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RESUMO

CARDOSO, Nathalia das Neves. Aspectos histologicos, histoquimicos e imuno-
histoquimicos do intestino e pancreas de morcegos da familia Phyllostomidae
(Mammalia, Chiroptera). 2017. 76p. Tese (Doutorado em Biologia Animal) Instituto
de Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Estudos histoldgicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos vém buscando de forma
comparativa obter dados sobre o tubo gastrointestinal (TGI) de morcegos, devido ao
fato destes animais possuirem uma diversificada dieta. Assim, o presente estudo visou
descrever as caracteristicas histologicas e histoquimicas do intestino e pancreas de
quatro espécies de morcegos da familia Phyllostomidae (Dryadonycteris. capixaba,
Pygoderma. bilabiatum, Chiroderma. villosum e Phyllostomus. discolor), bem como
analisar a presenga de células enddcrinas nesses oOrgdos das espécies estudadas,
buscando relacionar interespecificamente as caracteristicas encontradas. Os animais
analisados foram cedidos da colecdo zoologica do Laboratério de Mastozoologia do
Departamento de Biologia Animal (DBA) da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRJ). Os 6rgaos foram fixados (formalina 10%) e acondicionados em éalcool
a 70%. Posteriormente foi encaminhado ao Laboratério de Histologia e Embriologia da
UFRRJ, no qual foram submetidos aos processamentos histoldgicos de rotina e aos
testes imuno-histoquimicos. Histologicamente o intestino ¢ o pancreas das espécies
estudadas foram similares. Quanto aos testes imuno-histoquimico, dois tipos de células
imunorreativas (IR) foram identificadas na mucosa intestinal das espécies estudadas,
células produtoras de SHT e CCK. J& no pancreas foram observadas células
imunorreativas (IR) a insulina, a glucagon a somatostatina e colecistocinina. Através
deste estudo, notou-se que houve diferenga na distribuigdo e na frequéncia relativa das
células enddcrinas no intestino delgado dos animais estudados. Enquanto no pancreas
foi observado similaridade entre as espécies quando comparado a histologia e a
distribuicao das células enddcrinas estudadas.

Palavras-chave: Histologia, intestino, pancreas, morcegos.
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ABSTRACT

CARDOSO, Nathalia das  Neves. Histological, histochemical and
immunohistochemical aspects of the intestine and pancreas of bats of the family
Phyllostomidae (Mammalia, Chiroptera). 2017. 76p. Thesis (Doctor in Animal
Biology). Institute of Biological Sciences and Health. Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Histological, histochemical and immunohistochemical studies have sought to obtain
data on the gastrointestinal tube (GIT) of bats, due to the fact that these animals have a
diversified diet. The present study aimed to describe the histological and histochemical
characteristics of the intestine and pancreas of four species of bat the family
Phyllostomidae (Dryadonycteris, Capixaba, Pygoderma, bilabiatum, Chiroderma,
Villosum and Phyllostomus discolor), as well as to analyze the presence of endocrine
cells in these organs of the species studied, seeking to relate interspecifically the
characteristics found. The animals were analyzed transferred from the zoological
collection of the Microbiology Laboratory of the Department of Animal Biology (DBA)
of the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ).The organs were fixed
(10% formalin) and conditioned in 70% alcohol. Subsequently, it was forwarded to the
Laboratory of Histology and Embryology of UFRRIJ, in which they were submitted to
routine histological processing and immunohistochemical tests. Histologically the
intestine and the pancreas of the species studied were similar. As for the
immunohistochemical tests, two types of immunoreactive cells (IR) were identified in
the intestinal mucosa of the studied species, SHT and CCK producing cells. In the
pancreas, immunoreactive cells (IR) were seen on insulin, glucagon on somatostatin and
cholecystokinin. Through this study, there were differences in the distribution and
relative frequency of endocrine cells in the small intestine of the animals studied. While
in the pancreas species similarity was observed when compared to the histology and
distribution of endocrine cells studied.

Key words: Histology, intestine, pancreas, bat.
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1 INTRODUCAO GERAL

A ordem Chiroptera inclui mais de 1300 espécies existentes, formando a
segunda
maior ordem de mamifero (VOIGT & KINGSTON, 2016). Esta ¢ dividida por duas
grandes Subordens: Yinpterochiroptera e Yangochiroptera (TEELING et al., 2005) . O
sucesso da ordem Chiroptera pode ser explicado por varios fatores, entre eles,
adaptacdes morfofisiologicas que permitem a exploragdo de varios nichos ecoldgicos
(TADDEI, 1983).

Na regiao neotropical, a familia Phyllostomidae ¢ a mais diversa, em espécies e
habitos alimentares, interagindo com diferentes espécies de animais e vegetais, sendo
apontada na literatura como crucial para a dindmica de florestas tropicais, por conter os
principais dispersores de sementes de muitas plantas pioneiras nesta regido
(TAVOLONI, 2005). No Brasil, o numero de espécies conhecidas até o0 momento chega
a 184, sendo a familia mais abundante ¢ a Unica a apresentar ornamentagdes nasais
conhecida como folha nasal, estrutura importante para o processo de ecolocalizagao
(REIS et al., 2007; PERACCHI et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2014; DIAZ et al.,
2016).

Estudos histologicos, histoquimicos e ultra-estruturais vém buscando de forma
comparativa obter dados sobre o trato gastrointestinal (TGI) de morcegos. Isto se deve
ao fato dos morcegos possuirem uma diversificada dieta, sendo possivel a investigacdo
da relagdo entre a distribuicao e frequéncia das células enddcrinas com os habitos
alimentares (FORMAN et al., 1979; YAMADA et al., 1984; SANTOS, 2007). Sendo
assim, estes organismos servem como um modelo interessante para o entendimento da
evolucdo, devido a sua historia ser marcada por uma grande radiagdo adaptativa
associada a habitos alimentares.

A presenca e distribuicdo relativa de diferentes células endocrinas, produtoras de
hormonios que desempenham importantes papéis nas funcdes fisiologicas do sistema
digestorio, podem variar entre as espécies devido as distintas condi¢des fisiologicas e
habitos alimentares, indicando importantes implicagdes funcionais das mesmas (FILHO
et al.,, 2001; KU et al., 2004). Ademais, segundo D’este et al. (1994) o sistema
endocrino difuso pode ser considerado um componente importante nos estudos
filogenéticos em répteis. Portanto, acredita-se que essa correspondéncia também possa
ser encontrada em mamiferos.

O presente estudo teve como objetivo fazer a descrigcdo histologica de 6rgaos do
sistema digestorio da espécie recém-descrita de morcego Dryadonycteris capixaba
Nogueira, Lima, Peracchi & Simmons, 2012 ¢ das espécies Pygoderma bilabiatum
(Wagner, 1843), Chiroderma villosum Peters, 1860 ¢ Phyllostomus discolor (Wagner,
1843) procurando relacionar as caracteristicas histologicas com o habito alimentar, além
de contribuir como pesquisa base sobre os aspectos do sistema neuroenddcrino difuso
de cada espécie.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas morfofisiologicas dos 6rgéos estudados



O sistema digestorio consiste em: cavidade oral, faringe, esofago, estdmago,
intestinos delgado e grosso, e suas glandulas associadas (glandulas salivares, figado e
pancreas). Sua fungdo ¢ obter as moléculas necessarias para a manutencdao, o
crescimento ¢ as demais necessidades energéticas do organismo a partir dos alimentos
ingeridos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Em humanos, o intestino delgado ¢ o que apresenta a maior extensao, podendo
medir aproximadamente 5 metros. Sua forma bésica ¢ uma estrutura tubular
especializada que se encontra no interior da cavidade abdominal. E no intestino delgado
que acontece o final da digestdo dos alimentos, absor¢do de nutrientes pelas células
epiteliais de revestimento e secrecdo endocrina. Este o6rgdo ¢ dividido em trés
segmentos sequenciais, sendo eles o duodeno, jejuno e ileo, podendo apresentar
diferencas  histolégicas nas camadas mucosa, submucosa e muscular
(KIERSZENBAUM, 2004; TELSER et al., 2007; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Segundo Junqueira & Carneiro (2013) o intestino grosso costuma ser
classificado em diferentes porgdes: ceco, colon ascendente, colon transverso, codlon
descendente, colon sigmoide, reto e anus. Sendo o mesmo caracterizado pela auséncia
de pregas (exceto na porg¢do distal) e vilosidades na camada mucosa. Entretanto, quando
comparado com o intestino anterior, esse Orgdo apresenta criptas intestinais longas,
abundancia de células caliciformes e um pequeno nimero de células enteroenddcrinas.
O intestino grosso apresenta como principal fun¢do absorcdo de dgua, fermentagdo,
formagao da massa fecal e producao de muco (GUYTON & HALL, 2002).

Em morcegos os intestinos sdo mais curtos quando comparados com outros
mamiferos (FORMAN et al., 1979), havendo diferenga também dentro da propria
ordem Chiroptera, onde animais de habitos frugivoros apresentam intestinos mais
longos (em relagdo com o comprimento do corpo) do que os insetivoros, os carnivoros,
os nectarivoros, os onivoros e os hematdfagos (ROBIN, 1881; EISENTRAUT, 1950).
Na maioria das espécies desse mamifero voador, o intestino delgado é composto por um
duodeno muito curto, porém de grande diametro. J4 na jun¢do intestino delgado com o
intestino grosso € possivel verificar uma moderada dilatacdo, resultante da presenca das
placas de Payer. Nesses animais o ceco € ausente € o intestino grosso ¢ curto, nao
formando os segmentos ascendente ¢ transverso (FORMAN et al., 1979).

O pancreas ¢ um o6rgdo que contém duas populagdes distintas de células, as
células exdcrinas que secretam enzimas no trato digestorio e as células enddcrinas que
secretam hormonios na corrente sanguinea. Ele surge a partir do endoderma como um
broto dorsal e um broto ventral que se fundem para formar o tnico 6rgao (SLACK,
1995).

Anatomicamente o pancreas se divide em trés regides: duodenal (cabega), anulo
(corpo) e esplénica (cauda). Este 6rgdo apresenta dois principais tipos de tecidos os
acinos (porcao exocrina), que secretam sucos digestivos no duodeno e as ilhotas de
Langerhans ou pancreaticas (por¢do enddcrina). As ilhotas sdo constituidas por trés
tipos principais de células, as células alfa que secretam glucagon, beta que secretam
insulina e delta que secretam somatostatina (GUYTON & HALL, 2002).

De acordo com Slack (1995), mamiferos, aves, répteis e anfibios tém um
pancreas com histologia e modo de desenvolvimento semelhante, enquanto que em
alguns peixes, as células das ilhotas sdo segregadas como corpos de Brockmann. Apesar
das semelhangas as células das ilhotas pancreédticas podem variar tanto entre espécies,
quanto em diferentes condigdes e demanda de energia (KRAMER & BUFFENSTEIN,
2004).



2.2 Papel dos quirdpteros para o0 meio ambiente

Os morcegos apresentam um papel altamente significativo nos ecossistemas
florestais, atuando na polinizagdo, na dispersdao de sementes, no controle das populagdes
de insetos (SAZIMA et al., 1982; TADDEI, 1983; UIEDA & VASCONCELLOS-
NETO, 1985; GARCIA et al., 2000) e, por conseguinte, na formagdo e manutengdo
destes ecossistemas (WHITTAKER & JONES, 1994; SIPINSKI & REIS, 1995). Além
disso, alguns grupos, especificamente os filostomideos, t€ém sido descritos como
potenciais espécies bioindicadoras, respondendo positiva ou negativamente as
mudangas de areas perturbadas (FENTON et al., 1992; MEDELLIN et al., 2000).

Entre os mamiferos, os quirdpteros se destacam por serem os dispersores mais
importantes (GORCHOV et al., 1993; FLEMING & SOSA, 1994), podendo carregar
sementes por longas distancias (MORRISON, 1978; FLEMING, 1993). Esses animais
podem dispersar sementes de pelo menos 96 géneros e 49 familias de plantas na regido
Neotropical (GARDNER, 1977). Diferentes estudos confirmam a importancia de
morcegos frugivoros na recuperacdo de ecossistemas florestais (CHARLES-
DOMINIQUE, 1986; WHITTAKER & JONES, 1994; MEDELLIN & GAONA, 1999),
por incluirem em sua dieta, frutos de espécies de plantas pioneiras. Essa diversidade
alimentar em Chiroptera torna esses mamiferos importantes prestadores de servigos
ecossistémicos (KUNZ et al., 2011).

2.3 Espécies analisadas

Dryadonycteris capixaba Nogueira, Lima, Peracchi & Simmons, 2012: Espécie descrita
em 2012 (Figura 1), encontrada na reserva natural Vale, pertence a subfamilia
Glossophaginae na qual as espécies evoluiram para uma dieta essencialmente baseada
em néctar, e tem seus aspectos morfoldogicos mais marcantes associados a essa
especializacdo. As espécies da subfamilia Glossophaginae sdo consideradas essenciais
nos ecossistemas em que atuam, participando na polinizagao de centenas de espécies de
plantas, algumas das quais, provavelmente, com total dependéncia deles para sua
reprodugdo (REIS et al., 2007).

Figura 1. Exemplar de Dryadonycteris capixaba. Fonte: Nogueira et al. 2012.

Pygoderma bilabiatum (Wagner, 1843): E uma espécie frugivora, pertence a subfamilia
Stenodermatinae sendo seus representantes considerados Otimos dispersores de
sementes de varias espécies de plantas da regido Neotropical, como Maclura tinctoria,



Ficus enormis e Solanum granuloso-leprosum (FARIA, 1997), E uma espécie
exclusivamente neotropical com ocorréncia no Brasil, Bolivia, Paraguai ¢ Argentina
(SIMMONS, 2005). No Brasil, ocorre em todos os estados das regides sul e sudeste e
presente ainda nos estados de Pernambuco, Alagoas, Paraiba ¢ Bahia (REIS et al. 2007)

(Figura 2).

Figura 2. Exemplar de Pygoderma bilabiatum (Foto: Isaac P. Lima).

Chiroderma villosum Peters, 1860: Espécie da subfamilia Stenodermatinae, distribuida
desde sul do México ao sul do Brasil no Parana, com ocorréncia também na Venezuela,
Colombia, Suriname, Bolivia, Peru, Guiana Francesa, Trinidad e Tobago (REIS et al.,
2007). S@o animais de habito alimentar frugivoro, e assim como Chiroderma doriae
Thomas, 1891, apresenta uma estratégia diferenciada de predacdo de sementes de Ficus
(NOGUEIRA & PERACCHI, 2003) (Figura 3).

Figura 3. Exemplar de Chiroderma villosum (Foto: Isaac P. Lima).

Phyllostomus discolor (Wagner, 1843): Espécie da subfamily Phyllostominae,
distribuida do México as Guianas, Brasil, Bolivia, Paraguai, norte da Argentina e Peru,
Trinidad e ilha Margarida (Venezuela) (SIMMONS, 2005). Assim como as demais
espécies do género, P. discolor tem sido classificada como espécie onivora. Ao longo
de sua distribuicao, entretanto, pode haver predominancia de determinados itens em sua



dieta, e consequente inclusdo em diferentes conjuntos funcionais troficos (REIS et al.,
2007) (Figura 4).

Figura 4. Exemplar de Phyllostomus discolor (Foto: Isaac P. Lima).

2.4 Peptideos reguladores produzidos pelas células endocrinas a serem
investigadas

Serotonina: A 5-hidroxitriptamina ou 5-HT, ¢ um neurotransmissor sintetizado por
neurdnios serotoninérgicos do sistema nervoso central e pelas células enterocromafins
do tubo gastrointestinal, que constituem uma ampla populacdo neste tubo e produzem
mais de 90% da serotonina sintetizada no corpo (AHLMAN & NILSSON, 2001). Este
hormdnio tem uma acdo moduladora geral da conduta afetiva associada a a¢des sobre a
cogni¢cdo e comportamentos homeostaticos. A serotonina ¢ conhecida por estimular a
contragcdo da musculatura lisa do aparelho gastroentérico e provocar a secre¢ao exocrina
(CECCARELLI et al., 1995), além de estimular os neurénios mioentéricos promovendo
respostas vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). Esta também age
aumentando a motilidade intestinal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Colecistocinina (CCK): Assim como a gastrina, pertence a familia CCK/G. Ambas
atuam inibindo o esvaziamento géstrico, por meio da ligacdo em seus receptores ou por
reflexos nervosos (MO & WANG, 1994). A CCK ¢ um hormoénio produzido por células
enteroenddcrinas (células 1) do intestino delgado, presentes especialmente no duodeno e
no jejuno, atuando, principalmente, por mecanismo telécrino (POLAK et al.,1993). Esse
hormoénio atua estimulando a contracdo da vesicula biliar e a secre¢do pancreatica,
incitada por nutrientes no intestino delgado, particularmente por acidos graxos da dieta.
A colecistocinina também age inibindo a ingestdo de alimentos, operando por
mecanismo neurdcrino no centro da fome e da saciedade no Sistema Nervoso Central
(SNC) (RODRIGUES et al., 2005).

Somatostatina: E um mensageiro quimico secretado pelas células D, presentes no
estomago (regido do antro pilorico), intestino e pancreas (RODRIGUES et al., 2005).
Recebeu esta denominagdo por sua capacidade de inibir a liberagdo do hormonio de
crescimento (somatotrofina). Elevadas concentracdes de somatostatina foram detectadas
no pancreas, estomago e duodeno (ARIMURA et al., 1975) esta tem fungdo inibidora
em muitos 6rgdos como tireoide, pancreas, estdmago e vesicula biliar, inibindo também



a liberacdo de hormonios pelas células enteroenddcrinas em sua vizinhanga. A
somatostatina atua nas cé€lulas produtoras de gastrina e nas células semelhantes as
enterocromafins inibindo a liberagdo de suas secrecdes (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013).

Glucagon: E um horménio polipeptidio produzido nas células alfa das ilhotas
pancreaticas e também em células espalhadas pelo TGI. A maior parte destas células
esta classicamente localizada no intestino distal, predominantemente do ileo ao colon
(SANTOS, 2007). Esse hormdnio ¢ secretado quando o nivel de glicemia cai, exercendo
diversas fungdes que sdo diretamente opostas as da insulina. A mais importante consiste
em aumentar a concentragdo de glicose no sangue (GUYTON & HALL, 2002). Outra
fungdo importante consiste em agir em varios tecidos para tornar a energia estocada sob
forma de glicogénio e gordura disponivel pela glicogenodlise e lipolise (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013). Além da baixa concentracdo de glicose sanguinea, a regulagao
desse hormdnio pode ser feita também pelo sistema nervoso autdbnomo como por varios
hormdnios gastrointestinais (SMITH et al., 1988).

Insulina: Exerce um papel central na regulacdo da homeostase da glicose ¢ atua de
maneira coordenada em eventos celulares que regulam os efeitos metabolicos e de
crescimento (HABER et al., 2001). Esse horménio é secretado pelas células B das
ilhotas pancreaticas em resposta ao aumento dos niveis circulantes de glicose e
aminodacidos apos as refeicdes. A insulina regula a homeostase de glicose em varios
niveis, reduzindo a producao hepatica de glicose (via diminui¢ao da gliconeogénese ¢
glicogenoélise) e aumentando a captagdo periférica de glicose, principalmente nos
tecidos muscular e adiposo. A insulina também age estimulando a lipogénese no figado
e nos adipocitos e reduzindo a lipdlise, bem como aumenta a sintese e inibe a
degradagao proteica (CARVALHEIRA et al., 2002).

2.5 Tipos de Comunicac6es Celulares

As agdes dos sistemas nervoso e endocrino, assim como as interagdes entre eles,
sdo realizadas por meio dos mecanismos telécrino, pardcrino, autdcrino e/ou neurdcrino
(GANONG, 1998; REHFELD, 1998) (Figura 5). Para que esses mecanismos ocorram,
faz-se necessario a presenga de moléculas sinalizadoras. Na maioria dos casos, as
células de sinalizagdo secretam moléculas de sinal no fluido extracelular. As moléculas
segregadas podem ser levadas muito longe para atuar em células alvo distantes, ou
podem atuar como mediadores locais (ALBERTS et al., 2004). Além disso, cada célula
tem um conjunto diferente de proteinas receptoras, o qual torna possivel a célula
responder as moléculas sinalizadoras de uma maneira especifica e pré-programada
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

No mecanismo enddcrino, os mensageiros quimicos (hormoénios) sao liberados
na corrente sanguinea, agindo sobre células em locais distantes de onde foram
produzidos, a exemplo da secretina que, sendo liberada pelas células S presentes no
duodeno e jejuno, atua sobre as células principais e parietais do estbmago e sobre o
pancreas exocrino (RODRIGUES et al., 2005).

Outro mecanismo ¢ o pardcrino, neste 0os mensageiros quimicos sdo liberados
nas proximidades do local onde foram produzidos, agindo sobre células vizinhas, a
exemplo da serotonina, liberada pelas células enterocromafins presentes em todo TGI,
com agoes locais sobre a musculatura lisa (RODRIGUES et al., 2005). Normalmente, as



células de sinalizagdo e alvo na sinalizagdo paracrina sdo de tipos celulares diferentes.
Para que os sinais paracrinos atuem apenas localmente, as moléculas segregadas nao
devem ser difundidas demais; por esta razdo, eles sdo frequentemente ocupados
rapidamente por células alvo vizinhas, destruidas por enzimas extracelulares ou
imobilizadas pela matriz extracelular (ALBERTS et al., 2004). Entretanto as células
também podem produzir sinais que eles proprios respondem: isto ¢ referido como
sinalizacdo autocrina. Nesse mecanismo as células controlam a sintese e liberacao dos
seus mensageiros que, quando liberados, atuam sobre os proprios tipos celulares que os
secretaram (RODRIGUES et al., 2005).

Além destes mecanismos, existe também a sinalizagdo sindptica (mecanismo
neurdcrino), exclusiva do tecido nervoso em que moléculas neurotransmissoras agem
nos contatos celulares especializados denominados sinapses, a exemplo do peptideo
intestinal vasoativo (VIP) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Figura 5. Mecanismos de sinalizagdo celular. Fonte: anatovet103.blogspot.com.br.
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RESUMO

CARDOSO, Nathalia das Neves. Aspectos histologico, histoquimico e imuno-
histoquimico do intestino de quatro espécies da familia Phyllostomidae
(Mammalia, Chiroptera). 2017. Tese (Doutorado em Biologia Animal). Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

O presente estudo visou descrever as caracteristicas histoldgicas e histoquimicas do
intestino de quatro espécies da familia Phyllostomidae (Dryadonycteris. capixaba,
Pygoderma. bilabiatum, Chiroderma. villosum e Phyllostomus. discolor), bem como
analisar a presenga de células endocrinas, buscando comparar interespecificamente a
distribuicdo regional e frequéncia das células secretoras de serotonina (SHT),
colecistocinina (CCK) e somastostatina (SOM), no intestino das espécies estudadas. Os
animais analisados foram cedidos da colecdo zoologica do Laboratorio de
Mastozoologia do Departamento de Biologia Animal (DBA) da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Os o6rgdos foram fixados (formalina 10%) e
acondicionados em alcool a 70%. Posteriormente foi encaminhado ao Laboratério de
Histologia e Embriologia da UFRRJ, no qual foram submetidos aos processamentos
histologicos de rotina e aos testes imuno-histoquimicos. Para a andlise histologica, foi
utilizada a técnica de coloragdo pela Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromico de
Gomori (TG) e as técnicas histoquimicas do Acido Periddico + Reativo de Schiff (PAS)
e Alcian Blue pH 2.5 (AB). Histologicamente o intestino das quatro espécies
apresentaram caracteristicas similares. Morfometricamente as espécies frugivoras
apresentaram vilosidades maiores na regido do jejuno, quando comparadas com as
espécies nectarivora e onivora. Dois tipos de células imunorreativas (IR) foram
identificadas na mucosa intestinal das espécies estudadas, células produtoras de SHT e
CCK. As células IR a SHT foi encontrada ao longo de todo o intestino, sendo o tipo
celular predominante. Dentre as espécies estudadas, apenas Dryadonycteris capixaba
ndo apresentou células IR a CCK no intestino. Entre os anticorpos analisados somente
as células IR a SOM nao foram identificadas no intestino das espécies estudadas.
Através deste estudo, notou-se que houve diferenca na distribuicdo e na frequéncia
relativa das células enddcrinas no intestino dos animais estudados.

Palavras-Chave: Histologia, intestino, células enddcrinas, morcegos.



ABSTRACT

CARDOSO, Nathalia das  Neves. Histological, histochemical and
immunohistochemical aspects of the intestine of four species of the family
Phyllostomidae (Mammalia, Chiroptera). 2017. Thesis (Doctor in Animal Biology).
Institute of Biological Sciences and Health. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The present study aimed to describe the histological and histochemical characteristics of
the intestine of four species of the family Phyllostomidae (Dryadonycteris capixaba,
Pygoderma bilabiatum, Chiroderma villosum and Phyllostomus discolor), as well as to
analyze the presence of endocrine cells, searching compare interspecific regional
distribution and frequency of endocrine cells, and secretory cells of serotonin (SHT),
cholecystokinin (CCK) and somastostatin (SOM) in the intestine of the species studied.
The animals were analyzed transferred from the zoological collection of the
Microbiology Laboratory of the Department of Animal Biology (DBA) of the
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). The organs were fixed (10%
formalin) and conditioned in 70% alcohol. Subsequently, it was forwarded to the
Laboratory of Histology and Embryology of UFRRIJ, in which they were submitted to
routine histological processing and immunohistochemical tests. For the histological
analysis, the technique of staining by Hematoxylin and Eosin (HE) and Tricromico de
Gomori (TG) and histochemical techniques of Periodic + Reactive of Schiff (PAS) and
Alcian Blue pH 2.5 (AB) were used. Histologically the intestine of the four species
presented similar characteristics. Morphometrically the frugivorous species had larger
villi in the jejunum region when compared to the nectarivorous and omnivorous species.
Two types of immunoreactive cells (IR) were identified in the intestinal mucosa of the
studied species, SHT and CCK producing cells. IR cells at SHT were found throughout
the intestine, the predominant cell type being. Among the species studied,
Dryadonycteris capixaba only showed no IR cells to CCK in the intestine. Among the
analyzed antibodies only the IR cells to SOM were not identified in the intestine of the
species studied. Through this study, there were differences in the distribution and
relative frequency of the endocrine cells in the intestine of the animals studied.

Keywords: Histology, intestine, endocrine cells, bats.
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1 INTRODUCAO

De maneira geral, a morfologia e histologia dos 6rgaos do aparelho digestorio,
tendem a serem semelhantes entre os mamiferos. Porém, sabe-se que, o trato
gastrointestinal (TGI) dos vertebrados ¢ bem variado, decorrente da diversidade de
exigéncias funcionais causadas por mudangas e diferencas nos hébitos alimentares e nas
condi¢des ambientais. Além disso, variagdes podem ocorrer dependendo de filogenia
(PEREZ-BARBERIA et al., 2001; LANGER, 2003) e¢ da energia necessaria para a
locomogédo (LAVIN et al., 2008).

Dentre os mamiferos, a matriz de habitos alimentares dos morcegos ¢ quase
incomparavel com outras ordens (GILLETE, 1975). Tendo a superfamilia
Phyllostomidae abrangendo o espectro completo de dietas entre os Quirdpteros
(GARDNER, 1977). Tornando-se assim, um grande modelo de estudo em diversas
areas relacionadas a sua biologia, dentre elas a pesquisa anatomo-histologica do
aparelho digestorio.

Segundo Rehfeld (1998) o aparelho gastrointestinal ¢ o maior 6rgdo endocrino
do corpo, tanto em termos de nimero de células endocrinas como em numero de tipos
hormonais, superando qualquer outro o6rgdo. Além disso, o TGI ¢ responséavel por
secretar varios peptideos que influenciam o balancgo energético, a regulacdo da ingestao
de alimentos, o gasto de energia e metabolismo, além de atuar nos efeitos locais
controlando o esgotamento gastrico, a motilidade intestinal e utilizagdo de nutrientes
(BUDDINGTON & KROGDAHL, 2004).

Cabe ressaltar que no intestino dos vertebrados quase todas as atividades
envolvidas no controle fisiolégico durante o jejum ou alimentacdo sdo mediadas pelo
sistema neuroendocrino difuso. As células epiteliais intestinais que pertencem ao
sistema endocrino difuso interagem com componentes do sistema nervoso entérico na
regulacdo das fungdes digestivas, tais como a secrecdo de enzimas, absor¢ao de
nutrientes e a progressdo do alimento através do canal alimentar (CINAR et al., 2006).

Portanto, estudos histologicos e imuno-histoquimico contribuem na
caracterizacdo dos orgdos do sistema digestorio. De modo que possam auxiliar na
melhor compreensao da fisiologia, bem como nas principais variagdes dependente da
filogenia, dieta, e fatores exigentes de energia (STROBEL et al., 2015).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descricao histologica, histoquimica e imuno-histoquimica do intestino de D.
capixaba, P. bilabiatum, C. villosum e P. discolor buscando relacionar
interespecificamente as caracteristicas encontradas.

2.2 Objetivos especificos

e (aracterizar o padrao histologico dos 6rgaos estudados;

e Avaliar através da histoquimica a mucosa do intestino para deteccao de
glicosaminoglicanas (neutras e 4cidas) e relaciond-las com as fungdes
exercidas;
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o C(Caracterizar a presenca e distribuicdo relativa das células enddcrinas
secretoras de serotonina (5HT), colecistocinina (CCK) e somatostatina
(SOM), no intestino das espécies estudadas;

e Relacionar o padrao de vilosidade de acordo com o hébito alimentar.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais estudados

Os animais foram coletados na Reserva Natural Vale e posteriormente foi
retirado o intestino e o mesmo foi fixado em formalina 10% e acondicionado em alcool
a 70%. Todos os exemplares sacrificados foram incorporados a colecdo Adriano L.
Peracchi (ALP), depositada no Laboratério de Mastozoologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). No
presente trabalho foram analisados 12 exemplares adultos de quirdpteros (Tabela 1). Os

espécimes foram coletados através da licenga 15809-1, fornecida pelo ICMBio /
SISBIO.

Tabela 1. Dados sobre os animais estudados

Espécies Habito Numero de NuUmeros de Tombo
Alimentar Individuos
Dryadonycteris capixaba  Nectarivoro 3 ALP9667/ALP10115/ALP10329
Pygoderma bilabiatum Frugivoro 2 ALP10044/ALP10116
Chiroderma villosum Frugivoro 4 ALP10131/ALP10132/ALP10133/ALP10330
Phyllostomus discolor Onivoro 3 ALP10751/ALP10754/ALP10880

3.2 A Reserva Natural Vale: o local de captura dos exemplares estudados

A Reserva Natural da Vale do Rio Doce (Figura 6) ¢ uma das maiores areas
protegidas de Mata Atlantica brasileira. Estd localizada ao norte do estado do Espirito
Santo, entre os municipios de Linhares e Jaguaré, com 22 mil hectares, altitude variando
entre 28-65m, clima quente e imido, com esta¢do chuvosa no verdo e seca no inverno e
vegetacao composta por florestas de tabuleiro, em seu estado original. Situa-se entre os
paralelos 19°06’-19°18°S e os meridianos 39°45°-40°19” W, e junto com a Reserva
Bioldgica de Soretama representa 60% dos remanescentes contiguos deste ecossistema
no estado, que conta, com 30,3% das suas florestas naturais (Funda¢do SOS Mata
Atlantica, 2002).

A Reserva ¢ um centro de referéncia nacional na fabricacdo de mudas de
espécies da Mata Atlantica, que ajudam na recuperacdo de dareas degradadas e
restauragcdo de ecossistemas florestais nas mais diferentes regides do pais. A Reserva
Natural Vale ¢ um dos 14 centros de alta diversidade e endemismo do Brasil e uma
das areas de conservagdo mais bem protegidas da América do Sul, tendo adquirido o
titulo de Patrimdnio Natural da Humanidade pela UNESCO em 1999. Além disso,
a Reserva possui diretrizes voltadas a protecao e conservagao da biodiversidade, com
atividades que abrangem a protecdo ecossistémica, disseminagdo de germoplasma,
implantagdo e conducdo do programa de pesquisa envolvendo ecossistemas tropicais,
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capacitacdo e treinamento de mao de obra, além do desenvolvimento tecnoldgico para a
recuperagao de ecossistemas degradados (Fonte: www.vale.com).

Figura 6. Mapa com a localizagdo da Reserva Natural Vale.

3.3 Analises Histologicas e Histoquimicas

O material fixado foi encaminhado ao Laboratorio de Histologia e Embriologia
da UFRRJ. Fragmentos do intestino foram clivados em segdes transversais e
longitudinais e submetidos aos processamentos histologicos de rotina que incluem:
desidratacao (em uma série crescente de etanol - 70° GL a 100° GL), diafanizagdo em
xilol, impregnag¢do e inclusdo em Histosec-parafina (Merck, Darmstadt, Germany) para
obten¢do de cortes com 5 um espessura. Os cortes foram corados com Hematoxilina-
Eosina (HE) para o exame do 6rgdo, e por Tricromico de Gomori (TG) para observagao
de tecido colageno. Os cortes também foram submetidos aos métodos histoquimicos do
acido periddico de Schiff (PAS) e do Alcian Blue (AB) pH 2.5, para detec¢do de
glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e acidas, respectivamente.

3.4 Estudo imuno-histoquimico

Para o método Imuno-histoquimico foi utilizado o kit Starr Trek Universal HRP
Detection System (Codigo: 901-STUHRP700-090314). Neste estudo os cortes
histolégicos foram submetidos as etapas de procedimento de rotina da técnica de
imuno-histoquimica, incluindo a incubagdo com os anticorpos especificos para:
serotonina (5-HT) (Coédigo: S 5545 - Sigma-Aldrich, inc.), colecistocinina (CCK)
(Codigo: C 2581 Sigma-Aldrich, inc) e somatostatina (SOM) (Codigo: A 0566 -
Dakocytomation). Apods o processamento imuno-histoquimico, os cortes foram
contracorados pela hematoxilina de Harris, desidratados em dalcool, diafanizados em
xilol e as laminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck). Para garantir a
especificidade das reagdes, controles positivos e negativos foram utilizados. Os
controles negativos foram definidos por substituicdo dos anticorpos primarios por soro
ndo imune, e para os controles positivos foram utilizados cortes dos tipos de tecidos
indicados no datasheet de cada anticorpo.
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3.5 Observac0es e fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotomicrografias foram feitas com camera
digital Sony Cybershot DSCW 230 acoplada ao microscopio Olympus BX41.

Na mensuracdo das vilosidades do intestino delgado, foram empregadas quatro
laminas para cada um dos segmentos e realizadas dez medidas aleatorias, em pum, da
tunica mucosa, em aumento de 100X, perfazendo o total de 40 repeti¢cdes por segmento
para cada espécie.

Na quantificagdo das células endocrinas imunorreativas localizadas na mucosa
dos segmentos intestinais, foram utilizadas quatro laminas correspondentes a cada um
dos segmentos, com dez repeticdes por lamina, sendo demarcada uma area
correspondente a tiinica mucosa, em mm? , visualizada em aumento de 100X.

3.6 Analise quantitativa das células imunorreativas e mensuracao das vilosidades

As fotomicrografias foram analisadas e a frequéncia relativa das células
endocrinas imunorreativas (IR) e a mensuragdo das vilosidades aferidas, através de um
analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o calculo da média +
SD (desvio padrio) por unidade de 4rea (mm®) da mucosa.

4 RESULTADOS

Em todas as espécies o intestino foi dividido em dois segmentos: delgado
(subdividido em: duodeno, jejuno e ileo) e grosso, sendo este tltimo segmento de dificil
diferenciagdo macroscopica. Histologicamente o intestino ¢ formado por quatro distintas
camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Figura 7).

Figura 7A. Fotomicrografia do intestino delgado de D. capixaba. Destaque para as
camadas histologicas: Mucosa, com vilosidades (V) e glandula intestinais (Gi),
Submucosa (*), Muscular interna (I) e externa (E) e Serosa (seta). (630X) (TG).
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4.1 Descricdes histoldgicas e histoquimicas do intestino das espécies estudadas
4.1.1 Duodeno

A tinica mucosa ¢ revestida por epitélio cilindrico simples com células
caliciformes e planura estriada. Logo abaixo ¢ localizada a 1amina propria constituida de
tecido conjuntivo frouxo contendo glandulas intestinais simples (Figura 8B) e a
presenca moderada de vasos sanguineos. A muscular da mucosa s6 foi visualizada na
espécie P. discolor (Figura 9C).

A tnica submucosa ¢ delgada na maioria das espécies, exceto em P. discolor,
na qual se encontra um pouco mais desenvolvida (Figura 9C). Esta ¢ constituida de
tecido conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos ¢ plexo submucoso, ¢ desprovida de
glandulas na maior parte do duodeno (Figuras 8B e 8F). Sendo visualizada apenas na
regido de transi¢do (estdbmago/intestino) nas espécies P. discolor ¢ P. bilabiatum
(Figuras 8C e 8D). A tlnica muscular encontra-se nitidamente dividida em duas
camadas, uma circular interna; e outra mais delgada longitudinal externa, entre as
tunicas observou-se a presenca de plexo mioentérico (Figura 8F). Externamente foi
visualizada a tinica serosa composta por uma pequena faixa de tecido conjuntivo,
revestido externamente por epitélio simples pavimentoso (mesotélio).

A altura das vilosidades na regido duodenal foi diferente entre as espécies
estudadas (Tabela 2).

Quanto a marcacao histoquimica, as células mucossecretoras apresentaram
granulos de secrecdo positivos ao PAS (marcando célula, planura estriada e glandula
duodenal) e AB (marcando células), indicando GAG’s neutras e 4cidas, respectivamente
(Figuras 9 e 10). Essa marcagao foi diferente entre as espécies estudadas (Tabela 3).
Exceto na espécie C. vilosum a marcagao para PAS ndo foi visualizada nessa regio.

Nodulos linfoides foram encontrados no duodeno da espécie P. discolor (Figura
8E).

Tabela 2. Altura das vilosidades intestinais das espécies estudadas (média + SD).

~ Segmentos do Altura das vilosidades (um)
intestino delgado D. capixaba P. discolor P. bilabiatum C. villosum
Duodeno 59,98 + 5,17 51,49+13,88 39,02+4,32 53,13+5,90
Jejuno 45,5249,73 47,85+7,73 76,82+12,41 88,19+12,81
ileo 45,74+£3,64 38,1945,68 58,74+12,98 41,86+5,68

Tabela 3. Analise histoquimica dos intestinos das espécies estudadas.

Segmentos dos intestinos

Espécies analisadas Duodeno Jejuno fleo Intestino Grosso
AB pH25 PAS ABpH25 PAS AB pH25 PAS AB pH25 PAS
D. capixaba ++ ++ ++ ++ +++ +++ +4+ +++

P. bilabiatum + ++ ++ ++ +++ +++ * *

C. villosum + - + + + + ++ "
P. discolor ++ ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++

AB, Alcian blue; PAS, Acido periodico + Reagente de Schiff. Intensidade: (-) coloragio ndo observada, (+) fracamente
corados, (+) baixo, (++) médio e (+++) alto. Orgdo Nao Visualizado (*).
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Figura 8 (A-F). Fotomicrografias em HE do intestino delgado das quatro espécies estudadas: (A) Regido de
transi¢do gastrointestinal da espécie C. villosum, evidenciando o estomago (Est.), pancreas (P) e o intestino (Int.)
(300x). (B) Visao geral do duodeno de D. capixaba, destaque para a presenca de vaso sanguineo na submucosa (*) e
glandulas intestinais simples (Gi) na mucosa (300x). (C) Regido duodenal da espécie P. discolor com destaque para as
glandulas de Briinner (GB) na submucosa (300x). (D) Regido de transi¢do gastrointestinal da espécie P. bilabiatum
evidenciando o estdmago (Est.) e o intestino (Int.), com destaque para a presenca de glandulas de Briinner (GB) na
submucosa (300x). (E) Destaque para a presenga de nddulo linfoide no duodeno de P. discolor (300x). (F) Presenga
do Plexo submucoso (PS) e Plexo mioentérico (PM) (1150x).
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Figura 9 (A-D). Fotomicrografias em PAS do duodeno das quatro espécies estudadas: (A) Visao geral do
duodeno da espécie C. villosum, sem marcacdo para GAG’s neutras (300x). (B) Regido duodenal de D. capixaba,
com marcagdo positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta) e planura estriada (630x). (C)
Visualizagdo da Muscular da Mucosa (*) e das Camadas Submucosa (SM) ¢ Muscular, além da marcagao
positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta) e planura estriada (seta) da espécie P. discolor (630x).
(D) Marcagéo positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta), planura estriada (seta) e glandulas de
Briinner da espécie P. bilabiatum (630x).

17



Figura 10 (A-D). Fotomicrografias do duodeno das quatro espécies estudadas com marcagdo positiva das células
caliciformes (seta) para GAG’s acidas: (A) Regido de transi¢do do estdmago (Est.) para o intestino (Int.) da
espécie C. villosum (300x). (B) Espécies D. capixaba (630x). (C) Espécie P. discolor (300x). (D) Regiao de
transi¢do do estdmago (Est.) para o intestino (Int.) da espécie P. bilabiatum (300x). (AB).
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4.1.2 Jejuno

O jejuno apresentou caracteristica histologica similar a regido anterior.

A tunica mucosa ¢ formada por um epitélio cilindrico simples com células
caliciformes e planura estriada (Figuras 11C e 11E). Logo abaixo ¢ localizada a lamina
propria constituida de tecido conjuntivo frouxo contendo glandulas intestinais simples.
A muscular da mucosa ¢ ausente. Nessa regido as espécies frugivoras apresentaram o
comprimento das vilosidades maior que as demais espécies (Tabela 2) (Figuras 11A e
11D).

A tinica submucosa ¢ extremamente delgada, formada de tecido conjuntivo
frouxo e poucos vasos sanguineos. A tinica muscular ¢ formada por musculo liso, com
a camada interna circular e a externa longitudinal, e por plexos miontéricos (Figura
11C). A tlnica serosa ¢ composta por tecido conjuntivo frouxo, revestido externamente
por epitélio simples pavimentoso.

Quanto a marcagdo histoquimica, houve diferenca interespecifica (Tabela 3). As
c¢lulas mucossecretoras apresentaram granulos de secre¢do positiva ao PAS (marcando
células e planura estriada) e AB (marcando células), indicando GAG’s neutras e acidas,
respectivamente (Figuras 12 e 13).
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Figura 11 (A-E). Fotomicrografias em HE do intestino delgado das quatro espécies estudadas: (A) Visdo geral do
jejuno de C. villosum, com destaque para as vilosidades (*) (300x). (B) Visdo geral do jejuno de D. capixaba
(300x). (C) Visao geral do jejuno da espécie P. discolor com evidencia para o plexo mioentérico (seta) (630x) (D)

Visao geral do jejuno de P. bilabiatum, com destaque para as vilosidades (*) (300x). (E) Destaque em maior
aumento para o epitélio intestinal (Jejuno) (1150x).
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Figura 12 (A-D). Fotomicrografias em PAS do jejuno das quatro espécies estudadas: (A) Visdo geral do jejuno da
espécie C. villosum, com destaque para marcagdo positiva (seta) das GAG’s neutras (630x). (B) Regido do jejuno de
D. capixaba, com marcagdo positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta) e planura estriada (seta)
(630x). (C) Marcagao positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta) ¢ planura estriada (seta) da espécie
P. discolor (1150x). (D) Marcagdo positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes (seta) e planura estriada
(seta) da espécie P. bilabiatum (630x).
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Figura 13 (A-D). Fotomicrografias do intestino delgado das quatro espécies estudadas com marcagdo positiva das
células caliciformes (seta) para GAG’s acidas: (A) Visdo geral do jejuno da espécie C. villosum (300x). (B) Visao
geral do jejuno da espécie D. capixaba (300x). (C) Visao geral do jejuno de P. discolor (300x). (D) Visao geral do
jejuno da espécie P. bilabiatum (300x). (AB).

4.1.3 lleo

Essa regido foi caracterizada por apresentar um epitélio cilindrico simples com
células caliciformes e planura estriada (Figura 15A e 15C). Pode-se observar um
decréscimo no numero e na altura das vilosidades (Tabela 2), e um aumento das células
caliciformes, principalmente na espécie P. discolor (Figura 14C). Assim como nas
regides anteriores, logo abaixo ¢ localizada a ldmina propria constituida de tecido
conjuntivo frouxo contendo glandulas intestinais simples, sendo mais evidente em P.
discolor (Figura 14C). A muscular da mucosa ¢ ausente.

A tlnica submucosa ¢ formada de tecido conjuntivo frouxo e poucos vasos
sanguineos. Nessa camada foram observados nodulos linfoides (Figuras 16D e 16E). A
tunica muscular ¢ formada por musculo liso, com a camada interna circular e a externa
longitudinal, e por plexos miontéricos. A tlnica serosa ¢ composta por tecido
conjuntivo frouxo, revestido externamente por epitélio simples pavimentoso.
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Quanta a marcagao histoquimica, houve diferenca interespecifica (Tabela 3). As
células mucossecretoras apresentaram granulos de secre¢do positiva ao PAS (marcando
célula e planura estriada) e AB (marcando células), indicando GAG’s neutras e acidas,
respectivamente (Figuras 15 e 16).

Figura 14 (A-D). Fotomicrografias em HE do intestino delgado das quatro espécies estudadas: (A) Visao geral do
ileo da espécie C. villosum, com destaque para os vasos sanguineos (VS) na camada mucosa (630x). (B) Visao
geral do ileo de D. capixaba (300x). (C) Regido do ileo da espécie P. discolor evidenciando a camada submucosa
(SB) e a camada muscular interna (I) e externa (E), destaque para uma grande quantidade de células caliciformes
(seta) (300x). (D) Visao geral do ileo da espécie P. bilabiatum (300x).
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Figura 15 (A-D). Fotomicrografias em PAS do ileo das quatro espécies estudadas: (A) Visdo em maior aumento
das vilosidades da espécie C. villosum, com destaque para marcagdo positiva das GAG’s neutras na planura
estriada (seta) (1150x). (B) Espécie D. capixaba, com marcagdo positiva para GAG’s neutras nas células
caliciformes (seta) (630x). (C) Marcagdo positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes do epitélio (seta)
e criptas (seta) da espécie P. discolor (630x). (D) Marca¢do positiva para GAG’s neutras nas células
caliciformes (seta) e planura estriada (seta) da espécie P. bilabiatum (300x).
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Figura 16 (A-E). Fotomicrografias do ileo das quatro espécies estudadas: (A) Espécie C. villosum com marcagao
positiva das células caliciformes (seta) para GAG’s acidas (300x). (B) Espécie D. capixaba, com marcagdo
positiva para GAG’s acidas nas células caliciformes (seta) (630x). (C) Marcagdo positiva para GAG’s acidas nas
células caliciformes do epitélio (seta) e criptas (seta) da espécie P. discolor (630x). (D) Marcagao positiva para
GAG’s acidas nas células caliciformes (seta) da espécie P. bilabiatum, destaque para presenca de nddulo linfoide
(NL) (300x). (E) Corte longitudinal do ileo da espécie D. capixaba evidenciando nédulo linfoide (NL) (300x).
(AB).
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4.1.4 Intestino grosso

Nesta regido foi observado o surgimento de pregas intestinas e perda de
vilosidades nas espécies C. villosum, P. discolor e D. capixaba (Figuras 17A 17B e
17C). Em P. bilabiatum, nao foi possivel visualizar a regido do intestino grosso.

A tinica mucosa ¢ revestida por epitélio cilindrico simples com células
caliciformes. A lamina propria é constituida de tecido conjuntivo frouxo contendo
glandulas intestinais simples tubulares (criptas de Lieberkiihn) variando em quantidade
e tamanho de acordo com a espécie estudada (Figuras 17B e 17C). Nota-se ainda, a
presenca moderada de vasos sanguineos. A muscular da mucosa foi evidenciada apenas
nas espécies C. villosum e P. discolor sendo constituida por uma camada de musculo
liso (Figuras 17A e 17D).

A tlnica submucosa apresenta-se constituida de tecido conjuntivo frouxo, com
poucos vasos sanguineos e desprovida de glandulas (Figura 17D).

A tinica muscular ¢ nitidamente mais espessa nas espécies C. villosum e P.
discolor, quando comparada a regido do intestino anterior. Essa se encontra dividida em
duas camadas, uma mais grossa, a camada muscular circular interna; e outra mais
delgada, a camada muscular longitudinal externa (Figura 17A). Interpondo-se entre elas
¢ visualizado o plexo mioentérico. A tinica serosa que envolve a tinica muscular é
composta por uma pequena faixa de tecido conjuntivo, revestido externamente por
epitélio simples pavimentoso (mesotélio).

Quanta a marcagdo histoquimica, as células mucossecretoras apresentaram
granulos de secrecdo positiva ao PAS e ao AB, indicando GAG’s neutras e acidas,
respectivamente (Figuras 18 e 19).

Nodulos linfoides ndo foram observados na espécie D. capixaba.
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Figura 17 (A-D). Fotomicrografias em HE do intestino grosso das quatro espécies estudadas: (A) Visdo geral do
intestino grosso da espécie C. villosum, evidenciando as glandulas intestinais (Gi) e vasos sanguineos na camada
mucosa, destaque para espessa camada muscular interna (MI) e externa (ME) (150x). (B) Visdo geral do intestino
grosso de D. capixaba (630x). (C) Regido do intestino grosso da espécie P. discolor com destaque para as
numerosas glandulas intestinais (Gi) e presenga de nodulo linfoide na mucosa (300x). (D) Destaque para presenga
da muscular da mucosa de P. discolor (630x).
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Figura 18 (A-B). Fotomicrografias em PAS do intestino grosso das quatro espécies estudadas: (A) Visdo geral da
espécie C. villosum, com destaque para marcacdo positiva das GAG’s neutras na planura estriada (seta) (630x).
(B) Marcagao positiva para GAG’s neutras nas células caliciformes do epitélio (seta) e criptas da espécie P.

discolor (300x).

Figura 19 (A-B). Fotomicrografias do intestino grosso das quatro espécies estudadas: (A) Espécie C. villosum
com marcagdo positiva das células caliciformes (seta) para GAG’s acidas, destaque para a presenca de nodulo
linfoide (NL) (300x). (B) Marcacao positiva para GAG’s acidas nas células caliciformes do epitélio e criptas

(seta) da espécie P. discolor (300x).
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4.2 andlise imuno-histoquimica de células do sistema neuroendocrino difuso no
intestino das espécies estudadas

Com a verificacdo das laminas submetidas aos testes imuno-histoquimicos,
observou-se que, dentre os anticorpos utilizados (SHT, CCK e SOM), apenas a
somatostatina nao obteve marcagdo ao longo do intestino. Quanto a morfologia das
células endocrinas marcadas, dois padrdes foram visualizados, tanto as células ditas do
“tipo aberto”, quanto as ditas do “tipo fechado”.

4.2.1 Células imunorreativas a Serotonina (5-HT)

As células IR a 5-HT foram evidenciadas ao longo de todo o intestino nas
espécies estudadas, ocorrendo tanto no epitélio intestinal quanto nas glandulas (Figuras
20B, 20D, 21A ¢ 21C). Entre os anticorpos estudados (SOM, CCK e 5-HT) as células IR
a 5-HT foram as mais abundante (Tabela 4).

A frequéncia e a distribuicdo de células IR a 5-HT foram diferentes entre os
animais estudados (Tabela 4). As espécies C. villosum e P. discolor apresentaram células
IR a 5-HT ao longo de todo o intestino (Figuras 20, 21, 22 e 23). Ja em P. bilabiatum
esse tipo celular so foi identificado no intestino delgado (Figuras 20, 21 e 22). Em D.
capixaba, essas células foram mais evidentes na porg¢ao final do intestino (ileo ¢ intestino
grosso) (Figuras 22B e 23B). Os dois padrdoes morfoldgicos foram observados em todas
as espécies ao longo do intestino, visualizando tanto células do “tipo aberto” quanto do
“tipo fechado”, sendo este o padrao morfologico predominante (Figuras 21A e 21B).

Apenas em P. discolor foi visualizado marcagdo do plexo mioentérico (Figura
200).

Tabela 4. Distribui¢ao e frequéncia (média + SD) de células endocrinas no intestino das espécies estudadas.

Segmentos do intestino

Espécies

Analisadas Duodeno Jejuno ileo Intestino Grosso
5HT CCK 5HT CCK S5HT CCK S5HT CCK
D. capixaba - - - - 11,8429 - 3,8+1,2 -
P. bilabiatum 13,3+2,8 - 8,1+2,3 - 10,1£1,9  9,5+1,3 * *
C. villosum 14,0£2,4  10,1+2.8 21,2439 8,3x14 13,742,8 10,6+2,3 10,434 6,1£1,3
P. discolor 7,3£0,9  10,2+2,0 89+1,2 114425 9,6£2,0 8,5+14 42+1,0 7,8£1,9

(-) marcagio ndo observada. Orgdo Nio Visualizado (*).
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Figura 20 (A-E). Fotomicrografias de células IR & serotonina na regido do duodeno: (A) Espécie C. villosum
com células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal, destaque para a célula do tipo aberto (seta) (630x). (B)
Espécie P. bilabiatum com células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal, destaque para a célula do tipo
aberto (seta) (630x). (C) Espécie P. discolor com marcagido do plexo mioentérico (*) (1150x). (D) Marcacao das
células IR a 5-HT nas glandulas intestinas (seta) da espécie P. bilabiatum (300x). (E) Espécie P. discolor com
células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal (seta) (630x).
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Figura 21 (A-C). Fotomicrografias de células IR & serotonina na regiao do jejuno: (A) Espécie C. villosum com
células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal, destaque para a célula do tipo aberto (seta) (630x). (B) Espécie
P. bilabiatum com células IR a 5-HT no epitélio (seta) e glandula intestinal (seta) (300x). (C) Corte longitudinal
do jejuno da espécie P. discolor com células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal (seta) (300x).
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Figura 22 (A-D). Fotomicrografias de células IR a serotonina na regido do ileo: (A) Espécie C. villosum com
células IR a 5-HT no epitélio (seta) e glandula intestinal (300x). (B) Espécie D. capixaba com células IR a 5-HT
no epitélio (seta) e glandula intestinal (seta), destaque para a presenga de nddulo linfoide (NL) (300x). (C) Espécie
P. bilabiatum com células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal, destaque para a célula do tipo aberto (seta)
(630x). (D) Espécie P. discolor com células IR a 5-HT no epitélio e glandula intestinal (seta) (300x).
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Figura 23 (A-C). Fotomicrografias de células IR a serotonina no intestino grosso: (A) Espécie C. villosum com
células IR a 5-HT no epitélio (seta) e glandula intestinal (seta) (630x). (B) Espécie D. capixaba com células IR a
5-HT na glandula intestinal (seta), (1150x). (C) Espécie P. discolor com células IR a 5-HT na glandula intestinal

(seta) (630x).
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4.2.2 Células imunorreativas a Colecistocinina (CCK)

As células IR a CCK foram evidenciadas ao longo de todo o intestino nas
espécies P. discolor e C villosum. Ja na espécie P. bilabiatum esse tipo celular s6 foi
evidenciado na por¢ao do ileo, e em D. capixaba esse tipo celular ndo foi evidenciado
(tabela 4). As células IR a CCK ocorreram tanto no epitélio intestinal quanto nas
glandulas (Figuras 24, 25, 26 ¢ 27)

A frequéncia e a distribui¢do de células IR a CCK foram semelhantes entre as P.
discolor ¢ C villosum (Tabela 4). Dentre os padrdoes morfologicos apresentados, as
células do “tipo fechado” (Figura 25D) foram observadas em maior quantidade quando
comparadas com as do “tipo aberto” (Figura 25C).

4.2.3 Células imunorreativas a Somatostatina (SOM)

As células IR a SOM nao foram evidenciadas ao longo do intestino das espécies
estudadas.

Figura 24 (A-B). Fotomicrografias de células IR a colecistocinina na regido do duodeno: (A) Espécie C.
villosum com células IR a CCK no epitélio e glandula intestinal, destaque para a célula do tipo aberto (seta) no
epitélio (630x). (B) Espécie P. discolor com células IR @ CCK no epitélio e glandula intestinal (seta), corte
longitudinal (630x).
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Figura 25 (A-D). Fotomicrografias de células IR a colecistocinina na regido do jejuno: (A) Visdo geral do jejuno
da espécie C. villosum com marcagao positiva para células IR a CCK (300x). (B) Visdo geral do jejuno da espécie
P. discolor com marcagdo positiva para células IR a CCK (300x). (C) Visdo em maior aumento do corte
longitudinal do epitélio da espécie C. villosum, evidenciando uma célula do tipo aberto (1150x). (D) Visdo do
epitélio da espécie P. discolor com células IR a CCK (seta) (630x).
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Figura 26 (A-C). Fotomicrografias de células IR & colecistocinina na regido do ileo: (A) Espécie C. villosum
com células IR a CCK no epitélio e glandula intestinal (seta) (630x). (B) Espécie P. discolor com células IR a
CCK no epitélio e glandula intestinal (seta) (300x). (C) Espécie P. bilabiatum com células IR a CCK na glandula

intestinal (seta) (1150x).

Figura 27 (A-B). Fotomicrografias de células IR a colecistocinina no intestino grosso: (A) Espécie C. villosum
com células IR a CCK no epitélio (seta) e glandula intestinal (1150x). (B) Visdo geral do intestino grosso da
espécie P. discolor com células IR a CCK na glandula intestinal (300x).
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5 DISCUSSAO

O trato intestinal € um 6rgao com alto custo metabodlico a ser mantido e consome
aproximadamente 20% de toda a energia que entra durante a digestdo e absor¢do de
nutrientes da dieta (CANT et al., 1996). Anatomicamente o intestino ¢ um tubo oco
muscular com uma forma irregular e ¢ dividido em duas regides, delgado e grosso
(DYCE et al.,2010). No presente estudo, assim com em outras espécies de quiropteros
(MACHADO-SANTOS et al., 2009; STROBEL et al., 2015), o intestino foi dividido
em dois segmentos: delgado (subdividido em: duodeno, jejuno e ileo) e grosso, sendo
este ultimo segmento de dificil diferenciagdo macroscépica. No geral, em quirdpteros, o
intestino grosso € curto € ndo forma os segmentos ascendente e transverso (FORMAN
etal., 1979).

Histologicamente, a parede do intestino das espécies D. capixaba, P. bilabiatum, C.
villosum e P. discolor foi similar a de outros mamiferos quanto a sua constituicao,
estando presentes as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa (OFUSORI et
al.,2008; PAKSUZ & PAKSUZ, 2015). Entretanto em morcegos, essas camadas sdo
muito mais delgadas. Um estudo comparativo entre morcegos e outros mamiferos
roedores, verificaram que os morcegos tendem a ter menos tecido intestinal, o que seria
uma vantagem para os quiropteros por facilitar a decolagem e a realizagdo de manobras
durante o voo (CAVIEDES-VIDAL et al., 2008).

Assim como na maioria das espécies, a camada mucosa do intestino delgado
apresenta uma morfologia variavel. Principalmente no que diz respeito a forma,
tamanho e quantidade de vilosidades. Gadelha-Alves et al. (2008) apds avaliar os
intestinos delgado e grosso de cinco espécies de quiropteros filostomideos em relagdo a
seus habitos alimentares, observou que a espécie frugivora Sturnira lilium (E. Geoffroy,
1810), apresentou vilosidades mais longas que outros quirdpteros de hébito alimentar
diferente. Resultado similar foi encontrado nesse estudo nas espécies P. bilabiatum e C.
villosum, sendo este padrao melhor visualizado na regiao do jejuno. Ja as espécies D.
capixaba e P. discolor apresentaram um padrao regressivo, com vilosidades maiores no
duodeno e diminuindo ao longo das demais regides do intestino delgado, assim como
em Myotis myotis (Borkhausen, 1797) (PAKSUZ, 2014). Segundo Forman et al. (1979)
estas grandes vilosidades teriam o papel de retarda o transito do bolo alimentar e
consequentemente, permitir uma melhor absor¢cdo dos nutrientes nele contido, além de
desempenhar um papel importante, ajudando a complementar o movimento peristaltico
de contrapeso a gravidade quando os animais estdo em sua postura normal (SELIM &
NAHAS, 2015).

Ainda em relacdo a mucosa, o epitélio intestinal, foi semelhante ao encontrado em
outros mamiferos, sendo do tipo cilindrico simples com planura estriada e células
caliciformes. Equivalente ao observado em ratos, pangolin e morcegos (OFUSORI et
al.,2008; SELIM & NAHAS, 2015), sendo as células caliciformes encontradas em
quantidade variavel, tornando-se mais numerosas ao longo do tubo. Além disso, a
quantidade de células caliciformes também pode alterar de acordo com a espécie
estudada. Neste estudo a espécie P. discolor foi a que mais apresentou células
caliciformes. Essa variac¢do interespecifica também foi observada em outras espécies de
morcegos por Ishikawa et al. (1985), Tedman & Hall (1985), Makanya & Maina (1994)
cujo os quirdpteros apresentaram menos células caliciformes do que S. lilium,
Phyllostomus hastatus (Pallas, 1767), Carollia perspicillata (Linnaeus, 1758) e
Glossophaga soricina (Pallas, 1766) (GADELHA et al., 2008), o que pode estar
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associado ao tipo de alimento consumido e a presenca ou ndo de alimento no trato
intestinal (MELLO et al., 2012).

Quanto a histoquimica, a marcacdo foi diferente entre as espécies estudadas. D.
capixaba, P. bilabiatum e P. discolor apresentaram coloragdo positiva para PAS ¢ AB
pH 2,5 para todas as regides estudadas do intestino. Ja em C. villosum, além de uma
marcacdo menos expressiva ao longo do intestino, essa espécie ndo apresentou
marcagdo para GAG’s neutras na regido do duodeno. Embora as mucinas no sistema
digestorio dos vertebrados sejam semelhantes em suas propriedades macromoleculares,
elas variam dependendo do segmento do trato com respeito a quantidade de
mucossubstancias acidas ¢ neutras (FERRI et al., 1999). Além disso, a distribuigdo das
mucinas gastrointestinais pode variar de acordo com o nimero de células secretoras,
tipo de célula, regido anatomica, condigdo patoldgica e espécie (SCILLITANI et al.,
2007). Ambas as mucinas acidas e neutras tém sido propostas para aumentar a
viscosidade do muco (BANSIL & TURNER, 2006), entretanto as mucinas acidas sao
relatadas como tendo maior viscosidade em comparagdo com as mucinas neutras
(PINKY et al., 2008).

Uma regido de dificil visualizacdo no intestino delgado dos quirdpteros ¢ a
muscular da mucosa, pois consiste em uma camada de tecido muito fina (GADELHA-
ALVES et al., 2008). Nas espécies estudadas a muscular da mucosa s6 foi visualizada
no intestino de P. discolor. Essa subcamada promove o movimento da camada mucosa,
independentemente de outros movimentos do trato digestorio, aumentando o contato da
mucosa com o alimento (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). Todavia em D.
capixaba, P. bilabiatum, e C. villosum foram visualizados muitos plexos miontéricos ao
longo de todo o intestino, promovendo também a contracdo intestinal, facilitando a
absor¢do do alimento.

Na camada submucosa, da regido duodenal, foram observadas as glandulas de
Briinner nas espécies P. discolor ¢ P. bilabiatum. Essas glandulas sdo especificas de
mamiferos (SCHUMACHER et al., 2004) Em alguns morcegos, elas sdo restritas a
parte inicial do duodeno diretamente apos o piloro (ISHIKAWA et al., 1985). Assim
como em Pipistrellus pipistrellus (Schreber, 1774) (STROBEL et al., 2015) essas
também ndo foram observadas em D. capixaba e C. villosum.

Na maioria dos mamiferos, uma importante colecdo de células linfoides, as
placas de Peyer, estdo presente no intestino. Elas estdo localizadas na submucosa e na
lamina prépria do intestino delgado e sdo essenciais para a iniciagdo e regulagdo das
respostas imunes (KARARLI, 1995). Na espécie P. discolor os nddulos linfoides foram
identificados na regido do duodeno, enquanto que em D. capixaba, P bilabiatum e C.
villosum esses estavam presentes exclusivamente no ileo. Nickel et al. (1973) afirmou
ainda que o niimero, o tamanho e a forma dos nodulos linfoides, estando eles isolados
ou associados, variam com a espécie, idade, regido intestinal € com a dieta do animal.
Podendo estes encontrar-se bem distribuidos ao longo do trato nos morcegos
(GADELHA-ALVES et al., 2008).

A mucosa do intestino grosso nas espécies D. capixaba, C. villosum e P.
discolor apresentou pregas e criptas, sendo de acordo com as descritas para outros
morcegos (GADELHA-ALVES et al., 2008; PAKSUZ & PAKSUZ, 2015). Em P.
pipistrellus foi observado que o intestino grosso consistia apenas de colon e reto e
faltava um ceco e apéndice (STROBEL et al.,, 2015). Em algumas espécies de
morcegos, o intestino grosso pode até mesmo estar composto apenas pelo reto (OKON,
1977; SCILLITANI et al., 2007). Esse intestino mais curto levaria a redu¢ao do peso
corporal facilitando manobras realizadas durante o voo, além de aumentar o transito e a
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absor¢do de nutrientes (CAVIEDES-VIDAL et al., 2007; CAVIEDES-VIDAL et al.,
2008).

O epitélio dessa regido foi semelhante ao delgado, entretanto o intestino grosso
continha mais células caliciformes que produzem muco. Estas caracteristicas do
intestino grosso ajudam na producdo de fezes e movimento fecal durante a defecacdo
(KONIG & LIEBICH, 2007; DYCE et al.,2010). Além de muitas células caliciformes é
comumente encontrado no intestino grosso agregados de nodulos linfoides, devido o
fato de que nessa regido o bolo fecal acumula, aumentando a superficie de contato deste
com o epitélio, podendo haver também a contaminagdo proveniente do meio externo
proximo a regido anal. Essa riqueza em tecido linfoide também est4 relacionada com a
populagdo bacteriana abundante no intestino grosso (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2013). Estes nodulos foram visualizados apenas nas espécies C. villosum e P. discolor.

Muitas caracteristicas histologicas geralmente encontradas no intestino de
morcegos também foram observadas nas espécies estudadas, como a camada muscular
composta de uma camada circular interna, sendo essa mais espessa na regido do
intestino grosso, ¢ uma camada longitudinal externa, além de uma serosa, formada por
tecido conjuntivo frouxo coberto por um mesotélio. O mesmo ocorreu em G. soricina,
Rousettus aegyptiacus (E. Geoffroy, 1810) e Taphozous nudiventris Cretzschmar, 1830
(GADELHA-ALVES et al., 2008; SELIM & NAHAS, 2015).

A descoberta de numerosos peptideos reguladores existentes comumente no
Sistema Nervoso Central (SNC), Sistema Nervoso Periférico, (SNP) e no Sistema
Gastroenteropancreatico (GEP), estabelecendo o Sistema Neuroendocrino Difuso
(SND) (POLAK & BLOOM, 1983), possibilitou a realizacdo de diferentes estudos
nessa area. Uma vez que, acredita-se que este sistema atue regulando e controlando o
curso fisiolégico do organismo, desempenhando um papel importante na atividade de
vida do organismo (MIN et al., 2009).

Dentre os diferentes tipos de células neuroenddcrinas espalhadas pelo trato
gastrointestinal dos vertebrados, as células IR a 5-HT, sdo encontradas na mucosa de
quase todo o tubo digestorio e constituem a populacdo predominante do sistema de
células endocrinas do aparelho digestorio (RODRIGUES, et al., 2005). Nas espécies
frugivoras P. bilabiatum e C. villosum, e na espécie onivora P. discolor esse tipo celular
também foi o mais abundante, ocorrendo em todos os seguimentos do intestino delgado,
sendo observado tanto no epitélio como nas glandulas intestinais. Similar ao encontrado
para as espécies de morcegos Artibeus cinerius (Gervais, 1856) e S. lilium, na qual a
marcagao para serotonina foi em toda a regido do intestino (SANTOS et al., 2008a). A
serotonina também pode estar presente no sistema nervoso central e nos neuronios
serotoninérgicos do ganglio mioentérico intestinal, que podem mediar reflexos locais
(LI et al., 2000). Em P. discolor foi possivel visualizar marcagdo no plexo mioentérico.
Ja na espécie D. capixaba esse hormonio sé foi identificado nas células endocrinas
presentes no ileo e intestino grosso. Diferente do observado em Anoura geoffroyi Gray,
1838 e G. soricina (MACHADO-SANTOS et al., 2009).

Um peptideo menos distribuido ao longo do trato gastrointestinal ¢ a CCK, ha
um consenso geral de que as células enteroenddécrinas contendo o hormdnio
colecistocinina, sdo confinadas ao intestino delgado e ocorrem predominantemente no
duodeno e jejuno (FAKHRY et al., 2017). Todavia em C. villosum e P. discolor, a CCK
foi visualizada ao longo de todo o intestino. Assim como em outras espécies de
morcegos ¢ em rato (SANTOS et al., 2008a; MACHADO-SANTOS et al., 2009;
FAKHRY et al., 2017). Ja em P.bilabiatum a CCK s¢ foi visualizada no ileo ¢ em D.
capixaba ndo foi observada. Sabe-se que a CCK desempenha um papel fundamental na
facilitagdo da digestdo no intestino delgado. Esta atua inibindo a ingestdo de alimentos
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em mamiferos, além de contribuir para a transmissdo excitatoria e também estimula a
secregdo de pepsinogénio pelas células principais (SANTOS et al.,2008b). Além disso,
a CCK ¢ liberada na corrente sanguinea em resposta as solucdes acidas, gordurosas e
hipertonicas provenientes do estbmago que alcangam o duodeno (RODRIGUES et al.,
2005).

A somatostatina pode ser encontrada ao longo de todo o trato gastrointestinal
(RODRIGUES et al., 2005). Entretanto em diferentes estudos sobre células enddcrinas
em quirdpteros, as células IR a Somatostatina s6 foram identificadas na regido do
estomago. Isso ocorreu com os insetivoros Pipistrellus abramus (Temminck, 1840) ¢
Plecotus auritus (Linnaeus, 1758) (YAMADA et al., 1988), com o hematofago
Desmodus rotundus (E. Geoffroy, 1810) (YAMADA et al., 1984), ¢ com os
nectarivoros ¢ frugi-nectarivoros Anoura caudifer (E. Geoffroy, 1818) e C. perspicillata
(ASHIHARA et al., 1999). Nesse estudo as células IR-somatostatina também nao foram
encontradas no intestino.

Quanto ao processo citoplasmatico das células endocrinas investigadas nesse
estudo pode-se observar célula tanto do tipo aberto quanto do tipo fechado. As células
do tipo aberto sdo as que apresentam processos citoplasmaticos que atingem o limen
intestinal, e sugere que estes hormodnios podem ser secretados através da via exdcrina
para o lumen intestinal. Diferente das do tipo fechado, que supostamente indicam a
segregacdo destes hormonios através dos caminhos pardcrinos (HUANG & WU, 2005).

6 CONCLUSAO

Histologicamente o intestino delgado das quatro espécies foi similar.

As espécies frugivoras apresentaram vilosidades maiores na regido do jejuno,
quando comparadas com as espécies nectarivora e onivora.

Houve diferenca interespecifica para marcacao histoquimica.

A célula endocrina secretora de serotonina foi a mais abundante.

A espécie Dryadonycteris capixaba ndo apresentou células imunorreativas a
colecistocinina no intestino

Nao foram identificadas células imunorreativas a somatostatina no intestino das
espécies estudadas.

YV VVV VYV
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CAPITULO 11

ASPECTOS HISTOLOGICOS DO PANCREAS DE QUATRO ESPECIES DE
MORCEGOS DA FAMILIA PHYLLOSTOMIDAE E IMUNO-HISTOQUICO
DAS ESPECIES Dryadonycteris capixaba E Pygoderma bilabiatum
(MAMMALIA, CHIROPTERA)
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RESUMO

CARDOSO, Nathalia das Neves. Aspectos histoldgicos do pancreas de quatro
espécies de morcegos da familia Phyllostomidae e imuno-histoquico das espécies
Dryadonycteris capixaba e Pygoderma bilabiatum (Mammalia, Chiroptera). 2017.
Tese (Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Este trabalho visou descrever a histologia do pancreas de quatro espécies da familia
Phyllostomidae (Dryadonycteris. capixaba, Pygoderma. bilabiatum, Chiroderma.
villosum e Phyllostomus. discolor), bem como analisar a presenga de células endocrinas
no pancreas das espécies D. capixaba e P. bilabiatum, buscando relacionar
interespecificamente as caracteristicas encontradas. Os animais analisados foram
cedidos da colegdo zooldgica do Laboratério de Mastozoologia do Departamento de
Biologia Animal (DBA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). O
material da colecdo foi fixado (formalina 10%) e acondicionado em alcool a 70%.
Posteriormente foi encaminhado ao Laboratorio de Histologia e Embriologia da UFRRJ,
onde foram submetidos aos processamentos histologicos de rotina e aos testes imuno-
histoquimico, para a obtencdo de células produtoras de insulina, glucagon,
somatostatina e colecistocinina. Histologicamente, foram identificados os componentes
endocrinos (ilhotas pancreaticas) e exocrinos (acinos secretores e seus ductos
associados) do pancreas. Todos os anticorpos testados obtiveram marcac¢ao no pancreas
das espécies D. capixaba e P. bilabiatum. Foram observadas células imunorreativas
(IR) a insulina, ocupando toda a regido da ilhota e células IR a glucagon na regido da
periferia e centro das ilhotas. As células IR a somatostatina e colecistocinina foram
visualizadas apenas na periferia das ilhotas. Através deste estudo, notou-se que ndo
houve diferenga histoldgica interespecifica entre as espécies estudadas e que ocorreu
similaridade quanto a distribui¢do das cé€lulas endocrinas estudadas nas espécies D.
capixaba e P. bilabiatum.

Palavras chave: Histologia, pancreas, células endocrinas, morcegos.
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ABSTRACT

CARDOSO, Nathalia das Neves. Histological aspects of the pancreas of four species
of bats of the family Phyllostomidae and immunohistochemical of the species
Dryadonycteris capixaba and Pygoderma bilabiatum (Mammalia, Chiroptera). 2017.
Thesis (Doctor in Animal Biology). Institute of Biological Sciences and Health.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

The aim of this work was to describe the histology of the pancreas of four species of the
family Phyllostomidae (Dryadonycteris capixaba, Pygoderma bilabiatum, Chiroderma
villosum and Phyllostomus discolor), as well as to analyze the presence of endocrine
cells in the pancreas of D. capixaba and P. bilabiatum, searching to relate
interspecifically the characteristics found. The animals analyzed were transferred from
the zoological collection of the Mastozoology Laboratory of the Department of Animal
Biology (DBA) of the Federal Rural University of Rio de Janeiro (UFRRIJ). The
collection material was fixed (10% formalin) and conditioned in 70% alcohol.
Subsequently, he was referred to the Laboratory of Histology and Embryology of
UFRRJ, where they were submitted to routine histological procedures and
immunohistochemical tests to obtain insulin, glucagon, somatostatin and
cholecystokinin producing cells. Histologically, the endocrine (pancreatic islets) and
exocrine components (secretory acini and their associated ducts) of the pancreas were
identified. All antibodies tested were labeled in the pancreas of the species D. capixaba
and P. bilabiatum. Immunoreactive (IR) cells were observed on insulin, occupying the
entire islet region and IR cells on glucagon in the region of the periphery and center of
the islets. The IR cells to somatostatin and cholecystokinin were visualized only at the
periphery of the islets. Through this study, it was observed that there was no
interspecific histological difference between the studied species and that similarity
occurred regarding the distribution of the endocrine cells studied in the species D.
capixaba and P. bilabiatum.

Key words: Histology, pancreas, endocrine cells, bats.
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1 INTRODUCAO

Espécies da familia Phyllostomidae podem se alimentar de sangue, insetos,
pequenos vertebrados, néctar, frutos e misturas onivoras complexas (GARDNER,
1977). Este espectro dietético amplo fornece uma oportunidade tnica para investigar a
influéncia da dieta em tragos fisioldgicos. Assim, a dieta tem o potencial de atuar como
uma forg¢a seletiva moldando a fungdo digestiva (STUDIER et al., 1983; KARASOV &
DIAMOND, 1988; DIAMOND, 1991).

Um dos 6rgaos envolvido no controle do metabolismo energético ¢ o pancreas,
esse participa diretamente das vias metabdlicas da glicogendlise e neoglicogénese,
através da liberagdo dos hormoénios como a insulina ¢ o glucagon. O pancreas dos
mamiferos ¢ uma glandula mista, que tem ambos os compartimentos exocrino e
enddcrino. Dissipadas entre os acinos pancredticos exodcrino estdo as unidades
endocrinas. Estas se encontram localizadas em aglomerados de células conhecidas como
ilhotas de Langerhans e sdo compostas por uma massa compacta de células, permeada
por uma rede de capilares (GOLDSTEIN & DAVIES, 1968; GRUBE & BOHN, 1983).

Sabe-se que a distribui¢do de células endocrinas dentro das ilhotas de
Langerhans pode variar tanto entre espécies como sob diferentes condicdes
energeticamente exigentes (KRAMER & BUFFENSTEIN, 2004). Em muitas espécies
de animais, verificou-se que a por¢ao endocrina do pancreas continha quatro tipos de
células e a distribuicdo destas foi demonstrada em diferentes individuos. A presenca
dessas células e suas localizagdes dentro do pancreas tém importantes implicagdes
funcionais (MICHELMORE et al., 1998).

Assim sendo ¢ de extrema importincia os estudos histoldgicos e imuno-
histoquimico sobre o pancreas, de forma que possam ser melhor compreendidos a
fisiologia e o habito alimentar da espécie a ser estudada bem como revelar muitas
peculiaridades que dependem do ambiente ou da evolucao filogenética (MOTTA,
1988).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Descrigao histologica do pancreas de D. capixaba , P. bilabiatum, C. villosum ¢
P. discolor e imuno-histoquimica das espécies D. capixaba , P. bilabiatum buscando
relacionar interespecificamente as caracteristicas encontradas.

2.2 Objetivos especificos
e (aracterizar o padrao histologico do 6rgao estudado;
e C(Caracterizar a presenga e distribuicdo das células enddcrinas secretoras de

insulina (INS), glucagon (GLU), colecistocinina (CCK) e somatostatina
(SOM), no pancreas de D. capixaba , P. bilabiatum.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais estudados

Os animais foram coletados na Reserva Natural Vale e posteriormente foi
retirado o pancreas e o mesmo foi fixado em formalina 10% e acondicionado em alcool
a 70%. Todos os exemplares sacrificados foram incorporados a colecdo Adriano L.
Peracchi (ALP), depositada no Laboratério de Mastozoologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Satde da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRIJ). No
presente trabalho foram analisados 12 exemplares adultos de quiropteros (Tabela 1). Os
espécimes foram coletados através da licenca 15809-1, fornecida pelo ICMBio/
SISBIO.

Tabela 5. Dados sobre os animais estudados

Espécies Habito Numero de Numeros de Tombo
Alimentar Individuos
Dryadonycteris capixaba  Nectarivoro 3 ALP9667/ALP10115/ALP10329
Pygoderma bilabiatum Frugivoro 2 ALP10044/ALP10116
Chiroderma villosum Frugivoro 4 ALP10131/ALP10132/ALP10133/ALP10330
Phyllostomus discolor Onivoro 3 ALP10751/ALP10754/ALP10880

3.2 Analises Histoldgicas e Histoquimicas

O material da cole¢do foi fixado (formalina 10%) e acondicionado em alcool a
70%. Posteriormente foi encaminhado ao Laboratério de Histologia e Embriologia da
UFRRIJ. Os pancreas foram submetidos aos processamentos histologicos de rotina que
incluem: desidratacdo (em uma série crescente de etanol - 70° GL a 100° GL),
diafanizacdo em xilol, impregnacao e inclusdo em Histosec-parafina (Merck, Darmstadt,
Germany) para obtencdo de cortes de 5 um espessura. Os cortes foram corados com
Hematoxilina-Eosina (HE) para o exame do o6rgao.

3.3 Estudo imuno-histoquimico

Para o método Imuno-histoquimico foi utilizado o kit Starr Trek Universal HRP
Detection System (Codigo: 901-STUHRP700-090314). Neste estudo os cortes
histologicos foram submetidos as etapas de procedimento de rotina da técnica de
imuno-histoquimica, incluindo a incubacdo com os anticorpos especificos para:
colecistocinina (CCK) (Codigo: C 2581 Sigma-Aldrich, inc), somatostatina (SOM)
(Cddigo: A 0566 - Dakocytomation), glucagon (GLU) (Codigo: G 2654 Sigma-Aldrich,
inc) e insulina (INS) (Cédigo: T 2018 Sigma-Aldrich, inc). Apdés o processamento
imuno-histoquimico, os cortes foram contracorados pela hematoxilina de Harris,
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e as laminas foram montadas com
laminula e Entellan (Merck). Para garantir a especificidade das reagdes, controles
positivos e negativos foram utilizados. Os controles negativos foram definidos por
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substituicdo do anticorpos primario por soro ndo imune e para os controles positivos
foram utilizados cortes dos tipos de tecidos indicados no datasheet de cada anticorpos.

3.4 Observac0es e fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotomicrografias foram feitas com camera
digital Sony Cybershot DSCW 230 acoplada ao microscopio Olympus BX41.

4 RESULTADOS

4.1 Descricdo histologica do pancreas das espécies estudadas

Histologicamente o pancreas dos morcegos D. capixaba, P. bilabiatum, C.
villosum ¢ P. discolor é coberto por uma capsula delgada de tecido conjuntivo, que se
estende sobre a forma de septos para o interior do 6rgdo, os quais subdividem a
glandula em lobulos, sendo observada a presenga de ductos interlobulares (Figura 27F).
Na regido do parénquima foi visualizada uma parte exdcrina formada por uma extensa
rede capilar e dcinos pancredticos, constituido por varias células serosas que circundam
o limen, além de uma parte enddcrina composta por ilhotas pancreaticas (Figura 27B).
Essas formam grupos arredondados de corddes de células imersos no tecido exdcrino,
sendo separada do tecido exocrino por uma fina camada de tecido conjuntivo. A
quantidade de ilhotas foi variavel entre as espécies estudadas, P. discolor apresentou
mais ilhotas que as demais espécies e C. villosum foi a que menos apresentou ilhotas.
Externamente a capsula foi visualizado tecido adiposo (Figura 27D).

4.2 Andlise imuno-histoquimica de células enddcrinas no pancreas de
Dryadonycteris capixaba e Pygoderma bilabiatum

Com a analise das laminas submetidas aos testes imuno-histoquimicos,
observou-se que, todos os anticorpos utilizados (CCK, SOM, GLU e INS), obtiveram
marcacdo positiva nas ilhotas pancreaticas das duas espécies estudas.

Os anticorpos CCK e SOM obtiveram marcacao celular ao redor das ilhotas nas
espécies P. bilabiatum e D. capixaba (Figuras 30 e 31), ja as células IR a GLU foram
visualizadas tanto na periferia (Figuras 29A e 29D), quanto no centro de cada ilhota
(Figura 29B) . E as células IR a INS marcaram toda a ilhota em ambas as espécies
(Figura 28). Todavia a marca¢do em D. capixaba foi mais forte para todos os anticorpos
estudados.

46



O

Figura 27 (A-F). Fotomicrografias do pancreas das quatro espécies estudadas: (A) Pancreas da espécie C.
villosum, evidenciando as ilhotas (circulo) (630x) (HE). (B) Pancreas da espécie D. capixaba, com destaque
para capsula de tecido conjuntivo (seta) e ilhotas (*) (630x) (HE). (C) Visdo geral do pancreas da espécie P.
discolor com destaque para ilhotas (*) (300x) (HE). (D) Pancreas da espécie P. bilabiatum, evidenciando
tecido adiposo (TA) e ilhotas (*) (630x) (HE). (E) Destaque para a presen¢a de ilhotas (circulo) na espécie C.
villosum (630x) (imuno-histoquimica). (F) Pancreas da espécie P. discolor, evidenciando ducto interlobular

(seta) (1150x) (HE).

47



Figura 28 (A-D). Fotomicrografias de células IR & insulina: (A) Espécie D. capixaba com o pancreas enddcrino
marcado positivamente para células IR a INS (630x). (B) Destaque para ilhota (seta) da espécie D. capixaba com
marcagdo positiva para células IR a INS (1150x). (C) Visdo geral do pancreas da espécie P. bilabiatum com
marcagdo positiva do pancreas endocrino (seta) para células IR a INS (630x). (D) Destaque para ilhota da espécie
P. bilabiatum com marcagao positiva para células IR a INS (1150x).
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Figura 29 (A-D). Fotomicrografias de células IR a glucagon: (A) Visdo geral do pancreas da espécie D.
capixaba, com marcagdo positiva para células IR a GLU, na periferia da por¢do endocrina (seta) (300x). (B)
Destaque para marcagdo total na ilhota (seta) da espécie D. capixaba para células IR a GLU (630x). (C) Visdo
geral do pancreas da espécie P. bilabiatum com marcagdo positiva no centro da por¢do endocrina (seta) para
células IR a GLU (300x). (D) Destaque para ilhota da espécie P. bilabiatum com marcacdo positiva para células
IR a GLU, localizadas na periferia (seta) (630x).
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Figura 30 (A-D). Fotomicrografias de células IR & colecistocinina: (A) Visdo geral do pancreas da espécie D.
capixaba, com marcagdo positiva para células IR a CCK, na por¢do enddcrina (*) (300x). (B) Destaque para
marcagdo positiva para células IR a CCK, localizadas na periferia da ilhota (seta) na espécie D. capixaba (1150x).
(C) Visao geral do pancreas da espécie P. bilabiatum com marcagio positiva da por¢ao endocrina (*) para células
IR a CCK (630x). (D) Destaque para ilhota da espécie P. bilabiatum com marcagdo positiva para células IR a

CCK, localizadas na periferia (seta) (1150x).
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Figura 31 (A-B). Fotomicrografias de células IR a somatostatina: (A) Destaque para marcagdo positiva para
células IR a SOM, localizadas na periferia da ilhota (seta) na espécie D. capixaba (1150x). (B) Destaque para
ilhota da espécie P. bilabiatum com marcagao positiva para células IR a SOM, localizadas na periferia (1150x).

5 DISCUSSAO

Semelhante as aves, o corpo dos morcegos ¢ alimentado por altas taxas
metabolicas, que podem aumentar até 20 vezes durante o voo (RACEY &
SPEAKMAN, 1987). Entretanto, os morcegos na maioria das vezes se alimentam uma
vez ao dia, precisando absorver uma grande quantidade de proteinas e/ou glicose em um
curto intervalo de tempo (REIS et al., 2007). O aproveitamento adequado dessa energia
¢ em parte devido a modificacdes morfoldgicas na por¢do enddcrina do pancreas destes
animais (MACHADO-SANTOS et al., 2017). Estudos apontam que em mamiferos de
uma forma geral a por¢ao enddcrina do pancreas constituem 1-2% da massa pancreatica
(LTAO & PORETSKY, 2014), contudo em morcegos essa taxa ¢ elevada para 9,1% do
volume total (MICHELMORE et al., 1998). Contribuindo para eficiéncia no
aproveitamento de energia.

Histologicamente o pancreas das espécies estudadas foi similar ao de outros
mamiferos (IKPEGBU et al., 2013; MACHADO-SANTOS et al., 2017), organizado em
uma parte exocrina representada pelos acinos e ductos e uma parte endocrina composta
pelas ilhotas pancredticas. O pancreas endocrino ¢ funcionalmente separado do pancreas
exocrino. Enquanto o péancreas exocrino € responsavel pela secre¢do de enzimas
digestivas e absor¢do de nutrientes, o pancreas endocrino regula a glicose e homeostase
de nutrientes e metabolismo (LIAO & PORETSKY, 2014).

Quanto as ilhotas, estas sdo vistas como grupos arredondados de corddes de
células, altamente vascularizados, imersos no tecido exocrino. Em morcegos esse
formato ¢ bastante variavel, podendo apresentar desde um formato esférico ou eliptico
até um formato irregular (MICHELMORE et al., 1998; MACHADO-SANTOS et al.,
2013; MACHADO-SANTOS et al., 2017), ndo havendo uma relagdo direta com o
habito alimentar e sim com as espécies estudadas. O mesmo foi observado em D.
capixaba, P. bilabiatum, C. vilosum e P. discolor.

Todavia 0 mesmo ndo ocorre para a quantidade de ilhotas no parénquima
pancreatico. Machado-Santos et al. (2017) apds ter analisado o pancreas endocrino de
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diferentes espécies de quirdpteros, utilizando diferentes métodos morfoldgicos, afirma
que ha uma relagdo de aproximagdo entre a distribui¢do, disposi¢cdo e proporcao de
células enddcrinas das ilhotas pancredticas e o tipo de dieta e/ou filogenia em morcegos.

A composi¢ao celular das ilhotas ¢ bem diferenciada, podendo conter células
beta que secretam insulina e amilina, células alfa que secretam glucagon, células delta
que secretam somatostatina, células polipeptidicas pancredticas que secretam o
polipeptidio pancreatico e células épsilon que secretam grelina (LIAO & PORETSKY,
2014). Nas espécies D. capixaba e P. bilabiatum além das células produtoras de
insulina, glucagon e somatostatina, foram visualizadas células produtoras de
colecistocinina.

Dentre os peptideos investigados a insulina foi a que teve marcacdo mais intensa
nas duas espécies estudadas (D. capixaba e P. bilabiatum), marcando toda a regido da
ilhota. O mesmo ocorreu para outras espécies de morcegos com habitos alimentares
diferentes, R. aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998), Diphylla ecaudata Spix, 1823
(MACHADO-SANTOS et al., 2013), A. geoffroyi e Pteronotus personatus (Wagner,
1843) (MACHADO-SANTOS et al., 2017). Demonstrando que independente da dicta
esse ¢ tipo celular predominante nas ilhotas pancreéticas. Sabe-se que a insulina ¢
secretada a uma taxa que depende em parte da concentracdo sanguinea de glicose. E que
em momentos de estresse fisiologico (como jejum prolongado, hipoglicemia,
hipovolemia), a manutencdo dos niveis de glicose no sangue torna-se vitalmente
importante (LIAO & PORETSKY, 2015).

Outro peptideo bem distribuido em D. capixaba ¢ P. bilabiatum foi o glucagon.
Este foi visualizado nas periferias, mas também irradiado para o centro de cada ilhota.
Em R. aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998), Heterocephalus glaber Riippell,
1842 (KRAMER & BUFFENSTEIN, 2004), D. ecaudata (MACHADO-SANTOS et
al., 2013), A. geoffroyi e P. personatus (MACHADO-SANTOS et al.,, 2017), a
marcacao das células alfa também foram preferencialmente na periferia da ilhota. Esta
forma de organizagao das células produtoras de glucagon nao ¢ normalmente observada
em outros mamiferos (MICHELMORE et al., 1998). Thorel et al. (2010) sugere que as
células beta podem ser regeneradas a partir de células alfa, apo6s o aumento da demanda
metabodlica ou da lesdo (que leva a perda de células beta), revelando um grau de
plasticidade das células pancreaticas previamente ignorado.

A acumulacdo de somatostatina nas células D em varios niveis dentro do trato
gastrointestinal e pancreas fornece uma base ideal para funcdes reguladoras em eventos
digestivos, absortivos e metabolicos. A somatostatina pode, por conseguinte, afetar as
células localizadas nas proximidades das células D em alguns 6rgdos, ou ser liberada
para a circulacdo, e assim, atuar como um hormonio endocrino (MORISSET, 2017).
Em D. capixaba e P. bilabiatum as células produtoras de somatostatina foram
visualizadas na periferia das ilhotas pancreéticas. Segundo Halban & Weir (1990) a
somatostatina t€ém uma funcdo paracrina na regulagdo da secre¢do da insulina e
glucagon, o que justificaria a sua ocupacdo na regido periférica da ilhota. Esse arranjo
celular também foi visualizado em outras espécies de mamiferos (KRAMER &
BUFFENSTEIN, 2004; MACHADO-SANTOS et al., 2017).

Existe uma grande controvérsia sobre a marcacdo da CCK no pancreas,
possivelmente devido a diferenca de espécies, procedimentos imuno-histoquimicos
variados e a especificidade dos anticorpos utilizados (KOHTAROU et al., 2015). Em
diferentes estudos ndo foram avaliadas células produtoras de CCK no pancreas de
quiropteros (MICHELMORE et al., 1998; MACHADO-SANTOS et al., 2013;
MACHADO-SANTOS et al., 2017). Enquanto outros estudos imuno-histoquimicos do
pancreas documentaram a localizacao de receptores de CCK em células das ilhotas no
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pancreas de outras espécies de mamiferos (KARLSSON et al., 1998; SCHWEIGER et
al., 2000; MORISSET et al., 2003; KAGEYAMA et al., 2005). Nesse estudo essa
células foram visualizadas na periferia das ilhotas de D. capixaba e P. bilabiatum,
sendo um importante achado para a literatura. Indicando que além da acao telécrina ja
conhecida na literatura (RODRIGUES et al., 2005), a mesma pode estar agindo de
forma parécrina sobre o pancreas exdcrino.

6 CONCLUSAO

» Histologicamente o pancreas das espécies estudadas foram semelhantes, sendo
composto de uma parte exdcrina e uma parte enddcrina.

» Houve marcagdo das ilhotas pancreaticas para células produtoras de insulina,
glucagon, somatostatina e colecistocinina nas espécies Dryadonycteris capixaba
e Pygoderma bilabiatum.
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