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IMAUNOLOCALI;A(;AO DE HORMONIOS EM CEEULAS ENDOCRINAS DO
ESOFAGO, ESTOMAGO E DUODENO DO MUCUA Kinosternon scorpioides
(Kinosternidae).

RESUMO - O Kinosternon scorpioides € uma tartaruga de agua doce conhecida como
jurard. O objetivo do presente trabalho foi identificar serotonina, gastrina,
enteroglucagon e motilina em eséfago, estbmago e duodeno de K.scorpioides por meio
da técnica de imunohistoquimica. Os resultados mostraram que as células
imunorreativas a serotonina estavam presentes no epitélio na regido caudal do eséfago,
nas glandulas gastricas das regides cardica, fundica e pilorica. As células produtoras de
gastrina foram identificadas em grande quantidade entre as células da regido pilorica e
no epitélio de revestimento do duodeno, e em numero reduzido na regido céardica. O
enteroglucagon foi identificado na superficie dos cilios, no epitélio de revestimento da
mucosa esofagica, nas fibras nervosas da lamina prépria e submucosa; no estbmago
estava localizado entre as células das glandulas cardicas e fundicas em numero
moderado, e aparentemente em maior quantidade nas piléricas. No duodeno, o
enteroglucagon foi identificado na superficie dos microvilos, no epitélio de revestimento,
nas fibras nervosas da lamina prépria e submucosa. A motilina foi identificada apenas
entre as fibras nervosas dos O6rgdos estudados. Em conclusdo, as células
imunorreativas a serotonina, gastrina, enteroglucagon e motilina foram identificadas em
todos os 6Orgdos estudados. Entretanto, nos diferentes segmentos houve diferenca

guanto a distribuicdo e frequéncia dessas células.

Palavras-chave: Duodeno; Enteroglucagon; Esofago; Estdbmago; Gastrina;
Imunohistoquimica; Motilina,
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IMMUNOLOCALIZATION OF HORMONES IN ENDOCRINE CELLS OF
ESOPHAGUS, STOMACH AND DUODENUM OF THE MUCUA Kinosternon

scorpioides (Kinosternidae).

SUMMARY - Kinosternon scorpioides is a freshwater turtle known as “jurara”. The aim
of this work was to identify peptides serotonin, enteroglucagon, gastrin and motilin in
esophagus, stomach and duodenum by immunohistochemical techniques. The results
showed that immunoreactive cells for serotonin were presented in the epthitelium of
distal region of the esophagus, in glands of cardiac, fundic and pyloric region of the
stomach and in the surface of duodenum epithelium. These cells were classified as
open and closed type. The cells immunoreactive for gastrin were abundant in pyloric
region and duodenum epitheliun, few numerous in cardiac region and absent in the
esophagus. Cells rich in enteroglugagon were identified in the cilia surface, in the
epithelium of esophagus, among nervous fibers of lamina propria and submucosa; in the
stomach, these cells were observed in small number cardiac and fundic glands, however
in pyloric region they were abundant. In duodenum, they were observed in microvillus
surface, epithelium and nervous fibers of both lamina propria and submucosa. On the
other hand, cells that produce motilin were observed just among lamina propia and
submucosa. In conclusion, cells rich in serotonin, gastrin, enteroglugagon and motilin
were found in all studied organs. However it was observed differences in the segments

regarding distribution and frequency of these cells.

Palavras-chave: Duodenum,; Enteroglucagon,; Esophagus; Gastrin;
Immunohistochemical; Motilin; Stomach;.



1. INTRODUCAO

O réptil Kinosternon scorpioides (LINNAEUS, 1766) pertencente a classe Reptilia,
ordem Testudines, familia Kinosternidae, € uma tartaruga semi-aquatica de agua-doce,
encontrada desde a Costa Rica até o norte da Argentina, a leste dos Andes (ROCHA &
MOLINA, 1987; ACUNA-MESEN, 1994). No Maranh&o, esta tartaruga é denominada
jurard (VON IHERING, 1968) ou mucuda. Esta espécie, encontrada a beira dos rios e em
campos da Baixada Maranhense, é usada como alimento pelas populagdes ribeirinhas.
Apesar de sua importancia econdmica regional, sdo pouco numerosas e fragmentarias
as informacdes sobre a biologia, a ecologia e o comportamento dessa espécie
(ALFINITO, 1980; ROCHA & MOLINA, 1987).

Poucos autores relataram a estrutura microscopica do tubo digestivo das
tartarugas. Dentre eles, podem ser citados ZAMITH (1952), que fez estudo comparativo
do eséfago de vertebrados além dele, GAPP et al. (1985), MADRID et al. (1989) e
BEISSER et al. (1998), cujos trabalhos foram direcionados para o estudo da lingua e do
esb6fago. Menor numero de pesquisadores voltaram sua atencdo para o estudo das
células enddcrinas do pancreas (GARCIA AYALA et al.,, 1987), dos intestinos e do
estbmago (MUNIZ et al., 1991; IVANOVA et al., 1997) destes animais. Entretanto, o tubo
digestivo de K. scorpioides foi estudado morfologicamente e histoquimicamente por
PEREIRA (2000).

Conclui-se dos estudos realizados que as células do sistema enddcrino foram
inicialmente localizadas no intestino e pancreas, as quais receberam a denominacao de
sistema endocrino difuso. As células do referido sistema foram denominadas de: células
claras, argentafins e argiréfilas e tal denominagdo se deu por sua afinidade a tais
corantes (POLAK et al., 1993).

Por sua vez, as células enddcrinas descritas no tubo digestivo podem apresentar
formatos que variam do triangular ao oval e piriforme, com citoplasma claro, em cuja
superficie apical observam-se, frequentemente, microvilos desenvolvidos. Conforme a

comunicacdo da regido apical com o lumen, estas células foram classificadas em dois



2

grupos: um de células cujo 4pice atinge a luz do 6rgéo (tipo aberto) e outro grupo sem
continuidade com a luz (tipo fechado) (SANTOS & ZUCOLQOTO, 1996).

Sendo assim, com a finalidade de preencher a lacuna proporcionada pela
escassez de dados biolégicos e morfoldgicos sobre K. scorpioides, e visando consolidar
a linha de pesquisa sobre a morfologia do mucgué realizada na UEMA, e o fornecimento
de dados cientificos que contribuam para a preservacéo da espécie, objetivou-se com a
presente pesquisa identificar, mediante utilizacdo de imunohistoquimica, os seguintes
peptideos: serotonina, gastrina, enteroglucagon e motilina no esoéfago, estbmago e

duodeno da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Sistema enddcrino difuso do tubo digestivo de vertebrados

De acordo com SANTOS & ZUCOLOTO (1996), as células enddcrinas do
aparelho digestério cujas conformacdes variam de triangular, oval ou piriforme
caracterizam-se por apresentarem numerosos granulos secretores, comumente
concentrados na regido infranuclear. Elas contém citoplasma claro, e na superficie
apical ha, frequentemente, microvilos desenvolvidos. Conforme a comunicacdo da
regido apical dessas células com o lumen, classificam-se em tipo aberto nas quais o
apice da célula atinge a luz do 6rgdo e em tipo fechado, onde o &pice celular ndo
mantém continuidade com a luz. Estdo distribuidas difusamente ao longo da mucosa,
intercaladas com células exocrinas, compartilhando diversas caracteristicas, dentre elas
a capacidade de produzir uma série de peptideos.

As células enddcrinas podem exercer funcdes regulatérias autdcrinas, paracrinas
e enddcrinas sobre outros elementos celulares enddcrinos e exdcrinos do tubo digestivo
(POLAK et al., 1993; TOWSEND et al.,1994).

Conforme a capacidade de reter sais de prata as células enddcrinas podem ser
classificadas em dois grandes grupos. Assim, segundo NIKONOV & KHOMERIKI
(1977) e POLAK et al. (1993), as células argiréfilas apresentam imunorreatividade a
varios peptideos: gastrina (G), somatostatina (D), glucagon (A), peptideo inibidor
gastrico (GIP), peptideo intestinal vasoativo (VIP), neurotensina (N), bombesina,
secretina (S) e colecistoquinina (CCK), e as células argentafins sdo imunorreativas a

motilina (M), substancia P (X, SP) e serotonina (EC).



2.1.1 Esb6fago
2.1.1.1 Mamiferos

Células enddcrinas sdo encontradas em ductos excretores e na regiao terminal
das glandulas cardicas do es6fago do homem. Essas células sdo classificadas em
argentafins e argiréfilas nas reagbes de Grimelius e Servier-Munger e somente
argirofilas na reacdo de Grimelius. A quantidade de células argentafins nas glandulas
cardicas esofagicas parece ser cinco vezes maior que nas glandulas cardicas gastricas,
porém, estdo ausentes nas glandulas mucosas do es6fago (NIKONOV & KHOMERIKI,
1977). A regido distal do esd6fago humano apresenta glandulas contendo células
argirofilas, que foram subdivididas, com o auxilio da microscopia eletrbnica, em sete
tipos celulares conhecidos e duas formas nao-identificadas: EC, ECL, D, D4, A-like, | - M
e S (KADUK & BARTH, 1978).

Estudos imunocitoquimicos e de radioimunoensaio detectaram peptideos
regulatérios no esfincter esofagico caudal (LES) do suino e do homem.
Imunorreatividades a VIP, substancia P, encefalina e neuropeptideo Y (NPY) foram
identificadas nos ganglios intramurais, nas camadas de musculo liso e nas fibras
nervosas do LES (AGGESTRUP et al., 1986).

WATTCHOW et al. (1987) relataram, no es6fago humano, a ocorréncia de
células e fibras nervosas imunorreativas aos peptideos SP, D, VIP, G, NPY e encefalina
associada a enzima tirosina hidroxilase. Esses autores descreveram, ainda, que no
musculo liso da camada muscular longitudinal externa da muscular da mucosa e sob o
epitélio as fibras contendo VIP e NPY foram em maior nimero, em contraste com a
escassez de SP, D, G e encefalina.

Ocorréncia de células enddcrinas nas glandulas cardicas do es6fago humano
foram verificadas nos ductos e acinos secretores por VDOVTSEVA et al. (1988). Estes
autores relataram, ainda, que os principais tipos celulares encontrados foram as células
G, EC e ECL, e seus granulos secretores sdo muito semelhantes aqueles observados

nas células G, EC e ECL do estbmago.



2.1.1.2 Aves

A origem e distribuicdo de elementos imunorreativos a serotonina, cromogranina
A, cromogranina B, galanina, neurotensina, bombesina e neuropeptideo Y foram
estudadas no esbdfago de pintos durante a vida pré e poés-incubatdria. As primeiras
células imunorreativas a serotonina e cromogranina surgiram aos 12 dias de idade, nas
porgdes cervicais e toracicas do esbéfago (SALVI et al., 1998). Esses mesmos autores
verificaram a ocorréncia de raras células imunorreativas a bombesina e neurotensina,

na regido caudal do esodfago, positivas para o método de Grimelius.
2.1.1.3 Anfibios

A mucosa esofagica de Rana catesbeiana, ra-touro Americana, denominada
Lithobates catesbeianus, provavelmente apresenta um novo tipo celular, que contém
serotonina. Essa célula apresentou argentafinidade, mas foi negativa para a coloracéo
pelo método de Grimelius (NADA et al., 1984).

HONG et al. (1988) utilizaram o método de PAP para identificar, na mucosa
esofagica de rd, a presenca de duas variedades de células com imunorreatividade
semelhante & somatostatina. Uma variedade dessas células localiza-se difusa e
individualmente dentro dos ductos intercalares, enquanto outro grupo se situa no interior
dos septos interlobulares das glandulas pépticas.

Em Bombina orientalis, células imunorreativas a serotonina foram demonstradas
em quase todo o epitélio do tubo digestivo, sendo numerosas em frequéncia na regiao
esofagica (KU et al., 2000).

KU et al. (2003), relataram que, células imunorreativas a serotonina foram
encontradas, em quase todo tubo digestivo da Rana rugosa, incluindo o eséfago,

entretanto, eram mais frequentes no antro pilérico.

2.1.1.4 Peixes

ANDREOZZ| et al. (1997) identificaram células e fibras nervosas reativas a

polipeptideo  pancreédtico distribuidas ao longo da mucosa intestinal de



6

Hypophthalmicchtys molitrix (carpa) e Carassius auratus, mas foram encontradas
apenas no intestino anterior de Lepomis gibbosus.

KAREN & YOUSON (1997), constataram no epitélio do intestino anterior de
Lepisosteus osseus L. uma grande quantidade de células imunorreativas anti-NPY, anti-

lamprey-INS, anti-GLP e moderado para anti-aPY.

2.1.1.5 Répteis

PEREZ-TOMAS et al. (1989a), em estudos imuno-histoquimicos, na regiao
caudal do esbdfago de Testudo graeca, descreveram células imunorreativas a serotonina
(EC) e ao peptideo inibidor vasoativo (VIP).

Células enddcrinas do tipo argirofila e argentafim foram identificadas nas regifes
cranial, média e caudal do esdfago do K. scorpioides, atingindo a luz do 6rgdo sendo
denominadas “tipo aberto”, e as de localizagado préximo a membrana basal “tipo fechado
(PEREIRA, 2000; PEREIRA et al., 2005).

2.1.2 Estbmago
2.1.2.1 Mamiferos

SEKIZUKA et al. (1975), descreveram células imunorreativas a serotonina na
mucosa gastrica das regides fundica e pilérica do estdtmago do homem. Por outro lado,
células epiteliais da mucosa oxintica do estbmago de gato e de cdo apresentaram
imunorreatividade ao glucagon pancreatico.

De acordo com BAETENS et al. (1976), a mucosa oxintica de cao apresenta
células que contém glucagon. Essas células foram denominadas células A gastricas, as
quais sado responsaveis pela producéo de glucagon gastrico.

ZAVIACIC et al. (1976) observaram células enddcrinas imunorreativas a
serotonina, enterocromafim-like (ECL), peptideo intestinal vasoativo (D1),

imunorreatividade semelhante ao glucagon (A-like) e gastrina (G) na mucosa gastrica
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de rato, e A, G e D na mucosa do estbmago de macaco (HELMSTAEDTER et al.,
1977).

Na mucosa gastrica da regido fundica do estbtmago da Llama guanacoe, foram
demonstrados quatro tipos de células endocrinas: A-like, ECL, D e EC (LUCIANO et al.,
1980).

OHARA et al. (1986) relataram a presenca de células endécrinas D, EC, A-like,
X, S, N, BPP, G, D; e colecistoquinina (I) , de glicentina e de insulina (B) no estbmago
do rato-japonés de campo.

VAN ASWEGEN et al. (1994) identificaram, na mucosa do estébmago do elefante
africano, células imunorreativas a cromogranina A, gastrina, somatostatina e serotonina.
Ja as células imunorreativas a somatostatina, VIP, PHI, CGRP e bombesina foram
detectadas apenas na submucosa e em plexos mioentéricos do estdbmago.

AGUNGPRIYONO et al. (2000), verificaram a presenca de células enddécrinas
imunorreativas a cromogranina, serotonina, somatostantina, gastrina, metionina-
encefalina-Arg®-Gly’-Leu}(MENKS), glucagon e polipeptideo pancreéatico bovino (BPP)
no estbmago de Babirusa, Babyrousa babyrussa.

Segundo NISA et al. (2005), células enddcrinas imunorreativas a cromogranina,
serotonina, somatostatina, gastrina, polipeptideo pancreatico bovino (BPP) e ao

glucagon ocorrem nas glandulas gastricas do Pangolin, Manis javanica.

2.1.2.2 Aves

ANDREW (1976a) verificou, ultra-estruturalmente, que a mucosa do
proventriculo, moela e antropilérico de embribes de pintos com 18 dias de incubacéo e
de pintos com 30 horas de eclosao, apresentavam células endocrinas D, EC, G, D; e A-
like.

RAWDON & ANDREW (1981) observaram, em proventriculo, moela e piloro de
pintos, a distribuicdo de células reativas a gastrina, colecistoquinina, glucagon,

secretina, polipeptidio intestinal vasoativo, substancia P, bombesina, neurotensina,
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motilina, somatostatina e polipeptideo pancreético aviario-like. A regido do piloro
apresentou-se rica em células enddcrinas G, N e D-like.

YAMADA et al. (1985) identificaram a distribuicdo topografica e a frequéncia de
células enddécrinas no proventriculo de pardal-dos-castanheiros, pombo, codorna, pinto,
pato, gaivota e aguia-de-asa-redonda. As células encontradas apresentaram reatividade
a gastrina, somatostatina, polipeptidio pancreatico aviario, glucagon, serotonina e
neurotensina.

De acordo com YAMANAKA et al. (1989), as células imunorreativas a gastrina
estdo presentes na regido pilérica do estbmago de aves, sendo estas localizadas
principalmente na base das glandulas.

MARTINEZ et al. (1993) investigaram o desenvolvimento de células enddcrinas
no proventriculo de pintos, utilizando microscopia de luz e eletrbnica, em combinacao
com técnicas de impregnacdo pela prata e imunohistoquimicas. Substancias
imunorreativas apareceram na seguinte ordem: serotonina aos 14 dias, polipeptideo
pancreatico aviario, glucagon e somatostatina aos 16 dias, bombesina e neurotensina
aos 18 dias e met-encefalina aos 21 dias.

CASTALDO & LUCINI (1994) relataram que células imunorreativas a
somatostatina surgem no duodeno de pato aos nove dias de incubacéo, aparecendo
progressivamente em outros 6rgdos aos 19 dias de incubacdo. A regido do antro
gastrico contém grande quantidade de células de somatostatina, enquanto na moela
raras células. Células imunorreativas a neurotensina foram detectadas aos 21 dias no
proventriculo e antro, enquanto as de bombesina foram observadas aos 17 dias no
proventriculo e, aos 23 dias, na moela e antro. Ja as células de gastrina e
colecistoquinina aparecem primeiro aos 17 dias, na regido do antro, e, aos 21 dias, no
intestino delgado. Células imunorreativas a serotonina aparecem aos 21 dias no
proventriculo.

MENDES et al. (2009) indicaram células imunorreativas a serotonina,
somatostatina, glucagon, motilina, polipetideo pancreatico e insulina no proventriculo e

moela do pardal.



2.1.2.3 Anfibios

EL-SALHY et al. (1981) relataram a existéncia de células produtoras de
somatostatina, glucagon, polipeptideo pancreatico, secretina, peptideo inibidor gastrico
e peptideo pentagastrina (GTPP) na mucosa do estdbmago do sapo Bufo regularis.

A mucosa gastrica de Bufo marinus contém trés distintas populacdes de células
enddcrinas. Essas células mostram-se estruturalmente semelhantes as células
gastricas armazenadoras de hormonios, observadas em vertebrados superiores
(GIRAUD & YEOMANS, 1981).

HOLMGREN et al. (1985), utilizando métodos imunohistoquimicos, detectaram
no estdmago de Necturus maculosus, células enddcrinas imunorreativas a N, X, D, Dy,
G/l e de bombesina.

DIAZ de RADA et al. (1987), por meio da combinacédo de métodos histoquimicos,
imunohistoquimicos e ultraestruturais, para identificar a presenca de células enddcrinas
na mucosa gastrica de Rana temporaria, confirmaram seis tipos celulares: G, A, EC,
ECL,DeP.

MICHELANGELI et al. (1987) estudaram a mucosa gastrica de Rana
catesbeiana, atualmente denominada Lithobates catesbeianus, com o auxilio de
microscopia eletrdnica, demonstrando a ocorréncia de células enddécrinas classificadas
de acordo com o0 aspecto dos seus granulos secretores e outras organelas. Esses
autores relataram, ainda, que as células enddcrinas de anfibios lembram as células EC,
ECL e D observadas em mamiferos.

GALLEGO-HUIDOBRO & PASTOR (1996) descreveram que a mucosa do
estbmago de Rana perezi adulta possui glandulas fundicas e glandulas piléricas. As
primeiras sdo compostas de células mucosas, oxintopépticas e enddcrinas, enquanto as
glandulas piléricas sédo, principalmente, do tipo secretor de muco e com células
endocrinas dispersas. Os tipos de células enddcrinas encontradas nessas glandulas
foram X, D, G, A, EC e ECL.

BODEGAS et al. (1997) combinaram técnicas imunohistoquimicas e de

microscopia eletrénica para estudarem a presenca de células enddcrinas no intestino
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larval de Rana temporaria. Raras células endocrinas foram encontradas na regido nao-
absortiva, imediatamente seguindo o estdbmago e o restante do intestino anterior.

KU et al. (2000), alegaram que na Bombina orientalis, células imunorreativas a
serotonina, somatostatina, foram demonstradas em quase todo o epitélio do tubo
digestivo, sendo numerosas em regifes esofagica e gastrica e com moderada

frequéncia nos intestinos.

2.1.2.4 Peixes

NOAILLAC-DEPEYRE & HOLLANDE (1981) identificaram, na mucosa gastrica
de Perca fluviatilis (perca) e Ameirus nebulosus (bagre), células imunorreativas a
gastrina e somatostatina, difusamente distribuidas entre as células superficiais e as
células do colo das glandulas.

ELBAL & AGULLEIRO (1986) encontraram no estdmago de Sparus auratus
(pargo-dourado) células imunorreativas a somatostatina e a gastrina no fundo de criptas
gastricas e na regido do colo de glandulas gastricas, enquanto células reativas ao
peptideo somatostatina estavam presentes entre as células epiteliais da superficie das
criptas gastricas.

KRALJ-KLOBUCAR (1987) utilizou métodos histoquimicos e imunohistoquimicos
para demonstrar a presenca de células enteroendécrinas em larvas de Cyprinus carpio
(carpa), Aristichthys nobilis Richardison (carpa-cabeca-grande), Hypophthalmichthys
molitrix Valcenciennes (carpa-prata) e Salmon salar (salmao-atlantico). Células
argiréfilas foram detectadas na mucosa de apéndices piloéricos e do estdmago,
enquanto ceélulas imunorreativas a gastrina foram identificadas na regiao pilorica do
estdbmago de todas as espécies estudadas, exceto Salmon salar.

ELBAL et al. (1988), em estudos imunohistoquimicos e de microscopia
eletrbnica, identificaram nas regides cardica e cecal de Mugil saliens (teleosteo) células
reativas a gastrina, glucagon e somatostatina, sendo localizadas principalmente nas

regides da base das criptas gastricas e no colo das glandulas. J4 as células de
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substancia P, somatostatina e polipeptideo pancreatico estdo presentes entre as células
epiteliais da regido pilorica.

GARCIA HERNANDEZ et al. (1994) constataram a presenca de células
enddcrinas durante a ontogénese da mucosa do estbmago de Dicentrarchus labrax L.
(perca-do-mar). Essas células sdo secretoras dos peptideos insulina, glucagon e
polipeptideo pancreético.

GARGIULO et al. (1997), estudando ultraestruturalmente a mucosa gastrica de
Tilapia spp. demonstraram a ocorréncia de células endocrinas. E
imunohistoquimicamente, foi comprovado que essas células sdo secretoras de gastrina,
somatostatina e serotonina.

GOMEZ-VISUS et al. (1998) relataram a ocorréncia de células imunorreativas ao
glucagon, glicentina, peptideo tirosina e neuropeptideo YY no estdbmago de

Dicentrarchus labrax (perca-do-mar).

2.1.2.5 Répteis

De acordo com GIRAUD et al.(1979), trés tipos de células enddcrinas estéao
presentes na mucosa gastrica do lagarto Tiliqua scincoides, e duas delas mostraram
similaridade com as células EC e ECL de mamiferos.

Segundo PEREZ-TOMAS et al. (1989a), o estbmago de Testudo graeca
apresenta células ECL, L e D na regido céardica e células D; e G na regido pildrica.

PEREZ-TOMAS et al. (1989b), estudando o0 sistema enddocrino
gastroenteropancreético do Testudo graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida, por
meio imuno-histoquimico, constataram a presenca de células enddcrinas imunorreativas
a bombesina, gastrina, glucagon, somatostatina, serotonina, insulina, neurotensina,
polipeptideo pancreético, substancia P e PPY.

MUNIZ et al. (1991) identificaram, imunohistoquimicamente, células reativas a
insulina na regido do antro gastrico de Chrysemys dorbigni e Phrynops hilarii.

Grande parte das células endécrinas observadas no estdmago e intestino de

Hydromantes ambrosii (salamandra) era do tipo aberto. As células endocrinas
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produtoras de gastrina e substancia P, localizadas na regiao do fundo do estdmago, e
as células de bombesina, localizadas na por¢éo intestinal, foram classificadas como do
tipo fechado (FARALDI et al., 1993).

IVANOVA et al. (1997) estudaram o estdbmago de Testudo horsfieldi. Nesse
estudo, verificaram a diferenca na localizagdo de células enddcrinas, que estédo
acumulados predominantemente nas regides superior e média das glandulas, podendo
ocorrer também na superficie epitelial. De acordo com o tamanho e a estrutura, foram
identificados oito tipos celulares: EC, ECL, G, D, D;, A-like, X e P. Conforme a
comunicacdo do processo apical desses endocrinécitos com o lumen da glandula,
foram classificados como sendo do “tipo aberto” (EC e G), enquanto aqueles sem
continuidade com a luz o foram como do “tipo fechado” (ECL, D, D,;, A-semelhante, X e
P).

KU et al. (2001) descreveram que as ceélulas imunorreativas a serotonina
podem ser encontradas em todo o aparelho digestério da Trachemys scripta elegans,
porém, com frequéncia variada concentrando-se comumente no piloro.

LEE & KU (2004), verificaram células imunorreativas a serotonina ao longo de
todo tubo digestivo da Takydromus wolteri Fischer, com maior frequéncia em estbmago
e piloro, respectivamente.

TERAKCI et al. (2005) observaram células enddcrinas imunorreativas a
serotonina e insulina nas glandulas fundicas e pilérica do estdbmago da Mauremys
caspica caspica. Relataram ainda, a auséncia de gastrina, substancia P, glucagon,
CGRP e somatostatina.

Estudos histoquimicos realizados por PEREIRA (2000) fazem referéncia a
presenca de células enddcrinas argiréfilas e argentafins entre as células que formam as
glandulas das regibes cardica, fundica e pilorica do estdmago do K. scorpioides,
ocorrendo em maior nimero na pilérica, e numero reduzido nas regides cardica e

fundica.
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2.1.3 Intestinos
2.1.3.1 Mamiferos

Células enddcrinas imunorreativas a serotonina foram evidenciadas na mucosa
do duodeno, jejuno e ileo humano, sendo numerosas na regiao terminal do ileo
(SEKIZUKA et al., 1975).

De acordo com HEITZ et al. (1978), por meio da técnica de Masson-Fontana, foi
observado um tipo de célula enterocromafim na mucosa duodenal humana. A célula
produtora do polipeptideo motilina (EC,) foi identificada com auxilio de microscopia
imunoeletronica, sendo verificada sua presenca principalmente no duodeno e na regiao
inicial do ileo.

Células enddcrinas do duodeno e jejuno de embrides de camundongos foram
classificadas, baseado nas caracteristicas morfolégicas e na época de surgimento, em
cada segmento: as células EC surgem aos 16 dias de gestacdo em ambos o0s
segmentos; algumas células G foram observadas no duodeno e células K no ileo;
células ECL e S foram identificadas no duodeno aos 17 dias. Ja as células D foram
identificadas aos 18 dias de gestacédo no duodeno e no ileo (CALVERT, 1978).

USPENSKIlI & GOLOFREEVSKII (1980), utilizando métodos histoquimicos,
identificaram a presenca de células endocrinas G, EC e ECL na mucosa duodenal
humana.

TSUMURAYA et al. (1986), combinando métodos imuno-histoquimicos e de
microscopia eletronica, perceberam na mucosa duodenal humana células enddcrinas
reativas a CCK e, ou, G. Pelo método imuno-histoquimico, trés tipos de células
endocrinas foram distintas na mucosa duodenal: células positivas para CCK, positivas
para CCK e G e aquelas positivas somente para G.

LARSSON et al. (1975) verificaram células enddcrinas imunorreativas ao
glucagon na mucosa intestinal de gato e de cdo. Essas células foram predominantes

nas regides do ileo e do colon.
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Ja IATSKOVSKII & BORONIKHINA (1989), investigando as glandulas duodenais
de carnivoros, detectaram ceélulas imunorreativas a serotonina. As referidas células
foram localizadas nos ductos e na parte terminal das glandulas.

JABLONSKI & GOSSRAU (1989) relataram a ocorréncia de células enddécrinas
no aparelho digestério de saguis recém-nascidos, as quais correspondem as dos
epitélios gastrico e intestinal de animais adultos, ocorrendo em todo o tubo digestivo
inferior e divididas em células EC, ECL, D, L e EG.

De acordo com KITAMURA et al. (1984), a mucosa do intestino delgado de
equino apresentou células imunorreativas a somatostatina em todo o intestino delgado,
células de gastrina exclusivamente na porc¢ao inicial do duodeno.

Estudos referentes a mucosa duodenal do equino revelaram presenca de poucas
células enddcrinas EC produtoras de serotonina, enquanto que na regido das glandulas
piléricas o numero dessas células foi maior (CECCARELLI et al., 1995a).

RIZZOTTI & DOMENEGHINI (1976), estudando a mucosa do duodeno de
bezerros de trés a quatro meses de idade, identificaram células enddcrinas EC e G,
com base nas caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas.

BALTAZAR et al. (1998), por meio de estudos imuno-histoquimicos da mucosa
do estbmago e intestinos de Philippine carabao (bufalo), verificaram células endécrinas
imunorreativas a somatostatina, gastrina, colecistoquinina no abomaso e no intestino
delgado; e motilina, neurotensina, secretina, peptideo inibidor gastrico e substancia P
apenas no intestino delgado.

CALINGASAN et al. (1984) demonstraram na mucosa do intestino delgado de
carneiro a presenca de células enddcrinas D, G, I, EC,, N, S, X, L, polipeptideo
pancreatico bovino (BPP) e glicentina, mais numerosas no duodeno.

CECCARELLI et al. (1995b) relataram a presenca de células enddcrinas
imunorreativas a serotonina na mucosa do duodeno de Dama dama (cervo) adulto.

AGUNGPRIYONO et al. (2000), observaram a presenca de células endodcrinas
imunorreativas a cromogranina, serotonina, somatostantina, gastrina, secretina,
colecistoquinina, metionina-encefalina-Arg®-Gly’-Leu®(MENKS8), motilina, glucagon,

polipeptideo inibidor gastrico (GIP) e polipeptideo tirosina tirosina (PYY), e auséncia de
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neurotensina e polipeptideo pancreatico bovino no duodeno de Babirusa, Babyrousa
babyrussa.

ZHANG et al. (2009) descreveram a distribuicdo e as caracteristicas morfolégicas
de células imunorreativas a serotonina no intestino delgado de suino. As células

imunorreativas a serotonina foram localizadas no duodeno, jejuno e ileo desses

animais.

2.1.3.2 Aves

ANDREW (1976b) constatou, na mucosa do duodeno e ileo de embribes de
pintos com 18 dias de incubacéo e de pintos com 30 horas apos a eclosao, a presenca
de células endocrinas D, EC, G, D; e A-like.

Para SUNDLER et al. (1977), as células imunorreativas a neurotensina ocorrem
difusamente no epitélio da mucosa do jejuno e ileo. Em galinhas, as células N sédo
abundantes na juncéo da moela com o duodeno (antro), em meio as numerosas células
GeD.

De acordo com YAMADA et al. (1979), a mucosa da regido pilérica e do intestino
delgado da codorna-japonesa apresenta células imunorreativas a gastrina.

YAMANAKA et al. (1989), analisando a mucosa do tubo digestivo da galinha,
verificaram numerosas células endocrinas imunorreativas a serotonina em toda a
regido do intestino, exceto no ceco; numero reduzido de células G e D no jejuno e ileo;
poucas células EG no intestino delgado, que aumentam em nimero, em direcdo ao ileo;
e raras células EC..

Células endocrinas também se fazem presentes na mucosa do tubo digestivo do
pombo doméstico. Os principais tipos celulares identificados foram: D, G, EC, N, Ae L
(SAITO et al., 1989).

BEZUIDENHOUT & van ASWEGEN (1990), por meio de estudos de microscopia
de luz e imuno-histoquimico do trato gastrointestinal de avestruz, constataram células

enddcrinas imunorreativas a somatostatina, glucagon, gastrina, bombesina,

neurotensina, substéncia P e polipeptideo pancreatico. Esses autores destacaram,
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ainda, que a distribuicdo das células imunorreativas a glucagon, bombesina,
neurotensina e substancia P difere daquela observada em galinhas.

RAWDON & ANDREW (1994) apontaram que no intestino de pintos recém-
eclodidos existem células EC, sendo abundantes no duodeno e na regido cranial do
ileo.

A ocorréncia de células endocrinas imunorreativas a serotonina, somatostantina,
motilina e PYY foram detectadas no duodeno de pardal por MENDES et al. (2009)

2.1.3.3 Anfibios

Células enddcrinas reativas a somatostatina, glucagon, polipeptideo pancreatico,
secretina, polipeptideo inibidor gastrico e peptideo pentagastrina (GTPP) foram
identificadas na mucosa do intestino delgado de Bufo regularis, enquanto células para
neurotensina foram vistas apenas na mucosa do ileo (EL-SALHY et al., 1981).

PUZYREV et al. (1986) afirmaram, por meio da utlizagdo dos meétodos de
microscopias de luz e eletrénica, que células endécrinas da mucosa duodenal de ra se
encontram distribuidas entre os enterdcitos do revestimento da superficie mucosa. Seis
tipos de células enddcrinas foram identificados com base no tamanho e em
caracteristicas granulares.

RAJJO et al. (1988), estudando o tubo digestivo de Rana catesbeiana (ra-touro),
atualmente denominada Lithobates catesbeianus, comprovaram a presenca de células
enddcrinas contendo colecistoquinina no antro e duodeno.

No intestino de Rana temporaria, foram identificadas numerosas células
endocrinas imunorreativas a serotonina, somatostatina e peptideo semelhante ao
glucagon-1 (GLP-1), nimero moderado de células de PYY, L, VIP e G/CCK e poucas
células imunorreativas a polipeptideo pancreatico (PP), bombesina, substancia P e
neurotensina (VALVERDE et al., 1993).

Utilizando os métodos imuno-histoquimico e ultraestrutural, foi possivel encontrar
no intestino delgado de Rana esculenta, a presenca de células imunorreativas a

somatostatina. Essas células diminuem, em namero, em dire¢do ao colon e apresentam
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processos citoplasméticos apicais em direcdo ao Ilumen (TRANDABURU &
NURNBERGER, 1995).

MATVEEVA (1998), também combinou métodos de microscopias de luz,
eletrbnica e histoquimica para identificar células enddcrinas no epitélio da mucosa do
intestino delgado de Rana temporaria. A microscopia eletrbnica revelou sete tipos de
células enddcrinas, nos quais as células EC foram as mais numerosas.

Ao pesquisar sobre o sistema enteropancreatico difuso em nove espécies de
anfibios (salamandra, ras) e répteis (tartaruga, lagartos e cobras), TRANDABURU &
TRANDABURU (2007) identificaram a distribuicdo topogréafica de células enddcrinas
imunorreativas a serotonina no epitélio do intestino de anfibios e répteis. Relataram
ainda, que a ocorréncia das células imunorreativas a serotonina nos anfibios prevaleceu

entre as células mucosas e epiteliais.

2.1.3.4 Peixes

NOAILLAC-DEPEYER & HOLLANDE (1981) verificaram
imunohistoquimicamente, na mucosa intestinal de perca, peixe-gato e carpa, a
presenca de células enddcrinas G e PP-like.

ELBAL & AGULLEIRO (1986), combinando métodos imunocitoquimicos e de
microscopia eletrbnica, demonstraram na mucosa do intestino de Sparus auratus
(pargo-dourado) a presenca de células reativas a gastrina, substancia P, polipeptideo
pancreatico, colecistoquinina e me metionina-encefalina.

ANDREOZZ| et al. (1997) reportaram a presenca de células e fibras nervosas
reativas a polipeptideo pancreatico distribuidas ao longo da mucosa intestinal de
Hypophthalmicchtys molitrix (carpa) e Carassius auratus, entretanto, essas células e
fibras nervosas foram encontradas apenas no intestino anterior de Lepomis gibbosus.

GOMEZ-VISUS et al. (1998) detectaram, no intestino de Dicentrarchus labrax
(perca), a coexisténcia de células imunorreativas a polipeptideo pancreatico,
polipeptideo tirosina tirosina e neuropeptidio Y, onde algumas células também

apresentaram reatividade ao glucagon.
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2.1.3.5 Répteis

Em Testudo graeca, PEREZ-TOMAS et al. (1989a), constataram a presenca de
células L na regido caudal do intestino delgado e células D, B e N ao longo desse
orgao.

Foram identificadas imunohistoquimicamente, no epitélio da mucosa do intestino
delgado de Chrysemys dorbigini e Phrynops hilarii, células enddécrinas do tipo aberto
reativas ao peptideo insulina (MUNIZ et al., 1991).

Células endocrinas imunorreativas a G/CCK e PYY/PP foram observadas na
mucosa do intestino delgado de Podarcis hispanica (lagarto) (BURREL et al., 1992).
Peptideos neuroenddécrinos, substancia P e galanina foram isolados de extratos de
intestino de Gopherus agassizii (WANG et al., 1999).

Segundo TERAKCI et al. (2005) células enddcrinas imunorreativas a serotonina
e insulina estao presentes no duodeno da Mauremys caspica caspica. Relataram ainda,
a auséncia de gastrina, substancia P, glucagon, peptideo relativo ao gen calcitonina
(CGRP) e somatostatina.

De acordo com TRANDABURU & TRANDABURU (2007), a presenca e
distribuicdo topogréfica de células enddcrinas imunorreativas a serotonina no intestino
dos répteis Emys orbicularis e Natrix natrix, ocorrem somente no epitélio das criptas e
no terco inferior dos vilos intestinais.

Células enddcrinas do tipo argiréfilas e argentafins foram identificadas no epitélio
de revestimento da mucosa do duodeno do K. scorpioides. As células que atingem a luz
do orgdo com seus processos citoplasmaticos denominadas “tipo aberto”, e as de

localizagdo proximo a membrana basal “tipo fechado” (PEREIRA, 2000).



19

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Na presente pesquisa foram utilizados fragmentos de esbéfago, estbmago e
duodeno de 12 exemplares adultos (sete machos e cinco fémeas) de K. scorpioides
incluidos em blocos com parafina. O material utilizado € decorrente de outros projetos
de pesquisa desenvolvidos por Pereira (2000), sob licenga do INSTITUTO BRASILEIRO
DO MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS (IBAMA/MA),
processo N® 001860/97- 44, licenca N® 001 e processo N° 02012.0011860/97- 44,
licenca N° 003/98.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Anatomopatologia do Curso de
Medicina Veterinaria do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do
Maranhao, campus Paulo VI — Séo Luis, MA.

Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Bem Estar Animal (CEBEA) da FCAV-UNESP - Jaboticabal, protocolo n® 012819.

3.2 Processamento histolégico do material

Cortes semi-seriados de 4 um de espessura foram obtidos em micr6tomo
rotativo®, distendidos em banho-maria histolégico?, e fixados em laminas histoldgicas
previamente tratadas. De cada 6rgdo foram preparadas cerca de 10 laminas contendo
pelo menos dois cortes em cada uma, a fim de serem submetidas as técnicas de
coloracdo de acordo com o seguinte protocolo:

As laminas foram analisadas com auxilio de microscépio de luz binocular®, em
aumentos de 100 e 400 X, e documentadas fotograficamente por meio de camara

fotogréafica®.

! Micron HM-360 - Zeiss
2 OMA MJ72

3 Axiostar plus - Zeiss
Canon
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3.2.1 Descricao das técnicas de coloragéo utilizadas

3.2.1.1 Técnica da Peroxidase Anti Peroxidase - PAP (STENBERGER et al.,
1970)

A imuno-histoguimica mediante a técnica (PAP) para marcagdo de serotonina
material embebido em parafina, dos 6rgaos estudados, foi realizada visando detectar a
presenca do hormoénio nas células enteroenddécrinas do eséfago, estbmago e duodeno.
Na sequéncia, as laminas, contendo cortes parafinados de tecidos, foram
desparafinadas em xilol por 20 minutos, hidratadas em solugcdes decrescentes de
alcoois (alcool absoluto, 90°, 80° e 70° respectivamente) e submetidas a um banho em
PBS (“Phosphate Buffer Saline”- pH 7,2, 0,01M). Posteriormente foi realizado o bloqueio
da peroxidase endogena adicionando-se ao banho de PBS o perdxido de hidrogénio
(30 volumes diluida a 4% em PBS), por 30 minutos a temperatura ambiente. As laminas
foram, entdo, cobertas com solucdo de bloqueio de sitios de ligacBes inespecificas
(soro normal de porco na diluicdo de 1:30), e incubadas em camara umida por 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas em 3 banhos
de PBS de 5 min. cada. Logo apds, o anticorpo primario (soro monoclonal de
camundongo anti-serotonina) foi adicionado em quantidade suficiente para recobrir 0s
cortes, sendo as laminas incubadas por 18 a 24 horas em camara Umida a 4°C. A
seguir, adicionou-se o anticorpo secundario na diluicdo de 1:50 (soro de porco de anti -
camundongo), sendo as laminas novamente incubadas em camara Umida por 30
minutos a temperatura ambiente, e em seguida lavadas em 3 banhos de PBS de 5 min.
cada. Foi adicionado, entdo, o complexo peroxidase anti-peroxidase na diluicdo de
1:150 seguido de incubacao por 30 minutos em camara umida a temperatura ambiente,
e lavadas em 3 banhos de PBS de 5 min. cada. A reacao foi revelada utilizando-se
solugdo de Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solugao de
peréxido de hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS, por cinco minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, ocorreu a lavagem das laminas em agua corrente e contra-

coloragdo com Hematoxilina de Harris. As laminas fordo entdo desidratadas em
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solugGes de alcoois crescentes (70°, 80° 90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e
montadas com béalsamo sintético.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo.
Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo ao anticorpo primario. Como
controle positivo foi utilizado uma lamina com corte histolégico de intestino de gamba. E

as leituras das laminas foram realizadas em microscoépio optico de luz.

3.2.1.2 Técnica da Estreptoavidina-Peroxidase para deteccdo de gastrina
(TAFURI et al., 2004)

Os cortes das trés regibes do esodfago, estbmago e duodeno também foram
submetidos a técnica da Estreptoavidina peroxidase para deteccdo de antigenos de
gastrina presente no epitélio do esodfago, epitélio e glandulas do estdmago e epitélio do
duodeno do mugud, conforme descri¢cdo a seguir:

Na sequéncia, os cortes de tecidos, foram desparafinados em xilol por 20
minutos, hidratados em solucGes decrescentes de alcoois (alcool absoluto, 90°, 80° e
70° respectivamente) e submetidos a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”-
pH 7,2, 0,01M). Posteriormente, fez-se o blogueio da peroxidase endogena
adicionando-se ao banho de PBS o perdxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4%
em PBS), por 30 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram, entdo, cobertas
com solucdo de bloqueio de sitios de ligacdes inespecificas (Leite em pd desnatado
diluido em PBS -12g de leite em 200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30
minutos & temperatura ambiente. Logo apés, o anticorpo priméario® (anticorpo de coelho
anti-gastrina, na diluicdo de 1:100 em BSA - soro albumina bovina) foi adicionado em
quantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as laminas incubadas por 18 a
24 horas em camara umida a 4°C. A seguir, adicionou-se 0 anticorpo secundario
biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho na diluigdo de 1:100 - Sistema de
deteccdo Ultra Estreptavidina — EP — USA/5000) e as laminas foram novamente

bY

incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se,

5 Laboratério novocastra™
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entdo, o complexo estreptoavidina peroxidase seguido de incubacao por 30 minutos em
camara Umida a temperatura ambiente. A reacao foi revelada utilizando-se solucéo de
Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solucdo de peréxido de
hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS, por cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloracdo
com Hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em &lcoois
crescentes (70° 80° 90° e alcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com
balsamo sintético.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo.
Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo ao anticorpo primario. Como
controle positivo foi utilizado uma lamina com corte histologico de estémago de cao. E

as leituras das laminas foram realizadas em microscopio Optico de luz.

3.2.1.3 Técnica da Estreptoavidina-Peroxidase para deteccdo de
enteroglucagon (TAFURI et al., 2004)

Os cortes das trés regides do esdfago, estbmago e duodeno foram submetidos a
técnica da Estreptoavidina peroxidase para deteccdo de antigenos de enteroglucagon
presente no epitélio do eséfago, epitélio e glandulas do estbmago e epitélio do duodeno
do mucud, conforme descricdo que se segue:

Na sequéncia, os cortes de tecidos, foram desparafinados em xilol por 20
minutos, hidratados em solucdes decrescentes de alcoois (alcool absoluto, 90°, 80° e
70° respectivamente) e submetidos a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”-
pH 7,2, 0,01M). Posteriormente fez-se o bloqueio da peroxidase enddgena adicionando-
se ao banho de PBS o peroxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em PBS), por
30 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram, entdo, cobertas com solucéo de
blogueio de sitios de ligagbes inespecificas (Leite em p6 desnatado diluido em PBS -
12g de leite em 200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, o anticorpo primario® (anticorpo de coelho anti-

® Laboratério novocastra™
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glucagon, na diluicdo de 1:50 em BSA - soro albumina bovina) foi adicionado em
guantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as laminas incubadas por 18 a
24 horas em camara umida a 4°C. A seguir, adicionou-se 0 anticorpo secundario
biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho na diluicdo de 1:100 - Sistema de
deteccdo Ultra Estreptavidina — NCL — GLUCp) e as laminas foram novamente
incubadas em camara umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se,
entdo, o complexo estreptoavidina peroxidase seguido de incubacao por 30 minutos em
camara umida a temperatura ambiente. A reacao foi revelada utilizando-se solucéo de
Diaminobenzidina (DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solugdo de peroxido de
hidrogénio 40 volumes a 0,16% em PBS, por cinco minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, fez-se a lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloracao
com Hematoxilina de Harris. As laminas foram entdo desidratadas em &lcoois
crescentes (70°, 80° 90° e Aalcool absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com
balsamo sintético.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo.
Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo ao anticorpo primario. Como

controle positivo foi utilizado uma lamina com corte histolégico de estbmago de cao.

3.2.1.4 Técnica da Estreptoavidina-Peroxidase para deteccdo de motilina
(TAFURI et al., 2004)

Os cortes do esbdfago, estbmago e duodeno foram submetidos a técnica da
Estreptoavidina peroxidase para deteccdo de antigenos de motilina presente no epitélio
do esbfago, epitélio e glandulas do estbmago e epitélio do duodeno do mucua,
conforme descrigdo a sequir:

Foi usada a técnica imuno-histoquimica para marcacdo de motilina em material
embebido em parafina, visando detectar a presenca do horménio nos 6rgdos. Na
sequéncia, os cortes de tecidos, foram desparafinados em xilol por 20 minutos,
hidratados em solugGes decrescentes de alcoois (alcool absoluto, 90°, 80° e 70°

respectivamente) e submetidos a um banho em PBS (“Phosphate Buffer Saline”- pH
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7,2, 0,01M). Posteriormente, fez-se o bloqueio da peroxidase enddégena adicionando-se
ao banho de PBS o perdxido de hidrogénio (30 volumes diluida a 4% em PBS), por 30
minutos a temperatura ambiente. As laminas foram, entdo, cobertas com solucdo de
bloqueio de sitios de ligacdes inespecificas (Leite em p6 desnatado diluido em PBS -
12g de leite em 200 mL de PBS) e incubadas em camara umida por 30 minutos a
temperatura ambiente. Logo apds, o anticorpo primario’ (anticorpo de coelho anti-
motilina, na diluicdo de 1:50 em BSA - soro albumina bovina) foi adicionado em
guantidade suficiente para recobrir os fragmentos, sendo as laminas incubadas por 18 a
24 horas em camara Umida a 4°C. A seguir, adicionou-se o anticorpo secundario
biotinilado (anticorpo biotinilado de cabra anti-coelho na diluicdo de 1:100 - Sistema de
deteccdo Ultra Estreptavidina — e as laminas foram novamente incubadas em camara
umida por 30 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, o complexo
estreptoavidina peroxidase seguido de incubacao por 30 minutos em camara Uumida a
temperatura ambiente. A reacéo foi revelada utilizando-se solu¢cdo de Diaminobenzidina
(DAB) a 0,024% em PBS acrescida de solucéo de peroxido de hidrogénio 40 volumes a
0,16% em PBS, por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente fez-se a
lavagem das laminas em agua corrente e contra-coloracdo com Hematoxilina de Harris.
As laminas foram entdo desidratadas em &lcoois crescentes (70°, 80° 90° e alcool
absoluto), diafanizadas em xilol, e montadas com balsamo sintético.

Para cada bateria de 20 laminas utilizou-se um controle negativo e um positivo.
Como controle negativo, utilizou-se PBS, em substituicdo ao anticorpo primario. Como

controle positivo foi utilizado uma lamina com corte histolégico de estdbmago de cao.
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4. RESULTADOS

4.1 Es6fago

4.1.1 Células imunorreativas a serotonina

Células imunorreativas a serotonina foram identificadas na regido caudal do
esb6fago do K. scorpioides (Figuras 1, 2). Tais células enddcrinas foram classificadas
como do “tipo aberta” e “tipo fechada”, conforme a proximidade com a luz do érgdo. Nas

regides cranial e média ndo houve deteccdo dessas células.

Figura 1. Fotomicrografia da regido caudal do es6fago de K. scorpioides onde
se observam células imunorreativas a serotonina — seta, PAP; (Barra=25 pm).
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Figura 2. Fotomicrografia da regido caudal do es6fago de K. scorpioides com
células imunorreativas a serotonina — seta, PAP; (Barra=15 um).

4.1.2 Células imunorreativas a gastrina
Nesta pesquisa, nenhuma célula imunorreativa a gastrina foi identificada no

esoOfago de K. scorpioides.

4.1.3 Células imunorreativas ao enteroglucagon

Por meio da técnica de imuno-histoquimica estreptoavidina — peroxidase,
constatou-se a auséncia de células imunorreativas ao horménio enteroglucagon no
epitélio de revestimento da mucosa esofagica.

Verificou-se a marcacdo ao enteroglucagon, a qual se deu na superficie dos
cilios, no epitélio de revestimento da mucosa esofagica (Figura 3). Essa marcacéao,
localiza-se também por todas as fibras nervosas da lamina prépria e submucosa (Figura

4) do érgao.



Figura 3. Fotomicrografia da regido cranial do esbéfago de K. scorpioides com
marcacdo para glucagon na superficie dos cilios, estreptoavidina —
peroxidase; (Barra=25 pm).
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Figura 4. Fotomicrografia da regido cranial do eséfago de K. scorpioides com
marcacdo para glucagon na lamina propria e submucosa - seta,
estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 pum).

4.1.4 Células imunorreativas a motilina
A marcacao localiza-se também por todas as fibras nervosas da lamina propria e
submucosa (Figura 5) do érgao. Ocorrendo também a marcacdo nas fibras nervosas

das tunicas muscular e adventicia (Figura 6).
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Figura 5. Fotomicrografia da regido caudal do es6fago de K. scorpioides com
marcacdo para motilina na lamina propria e submucosa - seta,
estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 pm).
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Figura 6. Fotomicrografia regidao média do esbéfago de K. scorpioides com
marcacao para motilina nas fibras nervosas das tdnicas muscular e
adventicia — setas, estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 pm).

4.2 Estbmago

4.2.1 Células imunorreativas a serotonina

Células enddcrinas imunorreativas a serotonina foram identificadas na mucosa
gastrica das regides cardica (Figura 7), fandica e pilérica de K. scorpioides, porém nas
duas ultimas regides aparentemente em maior quantidade (Figuras 8 e 9), sendo
também classificadas como do “tipo aberta” e “tipo fechada”, conforme a proximidade

com a luz do 6rgao.



Figura 7. Fotomicrografia da regido céardica do estdbmago de K. scorpioides com
células imunorreativas a serotonina - setas, PAP, (Barra=25 um).
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Figura 8. Fotomicrografia da regido fundica do estdbmago de K. scorpioides
com células imunorreativas a serotonina — seta, PAP, (Barra=50

pum).
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Figura 9. Fotomicrografia da regiéo pilérica do estbmago de K. scorpioides com
células imunorreativas a serotonina - seta, PAP, (Barra=50 pum).

4.2.2 Células imunorreativas a gastrina

As células imunorreativas a gastrina estavam presentes, porém com marcacao
reduzida na regido cardica (Figura 10), ausente na fundica, e aparentemente em grande
guantidade entre as células das glandulas da regido pilérica (Figura 11).



Figura 10. Fotomicrografia da regido cardica do estbmago de K. scorpioides
com células imunorreativas a gastrina, estreptoavidina —
peroxidase, (Barra=25 um).
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Figura 11. Fotomicrografia de células imunorreativas a gastrina nas glandulas da
regido pildrica do estbmago de K. scorpioides — seta, estreptoavidina
— peroxidase; (Barra=50 pum).

4.2.3 Células imunorreativas ao enteroglucagon

Células imunorreativas ao enteroglucagon estavam localizadas entre as células
gue constituem as glandulas nas regides céardica (Figura 12), fundica (Figura 13) e
pilérica (Figura 14), porém nas duas primeiras regides o numero de células foi
moderado, enquanto na ultima regido apresentou numerosas células.

As células imunorreativas ao enteroglucagon apresentaram menor frequéncia

relativa quando comparadas aos outros hormonios ja estudados.



Figura 12. Fotomicrografia com células imunorreativas ao enteroglucagon nas
glandulas da regido céardica do estbmago de K. scorpioides — seta
(400X), estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 um).
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Figura 13. Fotomicrografia com células imunorreativas a enteroglucagon
(setas) nas glandulas da regido fandica do estébmago de K.
scorpioides (200X), estreptoavidina — peroxidase; (Barra=50 pm).
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Figura 14. Fotomicrografia com células imunorreativas a enteroglucagon (seta)
nas glandulas da regido pilérica do estdbmago de K. scorpioides,
estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 um).
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4.3 Intestino delgado - Duodeno

4.3.1 Células imunorreativas a serotonina
Como resultado da pesquisa, utilizando a técnica do PAP, constatou-se a
presenca de células imunorreativas a serotonina no epitélio de revestimento da mucosa
duodenal (Figura 15), com maior distribuicdo dessas células na regido das criptas
intestinais, sendo também classificadas como do “tipo aberta”, que emitem processos
citoplasmaticos para a luz do 6érgao, e “tipo fechada” localizadas préximo a membrana

basal.

BN

Figura 15. Fotomicrografia com célula imunorreativa a serotonina (seta) no
epitélio de revestimento do duodeno de K. scorpioides, PAP;
(Barra=15 pm).
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4.3.2 Células imunorreativas a gastrina
Detectou-se por meio da técnica imunohistoquimica da estreptoavidina —
peroxidase, células imunorreativas a gastrina no epitélio duodenal (Figura 16), com
maior distribuicdo na regido das criptas formadas pelas vilosidades (Figura 17).

Figura 16. Fotomicrografia das vilosidades do duodeno de K. scorpioides com
marcacao para gastrina nas células epitelias de revestimento - seta,
estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 um).
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Figura 17. Fotomicrografia das vilosidades do duodeno de K. scorpioides com

gastrina nas células epitelias de

a

imunorreativas

lulas

cé

peroxidase; (Barra=25 pum).

revestimento - seta, estreptoavidina
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4.3.3 Células imunorreativas ao enteroglucagon

N&o foram identificadas células imunorreativas ao horménio enteroglucagon no
epitélio de revestimento da mucosa duodenal.

Verificou-se presenca de secrecdo do hormoénio enteroglucagon ao longo do
epitélio de revestimento da mucosa duodenal, localizando-se por toda a superficie dos
microvilos das células (Fugura 18). Ocorreu também a marcacéo das fibras nervosas na
lamina propria e submucosa do 6rgéo.

Figura 18. Fotomicrografia das vilosidades do duodeno de K. scorpioides com
células imunorreativas ao enteroglucagon nas superficies das células
epitelias de revestimento, e das fibras nervosas na lamina propria e
submucosa - setas, estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 um).
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4.3.4 Células imunorreativas a motilina
N&do houve imunomarcacdo no epitélio de revestimento do duodeno de K.
scorpioides. Ficando a marcacao restrita as fibras nervosas da lamina prépria e

submucosa das vilosidades do 6rgéo (Figura 19).

Figura 19. Fotomicrografia das vilosidades do duodeno do K. scorpioides com
marcacdo para motilina nas fibras nervosas da lamina prépria e
submucosa - setas, estreptoavidina — peroxidase; (Barra=25 um).
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5. DISCUSSAO

5.1. Es6fago

5.1.1. Células imunorreativas a serotonina

Nesta pesquisa células imunorreativas a serotonina foram identificadas na regiéo
caudal do esdfago de K. scorpioides. No entanto, ndo houve deteccdo dessas células
nas regides cranial e média. Estes achados estdo de acordo com as descricbes de
PEREZ-TOMAS et al. (1989a), que identificaram células imunorreativas a serotonina na
regido caudal do eséfago de T. graeca e, NADA et al. (1984) na mucosa esofagica de
Rana catesbiana, denominada Lithobates catesbeianus.

Outras pesquisas mostraram que as células imunorreativas a serotonina néo
estdo restritas apenas ao esdfago, mas podem ser encontradas ao longo de todo o
tubo digestivo, como descrito por LEE & KU (2004) no Takydromus wolteri Fischer, KU
et al. (2003) na Rana rugosa, KU et al. (2001) no Trachemys scripta elegans, e KU et al.
(2000) na Bombina orientalis e (ARENA et al., 1990) em Egernia kingii.

As células imunorreativas a serotonina observadas neste 6rgado provavelmente
podem estar envolvidas no mecanismo de regulacdo do movimento ciliar, como tem
sido identificado em células da mucosa palatina de Rana catesbiana (MARUYAMA et
al., 1984).

5.1.2. Células imunorreativas a gastrina

Nas regibes cranial, média e caudal do es6fago de K.scorpioides, ndo houve
deteccdo de ceélulas imunorreativas a gastrina. A gastrina é horménio secretado pelas
células G, presentes principlamente nas regiées antral e pilérica do estdbmago e
duodeno (POLAK et al., 1993).

5.1. 3. Células imunorreativas ao enteroglucagon

Na presente pesquisa, ndo foram observadas de células imunorreativas ao
horménio enteroglucagon no epitélio de revestimento da mucosa esofagica de K.

scorpioides. Entretanto, verificou-se que a marcacao ocorreu na superficie dos cilios, no
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epitélio de revestimento da mucosa esofagica, e que essa marcacdo localizou-se
também, ao longo de fibras nervosas distribuidas na lamina propria e submucosa do
orgao. Alguns estudos demonstraram a presenca de enteroglucagon na regido distal de
es6fago humano (KADUK & BARTH, 1978).

5.1. 4. Células imunorreativas a motilina

A imunorreacdo para identificacdo de motilina no esdfago de K. scorpioides,
localiza-se também em fibras nervosas da lamina prépria e submucosa do Orgéo.

Ocorreu também a marcacéao nas fibras nervosas das tunicas muscular e adventicia.

5.2. Estbmago

A identificacdo de células enddcrinas no estdbmago de K. scorpioides, foi possivel
com a utilizacdo das técnicas histoquimicas de GRIMELIUS (1968) para deteccdo de
células argiréfilas e de Masson — Fontana modificada (BARBOSA et al., 1984) para as
células argentafins. As células enddcrinas argiréfilas e argentafins observadas ao longo
do estbmago de K. scorpioides, localizadas entre as células que compdem as glandulas
gastricas, foram classificadas como do “tipo aberto” e “tipo fechado” (PEREIRA, 2000).

LUPPA (1977), ANDREW & HICKMAN (1974) e GEORGE et al.(1998), relataram
que as células enddcrinas argiréfilas em répteis estdo localizadas principalmente na
regido superior das glandulas fundicas e glandulas piloricas. Esses resultados
assemelham-se aos encontrados nesse 6rgao de K. scorpioides (PEREIRA, 2000).

5.2.1 Células imunorreativas a serotonina

Na presente pesquisa, células enddcrinas imunorreativas a serotonina foram
identificadas na mucosa gastrica das regides cardica, fundica e pilérica do estbmago de
K. scorpioides, sendo a maior ocorréncia observada nas duas ultimas regides. Os tipos
celulares também foram classificados como do “tipo aberto” e “tipo fechado”, conforme
a proximidade com a luz do 6rgdo. De forma semelhante, células enddcrinas

imunorreativas a serotonina foram observadas em mamiferos (SEKIZUKA et al., 1975,
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ZAVIACIC et al., 1976, HELMSTAEDTER et al., 1977, LUCIANO et al., 1980, OHARA et
al., 1986, CALINGASAN et al., 1984, van ASWEGEN et al., 1994, AGUNGPRIYONO et
al., 2000 e NISA et al., 2005). Também em aves, células imunorreativas a serotonina
foram observadas na mucosa do proventriculo, moela e antropilérica (ANDREW, 1976a,
MARTINEZ et al., 1993, CASTALDO & LUCINI, 1994), assim como no proventriculo de
pardal-dos-castanheiros, pombo, codorna, pinto, pato, gaivota e aguia-de-asa-redonda
(YAMADA et al., 1985) e segundo MENDES et al. (2009) no proventriculo e moela de
pardal. De forma semelhante, em anfibios foram identificadas células produtoras de
serotonina (DIAZ de RADA et al.,, 1987, MICHELANGELI et al., 1987; GALLEGO-
HUIDOBRO & PASTOR, 1996, KU et al., 2000), bem como em peixes (GARGIULO et
al., 1997). Achados semelhantes foram também relatados para répteis: Caiman
latirostris (YAMADA et al., 1987), Testudo graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida
(PEREZ-TOMAS et al., 1989b), Egernia kingii (ARENA et al., 1990), Testudo horsfieldi
(IVANOVA et al.,, 1997), Trachemys scripta elegans (KU et al., 2001), Takydromus
wolteri Fischer (LEE & KU, 2004), Mauremys caspica caspica (TERAKCI et al., 2005).

5.2.2 Células imunorreativas a gastrina

As células imunorreativas a gastrina nesta pesquisa foram identificadas no
estbmago de K.scorpioides, porém em numero reduzido na regido cardica, ausente na
fundica, e em grande quantidade entre as células que comp8em as glandulas piléricas.

Em geral, a distribuicdo de células imunorreativas a gastrina no K. scorpioides é
similar aquelas descritas em mamiferos (ZAVIACIC et al., 1976, HELMSTAEDTER et
al., 1977, OHARA et al., 1986, VAN ASWEGEN et al., 1994, AGUNGPRIYONO et al.,
2000, NISA et al., 2005 e SANTOS et al., 2008).

Células imunorreativas a gastrina também foram descritas na regido pilorica do
estbmago de aves, localizadas principlamente na porcdo basal da glandula
(YAMANAKA et al., 1989, BEZUIDENHOUT & VAN ASWEGEN, 1990). A concentracao

de células imunorreativas a gastrina na regido pilérica, jA € uma caracteristica bem
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conhecida em péssaros (LARSSON et al., 1974, YAMADA et al., 1979, OKAMOTO et
al., 1980, RAWDON & ANDREW, 1981, YAMADA et al., 1985).

Em anfibios tém sido relatada a presenca de células imunorreativas a gastrina
em Rana temporaria (DIAZ de RADA et al., 1987), Rana perezi (GALLEGO-HUIDOBRO
& PASTOR, 1996). Alguns pesquisadores tém relatado a presenca de células
produtoras de gastrina no estobmago de peixes (NOAILLAC-DEPEYRE & HOLLANDE
(1981), ELBAL & AGULLEIRO (1986), ELBAL et al., 1988; GARGIULO et al., 1997,
BOSI et al., 2004).

As células imunorreativas a gastrina tém sido descritas no estdbmago de varios
répteis: Chrysemys picta (GAPP et al.,1985), Caiman latirostris (YAMADA et al. 1987),
Testudo graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida (PEREZ-TOMAS et al.,1989a, b),
Egernia kingii (ARENA et al., 1990), Hydromantes ambrosii (FARALDI et al., 1993)
Testudo horsfieldi (IVANOVA et al., 1997) Trachemys scripta elegans (KU et al., 2001)
Gekko japonicus, Eumeces chinensis, Sphenomorphus indicus e Eumeces elegans
(HUANG & WU, 2005). Estas células imunorreativas foram identificadas nas glandulas
gastricas do estbmago. Células imunorreativas a gastrina foram encontradas ao longo
do epitélio do estbmago em frequéncias variadas, contrariando o0s resultados
encontrados no K. scorpioides, quando essas células foram identificadas apenas nas
regides cardica e pildrica.

As principais funcdes da gastrina sdo: estimular a secrecdo de acido gastrico
pelas células parietais, o crescimento tréfico da mucosa gastrica e intestinal, a secrecao
de pepsinogénio, a motilidade gastrica, a contracdo da musculatura na juncao eséfago-
gastrica (POLAK et al., 1993), participando também no esvaziamento gastrico.

5.2.3 Células imunorreativas ao enteroglucagon
Em relacdo a distribuicdo das células imunorreativas ao enteroglucagon nesta

pesquisa observou-se que elas estdo presentes em quantidade moderada nas regides

cardica e fundica, e em grande quantidade na regido pil6rica.
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Igualmente observou-se que o padrdo de distribuicdo das células imunorreativas
ao horménio no estbmago de K. scorpioides foi semelhante aos estudos realizados em
mamiferos (SEKIZUCA et al., 1975, BAETENS et al., 1976, AGUNGPRIYONO et al.,
2000, NISA et al.,, 2005 e SANTOS et al., 2008), em aves (YAMADA et al., 1985,
BEZUIDENHOUT & VAN ASWEGEN (1990), MARTINEZ et al., 1993, e MENDES et al.,
2009), em anfibios, células imunorreativas ao enteroglucagon também foram descritas
em Rana temporaria (DIAZ de RADA et al., 1987), Rana perezi (GALLEGO-HUIDOBRO
& PASTOR, 1996), em peixes (ELBAL et al., 1988, GARCIA HERNANDEZ et al., 1994,
GOMEZ-VISUS et al., 1998) e em reépteis (YAMADA et al. 1987) identificaram
enteroglucagon na regido fundica do estbmago de Caiman latirostris, e (PEREZ-
TOMAS et al.,(1989b), no sistema enddcrino gastroenteropancreético do Testudo
graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida.

Células imunorreativas ao glucagon foram detectadas ao longo do estémago do
G. japonicus, raramente nas glandulas fundicas de E. chinesis e ausentes em S.
indicus e , E. elegans (HUANG & WU, 2005).

KU et al. (2001) estudaram a distribuicédo regional e frequéncia relativa de células
enddcrinas no tubo digestivo de Trachemys scripta elegans. Células imunorreativas ao
enteroglucagon foram encontradas ao longo do epitélio do estbmago em varias
frequéncias. Esse resultado foi semelhante ao encontrado no estdbmago de K.

scorpioides, no presente estudo.

5.3. Intestino Delgado — Duodeno

As ceélulas enddcinas argiréfilas e argentafins observadas ao longo das
vilosidades do duodeno de K. scorpioides estavam localizadas entre as células que
compde o revestimento da mucosa duodenal, e foram classificadas como sendo do “tipo
aberto” e “tipo fechado” (PEREIRA, 2000).

Os relatos de LUPPA (1977) sobre células argentafins do duodeno de répteis,
HEITZ et al. (1978), de células enterocromafins na mucosa duodenal do homem e

REIFEL & LINDEN (1983) de células argirofilas entre as células epiteliais do intestino de
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N. crysoleucas foram semelhantes aos observados por PEREIRA (2000) em estudos

com K. scorpioides.

5.3.1 Células imunorreativas a serotonina

Como resultado desta pesquisa, constatou-se a presenca de células
imunorreativas a serotonina no epitélio de revestimento da mucosa duodenal de K.
scorpioides, com maior distribuicdo dessas células na regido das criptas duodenais
formadas pelas vilosidades, sendo também classificadas como do “tipo aberto”, que
emitem processos citoplasmaticos para a luz do 6rgéo, e “tipo fechado” localizadas
proximo a membrana basal. As células enterocromafins da mucosa intestinal possuem
como funcao principal a liberacdo de serotonina. Estas células respondem a estimulos
mecanicos e quimicos liberando a serotonina que estimulara os neurbnios a iniciar a
atividade peristaltica. Ha evidéncias de que os receptores de serotonina estdo
envolvidos na motilidade gastrointestinal. Além disso, pesquisas demonstram que 0s
receptores de serotonina tém funcdo importante no peristaltismo intestinal e podem agir
como mecanismo liberador de serotonina em células neuronais ou ndo neuronais, como
as ceélulas enterocromafins (PRAUSE et al., 2009).

Os resultados observados nesta pesquisa em K. scorpioides sédo semelhantes
aqueles descritos em mamiferos (SEKIZUKA et al., 1975, CALVERT, 1978, USPENSKII
& GOLOFREEVSKII (1980), IATSKOVSKIl & BORONIKHIMA (1989), JABLONSKI &
GOSSRAU (1989), TAKAGI et al., 1990, CECCARELLI et al.,, 1995a,b, RIZZOTI &
DOMENEGHINI (1976), AGUNGPRIYONO et al., 2000, ZHANG et al., 2009), em aves
(ANDREW, 1976b, YAMANAKA et al., 1989, SAITO et al., 1989, RAWDON & ANDREW
(1994), MENDES et al., 2009). S8o em numero reduzido os trabalhos que relatam a
presenca de células imunorreativas a serotonina no duodeno de anfibios (VALVERDE
et al, 1993, MATVEEVA, 1998) em Rana temporaria, (TRANDABURU &
TRANDABURU, 2007) em Triturus vulgaris, Triturus cristatus, Rana esculenta, Rana
ridibunda e Xenopus laevis, (KU et al., 2000) em Bombina orientalis. (KU & LEE, 2004)
no intestino de Zacco platypus. Em répteis (PEREZ-TOMAS et al.,1989b), observaram
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no Testudo graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida, (YAMADA et al. 1987) no
Caiman latirostris, (ARENA et al., 1990) em Egernia kingii, (BURREL et al., 1992) em
Podarcis hispanica, (TERAKCI et al., 2005) em Mauremys caspica caspica,
(TRANDABURU & TRANDABURU, 2007) em Emys orbicularis, Lacerta viridis, Lacerta

agilis e Natrix natrix.

5.3.2 Células imunorreativas a gastrina

No presente trabalho, células imunorreativas a gastrina foram identificadas no
epitélio de revestimento duodenal, com maior distribuicAo na regido das criptas
formadas pelas vilosidades. Os resultados identificados no K. scorpioides sao
diferentes daqueles descritos em mamiferos (CALVERT (1978), USPENSKIl &
GOLOFREEVSKII, 1980, TSUMURAYA et al., 1986, KITAMURA et al., 1984, RIZZOTI
& DOMENEGHINI, 1976, BALTAZAR et al.,, 1998, CALINGASAN et al.,, 1984,
AGUNGPRIYONO et al., 2000), porém algumas espécies de células enddcrinas estdo
presentes nas glandulas de Brunner's de suinos (ITO et al.,, 1987), e em aves
(ANDREW, 1976b, SUNDLER et al., 1977, YAMANAKA et al., 1989, SAITO et al., 1989,
BEZUIDENHOUT & VAN ASWEGEN (1990). Pouco numerosos sdo os trabalhos que
revelam a presenca de células imunorreativas a gastrina no duodeno de anfibios
(VALVERDE et al., 1993) em Rana temporaria.

Alguns trabalhos descrevem a presenca de células enddcrinas produtoras de
gastrina no intestino de peixes (NOAILLAC-DEPEYER & HOLLANDE, 1981, ELBAL &
AGULLEIRO,1986, PAN, et al., 2000, BOSI et al., 2004). Em répteis (PEREZ-TOMAS et
al.,1989b), identificaram no Testudo graeca, Mauremys caspica e Lacerta lepida,
(ARENA et al., 1990) em Egernia kingii, (BURREL et al., 1992) em Podarcis hispanica e
(YAMADA et al. 1987) identificaram gastrina no intestino de Caiman latirostris.
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5.3.3 Células imunorreativas ao enteroglucagon

Na presente pesquisa, constatou-se a auséncia de células imunorreativas ao
horménio enteroglucagon no epitélio de revestimento da mucosa duodenal de K.
scorpioides.

Entretanto, nesta pesquisa verificou-se a presenca da secre¢cdo do hormonio
enteroglucagon ao longo do epitélio de revestimento da mucosa duodenal, e esta
secrecdo localizava-se por toda a superficie dos microvilos das células. Ocorrendo
também a marcacéo das fibras nervosas na lamina prépria e submucosa do 6rgéao.

As células imunorreativas ao enteroglucanon no duodeno de K. scorpioides, ndo
apresentam o mesmo padrdo de distribuicdo dos estudos realizados em mamiferos
SEKIZUKA et al.,, 1975; CALVERT, 1978; USPENSKIl & GOLOFREEVSKIl (1980);
IATSKOVSKIl & BORONIKHINA (1989); JABLONSKI & GOSSRAU (1989); TAKAGI et
al., 1990; CECCARELLI et al.,, 1995a; CECCARELLI et al., 1995b; RIZZOTI &
DOMENEGHINI (1976); AGUNGPRIYONO et al., 2000; ZHANG et al., 2009,
diferenciando pela auséncia das glandulas de Brunner's no K. scorpioides, segundo
PEREIRA et al. (2005). Em aves ANDREW, 1976b; YAMANAKA et al., 1989; SAITO et
al., 1989; BEZUIDENHOUT & VAN ASWEGEN, 1990; RAWDON & ANDREW, 1994;
GULMEZ et al., 2003; MENDES et al., 2009. Alguns relatos em anfibios, confirmam a
presenca de enteroglucagon no duodeno (EL-SALHY et al., 1981; VALVERDE et al.,
1993). Poucos trabalhos descrevem a ocorréncia de enteroglucagon em peixes:
(GOMEZ-VISUS et al., 1998) em Dicentrarchus labrax, (PAN, et al., 2000) no intestino
de C. idellus, M. piceus e C. carpio, (BOSI et al., 2004) em Salmo trutta, (KU et al.,
2004) no intestino de Zacco platypus. Em répteis, YAMADA et al. (1987) observaram
enteroglucagon no intestino delgado de Caiman latirostris e PEREZ-TOMAS et al.
(1989b), identificaram a presenca do hormdénio no duodeno do Testudo graeca,
Mauremys caspica e Lacerta lepida. Relatam ainda, que enteroglucagon pode atuar por

acado paracrina (ARENA et al., 1990) em Egernia kingii.
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5.3.4 Células imunorreativas a motilina

No presente trabalho néo foram identificadas células imunorreativas ao horménio
motilina no epitélio de revestimento da mucosa duodenal de K. scorpioides. Entretanto,
essa imunorreacao foi observada nas fibras nervosas da lamina prépria e submucosa
das vilosidades do segmento duodenal.

A motilina é um polipeptideo que estimula a motilidade gastrointestinal (POITRAS
et al., 1994). Este peptideo tem sido identificado em muitas espécies de mamiferos,
mas néo foi localizado em roedores como ratos e camundongos. Os sitios de ligacbes
da motilina estdo presentes no sistema nervoso, e no aparelho digestivo de mamiferos
(FEIGHNER et al.,, 1999, DASS et al.,, 2003). Alguns trabalhos demonstram que os
efeitos contrateis da motilina sdo acompanhados pela sinalizacéo intracelular do Ca?*
no musculo liso do tubo digestivo de mamiferos (PEETERS et al., 1991, FARRUGIA et
al., 1997, VAN ASSCHE et al., 2001 e HUANG et al., 2005).

Em mamiferos (HEITZ et al., 1978) o polipeptideo motilina foi detectado em
células da mucosa duodenal de homem (CALINGASAN et al.,, 1984), na mucosa
duodenal de ovinos (BALTAZAR et al.,, 1998), no intestino delgado de Philippine
carabao (AGUNGPRIYONO et al., 2000) em Babyrousa babyrussa (TAKAGI et al.,
1990) em marsupiais. Em aves (YAMANAKA et al.,, 1989 e MENDES, et al., 2009)
também observaram a presenca de motilina no revestimento duodenal. Em répteis
(YAMADA et al. 1987), identificaram a presenca de motilina nas céluals epiteliais de

revestimento do intestino delgado de Caiman latirostris.
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6. CONCLUSOES

As células imunorreativas a serotonina foram identificadas somente na regido distal do
esbfago, nas glandulas cardicas, fundicas e piléricas do estbmago e no epitélio de
revestimento do duodeno de K. scorpioides, havendo, entretanto, diferenca quanto a
distribuicdo e frequéncia dessas células;

As células imunorreativas a gastrina foram identificadas nas células que compdem as
glandulas céardicas e piléricas do estdbmago, e no epitélio de revestimento das
vilosidades do duodeno de K. scorpioides;

A imunorreatividade ao enteroglucagon foi identificada nos cilios do revestimento
epitelial das regides cranial e média, e nas fibras nervosas da lamina prépria e
submucosa do eséfago, e entre as células das glandulas cardicas, fundicas e piléricas
do estbmago, e na superficie dos microvilos do epitélio do duodeno de K. scorpioides;

A imunomarcacgdo para motilina ocorreu na lamina prépria e submucosa das vilosidades
do duodeno, nas fibras nervosas da lamina prépria e submucosa, e das tunicas
muscular e adventicia das regies cranial, média e na serosa da regido distal do
esoOfago do K. scorpioides.
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