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RESUMO GERAL

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Caracterizacao histolégica e histoquimica e deteccio
por imuno-histoquimica de células do Sistema Neuroenddcrino Difuso do tubo digestivo
da espécie Phrynops geoffiroanus (Schweigger, 1812) (Testudine: Chelidae). 2013. 124p.
Dissertagdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

A compreens@o dos processos fisioldgicos nos vertebrados € essencial para obtencdo de dados
sobre a biologia das espécies. Os conhecimentos ecologicos e evolutivos sdo primordiais para
um manejo apropriado, atividades de conservagdo e o aprimoramento dos ecossistemas.
Sendo assim, esclarecer a morfologia do sistema digestorio torna-se fundamental uma vez que
este reflete fielmente as pressdes exercidas pelo ambiente sobre o organismo. A adaptagéo a
diferentes nichos ambientais leva a mudangas anatomicas e fisiologicas, principalmente do
sistema digestorio, entre e dentro das diferentes ordens de répteis. Sendo assim, este trabalho
descreve a histologia, a histoquimica e a imuno-histoquimica do tubo digestivo de Phrynops
geoffroanus, relacionando as caracteristicas dos 6rgdos com o habito alimentar da espécie. O
esofago, estobmago e intestino de quatro espécimes fixados em formol 10% e depositados na
Universidade Federal de Juiz de Fora, foram processados por técnica histologica de rotina
para obtencdo de cortes de 5 um de espessura. Posteriormente, corou-se com Hematoxilina-
Eosina (HE), Acido Periddico de Schiff (PAS) e Alcian Blue (AB) pH 0.4 ¢ 2.5. Observou-se
que o trato ¢ formado pelas camadas mucosa, submucosa, muscular e adventicia ou serosa. A
camada mucosa do es6fago e do estdbmago € revestida pelo epitélio simples cilindrico com
células secretoras de muco, onde estdo inseridas gldndulas intraepiteliais na por¢ao do esdfago
e fossetas gastricas desembocando em glandulas tubulares no estdémago. O estomago divide-
se em anterior, médio e posterior, de acordo com a profundidade das fossetas ¢ a densidade de
glandulas gastricas. O intestino € revestido pelo epitélio simples cilindrico com borda estriada
e células caliciformes e divide-se em anterior e posterior, de acordo com o padrido de
dobramentos da camada mucosa e o numero de células caliciformes. Reatividade ao PAS e
AB foi observada em todo o TD. A muscular da mucosa estd presente em todos os
compartimentos. A camada muscular ¢ formada por duas subcamadas de musculo liso, exceto
na porcao posterior do estomago. Células imunorreativas (IR) ao anti-soro anti-serotonina (5-
HT) estdo presentes entre as células epiteliais € na base das glandulas intraepiteliais no
esofago; no epitélio do estdmago e do intestino e na base das glandulas gastricas observam-se
células IR aos anti-soros anti-serotonina (5-HT), anti-somatostatina (SOM) e anti-insulina
(INS). Nenhuma reagdo aos anti-soros: anti-gastrina (GAS), anti-glucagon (GLUC) e anti-
polipeptideo pancreatico (PP) ¢ observada. Este estudo vai ajudar no entendimento da
fisiologia digestiva da espécie investigada e fornecer dados para analises comparativas com
outros queldnios.

Palavras chaves: Réptil, histoquimica, mucinas, células endocrinas.



GENERAL ABSTRACT

Histological and histochemical characterization and immunohistochemical detection of
diffuse neuroendocrine system cells of the digestive tube of Phrynops geoffiroanus
(Schweigger, 1812) (Testudine: Chelidae). 2013. 124p. Dissertation (Master in Animal
Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2013.

An understanding of the physiological processes in vertebrates is essential to understand the
biology of species. Knowledge of ecology and evolution is key to appropriate management,
conservation and improvement of ecosystems. Therefore, clarification of the morphology of
the digestive system is fundamental because this reflects to pressures exercised by the
environment on the organism. The adaptation to different environmental niches leads to
anatomic and physiological changes, mainly in the digestive system, among and within the
different reptile orders. This work describes the histology histochemistry and
immunohistochemical of the digestive tube of Phrynops geoffroanus, to relate the
characteristics of the digestive organs to the species’ eating habit. The esophagus, stomach
and intestine of four specimens fixed in 10% formal and deposited in the reptile collection of
Juiz de Fora Federal University were processed by routine histological techniques to obtain 5-
pm sections. These were stained with hematoxylin-eosin (HE), periodic acid-Schiff (PAS)
and Alcian Blue (AB) pH 0.4 and 2.5. The tube is formed by the mucosa, submucosa,
muscular and adventitia or serosa layers. The mucosa layer of the esophagus and stomach is
lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-secreting cells, with intraepithelial
glands inserted in part of the esophagus and gastric fossettes emptying into tubular glands in
the stomach. The stomach is divided into an anterior, middle and posterior region, according
to the depth of the fossettes and the concentration of gastric glands. The intestine is lined by a
simple cylindrical epithelium with striated boundaries and goblet cells and is divided into an
anterior and posterior region, according to the pattern of folds of the mucosa layer and the
number of goblet cells. Reactivity to PAS and AB was observed in the entire tube. The
muscularis mucosa is present in all the segments. The muscular layer is formed by two sub-
layers of smooth muscle, except for the posterior part of the stomach. Immunoreactive (IR)
cells to anti-serotonin (5-HT) are present among the epithelial cells and at the base of the
intraepithelial glands in the esophagus and epithelium of the stomach and intestine, while at
the base of gastric glands there are IR sells to anti-serotonin (5-HT), anti-somatostatin (SOM)
and anti-insulin (INS). There was no reaction observed to anti-gastrin (GAS), anti-glucagon
(GLUC) and anti-pancreatic polypeptide (PP). This study will help understanding of the
digestive physiology of P. geoffiroanus and provide data for comparative analyses with other
turtles.

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os Testudines sdo um dos principais representantes das redes troficas dos
ecossistemas aquaticos, muitas vezes compondo a maior biomassa destes habitas (BURY,
1979; SOUZA & ABE, 1997, 2000). Sendo assim, possuem uma posi¢do importante no fluxo
de energia, no ciclo de nutrientes e na manutencdo da qualidade da agua dentro destes
sistemas (MOLL & MOLL, 2004). Até o presente foram identificadas 327 espécies, destas
36 ocorrem no Brasil (BERNILS & COSTA, 2012). Apesar do grande numero de espécie, os
ambientes aquaticos e o modo de vida destes animais dificultam os estudos In-situ, o que
justifica a caréncia de informagdes sobre a biologia do grupo (CARPENTER & FERGUSON,
1977) e a pouca utilizacdo destes como modelos para estudos de zoologia (BURY, 1979).

A degradagdo dos sistemas aquaticos vinculada a remogdo de florestas de galeria, a
reducdo de sombreamento ¢ de nutrientes, ao aumento da erosdo, assoreamento, polui¢cdo
industrial e doméstica (RODRIGUES, 2005); somada a caca predatdria, ao trafico de animais
e de produtos medicinais, & competicdo com espécies invasoras € ao aquecimento global
(BUIJES, 2008) podem acarretar a extingdo local de algumas espécies ou abrir oportunidades a
ocupacdo por outras (MURPHY, 1997). Se tratando de quelonios, apesar de muitos destes
danos causarem um declinio na fauna de invertebrados que compdem sua alimentagdo
(PINGLE et al, 2000; NILSSON & BERGGREN, 2000) e consecutivamente levar a
vulnerabilidade de muitas espécies deste grupo, algumas espécies sdao consideradas
fisiologicamente oportunistas (MOLL, 1980), tirando proveito do maior aporte de matéria
organica gerado pela acdo antropica (JULIO et al., 1997).

A alimentacdo ¢ um dos assuntos mais abordados nos estudos envolvendo cagados
(ERNST & BARBOUR, 1989, FACHIN-TERAN et al., 1995; LIMA et al., 1997, SOUZA &
ABE, 1995, 1997, 1998, 2000). Os quelonios dulcicolos neotropicais tém habitos alimentares
amplos que abrangem invertebrados, pequenos vertebrados, carnica e partes vegetais como
talos, frutos, sementes e algas (MEDEM, 1960; FACHIN-TERAN et al., 1995; PEREZ-
EMAN & PAOLILLO, 1997; SOUZA & ABE, 2000; SOUZA, 2004; HAHN, 2005;
BRASIL, 2008). A disponibilidade de muitos destes recursos alimentares depende de fatores
climaticos, o que provoca variagdes sazonais na dieta destes animais (SCHOENER, 1971). O
desenvolvimento ontogenético também pode ocasionar mudancas no habito alimentar.
Queldnios mais jovens precisam de um aporte maior de nutrientes para garantir seu
crescimento (CLARK & GIBBONS, 1969; BOUCHARD & BJORNDAL, 2006), para isso
consomem mais alimentos de origem animal. Quando na fase adulta, estes passam a utilizar
também itens de origem vegetal (CLARK & GIBBONS, 1969; GEORGES, 1982; HART,
1983; BURY, 1986, BOUCHARD & BJORNDAL, 2006). Algumas espécies de testudines
também apresentaram diferenca na dieta entre os sexos (BURY, 1986; FACHIN-TERAN et
al.,1995; CHEN & LUE, 1999; HAHN, 2005). Esta diferenca ¢ explicada pelo micro-habitat
escolhido pelos machos e fémeas. As fémeas tendem a buscar locais com aguas mais
profundas, ja os machos preferem aguas rasas perto das margens.

P. geoffroanus, espécie de quelonio integrante da familia Chelidae, ¢ intimamente
dependente do ambiente aquatico, sendo a integridade desse ecossistema indispensavel para
as atividades vitais da espécie. Segundo um estudo realizado por BRITES (2002), alteracdes
ambientais provocadas pelo homem podem comprometer as fungdes orgénicas da espécie,
uma vez que espécimes habitantes de areas urbanizadas mostraram-se mais propensas a
aquisicdo de doenca. Sendo assim, informagdes detalhadas sobre o habito alimentar deste
quelonio, com o intuito de esclarecer fendmenos fisiologicos e patologicos do TD, sdo
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primordiais na implementacdo de projetos de manejo e conservacdo, podendo servir de base
para estudos com outras espécies de cadgados, tendo em vista a caréncia de estudos com esta
vertente. Atrelado a isto, os conhecimentos histologico, histoquimico e imuno-histoquimico
torna-se potencialmente importante uma vez que se encarrega de esclarecer o arranjo e a
morfologia celular do TD, elucidando a presenca e frequéncia de células endocrinas do
sistema neuro-enddcrino difuso, facilitando o entendimento da biologia do animal.

1.1 Sistematica da Espécie

Com base na filogenia, os répteis sdo divididos em quatro ordens: Testudines
(tartarugas, cagados, e jabutis), Lepidosauria (lagartos, serpentes, anfisbénia e tuatara),
Crocodylia (crocodilos, jacaré e gaviais) e Aves, cada grupo com caracteristicas conspicuas
(RIEPPEL & REISZ, 1999; POUGH & HEISER, 2003). Estes sdo assim classificados por
apresentarem peculiaridades que os permitem explorar o ambiente terrestre independente da
presenca de agua. Dentre as inlimeras caracteristicas que os agrupa a mais marcante ¢ a
presenga de uma pele seca, praticamente carente de glandulas, revestida por escamas
epidérmicas ou placas corneas.

Os Testudines compdem um grupo parafilético dentro da classe Reptilia, devido a
especializacdes morfologica, fisiologica e ecoldgicas peculiares ao grupo, ndo sendo
identificado nenhum estado intermediario que os ligue a outros vertebrados (POUGH &
HEISER, 2008). Sdo unicos pelo fato de apresentarem as cinturas escapular e pélvica no
interior de um casco coberto por escudos corneos epidérmicos. Este ¢ formado por uma parte
convexa dorsal, denominado carapaca, e uma parte achatada ventral, o plastrdo. Até o
presente, foram identificadas 327 espécies, destas 36 ocorrem no Brasil (SBH, 2012).

Atualmente encontram-se duas sub-ordens entre os Testudines, Cryptodira (Grego,
crypto = escondido, dire = pescoco) e Pleurodira (Grego, pleuro = lado) (POUGH &
HEISER, 2008). A primeira agrupa individuos com capacidade de retrairem a cabeca e
escondé-la dentro do casco (jabutis, tartarugas marinhas e algumas tartarugas de agua doce),
0s quais compdem a maioria dos quelonios atuais. Ja a segunda sub-ordem retune aqueles que
flexionam o pescoco lateralmente sendo incapazes de recolherem a cabeca para o interior do
casco (cagados).

Dentre os pleurodira, destaca-se a familia Chelidae, representada pelos cagados semi-
aquaticos, a qual agrupa 50 espécies (BONIN et al., 2006) que habitam somente a América do
Sul e a Australia (GREER, 2003), das quais 20 sdo encontradas no Brasil (BERNILS &
COSTA, 2012). Sao animais de carapagas baixas e com patas anteriores em forma de remos, o
que facilita a vida aquatica, uma vez que tais caracteristicas diminuem a resisténcia imposta
pela agua ao deslocamento, potencializando assim a locomogao destes animais (POUGH &
HEISER, 2008).

De acordo com METRAILLER (2002), o género Phrynops € constituido por quatro
espécies, sendo a espécie P. geoffroanus (SCHWEIGGER, 1812), de pequeno porte,
encontrada com frequéncia em rios, lagos e lagoas de correnteza lenta (ERNEST &
BARBOUR, 1989). P. geoffroanus tem habito diurno, expondo-se sobre troncos, pedras ou ao
longo das margens dos rios nas horas do dia com picos elevados de temperaturas (MEDEM
1960; MONTEIRO & DIEFENBACH, 1987; MOLINA 1989; SOUZA & ABE, 1999). E
encontrada desde a Colombia, Venezuela, Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste,
centro-oeste e nordeste do Brasil (MOURA, 2009). Apesar da extensa distribui¢do geografica,
sdo escassas as informacgao a respeito desta espécie. De acordo com GUIX ef al., (1989), por
esta ampla distribui¢do geografica, a qual abrange diferentes biotas, P. geoffroanus pode ser
um conjunto de espécies cripticas ainda ndo diferenciadas.
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De modo geral, o “Céagado de Barbicha”, nome vulgar dado a espécie, chega a medir
35 cm de comprimento. FERRAREZI (2006) o descreveu como portador de uma carapaga
achatada e larga com coloragdo preta ou cinza esverdeada. O plastrdo possui um entalhe anal
e tem uma coloracdo vermelha rosada com manchas irregulares e pretas. A cabega ¢ larga e
lisa, com coloragdo preta, linhas brancas e irregulares. A parte inferior € branca com linhas e
pontos pretos. A caracteristica mais proeminente dessa espécie ¢ uma linha preta e larga que
se estende longitudinalmente pelo olho. Possui também um par de “barbelas” no “queixo”, e
os membros sdo cinza com manchas brancas.

P. geoffroanus foi inicialmente considerado uma espécie quase exclusivamente
carnivora por MEDEM (1960) e MOLINA (1989). Estudos mais recentes caracterizou a
espécie como onivora, consumindo desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHIN-
TERAN et al, 1995; SOUZA & ABE, 2000; DIAZ & SOUZA, 2005; GUARDIA et al.,
2007; DECONTE, 2012). Estudos sugerem que esta variacdo no habito alimentar de P.
geoffroanus esta diretamente ligada a caracteristicas do ambiente. FACHIN-TERAN et al,
(1995) observaram que em periodos secos na Amazonia, insetos e crustaceos predominam na
dieta de P. geoffroanus, porém, na mesma regido em periodo chuvoso apenas frutos foram
notados. Observou-se também que em locais antropofizados, esta espécie aproveita-se do
esgoto doméstico (SOUZA & ABE 1999, 2000; SOUZA, 2004; DECONTE, 2012).

1.2 Sistema Digestorio de Testudines
1.2.1 Anatomia geral

O sistema digestorio € constituido, basicamente, de boca, faringe, esd6fago, estdmago,
intestinos delgado e grosso, reto e cloaca, além dos orgdos anexos: glandulas salivares,
pancreas e figado (BERNARDE, 2003). Sao desprovidos de dentes, possuindo no lugar deste
um bico corneo rigido, que atuam tanto na apreensao de alimento quanto na defesa do animal.
Apresentam mandibula com resistente musculatura, o que facilita na quebra de alimento. A
lingua acomoda-se no assoalho da boca, seguida da glote. As glandulas salivares atuam na
producdo de muco, as quais ndo sintetizam enzimas digestivas. Estas sdo fabricadas pelo
estomago, intestino delgado, figado, pancreas e vesicula biliar. O ceco é pouco desenvolvido
nos animais ainda jovens, aumentando seu volume a medida que estes se tornam adulto,
indicio da crescente ingestdo vegetal ao longo do desenvolvimento. O sistema digestorio ¢
finalizado pela cloaca, composta pelo anus e pelos orificios urinario e genital (LUZ & REIS,
1999; MADER, 1996).

Anatomicamente, em um estudo realizado por BRITO (2007), caracterizou o TD de P.
geoffroanus como sendo curto e simples. Observou-se que o estdmago faz uma curva
acentuada para a direita e a transicdo com o duodeno ¢ notada apenas pelo estreitamento da
parede do 6rgdo. O duodeno situa-se inteiramente no antimero direito do animal. O jejuno-
ileo tem dimensdes maiores que o segmento anterior, sendo mais comprido e mais largo,
posicionando-se medianamente. Na passagem deste para o colon-reto, ha um consideravel
aumento da luz do 6rgdo que se mantém constante até o final.

1.2.2 Histologia geral

No epitélio gastrintestinal permeiam um conjunto de células, oriundas do SND,
denominadas células endocrinas, as quais se encarregam, por meio de secregdes, de controlar
o funcionamento eficiente da digestdo dos alimentos. Segundo DEVENEY & WAL (1983),
estas secregdes operam na regulacdo dos processos digestivos, controlando a absor¢do de
nutrientes, além de desempenharem importantes fungdes na secre¢do intestinal e das
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glandulas associadas, na motilidade e no fluxo sanguineo intestinal. Alguns hormonios,
produtos destas células, estdo apontados na tabela a seguir (Tabela 1) e em sequéncia serdo
discriminados individualmente.

Tabela 1- Produtos de algumas células enddcrinas.

Hormonio produzido Efeito principal
Serotonina Aumento da mobilidade intestinal
Gastrina Estimulac@o da secrecdo acida gastrica
. Inibicao localizada de outras celas
Somatostatina .
enteroenddcrinas
Glucagon Glicogenolise hepatica
. Manutencdo da homeostase de glicose e do
Insulina . . o
crescimento e diferenciacao celular.
Polipeptideo Atua na musculatura do TD estimulando o
pancreatico esvaziamento gastrico

Serotonina (5-HT) - Também conhecido como 5-hidroxitriptamina, 5-HT é um
neurotransmissor produzido por neurdnios serotoninérgicos do Sistema Nervoso Central
(SNC) e por células do SND, estas amplamente distribuidas no TD produzindo mais de 90%
da serotonina do corpo (AHLMAN & NILSSON, 2001). Este hormonio tem agdo moduladora
geral da conduta afetiva associada a acdes sobre cognicdo e comportamentos homeostaticos.
Regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as funcdes
neuroenddcrinas e autonomicas, a temperatura corporal, a sensibilidade a dor, a atividade
motora, as fungdes cognitivas e também age aumentando a motilidade intestinal (RESNICK et
al., 1961).

Gastrina (GAS) - A GAS ¢ o maior regulador fisioldgico da secre¢do de suco gastrico e
também possui importante papel na promog¢ao do crescimento da mucosa gastrica (JOHNSON
et al., 1975). E sintetizada pelas células G que estio localizadas nas glandulas gastricas, da
regido do antro do estdmago e no duodeno. A principal fun¢do deste hormdnio ¢ estimular a
secrecdao de acido cloridrico e de pepsinogénio pela mucosa géstrica e também estimular a
contragdao do musculo liso, aumentar a circulagdo sanguinea e secrecao de agua pelo estdomago
e intestino (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Somatostatina (SOM) - A SOM ¢ assim denominada devido a habilidade de inibir a
secrecdo do hormdnio responsavel pelo crescimento (somatotrofina). Elevadas concentragdes
de SOM foram encontradas no pancreas, estomago ¢ duodeno (ARIMURA et al., 1975) e tem
fung¢do inibidora em muitos érgaos como tiredide, pancreas, estdmago e vesicula biliar. Inibe
também a liberacdo de hormdnios pelas células enteroendocrinas da vizinhanga. A SOM atua
nas células produtoras de gastrina e nas células semelhantes a enterocromafins inibindo a
liberacao de secrecoes (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Glucagon (GLUC) - E um horménio polipeptidio sintetizado pelas células alfa das
ilhotas pancreaticas e também por células dispersas pelo TD. Iniimeras evidéncias permitem
afirmar que os enteroglucagons e o glucagon pancreatico sdo frutos da clivagem enzimatica
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diferencial da molécula de um precursor comum a ambos (BERNE & LEVY, 2000). De
acordo com FOA et al., (1957), o aumento da glicemia, por meio da glicogendlise hepatica, é
uma das ac¢des mais relevantes do GLUC, mas este possui outras agdes biologicas, tais como a
lipdlise e a cetogénese.

Insulina (INS) - Secretado pelas células B das ilhotas pancredticas, em virtude do
aumento dos niveis de glicose e aminoacidos na circulagdo apds a ingestdo de alimento, a INS
¢ um hormonio anabodlico fundamental para o controle da homeostase de glicose e do
crescimento e diferenciacdo celular. Regula a variagdo de glicose por meio da reducdo da
producdo hepatica (via diminui¢do da gliconeogénese e glicogenotlise) e também ampliando a
captagdo periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. Este peptideo
também estimula a lipogénese no figado e nos adipocitos e reduz a lipdlise, bem como
aumenta a sintese e inibe a degradacao protéica (CARVALHEIRA et al., 2002).

Polipeptideo pancreatico (PP) - A secrecdo de PP ¢ estimulada pelos hormonios CCK,
GAS e secretina, e também pelo nervo vago. Este atua na musculatura do TD estimulando o
esvaziamento gastrico (RODRIGUES, 2005). Os niveis de PP aumentam apo6s a alimentagao,
a ingestdo de proteinas, o jejum, o exercicio e a hipoglicemia, sendo inibida pela
somatostatina e glicose intravenosa (GANONG, 1998). Este hormodnio controla as secre¢des
de acido gastrico e enzimas, a motilidade do TD e as secre¢des pancredticas (RODRIGUES,
2005).

2 OBJETIVO GERAL

Os conhecimentos morfolégicos do TD da maioria dos Testudines, principalmente das
espécies que ocorrem no Brasil sdo infimos. Visando ampliar esta linha de pesquisa, o atual
trabalho objetiva caracterizar através de técnicas histologicas a morfologia e organizagao
celular do TD nos segmentos esdfago, estdbmago e intestino da espécie Phrynops geoffroanus
pertencente a familia Chelidae, relacionando-o com o héabito alimentar deste cdgado. Bem
como evidenciar a produgdo hormonal do sistema digestorio a partir de técnicas de imuno-
histoquimica.

2.1 Objetivos Especificos

e Analisar e descrever a histologia do TD de P. geoffroanus, visando obter dados para
efetivagdo de estudos futuros.

e Avaliar através de técnicas histoquimicas a mucosa do TD deste réptil.

e Verificar a presenga e distribuicdo de células endocrinas produtoras de serotonina (5-
HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e
polipeptideo pancreatico (PP) nos segmentos do TD desta mesma espécie.

e Relacionar a morfologia do TD da espécie analisada a dieta alimentar.

3 HIPOTESE

A morfologia do TD e a distribuicdo de células endocrinas em P. geoffroanus
obedecem ao padrdo alimentar onivoro.
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4 JUSTIFICATIVA

No Brasil, criar animais selvagens visando a reintroducdo dos mesmos em seu habitat
natural, uma vez que este tenha sido afetado negativamente, tem sido uma alternativa para
amenizar os estragos cometidos pela acdo humana. Esta atividade valoriza a sustentabilidade
dos recursos naturais, promovendo a prevencio da fauna nacional (SA et al., 2004).
Entretanto, a escassez de estudos que possam agregar conhecimentos e informacdes acerca da
producdo de animais silvestres, restringe e dificulta a atividade. Havendo deficiéncia em
abordagens mais amplas como aspectos ecologicos e evolutivos das espécies, que sao
primordiais em eventuais planos de conservacdo e manejo (SOUZA, 2004).

Nota-se, hoje, uma ampliacdo em pesquisas com animais silvestres em diversas areas,
tais como morfologia, nutri¢do, manejo. Uma vez que, de acordo com Morlock (1979), as
doencas desenvolvidas em queldnios criados em cativeiros estdo ligadas as mas condicdes de
sanidade. Nesse sentido, diversos estudos tém sido conduzidos com o grupo Testudines, com
o intuito de esclarecer fenomenos fisioldgicos e patologicos do TD (BEREGI et al., 2000,
2002 apud BRITO, 2007, p. 2). Por estar envolvido com processos digestivos e
homeostaticos, ¢ fundamental o entendimento de todos os segmentos do TD no
processamento dos alimentos, de modo a contribuir com fatores nutricionais ¢ assim melhorar
o manejo e condicionamento das espécies em seus ecossistemas. Se tratando de espécies de
queldnios brasileiros esta aten¢do se redobra uma vez que grande parte ¢ classificada como
espécie vulneravel pela IUCN (2010), devido as alteragdes antrépicas sofridas por seus
habitats naturais.

O céagado P. geoffroanus ndo possui importancia economica, pois ndo ¢ consumido
com regularidade pelo homem, devido a carne por vezes causar reagdes alérgicas. Mas alguns
ribeirinhos da Bacia do Rio Amazonas, ocasionalmente, alimentam-se desta espécie (VOGT
2008; SCHNEIDER et al., 2011). Apesar de ndo ser frequentemente predada pelo homem esta
espécie tem sido afetada negativamente por mudangas em seu habitat natural. Ao longo do
Rio Guaporé, por exemplo, o desmatamento para criacdo de gado, além de modificar o nicho
ecoldgico da espécie P. geoffroanus, interfere na reproducdo, uma vez que por acdo mecanica
o gado destrdi seus ninhos e altera seu habitat de nidificagdo. Além disso, o desmatamento
também provoca mudancas na oferta de alimentos da regido, o que pressiona 0s organismos a
buscar novas alternativas, como o lagarto Tupinambis teguxin que aumentou a predacdo aos
ovos de P. geoffroanus (SCHNEIDER et al., 2011). Em outras cidades brasileiras ¢ a poluicao
a causa das alteragcdes no ambiente utilizado pela espécie. Um estudo realizado por SOUZA &
ABE (2000) registrou espécimes de P. geoffroanus em rios poluidos, incluindo o Rio Preto e
alguns de seus afluentes (Bacia Rio Grande, SP).

5 METODOLOGIA

5.1 Procedéncia dos Animais Utilizados

Para realizac@o deste estudo foi coletado o tubo digestivo de quatro espécimes adultos
de P. geoffroanus (Figura 1) que se encontram depositados na Cole¢cdo Herpetologica do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), MG. Estes
animais sdo tombados (Tabela 2) e estdo acondicionados em meio liquido, solu¢do de formol
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10% e devidamente etiquetados. O material coletado foi encaminhado ao Laboratorio de
Histologia e Embriologia da UFRRJ.

Figura 1: Exemplar de Phrynops geoffroanus.

Tabela 2 - Dados do registro dos espécimes de P. geoffroanus depositados na
Colecao Herpetologica do Departamento de Zoologia da UFJF, MG.

Numero de Sexo Procedéncia

tombo

565 Macho Museu Mariano Procopio, Juiz de Fora, MG.
567 Macho Museu Mariano Procopio, Juiz de Fora, MG.
568 Fémea Museu Mariano Procépio, Juiz de Fora, MG.
570 Macho Museu Mariano Procopio, Juiz de Fora, MG.

5.2 Processamento Histolégico

No laboratorio os tubos digestivos coletados dos exemplares de P. geoffroanus foram
clivados em fragmentos seriados transversais e longitudinais (Figura 44). Posteriomente, estes
foram submetidos aos processamentos de técnica histologica de rotina para obtengdo de cortes
histologicos de 5 pm espessura em micrétomo. Os cortes obtidos foram submetidos aos
protocolos histolégicos convencionais de Hematoxilina-Eosina (HE), Tricromico de Gomori
(TG) e aos histoquimicos do Acido periédico de Schiff (PAS) e do Alcian Blue (AB) pH 0.4 ¢
pH 2.5.
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5.3 Método Imuno-histoquimico Utilizado

O complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) foi o método aplicado neste trabalho.
Nesta técnica sdo usados trés reagentes: Um anticorpoprimario, que se liga ao receptor do
horménio especifico, o qual se deseja evidenciar, Um anticorpo secundario, que € produzido
ligado a uma molécula da vitamina biotina (C) e que se une aos receptores do anticorpo
priméario; e o complexo de glicoproteinas - Avidina pronta a partir da biotina e peroxidase -
(AB), que se liga ao reagente anterior, o anticorpo secundario (Esquema 1). O protocolo
contendo as etapas do processo foi anexado ao final deste trabalho (Anexo A).

Neste estudo imuno-histoquimico os cortes histologicos foram submetidos as etapas de
processamento de rotina da técnica de imuno-histoquimica, entre as quais inclui a incubagao
com os anticorpos especificos listados na Tabela 3.

O
v

[ ]
N/
Xeo e
A A Complexo
g @ Avidina-Biotina

N
Anticorpo \\ x’*.

Secundario

(Biotinilado) F

Anticorpo
Primario

A Antigeno

Esquema 1. Representagdo do método imunoenzimatico ABC - peroxidase - Complexo
avidina-biotina-enzima. O complexo ¢ formado pela ligagdo de uma molécula de (strept)
avidina com varias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que tem como fungao
a conversdo de um cromégeno incolor em um produto final que pode conferir cor aos
antigenos teciduais marcados. Fonte: www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm

>

|

Tabela 3 - Detalhes dos anticorpos primarios usados neste estudo.

Anticorpos

primérios Doador Cddigo  Diluigio Laboratério
Serotonina (5HT) coelho  S5545 1:8.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Gastrina (GAS) coelho  GO785 1:1.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Somatostatina (SOM)  coelho A566 1:300 Dako Corp., CA, USA
Glucagon (GLUC) rato G2654 1:2.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Insulina (INS) rato 12018 1:1.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Polipeptideo coelho  RP030 1:25 Diagnostic Biosystems, Inc.
Pancreatico (PP) CA, USA
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5. 4 Observacoes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotografadas com auxilio do microscopio
Olympus BX41 e camera digital Sony Cybershot DSCW 230. As fotomicrografias foram
analisadas e a frequéncia relativa das células enddcrinas imunorreativas (IR) aferidas, através
de um analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o célculo da média +
SD (desvio padrao) por unidade de area (mm?) da mucosa.
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CAPITULO I

Esofago de Phrynops geoffroanus: Caracterizacio histologica e
histoquimica e detec¢ao por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendocrino Difuso
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RESUMO I

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Esofago de Phrynops geoffiroanus: Caracterizacio
histoldgica e histoquimica e deteccdo por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendécrino Difuso. 2013. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto
de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O sistema digestorio atua no processamento dos alimentos permitindo que compostos sejam
assimilados e incorporados ao organismo dos animais. Mas a maneira com que cada ser vivo
desenvolve este procedimento difere devido a fatores como a diversidade dos regimes
alimentares ¢ o modo de vida. Estes fatores moldam caracteristicas morfologicas e
fisiologicas dos orgdos digestores de maneira a potencializar este processo. O objetivo deste
estudo ¢ analisar a morfologia do esofago de Phrynops geoffroanus usando métodos
histologicos, histoquimicos e imunohistoquimicos. A parede do es6fago deste réptil ¢ formada
por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e adventicia. A camada mucosa ¢
revestida pelo epitélio cilindrico simples mucossecretor, onde estdo inseridas glandulas
intraepiteliais. Ambos apresentam positividade ao PAS e AB (pH 0.4 e pH 2.5). A lamina
propria e a submucosa sdo formadas por tecido conjuntivo e vasos sanguineos, sendo ausentes
as glandulas esofdgicas. Entre lamina propria e a submucosa existe a muscular da mucosa que
consiste de uma camada de fibras musculares lisas em sentido longitudinal ao transito da
ingesta. A camada muscular é composta por uma subcamada interna de fibras musculares
lisas longitudinais e uma subcamada externa de fibras circulares. Externamente encontra-se a
adventicia. Células imunorreativas a serotonia estdo presentes entre as células epiteliais e na
base das glandulas intraepiteliais. Nenhuma reacdo aos anti-soros: anti-gastrina, anti-
somatostatina, anti-glucagon, anti-insulina e anti-polipeptideo pancreatico ¢ observada. Esta
pesquisa visa colaborar com estudos sobre a fisiologia digestiva dos répteis, possibilitando
uma futura comparagao com outras espécies para maior compreensao dos aspectos evolutivos.

Palavras chaves: Reptil, histoquimica, mucinas, células endocrinas
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ABSTRACT I

The esophagus of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p.
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The digestive system allows compounds from food to be assimilated and incorporated in the
organism. This procedure differs in each living being depending on the eating habits and
lifestyle. These factors determine the morphological and physiological characteristics of the
digestive organs. This study analyzes the morphology of the esophagus of Phrynops
geoffroanus based on histological, histochemical and immunohistochemical techniques. The
esophagus wall of this reptile is formed of four layers: mucosa, submucosa, muscular and
adventitia. The mucosa layer is lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-
secreting cells with insertion of intraepithelial glands. Both react positively to PAS and AB
(pH 0.4 and pH 2.5). The lamina propria and submucosa are formed of connective tissue and
blood vessels, but esophageal glands are absent. There is a muscular layer between the lamina
propria and submucosa consisting of smooth muscular fibers in the longitudinal direction of
the passage of the ingesta. This muscular layer is composed of an internal sublayer of
longitudinal smooth muscle fibers and an external sublayer of circular fibers. The adventitia
layer is located externally. Immunoreactive cells to serotonin are present among the epithelial
cells and at the base of the intraepithelial glands. There was no reaction to anti-gastrin, anti-
somatostatin, anti-glucagon, anti-insulin and anti-pancreatic polypeptide observed. This study
will help understanding of the digestive physiology of reptiles, enabling comparison with
other species, to shed light on evolutionary questions.

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells.

31



1 INTRODUCAO

A compreensdo dos processos fisiologicos nos vertebrados ¢ essencial para obtengado
de dados sobre a biologia das espécies, e a possivel utilizagdo como instrumento diagnostico
para um manejo apropriado e para conservacdo. Sendo assim, a investigacdo de elementos do
sistema digestorio torna-se fundamental, uma vez que este reflete fielmente as pressdes
exercidas pelo ambiente sobre o organismo. A adaptacdo dos répteis a diferentes nichos
ambientais leva a mudangas anatomicas e fisiologicas principalmente do sistema digestorio,
entre e dentro das diferentes ordens de répteis (MITCHELL & DIAZ-FIGUEROA, 2005). A
literatura ressalta a importancia do conhecimento da morfologia do tubo digestivo (TD), por
este ser muito variavel nos répteis relacionando a diversidade dos regimes alimentares e ao
modo de vida (BICCA et al.,, 2006). Uma ferramenta eficiente capaz de elucidar estes
processos sdo os estudos histologicos (MACHADO-SANTOS et al., 2011).

Os testudines apresentaram um estilo de vida bem sucedido a partir do Tridssico, e
desde entdo pouco se modificaram. Estes combinam aspectos primitivos com caracteristicas
altamente especializadas ndo encontradas em nenhum outro vertebrado (POUGH & HEISER,
2008). Phrynops geoffroanus (cagado-de-barbicha) ¢ um representante onivoro, da familia
Chelidae, consumindo desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHIN-TERAN et al.,
1995). A familia amplamente distribuida na América do Sul, desde a Colombia, Venezuela,
Guiana, no extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil (MOURA,
2009).

Um estudo, realizado por BRITO (2007), caracterizou anatomicamente o TD de P.
geoffroanus como sendo curto e simples, mas nenhuma averiguacdo acerca da histologia,
histoquimica ou imuno-histoquimica foi realizada. Alguns estudos dedicados a investigar a
anatomia microscopica do esdfago podem ser mencionados em: Peixes (SILVA, 2005;
SANTOS et al., 2007); Anfibios (SANTANA & MENIN, 1997; GALLEGO-HUIDOBRO et
al., 2005; CASTRO et al., 2008), Répteis (PEREIRA et al., 2005; AHMED et al., 2009;
KOCA & GURCU, 2011), Aves (MONTEIRO et al., 2009) e Mamiferos (CHAVES &
SILVA, 1988; PEREIRA et al., 2002; HELENO et al, 2011).

Células endodcrinas, oriundas do Sistema Neuroenddcrino (SND), por meio de
secrecdes, sdo indispensaveis para o funcionamento eficiente da digestdo dos alimentos, pois
regulam os processos digestivos, a absorcdo de nutrientes, a secrecdo intestinal e das
glandulas associadas, a motilidade e o fluxo sanguineo (DEVENEY & WAL, 1983).

A intengdo deste trabalho foi descrever a histologia, a histoquimica e a imuno-
histoquimica do esdfago de P. geoffroanus, de modo a avaliar a presenca, distribuicdo e
frequéncia relativa de células enddcrinas produtoras de serotonina (5-HT), gastrina (GAS),
somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e polipeptideo pancreatico (PP),
possibilitando uma futura comparagdo com outras espécies para maior compreensao dos
aspectos evolutivos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Processamento dos Tecidos

No laboratorio eséfago dos quatro espécimes de P. geoffroanus foi clivado em
fragmentos seriados transversais ¢ longitudinais (Figura 4). Posteriormente, estes foram
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processados por técnica histologica de rotina: desidratagdo (em uma série de concentragdes
crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanizagdo em xilol, impregnagao e inclusdo em
Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) para obtencdo de cortes histologicos de 5 um
espessura em microtomo. As laminas com os fragmentos foram coradas pela técnica
Hematoxilina-Eosina (HE), para analise da arquitetura tecidual e Tricromico de Gomori (TG),
para visualizacdo diferencial do tecido conjuntivo e de fibras coldgenas. Para identificacdo de
células mucossecretoras foi realizado o estudo histoquimico através dos métodos Acido
periddico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 / glicoproteinas com diol vicinal oxidavel e/ou
glicogénio) e do Alcian Blue (AB - Lev e Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteinas altamente
sulfatadas) e com pH 2.5 (glicoproteinas com grupos carboxila - acido sialico e acido urénico
- e/ou com ésteres sulfatados) para evidenciagdo de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e
acidas, respectivamente.

2.2 Imuno-histoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico, foram separados cortes histologicos do esofago e
colocados em laminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc).
Posteriormente estes foram desparafinados e hidratados segundo protocolo de rotina. Em
seguida foi feita a recuperagdo antigénica dos tecidos por meio de incubag¢do em tamp@o
citrato (pH 6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos. Com o intuito
de bloquear a enzima peroxidase endogena as sec¢des foram incubadas em uma solugdo de
H,0; a 3% em metanol por um periodo de 15 minutos. Feito o bloqueio as mesmas foram
colocadas em cémara umida a temperatura ambiente e tratadas com soro ndo imune por 30
minutos. Em seguida as secdes foram incubadas por 1 hora com anticorpos primarios anti-
hormdnios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com anticorpo biotinilado
“universal” secundario diluido a 1:200 durante 30 minutos, logo apds com avidina-biotina-
peroxidase complexo (ABC), diluido a 1:200, durante 30 min (ambos da PK 6200, Vector
Laboratories, Inc., EUA). Subsequentemente, a revelagao foi feita por reaccdo com DAB/Plus
(K 047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA), preparado de acordo com as instru¢des do kit. As
diluigdes foram feitas com um diluente especifico (Antibody Diluent - Spring Biosciencee
ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se tampao PBS (pH 7,4). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris e apds desidratacdo em alcool e diafanizacdo em
xilol, as laminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).
Para garantir a especificidade das reagdes, controles positivos e negativos foram utilizados.
Por substituicdo do anticorpo primario por soro ndo imune os controles negativos foram
definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos tipos de tecidos indicados no
datasheet de cada anticorpo (Anexo B).

3 RESULTADOS

3.1 Histologia e Histoquimica

Os cortes evidenciam que a parede do esofago dessa espécie constitui-se por: mucosa,
submucosa, muscular e adventicia. E caracteristica do esdfago de P. geoffroanus a presenga
de uma camada mucosa com pregas digitiformes longas ¢ espessas (Figura 2). Revestindo
estas pregas nota-se um epitélio simples cilindrico alto com células secretoras de muco de
nucleo basal. Entremeadas no epitélio sdo observadas glandulas bem definidas, formadas por
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células claras em disposi¢do semi-circular (Figuras 3 e 4). Na base do epitélio encontra-se a
lamina propria bem vascularizada.

Figura 2: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. (A) Superficie interna
da transicao esofago-estdmago.

Figuras 3 e 4: Fotomicrografias do eséfago de P. geoffroanus (corte longitudinal). (3)
Mucosa pregueada formada por epitélio simples cilindrico (Ep) com células secretoras de
muco, seguida por lamina propria (Lp) vascularizada. Presenca de glandulas intraepiteliais
(seta); Camada submucosa (Sm) evidenciada pela presenga da camada muscular da
mucosa (Mm) representada por feixes de fibras musculares em sentido circular. HE. Barra
=50 pum. (4) Maior aumento mostrando a organizagdo de uma glandula intraepitelial. HE.
Barra =100 pm.
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Tanto as células secretoras do epitélio quanto as células que compdem as glandulas
intraepiteliais apresentam positividade aos métodos do PAS e do AB (pH 0.4 e 2.5) o que
indica a presenca de GAG’s neutras e dcidas: altamente sulfatadas e carboxiladas,
respectivamente (Figuras 4 e 5). A lamina propria desta regido € constituida por tecido
conjuntivo e desprovida de glandulas. Adjacente a esta, existe uma camada denominada
muscular da mucosa formada por feixes de fibras de musculo liso em sentido longitudinal.
Logo abaixo, a camada submucosa ¢ formada por tecido conjuntivo rico em fibras coldgenas
com capilares sanguineos e vasos linfaticos.

Figura 5: Fotomicrografia da transi¢cdo es6fago-estomago de P. geoffroanus (corte
longitudinal). Presenca de GAG’s neutras nas células que compdem o epitélio (seta), nas
glandulas intraepiteliais do es6fago (cabega de seta) e nas glandulas gastricas do estomago
anterior (*). PAS. Barra = 100 pm.
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Figura 6: Fotomicrografia da transicdo es6fago-estomago de P. geoffroanus (corte
longitudinal). Presenca ¢ GAG’s acidas tanto nas células que compdem o epitélio (seta)
quanto nas glandulas intraepiteliais (cabeca de seta). AB. Barra = 100 pm.

A camada muscular é composta por duas subcamadas de musculo liso, que em cortes
longitudinais apresenta-se como uma subcamada interna, longitudinal, e uma externa, circular
(Figura 6). Externamente, o esofago ¢ envolvido por uma adventicia, constituida de tecido
conjuntivo e vasos sangiiineos.

Figura 7: Fotomicrografia do eséfago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Camada
muscular composta por dois feixes de fibras organizados em sentido: interno longitudinal
(il) e externo circular (ec). HE. Barra = 50 um.
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3.2 Imuno-histoquimica
3.2.1 Serotonina (5-HT)

Dos seis anticorpos testados, foi diagnosticada apenas a marcagdo de células
imunorreativas (IR) ao anticorpo anti-5-HT no esofago de P. geoffroanus (Tabela 4).

No esofago, estas células IR encontram-se tanto na base do epitélio cilindrico simples
mucossecretor quanto nas células das glandulas intraepiteliais. Quanto a morfologia das
células sdo classificadas de duas formas: células do tipo aberto, nas quais o apice da célula
esta em contato com o lumen do o6rgdo e células do tipo fechado, as quais ndo tem
comunicagdo com o lumen. A frequéncia relativa destas células na regido é considerada baixa
(Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-S-HT no esdfago de P.
geoffroanus. Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeca de seta), compondo o
epitélio esofagico (Ep) e também as glandulas intraepiteliais (Gl). Contracoloragao:
Hematoxilina de Harris. Barra = 50 pm.

4 DISCUSSAO

A parede do esofago de P. geoffroanus, semelhante ao visto em outros vertebrados, ¢
formada por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e adventicia.

A primeira camada apresenta-se bastante pregueada, com pregas dispostas
longitudinalmente ao sentido do transito da ingesta, como também visto em anfibios
(GALLEGO-HUIDOBRO et al., 2005) e répteis (JIN, et al., 1985; MACHADO-SANTOS et
al,2011). A presenca de pregas bem desenvolvidas ¢ importante para ampliar o diametro do
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orgdo, e torna-o mais distensivel. (LEGLER, 1993; ZUG et al., 2001). Além disso, as pregas
possibilitam um aumento da superficie de absor¢do e a acomodagdo de grandes quantidades
de alimentos (MITCHELL & DIAZ-FIGUEROA, 2005).

Segundo AHMED & COLABORADORES (2009), em quel6nios, a mucosa do
esofago ¢ formada por papilas conicas e cornificadas e as glandulas estdo ausentes, padrdo
que diverge do visualizado em P. geoffroanus, ¢ semelhante ao observado em tartaruga-da-
amazonia (Podocnemis expansa) e para espécies de quelonios da familia Pedocnemididae
(VOGT et al., 1998). Em P. geoffroanus, no lagarto Tropidurus torquatus (FIRMIANO et al.,
2010) e no jacaré Caiman latirostris (MACHADO-SANTOS et al., 2011) foram identificadas
glandulas pluricelulares intraepiteliais, com aspecto mucoso, cuja fun¢do provavelmente ¢ a
lubrificacdo do 6rgdo. Ja nas tartarugas Emys europaea e Chelonia virgata, (ZAMITH, 1952)
e no cagado Kinosternon scorpioides o esofago apresenta-se aglandular (PEREIRA, 2005).

Estudos revelam que a transicdo entre esdfago e estomago ¢ percebida,
macroscopicamente, por um estrangulamento e, histologicamente, pela mudanca abrupta no
epitélio e pelo aparecimento de glandulas gastricas. Em P. geoffroanus, isto ndo ¢ visualizado;
tanto a mucosa do esofago quanto a mucosa da porcdo inicial do estdmago apresentam
epitélio cilindrico simples com células secretoras de muco, sendo possivel visualizar a
transi¢do dos Orgdos apenas pela presenca de glandulas intraepiteliais no esdfago e a formagao
de fossetas gastricas onde desembocam glandulas tubulares, na por¢cdo do estomago.
Nenhuma divisdo macroscopica foi notada. MAGALHAES (2010), ao estudar cinco espécies
da familia Podocnemididae, identificou a mudanga de epitélio do es6fago para o estomago,
variando de estratificado pavimentoso ou estratificado cilindrico para estratificado cilindrico
mucossecretor. Esta semelhanga entre o epitélio esofagico e o gastrico, descaracteriza a
fung@o primordial do es6fago, que ¢ de apenas armazenar e transportar o alimento da cavidade
oral para o estdmago, e sugere que o esofago, neste caso, também auxilie na digestdo dos
alimentos, derrubando a ideia de que a digestdo inicia-se no estomago, segundo alguns
estudiosos: WYNEKEN, 2001; LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005.

Diferente do epitélio esofagico observado na espécie em estudo, em Diplometopon
zarudnyi (AL-THANI E EL-SHERI, 1996) e P. expansa (SANTOS et al., 1998) descreve-se
o orgdo com epitélio estratificado cilindrico; Em quelonios da familia Pelomedusidae (VOGT
et al., 1998) descreve-se um epitélio estratificado pavimentoso; Em Tupinambis teguixin
(ZAMITH, 1952), Xenodon merremii (FERRI & MEDEIROS, 1976), Egernia kingii
(ARENA et al., 1990), Alligator mississippiensis (URIONA et al., 2005) e C. latirostris
(MACHADO-SANTOS et al., 2011), o revestimento ¢ do tipo pseudo-estratificado cilindrico
com células caliciformes. O epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado mucossecretor foi
registrado no cagado Hydraspis sp. (ZAMITH, 1952), na tartaruga K. scorpioides (PEREIRA
et al., 2005), nos lagartos Lacerta hispanica (PANIAGUA & NISTAL, 1983) e Lacerta
lepida (MADRID et al., 1989), na lagartixa Hermidactylus mabouia (SARTORI, 2009), ¢ na
maioria dos anfibios (ZAMITH, 1952; GALLEGO-HUIDOBRO et al., 2005; CASTRO et al.,
2008; SANTANA & MENIN, 1997; GEOGE & CASTRO 1998).

Segundo SANTANA & MENIN (1997), o muco sintetizado pelas células presentes no
epitélio esofagico auxilia na progressdo do bolo alimentar para o estdmago, além de protegé-
lo contra lesdes mecanicas causadas pelo atrito dos alimentos. MAGALHAES (2010)
acrescenta que estas secregdes podem também auxiliar na hidratagdo do alimento. Protocolos
histoquimicos, PAS, AB pH 0.4 ¢ AB pH2.5, revelam a produgdo de GAG’s neutras, acidas
sulfatadas e acidas carboxiladas, respectivamente, no esofago do cagado-de-barbicha. A
primeira, por formar um muco pouco viscoso, atua na constituicdo de um fluxo laminar
durante a lubrificagdo e o tratamento de particulas, o que vai permitir que o alimento seja
transferido do es6fago para o estdmago. Ja as GAG’s acidas por possuirem alta viscosidade
sdo fundamentais no aprisionamento de particulas (SIBBING & URIBE, 1985). Sao
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observadas reagdes positivas a estes protocolos no epitélio do esdéfago de outros répteis
(ELLIOTT, 2007); A. mississippiensis (URIONA et al., 2005), H. mabouia (SARTORI,
2009), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009), C. latirostris MACHADO-SANTOS et al.,
2011); e de representantes da familia Podocnemididae (VOGT et al., 1998), sendo relatada
positividade apenas ao PAS no es6fago de D. zarudnyi (AL-THANI & EL-SHERI, 1996) e de
K. scorpioides (PEREIRA, 2005).

Glandulas esofagicas na lamina propria e na submucosa nao foram identificadas em P.
geoffroanus, esta auséncia também percebida em Agama stellio (AMER & ISMAIL, 1976),
Lacerta agilis, Natrix matrix e Vipera berus (PRYZYSTALSKI, 1980), C. crocodilus yacare
(JIN et al., 1985), Agama adramitana (FARAG & AL-ROBAI, 1986), L. lepida e Mauremys
caspica (MADRID et al., 1989), Natrix tessellata (ABO-TAIRA et al., 1988), Coluber
florlentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989; AFIFI et al., 1990), A. mississippiensis (URIONA et
al., 2005), C. latirotris (MACHADO-SANTOS et al, 2011) e Uromastyx aegyptiaca
(ZAHER et al., 2012). Ja nas espécies Chelonia imbricata e Testudo graeca (MADRID et al.,
1989), Testudo horsfieldii (JEKSAJEWA & KOLOSS, 1964; DILMUHAMIDOV, 1975), e
Scincus hemprichi (FARAG & EL-ROBALI, 1986) estas glandulas foram registradas.

A muscular da mucosa, segundo ELLIOTT (2007) esta ausente na por¢do do eséfago
da maioria dos répteis sendo encontrada apenas em algumas espécies de tartarugas. A
muscular da mucosa estd presente no quelonio K. scorpioides (PEREIRA et al., 2005), na
lagartixa H. mabouia (SARTORI, 2009) e no jacaré C. latirostris (MACHADO-SANTOS et
al., 2011). Na espécie em questdo esta ¢ formada por apenas uma camada de fibras
musculares em sentido longitudinal, mesmo padrdo visualizado em U. aegyptiaca (ZAHER et
al., 2012). Esta musculatura ¢ inexistente ou infima no esoéfago de alguns quelonios
(ANDREW & HICKMAN, 1974; MAGALHAES, 2010) e alguns anfibios (SANTANA &
MENIN, 1997; GEORGE & CASTRO, 1998; CASTRO et al, 2008). CHAVES &
VAZZOLER, 1984 ¢ SANTOS et al., 2007 admitem que a existéncia de tecido muscular
entre a ldmina propria e a submucosa auxilia na elimina¢do das substancias produzidas pelas
glandulas.

A estruturacdo da camada muscular ¢ apresentada como uma subcamada de fibras
musculares longitudinais interna e outra circular externa, diferente do que ocorre em
C.florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), em K. scorpioides (PEREIRA, 2005), em H.
mabouia (SARTORI, 2009), em C.latirostris (MACHADO-SANTOS et al, 2011) e em
U.aegyptiaca (ZAHER et al., 2012). Ja na tartaruga C. myda esta camada organizou-se em
apenas uma subcamada longitudinal MAGALHAES, 2010).

Os resultados imuno-histoquimicos comprovam a existéncia de células que sintetizam
serotonina no esdfago de P. geoffroanus, nao sendo encontradas células que produzem SOM e
GAS na mesma porg¢do. Identificaram-se células ditas do tipo aberta e do tipo fechada.
Acredita-se que as células do tipo aberta detectem pequenas alteragdes do pH ou da
composi¢ao do conteudo do lumen, enquanto que as células do tipo fechado responda a
distensao ou a estimulagdo humoral (FUJITA & KOBAYASHI, 1977).

E papel da 5-HT estimular a contragio muscular do TD e promover a secrego
exocrina (CECCARELLI et al., 1995), incitar os plexos mioentéricos a causar respostas
vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). Esta ¢ secretada diante de varios estimulos
no lume como, acidificacdo, instilagdo de glicose hipertonica ou solugdo de sacarose,
estimulacdo vagal, aumento da pressdo intraluminal, obstru¢do mecénica do intestino e
isquemia intestinal (LI et al., 2000). Em P. geoffroanus, células IR a 5-HT sdo visualizadas
tanto nas células do epitélio de revestimento quanto na base das glandulas intraepiteliais do
esofago. Padrao semelhante ¢ observado no jacaré C. latirostris por MACHADO-SANTOS et
al. (2011). Estas células também foram identificadas no eso6fago de Mabuya quinquetaeniata
e Chalcides ocellatus (EL-SALHY et al., 1985), T. graeca (PEREZ-TOMAS et al., 1989), E.
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kingii (ARENA et al., 1990), Rhabdophis tigrinus tigrinus (LEE et al., 1999), Alligator
sinensis (WU et al., 1999), Trachemys scripta elegans (KU et al., 2001), Takydromus wolteri
(LEE & KU, 2004) e Ocadia sinensis (LIU et al., 2007). Estudiosos assumem que todos os
vertebrados possuem células produtoras deste horménio no TD, admitindo, entdo, que a
localizagao destas células ¢ um carater evolutivo (EL-SALHY et. al., 1985).

Em conclusio, os estudos histoldgico, histoquimico e imuno-histoquimico do es6fago
de P. Geoffroanus sugerem que, além de atuar no transporte do alimento até o estdmago, o
orgdo possivelmente colabore com processos digestivos. Este estudo visa colaborar e
complementar estudos sobre a fisiologia digestiva da espécie investigada, possibilitando
maior compreensao dos aspectos evolutivos, além de fornecer dados histologicos com intuito
de serem usados como referéncia a compreensdo de alteragdes histopatologicas que possam
afetar o TD desta espécie.
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CAPITULO 11

Estomago de Phrynops geoffroanus: Caracterizacio histologica e
histoquimica e detec¢ao por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendocrino Difuso
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RESUMO 11

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Estomago de Phrynops geoffroanus: Caracterizacio
histolégica e histoquimica e detec¢ido por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendécrino Difuso. 2013. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de
Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

Associado ao sistema digestorio dos vertebrados existem células do Sistema Neuroendocrino
Difuso que controlam a motilidade e a velocidade da ingesta, e as secre¢des do tubo digestivo,
garantindo a ac¢do das enzimas no momento exato. O intuito deste estudo ¢ analisar a
morfologia e a produgdo de peptideos no estdbmago de Phrynops geoffroanus usando métodos
histologicos, histoquimicos e imuno-histoquimicos. O estdomago ¢ dividido em anterior,
médio e posterior e ¢ formado por mucosa, submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa
¢ revestida pelo epitélio cilindrico simples mucossecretor que desemboca em glandulas
gastricas por meio de fossetas, que se tornam mais profundas da regido anterior para a
posterior. As glandulas géstricas sdo mais numerosas na porcdo média do estdmago.
Positividade ao PAS e AB (pH 0.4 e pH 2.5) ¢ observada nas trés regides do 6rgao. A lamina
propria e a submucosa sdo formadas por tecido conjuntivo e vasos sanguineos, ¢ separadas
pela muscular da mucosa. A camada muscular, nas regides anterior e média, ¢ composta por
fibras musculares lisas em sentido circular interno e longitudinal externo, sendo que a regido
posterior apresenta apenas uma camada muscular em sentido circular. Externamente encontra-
se a serosa. Sdo encontradas células imunorreativas aos anti-soros anti-serotonia, anti-
somatostatina e anti-insulina entre as células epiteliais ¢ na base das glandulas gastricas.
Nenhuma reacdo a gastrina, glucagon e polipeptideo pancreatico ¢ observada. A finalidade
deste estudo ¢ agregar dados sobre a fisiologia digestiva dos répteis, possibilitando uma futura
comparagdo com outras espécies para maior compreensao dos aspectos evolutivos.

Palavras chaves: Reptil, histoquimica, mucinas e células endocrinas
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ABSTRACT 11

The stomach of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p.
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The digestive system of vertebrates contains cells of the diffuse neuroendocrine system. These
cells control the motility and velocity of the ingesta and the secretions of the digestive tube, to
assure the action of enzymes at the right moment. This article describes the morphology and
production of peptides in the stomach of Phrynops geoffroanus based on histological,
histochemical and immunohistochemical techniques. The stomach is divided into anterior,
middle and posterior regions and is formed by the mucosa, submucosa, muscular and serosa
layers. The mucosa is lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-secreting cells
and empties into gastric glands by means of fossettes, which become deeper from the anterior
to the posterior region. The gastric glands are more numerous in the middle part of the
stomach. Positivity to PAS and AB (pH 0.4 and pH 2.5) is observed in all three of the organ’s
regions. The lamina propria and submucosa are formed by connective tissue and blood vessels
and separated by the muscular layer of the mucosa. This muscular layer, in the anterior and
middle regions, is formed by smooth muscle fibers arranged circularly in the internal part and
longitudinally in the external part, while the posterior region only contains a circular muscular
layer. The serosa is found externally. Immunoreactive cells to anti-serotonin, anti-
somatostatin and anti-insulin are found among the epithelial cells and at the base of the gastric
glands, but no reaction to gastrin, glucagon and pancreatic polypeptide can be observed. This
study provides additional information on the digestive physiology of reptiles, enabling
comparison with other species to better understand evolutionary aspects of species.

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells.
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1 INTRODUCAO

O sistema digestorio atua no processamento dos alimentos permitindo que nutrientes
sejam assimilados e incorporados ao organismo dos animais. Mas a maneira com que cada ser
vivo desenvolve este procedimento difere devido a fatores como a diversidade dos regimes
alimentares e o modo de vida. Estes fatores moldam caracteristicas morfologicas e
fisiologicas dos orgaos digestores de maneira a potencializar este processo.

Os cégados representantes da familia Chelidae apresentam uma variedade de habitos
alimentares, existindo desde espécies carnivoras a espécies herbivoras, mas a maioria possui
habito onivoro (LUZ ef al., 2003). Um integrante de hébito alimentar onivoro € Phrynops
geoffroanus, o qual consome desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHIN-TERAN et
al., 1995). O “Cagado de Barbicha”, nome vulgar dado a espécie, ¢ um animal de pequeno
porte, com habito diurno, expondo-se sobre troncos, pedras ou ao longo das margens dos rios
nas horas do dia com picos elevados de temperaturas (MEDEM 1960; MONTEIRO &
DIEFENBACH 1987; MOLINA 1991; SOUZA & ABE 1999). E encontrado desde a
Colombia, Venezuela, Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste ¢ nordeste
do Brasil (ERNEST & BARBOUR, 1989). Apesar da extensa distribuicdo geografica, sdo
escassas as informacao a respeito desta espécie.

As variadas formas adotadas pelo estomago ou as diferentes dimensdes dos intestinos
sdo algumas das caracteristicas andtomo-fisiologicas do TD que permitem diagnosticar o
regime alimentar de uma espécie (GODINHO, 1970). Estas informagdes, associadas a
composicao alimentar, segundo RODRIGUES ef al., (2004), sdo fundamentais na formulacao
de produtos que possam suprir as necessidades alimentares de quelonios em cativeiro.

Anatomicamente, BRITO (2007) caracterizou como curto e simples o Tubo Digestivo
(TD) de P. geoffroanus. Acrescentou que o estdmago faz uma curva acentuada para a direita e
a transicdo com o duodeno € notada apenas pelo estreitamento da parede do 6rgdo. Mas nada
ao que se refere a anatomia microscopica, a histoquimica e a imuno-histoquimica do TD do
animal foi descrito, informagdes estas importantes para se esclarecer a relacao fisioldgica do
TD com o habito alimentar (FUGI & HAHN, 1991), de modo a facilitar o manejo da espécie,
as atividades de repovoamento, melhorando assim o condicionamento dos ecossistemas
(CASTRO et al., 2003).

A integracdo dos fendmenos motores, secretores e absortivos do TD ¢ fundamental na
reducdo do alimento ingerido a particulas mais simples vidveis a absor¢do (SWENSON &
REECE, 1996). Essa associacdo ¢ alcancada por acdes e interagcdes dos sistemas nervoso e
enddcrino, que no sistema digestorio estdo representados pelas células endocrinas. O entdo
denominado Sistema Neuroendoécrino Difuso (SND) atua no controle da motilidade e da
velocidade do transito da ingesta; nas varias secre¢des do TD, de modo a garantir a ativagdo e
acdo das enzimas no momento exato. Deste modo, os produtos da digestdo podem ser
absorvidos pelo organismo e chegar as circulagdes sangiiinea e linfatica (RODRIGUES et al.,
2005).

A intencdo deste trabalho ¢é retratar a histologia, a histoquimica e a imuno-
histoquimica do estdmago de P. geoffroanus, detectando a produg¢do hormonal de serotonina
(5-HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e
polipeptideo pancreatico (PP) por células enddcrinas ao longo do estdmago, averiguando a
ocorréncia, a distribuicdo e a frequéncia destas células em cada por¢2o de maneira a colaborar
com estudos futuros.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Processamento dos Tecidos

No Laboratorio estdmago dos quatro espécimes de P. geoffroanus foi clivado em
fragmentos seriados transversais e longitudinais (Figura 44). Posteriormente, estes foram
processados por técnica histologica de rotina: desidratagdo (em uma série de concentracdes
crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanizacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em
Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) para obtencdo de cortes histologicos de 5 pum
espessura em microtomo. As laminas com os fragmentos foram coradas pela técnica
Hematoxilina-Eosina (HE), para analise da arquitetura tecidual e Tricromico de Gomori (TG),
para visualizacdo diferencial do tecido conjuntivo e de fibras coldgenas. Para identificacdo de
células mucossecretoras foi realizado o estudo histoquimico através dos métodos Acido
periddico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 / glicoproteinas com diol vicinal oxidavel e/ou
glicogénio) e do Alcian Blue (AB - Lev e Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteinas altamente
sulfatadas) e com pH 2.5 (glicoproteinas com grupos carboxila - 4cido sialico e acido urdnico
- e/ou com ésteres sulfatados) para evidenciacdo de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e
acidas, respectivamente.

2. 2 Imuno-histoquimica

Para o estudo imuno-histoquimico, foram separados cortes histologicos do estdmago ¢
colocados em laminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc).
Posteriormente estes foram desparafinados e hidratados segundo protocolo de rotina. Em
seguida foi feita a recuperacdo antigénica dos tecidos por meio de incubagdo em tampao
citrato (pH 6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos. Com o intuito
de bloquear a enzima peroxidase endogena as sec¢des foram incubadas em uma solugdo de
H,0; a 3% em metanol por um periodo de 15 minutos. Feito o bloqueio as mesmas foram
colocadas em camara umida a temperatura ambiente e tratadas com soro ndo imune por 30
minutos. Em seguida as se¢des foram incubadas por 1 hora com anticorpos primdrios anti-
hormoénios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com anticorpo biotinilado
“universal” secundario diluido a 1:200 durante 30 minutos, logo apds com avidina-biotina-
peroxidase complexo (ABC), diluido a 1:200, durante 30 min (ambos da PK 6200, Vector
Laboratories, Inc., EUA). Subsequentemente, a revelagao foi feita por reaccdo com DAB/Plus
(K 047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA), preparado de acordo com as instrugdes do kit. As
dilui¢des foram feitas com um diluente especifico (Antibody Diluent - Spring Biosciencee
ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se tampao PBS (pH 7,4). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina de Harris e apds desidratacdo em alcool e diafanizacdo em
xilol, as laminas foram montadas com laminula e Entellan (Merck, Darmstadt, Germany).
Para garantir a especificidade das reacdes, controles positivos e negativos foram utilizados.
Por substituicdo do anticorpo primario por soro ndo imune os controles negativos foram
definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos tipos de tecidos indicados no
datasheet de cada anticorpo (Anexo B).
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3 RESULTADOS

3.1 Histologia e Histoquimica

O estomago da espécie apresenta tunicas semelhantes as encontradas para este 6rgao
em outros vertebrados, ou seja, camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Em P.
geoffroanus, a regiao do estdmago foi dividida em trés regides, segundo suas peculiaridades:
anterior, médio e posterior (Figura 45). Isto porque o estobmago da espécie estudada apresenta
forma tubular, sem nenhum diverticulo ou fundo cego, o qual faz apenas uma curva acentuada
para a direita.

Na luz do estomago de P. geoffroanus existem pregas longitudinais que variam quanto
a forma de uma regido para a outra. Inicialmente pregas digitiformes altas e delgadas
compdem as regides anterior ¢ média, na ultima fracdo do 6rgdo estes dobramentos tornam-se
baixos, espagados e com lamina propria mais abundante (Figura 9).

O epitélio de revestimento da camada mucosa ao longo do estomago ¢ simples,
constituido por células cilindricas mucossecretoras, com nucleos basais (Figuras 10, 11, 12 e
13), as quais demonstram reatividade ao PAS e ao AB (pH 0.4 ¢ pH 2.5), demonstrando a
presenga de GAG’s neutras (Figuras 14, 15 e 16), acidas sulfatadas e acidas carboxiladas
(Figuras 17, 18 e 19) respectivamente. Este epitélio dobra-se formando fossetas que sdo
nitidamente menores na regido anterior ¢ média quando comparada com a regido posterior
(Figuras 10, 11, 12 e 13). Estas fossetas desembocam em glandulas gastricas nos trés
segmentos do estomago.

Figura 9: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. Superficie interna: (A)
Esofago e Estomago anterior (B) Estomago Médio (C) Estomago posterior (D) Transi¢ao
Estomago-Intestino.
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Figuras 10 e 11: Fotomicrografias da regido anterior do estémago de P. geoffiroanus
(corte longitudinal). (10) Visdo geral mostrando camada mucosa formada por epitélio
gastrico (Ep), lamina propria (Lp) com glandulas gastricas (Gl) e submucosa (Sm)
evidenciada pela presenca da camada muscular da mucosa (Mm) em sentido longitudinal.
HE. Barra = 100 pm. (11) Ampliagdo da camada mucosa evidenciando epitélio simples
cilindrico mucossecretor (Ep) formando fossetas gastricas (*), que desembocam em
glandulas gastricas (Gl) de formato tubular. HE. Barra = 50 pm.
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Figuras 12 e 13: Fotomicrografias do estomago de P. geoffroanus (corte longitudinal)
(12) Regidao média - Maior densidade de glandulas gastricas (Gl) na lamina propria
tornando infima a porg¢do de tecido conjuntivo. Camada muscular da mucosa (Mm)
representada por feixe de fibras musculares em sentidos interno circular (ic) e externo
longitudinal (el). (13) Regido posterior (corte transversal) - Epitélio formando fossetas
gastricas profundas (*) desembocando em glandulas gastricas (Gl). Camada muscular da
mucosa presente. HE. Barra = 100 pm.
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Figura 14: Fotomicrografia da transicdo esofago-estdomago de P. geoffroanus (corte
longitudinal). Presengca de GAG’s neutras nas células que compdem o epitélio (seta), nas
glandulas intraepiteliais do es6fago (cabega de seta) e nas glandulas gastricas do estomago
anterior (*). PAS. Barra = 100 pm.

Figura 15: Fotomicrografia do estémago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
média - GAG’s neutras no epitélio (seta) e nas glandulasgastricas (cabega de seta). PAS.
Barra =100 pm.
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Figura 16: Fotomicrografia do estdomago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
posterior - Coloragao résea marcando a presenca de GAG’s neutras no epitélio (seta) e nas
glandulas gastricas (cabeca de seta). PAS. Barra = 100 um.

~ o -
P h" .

Figura 17: Fotomicrografia do estdmago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
anterior - Presenca de GAG’s acidas na mucosa (seta). Glandulas gastricas apresentando
positividade alta (cabeca de seta). AB. Barra = 50 um.
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Figura 18: Fotomicrografia do estdomago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
média - GAG’s acidas no epitélio gastrico (seta). Glandulas gastricas com positividade
moderada (cabega de seta). AB. Barra = 50 pm.

Figura 19: Fotomicrografia do estomago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
posterior Colora¢do azulada marcando a presenga de GAG’s acidas (seta). Glandulas
gastricas com positividade baixa. AB. Barra = 50 pm.
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Outra caracteristica que demarca a divisdo do estdbmago ¢ a abundancia das glandulas
gastricas presentes na lamina propria, regido esta formada por tecido conjuntivo frouxo e
vasos sanguineos. Na regido anterior, a densidade glandular ¢ baixa (Figura 10), tornando-se
mais abundante & medida que se afasta do es6fago. Na por¢cdo média o nimero de glandulas
gastricas ¢ alto tornando infima a porcdo de tecido conjuntivo presente na lamina propria
(Figura 12). A fracdo posterior do 6rgdo ¢ marcada por uma diminuicdo no numero destas
glandulas (Figura 13).

As glandulas gastricas sdo tubulares, ramificadas, e formadas principalmente de
células escuras oxinticopépticas e células claras mucosas (Figura 11). As oxinticopépticas tem
formato poliédrico, sdo acidofilas devido a presenca de granulos de zimogénio (precursores
enzimaticos), com nucleo de forma irregular. Estas células desempenham papel semelhante as
células principais e parietais em mamiferos, sintese de acido cloridrico (HCI) e pepsinogénio.
Nao apresentam rea¢do ao PAS e AB. As células claras sdo coradas palidamente pelo HE e
reativas as coloracdes histoquimicas de PAS e AB, isto porque seu citoplasma ¢ rico em
muco. Possuem ntcleos achatados e situados no polo basal da célula. A coloragdo das
glandulas a técnica do PAS ¢é semelhante nas trés por¢des do o6rgdo (Figuras 14, 15 e16),
havendo variagdes na reatividade ao AB de uma fragdo para outra, sendo decrescente a
produgdo de GAG’s acidas da por¢do anterior para a posterior (Figura 17, 18 ¢ 19).

Separando a camada mucosa da submucosa, observa-se a muscular da mucosa, que na
regido anterior exibe apenas uma camada de fibras musculares lisas em sentido longitudinal
(Figura 10). Nas regides média e posterior notam-se fibras musculares em sentidos: circular
interno e longitudinal externo (Figura 12). A camada submucosa constitui-se por tecido
conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos.

A camada muscular também é um diferencial para a distingdo das regides do 6rgdo. As
regides anterior ¢ média exibem feixes de fibras musculares lisas em dois sentidos: circular
interna e longitudinal externa (Figuras 20 e 21). Na primeira, ambas apresentam-se com a
mesma espessura, € na segunda a subcamada circular interna torna-se mais espessa em vista
da longitudinal externa. Por fim, na parte posterior a camada muscular expde feixes de fibras
musculares lisas em um tnico sentido: circular (Figura 22). Intercalando os feixes de fibras
desta regido notam-se porgdes de tecido conjuntivo frouxo, o que remete a ideia de que a
musculatura envolve o tubo de maneira helicoidal.
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Figura 20: Fotomicrografia do estdomago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
anterior - Camada muscular da regido anterior apresentando feixes de fibras musculares
em dois sentidos: interno circular (ic) e externo longitudinal (el). HE. Barra = 100 um.
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Figura 21: Fotomicrografia do estdomago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Regido
média - Camada muscular representada por feixe de fibras musculares em sentidos interno
circular (ic) e externo longitudinal (el). HE. Barra = 50 um.
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Figura 22: Fotomicrografia do estdbmago de P. geoffroanus (corte transversal). Regido
posterior - Camada muscular (Mc) formada por feixes de fibras em sentido circular,
intercaladas por porg¢des de tecido conjuntivo (tc). Camada serosa. HE. Barra = 100 pm.

Apenas na regido média do estbmago observa-se a existéncia de plexos mioentéricos
dispostos em grupos esparsos, compondo o sistema nervoso entérico, entre as subcamadas
musculares. Subjacente existe uma camada serosa, constituida de tecido conjuntivo com
algumas fibras nervosas, vasos sanguineos e o mesotélio.

3.2 Imuno-histoquimica

Foram observadas células imunorreativas (IR) a trés dos seis anticorpos utilizados: 5-
HT, SOM e INS, ao longo do estdmago de P. geoffroanus (Tabela 4).

3.2.1 Serotonina (5-HT)

Nas porg¢des anterior ¢ média do estdmago, as células IR ao anticorpo anti-5-HT
situam-se apenas nas glandulas gastricas (Figuras 23 e 24). Na por¢do posterior a
imunorreatividade é notada tanto no epitélio de revestimento quanto em células que compdem
as glandulas (Figura 25). Quanto ao formato das células que sintetizam 5-HT, observam-se
células do tipo aberto que se comunicam com a superficie do epitélio, e células do tipo
fechado, ou seja, células sem contato direto com a luz do 6rgdo. A frequéncia de células
marcadas pelo anticorpo aumentou consideravelmente da porgao anterior para a por¢cdo média
e posterior do estomago, sendo classificada como moderada a frequéncia relativa da primeira
fragdo tornando-se alta posteriormente nas duas outras regides.
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Figuras 23 e 24: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-5-HT no estomago de
P. geoffroanus. (23) Regido anterior - Marcagao celular apenas a nivel glandular: células
do tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabega de seta). (24) Regido média - semelhante ao
encontrado na porg¢ao anterior. Células IR do tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabeca
de seta) apenas na altura das glandulas géstricas. Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris.
Barra =100 um.
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Figura 25: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT no estomago de P.
geoffroanus. Regido posterior - Exibiu os dois formatos celulares: tipo aberto (seta) e
fechado (cabeca de seta), tanto na por¢do epitelial quanto na porcao glandular da regido.
Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris. Barra = 100 um.

3.2.2 Somatostatina (SOM)

As células IR ao anticorpo anti-SOM sado detectadas apenas nas regides média (Figura
26) e posterior (Figuras 27 e 28) do estdomago. No estdmago, assim como para 5-HT, as
células dos tipos aberto e fechado, que reagiram a anticorpo sao vistas apenas nas glandulas
gastricas na regido média, e tanto nas glandulas gastricas quanto no epitélio na regido
posterior. A frequéncia relativa nas duas areas é descrita como moderada.
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Figuras 26 e 27: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no estémago de
P. geoffroanus. (26) Regido média - Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabega
de seta), compondo as glandulas gastricas. Barra: 50 um. (27) Regido posterior - Visdo
geral mostrando células dos dois formatos: aberto (seta) e fechado (cabeca de seta), tanto
na porcao epitelial quanto na porc¢ao glandular da regido. Barra: 100 pm. Contracoloragdo:
Hematoxilina de Harris.
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Figura 28: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no estomago de P.
geoffroanus. Em destaque células dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeca de seta). Barra:
50 um. Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris.

3.2.3 Insulina (INS)

Assim como para SOM, as células IR ao anticorpo anti-INS sdo observadas somente
nas regides média (Figura 29) e posterior (Figura 30) do estomago. Células dos tipos aberto e
fechado distribuem-se apenas nas glandulas gastricas da por¢do média do estomago, e tanto
nas glandulas gastricas quanto no epitélio na por¢ao posterior do 6rgdo. A frequéncia relativa
na regido média do estdmago ¢ cosiderada baixa tornando-se moderada na por¢ao posterior.
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Figuras 29 e 30: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-INS no estomago de P.
geoffroanus. (29) Regido média - Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeca de
seta), compondo as glandulas gastricas. Barra: 50 um. (30) Regido posterior - Visdo geral
mostrando células dos dois formatos, tanto na porgao epitelial quanto na por¢do glandular
da regido. Barra: 100 um. Contracoloragdo: Hematoxilina de Harris.
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4 DISCUSSAO

Anatomicamente o estobmago de P. geoffroanus apresentou-se como um 6rgdo tubular,
sem saculagdes, semelhante ao identificado em Caretta caretta, Dernochelys coridcea
(MAGALHAES, 2007) e Mesoclemmys vanderhaegei (PINHEIRO et al., 2010). Nao sendo
este o unico formato visualizado em queldnios como assegura MAGALHAES (2010) em
estudo com espécies da familia Podocnemididae. A anatomia do estdmago reflete diretamente
o tipo de dieta do animal (WORK 2000; ROMER & PARSONS 1985). Répteis carnivoros
possuem estdmago mais simples se comparados aos herbivoros, pois nestes o 6rgdo funciona
como camara fermentativa para processamento do material de origem vegetal
(HILDEBRAND, 1995).

No estudo desenvolvido por MAGALHAES (2010) a espécie onivora P. dumerilianus
dentre outras quatro espécies foi a que apresentou o estdmago mais simples e também a que
consomiu maior quantidade de proteina de origem animal entre os podocnemididae (PEREZ-
EMAN & PAOLILLO, 1977). Este achado vai de encontro ao encontrado na espécie onivora
P. geoffroanus, a qual também possui estdmago simples e, segundo MOLINA (1991), tem
habito alimentar preferencialmente carnivoro. Embora alguns estudos identifiquem uma
preferéncia alimentar das espécies, ou seja, consumirem determinados itens em detrimento de
outros, LEGLER (1993) sugere que os testudines sdo oportunistas, aproveitando-se da
disponibilidade local de alimento.

O arranjo da parede do estdmago de P. geoffroanus assemelha-se ao padrdao
encontrado nos vertebrados, salvo algumas particularidades relacionadas com seu hébito
alimentar. S3o quatro as tunicas que compdem a parede: mucosa, submucosa, muscular e
serosa.

Partindo do lumen para o exterior do oOrgdo, a primeira tinica exibe pregas
longitudinais, que se mostram mais altas e delgadas nas duas primeiras por¢des do estdmago,
tornando diminuta a luz do estdmago. Na por¢do posterior estas sdo mais discretas,
ampliando a passagem do bolo alimentar. As mudangas nos padrdes de pregas de um
segmento para outro ¢ relevante uma vez que, ao aumentar ou diminuir a luz do 6rgdo
controlam o transito do bolo alimentar, otimizando assim a absor¢do de nutrientes
importantes. Este pregueamento, segundo MITCHELL & DIAZ FIGUEROA (2005)
representa também o aumento da superficie de absorcdo, capacidade de distensdo e
acomodacdo de grandes quantidades de alimentos, pois além das funcdes digestivas, o
estdmago também funciona como reservatorio de alimentos (D’ARCE & FLECHTMANN,
1985).

Histologicamente segundo MAGALHAES (2010) ¢ possivel distinguir em quelonios
as cavidades do TD por uma mudanga abrupta no epitélio de revestimento, onde o esofago ¢é
revestido pelo epitélio estratificado pavimento ou estratificado cilindrico e passa a
estratificado cilindrico mucossecretor no estdmago. Mas em P. geoffroanus, o limite entre os
orgdos ndo foi pontual, devido ao epitélio de revestimento ser comum a ambos: epitélio
cilindrico simples com células secretoras de muco. A diferenciagdo ficou clara devido a
existéncia de glandulas entremeadas no epitélio esofagico ¢ a formagdo de fossetas gastricas
onde desembocam glandulas tubulares na por¢ao do estdmago. Estudos revelam que o epitélio
cilindrico simples mucossecretor compde o estdmago da maioria dos vertebrados (SILVA
2005; CAL, 2006; SANTOS et al., 2007; BANKS, 1992; SANTANA & MENIN, 1994;
GALLEGO-HUIDOBRO & PASTOR, 1996; GEORGE & CASTRO, 1998; PEREIRA et al.,
2005). Dentro da classe dos répteis as espécies Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009) e
Ghyra mutilate (CHOU, 1977) apresentam este mesmo revestimento no estdomago. Outras
espécies nao apresentam células mucossecretoras, Tiliqua scincoides (GIRAUD et al., 1979),
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Pristurus rupestris (DEHLAWI & ZAHER, 1985), Coluber florulentus (DEHLAWI &
ZAHER, 1989), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009) e Uromastyx aegyptiaca (ZAHER
et al., 2012). Para estes autores a provavel funcdo das secregdes mucosa é resguardar as
células epiteliais contra o 4cido cloridrico produzido pelas glandulas gastricas, permitir o
transito do alimento ao intestino e auxiliar na hidratacdo do bolo alimentar.

A produgdo de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras (reativa ao PAS) e acidas
(reativa ao AB) esta presente em todo revestimento do estdmago do cagado-de-barbicha. As
GAG’s neutras se encarregam de formar um fluxo laminar responsavel pelo transporte das
particulas ao longo do tubo, o que confirma a semelhanca de producdo deste muco nas trés
partes do estdmago. J& as GAG’s 4acidas sdo mais viscosas atuando no aprisionamento de
particulas (SIBBING & URIBE, 1985). Isto justifica as taxas decrescentes de producdo desta
mucina da por¢do anterior para a posterior, estando as por¢des anterior e média intimamente
ligadas aos processos digestivos devido ao elevado ntimero de glandulas produtoras desta
secrecdo; e a porcdo posterior, pela concentragdo menor de glandulas, e assim menor
producdo desta mucina, responsavel pelo transporte do alimento para os intestinos.

Estudos mostram que alguns répteis apresentam positividade apenas a técnica de PAS
como ¢ o caso de Diplometopon zarudnyi (AL- THANI & EL-SHERIF, 1996), H. mabouia
(SARTORI, 2009), Eumeces laticutatus (SAGANUMA et al, 1981), Lacerta lepida
(MADRID et al., 1989), Podarcis sicula (FERRI & LIQUORI, 1992) e Chalcides chalcides
(FERRI et al., 1999), Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012), mas diferente da cobra
Elaphe climacophora (SAGANUMA et al., 1981) e de muitos mamiferos (SHEAHAN &
JERVIS, 1976), que produzem principalmente mucinas acidas. Varanus niloticus (AHMED et
al., 2009) apresentou positividade epitelial apenas ao PAS, sendo que as glandulas gastricas
reagiram as duas técnicas.

Ao longo de toda a extensdo do estdbmago ¢ observada a presenga de fossetas gastricas,
invaginacdes do epitélio de revestimento, as quais se comunicam com glandulas tubulares
bem desenvolvidas, havendo apenas varia¢des entre as regides na profundidade destas e no
numero de glandulas géstricas na lamina propria. Assim como em Coluber florulentus
(DEHLAWI & ZAHER, 1989), a por¢ao média apresentou maior quantidade de glandulas
que a por¢ao posterior. O mesmo foi visualizado para as espécies Podocnemis sextuberculata,
Peltocephalus dumerilianus e Chelonia myda, mas difere do observado em Podocnemis
expansa, Podocnemis unifilis e Podocnemis erythrocephala (MAGALHAES, 2010). O
aumento no tamanho das fossetas em direcdo a fracdo posterior do estomago pode ser
justificada com o concomitante aumento do niimero de glandulas géstricas, garantido ao
alimento contado mais duradouro com as secre¢des eliminadas nesta camara. Nas espécies
Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al, 2012), Agama stellio (AMER & ISMAIL, 1976),
Uromastyx philbi (FARAG, 1982) e Pristurus rupestris (DEHLAWI & ZAHER, 1985)
glandulas gastricas também foram visualizadas.

As células oxinticopépticas, correspondentes as células parietais e principais dos
mamiferos, cuja funcdo ja esclarecida ¢ de secretar tanto acido cloridrico (HCI) quanto
pepsinogénio (ANDREW & HICKMAN, 1974), ndo aparecem apenas nas glandulas gastricas
dos répteis, mas também em outros vertebrados ndo mamiferos (ARENA et al., 1990; RUIZ
et al., 1993; GRABOWSKY et al, 1995, GALLEGO-HUIDOBRO & PASTOR, 1996;
GEORGE & CASTRO, 1998). De acordo com FERRI ef al., (1999), exibir dois tipos ou um
unico tipo de células para a sintese de HCI e pepsinogénio ndo esta ligado a filogenia das
espécies.

A muscular da mucosa, assim como descrito em Chelonia myda (MAGALHAES,
2010), em H. mabouia (SARTORI, 2009), em Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012) e
em Coluber florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), esta presente nas trés por¢des do
estomago, seguindo padroes distintos em cada regido. Na regido anterior, esta camada
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organiza-se em feixes de fibras musculares em sentido longitudinal, ja nas regides média e
posterior as fibras musculares passam a conter duas subcamadas, uma circular interna ¢ uma
longitudinal externa. CHAVES & VAZZOLER, 1984; SANTOS et al., 2007 admitem que a
existéncia de tecido muscular entre a lamina propria e a submucosa auxilia na eliminagdo das
substancias produzidas pelas glandulas, fato comprovado pelo maior espessamento desta
camada nas regides com maior densidade glandular.

Na estrutura da tinica muscular também apresenta diferencas de uma area para outra.
As porgdes anterior e média do estdmago constituem-se de duas subcamadas, uma circular
interna e uma longitudinal externa, o mesmo padrdo descrito por PARSONS & CAMERON
(1977). Ja a porgdo posterior apenas uma subcamada circular ¢ observada, semelhante ao
encontrado ao longo do estdmago de Coluber florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989) e de
Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009). Nas espécies Diplometopon zarudnyi (AL-THANI
& EL-SHERIL, 1996), Tropidurus peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO, 1974),
Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al, 2012), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009) e
Chelonia myda (MAGALHAES, 2010) esta camada apresenta-se de modo semelhante ao
encontrado nas regides anterior ¢ médio do estdmago de P. geoffroanus, em todos os
segmentos do estomago. Segundo SILVA (2004) esta camada ¢ responsavel por dar
mobilidade ao TD, transportando e misturando os alimentos com as secrecdes digestivas.
Outro tecido que garante este processo sdo os plexos mientéricos, localizados entre as
subcamadas de tecido muscular da regido do corpo do estomago. Este também foi descrito
para H. mabouia (SARTORI, 2009).

Os resultados imuno-histoquimicos comprovam a existéncia de células imunorreativas
a trés anticorpos dos seis testados: 5-HT, SOM e INS no estdmago de P. geoffroanus.
Aparecendo células ditas do tipo aberta e do tipo fechada em todas as regides. Cré-se que as
primeiras detectem altera¢des do pH ou da composi¢do do conteudo do Iimen, enquanto que
as do tipo fechado respondem a distensdo ou a estimulagdo neuro-endécrina (FUJITA &
KOBAYASHI, 1977). Nenhuma marcagdo para os anticorpos GAS, GLUC e PP foi
registrada.

Em P. geoffroanus, células IR ao anticorpo anti-5-HT dos tipos aberto e fechado sao
encontradas ao longo do estdmago com distribuigdes distintas de uma fragdo para outra. A
maior frequéncia relativa foi visualizada na porc¢do posterior, resultado que corrobora com
achados para as espécies Egernia kingii (ARENA et al., 1990), Trachemys scripta elegans
(KU, et al, 2001), Eumences chinensis, Sphenomorphus indicus e Eumences elegans
(HUANG & WU, 2005) Mauremys caspica caspica (PEREZ-TOMAS et al., 1989;
TARAKCI et al., 2005) e para a familia Colubridae (LEE et al., 1999). Ja as espécies Testudo
graeca (Perez-Tomas et al., 1989) e Gekko japonicus (HUANG & WU, 2004) apresentaram
similaridades na frequéncia destas células nas trés regides. Estas células ja foram identificadas
na extensdo do TD de todas as classes de vertebrados (YAMANAKA et al., 1989;
AGUNGPRIYONO et al., 2000; LEE et al., 2004; PELLI-MARTINS et al., 2011;
MACHADO-SANTOS et al., 2011; ADNYANE et al., 2011), admitindo que a localizagdo
destas células ¢ um fator evolutivo (EL-SALHY et. al., 1985). A fungao da 5-HT ¢ estimular
a contratura muscular do TD, promover a secrecao exdcrina (CECCARELLI et al., 1995),
estimular respostas vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). A secrecdo deste
hormdénio esta sujeita a estimulos no limen como, acidificacdo, instilacdo de glicose
hipertonica ou solucdo de sacarose, estimulagdo vagal, aumento da pressdo intraluminal,
obstrucdo mecénica do intestino e isquemia intestinal (LI ez al., 2000).

A producdo de SOM no TD ¢ incitada pela acidez no interior do estdmago, pela
existéncia de glicose, aminoacidos e gorduras no intestino, por agdo de neurotransmissores do
sistema nervoso autdnomo, e ainda pelos hormonios: colecistoquinina e glucagon pancreatico
(ALLEN, 1987; DICKSON, 1996). Neste sistema a func¢do principal deste peptideo ¢ o de
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bloquear a excre¢do de outros hormodnios tais como: gastrina, colecistoquinina, glucagon,
insulina, secretina, motilina, peptidio inibidor gastrico (GIP), peptideo intestinal vasoativo
(VIP), substancia P, polipeptideo pancreatico (PP) e enteroglucagon (TWEDT, 1987; KONG
et al., 2002). Também cessa a liberagdo de acido gastrico, a motilidade do estdmago e
intestino, a fun¢do exdcrina do pancreas, a contratura da vesicula biliar e a assimilagdo de
nutrientes (GANONG, 1998; BRAZEAU et al., 1973). A sintese de SOM, na espécie em
estudo, restringiu-se as regides média e posterior do estomago. Mas ja foi descrita a producao
deste mesmo peptideo ao longo de todo o estobmago das espécies Testudo graeca e Lacerta
lepida (PEREZ-TOMAS et al., 1989), Trimeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 2001) Trionyx
sinensis (LIN et al., 2001) Caiman latirostris (YAMADA, et al, 1987), Alligator sinensis
(WU et al., 1999), Alligator mississipiensis (BUCHAN et al., 1983), T. scripta elegans (KU
et al, 2001), E. chinensi, S. indicus e E. elegans, G. japonicus (HUANG & WU, 2004).
Alguns répteis ndo apresentam células produtoras de SOM no estomago, como € o caso de
Takydromus amurensis (LEE et al., , 1995), M. caspica caspica (TARAKCI, et al., 2005) e
na familia Colubridae (LEE et al., 1999). Estudos mostram que células que sintetizam SOM
sdo encontradas principalmente no estomago dos vertebrados (BALTAZAR et al., 1998;
EERDUNCHAOLU et al., 2001; AGUNGRIYONO et al., 2000; ARENA et al., 1990; EL-
SALHY & GRIMELIUS, 1981).

Outra marcacdo visualizada nas por¢des médio e posterior do estdmago de P.
geoffroanus ¢ de células IR ao anticorpo anti-INS. A producdo deste peptideo por células do
TD de vertebrados ndo ¢ comum, devido a migracdo destas células do intestino para a
forma¢do de um glandula individualizada durante a evolu¢do do grupo (FALKMER et al.,
1977). Ainda assim, recentemente estas células foram observadas no trato de alguns
quelodnios, concentrando-se preferencialmente nos intestinos (GAPP et al., 1985; PEREZ-
TOMAS et al., 1989; GAPP & POLAK, 1990; MUNIZ et al., 1991; TARAKCI et al., 2005).
Poucos s3o os relatos de distribuigdo destas células em porcdes do estdmago, sendo
encontrado apenas em Chrysemys picta (GAPP et al., 1985), M. caspica (PEREZ-TOMAS et
al., 1989; TARAKCI et al., 2005), Chrysemys dorbigni e Phrynops hilarii (MUNIZ et al.,
1991). A fungdo deste peptideo e os fatores que controlam a sua secre¢do neste 6rgdo ainda
ndo foram esclarecidos. Acredita-se que as concentragdes de glicose e aminodcidos na
circulagdo apods a ingestdo de alimento que ddo inicio a sintese e secre¢@o da insulina gastrica,
assim como ocorre para a insulina pancreatica.

Em conclusdo, os estudos histolégico e histoquimico do estomago de P. geoffroanus
revelaram padrdes condizentes com habito alimentar preferencialmente carnivoro, ou seja,
estomago simples glandular, produgdo de mucossecrecdes ao longo do 6rgdo, ndao possuindo
nenhuma especializag@o para digestdo de matéria orgdnica vegetal, o que caracteriza a espécie
como sendo onivora oportunista. Os dados imuno-histoquimicos mostram que na regido
posterior do estomago desta espécie, assim como em outros quelonios, ha producido de
insulina, padrdo imcomum em vertebrados. Este estudo vai ajudar no entendimento da
fisiologia digestiva da espécie investigada e fornecer dados histologicos a serem usados como
referéncia a compreensdo de alteracdes histopatoldgicas que possam afetar o sistema
digestorio de quelonios, facilitando o manejo das espécies. Além disso, permitira analises
comparativas dentro do grupo, fornecendo subsidios para estudos evolutivos futuros.
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CAPITULO 111

Intestino de Phrynops geoffroanus: Caracterizacao histologica e
histoquimica e detec¢ao por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendocrino Difuso
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RESUMO 111

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Intestino de Phrynops geoffroanus: Caracterizacio
histoldgica e histoquimica e deteccdo por imuno-histoquimica de células do Sistema
Neuroendécrino Difuso. 2013. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Animal). Instituto
de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Informacdes sobre a morfologia intestinal fornecem dados para pesquisas com enfoque
fisiologico e nutricional, visando melhorar a dieta dos animais. As variedades morfologicas
dos intestinos sdo vistas como consequéncia da qualidade alimentar e das necessidades
energéticas dos organismos. Este estudo descreve a histologia e histoquimica do intestino de
Phrynops geoffroanus e a ocorréncia de algumas células endocrinas neste 6rgdo. O intestino
divide-se em duas regides: intestino anterior e intestino posterior, de acordo com as
caracteristicas da camada mucosa. E revestido por um epitélio simples cilindrico com borda
estriada e células caliciformes que € reativo ao PAS e AB (pH 0,4 e pH 2,5). A muscular da
mucosa ¢ visualizada em ambas as regides, sendo que na por¢do posterior do 6rgio esta
acompanha a lamina propria e a submucosa na formagdo das pregas intestinais, o que ndo
ocorre nas vilosidades da por¢do anterior. A submucosa constitui-se de tecido conjuntivo e
vasos sanguineos. Periférico a submucosa estd a muscular, consistindo de musculo liso
arranjado em uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa. Entre as duas
camadas musculares existem pequenas quantidades de tecido conjuntivo contendo vasos
sanguineos, vasos linfaticos e plexos mioentéricos. Externamente observa-se camada serosa.
Células imunorreativas aos anti-soros anti-serotonina e anti-insulina sdo encontradas no
epitélio das duas porgdes 6rgao. Imunorreatividade ao anti-soros anti-somatostatina é restritas
ao epitélio do intestino anterior. Este estudo fornece dados sobre a fisiologia digestiva da
espécie investigada, possibilitando uma futura comparagdo com outras espécies para maior
compreensdo dos aspectos evolutivos.

Palavras chaves: Reptil, histoquimica, mucinas,células endocrinas.
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ABSTRACT 111

The intestine of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p.
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

Information on intestinal morphology is important for studies with physiological and
nutritional focus, to improve the diet of animals. The morphological varieties of the gut are a
consequence of the food quality and organism’s energy needs. This article describes the
histology and histochemistry of the intestine of Phrynops geoffroanus and the occurrence of
endocrine cells in this organ. The intestine is divided into an anterior and posterior region,
according to the characteristics of the mucosa layer. It is lined with a simple cylindrical
epithelium with striated boundaries and goblet cells, which are reactive to PAS and AB (pH
0.4 and pH 2.5). The mucosa layer can be seen in both regions. In the posterior portion this
layer accompanies the lamina propria and submucosa in forming the intestinal folds, which
does not occur in the villi of the anterior portion. The submucosa is composed of connective
tissue and blood vessels. The muscular layer is peripheral to the submucosa, consisting of
smooth muscle fibers arranged in an internal circular layer and external longitudinal one.
Between the two muscular layers there are small quantities of connective tissue containing
blood vessels, lymphatic vessels and a myenteric plexus. Externally there is a serosa layer.
Immunoreactive cells to anti-serotonin and anti-insulin are found in the epithelium of the two
parts of the organ. Immunoreactivity to anti-somatostatin is restricted to the epithelium of the
anterior intestine. This study provides data on the digestive physiology of Phrynops
geoffroanus, enabling comparison with other species for a better understanding of
evolutionary aspects of species.

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells.
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1 INTRODUCAO

Phrynops geoffroanus SCHWEIGGER, 1812, integrante da classe Reptilia, ordem
Testudines, familia Chelidae, vulgarmente denominado “Cagado de Barbicha”, ¢ um cagado
sul-americano, de pequeno porte, com a maior distribuicdo geografica, incidindo desde a
Amazdénia Colombiana até a regido sul do Brasil, Uruguai e norte da Argentina
(PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ERNST & BARBOUR, 1989). Possui habito onivoro,
ingerindo sementes, frutos, peixes e insetos (MENDEM, 1960; ERNST & BARBOUR, 1989;
FACHIN-TERAN et al., 1995), porém em cativeiro a dieta é preferencialmente carnivora
(MOLINA, 1991).

Informagdes sobre a biologia alimentar (MEDEN, 1960; FACHIN-TERAN et, al.
1995; DIAZ & SOUZA, 2005), comportamental e reprodutiva (MEDEN, 1960) da espécie em
ambiente natural ou em criadouros (MOLINA, 1991; MOLINA, 1996) ja foram
documentadas. Mas nada que trate da anatomia microscopica do tubo digestivo (TD) do
animal foi investigado. Estudos destacam a importancia de se conhecer a morfologia do TD,
devido a variabilidade da atividade digestiva (NICKEL et al., 1973), e o0 modo de vida
(BICCA et al., 2006), manifestos por adaptagdes e modificacdes no sistema digestorio
(ANGELESCU & GNERI, 1949). Tais conhecimentos ddo suporte ao manejo das espécies,
atividades de repovoamento, aprimorando assim o condicionamento dos ecossistemas
(CASTRO et al., 2003). A utilizagdo de répteis para estudos sobre a fisiologia digestiva tem
sido sugerida por representarem um modelo biologico com respostas melhores a alimentagao
que a de outros animais comumente utilizados, tais como camundongos, ratos, coelhos e
suinos (SECOR & DI-AMOND, 1998).

Dos segmentos do TD, destacam-se os intestinos, por sediarem a maior parte da
digestdo e a absor¢do dos produtos finais do processo digestivo, sendo, a ocorréncia do
desdobramento dos alimentos vista no lumen do 6rgdo sob a influéncia de enzimas digestivas
(CUNNINGHAM, 2004). Informacdes sobre aspectos morfoldgicos intestinais fornecem
dados para pesquisas com enfoque fisioldgico e nutricional, almejando melhorar a dieta
alimentar dos animais (GONZALEZ-JIMENEZ, 1977). As variedades observadas na
morfologia dos intestinos sdo vistas como consequéncia da qualidade alimentar e das
necessidades energéticas (GROSS et al.,, 1985). Varios estudos desenvolvidos tratam desta
variabilidade na morfologia intestinal em répteis, ndo s6 quando se considera o relevo interno
(JACOBSHANGEN, 1937) como também os aspectos histologicos (BAECKER, 1934;
MORI, 1935; GABE & SAINT-GIRONS, 1972; PARSONS & CAMERON,1977), sendo a
maioria referente a intestinos de serpentes e lagartos.

Dispersas em meio a mucosa do TD dos vertebrados existe um conjunto de células
oriundas do Sistema Neuroenddcrino (SND), evidenciadas por técnica imuno-histoquimica,
encarregadas de sintetizar diferentes qualidades de hormoénios digestivos com papel
importante na fungao fisiologica dos intestinos (BELL, 1979). A distribuicao e a frequéncia
relativa destas células variam de espécie para espécie de acordo com o habito alimentar
(SOLCIA et al., 1975; ANDREOZZI et al., 1997). As buscas por células enddcrinas no TD
tem sido importante para estudos filogenéticos (D’ESTE & RENDA, 1995).

O objetivo do presente trabalho foi analisar a histologia, a histoquimica e a imuno-
histoquimica do intestino de P. geoffroanus, apurando a producdo hormonal de serotonina (5-
HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e polipeptideo
pancreatico (PP) ao longo do tubo digestivo, de modo a colaborar com estudos futuros.
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2 MATERIAL E METODOS

2. 1 Processamento dos Tecidos

No Laboratério de Histologia e Embriologia da UFRRJ, o intestino dos quatro
espécimes de P. geoffroanus foi clivado em fragmentos seriados transversais e longitudinais
(Figura 44). Posteriormente, estes foram processados por técnica histologica de rotina:
desidratacdo (em uma série de concentracoes crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL),
diafanizacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em Histosec (Merck, Darmstadt, Germany)
para obtencdo de cortes histologicos de 5 um espessura em microtomo. As laminas com os
fragmentos foram coradas pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE), para andlise da arquitetura
tecidual e Tricromico de Gomori (TG), para visualizagdo diferencial do tecido conjuntivo e de
fibras colagenas. Para identificacdo de células mucossecretoras foi realizado o estudo
histoquimico através dos métodos Acido periddico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 /
glicoproteinas com diol vicinal oxidavel e/ou glicogénio) e do Alcian Blue (AB - Lev e
Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteinas altamente sulfatadas) e com pH 2.5 (glicoproteinas
com grupos carboxila - 4cido sidlico e acido urdnico - e/ou com ésteres sulfatados) para
evidenciacdo de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e acidas, respectivamente.

2.2 Imuno-histoquimica

Laminas tratadas com poli-L-lisina 0.1% (Sigma Aldrich, Inc.) foram utilizadas para o
processamento imuno-histoquimico dos fragmentos intestinais. Os cortes foram
desparafinados e hidratados segundo o protocolo de rotina. Por meio de incubacdo em tampao
citrato (pH6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos, foi feita a
recuperacdo antigénica dos tecidos. Posteriormente, bloqueou-se a enzima peroxidase
enddgena pela incubagcdo em uma solucdo de H»O, a 3% em metanol durante 15 minutos.
Feito o bloqueio, as ldminas foram armazenadas em cdmara imida a temperatura ambiente ¢
tratadas com soro normal por 30 minutos. Em seguida, incubou-se as se¢des por 1 hora com
anticorpos primarios anti-hormoénios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com
anticorpo biotinilado “universal” secundario diluido a 1:200 durante 30 minutos, logo apds
com complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC), diluido a 1:200, durante 30 min (ambos da
PK 6200, Vector Laboratories, Inc., EUA). A revelagao foi feita por reagdo com DAB/Plus (K
047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA). Todas as dilui¢des foram feitas com um diluente
especifico (Antibory Diluent - Spring Biosciencee ADS-125) e para as lavagens entre fases
utilizou-se tampao PBS (pH 7,4). Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris
e apos desidratagdo em alcool e diafanizagdo em xilol, as laminas foram montadas com
laminula e Entellan (Merck). Para garantir a especificidade das reagdes, controles positivos e
negativos foram utilizados. Por substituicdo do anticorpo primdario por soro ndo imune os
controles negativos foram definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos
tipos de tecidos indicados no datasheet de cada anticorpo (Anexo B).
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3 RESULTADOS

3.1 Histologia e Histoquimica

A parede do intestino de P. geoffroanus, semelhante a constituicdo vista em outros
vertebrados, ¢ formada por quatro camadas concéntricas: mucosa, submucosa, muscular e
serosa. Iniciando a caracterizagdo das camadas intestinais, a mucosa ¢ revestida por epitélio
simples cilindrico com borda estriada e células caliciformes (Figuras 31 e 32), o qual
submetido aos protocolos histoquimicos do PAS e do AB (pH 0.4 e pH 2.5), apresentam
positividade, indicando a presenca de GAG’s neutras e dacidas: altamente sulfatadas e
carboxiladas, respectivamente (Figuras 33, 34, 35 e 36). O tipo celular predominante ¢ o
enterocito ou célula de absor¢do, células altas, prismaticas, com citoplasma acidéfilo e nucleo
basofilo situado proximo a base da célula com eucromatina e nucléolo evidente e
especializacdo apical de membrana evidenciada pela borda estriada. Outra célula que também
compode o epitélio ¢ a célula caliciforme, assim denominada por lembrar a forma de um calice,
possuindo nticleo deslocado para a por¢do basal e citoplasma apical pouco acidofilo onde é
observada secrecdo celular.

Figura 31: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Porcao
anterior - Visdo geral do intestino anterior, mostrando a organizacdo das vilosidades.
Detalhe do epitélio simples cilindrico (Ep) com borda estriada e células caliciformes (seta).
HE. Barra =100 pm.
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Figura 32: Fotomicrografia do intestino de P. geoffiroanus (corte longitudinal). Por¢ao
posterior (corte transversal) - Espessamento do epitélio causado pelo elevado niimero de
células caliciformes (seta). Camada mucosa (M), junto com a submucosa (sm) e a camada
muscular da mucosa (*), formando grandes pregas longitudinais. HE. Barra = 100 um.

Figura 33: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Por¢do
anterior - Presenca de GAG’s neutras (seta). PAS. Barra = 50 pm.
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Figura 34: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Presengas
de GAG’s acidas (seta). AB. Barra = 50 pm.

Figura 35: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Por¢do
posterior - Presenca de GAG’s neutras (seta). PAS. Barra = 100 um.
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Figura 36: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Presenca
de GAG’s acidas (seta). AB. Barra = 100 pm.

A camada mucosa ¢ a responsavel pela divisdo do intestino desta espécie em duas
regides: intestino anterior e intestino posterior (Figura 45). Uma das caracteristicas
divergentes que permite a divisdo das regides ¢ o nimero de células caliciformes presentes no
epitélio que se mostrou mais abundante na por¢do posterior quando comparada a porc¢ao
anterior (Figuras 31 e 32).

Os cortes em série do intestino anterior demonstram um padrdo alternado de
vilosidades (Figura 37). Sdo visualizadas vilosidades digitiformes altas, perpendiculares a luz
do orgdo, que por vezes anastomosam-se (Figura 31). Em contra partida observam-se também
vilosidades delgadas, longas, em forma de folha, as quais tornam reduzida a luz do o6rgao
(Figura 38). A altura, frequéncia e tamanho das vilosidades diminuem a medida que se
aproximam da cloaca, tornando-se pregas baixas e espagadas no intestino posterior (Figura
32).

Outra distingdo das regides do intestino estd relacionada com o comportamento da
muscular da mucosa, a qual é formada por feixes de fibras musculares lisas, separando a
lamina propria da submucosa, ambas formadas por tecido conjuntivo frouxo, vasos
sanguineos e linfaticos. Na regido anterior esta se localiza na base dos dobramentos
intestinais, compostos apenas por epitélio e a lamina prépria, o que caracteriza como
vilosidade (Figura 31). Na regido posterior a muscular da mucosa acompanha a ldmina
propria e a submucosa para dentro do dobramento, caracterizando a estrutura como prega
(Figura 32). A camada submucosa ¢ constituida de tecido conjuntivo frouxo com capilares
sanguineos e vasos linfaticos, tornando-se mais espessa ao se aproximar da cloaca. Nenhum
indicio de glandulas de Lieberkuihn na ldmina prépria ou glandulas de Brunner na submucosa
¢ identificado. Observa-se a presencga de infiltrado linfocitario disperso nesta camada.

Na camada muscular de ambos os segmentos do intestino sdo vistos feixes de fibras
musculares que correm em sentido circular na parte interna e longitudinal na parte externa,
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sendo, no entanto, o estrato circular mais desenvolvido (Figuras 38 e 39). Entre estas
subcamadas observam-se tecido conjuntivo frouxo escasso, ¢ nele plexos mioentéricos
dispersos aleatoriamente na forma de aglomerados, vasos sanguineos e (Figura 40). Adjacente
a esta camada encontra-se a serosa, que envolve externamente o 6rgdo, constituida de tecido
conjuntivo frouxo, revestido por epitélio simples pavimentoso que repousa sobre uma
membrana basal, formando o mesotélio.

Figura 37: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffiroanus. Superficie interna:
(D) Transi¢ao Estomago-Intestino (E) Intestino anterior com vilosidades digitiformes (F)
Intestino anterior com vilosidades em forma de folha (G) Transi¢do Intestino anterior-
posterior (H) Intestino posterior.
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Figura 38: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Por¢ao
anterior - Camada muscular de fibras musculares lisas, composta por uma subcamada

interna circular (ic) e a externa longitudinal (el). HE. Barra = 100 pm.
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Figura 39: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Porgao
posterior - Organizacdo da camada muscular, circular interna (ic) e longitudinal externa

(el). HE. Barra = 100 pm.
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Figura 40: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Por¢do
posterior - Plexo mioentérico. HE. Barra = 50 um.

3.2 Imuno-histoquimica

Observam-se células imunorreativas (IR) a trés dos anticorpos utilizados: 5-HT, SOM,
e INS, ao longo do intestino de P. geoffroanus. A distribui¢do e a frequéncia relativa destas
células variaram dentro das regides do orgdo (Tabela 4).

3.2.1 Serotonina (5-HT)

Ambas as regides do intestino apresentam células IR ao anticorpo anti-5-HT (Figuras
41 e 42). Morfologicamente as células observadas sdo separadas em dois grupos: células do
“tipo aberto”, marcada pela presenca de um prolongamento citoplasmatico comunicante com
o lumen do 6rgdo; e células do “tipo fechado”, ou seja, células arredondadas delimitadas sem
comunicagdo direta com o limen do o6rgdo. Ambos os tipos celulares sdo observados no
epitélio intestinal, sendo possivel visualizar também algumas marca¢des entremeadas na
lamina propria, as quais ndo se pode afirmar que sejam células pertencentes ao SND. A
frequéncia relativa destas células IR ¢ considerada moderada para a por¢do anterior e baixa
para a posterior.
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Figura 41: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT na regiao anterior do
intestino de P. geoffroanus. Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabega de seta),
compondo a camada epitelial do intestino e também entremeada na lamina propria.
Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris. Barra 50 um.

Figura 42: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT na regifio posterior do
intestino de P. geoffroanus. Marcagdes de ambas as morfologias celulares inseridas no
epitélio intestinal: aberto (seta) e fechado (cabeca de seta). Contracoloragdo: Hematoxilina
de Harris. Barra 50 um.
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3.2.2 Somatostatina (SOM)

Células IR ao anticorpo anti-SOM sdo visualizadas apenas na por¢do anterior do
intestino da espécie. Semelhante ao observado para a 5-HT, as células produtoras de SOM
apresentam dois formatos: células do tipo aberto e do tipo fechado e sdo observadas
entremeadas no epitélio intestinal. A frequéncia relativa € descrita como baixa.

o, s g
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Figura 43: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-SOM na regido anterior do
intestino de P. geoffroanus. Células IR compondo a camada epitelial do intestino.
Contracolora¢do: Hematoxilina de Harris. Barra 50 pm.

3.2.3 Insulina (INS)

Ambeas as regides do intestino de P. geoffroanus possuem células IR ao anticorpo anti-
INS. As células produtoras destes peptideos possuem os formatos aberto e fechado, e
encontram-se inseridas no epitélio de revestimento do 6rgdo. A frequéncia relativa observada
¢ considerada moderada.
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Figuras 44 e 45: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no intestino de P.
geoffroanus. Intestino anterior — (44) Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabega
de seta), compondo a camada epitelial do intestino. (45) Intestino posterior — células do
tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabeca de seta) Contracoloragdo: Hematoxilina de
Harris. Barra 50 um.
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4 DISCUSSAO

Partindo do limen para o exterior, a primeira camada visualizada ¢ a mucosa,
composta por um epitélio de revestimento, apoiado em uma lamina propria, seguida de uma
muscular da mucosa. Esta camada apresentou numerosos dobramentos longitudinais no
sentido do transito da ingesta, variando a forma e a disposi¢ao de uma secdo para outra, o que
permitiu a divisdo do intestino desta espécie em duas regides: um extenso segmento anterior e
um curto posterior. Estas dimensdes para os intestinos sdo geralmente encontradas em
carnivoros, sendo o intestino posterior mais longo nos hebivoros (STEVENS & HUME,
1998), isso porque os alimentos de origem animal sdo mais facilmente digeridos do que os de
origem vegetal (RICKLEFS, 2003), o que esclarece o habito alimentar da espécie como sendo
um carnivoro oportunista, de acordo com a demanda de alimento (Molina, 1991). Outra
caracteristica que corrobora o fato ¢ a auséncia de ceco na jungdo dos intestinos, por¢ao
comum em répteis herbivoros e onivoros (ZUG, 2001; PEREIRA, 2000; SMITH et al., 2001).

Na porc¢do anterior do intestino, nota-se um padrdo de alternancia das vilosidades, ora
visualizam-se vilosidades digitiformes altas, que por vezes anastomosam-se; ora observam-se
vilosidades folidceas delgadas, longas, as quais tornam reduzida a luz do orgdo. As
modificacdes na morfologia das vilosidades de uma fragcdo para outra ¢ fundamental para
controlar a velocidade de percurso do alimento no intestino, uma vez que, aumenta ¢ diminui
a luz do orgdo, permitindo assim maior aproveitamento de nutrientes importantes, fato que
justifica o tempo de transito intestinal longo em répteis visualizado por DI BELLO et al.
(2006). Além disso, denota a ampliacao da superficie de absor¢ao (POTER, 1972; ROMER &
PARSONS, 1985; LEGLER, 1993; YOUNG & HEATH, 2000; WYNEKEN, 2001), ou seja,
regides com pregueamento complexo possuem maior envolvimento nos processos absortivos
(ANGELESCU & GNERI, 1949). Em queldnios, ¢ funcdo do intestino anterior absorver
aminoacidos, carboidratos, aguicares, agua, acidos graxos e sais minerais (WYNEKEN, 2001;
LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005).

A porcdo posterior do intestino apresenta pregas baixas e espacadas, caracteristica
justificavel pela fung@o limitada de reabsor¢do de adgua desta fragdo do 6rgao (WYNEKEN,
2001; LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005), ndo sendo necessario um alto
tempo de permanéncia no mesmo pelo bolo alimentar.

O epitélio de revestimento intestinal visualizado ¢ do tipo simples cilindrico com
borda estriada e células caliciformes, o qual justifica o papel absortivo dos intestinos. Epitélio
similar foi descrito no intestino das cobras Xenodon merremii (FERRI, et al., 1976) e Coluber
forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), do lagarto Varanus niloticus (AHMED, EL-
HAFEZ & ZAYED, 2009), das tartarugas Podocnemis expansa (OLIVEIRA et al., 1996;
SANTOS et al., 1998) e da familia Podocnemididae (MAGALHAES, 2010), do crocodilo-do-
Nilo (KOTZE et al., 1992) e do Caiman yacare (ALEIXO et al, 2011), do avestruz
(MONTEIRO et al., 2009), e do roedor Hydrochoerus hydrochaerise (FREITAS et al., 2008)
e 0 mesmo ¢ comum a maioria dos vertebrados (JIN et al., 1991; DAVID et al., 1992;
BANKS, 1992; GEORGE et al, 1998; PEREIRA, 2000; RODRIGUES, 2005). Em
contrapartida, o epitélio intestinal de algumas tartarugas e crocodilos (LUPPA, 1977)
demonstraram caracteristicas de estratificagao.

Outra caracteristica divergente entre as regides refere-se ao numero de células
caliciformes presentes no epitélio, o qual se apresenta mais abundante na por¢ao posterior se
comparada com a por¢cdo anterior. Resultado semelhante foi visualizado no anfibio
Typhlonectis venezuelensis (MARTINEZ-LEONES, 2004) e nos répteis: P. expansa
(OLIVEIRA et al., 1996) e integrantes da familia Podocnemididac (MAGALHAES, 2010),
sendo o inverso encontrado na espécie Tropidurus peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO,
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1974). O produto destas células asseguram a lubrificacdo do tubo e o aprisionamento de
particulas a serem eliminadas, viabilizando o deslizamento do bolo alimentar (YOUNGE
HEATH, 2000).

Protocolos histoquimicos com PAS ¢ AB (pH 0.4 e pH 2.5) revelaram a produgio de
glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e acidas, respectivamente, em ambos os intestinos do
cagado-de-barbicha. Positividades epiteliais a estes protocolos também foram visualizados no
intestino de V. niloticus (AHMED et al., 2009), de Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009),
de Caiman crocodilus yacare (JIN, 1991; ALEIXO et al,, 2011) e de Uromastyx aegyptiaca
(ZAHER et al., 2012). Estas mucinas s@o classificadas em neutras e subtipos acidos: nao-
sulfatadas (sialomucinas) e sulfatadas (sulfomucinas), de acordo com a composi¢do de seus
monossacarideos. As sulfatadas sdo consideravelmente mais acidas que as ndo-sulfatadas
(MYERS et al., 2008). O muco produzido por estas células encarrega-se de resguardar a
mucosa contra agressores quimicos, fisicos e biologicos; facilitar o transito dos alimentos;
criar um obstaculo que modifica a passagem de solutos pelo epitélio (FILIPE & BRANFOOT,
1976; CARLSTEDT-DUKE, 1987), além de aprisionar particulas (SIBBING & URIBE,
1985).

A lamina propria e a submucosa mostraram-se aglandulares, condi¢do visualizada na
mucosa intestinal de Vipera aspis (BEGUIN, 1902), Mabuya quinquetaeniata e Chalcides
ocellatus (ANWAR & MAHMOUD, 1975), X. merremii (FERRI, et al., 1976), Agama Stellio
(AMER & ISMAIL, 1976), Natrix matrix e Vipera berus (PRZYSTALSKI, 1980),
Acanthodactylus boskianus (DEHLAWI & ZAHER, 1985a), Pristurus rupestris (DEHLAWI
& ZAHER, 1985b), C. forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), Podocnemididae
(MAGALHAES, 2010), C. yacare (ALEIXO et al., 2011) e U. aegyptiaca (ZAHER et al.,
2012). Glandulas intestinais sao identificadas pela invaginacdo do epitélio na lamina prépria
(Banks, 1992), padrio nitido no lagarto Uromastyx philipyi (FARAG, 1982), em
crocodilianos (TORO, 1930; KOTZE et al., 1992), e na tartaruga verde (MAGALHAES et
al., 2010), comum também em aves (BACHA JR & BACHA 2003, MONTEIRO et al,
2009), no mamifero H. hydrochaerise (FREITAS et al., 2008) e em animais domésticos
(BANKS, 1992; BACHA JR & BACHA, 2003).

A muscular da mucosa esta presente nas duas por¢des do intestino composta por uma
unica subcamada em sentido circular. Esta também foi descrita no intestino das espécies C.
forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989) e Chelonia myda, sendo que nesta as fibras
musculares dispdem-se longitudinalmente (MAGALHAES, 2010). J& o crocodilo C.
crocodilus yacare (JIN, 1991) e a lagartixa H. mabouia (SARTORI, 2009) apresentam mais
de uma subcamada compondo a muscular da mucosa em pelo menos uma das porgdes do
intestino. Vale ressaltar que para P. geoffroanus, na fracdo posterior do intestino esta
musculatura ajuda na formagdo das pregas longitudinais, o que garante a mobilidade das
pregas, auxiliando no peristaltismo para eliminacdo dos residuos alimentares, este mesmo
recurso foi visualizado nas vilosidades do duodeno de C. yacare (ALEIXO et al., 2011).

A camada muscular propria de P. geoffroanus exibe duas regides musculares lisas; a
circular interna ¢ a longitudinal externa, padrao este ja descrito anteriormente por PARSONS
& CAMERON (1977). A mesma impressao ¢ encontrada nos répteis C. forulentus
(DEHLAWI & ZAHER, 1989), T. peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO, 1974), H.
mabouia (SARTORI, 2009) ¢ C. myda (MAGALHAES, 2010). E funcio desta camada ¢ dar
mobilidade ao 6rgdo, proporcionando a mistura e o transporte dos alimentos com as secregoes
digestivas (SILVA, 2004). Outro fator intrinseco que também garante a motilidade intestinal
sd0 os plexos mientéricos, ou seja, ganglios de tecido nervoso localizados entre as
subcamadas de tecido muscular do intestino, presente aleatériamente ao longo de todo o
orgdo. Assim como em P. geoffroanus este tecido também foi descrito em H. mabouia
(SARTORI, 2009).
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Os resultados imuno-histoquimicos comprovaram a existéncia de células
imunorreativas aos trés anticorpos utilizados: serotonina (5-HT) somatostatina (SOM) e
gastrina (GAS), no intestino de P. geoffroanus. Ocorrendo células ditas do “tipo aberto” e do
“tipo fechado”. Acredita-se que as primeiras detectem mudancas no pH ou na composicao do
conteudo do limen, enquanto que as segundas respondem a disten¢do ou a fatores neuro-
endocrinos (FUJITA & KOBAYASHI, 1977).

De acordo com novos estudos, o sistema neuroenddcrino gastro-entero-pancreatico
difuso representa a segunda maior fonte de 5-HT (TRANDABURU & TRANDABURU,
2007). Acredita-se que a existéncia de células produtoras de 5-HT & um carater evolutivo,
pelo fato de todos os vertebrados possuirem células produtoras deste hormonio ao longo do
TD (EL-SALHY et. al., 1985). Estas ja foram descritas em: peixe (LEE ef al., 2004b), anfibio
(PELLI-MARTINS et al., 2011), réptil (PEREZ-TOMAS et al., 1989; BURRELL et al,
1991; LEE et al., 1999; KU et al., 2001; HUANG & WU, 2005; MACHADO-SANTOS et
al., 2011), ave (YAMANAKA et al., 1989; MENDES et al, 2009) ¢ mamifero
(AGUNGPRIYONO et al., 2000; KARADAG SARI et al., 2007; MACHADO-SANTOS et
al,, 2009, ADNYANE et al., 2011). Este peptideo ¢ eliminado mediante a acidificacdo ou
aumento da pressdo intraluminal, instilagdo de glicose hipertonica ou solugdo de sacarose,
estimulacdo vagal, obstru¢do mecanica do intestino e isquemia intestinal (LI ez al., 2000). A
5-HT atua induzindo a contragdo muscular do TD e impulsionando a secre¢cdo exodcrina
(CECCARELLI et al., 1995), estimulando os plexos mioentéricos a causar respostas
vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). Na espécie em estudo, as células
enddcrinas produtoras de 5-HT sdo visualizadas em ambos os intestino.

A sintese de SOM, em P. geoffroanus, restringiu-se a por¢do anterior do intestino.
Este mesmo peptideo ja foi encontrado no intestino dos répteis Anolis carolinensis (SEINO et
al., 1979), Alligator mississippiensis (BUCHAN et al., 1983), Caiman latirostris (YAMADA
et al., 1987), C. tatirostris (YAMADA et al., 1987), Egernia kingii (ARENA et al., 1990),
Podarcis hispanica (BURRELL et al., 1991), Alligator sinensis (WU et al., 1999) Trachemys
scripta elegans (KU et al., 2001), Trimeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 2001), Trionyx
sinensis (LIN et al., 2001), e Wistor albino (KARADAG SARI et al., 2007), ndo aparecendo
nas espécies S. indicus e E. elegans (HUANG & WU, 2005). Sendo a por¢do anterior do
intestino destes animais a mais ocupada por células produtoras de SOM. A secre¢do deste
horménio no TD ¢ motivada pela acidez do estomago, pela permanéncia de glicose,
aminodcidos e gorduras no intestino, por agdo do sistema nervoso autdnomo, € por outros
hormdnios: colecistoquinina e glucagon pancreatico (ALLEN, 1987; DICKSON, 1996). A
funcao preponderante neste sistema € o de obstruir a excrecao de outros hormonios tais como:
gastrina, colecistoquinina, glucagon, insulina, secretina, motilina, peptidio inibidor gastrico
(GIP), peptideo intestinal vasoativo (VIP), substancia P, polipeptideo pancreatico (PP) e
enteroglucagon (TWEDT, 1987; KONG et al., 2002). Também bloqueia a liberacdo de acido
gastrico, a motilidade do estdmago e intestino, a fungdo exocrina do pancreas, a contratura da
vesicula biliar e a assimilag¢ao de nutrientes (GANONG, 1998; BRAZEAU et al., 1973).

O ultimo mensageiro quimico investigado ¢ a INS. Entende-se que a producao de
insulina nos vertebrados seja responsabilidade do pancreas endocrino, exceto no caso de
algumas espécies de peixes que células positivas a insulina sdo visualizadas no intestino
(FALKMER, 1993). Durante a evolug@o dos vertebrados, células enddcrinas produtoras de
insulina deixaram o intestino para darem origem a um o6rgdo separado (FALKMER et al,
1977). Mas esta migragdo ndo parece ser perfeita em alguns répteis (PEREZ-TOMAS et al.,
1989). Assim como em P. geoffroanus, a presenca de células endocrinas produtoras de
insulina no epitélio de revestimento do intestino ja foi descrita para outras espécies de
queldnios: Chrysemys picta (GAPP et al., 1985), T. graeca (PEREZ-TOMAS et al., 1989),
Pseudemys scripta scripta, P. scripta elegans, P. floridana, Sternotherus odoratus e Trionyx
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spinifer asper (GAPP & POLAK, 1990), Chrysemys dorbigni ¢ Phrynops hilarii (MUNIZ et
al., 1991) e M. caspica (PEREZ-TOMAS, et al., 1989; TARAKCI et al., 2005). Takydromus
wolteri, uma espécie de lagarto, também apresentou células IR nas por¢des do duodeno e
intestino delgado (LEE & KU, 2004a). A producdo de insulina por células epiteliais do
intestino de quelonios pode representar um caracter derivado secundario ou a retencdo de um
caracter plesiomorfico identificado apenas em protochordates (REINECKE, 1981), larvas
ciclostomos (VAN NOORDEN & PEARSE, 1974), e alguns tubardes (EL-SAHLY, 1984).
Estudos revelaram que as moléulas de insulina produzidas pelos répteis sdo as mais parecidas
com a insulina das aves que a produzida por mamiferos, o que ¢ compativel com a relacao
evolutiva entre aves e répteis (EPPLE & BRINN, 1987). Mas os efeitos da insulina na
fisiologia do intestino ainda ndo foram determinados. Acredita-se que a insulina intestinal
atue como um hormonio trofico (CHOPRA et al., 1987), ou seja, aja sobre outras células
endocrinas, regulando a secre¢do de outros hormdnios. Os controles de producdo deste
horménio também sdo obscuros. E possivel que as concentragdes de glicose e aminoécidos na
circulag@o apds a ingestdo de alimento desencadeiem a secre¢do de insulina intestinal, assim
como ocorre para a insulina pancreatica.

Em conclusdo, os estudos histologico e histoquimico do intestino de P. geoffroanus
revelam uma adaptacdo para o habito alimentar carnivoro, ou seja, intestino curto, auséncia de
ceco, producdo de mucossecrecdes ao longo do TD, ndo possuindo nenhuma especializagdo
para digestdo de matéria organica vegetal, o que caracteriza a espécie como sendo onivora
oportunista. Os dados imuno-histoquimicos mostram que o intestino desta espécie dentre
outros hormoénios, produz insulina, padrdo atipico em vertebrados, mas semelhante a outras
espécies de quelonios. Este trabalho visa colaborar com informagdes sobre a fisiologia
digestiva da espécie investigada, podendo servir de base para estudos com outras espécies de
cagados, tendo em vista a caréncia de estudos com esta vertente. Além disso, permitira
analises comparativas dentro do grupo, fornecendo subsidios para estudos evolutivos futuros.
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Figura 46: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. Superficie interna: (A) Esofago e Estomago
anterior (B) Estdmago Médio (C) Estomago posterior (D) Transicdo Estomago-Intestino (E) Intestino anterior com
vilosidades digitiformes (F) Intestino anterior com vilosidades em forma de folha (G) Transicdo Intestino anterior-
posterior (H) Intestino posterior.
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Figura 47: Histologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. (1) Glandulas
intraepiteliais do esdfago. (2) Células endocrinas. (3) Glandulas gastricas. (4) Fossetas
gastricas. (5) Células oxinticopépticas. (6) Células caliciformes. (7) Plexo mioentérico.
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Tabela 4: Frequéncia relativa e valores médios (+DP) de células enddcrinas
imunorreativas por mm’ da mucosa dos segmentos TD de P. Geoffiroanus.
Eséfago Estomago Estomago Estomago Intestino Intestino
g anterior médio posterior anterior posterior
5-HT 0,27+0,58 1,73+1,2 393%+245 4,50+2,94 2,73+£2,95 1,03 +0,89
+ —+ -+ -+ ++ +
GAS - - - - - -
2,87+3,28 1,87+1,81 0,70+0,91
SOM ) ) ++ ++ + )
GLUC - - - - - -
0,5+0,86 23+2,6 1,36 +1,27 1+1,11
INS ) ) + ++ + +
PP - - - - - -

Intensidade de imunorreagdo: (-) ausente; (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta.
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CONCLUSAO GERAL

A morfologia do TD de P. geoffroanus revela padrdes de habito alimentar carnivoro,
ou seja, esdfago e estomago tubulares, simples, apresentando glandulas, ambos com
mucosa bem pregueada; intestino curto, com alternancias de vilosidades e pregas que
garantem aumento do tempo de transito intestinal; auséncia de ceco, ndo possuindo
nenhuma camara fermentativa especializada, dirigida a digestdo de matéria orgénica
vegetal.

Os estudos histologico e histoquimico demonstram producdo de mucossecrecdes
acidas e basicas ao longo do TD da espécie, corroborando, o que caracteriza a espécie
como sendo onivora oportunista, ja que seu TD demonstrou-se especializado para
digestdo de matéria organica animal.

O estudo imuno-histoquimico revelou a presenga, a distribui¢do e a frequéncia relativa
de células enddcrinas produtoras de 5-HT, SOM e INS nos segmentos do TD deste
cagado. Estes peptideos sdo normalmente encontrados no TD de vertebrados, exceto a
insulina, que nos vertebrados foi descrita apenas em alguns queldnios.

Os estudos vao ajudar no entendimento da fisiologia digestiva da espécie investigada
e fornecer dados histologicos a serem utilizados como referéncia a compreensao de
alteracdes histopatologicas que possam afetar o sistema digestorio de queldnios,
facilitando o manejo das espécies. Além disso, permitira analises comparativas dentro
do grupo, fornecendo subsidios para estudos evolutivos futuros.
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ANEXO A

PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUIMICA

Preparagdo das laminas com o uso de Poly-L-Lysina

Preparagdo dos cortes histologicos (desparafinizacdo e hidratagado)

1. Coloque as laminas no berco.

2. Coloque o ber¢o no primeiro xilol (por 15 minutos em temperatura ambiente ou a
60°C).

3. Escorra as laminas e coloque no segundo xilol (por 15 minutos em temperatura

ambiente).

. Alcool absoluto 2 x 3 minutos cada.

. Alcool 95% 3 minutos.

. Alcool 80% 3 minutos.

. Alcool 70% 3 minutos.

. Lavar as 1aminas em agua corrente.

9. Levar as laminas para o método de recuperagao antigénica.

Objetivos: Restabelecer os sitios antigénicos e eliminar as ligagdes cruzadas formadas
com o formol. Me¢étodo - Irradiagdo por Microondas

Incubar as laminas no tampao citrato em um recipiente apropriado. Leva-lo ao forno de
microondas, poténcia maxima (900 W), por tempo apropriado (3 x 5 minutos) sempre
verificando o volume do tamp3ao.

10. Lavar os cortes com tampao de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos).

11. Bloqueio da peroxidase endogena
Imergir os cortes, durante 15 minutos em uma solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%
em metanol.

12. Lavar os cortes com tampao de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos).

13. Bloquear sitios inespecificos
Incubar com soro normal (da espécie em que o anticorpo secundario tenha sido
produzido) em camara imida por 30 minutos em temperatura ambiente.

14. Lavar o bloqueador de proteina com tampao de lavagem (2 x por 3 minutos).

15. Incubar com anticorpo primario em camara imida, na diluicdo recomendada.

16. Lavar o anticorpo primario com tampao de lavagem (3 x 3 minutos) na camara umida.

17. Incubar com anticorpo secundario biotinilado (C) em camara umida por 30 minutos.

18. Lavar os cortes com tampao de lavagem (3 x 3 minutos) na cimara umida.

19. Incubar com o Complexo Avidina Biotina (AB) por 30 minutos em temperatura
ambiente (em cdmara imida).

20. Lavar os cortes com tampao de lavagem (3 x 3 minutos).

21. Aplicar a solugdo de substrato-cromogeno DAB (Em ambiente escuro) por 5 minutos,
ou até que o preparado adquira cor acastanhada. Fazer controle pelo microscopio.

22. Lavar em agua destilada.

23. Desidratar as laminas em uma bateria crescente de alcoois: 80%, 95%, 100% (2x) e
xilol (2x).

24. Montar as laminas com laminula e Entellan.

(e BN B NV, I N
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ANEXO B

Anti-Serotonin (5-Hydroxytryptamine, 5-HT)
Developed in Rabbit
Delipidized, Whole Antiserum

Product No. $5545

Lot No. 127H4813

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

Specificity

Anti-Serotonin (5-HT) specifically stains
enterochromaffin cells in formalin-fixed, paraffin-
embedded sections of normal human appendix and
serotonin-containing carcinoid tumors. In the central
nervous system (CNS), the antiserum reacts with
serotonin-containing fibers in perfusion-fixed, free-
floating sections of rat brain. Specific staining is
inhibited by preincubation of diluted antiserum with
500pM serotonin or 200pg/ml serotonin-BSA. No
inhibition of staining is observed with L-tryptophan
(L-Trp), 5-hydroxytryptophan (5-HTP), N-acetyl-5-
hydroxytryptamine (N-acetylserotonin), or dopamine (3-
hydroxytyramine, DA) at a concentration of 500uM.

Protein Concentration: 63 mg/ml by Biuret.

Working Dilutions

1. A dilution of 1:8,000 was determined by indirect
immunohistology using formalin-fixed, paraffin-
embedded normal human appendix and serotonin-
containing carcinoid tumaors.

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

SIGMA <2

CHEMICAL COMPANY

In order to obtain best results, it is recommended that
each user determine the optimal working dilution for
individual applications by titration assay.

Description

Serotonin ( 5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a widely
distributed neurotransmitter and hormone in the
mammalian central nervous system (CNS) and
periphery.'? In the CNS, 5-HT is considered an
inhibitory neurotransmitter regulating a wide range of
sensory, motor and cortical functions. In the periphery,
5-HT is present in neural and non-neural structures, e.g.
platelets, gastrointestinal tract (myenteric plexus,
enterochromaffin cells), lungs (neurcepithelial cells),
thyroid gland, spleen and in mast cells of certain
species such as rat and mouse *** 5-HT is involved in
the regulation of diverse functions including blood
pressure, gastrointestinal motility, pain perception,
platelet aggregation, lymphocyte cytotoxicity and
phagocytosis, appetite and sleep®® and is implicated in
several pathological states including carcinoid tumaors,
migraine, and hypertension.®” In the CNS, 5-HT has
been implicated in several neuropsychiatric disorders
such as anxiety, depression and schizophrenia.” The
majority of serotonergic nerve terminals in the CNS
originate in neuronal cell bodies of the raphe nuclei
(dorsal, median), nucleus raphe obscurus (NRO) and
nucleus raphe pallidus (NRP) in the brainstem*#%1?,
which project to specific areas of the brain and the
spinal cord®*'""  5-HT is found to co-exist with
substance P (SP) in the brain"' and in nerve terminals in
the ventral hom of the spinal cord.""'*"™ 5-HT is formed
by the decarboxylation of 5-hydroxy-tryptophan (5-HTP),
its intermediate, which is formed by hydroxylation of L-
tryptophan by tryptophan hydroxylase. In the CNS, the
action of 5-HT is terminated by reuptake into the pre-
synaptic terminal by specific 5-HT transporters. 5-HT is
further degraded by monoamine oxidase (MAQO). The
multiple physiological effects of 5-HT in the CNS and
periphery are mediated by at least four receptor
classes, 5-HT,, 5-HT,, 5-HT, and 5-HT,, based on their
molecular weights, ligand binding properties and
coupling to different signal transduction systems.™ The
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5-HT; receptor is a ligand- gated ion channel, whereas
the 5-HT,subfamily (5-HT,,) of G-protein coupled
receptors have nanomolar affinity for 5-HT and are
negatively coupled to adenylate cyclase. Antibodies that
react specifically with 5-HT are useful for the study of
the mode of action, differential tissue expression and
intracellular and subcellular localization of 5-HT in the
CNS and peripheral nervous system as well as in
neuroendocrine cells in digestive and respiratory
systems.

Uses

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

Storage

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

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

Please see reverse side of the invoice or packing slip.
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Polyclonal
Rabhit Anti-Somatostatin
Immunogen: Synthetic cyclin (1-14) somatostatin conjugated to bovine thyroglobulin

Ce

English
Code ADSEG
Protein concentration g/l; See label on vial,

Inended wse
For In Witro Diagnostic Use.

Redar o tha Ganaral Instriatans far immonchustochamical Staving or the dalection systam mstructions of IHC procedures for: 1) Pancpla of
Procedura, 2) Matenals Requinad, Nol Suppled, 3) Storage, 4] Spw:m‘mr- Praparation, &) Siaining Frocedure, 5] Cuplity Contral,
?;lTrtubIEﬂm-mng B} Imerpretation of Staming, %) General Limitatio

Summary and explanation

Introeiactio

Somatastalin i one of seven known polypeptide homones produced in the pancreas. Somabostatin functions as an inhibitary hormane of
the neureendocrine system and & secreted by Docells of the islets of Langerhans, the Tundus and antrum of the stomach and in the upper
small inkasting. Samalnstatin hoas been damonstraled ma'.'rnumhmnz nerves, mucesal oalls, mpantanc nerves of the gestromiestnal ract,
sabvary glands and in seme parsfolicular calls of the thyroid

Speciicity
Thitz antibody labets D-cells of mammalian pancieas. Cross-reactivity has been cbearved with somatostatin from a lange numbssr of
Fammalian species.

Reagent provided
Rabbit anti-somatostatin is an unfractionated rabbit antissnm in 0005 M Tris-HCL pH 76, ard 15 mM odivm azide

Rabbit anb-somatostatin moy be used at a diution of 1300 %o 1:300 in the LS4&B method, datermingd on formalin-ficad, paraffin-embaddad
tesue. Thase are quidaiings only; optimal dilutons should be dederminad by the mdividual laboratory,

Materials reguired, but not supplied
Reder to the Gameval Iisfractions & immanohisiochamical Stalning andior the detection sysiem insbnsciions.

Precautions

1. For professional users.

2. This produc] conteins Sodiuvm azide (Mahkl), a chamical highly toxic in pure form. At product concentrations, though not classifisd as
hazardous, Mahl. may rapct with lead and copper plumbmg o fom highly explasive build-ups of metal andes.  Upon dispasal, fiush with
lerge volumes of waler to pressant melal aode build-up in plumibing

. As with any product dameed from baological sowrces, propar handing procadunas should be used.

. Wear appropriale Personal Protective Equipment io avoid conact with eyes and skin

Unused sobfion should be diepeged of aooonding 1o local, State and Federal requlations.

[LE 2]

Slarags
Siore at 2-8°C.

Specimen pregaration

FParafin Sachons

Rabbit anti-somatostatin can be used on fomealindixed, parafin-embedded ssue sechons. Pretreatmeant of lissue with proleclyfic enzymes
ig ot required.

Blaining procedurs
Follow the recommendad procedurs for the datection sysiem selectad

Staining interpretation
Tha cellular siaining pattem for anb-somakosiatn is cyloplasmic.

Performance characteristics
Novmal Tizsuas
This antibody dentifies somatestatin-cortaining cels in et cells onginating in pancresdic ductules®

Abnarmal Trssues

Thies anbbody identifias somatostatin-comaining cels in pancrashc sumors and islet call hyparplasia

Somabosingn-contaming calls may elso be present inmedulany thyroi carcinomas, C-call hypamplasio. thymic tumors, lung fumors and
pulmanary smal call carcinmmas.

{113051.004) FI3ZETEFG_110905 p 14
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Frangais
Code ADSEE
Concentration protéinique g/ : Vair lNétiguette sur le flacen de Néchantillon

LMilisation prévae
Powr disgnerstic v wirs.

Vo les Ipstrichanrs generaies pour e manguage smmumahvs tochmagie ou ks instmachions du systama da détechon des procéduras IHC
powr ;1) Prncipe de ka procadune, 2) Matanel requis non foumi, 3) Stockage, 4) Préparation de 'echantiion, 5} Procadura
dmmunamanguage, ) Contrile de qualié, 7) Réselution des problémes, B) Inerprétation du marguage, B Limiles genérales

Résumé el explication
frmkichan

La somatostating ast I'una das sept hormones polypeptidiques connues produias dans bk pancréas. La somatostating ast une hormone
inhibitrice du sysiéme neurcandocrinian, secresde par les callules O das Bofs da Langarhans, |e fundus at Feantrum de lastomec at Fintestin
gritle supaneur. La presance da somatostatineg a éié démonirée dans les nerfs sympathiquas, les cellules des mmlmsm!hs narls
mivankanques du frachus gastro-ntestinal, les glandes salvaires 6t dons certainas cedules parafolliculpiras da la thyroide. ™

Specificits
Cat anficorps mangue les celiules D du pancréas des mammiléres. La somabasiatine a monind une réaction croisde aeec la somabasiafine
um grand nombie d'espéces de manmmiléres.

Réactifs foumis
mmmulim o lepin &1 un antisérum de lapin non factionna dans 0,05 meld. de Tos-HC)a pH T8 &t 0,015 molL d'sode da
m.

L'anti-eomsioatating de lapin peut &re utiies 4 une dilution silant de 1-300 & 1-300 par la méthode LSAB®, déteminge sur des coupes de
tigsy foedas au kool &l inclises an pamrl'*r&. lﬂﬂﬂ'ﬁlﬂtﬁﬂ.ﬁ:ﬂéwﬂmm Lles Iﬂ.ﬁﬂrﬁ-ﬂmﬂﬂiﬂfﬁ“ TS par
chaque lsharatoire.

Matarisls requis mais non Taurnis
Wi les nstrocians gendraies pour la marguage wmumalivs fochimique abiow les instructions du systémea de délection.

Précautions

1. Pour uiiisateurs professionnels

2 Ce produit comient de Fazide de sodium (Mabg), un produil chimnigue Raubemeant iodoue & Nétal pur. Aux conoentrations du produil, bian
quiil e soit pas dasss comme dargereds, ['azide de sodium peut réagir avec k Lyauteris en plomb ef en cuivie pour fomer des depdis
hautement explosife dazides métallizés. Lors de I'simination du produil, incar & grands s pour éviber Woube accumulation Jazde
medalisé dans la iryautesie.

31 Commea pour tout dénvé biologique, les pocéduras da manpulaton comectas doivant &ine respecibes.

4. Parar un vitamant da protaction approprié pour aviler 6 contact avac les yaux at la paau

% Las solutions non uilisees dowent dire dlminéas conformément aux rdglementations kocales at nobonales.

Conservation
Conaansar entra 2 &t 8 *C.

Préparation des échantillons

Coipes an paraing

L'anti-stomatcestating da lnpn paut dtre utilss pour das coupes de tissus fméas au formol at indusas en paraffing. Le pratroitement des
tissus aver des anzymaes praléokiques n'est pars requs

Procedure de colaratien
SunTe kB prooddung recommandée aved ke systéme de délechion chos.

|I'|Hrﬂl‘ﬂ.ﬂ.hl'l de la calaratian
Les profil de coloration cellulaie de Fantl.stomalostatine est eyloplasminue

Caractéristigues de performance
Thasrs manTaiE
Cat anticoms identifie les cellules contenant da la somatosiating parmi les callules insulaines provenant des canalicules pancréatiques ®

TIEELS ANOITaEy
Cat anficorps identilie les cellules contenant de la somatosialine panmi les lumeurs panoréaliques af Mhyperplasie 4 cellules insulaires. La

précence de cellules contenant de la sematostatine a egalemen 15 obaenide dans ks carcinomes roides medullaines, Fhyperplasie des
cellules C, les tumeurs thymigues, les lumears pumoenaines ef les carcinomes pulmonaines 4 petiies callules.

[RERLESEE L1 MZHTEFG_110805 p. 24
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Deutsch
Code-Nr, AQSEE
Protein-Konzentration g/l: Siehe Produkietikett.

Verwendungszweck
Zur In-vitro Diagnesiik

Fodgende Angaben bitbe den Algemeinen Rielitinen 2o inmnivatochemischan Fabung baw, den Arweisungen des Delekionssysiems

entnetmean: 1) Prinzip des Tesbeaenahrens, (2} Zusbtzlich bendligie Reagenzan und Zubahor [aulerhal des Lisferumlangs), (3) Lagerung,

ammhm ng, (5] Farbaprozedur, (6) Cualitatskontrolia, (7] Sierungsbeseitigung, (8 Intempretation des Anfarbens, (¥ Generslle
5L ngen.

Zusammenfassung und Erklirung
Eiisifung

151 @ines won disben bekannien, im Pankreas produzenen Polypapidhomonan. Somatogtatin wikd als &in inhiblonsches
Homiaon des neursendokninan Systems und wind swon den DuZellen der Langertans-Inseln, des Fundus und Antrums des Magens und des
oheren Dinndams sezemie. Somatestatin wurde rachgewiesen in sympathischan Menven, Smmrriﬂ.nzeuen irrpenberEchien Naran das
Castrointastinakrakts, Speichaldrisen und in sinigen paradolikularen Zalian der Schiddrise ™

Spazdar
Diiesar Anbkcrpar manoert D-Fallan des Saugertierpankreas. Es wurde Kreuzreaktivital mit Somatostatin won einer gralian Anzahl von
Beabachiel

Siiugelierspezies

Mitgelieferte Reagenzien
Rabil Anti-Somateatatin legl vor ks unfrakiionienes Kaninchen Antiserum in 0,05 melLTris HCL pH 7,6, und D015 molL Matriumazid.

Rabibit Anb-Scmatostatin kann fir die Bestmmung an formalinfmeren parafmeingebattaten Schnitten mif dar LSAB-Methode bed ainer
Wardimnung van 1:200 bis 1:200 engesatzt werdan. Hiarbei handelt s sich lediglich um Leitlinien. Die cptimalan YerdOnnungswana sind
wion dam jessiligen Labor zu bastimmien,

Erforderliche, aber nicht mitgelieterte Materialien
Siahe Algesmaine Richikiven 2ur imviaivstochamischan Farbing undloder Anweisungen des Deteklionssysiems.

Versichiemalnahmen

1. Wur for Fachpersonal bestimmt

2. Diesas Produkt anthalt Matrum-Azid (Nal.). sina in reinar Fom hochioxischa chamischa Varbindung. Bai den in diasem Prodikl
verwendetan Konzenrationen karn Mak,, cbwaohl nicht als gedahdich klessifiziert, mit in Warssaretungen vorhandanem Blei cder Kupfar
reagisren urd zur Bikdurg von hochaxplesiven Ansammiungan von Matall-fadan filhren. Nach dar Erl-su?mu muss mit reschich
Wasser nachgespul werdan, um sing Anmaichenng von Metall-Axdan in Abflusslesimgen zu varmaiden.

3, Wie bei allen sus biologischen Materalien gevonnenen Produkben missen die ordnungsgemiBen Handhabungaverahren eingehalien
weidan.

4. Entsprechends Schutzibeidung tragen, um Augen- und Haukantakt 2u vermeklen.

5. Nichi venwendeta Lasung ist entsprachend kommunalan, @inzel- und bundesstaatichan Richinisn 2u emsongean.

Aufbewahrung

Biai 2—8°C lmgem
Verbereftung der Probe
Faransclivitds

Rahbit Anii- Somatoatatin kann ar famaknfiderte paraffineinpebetiste Schnite vensendet werden. Eine Vorbehandlung von Gewsben mit
protechyitschen Enzymen ist nicht erfarderich.

Farbeverfabiren
Diers fir das auspewahite Datekhonssystam smpfohlens Varfahren bafolgen.

Auswertung der Farbung
Nevinalpe ke
Dieser Anfikoeper identifizien Somatoatatin anthaltends Zellen in nselzellen, de hren Ursping in den Pankreasgéangen haben

Aiitale Genala

Cler Antikcrpar markiert Somatastetn enthaliende Zalen in Pankreastumaran und Insalzall-Hypamplasian,

Somatastain embahande Zelen konnan abenfalls voriegen in madullaran Schilddmserearanamen, C-Zell-Hypamplasien, Thymustumoren,
Lurgemtemornen und kiainzelligen Bronchinlkarzinomen.
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I SIGMA

3050 Spruce Street
Saint Louis, Missouri 63103 USA
Telephone (800) 325-5832 (314) 771-5765
Fax (314) 286-7828
email: techservidsial. com
sigma-aldrich com

ANTI-GASTRIN |
Developed in Rabbit
Delipidized, Whole Antiserum

Product Number G0O785

Product Description

Anti-Gastrin | 1s developed in rabbit using a synthetic
gastrin | fragment (1-13) conjugated to KLH as the
immunecgen. This peptide fragment does not contain
the C-terminal tetrapeptide common with
cholecystokinin (CCK).

Anti-Gastrin | specifically stains gasfrin-containing cells
in formalin-fixed, paraffin-embedded sections of human
stomach (neuroendocrine cells). Specific staining is
inhibited with gastrin | (human), but not with sulfated
cholecystokinin (26-33) amide (CCK-8, sulfated). The
antibody reacts in radicimmunoassay with human
gastrin | and human gastrin | fragment (1-13). No
cross-reactivity is observed with rat gastrin | , human
big gastrin, sulfated cholecystokinin (26-33) amide,
non-sulfated cholecystokinin (26-33) amide,
CCK(30-33) amide, and human gastrin releasing
peptide (GRP).

Gastrin is a 17 amino acid peptide hormone and
neurotransmitter widely distributed throughout the
gastrointestinal (Gl) tract and the central nervous
system (CNS). Gastrin, together with cholecystokinin,
secretin and vasoactive intestinal peptide (1VIP), belong
to the family of gastrointestinal hormones. Gastrin is
closely related to CCK and both peptides share the
same biologically active C-terminal pentapeptide.
Gastrin occurs in four biologically active forms: gastrin |
(17 amino acid residues); big gastrin, G-34 (34 amino
acid residues); minigastrin, G-14 (14 amino acid
residues); and gastrin 1l ( gastrin |, s.t,ih"‘ated)_2 Gastrin
and minigastrin can be extracted from normal antral
mucosa and gastrinomas, and are normally present in
fetal but not adult human pancreas.” Big gastrin is
found abundantly in duodenal mucosa. In the CNS,
gastrin is localized in neurons of the hypothalamus and
pituitary. In the peripheral nervous system, gastrin is
mainly localized in gastrin-producing, neurcendocrine
cells in the glands of the antropyloric mucosa, gastric
antral mucosa (G-cells), duodenum, and proximal small

intestine mucosa (G- and I(}celis).m

Productinformation

Gastrin release stimulates gastric acid secretion, pepsin
secretion, enzyme secretion from the pancreas, causes
gall bladder contraction and gastric smooth muscle
contraction. Gastrin also exerts trophic effects on the
gastrointestinal mucosa and normal pancreas.

It stimulates the growth of gastric cancer cells in witro.
In pathological states gastrin is produced by endocrine
tumors, which arise from the pancreas and the proximal
duodenum.*® Increased gastrin secretion has been
associated with hypergastrinemia, gastric acid
secretion, geptic ulcer disease, and the Zollinger-Ellison
syndrome,” the latter commonly associated with
gastrinomas and identified as hyperplasia of the G-cells
of the gastric mucosa.”® Antibadies that react
specifically with gastrin may be used to study the
differential tissue expression and intracellular and
subcellular localization of gastrin in neurcendocrine
cells of the gastrointestinal tract, and in the CNS.
Antibodies to gastrin are also useful for the

identification and detection of gastrin in normal and
neoplastic tissue.

Reagents

The antiserum has been freated to remove lipoproteins.
Rabbit Anti-Gastrin is provided as a liquid containing
0.1% sodium azide as preservative.

Precautions and Disclaimer

Due to the sodium azide content a material safety sheet
(MSDS) for this product has been sent to the attention
of the safety officer of your institution. Consult the
MSDS for information regarding hazards and safe
handiing practices.

Storage/Stability

For continuous use, store at 2-8 °C for up to one month.
For extended storage freeze in working aliquots.
Repeated freezing and thawing is not recommended.
Storage in "frostfree" freezers is not recommended. If
slight turbidity occurs upon prolonged storage, clarify
the solution by centrifugation before use.
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RIA Dilution Instructions
The working dilution was determined to be 1:2,000
using 5 - 10 pg/tube of "% abeled human gastrin 1.

It is recommended that the antiserum first be evaluated

in the particular assay system chosen due to
differences in systems and procedures.

Specificity

Specificity of the antiserum is defined as the ratio of
antigen concentration to cross-reactant concentration at
50% inhibition of maximum binding. The cross-
reactivity data obtained in the second antibody PEG
RIA system is as follows:

125
1

Cross-reactant % Cross-reactivity

Gastrin | (human) 100
Gastrin | (1-13) (human) 100
Gastrin | (rat) 0.2
Big Gastfrin (human) 0.5
CCK(26-33), amide, sulfated 0.01

CCK(26-33), amide, non-sulfated 0.5
CCK(30-33), amide
Gastrin Releasing Peptide (human) 0.2

Sensitivity

Sensitivity is defined as the 90% intercept of a B/B,
standard curve. In the above system, the sensitivity
has been found to be 2 pgftube.

RIA Affinity Constant
The affinity constant (K,) is determined by a Scatchard
plot using this RIA system.

K,= 3.0x107LM.

Product Profile

A dilution of 1:1,000 was determined by indirect
immunoperoxidase staining of formalin-fixed, paraffin-
embedded sections of human stomach
(antrum/duodenum).

In order to obtain best results, it is recommended that
each user determine the optimal working dilution for
individual applications by titration assay.
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MONCOCLONAL ANTISGLUCAGON
Clane KT$6E10
Mok Angites. Fluid

Froduct ko G 26494

Predus Description

Monodoral AntiEucagon [mouss IgG1 isaype) is
demeed from the KTSb210 tybndama produced by the
Tusion of mousa Fyeloma cels and spienocgles frem an
immnzed Mot Polymenzed porcine Gisagon was
usid aes e immuncegen.  The solype was debermind
usg Sigma ImmunaType Kit (Product Gode £30541)
and by a double diffuson Trmmoassay usng Mouse
Mordkenal Ardbacy otyping Reagens [Frodch Code
150-24

Morodoral Anti-Gucagon reacts with pancreatc ghes.
gon in Ri& and immunocytochemstry. | The affinity
canstant of B.1 = 10 LW in RL&.  The antibody weakly
cross-reacts with Jui glucagan (enbernglucagon ) in an
immurhistological aesay. I may be used for T
immunocyicchemical sianing of Bowin-fxed and
fommaiin-foced, parffin-embedded pancreabc tissue
sections  Grmossreadivity has been observed with
glucagan-cantaning cedls in Tieed aecions of pancreas
Inom hisrnan, porcarss, dog, rabbil, mease ral, guinea pag.
and ¢l [ may aso beused in B4 and dot Bl lech
nige [rative and denabursd)

Ghacagon is 8 28-maidue polypeptide hoemons [
34831, produced in the pancreas.” A related hormaone,
enteroglucsgon (or coyniomoduing, which & produced
the mucosa of the smail and rge mtesine, conssls of
thie 24 armira acid sequence of panoreatic ghucagon
extended Dy B addtionad residues at the Coemrus

The bictogicad acliviies of pancreatic glucagoen inchads
pheoog=nohyms, lipohysis, pluconecqenesis, ard keingen.
esi whith ar= antagonishic effecs ta those of rsuin
achon, thus leading 1o increased biood glucose levsls
Immircyinchemical shidies have eveaod T presence
of panciesic gucagon weide Tw A of a cells, which
conslitute 15-20% of the slel celf population. These
cels are located preferentially at the periphery of the
human panoeadc iskets. Pathalogical manifestsions of
the ghaagor-ivpe peplide nesids almost cachisvely with
thag eeigdesncn oF TUMHAS OF QRICAQOMNTE, A5 N Sh0es
of gluesgon-cell delckeniy or hypendasia have been

Productinformation

Weriified. Glucagoen-specic andibodies woukl proee
useful 3s an o osll and fumor mariers apphying
imrmunohistochemical technigues, and as an anabytical
bl i uiamtification of the Formons

Reagenta
The product 15 provaded 25 asciss Hud comtamng
0.1% scdium azkde as 3 preseratve

Precautions and Disciaimer

Dhise 00 The sodiuim azide content a malensd safefy datn
sheet (ME05) for s product bas b=en sent 1o the
amantian of the safety officer of your insttuion. Coreut
tre= MEDE for infommation regarding harards and safe
Feandlirg pracices.

Product Profile

& rrimum worang ddution of 12 000 was determined
by indirect Immmunopernaidases Ebeing of fommalin:foed,
parafin-embadded sectons of human of animal pan-
craag.,

I order ko chtan best resuls. if = recommendsd that
each indhadial user delenmine their working diluton by
BiTatan aEaay

Storage

For cantinuows use, siore at 289 °C for up f one manth.
For exended storage, solulion may be frozen m wordcng
alkquols. Rapeated freczing and thawing is met
recommendad. Siorage n Tresi-iee™ Weezers 9 mel
recammendsd. If sl turbekty coours upon pralongesd

storage, danfy by centnfugation befones use
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5 SIGMA

MONOCLONAL ANTI-INSULIN
Mouse Ascites Fluid

Product No. 12018

Product Description

Monoclonal Anti-Insulin (mouse IgG1 isotype) is derived
from the K36aC10 hybridoma produced by the fusion of
mouse myeloma cells and splenocytes from an
immunized mouse. Human insulin was used as the
immunogen. The isotype was determined using Sigma
ImmunoType™ Kit (Product Code 1SO-1) and by a double
diffusion immunoassay using Mouse Monoclonal
Antibody Isotyping Reagents (Product Code ISO-2).

Monoclonal Anti-Insulin reacts specifically against insulin
in RIA, immunodot and immunocytochemistry. ™ The
antibody reacts with insulin purified from the pancreas of
human, bovine, horse and sheep and with human
proinsulin_3 It may be used for the immunocytochemical
staining of Bouin-fixed and formalin-fixed, paraffin-em-
bedded pancreatic tissue sections. It may also be used
in RIA and dot blots (native and denatured). The prod-
uct binds to insulin with an affinity constant of

8.8 x10° LM in RIA. "? Cross reaction has been ob-
served with insulin-containing cells in fixed sections of
pancreas from human, monkey, porcine, dog, rabbit,
bovine, sheep, rat, guinea pig, and cat.

Monoclonal Anti-Insulin may be used for the localization
of insulin using RIA, dot blot and immunocytochemistry.

Insulin is a 51-amino acid polypeptide composed of A
and B chains connected by disulfide bonds* Its
precursor, proinsulin, is a single-chain molecule
consisting of A and B chains connected through the
C-peptide. Proinsulin, which has little biological activity,
is cleaved by proteases within its cell of origin into the
insulin molecule and the C-terminal basic residue. The
main storage sites for insulin and the C-peptide are the
pancreatic islets. Insulin is one of the major regulatory
hormones of intermediate metabolism throughout the
body. The biological actions of this hormone involve
integration of carbohydrate, protein, and lipid
metabolism. Insulin enhances membrane transport of
glucose, amino acids, and certain ions. It also promotes
glycogen storage, formation of triglycerides and
synthesis of proteins and nucleic acids. The exact
mechanism(s) by which insulin achieves these
intracellular effects remains somewhat elusive, but is
assumed to involve activation of one or more second
messengers. Immunocytochemical investigations have

Productinformation

localized insulin in the B or Bcells of pancreatic islets of
Langerhans. These cells, characterized for many years
on the basis of their histochemical and ultrastructural
features, comprise 70-80% of the pancreatic islet cells,
and are located toward the center of the islets. The
harmone is stored inside secretory granules which
possess a crystalline core displaying a well-defined
periodicity by electron microscopy. Deficiency of insulin
results in diabetes mellitus, one of the leading causes of
morbidity and mortality in the general population. Insulin
is also present in tumors of B-cell origin such as
insulinoma. Insulin-specific antibodies prove useful as
B-cell and tumor markers using immunchistochemical
technigues, and as analytical tools in quantification of the
harmone.

Reagents
The product is provided as ascites fluid containing
15 mM sodium azide as a preservative.

Precautions and Disclaimer

Due to the sodium azide content a material safety data
sheet (MSDS) for this product has been sent to the
attention of the safety officer of your institution. Consult
the MSDS for information regarding hazards and safe
handling practices.

Product Profile

A minimum working dilution of 1:1,000 is determined by
indirect immmunoperoxidase labeling of formalin-fixed,
paraffin-embedded sections of human or animal
pancreas.

In order to obtain best results, it is recommended that
each individual user determine their working dilution by
titration assay.

Storage

Far continuous use, store at 2-8 “C for up to one month.
For extended storage, solution may be frozen in working
aliquots. Repeated freezing and thawing is not
recommended. Storage in "frost-free” freezers is not
recommended. If slight turbidity occurs upon prolonged
storage, clarify by centrifugation before use.
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VD Drata Sheet
D5-RPG0-4
LT

Kabbit Polyclonal Antibody ro
Human Pancreatic Polvpeptide

Catalog No.:

Intended Use:

Immunogen:

Host:

Format:

Titer Worldng Dilution:

Staining Protocol:

Specificity:

Positive Control:
Cellular Localization:

Storage:

BEP 030, BP 030-05

This product is intended for qualifative inmmnohistochenmsay
with nomial and neoplastic formalin-fized paraffin-embeddad
fissue secticms, to be viewsd by light microscopy. Climical
interpresafion of smining resules should be accompanded by
histolemical smdies with proper contraols. Patients’ clinical
histories snd other relevant diagnostic tests should be utilized by
a gqualifie=d person (=) when evaluating and oteTpreting results.

Symthedfic haman pancrestic polypepiide conugated o keyhole
limpet hemocyanin,

Blabbir

Purified mummegiobulin fraction against human pancreasc
polypeptde contrining sodinm aride 2: 3 presenvative

This aptbody may be diluted to a tter of 1:25-1:50 m an ABC
msthod The final dilotien shonld be detemunad by the nzer
based upoa the staming conditions employed.

We suggest an moubation penod of 30 minates at room
temperamire. Opimal incubstion condifions should be
deiermined by the 1mser based upon the fixstion condifions and
stalming systern emploved Suwitable for formalin fived paraffin
pmbeddad fsme cections.

This andbody reacts with pancreatic polypeptide. It staines the
peniphery of islats. exocTine pancreatic parenchyma snd the
epitheliom of small and medium sized dacts and acinar cells.
Pancress

Cyroplasmic

Store at 2-3°C. Do not use beyernd the expimation date stated oo
the label

IVD: For In Witro Diagnestic Use

DiES wil not b= neld resporsbie Tor pat=nt Infringement or other violation thal may oocur with the use of our product

DES 1520 Serpention Lama, 8 174, Pleasamion, CA 54500 Tal: 515 454 3360, Fax, 525 484 7280

Website: www.dbiosys. com e-mall: (ostomersapport @ dbiosys.com
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IVD Diata Sheet

DSR-EM1-E
LV IR AL
Stable DAB/Plus
Liguid Format
Carslop Mo K7
Imtended Tse: Sutnate’‘chomwgen in confuncton with peroxidase-based iImmunostaining syummms,
Inreductom: DAE, 2 madaly used chremogun for memmmoperoxdace siaming, is wedl acoapted.

Emong
pathologists becmss of ity mosased wositvity and shdlity to give cleanar backgronsd as
conapared 1o anring stincarbarcle (AEC). Specimens stuimed m DAB can be delprdraisd,
cleared, amd moumted for permanest reccrd keeping. Statds DABPlus iv mors sansitve
axd sizhls thom raditicnal workimg DAR solnfions.

Product benefiz: Sabls DAE Phu ofen weml neweweorily mprovessents and beneiSt o comparsd with

traditional workimg DAB soletions:

i} Eakic DARPYe: is emch mers senxithe, providing tha cost-sective opten of
dibeting the primary axtibedy.

it} Baing stahla for 2 wedks [as opposed o § houn; for aditiomal DAE workdsg
soitone), Sable DARPlus allows the nsar the comvanionse of malioeg cas worong
sintion for the soiin work meek

it} Hazardons waste guneration Som spaot DAB solstion & alw sigmifeamtly redeced

i) Smhble DARPlus & ideal for kigh volums lzbs and ssomated saizars.

Princple: Paroxidass from the antitody detection system mach with sobdman o desads B,
which then reacts with DAB, precipitatzg it af posithwe sites viecding a dardk browmn color
Composentz i} Smi comcantraind sbar-colored DAB Choomogen Solsticn

iy 200md. clear Stable DAR Pl Substrate Boffar.
iid} One empiy mimng droppar botle

Precantion:: DAR, 2 sespecind carncinogen, can camss w00 imrtaton upom com@ct. Avoid comct whth
tlothey and axposed sicm. B comtacted, fach mreedistelhy with tap watar. Follomr
instucticns provided Ty lecal anthodties for disposal.

Srorape: Some 2 2-30C. Reageets and working solation s ight sansiove; protect from axponme
to Light. Boome rexgants and workcng solnbom m opague bettls. Dio not nse beyend e
sapiraton drtes sated on the abals.

Warking Soluton- Aliguot Iml. of Stbis DARPhs Buffer in peving botthe. Add 20ul. (one drop) of
concunirand Sabie DAR Fle: Chromogen Foplace tp mnd meix
tore The workmg Stuabde DR Phus sofrion m stable for o lean 1 weelks and should be
propared i o cpagee bole. Sthore o 2400 when mo ise. Ay sofition sor wed affer
i peviod showld he ofocoedled

Procedare: 1] Adber paroidass moubaticn, wsh tissue wotoms with wash budfer,
it} Wips slides removmyg excass buffer. Add anomgh drogs of woddng Skl DAE Pl
sofution to cover Hssns sectoms.
itd} Inpatame for 3-10 mnutes at roomn. temparamme. For cpezml mmls., obwenye macion
mder the micarowops for sizmal development. Coce e dedred sigmal o nodse mtio is
achigved, stop the maction by washing shidas o brffer.

IVIy: For In Vitro Diagmostc Use
D=5 wil not b= el responsibie for patent fringement or ofher viglation thal may oocur with the use of our product

DBS 1620 Serpention Lana, & 114, Pleasamion, CA 54568 Tal: 525 454 1350, Faw: 525 484 2360
Wi I e e MO 1S ST P Db oS Do TS 5. e

124



