T. torquatus.
Even to a lesser extent, argentafins cells are present and probably act on nerve
endings to control motor activities. The histomorphological alterations of the
digestive tract of T. tropidurus and S. merianae seem to reflect a compromise
between the variation in the demand associated with feeding and the costs of

maintenance (or regulation) of the digestive tract.

Key words: argentafins cells, argirophil cells, histology, morphophysiology,

gastrointestinal tract, reptiles.
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1. INTRODUGAO.

O conhecimento a respeito das adaptagdes morfofuncionais do tubo
digestivo permite entender o regime e comportamento alimentares das
espécies e contribui com estudos nas areas da fisiologia, patologia, nutricdo e
conservacao animal.

Entretanto, trabalhos sobre a morfologia interna de répteis sdo escassos, e
mesmo as referéncias classicas na morfologia comparativa (Andrew e
Hickman, 1974; George et al. 1998) trazem poucas informagdes sobre esta
classe de vertebrado, de modo que ha uma lacuna no que diz respeito a
morfologia basica, particularmente no que se refere ao aparelho digestorio.
Dentre os poucos trabalhos morfologicos ja realizados sobre o aparelho
digestorio de répteis tem-se: Ferri et al., 1999; Smith et al., 2001; Pereira et al.,
2005; e Rodrigues et al., 2011, 2014, 2015.

Assim sendo, o presente trabalho busca descrever e comparar o sistema
enddcrino gastrointestinal de duas espécies de répteis squamatas (Tropidurus
torquatus e Salvator merianae), investigando a morfologia, distribuicdo e

frequéncia relativa e das células enteroenddcrinas argiréfilas e argentafins.

Sistema Endécrino Gastrointestinal

As células enteroendocrinas representam uma proporgdo pequena do
total da populagédo de células epiteliais no trato digestério, mas a sua fungéo é
essencial para a fisiologia digestiva normal e também para a homeostase do
organismo como um todo (Dockray, 2006). Estas células, através da liberacao
de peptideos ou aminas, atuam regulando a secrecao, absor¢cdo, motilidade e
proliferagdo das células epiteliais (Rindi et al., 2004). Os peptideos
gastrointestinais podem ser liberados pelas células enteroenddcrinas na
corrente sanguinea e agirem a distancia (peptideos enddécrinos) ou em células
vizinhas agindo localmente (peptideos paracrinos) (Kendzierski et al., 2000).
Alguns desses peptideos também podem ser liberados de terminagbes
nervosas (peptideos neurdécrinos) agindo em sinapses (Polak et al., 1993).

As células enteroenddécrinas podem ser classificadas de acordo com a
sua morfologia (Fujita & Kobayashi, 1977; Sjolund et al., 1983; Dayal et al.,
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1987), com a sua capacidade de absorver determinados sais (Grimelius e
Wilander, 1980), com a morfologia dos seus gréanulos secretores (Polak et al.,
1993) e com a presenga de moléculas marcadoras especificas (Rindi et al.,
2004; Schonhoff et al., 2004).

Quanto aos aspectos morfolégicos, as células enteroenddcrinas
apresentam conformacgéao variada, com nucleo arredondado e citoplasma claro,
podendo ou nao existir um prolongamento apical que alcanga o Iumen
intestinal. As células enteroenddcrinas do “tipo fechado”, cujo apice nao tem
contato com o lumen intestinal, sdo identificadas principalmente no corpo e
fundo gastricos, enquanto aquelas do “tipo aberto”, com comunicagdo apical
com o lumen, predominam no restante do tubo digestivo. As células do “tipo
aberto” apresentam forma piramidal, de garrafa ou de pera (piriforme),
enquanto as do “tipo fechado” sdo ovais ou arredondadas (Fujita e Kobayashi,
1977; Dayal et al., 1987).

O papel bem estabelecido das células enteroenddcrinas envolve o
reconhecimento dos nutrientes luminais (células do “tipo aberto”) ou da
presenga do alimento pela distensdo mecéanica da parede (células do “tipo
fechado”), iniciando um amplo espectro de respostas funcionais, como inibicao
do esvaziamento gastrico e da secregcao de acido gastrico (Raybould, 2006),
estimulacdo da secrecéo gastrica e do pancreas exdcrino (Owyang e Logsdon,
2004), da secrecao enddcrina (Drucker, 2007), da secregao de fluido intestinal,
e inibicdo da ingestdo de alimentos (Strader e Woods, 2005; Moran, 2009).

De acordo com Polak et al. (1993), as células enteroenddcrinas podem
ser classificadas em argentafins (capazes de reduzir diretamente solugbes de
prata) e argirofilas (capazes de absorver sais de prata, que entdo podem ser
reduzidos por adigdo de uma substancia quimica com capacidade redutora).
Das técnicas que utilizam sais de prata, a técnica de Grimelius identifica as
células argirdfilas, que sao todas as células enteroenddcrinas exceto as células
produtoras de colecistocinina e somatostatina, enquanto o método de Masson-
Fontana faz a marcagéao nas células argentafins, que sdo somente as células
produtoras de serotonina (Grimelius e Wilander, 1980). Desta forma, as células
argentafins sdo também argirdfilas (Santos e Zucoloto, 1996).

Tropidurus torquatus e Salvator merianae
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Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Fig.1A), vulgarmente conhecido
como calango, pertence a familia Tropiduridae (Infraordem Iguania). O
comprimento rostro-cloacal varia de 40 a 140 mm e machos adultos sé&o
maiores que as fémeas (Giaretta, 1996). Dentre as espécies do género, T.
torquatus € a mais amplamente distribuida, ocorrendo desde o sudeste
brasileiro ao norte da Argentina. No Brasil, ocorre em todas as regides, exceto
na regidao Amazénica, sendo tipico na regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul
(Rodrigues, 1987). Habita areas abertas e € muito comum em areas alteradas
pela acdo do homem, como rogados, quintais e jardins (Bergallo e Rocha,
1994). E uma espécie diurna e heliéfila, ativa nas horas mais quentes do dia
durante os meses frios, mas durante os meses mais quentes sua atividade é
maior no inicio da manha e final da tarde (Bergallo e Rocha, 1993). E
considerada uma espécie onivora, generalista e oportunista, com estratégias
alimentares do tipo “senta-e-espera” (Araujo, 1987).

Salvator merianae (Harvey et al., 2012) (Fig.1B), conhecido vulgarmente
como teiu, pertence a familia Teiidae (Infraordem Scincomorpha). O
comprimento rostro-cloacal pode chegar a 450 mm em machos adultos, que
sd0 maiores que as fémeas (Avila-Pires, 1995). Esta presente na Argentina, no
Brasil e no Uruguai, sendo que no Brasil encontra-se em todas as regides,
exceto na Floresta Amazénica (Vanzolini et al., 1980). Ocorre principalmente
em areas abertas de cerrado, mas pode ser observado em bordas de matas-
de-galeria e dentro de matas mais abertas. E uma espécie diurna, heliéfila e
ativa durante todo o dia permanecendo ativos durante os meses quentes do
ano, verao, primavera e parte do outono, mas entram em hibernagao durante o
inverno (Abe, 1995; Klein et al., 2006). Passa a maior parte do tempo em
movimento a procura de presas que localiza com o auxilio da lingua comprida e
bifida (Vitt, 1995). Apresenta habito alimentar onivoro, sendo sua dieta muito
variada, incluindo vertebrados, partes vegetais, moluscos e artropodes. Pode

ainda comer carniga.
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Fig. 1. Fotografias das espécies estudadas: Tropidurus torquatus (A), Salvator
merianae (B). Fonte: A) Fotografia feita por Alessandro Bearzi B) Fotografia feita por
Pedro H. Martins. http://www.reptile-database.org/
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material biolégico

O material biolégico consistiu de cinco exemplares adultos, dentre
machos e fémeas, de cada espécie em estudo: Tropidurus torquatus (Wied,
1820) com a média do comprimentro rostro-cloacal 9,74 mm e peso 110,43
gramas e Salvator merianae (Duméril & Bibron, 1839) com média do
comprimento rostro-cloacal 26,8 mm e peso 441,75 gramas. Os animais foram
coletados nos municipios de Vigosa e Guiricema, na Zona da Mata Mineira
(numero da Licenca do IBAMA: 10504-1) no periodo de outubro-fevereiro. Os
animais foram mantidos em jejum de 24 horas e fornecido agua filtrada “ad
libitum”, acondicionados em gaiolas (40x20x20cm) e (80x40x40cm) e
eutanasiados com uma superdosagem de pentobarbital (120mg/kg), injetada
intraperitonialmente. Todo o trabalho foi conduzido com a autorizagdo do
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) mediante o protocolo 27/2016.
ApOs a eutanasia, os animais foram medidos com auxilio de uma fita métrica. A
cavidade peritoneal foi exposta por meio de uma incisado longitudinal mediana
na regido ventral e o tubo digestivo foi extraido. Foi calculado o comprimento
relativo de cada 6rgao, dividindo-se o seu comprimento pelo comprimento
corporal (Tab. 1). Coletaram-se fragmentos do eséfago (cranial, médio e
caudal), estdbmago (fundico cranial, fundico caudal e pilérico), intestino delgado

(cranial, médio e caudal) e intestino grosso (colon e reto) (Figs. 2 e 3).

Comprimento dos segmentos (cm)
ESO EST ID IG
T. torquatus 1,36 +0,88| 1,92+0,31| 4,58+0,87| 1,88+0,48
S. merianae 418 £1,13 9,54 * 3,39 7,4*1,39 4,96 £ 1,51

Tabela 1: Média das medidas anatdbmicas dos exemplares de Tropidurus torquatus e
Salvator merianae. Comprimento dos segmentos digestorios: eséfago (ESO),
estdbmago (EST), intestino delgado (ID) e intestino grosso (IG), em centimetros.

Espécie
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Fig. 2: Tubo digestivo de Tropidurus torquatus (fémea): ce=ceco; co=cdlon;
ESO=estfago; EST=estdmago; ID=intestino delgado; IG=intestino grosso;
P=pancreas; re=reto; rf=regido fundica; rp=regiao pilérica; barra = 5mm.

Fig. 3: Tubo digestivo de Salvator merianae (fémea): co=colon; ESO=esbfago;
EST=estébmago; ID=intestino delgado; IG=intestino grosso; re=reto; rf=regido fundica;
rp=regiao pilérica; barra= 20mm.

2.2 Analises histologicas e histoquimicas

Os fragmentos coletados foram lavados em solucao salina e fixados em
formalina de Carson (Carson et al., 1973), por 24 horas. Os fragmentos fixados
foram desidratados em série crescente de alcool etilico, incluidos em parafina
histologica (paraplast), seccionados com micrétomo rotativo manual (Olympus
America Inc. CUT 4055), obtendo-se secgbes de 5 pm de espessura, que
foram colocadas em laminas histolégicas e submetidas as técnicas de
impregnagado pela prata, Grimelius para células enddécrinas argiréfilas

(Grimelius e Wilander, 1980) e Masson-Fontana (Barbosa et al., 1984) porem
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adaptado para as células argentafins (Anexo 1 A e B), tendo como controles

positivos laminas de estbmago e duodeno de macaco.

2.3 Registro fotografico e morfometria das imagens histolégicas
A observacao e o registro fotografico das sec¢des foram realizados em
microscoépio de luz Olympus BX60 acoplado com camera digital QColor3 DP73

(Olympus).

A morfometria das células foi realizada em microscopio optico (Nikon
E100 LED) utilizando objetiva de 40X, ocular de 10X e abertura numérica
(A= & . r?). Foram analisadas dez areas aleatérias da mucosa, de quatro cortes
histolégicos (com espagcamento de 20 ym entre eles), de cada segmento do
tubo digestodrio, de cada animal. A quantificagao foi realizada, estabelecendo-se
uma escala de frequéncia das células argirofilas e das argentafins: ausentes;
raras, 1 a 2 células/ area; poucas, 3 a 4 células/ area; muitas 5 a 8 células/

area; elevadas, 210 células/area).
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3. RESULTADOS

O tubo digestivo possui revestimento interno varias pregas longitudinais,
sua parede composta por quatro tunicas, sendo elas, de dentro pra fora:
mucosa, submucosa, muscular e adventicia. O epitélio é pseudoestratificado
com os nucleos celulares posicionados de forma irregular dando a impresséao
de possuir mais de uma camada de células. Ha trés tipos de células epiteliais:
células prismaticas ciliadas, células caliciformes mucossecretoras e células
basais germinativas. As células ciliadas sdo alongadas e apresentam nucleo
central ou apical, com formato oval. Tais células encontram-se intercaladas
com as células caliciformes, que também sio alongadas e possuem nucleo
basal em forma de “meia lua”.

Foram identificadas no epitélio de revestimento e glandular, células
enteroenddcrinas argirdfilas e argentafins distribuidas em diversas regides e
com variadas morfologias no tubo digestivo de ambas as espécies. As células
endécrinas do “tipo fechado”, cujo apice nao tem contato com o lumen
intestinal, s&o identificadas principalmente no corpo e fundo gastricos,
enquanto aquelas do “tipo aberto”, com comunicagdo apical com o lumen,
predominam no restante do tubo digestivo, entretanto, devido a posi¢céo variada
dos cortes, nao foi possivel esta confirmagcdo em nosso estudo. Tais células
apresentam nucleo eliptico, arredondado ou, acompanhando a morfologia
celular, e citoplasma repleto de granulos impregnados em marrom e/ou preto
nas células argirdfilas e argentafins, geralmente concentrado na regiao
infranuclear. A intensidade da marcacao pela prata, principalmente na técnica
de Grimelius, variou entre segmentos e inclusive dentro de um mesmo

segmento do trato digestorio.
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3.1 Eséfago

No epitélio de revestimento e glandular esofagico de T. torquatus nao
foram observadas células enddcrinas argiréfilas (Fig. 4A), entretanto em S.
merianae, observamos a presenca espagada destas células nas glandulas da
por¢cao caudal do epitélio de revestimento glandular (Fig. 4B). Tais células
argirofilas estdo presentes na base da glandula gastrica. Raras células
enddcrinas argentafins foram identificadas isoladas no epitélio de revestimento
esofagico das espécies estudadas, sendo elas com morfologia piramidal ou
ovalada. (Figs. 4C e D).

Fig. 4: Fotomicrografias do esbéfago caudal de Tropidurus torquatus (A-C) e Salvator
merianae (B-D), evidenciando as células enddcrinas argiréfilas e argentafins (setas).
Grimelius (A-B), Masson-Fontana (C-D). *=lumen; barra= 20 pm.
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3.2 Estdmago

Células enddcrinas argirdfilasestao distribuidas no epitélio de revestimento
da superficie e das fossetas e, em maior abundéncia, nas glandulas, foram
observadas no segmento fundico de ambas as espécies (Figs. 5A e B). Na
regido pildrica, tais células argirdfilas possuem localizagdo predominante nas
glandulas (Figs. 5C e D). Também foram identificadas células argentafins nos
segmentos fundico (Figs. 5E e F) e pilorico (Figs. 5G e H) das espécies

estudadas, distribuidas no epitélio de revestimento e nas glandulas gastricas.
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Fig. 5. Fotomicrografias do estdbmago de Tropidurus Torquatus (A, C, E, e G) e
Salvator merianae (B, D, F e H), evidenciando as células enddcrinas argirdfilas e
argentafins (setas). Grimelius. (A-B) regiao fundica, (C-D) regiao pilérica. Masson-
Fontana. (E-F) regido fundica (G-H) regido pilérica *=lumen; circulo pontilhado=
hemacia; barra= 20 ym.
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3.3 Intestino delgado

Em T. torquatus as células argirofilas foram encontradas dispersas em meio
as ceélulas epiteliais que revestem a base das pregas intestinais
predominantemente nos segmentos cranial, médio e caudal, com morfologia
oval a alongada, podendo ser bastante afilada (Fig. 6A). Em S. merianae as
poucas e pequenas células argirdfilas foram observadas em todas as regides

do intestino (Fig. 6B). As células argentafins em ambas as espécies,

predominaram no intestino delgado médio e caudal (Figs. 6C e D).

Figura 6: Fotomicrografias do intestino delgado de Tropidurus torquatus (A e C)
Salvator merianae (B e D), evidenciando as células enddcrinas argirdfilas (setas).
Grimelius. (A) Seccgao do intestino delgado médio (B) Secg¢ao do intestino delgado
caudal. Masson-Fontana. (C e D) Secgéo intestino médio. *=lumen, circulo pontilhado=
hemacias; barra 20um.
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3.4 Intestino grosso

Em ambas as espécies as células argirdfilas apresentam morfologia
piramidal a alongada nas diferentes por¢des do intestino grosso: transicéo
entre intestinos delgado e grosso (ceco presente em T. torquatus e ausente em
S. merianae) (Figs. 7A e B), colon (Figs. 7C e D) e reto (Figs. 7E e F). Ja as
células argentafins presentes no intestino grosso possuem diferentes
morfologias, podendo os granulos estar concentrados na regido supra nuclear
(Figs. 8G e H).
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Figura 7: Fotomicrografias do intestino grosso de Tropidurus torquatus (A, C, E e G) e
Salvator merianae (B, D, F e H), evidenciando as células enddcrinas argirdfilas e
argentafins (setas). Grimelius. (A-B) Secc¢ao da transicao do intestino delgado-intestino
grosso. (C-D) Seccgao do colon. (E-F) Secgao do reto. Masson-Fontana. (G-H) Seccéao
de transic¢ao e intestino grosso e reto. *=lumen; barra 20um.
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3.5 Frequéncia das células enteroenddécrinas de Tropidurus

torquatus e Salvator merianae

Comparando a frequéncia das células enteroenddcrinas, notamos que o
padrao de células argiréfilas e argentafins difere entre as espécies (Figs. 9 e
10).

As células argirofilas ndo foram observadas no es6fago em T. torquatus
(Fig. 9A), no entanto, em S. merianae estiveram presentes na porgéo caudal
com aproximadamente quatro células/area (Fig. 9B). As células argentafins
estiveram presentes somente na regido caudal do eséfago e com frequéncia
semelhante em ambas as espécies, apresentando raras células (Figs. 10A e
B).

No estébmago de T. forquatus ha aumento consideravel no numero de
células argirofilas nas regides fundica e pilérica, com aproximadamente oito
células/area (Fig. 9A). Em S. merianae a mesma frequéncia é encontrada nas
por¢cdes fundicas, com aproximadamente duas células/ area, e aumenta
consideravelmente na porcao pilorica, com variagbes de cinco até oito
células/area (Fig. 9B). Para as células argentafins, em T. torquatus a porgao
fundica apresenta aproximadamente quatro células/area, com aumento da
frequéncia na porcao pildrica, aproximadamente oito células/area (Fig. 10A). Ja
em S. merianae a porgao fundica possui aproximadamente quatro células/area
e reduz para raras células na porg¢ao pildrica (Fig. 10B).

Na regiao entre estdmago e intestino delgado as células argiréfilas em T.
torquatus e S. merianae apresentaram frequéncia de até quatro células/area e
reduzindo esta frequéncia sentido intestino delgado (Figs 9A e B). A
distribuicdo de células argentafins em ambas as espécies foi menor comparado
as argirdfilas, com frequéncia de até duas células/area em toda regidao de
transi¢ao (Figs. 10 A e B).

No intestino delgado as células argiréfilas foram constatadas no epitélio
das porcgdes cranial, médio e caudal em T. torquatus e em S. merianae, com
frequéncia de até duas células/area em ambas as espécies (Figs. 9A e B). O
padrdo de distribuicdo de células argentafins (Fig. 10) em T. torquatus e S.
merianae foi semelhante, existindo células no epitélio das porcbes médio e

caudal, com raras células/area (Figs. 10A e B).
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Em T. Torquatus o numero de células argiréfilas aumenta sentido ao
intestino grosso, onde ha cerca de oito células/area (Fig. 9A) e o numero de
células argiréfilas também aumenta nesta regidoem S. merianae, embora este
numero, aproximadamente trés ceélulas/ area (Fig. 9B), seja menor que em T.
torquatus. A frequéncia é reduzida nas porc¢des do intestino grosso em ambas
as espécies, inclusive no ceco de T. torquatus, com raras células/area (Figs 9A
e B). Ambas as espécies possuem células argentafins nas porgdes do intestino
grosso (Figs. 10A e B), sendo em maior quantidade, aproximadamente quatro
células/area, em S. merianae entre os intestinos delgado-grosso e intestino

grosso-reto.

T. torquatus S. merianae

Auséncia

-+ Raras, 1-2 cel. & Poucas, 3-4 cel. éMuitas, 5-8cel. = Elevadas, 210 cel.

Figura 9: Desenho esquematico mostrando a distribuicdo e frequéncia relativa de
células enteroenddcrinas argirdfilas de Tropidurus torquatus e Salvator merianae.
Numero médio de células argirdfilas por campo (auséncia/raras1-2 células/poucas 3-4

células/muitas 5-8 células/elevadas = 10 células).
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T. torquatus S. merianae

auséncia

|

A % Elevadas, 210 cel.
1

Figura 10: Desenho esquematico mostrando a distribuicdo e frequéncia relativa de
células enteroenddcrinas argentafins de Tropidurus torquatus e Salvator merianae.
Numero médio de células argirdfilas por campo (auséncia/raras1-2 células/poucas 3-4

células/muitas 5-8 células/elevadas = 10 células).
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4. DISCUSSAO

Em nosso estudo observamos a presenga das células argirdfilas no
esobfago, foram detectadas somente em S. merianae, no epitélio glandular que
surge a partir da porgdo caudal, o que nos permite inferir que elas estéo
envolvidas com o controle da secreg¢do. Segundo Rodrigues et al. (2015), tais
glandulas secretam muco, para protecédo e lubrificagdo. Células argirdfilas e
também argentafins, foram observadas na mucosa esofagica da serpente
Xenodon merremii (Ferri et al., 1976) e do mugua Kinosternon scorpioides
(Pereira et al., 2005). A auséncia de células argiréfilas no eséfago de T.
torquatus nos leva a questionar se toda célula argentafim seria argirofila, como
afirmado por Santos e Zucoloto (1996). Células argentafins, mas nao argirofilas
também foram observadas no es6fago da lagartixa Hemidactylus mabouia
(Rodrigues, 2009) e da ra-touro Rana catesbeiana (Nada et al., 1984). Dada a
auséncia de células endécrinas argirofilas e a presenca de neurbnios bem
proximos as glandulas esofagicas, Rodrigues et al. (2015) sugeriram maior
participacado do controle neural para a secre¢ao. Portanto, podemos inferir que
as células argirdfilas possuem controle endécrino acima do controle neural,
devido a necessidade de manter o alimento por mais tempo no tubo digestivo,
para a absorgao.

Quanto as células argentafins no epitélio de revestimento esofagico de
Tropidurus torquatus e Salvator merianae, que € do tipo ciliado com células
caliciformes. De acordo com Grimelius e Wilander (1980), as células
argentafins sdo produtoras de serotonina, mediador paracrino conhecido por
estimular a contragdo da musculatura lisa do tubo digestivo, e que também
pode estar envolvido no mecanismo regulatério do movimento ciliar no eséfago
(Perez-Tomas et al., 1989). Assim sendo, pode-se dizer que tais células séo
importantes no controle da passagem do alimento, haja vista que o epitélio
ciliado direciona o alimento para o estdbmago, auxiliado pelos movimentos
peristalticos (Duellman e Trueb, 1985; Pereira et al., 2005; Rodrigues et al.,
2015).

Quanto a morfologia das células enddécrinas do estémago das espécies
estudadas houve predominio das células arredondadas, distribuidas

principalmente nas glandulas gastricas. De acordo com Fujita e Kobayashi
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(1977), as células endocrinas do “tipo fechado”, cujo apice n&o tem contato
com o lumen intestinal, sdo identificadas principalmente no corpo e fundo
gastricos, enquanto aquelas do “tipo aberto”, com comunicagido apical com o
lumen, predominam no restante do tubo digestivo, entretanto, devido a posi¢cao
variada dos cortes, nio foi possivel esta confirmagdo em nosso estudo.

No estdbmago das espécies estudadas nossos resultados mostraram que
em T. torquatus as células argentafins sdo mais numerosas na regido pilorica.
Independente da distribuicdo e frequéncia das células enddcrinas nas regides
do estdbmago, elas certamente participam do controle paracrino e telécrino da
secrecdo e motilidade gastricas. Inclusive, dentre os segmentos estudados, o
estdbmago foi o que apresentou maior numero de células enteroenddcrinas,
talvez por ser um local de maior permanéncia do conteudo alimentar. A
presenca de células argirdfilas e argentafins, semelhante ao descrito em H.
mabouia (Arena et al., 1990; Rodrigues-Sartori et al., 2011, 2014; Pereira et al.,
2015. Segundo Luppa (1977), no estbmago dos répteis as células argirofilas
estdo localizadas principalmente na regido fundica e nas glandulas pildricas,
enquanto as células argentafins estdo presentes na regido superior das
glandulas fundicas.

Células enddcrinas argirdfilas e argentafins foram observadas no intestino
delgado de ambas as espécies, exceto na porgcao cranial de T. forquatus, em
que, mais uma vez, identificamos células argentafins, mas nao argirofilas,
contradizendo a premissa de Santos e Zucoloto (1996). As células argentafins,
como produtoras de serotonina (Grimelius e Wilander, 1980), s&do cruciais para
o controle das funcbes digestivas. A serotonina é secretada em resposta a
alteragdes no conteudo do lumen intestinal (Drapanas et al., 1962; Li et al.,
2000), e atua estimulando terminagdes nervosas aferentes para evocar
alteracdes reflexas na motilidade gastrica, retardando o esvaziamento gastrico
durante a fase intestinal da digestdo (Raybould, 2002). A serotonina também é
conhecida por estimular a contracdo da musculatura lisa entérica e por
provocar a secregao exocrina (Ceccarelli et al., 1995).

O intestino delgado das espécies estudadas foi o0 segmento onde as células
enddcrinas apresentaram menor numero e tamanho, e maior variagao
morfolégica. O menor numero encontrado pode implicar em menor papel

enddcrino e maior participacdo neural nas funcdes intestinais, o que é uma
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caracteristica primitiva, haja vista que o sistema nervoso surgiu primeiro que o
enddcrino na evolugéo dos sistemas de controle (Falkmer, 1993). Outro cofator
refer-se a atrofia do intestino durante a hibernagdo esta principalmente
relacionada com a diminuicdo da altura dos vilos, e consequentemente,
diminuicdo da mucosa intestinal demostrada em mamiferos e observados em
S. merianae (Simdes, 2012) que tiveram a mesma resposta apds o jejum
sazonal e ao jejum prolongado de 60 dias e pode representar um importante
ajuste em termos energéticos.

Pela analise nas espécies estudadas percebemos o quao diferem em
numero de células quando comparamos com outras espécies, por exemplo, a
presenga maior em numero de células nas espécies dos mamiferos
Hydrochoerus hydrochaeris (Bressan et al., 2005), Didelphus aurita (Fonseca et
al., 2002, Freitas-Ribeiro et al., 2011, Basile et al. 2012); da ave Caracara
plancus (Almeida et al., 2016); do peixe Barbusa conchonius (Rombout, 1977);
e do anfibio Rana temporaria (Valverde et al., 1993). O menor numero
também pode ser devido a dificuldade de identificacdo destas células no
epitélio intestinal, em raz&o do seu pequeno tamanho, da sua morfologia muito
afilada. O menor tamanho das células enddcrinas neste segmento se deve ao
fato delas ficarem comprimidas em meio as demais células do epitélio, que é
densamente ocupado por células absortivas e caliciformes, possivelmente de
modo compensatorio pela inexisténcia de vilos e criptas. A maior variacao
morfoldgica reflete a diversidade de células enddcrinas no intestino delgado,
com secrecao de diferentes hormdnios e com diferentes mecanismos de acao,
embora as técnicas de Grimelius e Masson-Fontana nao discriminem tais tipos
celulares.

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 as células enterocromafins do
tipo | (estoque de serotonina e substancia P) e do tipo Il (estoque de serotonina
e motilina). A variagdo na intensidade de marcagéao pela prata pode ser devido
as diferencgas entre os diversos tipos de células enteroenddcrinas ou diferengas

fisiologicas momentaneas entre estas células.
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Nas espécies estudadas, a transi¢cao entre os intestinos delgado e grosso,
assim como na transigao es6fago-gastrica, é local de muitas células argirofilas,
que possivelmente atuam sobre esfincteres ou valvas para controle da
passagem do bolo e prevencédo do refluxo. Nos intestinos dos mamiferos, as
células enteroendodcrinas estdo localizadas principalmente nas glandulas,
entretanto em muitos répteis as glandulas ou criptas intestinais séo
inexistentes, ou existem somente no intestino grosso, como em T. torquatus e
S. merianae, em que ha depressdes semelhantes as criptas intestinais, onde
foram observadas as células enddcrinas argiréfilas e argentafins. Perez-Tomas
et al. (1989) e Tarak¢i et al. (2005) identificaram células imunorreativas a
serotonina no epitélio da superficie e das glandulas no intestino grosso de
répteis, sugerindo que este mediador quimico tem acao trofica sobre o epitélio

intestinal.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho concluiram que as caracteristicas
morfologicas, a distribuicdo e a frequéncia das células enddcrinas argirdfilas e
argentafins no tubo digestivo de Tropidurus torquatus e Salvator merianae
podem refletir aspectos funcionais da digestdo e do regime alimentar, ou
mesmo aspectos evolutivos do sistema digestorio.

Dentre os aspectos ecologicos, ambas as espécies possuem atividade e
dieta com variagdo sazonal e consideravel plasticidade no uso de distintos
habitats, ademais, ambas as espécies sdo semelhantes em relagédo ao habito
alimentar, entretanto com comportamentos alimentares diferentes e
particularidades na dieta, um fator relevante e certo que interfere no perfil
populacional das células do trato digestorio, uma vez que este possue
plasticidade celular.

Distintamente, S. merianae possui dorméncia sazonal e permanece por um
longo periodo sem se alimentar e que o epitélio do intestino pode responder a
auséncia/presenga de nutrientes luminais através de ajustes morfolégicos e
funcionais importantes.

A presenga do ceco somente em T. Torquatus nos intriga, devido estar
relacionado com o habito alimentar herbivoro, entretanto, a dieta ndo é um
preditor da presenga e tamanho do ceco como é sabido em outras espécies
reptilianas.

No presente trabalho pudemos associar a distribuicdo e frequéncia das
células argirdfilas e seu papel na agao enddcrina; das células argentafins e sua
acao no controle/estimulo da peristalse nas diferentes espécies. As alteracdes
histomorfolégicas do trato digestoério de T. tropidurus e S. merianae, parecem
refletir um compromisso entre a variagdo na demanda associada a alimentagao

e os custos de manutencgao (ou regulagao) do trato digestorio.
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6. CONCLUSAO GERAL

Analisar a morfologia do trato digestério dos répteis através da fantastica
ferramenta de revisdo sistematica mostrou que todos os trabalhos avaliados
contribuiram para a pesquisa cientifica, enriquecendo os fatores importantes na
morfologia e os processos digestivos que cada espécie dispbe para a sua
nutricdo. A variagao entre a qualidade e quantidade de dados gerados, reflete
as limitagdes metodologicas de cada época, e ndo desvaloriza e nao reflete a
qualidade da investigacao realizada. Incorporamos com a revisdo sistematica
pontos norteadores e sugestdes das ferramentas mais eficazes na descricao
morfolégica mais acurada. Ampliando o estudo, realizamos o mapeamento e
caracterizagdo do perfil das células enteroendécrinas de T. forquatus e S.
merianae nos permitiu relacionar a frequéncia e distribuicio de ambas as
espécies com os aspectos ecoldgicos, dentre eles, o comportamento alimentar
nos distintos habitats e os aspectos funcionais da digestdo. Ampliando este
estudo, pesquisas futuras do perfil imunohistoquimico poderao complementar

as lacunas e questionamentos ainda nao elucidados.
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8. Anexos

A) Técnica de Grimelius (Modificado e Adaptado)

1. Vidrarias utilizadas

- 2 provetas de 100 ml
- 3 Erlenmeyers 250 ml
- 3 cubas de coloracgao

2. Lavar as vidrarias
- em agua corrente por 1 hora ou deixar de molho em agua destilada 24 horas
- em agua destilada por 3 vezes

3. Pesar os reagentes

- AgNO3 (Nitrato de prata)...........cooovriiiiiiiiiiee e, 19
- HIAroquINoNa.......ooooi i 19
- sulfito de sOdio anidro............oeevviiiiiiiieiie e 5¢

4. Preparo do tampao acetato 0,2M (pH 5,6)

Para 100 ml de tampao:

Solucéo A — Acetato de sédio anidro 0,2M — PM 82,0
Solugdo B — Acido acético 0,2M — PM 60,0

PH 5,6

Misturar :

- 90 ml da solugao A
- 10 ml da solugao B

5. Preparar a solugao de prata

- AgNOS3 (Nitrato de prata).............ceeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiis 19
- Tamp&o acetato 0,2M (pH 5,6).........cocooiiiiiii, 10 ml
- Agua destilada..........eoeeiiiiiiiiiiii 90 ml

6. Preparar banho maria (60° C)

- Colocar duas cubas com solucao de prata (sendo uma para uso e a outra de
reserva)

- Colocar uma cuba vazia para solucao reveladora

7. Preparar as laminas
- Iniciar a desparafinizagéo e hidratagéo (série pré-coloragao)

8. Incubar as laminas na solugédo de AgNO3 (Nitrato de prata) a 60° C por 3
horas

9. Preparo da solucéao reveladora:

Esta deve ser preparada 30 minutos antes de ser usada e transferida para a
cuba vazia

- HIdroquinon@a........oooooi i 19

- Sulfito de sOdio @nidro...........eeeeeiiiiiiieeee e 59
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- Agua destilada em vidro

10. Apds as 3 horas de incubagao na solugao de prata, mergulhar as laminas
na solucao reveladora por 1 minuto e observar ao microscopio, se estiver como
o esperado colocar as laminas na agua destilada para interromper a reacgao.

11. Montagem das laminas
- Desidratar e diafanizar os cortes corados (série pos-coloragéo) e passar
rapidamente por Alcool absoluto/ Xilol/Xilol I/ Xilol 1l/ Xilol lll nesta sequéncia.

12. Montar as laminas com balsamo ou Entellan ®.
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B) Técnica de Masson-Fontana (Modificado e Adaptado)

1. Vidrarias utilizadas

- 2 provetas 100 ml

- 3 Erlenmeyers 200 ml

- 2 cubas de coloracao

- 2 contas gotas

Lavar as vidrarias por 1 hora em agua corrente ou deixar de molho em agua
destilada por 24 horas

2. Preparar a solugao de nitrato de prata (AgNO3)
- Dissolver 500 mg ou 0,5 g de AgNO3 (Nitrato de prata) em 100 ml de agua
destilada.

3. Separar 10 ml desta solugao.

4. Adicionar NH40OH (Hidréxido de aménio) gota a gota até que o precipitado
marrom desapareca e a solugao torna-se ligeira turva. Caso passe do ponto de
viragem, ou seja, se a cor ligeiramente turva ficar incolor e adicionar gota a
gota de solugdo de nitrato de prata que estava separada, até que a solucéo
volte a ficar ligeira turva.

5. Filtrar a solugao em papel filtro.

6. Levar esta solucéo para o banho maria a 60° C.

7. Iniciar a desparafinizagéo e a hidratagao (série pré-coloragao).
8. Colocar a s laminas na solugéo a 60° C por 1 hora.

9. Interromper a coloragao em agua destilada.

10. Observar ao microscopio. Se houver muita precipitacdo e/ou o background
estiver muito escuro, fazer o uso do tiossulfato de sdédio anidro 5% (5g para
cada 100 ml de agua destilada) por poucos segundos.

11. Montagem das laminas
- Desidratar e diafanizar os cortes corados (série pds-coloragcdo) e passar
rapidamente por Alcool absoluto/ Xilol/Xilol I/ Xilol 1l/ Xilol Il nesta sequéncia.

12. Montar as laminas com balsamo ou Entellan ®.



