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Resumo

FIRMIANO, Enely Maris da Silveira. Descricdo histologica e deteccdo imuno-
histoquimica de células do sistema neuroendécrino difuso no oviduto de Phrynops
geoffroanus (Testudines, Chelidae). 2013. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal).
Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Phrynops geoffronus é uma espécie de reptil representante da ordem dos Testudines,
popularmente conhecida como cagado-de-barbichas ou cagado-de-barbelas. Como os demais
representantes desta ordem, é uma espécie ovipara, ou seja, as fémeas colocam ovos no
ambiente durante a reproducdo. Os objetivos deste trabalho foram a descri¢do histoldgica do
oviduto das fémeas de P. geoffroanus com auxilio da microscopia de luz, apos ser submetido
as técnicas histoldgicas e histoquimicas (AB pH 2,5, PAS, Tricromico de Mallory, Xylidine
Ponceau), além de procurar identificar células enddcrinas produtoras de motilina, serotonina e
somatostatina através da imuno-histoquimica, ao longo dos diversos segmentos do oviduto. O
oviduto deste cagado é composto por cinco diferentes regides: infundibulo, que recebe o
ovocito liberado no momento da ovocitacdo; a tuba uterina (magno), regido espiralada
produtora do alblimen; o istmo, uma regido de transicéo; o Utero, responsavel pela producédo
da casca do ovo, e a vagina, porcdo final do oviduto que leva a cloaca. A estrutura do oviduto
de P. geoffroanus é semelhante a de outras espécies de répteis oviparos e pode ser utilizada
para comparacdes morfoldgicas filogenéticas. O estudo imuno-histoquimico revelou auséncia
de células neuroenddcrinas produtoras de motilina, serotonina e somatostatina em todas as
regides do oviduto da espécie estudada. Entretanto, a existéncia dessas células foi verificada
no intestino deste cagado (teste-controle), tornando possivel sugerir que provavelmente os
peptideos regulatorios produzidos por tais células, sejam transportados pela corrente
sanguinea e atinjam receptores especificos em células-alvo localizadas ao longo do oviduto

para atuarem na regulacdo dos movimentos peristalticos deste 6rgao.

Palavras-chave: Testudines, oviduto, microscopia de luz, morfologia, imuno-histoquimica.
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Abstract

FIRMIANO, Enely Maris da Silveira. Histological description and immunohistochemical
detection of diffuse neuroendocrine system cells in the oviduct of Phrynops geoffroanus
(Testudines, Chelidae). 2013. Dissertation (Master Science in Animal Biology). Instituto de
Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Phrynops geoffroanus is a freshwater turtle popularly known as Geoffroy's toadhead turtle or
Geoffroy's side-necked turtle. Like other species of the Testudines order, it is oviparous,
meaning the females lay their eggs in the environment. The objectives of this article are to
describe the morphology of the oviduct of P. geoffroanus as observed through light
microscopy after performing standard histochemical techniques (AB pH 2.5, PAS, Mallory’s
trichrome, xylidine Ponceau), besides identifying the endocrine cells in the various regions of
the oviduct that produce motilin, serotonin and somatostatin through immunohistochemistry.
The oviduct of this turtle is composed of five regions: the infundibulum, which receives the
oocyte released at the moment of oocytation; the tube uterine (magnum), the spiraled region
that produces the albumen; the isthmus, a transition region; the uterus, responsible for
producing the egg shell; and the vagina, the final portion of the oviduct, which leads to the
cloaca. The structure of the oviduct of P. geoffroanus is similar to that of other oviparous
reptile species. Its description can be used for phylogenetic morphological comparisons. The
immunohistochemistry study revealed the absence of neuroendocrine cells that produce
motilin, serotonin and somatostatin in all regions of the oviduct. However, the existence of
these cells in the gut of this turtle was verified, enabling the suggestion that the regulatory
peptides produced by these cells are carried by the bloodstream and reach specific receptors

on target cells located along the oviduct, to regulate the peristaltic movements of this organ.

Keywords: Testudines, oviduct, light microscopy, morphology, immunohistochemistry.

Vil



INDICE

Pag

0T [ 0o 0o o J USSR 01
2.0 - REVISAO 0E LITEATUIE. .....ccviieieiieiieiete ittt 02
2.1 - A ClasSe UOS REPLEIS. .....cueieieiiiiieieeeie et 02
2.2 - A OFEM TESTUINES. .....ueiiieiieteieeit ettt bbb bbbt 02
2.3 - A ESPECIE BSTUAUA. ... .eveeeeeiiesieeie ettt e e et e e sreeeeanes 03
2.4 - Sistema Reprodutor Feminino de Phrynops geoffroanus............c.cccecveveiievecciccinenenn, 03
2.5 - Peptideos reguladores e aminas biogénicas pesquisadas...........ccoevrerereineneeieneneenns 04
3.0 - Capitulo I: Histologia e histoquimica do oviduto do cdgado-de-barbelas Phrynops

geoffroanus (Testudines, Chelidae). ..o 05
TR @ o 2 1Yo 1TSS TS 06
3.2 - Material € IMELOUOS. .......eveieieiieieieeie ettt 06
3.2.1 - Preparacdo dos cortes NiStOIOQICOS. ........uieiiiiiiiieise e 07
3.2.2 - Observagdes e FOtOMICIOGrafias..........ccccvrierereiinisieieieie e 07
3.3 - RESUITAUOS. ...ttt bbb 07
331 - INFUNATDUIO. ... 08
30302 - TUDB ULBIINA. ...ttt bbbt 11
3133 = ISEMIO. . 13
3.3:8 — ULBIO. oo 15
KT T Y Vo Lo - VSRRSO 18
34 = DISCUSSAD. ...ttt etttk b bbbt b bbbt ettt bbb 20
3.5 = CONCIUSDES. ......eveeeeee ettt bbbttt ettt ettt e b eneas 24
4.0 - Capitulo I1: Detecgdo imuno-histoquimica de células do Sistema Neuroenddcrino

difuso no oviduto de Phrynops geoffroanus (Testudines, Chelidae)............cccccevveivrnennnn. 25
O R O o] 1< € Yo TSSO URP 26



4.2 - MALEITAL 8 IMBLOUOS. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaeaans 26

4.2.1 - Estudo Imuno-hiStOQUIMICO........cviiiiieiicc e 26
4.2.2 - TESLE CONMIOIE.......eiiiiiececee e 28
4.2.3 - Células enddcrinas Argirofilas (GRIMELIUS, 1968)..........cccocvviveininnenieeeienen, 28
4.2.4 - Observagdes e FOtOMICIOGrafias..........ccocveveririiiiiiiieieees e 28
4.3 = RESUITAUOS. ...ttt b b b s 28
4.4 = DISCUSSAO. ....c.veuveueiestesseseete st ettt sb et b b b esb bt e bt e bt bt e ekt b e e bt s b e st e bt et e e b e b s ene 33
5.0 = CONCIUSDES. ...ttt bbbttt bbbttt 35
6.0 - Referéncias BiDHOGrAfiCas. .......ccccvviiiiiiiiiiiee s 36
7.0 = AANBXOS. ...ttt ettt et bR E bR Rt 44
7.1 - Anexo 1: Artigo aceito para publiCaGaO. ...........ccuvieiiiiiiiiic e 43
7.2 - Anexo 2: Data sheet do Kit ABC.........coociiiiiiiieies e 45
7.3 - Anexo 3: Data sheet do Anti-SOro diluente............ccceovvireiiiiiiciice s 48
7.4 - Anexo 4: Data Sheet do DAB.........ccooiie e 49
7.5 - Anexo 5: Data sheet do anti-soro anti-motilina............c.ccocviiiiiininnee, 50
7.6 - Anexo 6: Data sheet do anti-Soro anti-SerotoNiNG. ..........c.eoeererreriienereese s 51
7.7 - Anexo 7: Data sheet do anti-soro anti-somatostating..............cccecerereiereneisiencreene, 53



Figura 1:

Figura 2:
regioes.......

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:
Figura 9:

Figura 10

Figura 11:
Figura 12:
Figura 13:
Figura 14:
Figura 15:
Figura 16:
Figura 17:
Figura 18:
Figura 19:

Figura 20:

Figura 21

INDICE DE FIGURAS

Exemplar de Phrynops geoffroanus............cccvevviveieiie e

Oviduto de Phrynops geoffroanus com tamanho médio de 23 cm subdivido em cinco

Fotomicrografias do infundibulo de P. geoffroanus.............cccccoooeiiviieiiiinene

Fotomicrografias do infundibulo de P. geoffroanus.............ccccooeiiviiiiiiinene
Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus.............cccoovvvieinincieienenns
Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus.............cccoovvvieinincieienenns
Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus.............cccoovvvieiniicieienienns
Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus.............cccoovvvieinincieienenns

: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus..........c.ccccevvvniieneneiesineeeeeee

Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus............ccoceveiviiineniicinesc e
Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus...........ccccovviiiivcecicicce e
Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus.........ccccccoveevevciein s
Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus............cccvevieenniincincie e
Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus............cccoeviriennenncincic e
Fotomicrografia da regido de transicdo Utero-vaginal de P. geoffroanus.............
Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus..........c.ccccocevveiiiii s
Fotomicrografia da vagina de P. geoffroanus.............ccooereiiiieeenenc v
Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus............ccccccevieie v,
Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus............ccccocevieve i

: Representagdo do método imunoenziméatico ABC - peroxidase (Complexo

avidina-DIOtINA-ENZIMA).........oiiiiii e

Pag.
06

09

09

10
11
12
12
13
14

14
15
16
16
17
17
18
19
19

20

26



Figura 22: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus..........c.ccceoerrrecnnnsnennnnnns
Figura 23: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus............ccccoeeeeccccsrcereeenenens
Figura 24: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus............cccceeecccccsrcereereennns
Figura 25: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus............ccceereeceennsnssnnennns

Figura 26: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus. Células endécrinas argiréfilas na
camada mucosa (Méetodo de GrimEliUS)........ccvveveiiieiecc e

Figura 27: Fotomicrografias de células enddcrinas produtoras de motilina entre as células
ePIteliaiS dO INTESTINO........cvi et reeae e sree e
Figura 28: Fotomicrografias de células enddcrinas produtoras de serotonina proximo as
GIANAUIAS TNTESTINAIS. .....c.viitiitieiietieie bbb
Figura 29: Células enddcrinas produtoras de somatostatina entre as células epiteliais do

DL ESTINIO ettt et e et e et e e e e e e e e e —————eeeeeeaaaea———————aaaaaas

Xl

29
29
30
30

31

31

32

32



INDICE DE TABELAS

Pég.
Tabela 1: Fémeas de P. geoffroanus utilizadas nesse estudo, pertencentes a Colecédo
Herpetoldgica do Departamento de Zoologia da UFJF, MG..........ccccceveveveinieicincee, 07
Tabela 2: Reacdes histoquimicas do epitélio e das glandulas das diferentes regides do
oVviduto de P. geOffrO@NNUS..........cccveiii i 10
Tabela 3: Anti-soros e reagentes UtIliZados............occoveriiiiiiiiieic e 97

Xi



1.0 - INTRODUCAO

Os répteis formam um grupo proeminente em quase todas as taxocenoses
terrestres, sendo conhecidas atualmente 9.596 espécies (UETZ & HALLERMANN,
2012). Estes vém sofrendo grandes perdas de espécies no decorrer da histéria e, das 23
ordens existentes no passado, restaram apenas quatro: Testudines, constituida por
jabutis, cagados e tartarugas; Crocodylia com jacarés, crocodilos, aligatores e gaviais;
Rhynchocephalia com os tuataras e Squamata formada por serpentes, lagartos e
anfisbenas (ORR, 1986; GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994; STORER et al.,
2000; GOULART, 2004).

A ordem Testudines estd subdividida em duas subordens: Cryptodira (cripto:
escondido; dire: pescoco), retraem a cabeca horizontalmente para dentro do casco;
dividida em trés superfamilias: Testudinoidea, Trionychoidea e Chelonioidea, que
incluem tartarugas, cagados e jabutis encontrados, em sua maioria, no Hemisfério Sul,
com formas terrestres e aquaticas na América do Sul, terrestres na Africa e sem
representantes na Australia. Pleurodira (pleuro: lado), retraem a cabeca e 0 pescoco
lateralmente, dividida em duas familias: Chelidae e Pelomedusidae encontrados apenas
no Hemisfério Sul (POUGH et al., 2003; GOULART, 2004).

Entre os Pleurodira a familia Chelidae é considerada a mais rica, com 19
espécies ocorrendo no Brasil sendo estas distribuidas em cinco géneros: Achantochelys,
Chelus, Hydromedusa, Phrynops e Platemys, sendo o género Phrynops o menos
conhecido da familia e também o mais complexo e diverso taxonomicamente.
(MITTERMEIER et al., 1980; MOLINA, 1998).

De todos os membros da familia Chelidae, Phrynops geoffroanus apresenta a
distribuicdo geografica mais ampla. A espécie é amplamente distribuida em regides
neotropicais (Amazonia Colombiana, Venezuela, as Guianas, Uruguai, norte da
Argentina, e no Brasil de norte a sul). E, como outros quel6nios, sdo oviparos com
fertilizacdo interna e tém um sistema reprodutor adaptado para essa condigdo (GUIX et
al., 1989; MCCORD et al., 2001.)

No geral, as fémeas dos répteis possuem um par de ovarios e um par de ovidutos
que conduzem o ovo desde a ovocitacdo até a oviposicao e/ou parturi¢do; sendo ainda o
local para a fertilizacdo e estocagem de espermatozéides (GIRLING, 2002). Nos
individuos oviparos, o oviduto participa ativamente da producdo da casca que envolve o
0VO e nos viviparos atua na formacdo da placenta (GIRLING, 2002). O termo oviduto,
em répteis, designa as estruturas derivadas dos ductos de Muller no periodo embrionario
(WAKE, 1985). Em geral, o oviduto pode ser dividido anatomicamente em cinco
regides, seguindo a orientacdo da porcado cranial para a caudal: infundibulo, tuba uterina
(magno), istmo, utero e vagina (GIRLING, 2002).

As Células Neuroenddcrinas (PEARSE, 1977) ou paraneurdnios (FUJITA, 1976,
1980) produzem bio-aminas e/ou peptideos hormonais e estdo distribuidas por todo o
organismo das muitas espécies de animais. Estas células, que compdem o Sistema
Neuroendocrino Difuso, podem ser detectadas através de técnicas imuno-histoquimicas
para a localizacdo de aminas especificas. Mais de 35 tipos diferentes de células do
referido sistema estdo descritas na mucosa do estdbmago, nos intestinos delgado e
grosso, no pancreas endocrino, no sistema respiratorio, na tiredide, na hipéfise e na
prostata (GARTNER & HIATT, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Este ¢ um
dos campos da pesquisa que mais rapidamente se desenvolve especialmente no que diz



respeito aos hormonios gastrintestinais (WU et al., 1997; ZHANG & LI, 1997; ZHU et
al., 1999).

A estrutura e funcdo do oviduto de répteis sdo pouco estudadas, principalmente
em tartarugas. No Brasil, os trabalhos referentes a biologia reprodutiva de P.
geoffroanus, s&o principalmente relacionados a descricdo do comportamento reprodutor
e nidificacdo; ndo existindo estudos relativos a descricdo histoldgica e imuno-
localizacéo de células enddcrinas ao longo do oviduto.

O estudo tem por objetivos a descri¢do da anatomia microscopica com auxilio de
técnicas histoldgicas e histoquimicas e a deteccdo de células enddcrinas especificas
utilizando meétodo imuno-histoquimico em cada segmento do oviduto de Phrynops
geoffroanus. Esta pesquisa fornecerd subsidios para comparacdes morfologicas entre
especies de répteis, embasando estudos filogenéticos.

2.0 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 - A classe dos Répteis

Os répteis constituem uma classe de animais vertebrados tetrapodes,
ectotérmicos e todos amniotas. Grande parte das espécies dos répteis € carnivora ou
onivora. Herbivoros séo limitados a algumas espécies de lagartos. A maioria dos répteis
¢ ovipara, alguns sdo ovoviviparos e poucos séo viviparos (POUGH et al., 2003).

Os répteis e os demais amniotas sdo classificados em Anapsida, Diapsida e
Sinapsida. Os primeiros sdo representados pelos répteis que ndo possuem nenhuma
fossa temporal, denominados Chelonia ou Testudomorpha. Os Diapsidas possuem duas
aberturas temporais no cranio e sdo representados pelos Lepidosauromorpha (lagartos,
serpentes, tuataras e anfisbenias) e pelos Archosauromorpha (crocodilianos e aves). Os
Sinapsidas apresentam uma abertura temporal lateral, tendo como representantes 0s
Pelycosaurias e os Therapsidas, ambos extintos, e os mamiferos dos dias atuais
(POUGH et al., 2003).

2.2 - A ordem Testudines

A ordem Testudines, constituida por 302 espécies de tartarugas, cagados e
jabutis encontra-se dividida em duas subordens. A principal caracteristica dessa ordem ¢
0 casco que reveste o corpo do animal, formado pela fusdo das costelas, vértebras
toracicas, lombares e sacrais e alguns 0ssos das cinturas pélvica e toracica. A carapaca é
a porcdo convexa - dorsal e o plastrdo é a por¢éo ventral plana ou concava.

Possuem espécies que ocupam diferentes hébitats: algumas exclusivamente
terrestres, como o0s jabutis (Geochelonia sp.); outras que vivem em ambientes fluviais e
lacustres, como os cagados (Phrynops sp.); algumas exclusivamente marinhas, como as
tartarugas (Caretta caretta), e ainda, aquelas que vivem em ambientes terrestres e de
agua doce como a Aperema (Rhynoclemmys punctularia) (GARCIA-NAVARRO &
PACHALY, 1994; GOULART, 2004).



2.3 - A espécie estudada

A espécie Phrynops geoffroanus, popularmente conhecida como cégado-de-
barbelas ou cagado-de-barbicha, foi descrita pela primeira vez no Brasil por Schweigger
(1812). Também é conhecida por cangapara, lald, cagado-do-rio, tartaruga-do-pescogo-
de-cobra (portugués); Geoffroy’s Side-Necked Turtle (inglés) e bachala, huele feo
(espanhol). S&o animais de hébitos diurnos, com alimentagdo basicamente carnivora
constituida por pequenos peixes, coledpteros, minhocas, insetos aquaticos e aves
aquaticas encontrados em rios, lagos e lagoas com correnteza lenta (PRITCHARD &
TREBBAU, 1984).

Taxonomicamente ela é classificada como:

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata
Superclasse Tetrapoda
Classe Reptilia
Subclasse Anapsida
Ordem Testudines
Subordem Pleurodira
Familia Chelidae
Subfamilia Austrochelidinae
Género Phrynops

No Brasil, a espécie € registrada na Regido Norte, nos estados do Para,
Amazonas e Rondonia; na Regido Sudeste, em Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de
Janeiro; na Regido Centro-Oeste, no Mato Grosso do Sul e Goiés; na Regido Nordeste,
no Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte; e na Regido Sul, Parana e Rio Grande
do Sul (FACHIN-TERAN et al., 1994; SOUZA & ABE, 2001; SOUZA et al., 2008;
VOGT, 2008; FERRONATO et al., 2009; PINA et al., 2009; SCHNEIDER et al.,
2009).

A cabeca de P. geoffroanus € larga e lisa, com coloracdo preta, linhas brancas e
irregulares e, na parte inferior, branca com linhas e pontos pretos. Os olhos estdo
deslocados lateralmente e a caracteristica mais proeminente dessa espécie é uma linha
preta e larga que se estende longitudinalmente pelo olho, e um par de barbelas na
mandibula com a extremidade preta, que a difere da Phrynops hilarii, cujas
extremidades sdo brancas. Os membros sdo cinza com manchas brancas (PRITCHARD,
1979; PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ERNST & BARBOUR, 1989).

Existe dimorfismo sexual em tamanho e massa: machos s&o menores e menos
pesados, possuem caudas mais compridas, grossas e aberturas cloacais mais distais em
comparacdo com as fémeas. Individuos jovens podem apresentar uma quilha mediana
na carapaca, que desaparece nos adultos (ERNST & BARBOUR, 1989).

2.4 - Sistema Reprodutor Feminino de Phrynops geoffroanus

O sistema reprodutor feminino do cagado-de-barbelas é constituido por um par
de ovarios, um par de ovidutos, cloaca e clitdris e apresenta as mesmas caracteristicas
anatdmicas descritas para a maioria dos répteis (ASHLEY, 1974). Este sistema em
Phrynops geoffroanus encontra-se posicionado na regido posterior da cavidade
pleuroperitoneal do animal, juntamente com outros 6rgdos como o intestino, rins,
vesicula urinéria e as vesiculas urinarias acessorias (ZAGO, 2007).



Os ovérios sdo estruturas saculiformes com foliculos ovarianos em vérios
estagios de desenvolvimento. Dos ovarios partem os ovidutos, estruturas tubulares e
sinuosas de coloracgéo esbranquicada (GOULART, 2004; ZAGO, 2007). Na maioria dos
répteis, ambos os ovidutos sdo funcionais e separados em toda sua extensao, juntando-
se posteriormente em uma cloaca (FOX, 1977).

2.5 - Peptideos reguladores e aminas biogénicas pesquisadas
Serotonina

A 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT) é um neurotransmissor sintetizado
por neurdnios serotoninérgicos do sistema nervoso central (SNC) e por células
enddcrinas no sistema digestorio. A serotonina tem uma acdo moduladora geral da
conduta afetiva associada a a¢fes sobre a cogni¢do e comportamentos homeostaticos.
Assim sendo, a 5-HT influi sobre quase todas as funcdes cerebrais, inibindo-a ou
estimulando multiplos sistemas de neurotransmissdao. A serotonina também age
aumentando a motilidade intestinal (GARTNER & HIATT, 1999; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

O papel funcional da serotonina em relacdo ao sistema urogenital €
desconhecido, entretanto no sistema gastro-entero-pancreatico a serotonina estimula a
secrecdo exocrina dos epitélios, particularmente das células mucosas (FURNESS &
COSTA, 1982).

Somatostatina

O termo somatostatina refere-se a uma familia de peptideos: somatostatina-14,
somatostatina-28 e somatostatina 28 (FRANKS, 1998; BACHELOT et al., 2002). A
somatostatina tem a capacidade de inibir secrecBes enddcrinas e exdcrinas no trato
gastrintestinal (REICHLIN, 1983a), geralmente € liberada através de processos
citoplasmaticos em espacos intersticiais, atuando de forma paracrina nas células
vizinhas (REICHLIN, 1983b).

Motilina

A motilina é um peptidio de 22 aminoacidos, originalmente extraido da mucosa
duodeno-jejunal, estando presente nas células argentafins ou enterocromafins (CE) do
intestino delgado de varios mamiferos (POITRAS et al., 1994). A motilina é secretada a
cada 100 minutos para estimular o complexo motor de migragdo que ajuda a limpar o
estdbmago e intestino delgado de material ndo digerido. Participa no controle das
contragdes do masculo liso no tubo digestivo superior (CHAN-PALAY et al., 1982;
FANG et al., 2004).



CAPITULO |

Descricao histologica e histoquimica do oviduto de

Phrynops geoffroanus (Testudines, Chelidae)



3.1- OBJETIVOS

e Descrever com auxilio do microscépio de luz a morfologia das distintas regides
do oviduto de P. geoffroanus.

e Analisar as reaces histoquimicos da mucosa nos segmentos do oviduto deste
cagado.

e Originar dados morfol6gicos que possam contribuir para estudos filogenéticos
entre os Testudines e os demais répteis.

3.2 - MATERIAL E METODOS

Para realizacdo deste estudo foram coletados o oviduto de quatro espécimes de
fémeas adultas de P. geoffroanus (Figura 1) que se encontram depositados na Colecdo
Herpetoldgica do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora
(UFJF), MG. Estes animais sdo tombados (Tabela 1) e estdo acondicionados em meio
liquido, solucdo de formol 10%, e devidamente etiquetados. Os ovidutos coletados
foram encaminhados ao Laboratorio de Histologia e Embriologia da UFRRJ.

Figura 1: Exemplar de Phrynops geoffroanus.



Tabela 1. Fémeas de P. geoffroanus utilizadas nesse estudo, pertencentes a Colecao
Herpetoldgica do Departamento de Zoologia da UFJF, MG.

NUmero A
Procedéncia
tombo
564 Museu Mariano Procopio, Juiz de Fora, MG.
566 Museu Mariano Procépio, Juiz de Fora, MG.
568 Museu Mariano Procopio, Juiz de Fora, MG.

IBAMA: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis de Juiz de Fora, MG.

3.2.1 - Preparacao dos cortes histologicos

No Laboratério os 6rgdos foram clivados em se¢des transversais e submetidos
aos processamentos de técnica histolégica de rotina que incluiram: desidratacdo (em
uma serie crescente de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanizacdo em xilol | e I,
impregnacdo e inclusdo em Histosec (Merck, Darmstadt, Germany). Posteriormente
foram obtidos em microétomo cortes histologicos de 5 um espessura. Para o exame da
arquitetura do oviduto de P. geoffroanus ao microscépio de luz, as seccGes foram
coradas pelas técnicas histolégicas de Hematoxilina-Eosina (HE), para descri¢do
histoldgica do 6rgédo e do Tricromico de Mallory, para diferenciacéo de fibras colagenas
e musculares e para avaliagdo do padrdo morfoldgico das fibras musculares
(KIERNAN, 1990). Também foram utilizadas as técnicas histoquimicas do Alcian Blue
(AB) pH 2.5 e do Acido Periodico-Reativo de Schiff (PAS) para deteccdo de
glicosaminoglicanas acidas e neutras, respectivamente e de Xylidine Ponceau para
observacdo de proteinas gerais (KIERNAN, 1990). Apds as coloracdes especificas todas
as ldminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).

3.2.2 - Observacdes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotografadas com auxilio do microscopio
Olympus BX41 e camera digital Sony Cybershot DSCW 230.

3.3 - RESULTADOS

P. geoffroanus apresenta um oviduto esquerdo e um direito, ambos
morfologicamente desenvolvidos e fisiologicamente funcionais, que se iniciam junto
aos ovarios até se inserirem na cloaca, sendo localizados dorsalmente um em cada lado
do corpo. A analise microscopica desses ovidutos demonstrou que estes tubos podem
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ser subdivididos em cinco regides histologicamente distintas, partindo do ovario em
direcdo a cloaca: infundibulo, tuba uterina (magno), istmo (regido de transicéo), Utero e
vagina (Figura 2).

Histologicamente, o oviduto do cadgado-de-barbicha encontra-se organizado em
trés camadas distintas do lUmen para a cavidade celomética: mucosa, muscular e serosa.
A camada mucosa € composta por duas camadas funcionalmente relacionadas; o
epitélio e a ldmina propria altamente vascularizada, formada por tecido conjuntivo. A
camada muscular é composta por fibras musculares lisas dispostas formando uma ou
mais camadas de acordo com a regido especifica do oviduto e a serosa que consiste de
uma fina camada de tecido conjuntivo coberta por uma Unica camada de epitélio
pavimentoso.

Infundibulo

Tuba Uterina

Figura 2: Oviduto de Phrynops geoffroanus com tamanho médio de 23 cm subdivido em cinco
regioes.

3.3.1 - Infundibulo

O infundibulo € definido como a regido mais cranial do oviduto, que apresenta o
6stio na porcdo préxima ao ovario, responsavel por receber o ovocito liberado apds a
ovocitacao.

A histologia do infundibulo evidenciou uma delgada camada mucosa, formando
pequenos sulcos, revestida por um epitélio simples cilindrico com células ciliadas e ndo
ciliadas (Figura 3A). Logo abaixo das células epiteliais, encontra-se uma lamina prépria
aglandular formada por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado por vénulas,
arteriolas e vasos linfaticos (Figura 3B). As células epiteliais desta regido nao
apresentam producédo de glicosaminoglicanas acidas e neutras (Tabela 2), uma vez que
reagem negativamente ao AB (pH 2,5) e ao PAS (Figuras 4A e 4B).

A camada muscular, pouco desenvolvida nesta regido, apresenta feixes de fibras
musculares lisas orientados em um sentido visualmente longitudinal, visto que s&o
histologicamente organizados em espiral (Figura 5A). A camada serosa, que envolve a
camada muscular, é formada por um epitélio simples pavimentoso recobrindo uma
delicada camada de tecido conjuntivo. Ao serem submetidas a técnica de Xylidine
Ponceau todas as estruturas foram fracamente coradas (Figura 5B), demonstrando um
baixo teor de proteinas no infundibulo (Tabela 2).



Figura 3: Fotomicrografias do infundibulo de P. geoffroanus. 3A: Camada mucosa com epitélio simples
cilindrico com células ciliadas e ndo ciliadas (e). HE. 3B: Camada mucosa com epitélio (e) e lamina propria (1)
vascularizada (v), camada muscular pouco desenvolvida (m) e camada serosa (s). HE. Barra de 100 pum.

Figura 4: Fotomicrografias do infundibulo de P. geoffroanus. 4A: Camada mucosa com epitélio negativo para
glicosaminoglicanas (GCs) acidas (e). AB. 4B: Camada mucosa com epitélio negativo para glicosaminoglicanas
(GCs) neutras (e). PAS. Barra de 100 pm.



Figura 5: Fotomicrografias do infundibulo de P. geoffroanus. 5A: Camada mucosa com epitélio (e) e lamina
propria vascularizada (v) e camada muscular (m). Tricromico de Mallory. 5B: Regido do infundibulo com todas
as camadas coradas fracamente para proteinas gerais. Xylidine Ponceau. Barra de 100 pm.

Tabela 2: Reagdes histoquimicas do epitélio e das glandulas das diferentes regiGes do
oviduto de P. geoffroannus.

Regides

Coloragdes Histoquimicas

Infundibulo  Epitélio

Tuba Epitélio
Uterina .
Glandulas
Istmo Epitélio
Glandulas
Utero Epitélio
Glandulas
Vagina Epitélio
Epitélio das
glandulas

AB

I+

I+

+

PAS

I+

I+

XYLIDENE
PONCEAU

+

I+

I+

I+

Reacdo: -, negativa; +, fraca a moderada; +, positiva.



3.3.2 - Tuba Uterina (Magno)

Macroscopicamente, a tuba uterina é a maior regido do oviduto situada entre o
infundibulo e o istmo, caracterizada por apresentar criptas rasas e algumas profundas
(Figura 6A).

A camada mucosa da tuba uterina, mais desenvolvida que a observada no
infundibulo (Figura 6B), encontra-se protegida por um epitélio pseudoestratificado
cilindrico com ceélulas mucossecretoras, algumas células ciliadas e células basais
(Figura 7A e 7B). O epitélio da tuba demonstrou atuar ativamente na producdo de
glicosaminoglicanas &cidas e neutras, visto que 0 mesmo apresentou intensa reagédo
positiva ao AB e PAS, respectivamente (Figuras 8A e 8B) (Tabela 2). A Iamina propria
¢ formada por tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e uma grande
quantidade de glandulas tubulares, que reagem fracamente ao PAS e ndo apresentam
reacdo ao AB (pH 2,5), indicando que estas glandulas podem atuar na producdo de
glicosaminoglicanas neutras.

A camada muscular, situada logo abaixo da mucosa, é formada por feixes de
fibras musculares lisas orientados visualmente longitudinal (Figura 9A), assim como o
observado no infundibulo. A camada serosa que aparece envolvendo toda essa regido é
formada por um epitélio simples pavimentoso recobrindo uma delgada camada de
tecido conjuntivo, da mesma forma como no infundibulo.

As glandulas da lamina propria reagiram positivamente a técnica de Xylidine
Ponceau (Figura 9B), o que demonstra presenca de proteinas ao longo da tuba uterina e
em suas secrecOes (Tabela 2).

Figura 6: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 6A: Camada mucosa com criptas rasas; lamina
prépria glandular (g) e vascularizada (v) e camada muscular (m). HE. 6B: Camada mucosa mais espessa com
epitélio (e) e glandulas (g) na lamina propria; camada muscular (m) e camada serosa (s). HE. Barra de 100 um.
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Figura 7: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 7A: Camada mucosa recoberta por epitélio
pseudoestratificado cilindrico com células mucossecretoras, células ciliadas e células basais. HE. 7B: Camada
mucosa protegida por epitélio com diferentes tipos celulares (setas). HE. Barra de 100 pum.

¥
4

Figura 8: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 8A: Camada mucosa com epitélio positivo (e) e
glandulas negativas (g) para glicosaminoglicanas acidas. AB. 8B: Camada mucosa com epitélio positivo (e) e
glandulas fracamente coradas (g) para glicosaminoglicanas neutras. PAS. HE. Barra de 100 pm.

12



R LLL R )

Figura 9: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 9A: Regido da tuba uterina com camada mucosa
formada por epitélio (e) e glandulas (g) e camada muscular (m). Tricrdmico de Mallory. 9B: Regido da tuba
uterina com glandulas coradas intensamente. Xylidine Ponceau. Barra de 100 pm.

3.3.3 - Istmo

A microscopia de P. geoffroannus revela o istmo como uma zona de transicéo
do oviduto, ou seja, uma juncéo entre a tuba uterina e o Gtero.

A mucosa é caracterizada por apresentar criptas mais profundas que as
observadas na tuba uterina (Figura 10A). O epitélio é pseudoestratificado cilindrico com
células mucossecretoras, células ciliadas e células basais (Figura 10B), que reagem
positivamente ao AB (pH 2,5) e ao PAS indicando a producéo de glicosaminoglicanas
acidas e neutras (Figuras 11A e 11B) (Tabela 2). A lamina propria do istmo apresenta
uma reducdo em numero das glandulas quando comparadas as observadas na tuba
uterina, sendo que estas apresentam reacdo negativa as técnicas histoquimicas do AB
(pH 2,5) e PAS (Tabela 2). Esta l[damina propria de tecido conjuntivo frouxo é marcada
por uma intensa vascularizacdo (Figura 12A).

Na camada muscular observam-se fibras de musculo liso visualmente orientadas
em dois sentidos, um circular interno e um longitudinal externo. Esta camada é mais
espessa que a da tuba, no entanto menos que a dupla camada de musculo observada no
Gtero e vagina. A serosa do istmo é semelhante a descrita para 0s outros segmentos.

A técnica de Xylidine Ponceau marcou as glandulas da lamina prépria (Figura
12B)(Tabela 2), assim como ocorrido na tuba uterina, indicando um elevado teor de
proteinas no istmo e em suas secrecgdes.
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Figura 10: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 10A: Camada mucosa com criptas profundas formada
por epitélio (e) e lamina propria glandular (g); nota-se um namero reduzido de glandulas (*). HE. 10B: Camada
mucosa com epitélio pseudoestratificado cilindrico mucossecretor (e) e lamina prépria da mucosa (I) com
glandulas (g). HE. Barra de 100 pum.

Figura 11: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 11A: Camada mucosa com epitélio positivo para
glicosaminoglicanas acidas (e) e glandulas negativas (g). AB. 11B: Camada mucosa com epitélio positivo para
glicosaminoglicanas neutras (e) e glandulas negativas (g). PAS. Barra de 100 pum.
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Figura 12: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 12A: Camada mucosa com epitélio (¢) e lamina propria da

mucosa (I) vascularizada (v). HE. 12B: Regido do istmo com epitélio negativo (e) para proteinas gerais e glandulas
intensamente coradas (g). Xylidine Ponceau. Barra de 100 pm.

3.3.4 - Utero

O utero é uma das regides mais espessas do oviduto, a mucosa é caracterizada
por pregas longas que formam recessos profundos (Figura 13A). As células que formam
o0 epitélio desta regido, em P. geoffroannus, ndo sdo tdo altas como as da tuba uterina e
do istmo, entretanto, também foram evidenciados trés tipos celulares, células cilindricas
secretoras com nucleos basais, células cilindricas ciliadas com nucleos apicais e células
basais, assim como observado na tuba uterina e no istmo. As células epiteliais
demonstram reacdo negativa ao AB (pH 2,5) e PAS (Tabela 2), portanto estas nédo
atuam na producéo de glicosaminoglicanas &cidas e neutras.

A lamina propria de tecido conjuntivo frouxo € intensamente vascularizada.
Verificou-se a presenca de glandulas tubulares na Iamina propria, aqui denominadas
glandulas uterinas ou glandulas da casca (Figura 13B). As glandulas uterinas reagem
negativamente as técnicas  histoquimicas utilizadas para deteccdo de
gliocosaminoglicanas &cidas e neutras. Contudo, as células cubicas que revestem o
ducto das glandulas apresentam granulos AB (pH 2,5) e PAS positivos (Figuras 14A e
14B) (Tabela 2).

No Utero observa-se uma espessa camada de musculo liso, distinguindo uma
circular interna e uma longitudinal externa (Figura 15A), separadas por uma fina
camada tecido conjuntivo. A camada serosa que circunda a muscular é semelhante aos
demais segmentos anteriores.

Quando submetida & técnica de Xylidine Ponceau, a regido uterina apresentou
uma reacdo mais intensa nas glandulas uterinas (glandulas da casca) (Figura 15B)
(Tabela 2) e algumas células dispersas entre as células epiteliais demonstraram uma
coloracgéo ainda mais forte.

Identifica-se no final do segmento uterino, uma mudanca gradativa desta regido
para a vagina, observando caracteristicas histolégicas similares a ambas (Figura 16).
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Figura 13: Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus. 13A: Camada mucosa pregueada com lamina prépria da
mucosa (I) com glandulas uterinas (g). HE. 13B: Camada mucosa com epitélio pseudoestraficado cilindrico com
células ciliadas e néo ciliadas (e) e glandulas uterinas (g). HE. (e) e glandulas negativas (g). PAS. Barra de 100 pm.

Figura 14: Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus. 14A: Camada mucosa com epitélio (e) e glandulas uterinas

(9) negativas para glicosaminoglicanas acidas e ductos (d) das glandulas com células positivas. AB. 14B: Camada
mucosa com epitélio (e) e glandulas uterinas (g) negativas para glicosaminoglicanas neutras. PAS. Barra de 100

pm.
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Figura 15: Fotomicrografias do Utero de P. geoffroanus. 15A: Camada mucosa com epitélio (e), Iamina propria da
mucosa (l) com glandulas uterinas (g) e camada muscular (m). Tricrémico de Mallory. 15B: Regido do utero com
reacdo para proteinas gerais mais intensa nas glandulas. Xylidine Ponceau. Barra de 100 pum.

Figura 16: Fotomicrografia da regido de transicdo (t) Utero-vaginal de P. geoffroanus. PAS.
Barra de 100 pm.
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3.3.5 - Vagina

A vagina de P. geoffroannus € o ultimo e mais espesso segmento do oviduto,
responsavel por transportar o ovo até a eliminacéao pela cloaca.

A vagina possui uma mucosa pregueada sustentada por uma lamina propria de
tecido conjuntivo frouxo pouco vascularizado. A mucosa vaginal encontra-se revestida
por um epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado com células mucossecretoras
(Figura 17A) que reage levemente as técnicas para deteccdo de glicosaminoglicanas
acidas e neutras (Tabela 2). Deve-se ressaltar a quantidade de tecido linfatico (células
linfocitarias) observado na lamina propria desta regido (Figura 17B).

As pregas desta camada mucosa formam glandulas tubulares compostas
revestidas por um epitélio simples cilindrico ciliado, que desembocam diretamente no
lumen do 6rgdo (Figura 18). O epitélio destas glandulas apresenta intensa positividade a
técnica de AB (pH 2,5) e PAS (Figuras 19A e 19B), o que indica a producdo de
glicosaminoglicanas &cidas e neutras, respectivamente.

A musculatura vaginal é a mais espessa (Figura 20A), quando comparada com
0S segmentos anteriores, apresenta uma camada circular interna e uma longitudinal
externa, recoberta igualmente por uma serosa como nas demais regides.

A técnica de Xylidine Ponceau apresenta uma fraca reacdo em todas as camadas
que constituem a vagina de P. geoffroannus (Figura 20B) (Tabela 2).

Figura 17: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus. 17A: Camada mucosa recoberta por epitélio
pseudoestratificado cilindrico ciliado com células mucossecretoras (e). HE. 17B: Camada mucosa com infiltrados
linfocitérios (i). HE. Barra de 100 pm.
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Figura 18: Fotomicrografia da vagina de P. geoffroanus. Camada mucosa formando glandulas
tubulares recobertas por epitélio simples cilindrico ciliado (e). HE. Barra de 100 pm.

-

Figura 19: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus. 19A: Camada mucosa com epitélio positivo (e) para
glicosaminoglicanas acidas nas glandulas. 19B: Camada mucosa com glandulas protegidas por epitélio positivo para

glicosaminoglicanas neutras. PAS. Barra de 100 um.
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Figura 20: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus. 20A: Lamina propria da mucosa (l) e camada muscular
(m). Tricrémico de Mallory. 20B: Lamina propria da mucosa (l) e glandulas (g) com reacdo fraca para proteinas
gerais. Xylidine Ponceau. Barra de 100 pum.

3.4 - DISCUSSAO

Na maioria dos répteis, os ovidutos sdo estruturas emparelhadas, situadas
dorsalmente nos dois lados do corpo, sendo ambos funcionais e separados, juntando-se
na entrada da cloaca. Excetuam-se alguns lagartos que podem exibir um oviduto
vestigial, normalmente o esquerdo (FOX, 1977). Assim como o referido para os répteis
no geral, a espécie cagado-de-barbichas também apresenta dois ovidutos, localizados
um em cada lado do corpo e ambos fisiologicamente ativos.

Morfologicamente, o oviduto de tartarugas e cdgados é dividido em cinco
regides distintas; o infundibulo; a tuba uterina; o istmo ou zona de transicdo; Utero e
vagina (FOX, 1977; GIST & JONES, 1988; PALMER & GUILLETE, 1988; GIRLING,
2002; ALKINDI et al., 2006). Esta organizacao também foi observada no oviduto de P.
geoffroannus, que apresenta as mesmas cinco regides histologicamente divididas. No
entanto, em outros répteis, o oviduto foi subdivido em trés ou quatro regiées, como nos
lagartos oviparos Crotaphytus collaris e Eumeces obsoletus (GUILLETE et al., 1989),
na serpente Diadophis punctatus (PERKINS & PALMER, 1996), no lagarto viviparo
Hoplodactylus maculatus (GIRLING et al., 1997), em outra serpente Seminatrix pygaea
(SEVER et al., 2000) e na lagartixa Hemidactilus mabouia (NOGUEIRA et al., 2011).

A parede do oviduto de P. geoffroannus apresenta trés camadas histologcias
basicas que sdo da superficie externa para o limen: a serosa, a muscular e a mucosa,
assim como observado nos ovidutos de alguns répteis, como na serpente S. pygaea
(SEVER et al., 2000) e na lagartixa H. mabouia (NOGUEIRA et al., 2011).

O infundibulo do cagado-de-barbicha, regido responsavel por receber o ovdcito
proveniente do ovario, ndo se encontra subdividido, diferente do observado na tartaruga
Gopherus polyphemus (PALMER & GUILLETE, 1988) e nos lagartos oviparos C.
collaris e E. obsoletus (GUILLETTE et al., 1989) que apresentam duas distintas
porcdes: a anterior e a posterior. A regido do infundibulo é caracterizada por delgadas
camadas histoldgicas, com a muscular pouco desenvolvida e a lamina prépria da
mucosa desprovida de glandulas, assim como verificado por Giersberg, 1923; Hansen &
Riley, 1941; Ashley, 1974; Palmer & Guillette, 1988 E Guillette et al., 1989.
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A lamina propria de P. geoffroannus encontra-se subjacente a um epitélio
simples cilindrico formado por células ciliadas e ndo ciliadas, resultado analogo ao
observado na serpente D. punctatus (PERKINS & PALMER, 1996), no viviparo H.
maculatus (GIRLING et al., 1997) e na lagartixa H. mabouia (NOGUEIRA et al.,
2011). A camada muscular é delgada, mas visivel, entretanto ndo foi possivel delimitar
uma camada circular interna e uma longitudinal externa, do mesmo modo como o
observado em H. maculatus (GIRLING et al., 1997). O infundibulo demonstra uma
fraca reacdo a técnica de Xylidine Ponceau, o que indica que neste local ndo ocorre
producdo de proteinas gerais, do mesmo modo como notado em H. mabouia
(NOGUEIRA et al., 2011). Girling (2002) ressalta que apesar da literatura
disponibilizar uma descricdo detalhada do infundibulo, h& pouca discussdo sobre as
funcOes desta regido do oviduto.

A tuba uterina de P. geoffroannus apresenta as mesmas camadas histoldgicas
observadas no infundibulo, no entanto tém paredes mais espessas. O epitélio
pseudoestratificado cilindrico que protege esta regido € constituido por células
cilindricas mucossecretoras, células cilindricas ciliadas e células basais. Girling et al.,
(1998) afirmam que as células secretoras ndo ciliadas da tuba uterina em tartarugas e
crocodilianos sdo responsaveis pela producdo de albumina. O epitélio da tuba de P.
geoffroannus responde positivamente as técnicas para glicosaminoglicanas acidas e
neutras (AB pH 2,5 e PAS), resultado também notado por Perkins & Palmer (1996) em
D. punctatus, por Girling (1998), em Hemidactylus turcicus, Saltuarius wyberba e H.
maculatus, por Sever et al. (2000), em S. pygaea e também por Nogueira et al. (2011)
na lagartixa H. mabouia. Essas secre¢cdes podem estar relacionadas com a protegéo e
lubrificacdo das superficies epiteliais, que facilitam a passagem do ovocito através do
oviduto (BOTTE, 1973; GIRLING, 2000; SEVER et al., 2000).

A mucosa da tuba uterina do cagado-de-barbicha é preenchida por numerosas
glandulas, semelhantes aquelas encontradas na tuba de outras tartarugas (HATTAN &
GIST, 1975; AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETE, 1988). Em
répteis estas glandulas podem ser tubulo-alveolares, tubulares ou acinosas (PALMER &
GUILLETTE, 1988; ABRAMS MOTZ & CALLARD, 1991; SARKER et al., 1995).
As glandulas observadas nesta regido secretam apenas glicosaminoglicanas neutras, ja
que reagiram positivamente apenas ao PAS, resultado analogo ao obtido por Palmer &
Guillete (1988), que ndo visualizou reacdo a técnica histoquimica para
glicosaminoglicanas acidas (AB).

As glandulas da tuba uterina de P. geoffroannus podem atuar na secrecdo de
albumina, visto que reagiram positivamente ao Xylidine Ponceau, indicando a presenca
de secrecdo de proteinas gerais neste local. Na tartaruga marinha Chelydra mydas
(AITKEN & SOLOMON, 1976) e na tartaruga G. polyphemus (PALMER &
GUILLETTE, 1988) estas glandulas atuam na producdo da proteina albumina. Girling
(2002) afirma que em tartarugas e crocodilianos a regido da tuba uterina é responsavel
pela producéo de albumina, proteina da clara que circunda o ovo antes da oviposi¢do. A
camada muscular do cadgado-de-barbicha é organizada em apenas um sentido, diferente
do observado em H. maculatus (GIRLING et al., 1997).

O istmo é uma regido glandular que conecta a tuba uterina ao Utero. Esta regido
é secretora de proteinas, funcdo confirmada através da reacdo positiva a coloracdo de
Xylidine Ponceau. Apesar da funcdo, nota-se um nimero reduzido dessas glandulas na
mucosa, quando comparadas as da tuba uterina. Este achado foi simile ao observado por
ALKindi et al. (2006) em Chelydra serpentina, mas contrario ao analisado por Aitken &
Solomon (1976), Palmer & Guillete (1988) e Girling et al.(1998, 2002), que observaram
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um istmo aglandular. A lamina propria do istmo encontra-se subjacente a um epitélio
pseudoestratificado cilindrico com células secretoras, células ciliadas e células basais,
assim como as observadas na tuba uterina desta espécie. Estas células epiteliais de P.
geoffroannus atuam na secrecdo de glicosaminoglicanas acidas e neutras, da mesma
forma que as observadas em Tarentola m. mauritanica (PICARIELLO et al., 1989).

O utero é a regido onde os ovos ficam retidos até a oviposicdo. O Gtero de P.
geoffroannus é formado por uma camada mucosa glandular, uma muscular bem
desenvolvida e uma serosa recobrindo o 6rgdo, similar ao descrito para alguns répteis
(AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETTE1988; ABRAMS MOTZ &
CALLARD,1991; SARKER et al.,1995). O epitélio desta regido € pseudoestratificado
cilindrico constituido por células ciliadas e ndo ciliadas semelhante a outros répteis
(PALMER & GUILLETE, 1988; GUILLETTE et al., 1989; PICARIELLO et al., 1989;
PALMER et al., 1993; PERKINS & PALMER, 1996; GIRLING et al., 1997, 1998,
2000; GIRLING, 2002; ADAMS et al., 2004). O epitelio uterino reage negativamente
as técnicas histoquimicas para deteccdo de glicosaminoglicanas &acidas e neutras,
resultado confirmado em H. maculatus por Girling et al., (1997).

A lamina prépria uterina é repleta de glandulas da casca relacionadas a secrecdo
da casca do ovo, sendo estas também observadas em alguns lagartos oviparos
(GUILLETTE et al., 1989; GIRLING et al., 1998; PALMER et al., 1993; NOGUEIRA
et al., 2011) e tartarugas (AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETTE,
1988; ALKINDI et al., 2006). Estas glandulas reagem negativamente as técnicas para
identificacdo de glicosaminoglicanas acidas e neutras, conforme também observado em
H. maculatus, H. turcicus e H. mabouia (GIRLING et al., 1997; GIRLING et al., 1998;
NOGUEIRA et al., 2011). As glandulas da casca presentes no utero do cagado-de-
barbicha comunicam-se com o limen através de ductos, similar ao observado em H.
maculatus (GIRLING et al., 1997). Estes ductos, em P. geoffroannus, apresentaram
granulos que produzem glicosaminoglicanas acidas e neutras. A técnica histoquimica
utilizada para deteccdo de proteinas mostra reacdo positiva tanto para o epitélio quanto
para as glandulas uterinas, diferentemente do visualizado em H. mabouia (NOGUEIRA
etal., 2011).

O utero desta espécie apresenta, abaixo da mucosa, uma espessa parede
muscular, na qual se pode distinguir uma camada circular interna e uma longitudinal
externa, que possivelmente atuam na expulsdo do ovo embrionado ou ndo durante
oviposicdo. Resultado também verificado por Palmer & Guillette, 1988; Guillette et al.,
1989; Picariello et al., 1989; Palmer et al., 1993; Perkins & Palmer, 1996; Girling et al.,
1998; ALKindi et al., 2006; Nogueira et al., 2011.

A vagina de P. geoffroannus € altamente muscular e conecta todo o oviduto ao
seio urogenital (cloaca). Baseando-se em caracteristicas morfologicas da parede vaginal
esta regido ndo foi subdividida em mais de um segmento, resultado similar ao
observado por Adams & Cooper, 1988; Girling et al., 1997; Sanchez-Martinez et al.,
2007. No entanto, este resultado difere do visualizado em distintas espécies de répteis
(WHITTIER et al., 1994; SEVER & RYAN, 1999; NOGUEIRA et al., 2011), que
afirmaram existir diferencas morfologicas consistentes que justifiquem esta subdiviséo
da vagina.

A camada mucosa da vagina encontra-se revestida por epitéelio
pseudoestratificado cilindrico com células mucossecretoras e células ciliadas. Este
resultado difere do observado na vagina da tartaruga C. serpentina ALKkindi et al.
(2006), a qual possui o epitélio composto apenas por células ciliadas. No entanto,
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existem estudos que descrevem o epitélio vaginal com células ciliadas e ndo-ciliadas em
outros répteis (GIRLING et al., 1997, 1998; SEVER et al., 2000; GIRLING, 2002).

A camada muscular visualizada como circular interna e a longitudinal externa da
vagina de P. geoffroannus sdo as mais desenvolvidas em todo o oviduto, assim como
visto em H. maculatus (GIRLING et al., 1997). Fox (1977) relata que em alguns

lagartos a funcdo do canal vaginal esta relacionada a este espessamento da camada
muscular.
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3.5 - CONCLUSOES

e Verificou-se que o oviduto de P. geoffroanus € subdividido em cinco regides:
infundibulo, tuba uterina, istmo, Utero e vagina. Sendo, portanto, semelhante ao
descrito para tartarugas e cagados.

e Histologicamente, o oviduto deste cégado encontra-se organizado em trés
camadas distintas do lumen para a cavidade celomatica: mucosa, muscular e
serosa.

e A mucosa do oviduto possui diferentes tipos de células, alguns produtores de
glicosaminoglicanas acidas, outros de glicosaminoglicanas neutras, além dos
tipos produtores de proteinas gerais.
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CAPITULO 1

Deteccao imuno-histoquimica de células do
Sistema Neuroendocrino Difuso no oviduto de
Phrynops geoffroanus (Testudines, Chelidae)
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4.1 - OBJETIVOS

e Verificar sobre a ocorréncia e possivel distribuicdo de células secretoras de
serotonina (5-HT), somatostatina e motilina, ao longo do oviduto do cdgado P.
geoffroanus, através de método imuno-histoquimico especifico.

e Fornecer dados sobre células do Sistema Neuroendocrino Difuso desta espécie
para estudos comparativos com os demais quelénios e também outros répteis
oviparos.

4.2 - MATERIAL E METODOS

Para o estudo imuno-histoquimico, foram separados cortes de 5 um de espessura
das cinco regides (infundibulo, tuba uterina, istmo, Utero e vagina) do oviduto e
colocados em laminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc), a
fim de promover a maior adeséo do corte a lamina.

4.2.1 - Estudo Imuno-histoquimico

O método utilizado para a realizacdo deste trabalho foi o Complexo avidina-
biotina-peroxidase, através do Kit ABC (Vector Laboratories). Nesta técnica sdo usados
trés reagentes: o anticorpo primario, o anticorpo secundario e o complexo de
glicoproteinas (avidina pronta a partir da biotina e peroxidase) (Figura 21).

O
XKoo

A« Complexo
[ ]

Avidina-Biotina

\/

. \ X‘. ®
Anticorpo AS A
Secundario
(Biotinilado)

)

Anticorpo
Primario

VAN

A Antigeno

=

>

Figura 21. Representacdo do método imunoenzimatico ABC - peroxidase (Complexo avidina-

biotina-enzima). www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm
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No procedimento imuno-histoquimico, primeiramente os cortes histolégicos
foram incubados em tampéao citrato (pH 6,0 0,01M) e colocados em forno de
microondas durante 15 min para recuperagdo antigénica e em seguida, incubados com
uma solucdo de H,0, a 3% em metanol durante 15 min para bloquear a peroxidase
enddgena. As sec¢des foram incubadas a temperatura ambiente em cdmara Umida com
soro ndo-imune por 30 minutos, com a finalidade de neutralizar sitios inespecificos.
ApOs esse processo, as laminas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo primério
diluido conforme recomendacdes dos laboratdrios (Tabela 3), formando o complexo
antigeno-anticorpo.

Tabela 3: Anticorpos e reagentes utilizados.

Anti-soro Diluicéo Laboratdrio
Anti-Motilina 1:2000 pl Yanaihara Institute, Inc.
Anti-Serotonina 1:8000 pl Sigma Aldrich, Inc.
Anti-Somatostatina 1:300 pl Dako
Kit ABC } Vector
DAB 20 pl:Iml Diagnostic Biosystems
Diluente de anti-soro - Spring Bioscience
Poli-L-lysina 1:10 ml Sigma Aldrich, Inc.

Na sequéncia as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario
biotinilado “universal” na diluicdo de 1:300 pl por 30 min em temperatura ambiente.
Posteriormente, os cortes foram incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase,
em uma diluigdo de 1:200 pl, por 30 minutos. Por fim, foi feita a revelagdo da reacéo
utilizando o substrato cromogeno 3,3-diaminobenzidine-DAB que forma um precipitado
castanho visivel a microscopia de luz. Apés cada etapa, entre uma incubacéo e outra,
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todas as laminas foram submetidas a lavagens com Tampédo PBS (pH 7.4). Os cortes
foram contracorados com hematoxilina de Harris e ap0s desidratacdo em alcool e
diafanizacdo em xilol, as laminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck,
Darmstadt, Germany).

4.2.2 - Teste controle

Para confirmar a especificidade e eficcia das reagBes imuno-histoquimicas,
foram utilizados controles negativos e positivos para cada anti-soro utilizado. Por
substituicdo do anticorpo primario por soro ndo-imune, os controles negativos foram
definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes de intestino de P.
geoffroannus, submetidos as técnicas imuno-histoquimicas juntamente com as laminas
do oviduto deste animal. A escolha deste material se baseou em testes realizados
previamente.

4.2.3 - Células endocrinas Argirdéfilas (GRIMELIUS, 1968)

Visando confirmar a presenca ou auséncia de granulos de neurossecrecdo em
células enddcrinas argirofilas dispersas ao longo do oviduto de P. geoffroanus, cortes
histoldgicos das cinco regides do oviduto foram submetidos ao Método de Grimelius, de
acordo com o seguinte protocolo: desparafinizacdo dos cortes em xilol, hidratacdo em
série decrescente de alcodis, hidratacdo em agua corrente e depois em agua destilada,
incubacéo dos cortes em solugdo de AgNO3 com tampéo acetato, revelagdo em solucéo
de hidroquinona com sulfito de sédio e 4gua destilada e por fim desidratacdo em série
crescente de alcool, diafanizacdo em xilol e montagem das laminas com Entellan. Para
confirmar a veracidade dos resultados obtidos, através do método empregado, foram
utilizadas laminas de intestino de P. geoffroanus como controle positivo.

4.2.3 - Observacdes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotografadas com auxilio do microscépio
Olympus BX41 e camera digital Sony Cybershot DSCW 230.

4.3 - RESULTADOS

Através da técnica imuno-histoquimica utilizada verificou-se a auséncia de células
neuroendocrinas produtoras de motilina (Figuras 22A e 22B), serotonina (Figuras 23A e
23B) e somatostatina (Figuras 24A e 24B) em todas as regides do oviduto (infundibulo,
tuba uterina, istmo, Utero e vagina) do cagado P. geoffroannus.
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Figura 22: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 22A: Regido do istmo com reacdo negativa para células
enddcrinas produtoras de motilina. 22B: Regido do Utero com reacao negativa para células enddcrinas produtoras de

motilina. Barra de 100 pum.

Figura 23: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 23A: Regido da tuba uterina com reacdo negativa para
células enddcrinas produtoras de serotonina. 23B: Regido da vagina com reagdo negativa para células enddcrinas
produtoras de serotonina. Barra de 100 pm.
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Figura 24: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 24A: Regido da tuba uterina com reagéo negativa para
células enddcrinas produtoras de somatostatina. 24B: Regido da vagina com reagdo negativa para células endocrinas

produtoras de somatostatina. Barra de 100 pum.

As cinco regibes do oviduto também apresentaram reacdo negativa ao metodo de
Grimelius (Figuras 25A e 25B), confirmando assim a auséncia de outras células
enddcrinas argirofilas ao longo do oviduto deste réptil, o que provavelmente indica que
esta regido ndo atua como parte do Sistema Neuroenddcrino Difuso. Entretanto, o corte
de intestino de P. geoffroanus utilizado como controle, apresentou resultado positivo

para 0 método supracitado (Figura 26).

Figura 25: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 25A-B: Tuba uterina de P. geoffroanus com resultado
negativo para 0 Método de Grimelius. Barra de 100 pum.
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Figura 26: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus. Células enddcrinas argiréfilas na
camada mucosa (Método de Grimelius). Barra de 100 pm.

E importante salientar que a eficacia e especificidade dos anti-soros utilizados no
presente estudo foram confirmadas no intestino de P. geoffroannus, no qual foram
observadas células endocrinas produtoras de motilina (Figuras 27A e 27B), serotonina
(Figuras 28A e 28B) e somatostatina (Figura 29).

Figura 27A-B: Fotomicrografias de células enddcrinas produtoras de motilina entre as células epiteliais do
intestino (seta). Barra de 100 um.
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Figura 28A-B: Fotomicrografias de células enddcrinas produtoras de serotonina proximo as glandulas
intestinais (seta). Barra de 100 um.

Figura 29: Células enddcrinas produtoras de somatostatina entre as células epiteliais do
intestino. Barra de 100 pm.
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4.4 - DISCUSSAO

O sistema neuroenddcrino difuso € composto por células secretoras de
horménios polipeptidicos, aminas e substancias afins. A secrecdo dessas células pode
ser transportada pelo sangue (secrecdo enddcrina) atingindo células-alvo em todo o
organismo, ou atuar localmente em células vizinhas (secrecdo paracrina), ou ainda, atuar
como mediador quimico através de fibras nervosas (secrecdo neurdcrina) (LAl et al.,
2006). As células desse sistema ndo constituem um 6rgéo especifico, mas encontram-se
dispersas por varios 6rgdos, dentre eles, 6rgdos do sistema digestorio, respiratério e
urinario JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A realizacdo do estudo com oviduto de P. geoffroanus, baseou-se na hipo6tese da
existéncia de células endocrinas produtoras dos horménios motilina, somatostatina e
serotonina na camada mucosa deste 6rgéo. Desta forma, estes hormonios que auxiliam
na regulacdo da motilidade, quando liberados poderiam agir na camada muscular do
oviduto e exerceriam influéncia nos movimentos peristalticos deste 6rgdo. Funcéo
essencial para a ocorréncia de varios eventos, como por exemplo: a passagem do ovo do
Utero até a cloaca e a oviposicdo (ARJAMAA & TALO, 1983). No entanto, em P.
geoffroanus estas células ndo foram detectadas em nenhuma regido do oviduto.

No estudo, através da utilizacdo de cortes histolégicos de intestino de P.
geoffroanus como controle positivo no teste imuno-histoquimico, foi identificada a
presenca de células enddcrinas produtoras de motilina, somatostatina e serotonina na
mucosa deste 6rgdo. Assim sendo, aléem de ter sido confirmada a especificidade e a
eficacia das reagdes, também foi verificado que este cidgado apresenta estas células
enddcrinas no intestino.

Em diferentes espécies de repteis, varios estudos mostraram a existéncia de
varios tipos de células neuroenddcrinas que secretam hormonios no trato gastrintestinal
(PEREZ-TOMAS et al., 1989; ARENA et al., 1990; BURREL et al., 1991; KU et al.,
2001; LEE & KU, 2004; TRANDABURU & TRANDABURU, 2007). Entretanto, até o
presente momento, nao existe relato sobre a presenca de células enddcrinas no sistema
urogenital de répteis e poucos sdo os trabalhos que descrevem este tipo de achado em
outras espécies (CECIO & VITTORIA, 1989; VITTORIA et al., 1989; RZAS et al.,
1991; CZAJA et al., 1996; ARRIGHI et al., 2004; RUSSO & VITTORIA, 2006;
BAKST & AKUFFO, 2008). Nestes estudos foram detectados no sistema urogenital de
algumas espécies de aves e de mamiferos os mesmos tipos de células enddcrinas
pesquisadas no oviduto do cagado P. geoffroanus.

Sobre a deteccdo de células enddcrinas produtoras de somatostatina: Vittoria et
al., (1992) descreveram a presenca no epitélio da uretra de vacas, ovelhas e porcas;
Czaja et al., (1996) relataram a ocorréncia nas glandulas vestibulares, nos cornos
uterinos, nos ovidutos (tubas uterinas) e uretra de porcas; Russo & Vittoria (2006)
verificaram a existéncia nas glandulas vestibulares de porcas e vacas e Russo et al.,
(2007) detectaram na uretra de bafala.

Sobre a deteccdo de células enddcrinas produtoras de serotonina: Bakst &
Akuffo (2008) relataram células dispersas por todo o epitélio vaginal e na jungéo utero-
vaginal em peruas, no entanto estas células ndo ocorreram na regido de estocagem de
espermatozodides; Rzas et al., (1991) através da espectrofluorometria detectaram-nas na
regido anterior ao Utero do oviduto de galinhas adultas; Hanyu et al., (1987) verificaram
na uretra e no vestibulo vaginal de cées e afirmaram que a serotonina pode induzir a
contragcdo da musculatura lisa no trato urogenital destes animais e Czaja et al., (1996)
detectaram nas glandulas vestibulares e na uretra de porcas. Russo & Vittoria (2006)
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observaram estas células nos acinos e ductos secretores das glandulas vestibulares em
porcas e vacas. Cabe ressaltar, que a acdo da serotonina no sistema urogenital ndo é
ainda totalmente compreendida, mas é provavel que a serotonina desempenhe um papel
determinante na contracdo e relaxamento muscular de varias estruturas urogenitais
(CECIO & VITTORIA, 1989).

Né&o foi encontrado nenhum trabalho que relate a presenca de células endocrinas
produtoras de motilina no sistema urogenital de répteis como também de outros
animais, porém Yamamoto et al., (2008) observaram niveis notaveis de receptores de
motilina ao longo do oviduto de galinhas jovens e adultas. No entanto, estes autores
afirmaram que a funcéo fisiologica deste hormonio, neste local, é ainda desconhecida,
mas sugerem que este possa estar envolvido na regulacdo do movimento peristéltico
para expulséo do ovo.

E importante salientar que todo e qualquer resultado de estudos sobre a
verificacdo da presenca de células do sistema neuroendocrino difuso pode ser
considerado uma importante parte no estudo filogenético de vertebrados (D’ESTE et al.,
1994).
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5.0 — Conclusdes

Com a ndo deteccdo das células endocrinas pesquisadas no oviduto de P.
geoffroanus e a verificacdo da existéncia dessas células no intestino deste cagado, torna-
se possivel sugerir que provavelmente os peptideos reguladores produzidos, por essas
células, sdo transportados pela corrente sanguinea e atinjam receptores especificos em
células-alvo localizadas ao longo do oviduto para atuarem na regulagdo dos movimentos
peristalticos deste 6rgdo. Entretanto, ndo se pode afirmar a existéncia destes receptores,
visto que ndo foram utilizados anti-soros anti-receptores destes peptideos no presente
estudo.
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7.0 - ANEXOS

7.1 - Anexo 1: Artigo aceito para publicacéo

Histology and histochemistry of the oviduct of the neotropical tortoise

Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812)
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lqm rily. To preeent svaponaticn, securs e cpague whits o gray
thuﬂhmﬂrrrlmn:tmm

Whern uslng dropper bottles 1o dmpense reagents, spply o sufficiest
ramber of cropa on the alide 1o cover the entire section. Slide should then
be placed in & humidfied chamber during the ncubstion pericd. Skaining
diahea or Coplin jars may absc be wasd in the staining preceders. To meks
up theme 'llnrl.lns ::llutlnnl, use tha same dr:p.'vnll.rnl. ratio mm
in tha inalr F:r PI"IF-.IL::H’ of dropper battle

tha £

A msmiber of different buffers can e waed in the VECTASTAR® S35 ABC

qmﬁlﬂﬂ-mﬂcmlhﬁnﬂﬂnmﬁ?ﬁ Do,

naline [FES]. The VEC TASTAIM® working sol ere prepared ax folb

= EBlocking Serum {Mormel Hone Serus): add o (1) drop (50 yl) of
MIthH]bSHdhﬂrmﬁm‘;bﬂh“ﬂkﬂhHh
The p serum fzr Bk Fom the seme spocies i
-l-:l'ﬂllhnu-_,irldmuhq.rﬂ:ndjhl-dl

L] Emr.yhn.:ﬂm--dl.'uh-.h.-lgﬂﬁ
(2] Sropa (100 ul) of normal Hocking -uﬂindll hl:lhn-E-
mi bufler in =i bﬂl.ﬁ:l}m.:dmﬂ:lﬁ::lrﬂ:lﬂ:lﬁhﬂq
lndnd obibesdy siock {biue label].

» VECTASTAIM® Gk ABC Rzagent: add exoctly two [E:l dropa of
REACEMT A lebel} 1o 5 ml of buffer in the ABC Fa

Eatile. - edd twe [Z) dreps of READ B {gray

lebel) io the same mizing , mix immedistely, ond allow LB
ETAIN® ). ABC Resgent to stand for shoest 3 mirstes befors e

EMZIYME SUBSTRATES
A, variety of chromngens cen be imed o localise pereceidess in oo see-
M-M:Llhmd:-hﬂ-nﬂnh-dﬂaninhhlnmﬂ-dﬂ-
widl an seversl prop ¥ h colom a leted bxlow:
I=mPACT™ DAE, 554 105, browm
I=mPACT™ AEC*, 5K -05, md
=mPACT™ VI, 554605, pl.u'ph
I=mPACT™ BC, SK-4705, bl.'-.l'w
F=mPACT" MevaRED”, 5K-£805, med
El-—u'r:b-'.ll:"h'nll:h'uﬂ-:l.a':-“m brown
DAE = M, BK-41080, greyiblec
!--:ﬁw—il-d-.:ﬂ carbemls I:.HEE:I"'. SK-4200, med
THE, EK-4400, Hus
Vecind® 1P, SK-£600, perple
Vectnd® B0, SK-4T00, bue

Veciod® MowRED", SK- . red
'ﬂEEhlnhHllﬂinohd.lid_'hFth-ﬁmuﬂhmnhdh
squsous meuntng media. Al other ore not scksbls n o

o clesring agenia. They may be dehpdrsied, dearsd, end permensnily

These subwirsiey cen be med o sngle lsbebs or io ineofece muitiple eslon
i Hasue section

STAINING PROCEDURE FOR
PARAFFIN SECTIONS

1. Deperafficics erd Hasum ¢ ' or
ﬂw:hrhqlgurll.ldg‘dldd:d:nl-l.

Z  Finax for 5 minubes iniep weler. *

1 F hing of end P 4 ™ ' E
the sectinrm for 30 minste in 0. 3% H,OU ik sther methanal or seber
hﬂmhmhmhmh#’m
of H:Oy. F end a
p—.bllmll:p!r-rhm

4. Wash in buffer for S mimses.
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5. Incubsie sectiors for 2 minutes with dhied normel blocking
werum which was prepered from the specie in which the
secondarny entibody i mode. {in cases whers ron-apecific
shaining b not & problers, Blepa 5 end & mery be omitied ).

E. Blot exomo werum from sectiona.

1. Incubsie sectiors for 30 minutes with primarny antiserum dikaied
in buffer.

B. 'Weak sbidea for'S miresies in Buffer.

0. Incubsie sectiors for 3 minutes with dihied biclinglaied secondery
antibedy sohation.

10, sk slides for' S mirstes in buffer.

11, Ircuboix wectior For 20} rmirutes with VECTASTAR" GEE. ABC Rosgent.

12. Wash sidex for & miruies in buffer

13. Incubsie sections in peroxideas schetroie solution untll deatred stain

14, Finse aeclizns i ios weber

15. Counterstain, dear and mount.

* |F aniigen unmasking i requined, perform this precedurs ofter siep 2,
wsing Cok. Mo H-3300 {citrate-based ) or H-3301 (high pH].

IF umseenind sisining comurs in e ok of biotylsied dary ell-

bady, endogenos profein- moccioied biskin ;bnpml-'dh'ﬂ'n‘lh:l.-.

To sbminois thia urwenied slgining, e an
{Cat. Mz BP-2001) between siepa 4 and 5.

STAINING PROCEDMIRE FOR
FROZEN SECTIONS

Thiz procedure b genenally opereprists for frooen sectiors, ol smean or
cytccenirfuge preperelions.

l. Sectora are o dried,

1 Immadisicly before staining, fix secior with scstons or the
appropriote fisstive for the aniSgen under sludy

3. Transfer alides inbo buffer

4 F -T.-.mﬂ-hnqlud.m ntke HyDy

Io reduce the riak of H:'l.r:l.l-u\u'thz.:lu::ﬂﬂ'l

HyDy in 012% Mormel Sera i PBE for 5 minutes; or L3 B0, n
reethana] fzr 3] minutes, or vae cther publshes methoda (e
Androw, 5. B Jasanl, B, Histochem J. 1987, J.ﬂ.lllﬁ-lli:l.i
nmulrr.HgCl.I.rul.rr.H may alio I}:p!rl:urrrld efter the
Edotinylaied secondery anithody sbep.

§. Fzllow xiepn £-15 ol the procedure recommended for parafin
wectiona.

MULTIPLE ANTIGEN LABELING OM
SAME TISSUE SECTION

Fi ameies ol subsirebes, counienlans, ond
mﬂw ﬂ-—:ri-'h::l.r wehsiie or request & fren brochure mmﬂﬂlw-i
lnkading - “Diacovery through coker™

RAPID STAIMING PROCEDURE

hmm&hmﬂﬂ-mmmmi
shorienad mmenopemidoe sisicing

uidelnes am Mhlﬂ%
. Prepam perafin-embedded o frosen secticns for siaining e described
mhmﬁwﬁ ABC KE reogents on flloss:
Fahﬂlcg.hdhﬂhndl dd bwo dropa concenireied siock to
25 mlof coniaining bwo dropa normal serum. IFback ground
sisining k& problem, increase the concenirelion of nomal serus U
to 1. For the VECTASTARN® 5. ABC Reagent, add teo drops of

Faogent & ko 2.5 mil bulfer, mis, then odd twe dropa of Reagent B
Mix and allow Lo siend for 5-30 minubes befor wse.

Z Iq.-mdﬂd'-ﬁmumddﬂ:h mauired, an acceleraled

guenching procedure oo be employed. Treek seciions with 3% hypdrogen
pumxidn in waiter for 3-5 minuies.

B.
a.
1.
1.

1
13.

‘Weah genily with @ streem of buffer from o wash botik.

IF background staining in & probles, Incuboie section for 5- 10
rminuies in 2% - 10T romel serum e buffer.

Incubaiz sections with primary entibody*

‘Weah om in sp L

Incubaiz sections for 10 minuiea with dhted bictinyloied secondery
antbady

‘Weak on in mbep 3

Incubate section for 5 minuies with VECTASTAIM® fRE ABC Reagent.
‘Weah om in sp L

Incut I purcaid : ksticn uniil desired sinin
Infenaky develops (zen Mot 2]

‘Weak on in mbep 3
Counlersizin, cleer and meount.

"The concenirmiion, saining Bme and fempersiure of the primary
sheaskd be ballored 1o an investigaicr’s p.h.lh'r'q.lrmﬂ'l

of the WECTASTAIN® it ABC KE allown sherier
mﬁﬁﬂmhﬂ. For example, ot .ﬁd;mmmni'ﬂg
the VECTASTAIM® ABC K, Emes can be redoced ai losal

when uaing e VECTASTAIN® ,ﬁ:.’ﬂil’i.l‘l.l‘ldwmi

pimj.'ﬂ:nd}llwmiﬂhhnh}mh

HOTE: & wery ropid procedurs

abez ke perdformed. Prepare dilues mnﬁ
blEMﬂmE&mLﬂlnm A s

Fezgeni e in the obove proiocdl. Apply Mmﬂﬁﬂ:ﬂl
rengenis prehesied i 37 *C ncubate sections i eoch resgent for 2 minubes.
.&\'El:ﬁwumhn:ll Suich K8 (Cat. Mo PX.2800), bawed on @ pre-

camplex, s elao evedabk 4o perfarm repid

hmu-uiﬁiu:l-ml:i.rl.iﬂ'rg.

the Intenl dﬂumﬂulllwurﬂ'ﬂuﬁhﬂlmﬂ

mmPACT" nerally shoud be developed for 2-10
mirutes; ImmF.il.C'I" 'i'lrlnd acize® VIP For 2-15 minutes:
ImmPACT" 50 and Wectee® BC for 2-10 ménutes; |mrl1F:|"|'|:T‘

HewvaRED" end Vecier® MoweRED" for 215 minuies; ImmPACT" AED

end AEC for 10230 miruies; THE for 5-20 mimuim. Sorme counterstaing

may rek b competible with cerisin peroxideae subsiniey becone of

schubilky of the renciion producis or leck of color contreal. A cousler-

stnin competibility chart In svoilsble vpen request. Befer to the
In tha r v L kit for Further details.

ki the presence of nkckal loma, the precipilale formed by OAE o

y/black rather than brosn. Thia enhence the seroilivity of the
rﬂm Id,bﬂ-:fmﬁmh:ﬂwﬁmm
slons, has bsan used In double-lebsling techniquea. The DAR
Subatrote K (Cat. Mo, ER-4100) contoing rickel chloride end alown
o colors b e introduced indo the sechion.

Fibw rengenis ere to be diubed] beyond their meomminsdnd
first prepere the diluied bictinglaied anisbody and VECTASTARN®
MBL rengent aa deacribed in the inbruclion. Scheequent dilubiona
sheuld be made in g buffer conta arx ical
grade bovire serus elbuemin {Cet. Moo SP.5050). Oely smunchiain-
M'ﬁ.ﬁiﬁuﬂhmﬂ.nﬁmm“h
impurides. Dihiicn of thess reagenia may regeire lenger
noubation tima ﬂ,l'u'h#nrh'!:d:ﬂmhmrlh.uuiu-:liru
masimurs seraiihe e

ﬂnnd.h'il]'ruﬂhl:vﬂ prepared. Fizsbion {generlly, in buffered
;mbg#ﬁ:m{m‘ud-r.dﬂduid b aufficient ic
mciion throughout the staining procedum
hﬂrdmh-ii-hduiqﬁnlmuﬁm#“ﬂm
h-gpmnld.n.:lun:tllwl]ﬂl:h'llnhml.lhl
for nochoion. In some cases, use of Antigen Unmasking
Ehlh\{DLrhm:th]]-ﬂm—nlnh@m-
feren con cvercome loas of entgens dus b fealicn.
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E

a

To weoid adaorpiion of the eniibcdy 1o the plaatic or glea contginer i~
which the firal dilution i mede, the primary may ke dikied in
buffers contoining 0.1% immunchisischesicnl grede merum albu-
rmin or diksie Blocking Serum.
Use only freshly prepansd buffers. Bﬂﬂmﬂi&lm
mhhﬂ-:ﬁdtm

sty E i recormmended that the YE E:E-:.
a mdmhw.ﬁguh&ﬁ-ﬂmﬁu

water with | ) = inhibiors of

.;....[E:..a:...m,. ) may Pt
Sizck VECTASTAIN® (E ABT K hrvidl Jrurdr arion,
ruu_h.u.msn-ﬂﬂs ABC K should be wed

before the date shown on the boitom of the bor. Aond B
hhkunnﬂd-d.ﬂund._ln.ﬂ.-pl.irﬂnﬂhﬂ ]
Tﬁwuﬂ-ﬂ.“m H'-:phi.q:thﬂ'ubu:h
were supplied. F eogents am the bex please
the daie shown on e bﬂhndﬂﬂbulnuﬁ.:q:l-:&
Inhd'mmhhmd

9. Ahhough the affinity-purified Blotinyleted » niibody end
the nermal srem provided h"l"Ef?‘l.El'ﬁﬂ% ;E'E Hh cen b

1.

1L

[F3

13.

14.

15
16 C

7.

18.

prchesed mdividually, the Avidin BH end b ed hx

peroaidase H are prepared wapecially for the VE

Fita end are maiched reagents ﬂumlmi-ﬂmihfd.ﬂm..ﬁ

zu-uu-dn-a:n-l. mmwﬂcmmuh
- &BC . The unisarsal {antl-mouss

mumgm In fthis KR s pragansd In hoose

foa this VECTASTAIN® Unrearsal AEC KIL Thiz antibody

not be confisad wih other blotinylaled antbodies soid 35 part of

othar kis.

Sections of meuronel teaue or sections which ore thicker then romel
may recuiee longer incubetion Bmea for optimel staining.

Specimern should not be embadded in pareffin hested higher than 60 °C
To prevent sactions from detaching from the gleas, alides con be resied
with VECTABOND™ Beegent (Cat. Mo 5F-1 , 8 non-protein | Saaue
section adhestvr. Do not we sgp albumin costed aliden. Trocm of sgg
while avidin may afect slnining quality.

Al mounting, poreffin sectiors shedd be dried in oo hel sir oven al
G055 *C. Eome alide warmens coniein "hot apoia” that cen owerbeal
Emaurs.

Hond lofiona cen couse seciona bx detach from alides or may prevent
aduguois penetration of neagenia. Arecid louching rinss batha with oy hanch,
HﬂlmkﬁuinﬂhhdhﬂmH-hlmdm

. S
bt shesdd e chamm ey, Al siepn ol o deparafbrisaion
ahoudd b miicsesy kg - it

IF zraller woluman of working scluiors are desieed, B b recommendied
that o dmp rom the stock sclulion be dbpensed nbz 8 amall conicl
pleatic ubs. A subable alquot can then be withdrawn. To menidl e rink
of mimducing conlominants, do not remove the dep dsperoen frem
tha alock sohsbion boitles.

IF sinining of mast cels or cther thaue clements oo in the dbaence
of primary and seccndery aniibodies, prepare the ABC n
hﬂn’wimt? Hﬁl.ﬂﬁiﬂimﬂm
interoctiom. | thix Fells to eimiralz urwented soining, use an
HicinBiotin blecking sbep (et Mo, 5P-2001] H’-H'l:-u'nmck

Thae VECTAETAIN ABC Kt conisine suficient reagents ko prepens
approximaiely 110 mi of sach werking solution {500- 1000 secticna).
VECTAETAIN _ﬂ:‘.m Kt {Slanidasd) 1EL  FE.EI00
Thin Stendard Kif comiats da& nq:rl.l.

VECTAETAIN® i ABC Kit | tl;]:l 1ER  FE.EID3
VECTAESTAIN® s ART KIt {Human 1KLL PE.EIDZ
VECTAETAIN® 555 ARC Kit {Mouss :| 1ER  FE.EID2
VECTAETAIN® & ART ﬁlgﬂ?ﬂﬁ 1ER  FR.EI}
VECTAETAIR® niy. ART Kit c 1ER  PFE.EI
VECTAETAIN® fia. ABC Kit (Shaep Igl) 1ER  FR.EIDE
VECTASTAIN® et ART Kt {Cniveasal) ¢ 1KLL PE.E200
The VECTRETAIN® (i ABT end YECTAETAM® ﬁ..ﬂﬂ: Urherrsal

EE are availoble in rendy-to-uae (R T ), predibubed formeis.

R.TA. VECTASTAIN®
AT VECTASTAIN

The bigtinylated entibodies can be wed In conjunciion with
VECTASTAIRe e B K -

mﬂﬂuummm 15mg BA-BDO
e i hicken G (H + 1) 15mg BA-BID
Aot Caat L
oy 15mg BA-5DO0
mude in hore T 15mg BADSO0
Bitiiaed Aot Cinen g (H + 1 15mg BA-TON
Reti-Harater g {H + 1y 15mg BA0IE0
ed At Horse I (H + 1} 15mg BA-B0O
m n
mﬁﬂ—wmma 15mg BA-2000
n
3 Aati-Mous
'.‘:I.....- Wi Ly 15mg BA-2000
iﬂu—hﬂ-ﬂ-- + =
Rubit
ﬂ;.é? L'Em"u 15mg BA-INO
made in ] 15mg BA-1100
A g (H + L)
in kit 1 15mg  BA-000
mude in . 15mg BA-D4O0
iyl At et g (1 + L)
ﬁ:ﬂh misde in rabbi © 05 mg 1
e Al i o G5mg EALAS
i mbbi 2 ’ o
Bistined -G (K + 1 15mg BA-BIZ0
iyl “Civecaal” A M Rabbit gl Tlmg BA4N

§E
B
4
¥
g

—.h'- hn:l'..l
arikachem
: 5-""'.-.?5 - ﬂ:.f.“uu
d Ao nnivded n FECTAETAR b
¥ -dirmnal dabieae Rathd oG (BAT b b e plad et
2o ook and i |50 e em
- Eeirm el Py Sparyfi Ay Mo Wik b !y [A-0E) thonase b ke | 72
§- Aoy o i P VECTASTARN (hiseal Duick {5
i Thein apecyic aciibodio 2w sbo azaiiabd
Other releied elao available arc
.lﬂg Solution (@lutes bo 25 Mas)
aba-basad ml  H-32300
H m 23ml  H-3301
.ld Blociing KR 1Kt EF-ZDO1
In'ﬂdz.'l‘m Zqmn st HA000
ImmFrint™ Fen Sopeno st HS100
Vectabord™ Reagent (diutes fo 350 mi 7ml EPF-1B00
VactaMounl® Madium Eiml  H-5000
VectaMounl® A0 Mounting Madium Eiml  H-3301
Wector! Hemabaouylin 30 ml  H-3401
‘Varior® He as I0kml  H-3404
Vacior® Grean Jkml  H-3402
Wariort Fast Read Jml  H-3403
Hegt-lreeled, ullrafilems nermal serum frem
Caoat 2ml 51000 Chickan  20ml  E-3000
Horse 2ml 52000 Ewing Hml E4000
Rabbit 2ml 53000
Fesoallae Sub=tralas
ImmPACT™ DAE {iown) 120ml SX-4103
ImmPATT™ AEC (wad) 120ml SEX-4201
”‘.ll'."l" VIP ﬁnﬂﬁ 120 ml  SE-46013
120ml SE4703
”‘.ll'."l"l'l:l’ﬂ 120 ml SX-4B03
DAE M Substrta o gy i 1KLL SX-4100
ABC m:m#m o " 1Eit 200
THE Subisiraba (Bl 1Kt SX-4400
Warior® VIP Bubsinate 1KLL SX-4600
Warior® 5C Gubsirata 1Kt SX-4700
Vi MoaRED™ Substrale (rad) 1Kt SX-4B00

Tha ke provkdie suficiirsd aback reagenis b prapane b 300 mi of s bakate sollibn,
f¥ n & regialered tredermark of Yecior Leborsinries, kae.
NECTASTAIN 5. ABC regerts ard Hin ore drsigrand for lnioratory e ok

Dietaied profuct | apecic and pr b are avalabe onowr
wehakz: WRW, m

EVECTOH LABORSTORES, INC. 2011 U5 [EK-1-10
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7.3 - Anexo 3: Data sheet do Anti-soro diluente

ADS-XXXRUOD
Rev B
Page 1of 1

GsPRING

Bl O S

INTENDED USE:
DESCRIPTION:

APPLICATIONS:
CONTENTS:
STORAGE & STABILITY

WARNINGS &
PRECAUTIONS:

G920 Koll Center Parkway, Suite 211
Pleasanton, CA 24566

wnw.springbio.com

Antibody Diluent

Catalog #
ADS-125
[ Size 125 ml

For Research Use Only. Mot for use in diagnostic procedures.
Antibody diluent is prepared for use in immunochemical procedures. Antibedies can be
diluted direcily in this reagent.

Immunohistochemistry (IHC)
Tris buffer, pH 7.8 with 1% BSA and less tham 0.1% sodium azide

Store at 2-8°C. Do not freeze. The wuser must validate any other storage conditions.

This reagent must be returmned to the storage conditions identified above immediately

after use. When properly stored. the reagent is stable to the date indicated on the label.

Do not use the reagent beyond the expiration date.

If unexpected results are observed which cannot be explained by varations in

laboratory procedures and a problem with the reagent is suspected. contact Technical

Suppert at tech@springbio.com.

1. Take reasonable precautions when handling reagents. Wear appropriate Personal
Protective Equipment.

2. Avoid contact of reagents with eyes, mucous membrames and skin. If reagents
come into contact with sensitive areas, wash with copicus amounts of water.

3. Consult local or state guthorities with regand to recommended method of disposal.

4. Avoid microbial contamination of reagents.

Tel: 1-025-474-8440
Toll Free: 1-800-T57-6B06
Fax: 1-925-474-8469
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7.4 - Anexo 4: Data sheet do DAB

Catalog No.:
Intended Use:

Introduction:

Product benefits:

Principle:

Components:

Precautions:

Storage:

Working Solution:

Procedure:

IVD Data Sheet
DS-K047-B
092372009
Stable DAB/Plus
Liquid Format

K 047
Substrate/chromogen in conjunction with peroxidase-based immunostaining systems.

DAB, a widely used chromogen for immunoperoxidase staining, is well accepted among
pathologists because of its increased sensitivity and ability to give cleaner background as
compared to amino ethylcarbazole (AEC). Specimens stained in DAB can be dehydrated,
cleared, and mounted for permanent record keeping. Stable DAB/Plus is more sensitive
and stable than traditional working DAB solutions.

Stable DAB/Plus offers several noteworthy improvements and benefits as compared with

traditional working DAB solutions:

i) Stable DAB/Plus is much more sensitive, providing the cost-effective option of
diluting the primary antibody.

ii) Being stable for 2 weeks (as opposed to 6 hours for traditional DAB working
solutions), Stable DAB/Plus allows the user the convenience of making one working
solution for the entire work week.

iii) Hazardous waste generation from spent DAB solution is also significantly reduced.

iii) Stable DAB/Plus is ideal for high volume labs and automated stainers.

Peroxidase from the antibody detection system reacts with Hy0, substrate to degrade it,
which then reacts with DAB, precipitating it at positive sites yielding a dark brown color.

i) SmL concentrated amber-colored DAB Chromogen Solution.
ii) 200mL clear Stable DAB/Plus Substrate Buffer.
iii) One empty mixing dropper bottle.

DARB, a suspected carcinogen, can cause skin irritation upon contact. Avoid contact with
clothes and exposed skin. If ¢ d, flush immediately with tap water. Follow
instructions provided by local authorities for disposal.

Store at 2-8°C. Reagents and working solution are light sensitive; protect from exposure
to light. Store reagents and working solution in opaque bottle. Do not use beyond the
expiration dates stated on the labels.

Aliquot ImL of Stable DAB/Plus Buffer in mixing bottle. Add 20pL (one drop) of
concentrated Stable DAB/Plus Chromogen. Replace tip and mix.

Note: The working Stable DAB/Plus solution is stable for at least 2 weeks and should be
prepared in an opaque bottle. Store at 2-8°C when not in use. Any solution not used after
this period should be discarded.

i) After peroxidase incubation, wash tissue sections with wash buffer.

ii) Wipe slides removing excess buffer. Add enough drops of working Stable DAB/Plus
solution to cover tissue sections.

iii) Incubate for 5-10 minutes at room temperature. For optimal results, observe reaction
under the microscope for signal development. Once the desired signal to noise ratio is
achieved, stop the reaction by washing slides in buffer.

IVD: For In Vitro Diagnostic Use

DBSWilnotbeheldm&bbbrpmmhmmwoﬂmvbhﬁonmamayocwrmﬂwmofwrpmdua

DBS 1020 Serpentine Lane, # 114, Pleasanton, CA 94566 Tel: 925 484 3350, Fax: 925 484 3390

Website: www.dbiosys.com e-mail: customersupport@dbiosys.com
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7.5 - Anexo 5: Data sheet do anti-soro anti-motilina

Anti Motilin (Human, Porcine) Serum Cat._No. Y121 Lot No. 110571127

Description: This antiserum was raised in a rabbit by immunization with a carrier free synthetic motilin (human,
porcine) peptide. The product vial contains 50 w L. of the titled antiserum obtained by lyophilizing its 0.001 M
phosphate buffer (pH 7.0, 0.5mL.) solution . It can be used for immunoassay, immunohistochemistry or any other

immunorcaction with motilin (human, porcine).

Immunogen: Synthetic motilin (human, porcine), carrier free Host: Rabbit

Amino Acid Sequence of Motilin (human, porcine)”: FVPIFTYGEL QRMQEKERNK GQ
Product Form: Lyophilized unpurified scrum Size: 50 wl.

Reconstitution: Reconstitute the product with 0.5mL of 0.01M PBS (pH 7.0) to make a 10 fold diluted stock
solution. If it is stored in a refrigerator, add moderate antiseptic to the solution (e.g. NaN3 0.1%).

Storage: "The product will be stable for over one year if it be stored at -20°C to -80°C until opened. Upon recon-
stitution, the antiserum solution must be stored at 2°C to 8°C and used within one month. Repeated freezing-
thawing should be avoided.

Suggested Working Dilution Range: 1:1,000 (final dilution~1:7,000) for radioimmunoassay; 1: 1,000- 4,000
for immunohistochemistry (frozen or paraffin sections). Optimal dilution should be determined by cach laboratory for
cach application.

Specificity (based on radioimmunoassay): Motilin (human, porcine) 100%, motilin (human, porcine) (7-22)
69.2%. motilin (human, porcine) (12-22) 115%, motilin (human, porcine) (1-6) Me 0.09%. | 15-glutamine|-motilin
(human, porcine) 96.7%"

Positive Control (immunohistochemistry): Porcine duodenum
Species Tested: Porcine, human, dog,  emu, chicken, quail*

REFERENCES:
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2) N. Yanaihara. C. Yanaihara et al.. Motilin-like immunoreactivity in porcine, canine, human and rat tissues, Biomedical Research 1: 76-83,
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3) T. Shimosegawa, S. Kobayashi et al.. Motilin-like immunoreactivity in the canine pituitary and pineal glands-a histochemical study. Folia

Endocrinologia 6(): 54-62, 1984

4) J. Yamada, M. Arita et al., H geneity of motilin-i ive cells in the duodenum and pyloric region of avian specics, Archives of

Histology and Cytology 56: 261-267, 1993
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Anti-Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT)
Developed in Rabhbit
Delipidized, Whole Antiserum

Product Mo. §5545

Lot Mo. 127H4313

Anti-Serotonin (S-Hydroxytryptamine, 5-HT) iz
developed in rabbit using serotonin creatinine sulfate
complex conjugated to BSA as the immunogen. The
antiserum has been treated to remove lipoproteins.
Rabbit Anti-Sertonin is supplied as a liquid containing
0.1% sodium azide (see MSDS5)* as preservative.

Specificity

Anti-Serotonin (5-HT) specifically stains
enterochromaffin cells in formalin-fixed, paraffin-
embedded sections of normal human appendix and
serotonin-containing carcineid tumors. In the central
nervous system (CNS), the antiserum reacts with
serotonin-containing fibers in perfusion-fixed, free-
floating sections of rat brain. Specific staining is
inhibited by preincubation of diluted antiserum with
300uM serctonin or 200pgiml serctonin-BSA. No
inhibition of staining is observed with L-tryptophan
(L-Trp), S-hydroxytryptophan (5-HTP), N-acetyl-5-
hydroxytryptamine (M-acetylserotonin), or dopamine (3-
hydroxytyramine, DA) at a concentration of S00uM.

Protein Concentration: &3 mg/ml by Biuret.

Working Dilutions

1. A dilution of 1:5,000 was determined by indirect
immunechistology using formalin-fixed, paraffin-
embedded normal human appendix and serotonin-
containing carcinoid tumors.

2. A dilution of 1:5,000 was determined by indirect
immunechistology using 4% paraformaldehyde
perfusion-fixed, free-floating sections of rat brain.
Anti-Serotonin specifically stains 5-HT-containing
nerve fibers and varicosities projecting through or
lying on the cerebral ventricular ependyma (CVE) in
the lateral veniricles. No serotonin-positive fibers
are observed in the ventral part of the third
ventricle.

7.6 - Anexo 6: Data sheet do anti-soro anti-serotonina
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In order to obtain best results, it is recommended that
each user determine the optimal working dilution for
individual applications by titration assay.

Description

Serotonin | S-hydroxyiryptamine, 5-HT) is a widely
distributed neurotransmitter and hormone in the
mammalian central nervous system (CNS) and
periphery.™? In the CNS, 5-HT is considerad an
inhibitory neurotransmitter regulating a wide range of
sensory, motor and cortical functions. In the periphery,
5-HT is present in neural and non-neural structures, e.qg.
platelets, gastrointestinal tract (myenteric plexus,
enterochromaffin cells), lungs (neurcepithelial cells),
thyroid gland, spleen and in mast cells of certain
species such as rat and mouse > 5-HT is invelved in
the regulation of diverse functions including blood
pressure, gastrointestinal motility, pain perception,
platelet aggregation, lymphocyte cytotoxicity and
phagocytosis, appetite and sleep™ and is implicated in
several pathological states including carcinoid tumors,
migraine, and hypertension.® In the CMNS, 5-HT has
been implicated in several neuropsychiatric disorders
such as anxiety, depression and schizophrenia.” The
majority of serctonergic nerve terminals in the CNS
originate in neurcnal cell bodies of the raphe nuclei
(dorzal, median), nucleus raphe obscurus (NRO) and
nucleus raphe pallidus (NRP) in the brainstem™®®*"
which project to specific areas of the brain and the
spinal cord.®"®  5-HT is found to co-exist with
substance P (SP)in the brain'' and in nerve terminals in
the ventral horn of the spinal cord."'*"* 5.HT is formed
by the decarboxylation of S-hydroxy-tryptophan (3-HTP),
itz intermediate, which is formed by hydroxylation of L-
tryptophan by tryptophan hydroxylase. In the CNS, the
action of 5-HT is terminated by reuptake into the pre-
synaptic terminal by specific 53-HT transporters. 5-HT is
further degraded by monoamine oxidase (MAD). The
multiple physiclogical effects of 5-HT in the CNS and
periphery are mediated by at least four receptor
classes, 5-HT,, 5-HT, 5-HT; and 5-HT,, based on their
molecular weights, ligand binding properties and
coupling to different signal fransduction systems.™ The
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5-HT, receptor iz a ligand- gated ion channel, whereas
the 5-HT, subfamily (5-HT , ;) of G-protein coupled
receptors have nanomaolar affinity for 5-HT and are
negatively coupled to adenylate cyclase. Antibodies that
react specifically with 5-HT are useful for the study of
the mode of action, differential tissue expression and
intracellular and subcellular localization of 5-HT in the
CNS and peripheral nervous system as well as in
neurcendocrine cells in digestive and respiratory
systems.

Uses

Anti-Serctonin may be used for the detection of 5-HT by
immunohistology in sections of formalin-fixed, paraffin-
embedded normal gastrointestinal tract and its carcinoid
tumeors, and in paraformaldehyde-fixed, frozen or
Vibratome tissue sections of CNS and peripheral tissue
of various species (e.g. rat, cat, porcine, bovine,
monkey and human), and may be used in various
immunochemical methods such as ELISA and RIA.
The vigualization of 5-HT in neurcnal cell bodies may
require pretreatment of the animals with an axonal
transport blocker, 2.g. colehicine.

Storage

For continuous use, store at 2-8° C for a maximum of
one month. Feor extended storage freeze in working
aliguots. Repeated freezing and thawing is not
recommended. Storage in "frost-free" freezers is not
recommended. [f slight turbidity occurs upon prolonged
storage, clarify the solution by centrifugation before use.

* Due to the sodium azide content a material safety
sheet (MSDS) for this product has been sent to the
attention of the safety officer of your institution. Consult
the MSDS for infermaftion regarding hazardous and safe
handling practices.
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Sigma brand products are sold through Sigma-Aldrich, Inc.
Sigma-Aldrich, Inc. wamants that its products conform fo the information contained in this and other Sigma-Aldrich publications.
Purchaser must determine the suitabdity of the product{s) for their particular use. Additional terms and conditions may apply.

Please see reverse side of the invoice or packing shp.
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Polyclonal
Rabbit Anti-Somatostatin
Immunogen: Synthetic cychin (1-14) somatostatin conjugated to bovine thyroglebulin

C€

English
Code ADSEE
Protein concentration g/L: See label on vial.

Intended use
For In Vitro Diagnostic Use.

Refer to the Gensral Insfructions for Immunohistochemical Sfaining or the detection system instructions of IHC procedures for: 1) Principle of
Procedure. 2) Materials Required, Mot Supplied. 2) Storage. 4) Specimen Preparation, 5) Staining Procedure, &) Quality Control,
T) Troubleshooting, 8) Interpretation of Staining, §) General Limitations.

Summary and explanation
tion

Somatostatin is one of seven known polypeptide hormones produced in the pancreas. Somatostatin functions as an mhibitory hormone of
the neurcendocrine system and is secreted by D-cells of the iskets of Langerhans, the fundus and antrum of the stomach and in the upper
small intestine. Somatostatin has been demonstrated in sympathetic nerves, mucosal cells, my=nteric nerves of the gastrointestinal tract,
salivary glands and in some parafoficular celis of the thyroid.™

Specificity
This antibody labels D-cells of mammalian pancreas. Cross-reactivity has been observed with somatostatin from a large number of
mammalian species.

Reagent provided
Rabkit anti-somatostatin is an unfractionated rabbit antiserum in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.6, and 15 mM sodium azide.

Rabbit anti-somatostatin may be used at a dilution of 1:200 to 1:300 in the LSAB method, determined on fermalin-fixed, parafin-embedded
tissue. These are guidelines only; optimal diutions should be determined by the individual laboratory.

Materials required, but not supplied
Refer to the General Insfructions for Immunohistochemizal Sfaining andlor the detection system instructions.

Precautions

1. For professional users.

2. This product contains Sodium azide (MakMk), a chemical highly tostic in pure form. At product concentrations, though not classified as
hazardows, NaM:may react with lead and copper plumbing to form highly explosive build-ups of metal azides. Upon disposal, flush with
large volumes of water to prevent metal azide build-up in plumbing.

3. As with any product derived from biclogical sources, proper handliing procedures showld be used.

4. Wear appropriate Personal Protective Equipment to avoid contact with eyes and skin.

8. Unusad solution should be disposed of according to local, State and Federal regulations.

Storage
Store at 2-8°C_

Specimen preparation

Paraffin Sections

Rabbit anti-somatostatin can be used on formalin-fxed, paraffin-embedded tissue sections. Pretreatment of tissue with protealytic enzymes
is not required.

Staining procedure
Follow the recommended procedure for the detection system selected.

Staining interpretation
The cellular staining pattem for anti-somatostatin is cytoplasmic.

Performance characteristics
Nomal Tissues
This antiody identfies somatostatin-containing cells in islet cells originating in pancreatic ductules.®

Abnomal Tissues

This antisedy identifies somatostatin-containing cells in pancreatic tumors and isket cell hyperplasia.

Somatostatin-containing cells may alse be present in medullary thyroid carcinomas, C-cell hypemplasia, thymic tumors, lung turmors and
pulmonary small c2ll carcinomas.
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