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RESUMO

SANTOS, Clarice Machado dos. Estudo histologico, morfométrico e estereoldgico do
pancreas endocrino em morcegos com diferentes habitos alimentares. 2011. 50 p. Tese.
(Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Este trabalho visou estudar o pancreas enddcrino de morcegos com diferentes habitos
alimentares (hematofago D. ecaudata, nectarivoro A. geoffroyi e insetivoro P. personatus),
através de analise histologica, morfométrica e estereoldgica. Foram utilizados ao todo seis
animais de cada grupo, coletados na caverna casa de Pedra (Sergipe). O pancreas foi
processado através das técnicas histologicas de rotina para inclusdo em parafina.
Histologicamente, foram identificado os componentes exdcrinos (acinos secretores e seus
ductos associados) e endocrinos (ilhotas pancreaticas) do pancreas. Foram observadas
células imunoreativas (IR) a insulina, glucagon e somatostatina espalhadas isoladamente
no pancreas exocrino e, na regido de tecido conjuntivo proximo aos ductos pancreaticos,
foram identificadas células IR a insulina, glucagon e somatostatina. Células com a
presenca de processos citoplasmaticos foram visualizadas nas ilhotas. A massa de tecido
pancreatico total sobre a massa corporal ndo ultrapassa a relagdo de 0,6%, sendo esta
relagdo maior nos morcegos insetivoros (0,6%) e menor nos morcegos nectarivoros (0,3%).
O diametro das ilhotas variou entre as espécies sendo de 88,16 pm no morcego
nectarivoro, de 56,94 um no morcego hematofago e de 40,47 um no morcego insetivoro. A
analise estereologica mostrou uma densidade de volume (Vv) do pancreas enddcrino de
3,4% no morcego insetivoro, 6,1% no morcego nectarivoro ¢ de 4,1% no morcego
hematofago. A massa das ilhotas foi de 0,15 no morcego insetivoro, 0,24 no morcego
nectarivoro e 0,48 no morcego hematdfago. A densidade de volume das células a foi de
(25,8%, 14,7, 16,2%), células B (35,5%, 8,7%, 54,8%) e células 6 (3,9%, 6,2%, 14,3%) nos
morcegos P. personatus, A. geoffroyi e D. ecaudata, respectivamente. As diferengas
observadas entre espécies nos diversos parametros analisados podem refletir diferengas
inter-especificas, assim como adaptacdes morfologicas das espécies ao seus habitos
alimentares

Palavras chave: Morcegos, ilhotas pancreaticas, estereologia.
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ABSTRACT

SANTOS, Clarice Machado dos. Histological, morphometric and stereologic study of
the endocrine pancreas in bats with different feeding habits. 2011. 50 p. Tese.
(Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

The aim of this work was study endocrine pancreas of bats with different feeding habits
(hemataphagous D. ecaudata, nectarivorous A. Geoffroyi and insetivorous P. personatus)
by histological, morphometric and stereological methods. Six animals was used in each
group and they were collected in the caverna casa de Pedra (Sergipe). The pancreas was
processed through routine histological techniques for paraffin embedding. Histologically,
components of the exocrine pancreas (acini and their secretory ducts associated) and
endocrine pancreas (pancreatic islet) were identified. Immunoreactive cells (IR) to insulin,
glucagon and somatostatin were found isolated scattered in the exocrine pancreas and, in
the tissue near the pancreatic ducts. It was also identified IR cells to insulin, glucagon and
somatostatin. In the pancreatic islets, it was to indentifided cells with cytoplasmic
processes. The total mass of pancreatic tissue in body weight does not exceed 0.6% and this
relationship was higher in the insectivorous bats (0.6%) and lowest in nectarivorous bats
(0.3%). The pancreatic islets diameter varied between species, being 88.16 um in the
nectararivorous bat, in the vampire bat at 56.94 um and 40.47 um in the insectivorous bat.
The stereological analysis showed a volume density (Vv) of the endocrine pancreas of 3.4%
in the insectivorous bat, 6.1% in the nectarivorous bat and 4.1%. in the vampire bat. The
islet mass was 0.15 in the insectivorous bat, 0.24 in the nectarivorous bat and 0.48 in the
vampire bat. The volume density of a cells was (25.8%, 14.7, 16.2%), B cells (35.5%,
8.7%, 54.8%) and & cells (3.9 %, 6.2%, 14.3%) in the P. personatus, A. geoffroyi and D.
ecaudata bats, respectively. The differences observed between species in the various
parameters analyzed may reflect inter-specific differences, as well as morphological
adaptations of species to their eating habits.

Key words: Bats, pancreatic islets, stereology
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Introducdo

Os morcegos sdao mamiferos placentdrios pertencentes a ordem Chiroptera, composta
por aproximadamente 1.120 espécies (Simmons, 2005), o que representa cerca de 22% das
espécies conhecidas de mamiferos. Os morcegos constituem um dos grupos de mamiferos de
mais diversificado habito alimentar. Praticamente todos os grupos troficos podem ser
observados, excetuando-se os saprofagos. Os carnivoros sdo predadores de pequenos
vertebrados, tais como passaros, anfibios, répteis e até pequenos mamiferos. Também comem
grandes insetos. Existem morcegos predominante frugivoros e os hematofagos, que se
alimentam exclusivamente de sangue, sendo o Diphylla ecaudata o que possui a dieta mais
especializada, alimentando-se principalmente de sangue de aves (Greenhall, Schmidt et al.,
1984). Os nectarivoros retiram carboidratos do néctar e proteina do pdlen das plantas (Reis,
Peracchi et al., 2007).

Uma série de adaptagdes morfoldgicas no sistema gastrintestinal podem ser observadas
conforme cada tipo de dieta. Um exemplo disto ¢ a hematofagia, dieta altamente especializada
e unica entre os mamiferos, que veio acompanhada de mudangas, tais como: o estdmago
extremamente alongado, com uma superficie de absor¢do muito maior em relacdo a outras
espécies de morcegos (Rouk e Glass, 1970) e diferencas quanto a freqiiéncia das células do
sistema neuroendocrino difuso no estdbmago e intestino (Machado-Santos, et al., 2009)

Em vérios aspectos morfologicos e bioquimicos os morcegos se assemelham mais aos
humanos que os ratos, comumente utilizados como modelo experimental. Diferente de
roedores, os morcegos possuem vesicula biliar, pancreas encapsulado, distribuicao hepatica da
enzima PEPCK (associada a neoglicogénese) similar a de humanos (Pinheiro, Taddei ef al.,
2006) e o cortisol como principal glicocorticéide (Widmaier e Kunz, 1993). Além disso,
morcegos apresentam-se como um modelo experimental de grande valia, ndo so6 pela
proximidade evolutiva com primatas (Pettigrew, 1986; Speakman, 2001), mas também pelo
fato de possuirem uma enorme diversidade natural de habitos alimentares, possibilitando
assim o estudo das respostas metabdlicas e da morfologia do sistema gastrintestinal a
diferentes tipos de dieta.

O pancreas ¢ um 6rgao que contém populacdes distintas de células, como por exemplo
as células exocrinas que secretam enzimas dentro do tubo digestivo, e as células endocrinas
que formam ilhotas e secretam seus hormonios na corrente sanguinea (Slack, 1995). A
estrutura destas ilhotas pancredticas consiste em diferentes células que secretam diversos
hormonios e possuem um papel vital na manutengao da homeostase (Yukawa, Takeuchi et al.,
1999). A distribui¢do, arranjo e propor¢ao destas células endocrinas nas ilhotas pancreaticas
variam conforme as espécies € podem diferir conforme a origem da ilhota ou até mesmo da
idade do animal (Mcevoy, 1981).

A plasticidade na distribuicdo das células endocrinas pancredticas e sua secregao
hormonal ¢ também evidente e pode mudar conforme a demanda energética ¢ a manipulacao
gastrintestinal de carboidratos (Cunningham, 2004). A presenca destas células e sua diferente
localizagdo conforme a espécie possui importantes implicagdes funcionais. Além disso, as
investigacdes das células enddcrinas gastro-entero-pancredticas tém sido consideradas uma
importante parte dos estudos filogenéticos (D'este, Buffa et al., 1994).

Tendo em vista que a distribui¢do e proporgao relativa dos diferentes tipos celulares
podem variar entre as espécies devido a diferentes condi¢des fisiologicas e seus habitos
alimentares, este trabalho tem por objetivo analisar as células a (A) secretoras de glucagon, 3
(B) secretoras de insulina e & (D) secretoras de somatostatina do pancreas de morcegos
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hematofagos, insetivoros e nectarivoros, através de andlises histoldgicas, estereoldgicas e
imuno-histoquimica, e, desta forma contribuir com os estudos relativos ao metabolismo
energético e padrao metabolico de animais com habitos alimentares caracteristicos.



Objetivos

Objetivos gerais
Comparar os pancreas enddcrinos dos morcegos hematdfagos (Diphylla ecaudata), insetivoro
(Pteronotus personatus) e nectarivoro (Anoura geoffroyi), através de andlises histologica,
morfométrica e estereoldgica.
Objetivos especificos

1. Analisar a relagao entre o peso do pancreas € o peso do animal.

2. Descrever a histologia do pancreas.

3. Analisar morfométricamente o diametro das ilhotas pancreaticas.

4. Analisar através da estereologia o nimero total de ilhotas pancreaticas e a densidade
de volume das ilhotas pancreaticas.

5. Conhecer pela estereologia a massa de ilhotas no tecido pancreatico total.

6. Quantificar a imunodensidade de células alfa, beta e delta das ilhotas pancreaticas.



Revisdao de literatura

1. Os Quirdpteros

Os morcegos s3o os Unicos mamiferos capazes de voar, pois possuem uma série de
adaptacdes que possibilitam o vdo. As caracteristicas que distinguem os morcegos 0s tornam
unicos, em termos evolutivos e ecoldgicos, quando comparados a animais do mesmo tamanho
(como roedores), pois, apesar de pequenos, apresentam longa expectativa de vida (existem
registros de até 31 anos para um morcego insetivoro na natureza), baixa fecundidade, altas
taxas de sobrevivéncia, um periodo relativamente longo de dependéncia da mae por partes dos
filhotes, idade relativamente avangada para atingir a maturidade sexual, e, provavelmente
pelas exigéncias em relagdo ao vOo, apresentam pouca variagdo morfoldgica quando adultos
(Findley, 1993).

Os quirdpteros desempenham um importante papel no equilibrio dos ecossistemas.
Destacam-se, nessa linha de raciocinio, a participacdo das espécies na polinizagdo e na
dispersdao de sementes de dezenas de plantas (Winter, Lopez et al., 2003). Também, ha a
contribui¢do dos quirdpteros para o controle das populagdes de insetos, considerando que uma
parcela considerdvel das espécies de morcegos apresenta hdbito alimentar insetivoro (Reis,
Peracchi et al., 2007).

Os morcegos sao muito usados em pesquisas médicas voltadas ao desenvolvimento de
vacinas ¢ de mecanismos de resisténcia a doengas (Yalden e Morris, 1975). Além disso,
também sao conhecidos por serem transmissores de viroses ¢ micoses (Reis e Mok, 1979).
Espécies hematdfagas infectadas sdo vetores potenciais do virus da raiva em bovinos e
eqiiinos, causando mortes que resultam em grandes prejuizos aos criadores (Lord, 1992).

Diphylla ecaudata (Spix, 1823)

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Mammalia

Ordem: Chiroptera

Familia: Phyllostomidae
Subfamilia: Desmodontinae
Género: Diphylla

Espécie: D. ecaudata (Figura la)

Ocorre somente em regides tropicais - desde o México, América Central, Peru até o
Brasil (Reis, Peracchi et al., 2007) (Figura 1b). Esta espécie forma agrupamentos de até 12
individuos (Greenhall, Schmidt et al., 1984). Devido a dificuldade de manutencdo em
cativeiro e ao pequeno numero de individuos por coldnia, ha poucos estudos sobre a biologia
desta espécie (Elizalde-Arellano, Lopez-Vidal et al., 2007). Nao ¢ considerada uma espécie
ameagada de extingdo, de acordo com a lista da [IUCN (2010).



Figura 1b. Localizagdo geografica do
Diphylila ecaudata.
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist

Figura 1a. Espécime de Diphylla
ecaudata (www.dgidc.min-edu.pt).

Os D. ecaudata alimentam-se do sangue de vertebrados de homeotérmicos,
principalmente aves, Através da utilizacdo de sensores de calor em seu nariz, estes morcegos
vampiros podem procurar uma area da pele da presa onde ha uma boa quantidade de sangue
proximo a superficie. Eles lambem a area da pele para amenizar a mordida e para livra-la dos
pélos ou penas. Em seguida, este faz uma pequena mordida (em forma de V) com cerca de 2,5
mm de profundidade. Geralmente a vitima ndo sente a picada (Owens, 2002).

Normalmente, o processo de alimentacdo leva cerca de meia hora. Um adulto pode
consumir cerca de 5 colheres de cha de sangue, que ¢ cerca de metade do seu peso corporal.
Apds o morcego se alimentar, este urina continuamente até que se torne leve o suficiente para
voar (Schutt e Altenbach, 1997).

O D. ecaudata costuma sair de seus abrigos em busca de alimento apds o por-do-sol,
retornando depois de um periodo médio de 30 minutos. Esses animais saem novamente
apenas no dia seguinte, enfrentando assim um jejum de aproximadamente 24 h (Dalquest,
1955; Uieda, 1994).

Gomes (2008) em um estudo sobre o metabolismo energético e resposta ao jejum do
morcego hematofago Diphylla ecaudata observou que durante privagdo alimentar por 24 h,
estes animais mantém a glicemia entre 4 ¢ 6 mmol/L, valores necessarios para a sobrevivéncia
de outros mamiferos. Porém, a partir de 36 h, estes animais apresentam queda glicémica
muito pronunciada, o que poderia leva-los a 6bito por inani¢ao. Estes valores foram diferentes
dos observados para morcegos frugivoros (Widmaier e Kunz, 1993, Pinheiro, Taddei et al,
2006), que apresentam queda inicial da glicemia da ordem de 30 a 40% no jejum de 24 h; e
diferem mais fortemente dos estudos feitos por (Freitas, Welker et al., 2003) que mostraram
que morcegos D. rotundus apresentam diminui¢do de cerca de 70% na glicemia nesse periodo
de jejum. Os resultados obtidos por Gomes (2008) para D. ecaudata em periodos de jejum de
24 horas parecem seguir o observado para a maior parte dos mamiferos, onde,
independentemente do tipo de dieta, a estabilidade da glicemia no jejum ¢é garantida pela
glicogenolise e, principalmente, pela neoglicogénese hepatica (Brosnan, 1999).



Pteronotus personatus (Wagner, 1843)

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Mammalia

Ordem: Chiroptera

Familia: Mormoopidae

Género: Pteronotus

Espécie: Pteronotus personatus (Figura 2a).

Distribui-se do México a Colémbia, Peru, Bolivia, Suriname, Trinidad e Tobago e Brasil,
mais precisamente no Amazonas, Amapa, Mato Grosso, Para, Paraiba e Roraima (Reis,
Peracchi et al., 2007) (Figura 2b). Tolera diferentes tipos de habitat, desde florestas tropicais
até desertos aridos (Nowak, 1999), ¢ gregario, vive refugiado em cavernas, tineis, arvores
ocas ¢ em folhagens (Pine, 1972) e pode construir colonias muito grandes, inclusive
coabitando com outras espécies. E uma espécie insetivora e geralmente captura os insetos
proximos a agua (Reis, Peracchi et al., 2007).

Figura 2a. Espécime de Pteronotus personatus
www.morcegosdobrasil.com.br

Figura 2b. Localizacdo geografica do Pteronotus
personatus.
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details/18709/0 6



Anoura geoffroyi (Gray, 1838)

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Mammalia

Ordem: Chiroptera

Familia: Mormoopidae

Género: Pteronotus Wagner, 1843

Espécie: Pteronotus personatus (Figura 3a).

Trata-se de um morcego de porte médio. Sua distribuicdo geografica estende-se do
Meéxico, Peru, Bolivia e Brasil (Figura 3b). Embora seja uma espécie predominantemente
nectarivora, o A. geoffroyi pode fazer uso de insetos, como exemplo, bezouros. Goodwin
(1946), reportou que a espécie visitava flores sem secrecdo de néctar, tendo presumido que o
objetivo seria a apreensdo de insetos atraidos pelo odor destas flores. Consome ainda frutos e
polen, e a lista de flores visitadas para a obteng¢ao de néctar iclui: bombacaceas, cariocaraceas,
bromeliaceas e passifloraceas. O 4. geoffroyi encontra-se em todos os biomas Brasileiros e
encontra-se em baixo risco de exting¢do (Reis, Peracchi et al., 2007).

Figura 3a. Espécime de 4. geoffroyi
http://www.google.com.br/imgres
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Figura 3b. Localizacio geografica do 4.

geoffroyi.
http://www.iucnredlist.org/apps/redlist/details



2. O Pancreas

O pancreas de vertebrados ¢ uma glandula exendodcrina que contém tanto componentes
exdcrinos, responsaveis pela secregdo de enzimas para o intestino, como endocrino, que
secretam hormonios na corrente sanguinea. E dividido macroscopicamente, no homem, em
cabega, colo, corpo e cauda. Histologicamente ¢ designado como uma glandula tibulo-
alveolar, que ¢ dividida em lobos e lobulos por extensdes da delgada cépsula de tecido
conjuntivo (Thurlo, 1937). E constituido por trés componentes estruturais principais: os
acinos, o sistema de dutos e as ilhotas de Langerhans.

O Pancreas ¢ um 6rgdo encontrado em todos os mamiferos. Em anfibios, aves, répteis
e mamiferos o pancreas possui um desenvolvimento embrioldgico similar, além de serem
histologicamente semelhante. Em alguns peixes teledsteos, como ocorre em tilapias, as ilhotas
aparecem segregadas do pancreas exocrino, formando estrutura chamadas de corpos de
Brockmann, que estdo adjacentes ao mesentério (Slack, 1995).

O pancreas tem sua origem do endoderma imediatamente caudal ao estdomago, do
broto dorsal e ventral que se fusionam para juntos formarem um 6rgdo tnico (Slack, 1995). A
maior parte do pancreas ¢ derivada do broto pancreético dorsal, que aparece primeiro (Figura
1). Ele cresce rapidamente entre as camadas do mesentério dorsal. O broto pancreatico ventral
desenvolve-se proximo a entrada do ducto biliar no duodeno e cresce entre as camadas do
mesogastrico ventral. Quando o duodeno gira para a direita e adquire a forma da letra C, o
broto pancreatico ventral ¢ levado dorsalmente, juntamente com o ducto biliar. Este broto
logo se localiza posteriormente ao broto pancreatico dorsal e mais tarde se funde a ele (Moore
e Persaud, 2008).

Assim como em outros 6rgdos endodérmicos, o pancreas se desenvolve através de
interagdes entre o epitélio e seu mesénquima associado. Se o epitélio pancreatico ¢ cultivado
num ambiente permissivo na auséncia de mesénquima, ele se diferencia quase inteiramente
em células de ilhotas, como as secretoras de insulina e glucagon. Nao sdo produzidas
estruturas acinares, nem ductos (Gittes, Galante ef al., 1996). Isso sugere que na condi¢do de
“auséncia de comando”, o epitélio pancreatico produz hormoénios enddcrinos e que as células
secretoras exdcrinas e os dutos caracteristicos da fungdo digestiva (exdcrina) sdo resultados de
sua interagdo com o mesénquima. O gene pdx-I parece fornecer ao epitélio pancreatico a
capacidade de responder a seu mesénquima. Camundongos carentes desse gene nao
apresentam pancreas, embora seu epitélio seja capaz de se diferenciar em células pré-ilhotas
que sintetizam pequenas quantidades de glucagon e insulina (Johnson, Grande et al., 1994;
Ahlgren, Jonsson et al., 1996; Offield, Jetton et al., 1996). O epitélio pancreatico, portanto,
pode ter capacidade enddcrina autdbnoma, mas necessita interagir com o mesénquima para
formar células exocrinas e os dutos que transportam suas secregdes para o duodeno.

Estudos com ilhotas pancreaticas t€ém demonstrado diferengas entre o numero de
células por ilhota encontradas no lobo dorsal e ventral (Mcevoy e Hegre, 1977; Remacle,
Hauser et al., 1977; Baetens, Malaisse-Lagae et al., 1979; Nakamura, Shimada et al., 1980) e
entre regides que possuem diferentes origens embriologicas (Elayat, EI-Naggar et al., 1995).
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Figura 4. Desenvolvimento pancreatico em humanos. (A) Apds 30 dias, o broto pancreatico
ventral estd proximo aos primérdios hepaticos. (B) Aos 35 dias comega a migrar posteriormente
e (C) entra em contato com o broto pancreatico dorsal durante a sexta semana do
desenvolvimento. (D) Na maioria dos individuos, o broto pancreatico dorsal perde o seu duto
para o duodeno; porém, em cerca de 10% da populacdo, o sistema duplo de ductos persiste.

2.2. O pancreas endécrino

As células endocrinas surgem em pequenos agregados que brotam dos ductos
pancreaticos formando clusters (Kaung, 1994). A vascularizacdo comeca a invadir esses
agrupamentos de células endocrinas imaturas que ja expressam hormonios pancreaticos, em
um processo denominado isletogenesis. Neste momento, os clusters formam uma fita ¢ o
crescimento do tecido exdcrino promove a sua separagao, passando a ser disposto na estrutura
de “pérolas em um cordao” (Jensen, 2004). O processo envolve a regulacdo de uma
complicada rede de fatores de transcri¢ao, muitos dos quais sao ativados mais de uma vez
durante o desenvolvimento pancreatico, realizando diferentes fun¢des (Dhawan et al., 2007).

As ilhotas sdo densamente inervadas e perfundidas com uma das maiores
taxas de fluxo de sangue do corpo. As células endocrinas mantém contato direto com a
corrente sanguinea através de um endotélio fenestrado, permitindo que estas células
enddcrinas lancem seus produtos hormonais diretamente na circulagdo. Além disso, as ilhotas
contém alguns outros componentes celulares ndo-endécrino, como as células dendriticas
(Células do sistema imunolédgico). As células endocrinas comunicam-se de forma paracrina e
também diretamente através de juncgdes celulares - juncgdes tipo Gap. Esta comunicacdo
intercelular ¢ fundamental para a fungdo endo6crina normal. O arranjo das células endocrinas
nas ilhotas depende de varias moléculas de adesdo. Além disso, a matriz extracelular em torno
das células das ilhotas possui uma influéncia importante sobre o funcionamento das mesmas
(Mandrup-Poulsen, 2010).

Através da imuno-histoquimica ja foi possivel identificar quatro tipos celulares
principais nas ilhotas pancreaticas: células o (contém granulos de glucagon), células B
(contem granulos de insulina e também de amilina), células o (contém granulos de
somatostatina) e células PP (Contem granulos de polipeptidio pancreético) (Elayat, El-Naggar
et al., 1995). A organizacdo estrutural destes quatro tipos celulares ¢ diferente entre as
espécies, e isso tem um importante significado funcional.



Em pancreas de humanos e ratos, as células B ocupam uma posi¢ao central nas ilhotas,
enquanto as células a, & e PP sdo localizadas perifericamente (Goldsmith, Rose et al., 1975;
Erlandsen, Hegre et al., 1976; Orci, Baetens et al., 1976; Sundler, Hakanson et al., 1977;
Baetens, Malaisse-Lagae et al., 1979; Nakamura, Shimada et al., 1980; Orci, Stefan et al.,
1981; Unger e Orci, 1981; Stefan, Orci et al., 1982; Smith, 1983; Bani Sacchi e Bani, 1985;
Ito, Yamada et al, 1987). Em macacos (Jones, Reynolds et al, 1980) e cavalos
(Helmstaedter, Feurle et al., 1976), as células a sdo localizadas centralmente e as outras
células endodcrinas estdo organizadas perifericamente. Em cobras, as células f e a estdo
localizadas centralmente e as células 6 e PP possuem um arranjo periférico (Rhoten, 1984).
Michelmore et al. (1998) identificaram os componentes enddcrinos do pancreas do morcego
frugivoro Rousettus aegyptiacus, constatando que neste os componentes endocrinos ocupam
cerca de 9,1% de volume no pancreas (Vv), apresentando uma estrutura enddcrina mais
aproximada aquela encontrada em cobras que a de mamiferos.

A proporgdo relativa das células das ilhotas pancreaticas mostra diferengas regionais e
também dentre as espécies. Dois tipos distintos de ilhotas foram descritas em pancreas de
humanos e ratos, diferindo em cada uma nos seus componentes celulares: Ilhotas ricas em
células PP e pobres em glucagon sdo caracteristicas daquelas derivadas do broto ventral e
aquelas ricas em glucagon e pobres em PP foram derivadas do broto dorsal (Orci, Baetens et
al., 1976); (Sundler, Hakanson et al., 1977); (Baetens, Malaisse-Lagae et al., 1979); (Gersell,
Gingerich et al., 1979); (Malaisse-Lagae, Stefan et al., 1979); (Nakamura, Shimada et al.,
1980); (Unger e Orci, 1981); (Orci, 1982); (Stefan, Orci et al., 1982; Bani Sacchi e Bani,
1985). Outros tipos de ilhotas também foram descritas. Krause e Cutts et al. (1989) relataram
dois tipos de ilhotas em pancreas do marsupial Opossum, dependendo de sua localizagao, as
interlobulares e a intralobulares. As ilhotas do pancreas de cachorro foram classificadas em
policelulares e monocelulares, sendo as monocelulares compostas somente de células B
(Redecker, Seipelt et al., 1992). Jorns, Barklage, e al. (1988) classificou as ilhotas de coelho
como: poli, di e monocelulares. Ilhotas pancreaticas bovinas foram classificadas de acordo
com o seu didmetro e localizacdo em: grandes e pequenas (Bonner-Weir e Like, 1980). As
ilhotas do avestruz foram classificadas em 5 subpopula¢des de acordo com sua composi¢ao
celular (Watanabe e Nagatsu, 1991).

3. Hormonios produzidos pelas células enddcrinas das ilhotas pancreaticas

3.1 Glucagon

O glucagon ¢ um hormoénio polipeptidio produzido nas células o das ilhotas
pancreaticas e também em células espalhadas pelo tubo gastrintestinal (TGI). E um peptideo
de cadeia simples com 29 residuos de aminoacidos, peso molecular de 3485 daltons ¢ foi
descoberto em 1923 por Kimball and Murlin (Bromer, Sinn et al., 1957). Numerosas
evidéncias possibilitam afirmar que os enteroglucagons e o glucagon pancreatico sdo
produzidos pela clivagem enzimatica diferencial da molécula de um precursor comum a
ambos, presente nas células enddcrinas do TGI e do pancreas (Bell, Santerre et al., 1983;
Vaillant e Lund, 1986).

O papel regulador que o glucagon exerce sobre a secre¢do de insulina encontra-se bem
estabelecido (Orci, Stefan ef al., 1981). O aumento da secrecdo de glucagon ¢ regulado por
diversos fatores como: a diminuicdo da glicose no plasma, o aumento das catecolaminas-
norepinefrina e epinefrina, o aumento dos aminoacidos no plasma, a influéncia do sistema
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nervoso simpatico (SNS), da acetilcolina e da CCK, enquanto sua a diminui¢do ¢ regulada
pela somatostatina e pela insulina (Samols, Bonner-Weir et al., 1986).

Uma das ag¢des do glucagon mais conhecida ¢ a de provocar a hiperglicemia através da
glicogenolise hepatica tendo outras agdes bioldgicas, tais como a lipdlise e a cetogénese (Foa,
Galansino et al., 1957).

Somatostatina

A somatostatina consiste de 14 aminoécidos e foi inicialmente isolada do hipotalamo
de ovelhas (Brazeau, Vale ef al., 1973) e recebeu esta denomina¢do por sua capacidade de
inibir a liberagdo do hormoénio de crescimento (somatotrofina). Sabe-se que a célula
imunoreativa a somatostatina encontra-se distribuida por todo sistema gastro-entero-
pancreatico de todas as espécies de vertebrados investigados, incluindo os primitivos agnatas
(Falkmer e Van Noorden, 1983).

Elevadas concentracdes de somatostatina foram detectadas no pancreas, estomago ¢
duodeno (Arimura, Sato ef al., 1975) e tem funcdo inibidora em muitos 6érgaos como tiredide,
pancreas, estdbmago e vesicula biliar. Inibe também a liberagdo de hormonios pelas células
enteroenddcrinas em sua vizinhanga. Somatostatina suprime a liberagdo de hormonios
gastrintestinais tais como: gastrina, colecistocinina (CCK), secretina, motilina, peptideo
intestinal vasoativo (VIP), polipeptideo gastrico inibitorio (GIP) e enteroglucagon. Reduz a
taxa de esvaziamento gastrico e reduz as contragdes do musculo liso e do fluxo sanguineo no
intestino. Além disto, quando a somatostatina ¢ liberada a partir de granulos nas células delta
das ilhotas pancredticas, ela suprime a liberagdo de insulina, glucagon e suprime a agdo
secretora do pancreas exocrino (Costoff, 2008).

3.3 Insulina

E formada por duas cadeias pépticas retas (denominadas cadeias A e B) que sido mantidas
juntas. Seu peso molecular ¢ de aproximadamente 6000 daltons. A cadeia B, contendo 30
aminoacidos ¢ conectada por duas pontes dissulfetos. Além disso, as cadeias A contém um
anel de dissulfeto interno. A insulina circula sem estar ligada a qualquer proteina carreadora
(Bell, Pictet et al., 1980).

Nos vertebrados, a seqiiéncia de aminoacidos da insulina estd extremamente bem
conservada, ou seja, a insulina de bovinos difere da insulina humana em apenas trés residuos
de aminoacidos e em suinos apenas um. A Insulina em alguns invertebrados ¢ bastante
semelhante em seqiiéncia a insulina humana e possui efeitos fisiologicos semelhantes. A
insulina de algumas espécies de peixes ¢ semelhante o suficiente para se ter eficacia clinica
em seres humanos. A forte homologia vista na seqiiéncia de insulina de diversas espécies,
sugere que esta foi bem “conservada” em grande parte da historia evolutiva dos animais
(Chang, Jorgensen et al., 1997).

A insulina ¢ produzida e armazenada no corpo como um hexamero (uma unidade de seis
moléculas de insulina), enquanto a forma ativa ¢ o monomero. O hexamero (Figura 5) ¢ uma
forma inativa, com estabilidade em longo prazo (Chang, Jorgensen et al., 1997).
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Figura 5. Imagem gerada por computador, com seis moléculas de insulina montada em um
hexamero, destacando a tripla simetria. (Chang, Jorgensen et al., 1997).

Um grande nimero de fatores estimula ou inibe a libera¢do da insulina. Devido a
grande importancia da glicose no metabolismo, o mecanismo pelo qual esses fatores
estimulam agudamente a secrecdo de insulina tem sido investigado intensamente. A insulina
age no tecido adiposo estimulando o transporte de glicose para o interior das células e grande
parte desta ¢ armazenada com trigliceridio (Bell, Pictet ez al., 1980).

A expressdo extrapancredtica de insulina foi descrita em algumas condigdes
patologicas, como na diabetes, onde a expressao de insulina pode ocorrer em multiplos 6rgaos
(Kojima, Fujimiya et al., 2004). Entretanto em condi¢des normais o desenvolvimento de
células B foi pensado ser restrito ao pancreas. No entanto, pesquisas recentes descrevem uma
populacdo de células B muito semelhantes ou idénticas as do pancreas endocrino, localizadas
no sistema biliar extra-hepatico de ratos, com a expressao de insulina e de seus fatores de
transcricdo. Esta pesquisa demonstra que durante o ultimo trimestre de vida embriondria o
sistema biliar extra-hepatico tem o potencial para producdo de células-B (Eberhard, Tosh et
al., 2008).
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Materiais e métodos

1. Captura dos morcegos e coleta do material.

Todas as coletas, transporte, manipulag@o e sacrificio dos animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Foram utilizados seis individuos de cada espécie, coletados durante a mesma noite, com
auxilio de “redes japonesas” ou pugd e tarrafas na caverna casa de Pedra (SE-01), Fazenda
Santo Antonio, Itabaiana, Sergipe, em agosto de 2009. Apds a captura, os individuos foram
transportados para o laboratério de zoologia da Universidade Federal de Sergipe, onde foram
sacrificados por eterizagdo. Em seguida, foi feita laparotomia mediana para remoc¢do do
segmento contendo estdmago, figado, intestino delgado e pancreas. Os péancreas foram
dissecados e imediatamente fixados em liquido de Bouin por 6 horas e enviados em alcool 70%
ao laboratério de Histologia e Embriologia da UFRRJ para o processamento pela técnica
histologica de rotina, que inclui: desidratacdo (em uma série crescente de etanol - 70° GL a
100° GL), diafanizacdo em xilol, impregnacao e inclusdo em histosec (Merk, Germany). Cortes
de 5 um de espessura foram colocados em laminas previamente tratadas com poly-L-lysine
(Tabela 1), a fim de promover a maior adesdo do corte a lamina. Se¢des representativas de
cada tecido foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromico de Gomori para o
exame da arquitetura normal do pancreas pela microscopia de luz.

2. Antisoros e reagentes

Os detalhes dos trés tipos de anti-soros e reagentes utilizados neste trabalho estio
listados na tabela 1.

Tabela 1 - Detalhes dos Anticorpos e principais reagentes utilizados.

BAB H-2260 SHomE HEEFOR
Poty-t-Cysima P-8920 to7-90mE Atdrici i
 Ioculi 0785 1 066 i ldriehi
Monoclonal Sigma-Aldrich,inc
Anti-Glucagon G 2654 1: 2.000
Polyclonal A0566 1:300 Dakocytomation
Rabbit Anti-Human
Somatostatin
ABC PK 6200 VECTOR
Kit -
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3. Imuno-histoquimica

Foram utilizados cortes em histosec com 5 pm de espessura obtidos a partir de tecido

de pancreas em diferentes niveis. Primeiramente foi realizada a recuperagdo antigénica com
tripsina a 0,1% e a inativacdo da peroxidase endogena com perdxido de hidrogénio 3% a
temperatura ambiente por 15 minutos.
Os cortes foram lavados com tampao fosfato (PBS) 0.05M (pH 7.4). Seguido de incubagdo
com o anticorpo primario anti-glucagon, anticorpo anti-insulin e anticorpo anti-somatostatina
(Tabela 1) por 2 horas a 4°C em camera umida. As laminas foram lavadas com tampao fosfato
(PBS) 0.05M (pH 7.4). Anticorpo biotinilado foi utilizado como anticorpo secundério e a
reacdo foi detectada com o complexo biotina-estreptavidina-peroxidase por 30 minutos em
temperatura ambiente em camera umida. Imunoreagao positiva foi identificada apos incubagao
com 3,3' Diaminobenzidina (DAB) e contra-corado com hematoxilina Delafield. Imagens
digitais das ilhotas imunomarcadas foram obtidas usando uma camera canon coolpix 4300
acoplada ao microscépio Olympus BX41 (formato TIFF, 36-bit, 1280x1024 pixels).

4. Morfometria e Estereologia

1) O didmetro médio das ilhotas foi facilmente determinado através da afericdo do maior
e menor didmetros. Todas as imagens foram analisadas com o software Image Pro-Plus versdao
5.0 (Media Cybernetcs, Silver Spring, MD, E.U.A.).

Pelo menos 100 ilhotas foram medidas por morcego, totalizando 300 ilhotas.

2) O numero de ilhotas pancreaticas foi estimado utilizando o método do fracionator-
disector fisico (Mandarim-de-Lacerda, 2003; Bock et al., 2005). Resumidamente, em uma
série consecutiva de secgdes, comecando em um corte aleatorio, varios pares de disectors
foram construidos com intervalo que representou cerca de 1/3 a 1/4 do diametro médio das
ilhotas, determinado previamente. As ilhotas que apareceram na area-teste (AT) do primeiro,
mas nao no plano subsequente foram contadas (QA-) e a densidade numérica das ilhotas (NV)
foi estimada como:

NVTilhota] = QA/AT*d (1/mm3).

Posteriormente, se estimou o numero de ilhotas (N[ilhota]) como sendo o produto do
volume do pancreas (V[p]) pela densidade numérica de ilhotas, ou seja:

Nilhota] = V[p]*Nv[ilhota].

3) A densidade volumétrica das ilhotas (Vv [ilhotas]). O Vv [ilhotas] foi estimado
pela contagem de pontos, a média do nimero de pontos que atingi as ilhotas no pancreas (PP)
e do numero total de pontos de teste em um sistema de teste composto por 36 pontos (figura
6) de teste (PT):

Vv [ilhotas] = Pp [ilhotas] / PT (%).
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Figura 6. Ilustragcdo do sistema teste composto por 36 pontos.

4) Imunodensidade das células a, B, 6 . O Vv [células a, B, o] foi estimado por
imagens digitais das ilhotas imunomarcadas obtidas com microscopia (descrito previamente).
Com o uso da ferramenta de sele¢do, foi possivel marcar as areas das ilhotas que foram
positivas na imunomarcagdo para glucagon, somatostatina ou insulina. Esta area selecionada
foi binarizada em uma nova imagem digital em preto e branco, onde a cor branca representou o
glucagon, somatostatina ou insulina imunomarcadas e a cor preta representou o restante tecido.
As ilhotas pancreaticas foram delimitadas usando a ferramenta AOI irregular, e dentro da area
selecionada, a percentagem da area da imagem ocupada por cor branca foi quantificada através
da ferramenta histograma (Mandarim-De-Lacerda, 2010).

5) A massa das ilhotas (M [ilhotas]) foi estimada como o produto da Vv [pancreas] pelo
peso do pancreas de cada animal (Mandarim-de-Lacerda et al, 2010).

5. Analise Estatistica

As diferencas entre os grupos foram analisadas pelo ANOVA One-way e pos teste
"Newman-Keuls Multiple Comparison Test"e os dados sdo mostrados como média + erro
padrao da média (EPM) e P<0,05. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software de
estatistica GraphPad Prism 5.1 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Califérnia, E.U.A.).
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Resultados

Relacio entre o peso do pancreas e o peso do animal

O pancreas apresentou macroscopicamente uma tonalidade branco-amarelada. No
insetivoro P. personatus o pancreas pesou em média 0,025 gramas sendo seu peso médio
corporal de 6,5 gramas, o morcego nectarivoro 4. geoffroyi possui o peso de 0,03 gramas,
sendo o seu peso corporal médio de 16 gramas e o hematofago D. ecaudata pesou cerca de
0,1 grama sendo o seu peso corporal em média de 24,4 gramas (Grafico 1).

o
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Massa pancreas/Massa corporal (%)
(=} (=]
e +

o
(=)

Insetivoros Nectarivoros = Hematofagos

Grifico 1. Relacdo entre o peso do pancreas e o peso do animal. Valores representados

como média + erro padrao da média.
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Histologia do Pancreas

O pancreas dos morcegos P. personatus, A. geoffroyi e D. ecaudata apresentaram-se
cobertos por uma delgada capsula de tecido conjuntivo frouxo, que se estende sobre a forma
de septos para o interior do 6rgdo, os quais subdividem a glandula em 16bulos visivelmente
distintos (Figura 7 a, b). Os mesmos sdo formados por uma parte exocrina composta por
acinos secretores e seus ductos associados, e uma parte enddcrina formada pelas ilhotas
pancreaticas, anteriormente conhecidas por ilhotas de Langerhans que s3o compostas de
agregados de células secretoras sustentadas por uma delicada rede de colageno contendo
numerosas capilares sanguineos (Figura 8). Estas ilhotas sdo facilmente identificadas em
todas as espécies e possuem comumente um formato irregular nos morcegos hematdfagos
(Figura 8) e esférica nos insetivoros e nectarivoros, sendo palidamente coradas pela eosina.
As partes exdcrinas dos pancreas composto por células acinosas pancreaticas ou células
acinosas ¢ um sistema de ductos que se inicia com a formacao de pequenas células centro-
acinosas que conduzem a pequenos ductos intralobulares revestidos por epitélio cubico
simples (figura 9). Os ductos intralobulares convergem para formar os ductos interlobulares
revestidos por epitélio cilindrico simples com células enteroendocrinas ocasionais. Os ductos
interlobulares se anastomosam para formar o ducto pancreatico principal, revestido por um
epitélio cilindrico simples e circundado por tecido conjuntivo. Nas trés espécies foram
observadas pequenas glandulas mucosas que se abrem nos ductos maiores (Figura 10 e 11).

Figura 7. Fotomicrografia de corte transversal de pancreas de D. ecaudata. a. Notar delgada
capsula de tecido conjuntivo frouxo (seta) e septos que dividem o 6rgdo em lébulos. b. Tecido

conjuntivo frouxo da capsula. (*). Tricromico de Gomori. Escala 100 um.
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Figura 8. Fotomicrografia de corte transversal de pancreas de D. ecaudata. Notar pancreas
exocrino representado pelos acinos pancreaticos e o pancreas enddcrino representado pelas

ilhotas pancreaticas de forma irregular (setas). Vaso sanguineo (*). HE.

Figura 9. Fotomicrografia de corte transversal de pancreas de P. personatus. Notar ductos

intralobulares revestidos por epitélio cibico simples (seta). HE. Figura 10. Corte
transversal de pancreas de D. ecaudata com ducto pancredtico principal (*). Notar

glandulas mucosas associadas (setas). Tricromico de Gomori.

18



Figura 11. Fotomicrografia de corte transversal de pancreas de D. ecaudata com ducto
pancredtico principal (*) revestido por um epitélio cilindrico simples e circundado por

tecido conjuntivo (seta). HE.
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Morfometria

Diametro de ilhotas [ilhotas]: O morcego insetivoro P. personatus apresentou o menor
tamanho de ilhota dentre os trés grupos, sendo seu didmetro médio de 40,47 pm (DP
13,94, EPM 0,58). O morcego nectarivoro 4. geoffroyi possui o maior didmetro de ilhota,
média de 88,16 um (DP 36,40, EPM 1,31). O morcego hematofago D. ecaudata
apresentou a média do didmetro da ilhota pancreatica de 56,94 pm (DP 16,80, EPM 0,97)
(Grafico 2) (Figura 12).

& 8 8

3

Didrmetro IlThotas (um)

Insetiveres Mectarivoros Hematofagos

Grafico 2. Grafico com diametros das ilhotas pancreaticas. Valores representados como média

+ erro padrao da média.

Figura 12. Fotomicrografia de corte tranversal do pancreas. a. Pancreas do morcego insetivoro.

b. Pancreas do morcego nectarivoro. c. Pancreas do morcego hematdéfago. Escala 100 pm.
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Estereologia

1. Nimero total de ilhotas N [ilhotas]: Quanto ao nimero total de ilhotas pancreaticas, O
morcego insetivoro P. personatus apresentou o N [ilhotas]: 8116,06 (SD 13,94, SEM
0,58). O morcego nectarivoro 4. geoffroyi possui o menor nimero médio de ilhotas, N
[ilhotas]: 7534,76 (SD 36,40, SEM 1,31) e o morcego hematdfago D. ecaudata obteve a
maior média, N [ilhotas]: 23900 (DP 9770,54, EPM 4369.52) (Grafico 3). Quando
analisado estatisticamente, ndo foi observada diferenga significante entre o grupo dos
morcegos insetivoros e nectarivoros. Porem, esta diferenga foi significante, para P<0,05
usando one-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls, quando comparado os grupos
do hematofago X insetivoro e também do hematéfago X nectarivoro.

Tmil

Insetivoros Nectarivoros Hematofagos

N[t Ilhotas]

Grifico 3. Numero total de ilhotas em morcegos insetivoro, nectarivoro e hematofago.

Valores representados como média + erro padrao da média.
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2. Densidade volumétrica das ilhotas (Vv [ilhotas]): O morcego insetivoro P. personatus
apresentou o Vv [ilhotas]: 3,4%. O morcego nectarivoro 4. geoffroyi possui 0 maior Vv
[ilhotas]: 6,1% e o morcego hematofago D. ecaudata obteve o Vv [ilhotas]: 4,1%.
(Gréfico 4). Quando analisado estatisticamente ndo foi observada diferenca significante
entre o grupo dos morcegos insetivoros e hematdfagos. Porem, esta diferenga foi
significante, para P<0,05 usando one-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls,
quando comparado os grupos do nectarivoro X insetivoro e também do nectarivoros X
hematofagos

Densidade de Volume de Ilhotas (%)
.?

Insetivoros Nectarivoros Hematéfagos

Grifico 4. Grafico de densidade de volume de Ilhotas em morcegos insetivoros,

nectarivoros e hemat6fago. Valores representados como média + erro padrao da média.

22



3. Massa de ilhotas (M [ilhotas]): A massa das ilhotas (M [ilhotas]), ou seja, a massa de
tecido endocrino ocupado no tecido pancreatico total foi de 0,15 no morcego insetivoro,
0,24 no morcego nectarivoro e 0,48305 no morcego hematofago (Grafico 5). Quando
analisado estatisticamente ndo foi observada diferenca significante entre o grupo dos
morcegos insetivoros e nectarivoro. Porem, esta diferenca foi significante, para P<0,05
usando one-way ANOVA com pos-teste de Newman-Keuls, quando comparado os grupos
do hematofago X insetivoro e também do nectarivoro X hematéfago.

£ P

Massa de ilhotas (mg)
n

Insetivoros Nectarivoros = Hematéfagos

Grafico 5. Grafico de massa de ilhotas no tecido pancredtico total em morcegos
insetivoro, nectarivoro e hematdfago. Valores representados como média + erro padrao

da média.
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4. Imunodensidade das células alfa, beta e delta: O morcego insetivoro P. personatus
apresentou 25,8% de células a (DP 11,9 e EPM 3.9), as células B representaram 35,5 % do
total (DP 13,5 ¢ EPM 3,6) ¢ as células 6 3,9% (DP 0,7 ¢ EPM 0,4) (Gréafico 6).

As células secretoras de insulina localizaram-se em sua maioria na regido central
(Figura 13b), ja as células secretoras de glucagon foram localizadas preferencialmente na
periferia das ilhotas pancreaticas (Figura 12a), assim como as células secretoras de
somatostatina (Figura 13c).
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Densidade/Ilhotas (%)
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Glucagon Insulina Somatostatina

Grafico 6. Imunodensidade de células alfa, beta e delta do morcego insetivoro P. personatus.

Valores representados como média + erro padrdo da média

Figura 13. Fotomicrografia do pancreas de P. personatus. a. Imuno-histoquimica de células
secretoras de glucagon (seta). b. Imuno-histoquimica de células secretoras de insulina (seta). c.

Imuno-histoquimica de células secretoras de somatostatina (seta). Escala 50 pum.
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Foi observado no morcego insetivoro P. personatus a presenca de processo citoplasmatico
nas células secretoras de glucagon (Figura 14).

Figura 14. Fotomicrografia do pancreas de P. personatus. Notar células imunoreativas ao
glucagon com presenga de processo citoplasmatico (seta).

A densidade pela imunomarcagdo das células endocrinas no morcego nectarivoro A.
geoffroy mostrou uma maior porcentagem de células a 14,7 (DP 7,3 ¢ EPM 1,8), seguida
pelas células B 8,7% (DP 5,6 e EPM 2,2) e a de menor porcentagem, as células d: 6,2% (DP
2,6 e EPM 9,7) (Grafico 7).

O morcego nectarivoro A. geoffroyi possui a distribuicdo celular semelhantes ao
morcego insetivoro; com as células secretoras de glucagon dispostas radialmente, as células
secretoras de insulina no centro e as células secretoras de somatostatina na periferia (Figura
15 a, b). Nao foi observada a presenca de processo citoplasmatico nas células secretoras de
glucagon nos morcegos nectarivoros.
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Glucagon Insulina Somatostatina

Griafico 7. Imunodensidade de células alfa, beta e delta do morcego nectarivoro A.

geoffroyi. Valores representados como média =+ erro padrao da média.

Figura 15. Fotomicrografia de péancreas de A4. geoffroyi. a. Células imunoreativas ao

glucagon. (seta) b. células imunoreativas a somatostatina. (setas).
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No morcego hematdfago D. ecaudata a densidade da imunomarcacdo das células
endocrinas foi maior nas células B: 54,8% (DP 10,1 e EPM 2,2), seguida pelas células a com
16,2% (SD 5,1 e EPM 1,5) e a menor porcentagem, as células 6 com 14,3% (DP 4,3 ¢ EPM
0,9) (Grafico 8).
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Densidade/Ilhotas (%)

Glucagon Insulina Somatostatina

Grafico 8. Imunodensidade de células o, B e 6 do morcego hematdfago D. ecaudata.

Valores representados como média + erro padrao da média

O morcego hematofago D. ecaudata apresentou a disposicdo das células
imunoreativas ao glucagon preferencialmente periférica, porem estas células também sdo
encontradas no centro das ilhotas (Figura 16). O mesmo apresenta as células imunoreativas a
insulina com localizagdo central (Figura 17) e as células imunoreativas a somatostatina com
localizagao periférica (Figura 18). Observou-se a presenga de um processo citoplasmatico nas
células imunoreativas ao glucagon.
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Figura 16. Fotomicrografia de células imunoreativas ao glucagon do pancreas de D.

ecaudata. (setas).

Figura 17. Fotomicrografia do pancreas de D. ecaudata. Células IR a insulina
(setas). 8



Figura 18. Fotomicrografia de células IR a somatostatina (setas).

Células imunoreativas a insulina, glucagon e somatostatina também foram observadas
espalhadas isoladamente no pancreas exocrino, ou seja, fora das ilhotas pancreéticas de todas
as espécies examinadas. Na regido de tecido conjuntivo propriamente dito proxima aos ductos
pancreaticos do morcego hematéfago D. ecaudata foi identificada também uma grande
quantidade de células imunoreativas a insulina e poucas células imunoreativas ao glucagon ¢ a
somatostatina (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. Fotomicrografia do pancreas de D. ecaudata. Ducto pancreatico (DP)

com cé¢lulas imunoreativas a insulina (setas).

Figura 20. Fotomicrografia do péancreas de D. ecaudata. Notar células

imunoreativas a somatostatina (setas) ao redor dos ductos pancreaticos.
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Discussao

Os quirdpteros sao mamiferos que apresentam grande diversidade trofica que nao
encontra precedentes dentre as demais familias de mamiferos. Entre estas dietas inclui-se a
hematofagia, que ¢ uma dieta predominantemente protéica e com baixa quantidade de glicose;
a nectavoria, dieta com alta quantidade de glicose e baixa quantidade de proteina; e a
insetivoria onde observa-se uma ingestao de grande quantidade de proteinas. Os morcegos em
geral se alimentam uma vez ao dia durante o anoitecer, portanto, precisam absorver uma
grande quantidade de proteinas e/ou glicose em um curto intervalo de tempo (Reis, Peracchi,
et al. 2007). A habilidade de um aproveitamento adequado da energia ¢ em parte devido a
modificagcdes morfoldgicas que ocorrem no tubo gastrintestinal e na por¢do endodcrina do
pancreas destes animais (Keegan e Modinge, 1979).

Os pancreas das espécies estudadas apresentaram-se histologicamente semelhante ao
pancreas do morcego frugivoro R. aegyptiacus (Michelmore, Keegan et al., 1998) onde as
ilhotas foram visivelmente destacadas do pancreas exocrino, ricamente vascularizada e assim
como o morcego hematdfago D. ecaudata possuia formato irregular. No camundongo
Apodemus speciosus estas ilhotas possuem o formato esférico ou eliptico (Yukama et al.,
1999), semelhante ao observado no morcego nectarivoro de nosso estudo.

Neste estudo observou-se que a massa de tecido pancreatico total sobre a massa
corporal ndo ultrapassa a relagdao de 0,6%, sendo esta relacdo maior nos morcegos insetivoros
(0,6%) e menor nos morcegos nectarivoros (0,3%). Em morcegos frugivoros a massa do
pancreas corresponde a 0,1% da massa seca do corpo. essa relagdo alta ¢ explicada por
Michelmore, Keegan et al., 1998 que relatam que a alta porcentagem de tecido pancreatico
endocrino de quirdpteros € necessaria para o controle dos altos influxos de glicose durante a
sua alimentacao.

Quantificacao e morfometria de ilhotas pancreaticas de vertebrados tém sido feitos por
varios autores, com diferentes finalidades. Warnock e Dabbs et al et al.1990, visando a
compatibilidade do pancreas para doagdo, verificaram que o diametro das ilhotas pancreaticas
em humano e em cdes sdo semelhantes tendo estas apresentado tamanho médio de 150 pm.
Entretanto, Takei e Teruya ef al. 1994, reportaram que as ilhotas pancreéticas de porco e do
homem variaram de 50 a 200 um de didmetro e que cerca de 20% das ilhotas apresentaram
200 pm de didmetro, tanto no homem quanto no porco, tendo portanto um tamanho de ilhotas
compativeis.

Outros estudos relacionaram a importancia do tamanho da ilhota com a secrecdo
hormonal. Hayek e Woodside (1979) relacionaram o tamanho das ilhotas com a quantidade
nas secregdes de insulina e glucagon no pancreas de ratos obesos, definindo ilhotas grandes (>
0,45 mm) e ilhotas pequenas (< 0,12 mm), as primeiras produzindo mais insulina que as
ultimas enquanto que as ilhotas pequenas liberam mais glucagon que as ilhotas grandes.
Outros estudos relatam que o tamanho destas ilhotas estejam relacionados a fase de
desenvolvimento do animal, porem os resultados obtidos no gamba Didelphis albiventris
indicaram que o diametro médio das ilhotas pancreaticas nao varia significativamente entre as
fases de desenvolvimento, sendo o didmetro de 76,9 a 87,4 um ndo varidvel (Fonseca,
Nogueira, et al, 2002).

Elayat, EI-Naggar ef al, 1995 e Sujatha, Pulimood et al., 2004 mensuraram o diametro
das ilhotas pancreaticas de ratos Wistar e macacos Macaca radiata radiata. Em ratos a
medida da ilhota foi cerca de 201 pum e em macacos esta foi de 230 um. Este estudo mostrou
que o peso e o tamanho do animal (200-250g ratos e 3-5 Kg macacos) ndo estdo relacionados
ao tamanho das ilhotas. Resultado semelhante foi observado neste estudo, onde o maior
diametro de ilhota foi observado no morcego nectarivoro A. geoffroyi (88,16 pm), cujo peso
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corporal € cerca de trés vezes menor do que o morcego hematdfago D. ecaudata que
apresentou média do didmetro da ilhota pancreatica de 56.94 pm. J4 o morcego insetivoro P.
personatus apresentou o menor tamanho de ilhota dentre os trés grupos, com cerca de 40,47
um, sendo seu peso corporal compativel ao do morcego nectarivoro A. geoffroyi. Estes
diferentes tamanhos de ilhotas observados em nosso estudo indicam que possivelmente este
parametro possa ser influenciado pela dieta de cada animal.

A avaliag@o quantitativa da estrutura de um 6rgao e de seus componentes celulares, a
partir de se¢des de tecido por métodos estereoldgicos, representa uma poderosa ferramenta
nas investigagdes na area da pesquisa biomédica. A estereologia ¢ baseada em consideragdes
geométricas ¢ estatisticas que permite a obtencdo de estimativas imparcial de volumes,
superficies, tamanhos e numeros das estruturas de interesse (Tschanz, Burri, ef al., 2011).

O método estereoldgico tem sido recomendado por varios autores (Chagas, Babinski,
et al 2002; Bastos, Silva, et al, 2004; Mandarim-de-Lacerda, 2003) para evitar o viés que
freqlientemente ocorre durante analise de imagens automaticas ou semi-informatizadas, que
pode superestimar ou subestimar as estruturas analisadas (Sattar, Wespes, ef al., 1994). Este
método tem sido utilizado para quantificar o tecido pancreatico, determinando, por exemplo,
densidade de volume do pancreas enddcrino (Bock, Pakkenberg, et al., 2003), densidade de
volume das células endocrinas (Rahier, Wallon, ef al.,1980), massa de ilhotas (Bock,
Pakkenberg, ef al., 2005) e outros elementos do pancreas endocrino em humanos e ratos.

Utilizando-se deste método, neste estudo quantificou-se o numero total de ilhotas
pancreaticas, tendo o morcego insetivoro P. personatus o N [ilhotas]: 8116,06, o morcego
nectarivoro 4. geoffroyi o menor nimero médio de ilhota, N [ilhotas]: 7534,76 e o morcego
hematofago D. ecaudata obteve a maior média, N [ilhotas]: 23900. Este nimero foi superior
aqueles observados em diversas linhagens de ratos que apesar de possuirem uma massa
corporal (£25g) e uma massa de tecido pancredtico semelhante aos morcegos hematofagos
(£1-2 g) possuem N [ilhotas] variando de 1000 a 3500 (Bock, Pakkenberg, et al., 2005).

Os resultados observados em ratos de diferentes linhagens mostraram uma grande
variagdo numeérica quanto ao numero de ilhotas, sugerindo que genes especificos regulem a
variagdo no tamanho e estrutura (nimero de ilhotas, massa de ilhotas, massa de células a ¢ )
do pancreas endocrino (Bock, Pakkenberg, et al., 2005). Yukawa et al., (1999) em estudos
com camundongos A. speciosus relatou um maior nimero de ilhotas na por¢do dorsal do
pancreas que na por¢ao ventral deste.

Michelmore, Keegan et al., 1998 mostraram que o pancreas do morcego frugivoro
Rousettus aegyptiacus possui uma densidade de volume (Vv) de cerca de 9,1%. Este resultado
foi superior ao encontrado neste estudo, onde o morcego insetivoro P. personatus apresentou
o Vv de 3,4%, o morcego nectarivoro A. geoffroyi o maior Vv de 6,1% e o morcego
hematoéfago D. ecaudata obteve o Vv de 4,1%. Apesar destes resultados serem inferiores ao
obtido em morcegos frugivoros estes ainda sdo superiores aqueles observados em humanos
adultos onde o Vv ¢ de 2-3% (Rahier, Wallon, ef al., 1981) e em ratos adultos com Vv de
cerca de 4% (Githens, 1988). Os resultados da densidade de volume encontrados em
quirépteros se aproximam daqueles observados em bovinos 5% (Bonner-Weir e Like, 1980)
e em criancas Vv = 7 (Rahier, Wallon, ef al., 1981). A explicacdo desta abundancia de tecido
endocrino do pancreas de criangas ¢ em parte explicada devido ao lento desenvolvimento do
tecido exdcrino, que com o crescimento aumenta seu volume conseqiientemente diminui o Vv
do tecido enddcrino (Rahier, Wallon, et al., 1981). J4 em quirdpteros, esta alta densidade
volumétrica do tecido endocrino € explicada como necessaria para o controle dos altos
influxos de glicose durante absor¢do, sendo superior nos morcegos frugivoros e nectarivoros e
mais baixas no insetivoros e hematofago o que de fato pode estar relacionado com os nives de
glicose absorvidas nos diferentes tipos de dieta.
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A massa das ilhotas (M [ilhotas]), ou seja, a massa de tecido enddcrino ocupado no
tecido pancredtico total foi de 0,15 mg no morcego insetivoro, cujo peso do pancreas atinge
cerca de 40 mg. No morcego nectarivoro o tecido enddcrino pesa cerca de 0,24 mg em um
peso pancreatico de cerca de 40 mg e no morcego hematofago 0,48 mg em um peso de
pancreas de cerca de 100mg. Em humanos essa massa varia conforme a idade e peso, sendo
em neonatos a massa de tecido enddcrino cerca de 311 mg em 3g de tecido pancreatico, em
criancas 440 mg em um peso pancredtico de 8 g e em adultos de 1494 mg com peso de
pancreas de 70 Kg (Rahier, Wallon, et al., 1981).

A estrutura das ilhotas pancreaticas consiste basicamente de 4 tipos de células
endocrinas secretoras de hormonios que desempenham um papel vital na manutencdo da
homeostase (Yukawa, Takeuchi, ef al., 1999). O padrao de localiza¢do das células enddcrinas
nas ilhotas pancreaticas varia entre as espécies. Nos roedores, hd uma distribui¢do nitida das
células nas ilhotas de tal forma que as células B apresentam-se no centro € os outros tipos
celulares na periferia (Gomes et al., 1995, Camihort, Del Zotto, et al., 2000, Ku, Lee et al.
2001, 2002), enquanto em seres humanos este tipo de segregacdo, embora esteja presente, ¢
menos clara (Slack, 1995).

Em marsupiais as células B foram encontradas ocupando a periferia das ilhotas
pancreaticas (Reddy, Bibby et al., 1986). Nas 3 espécies de morcegos deste estudo as células
B, assim como em roedores tiveram um padrdo de distribuicdo central nas ilhotas
pancreaticas, como observado no morcego frugivoro R. aegyptiacus (Michelmore, Keegan et
al., 1998).

As células o tiveram uma localizagcdo mais varidvel nos morcegos estudados, pois se
irradiam da periferia para o nicleo; padrao semelhante ao de serpente, onde ambas as células
secretoras de insulina e glucagon podem ser localizadas centralmente (Rhoten, 1984). Em
macacos (Jones, Reynolds ef al, 1980) e cavalos (Helmstaedter, Feurle ef al., 1976) esta célula
ocupa uma regido central da ilhota.

As células 6 em nossos estudos localizaram-se em sua maioria na periferia das ilhotas,
padrao também observado no morcego frugivoro R. aegyptiacus (Michelmore, Keegan et al.,
1998).

Pipeleers e In't Veld ef al.. 1982, demonstraram que a relagdo existente entre as células
das ilhotas, uma com as outras, exerce um forte efeito na secre¢do pancreatica. Orci, Stefan, et
al., 1981, descreveram em pancreas humano, uma associa¢ao obrigatoria entre as células 6 e o
para um controle apropriado das secre¢do pancreaticas das células endocrinas. Stagner e
Samols, 1990, propuseram um padrdo de perfusdo para as células das ilhotas (das células P
para as células a e destas para as células d) onde o padrdo de distribui¢ao nas celulas das
ilhotas e a diferenga no arranjo dos tipos células ¢ geralmente o resultado da localizacdo dos
capilares dentro das ilhotas (Rhoten, 1971).

No morcego hematéfago D. ecaudata e no insetivoro P. personatus observou-se a
presenga de um processo citoplasmatico nas células IR ao glucagon. Estes processos
citoplasmaticos também foram identificados nas células secretoras de somatostatina e
polipeptideo pancreatico do morcego R. aegyptiacus (Michelmore, Keegan ef al., 1998), o que
demostra uma possivel atividade paracrina destas células sobre a secre¢do dos demais
hormonios.

Todos os 3 tipos celulares estudados foram encontrados dispersos na por¢ao exocrina
do pancreas. Resultado semelhante ao observado em BALB/c mouse (Ku, Lee ef al., 2002).
Estas células endocrinas também foram observadas ao redor dos ductos pancreaticos ou no
epitélio dos ductos, resultado também obtido em estudos preliminares em caes (Muranishi,
Takehana, et al,1999), cavalos (Furuoka, Ito et al., 1989), cabras (Ku, Lee et al., 1999) e
roedores (Ku, Lee et al, 2002). A quantidade destas células nesta regido também esta
relacionada ao periodo de desenvolvimento nos animais, sendo a maior frequencia destas
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células observada durante o desenvolvimento embrionario, nos neonatos (Hahn Von Dorsche,
Falt et al., 1999) e animais jovens (Helmstaedter, Feurle et al. 1976). Esta localizacdo de
células enddcrinas na regido dos ductos pancreaticos, geralmente encontrada nos mamiferos
superiores, ¢ considerada uma caracteristica espécie-dependente (Ku, Lee ef al., 2002).

As células a do pancreas sintetizam o glucagon e sdo responsaveis por controlar os
niveis de glicose no sangue. A freqiiéncia desta célula varia entre as espécies. Em caes a
proporcao deste tipo celular foi estimado em 20%. No morcego R. aegyptiacus (Michelmore,
Keegan et al., 1998) esta célula representa cerca de 28,5%. Nos morcegos deste estudo, as
células o representaram cerca de 14,7-25,8% das células endocrinas presentes nas ilhotas,
sendo a maior % obtida no morcego insetivoro P. personatus com 25,8%. No morcego
nectarivoro A. geoffroy este foi o tipo celular predominante. Este predominio de células a foi
encontrado também em grande parte das ilhotas do rato africano Otomys sloggetti robertsi
(Gustavsen, Pillay ef a/ 2008). Yukawa, Takeuchi ef al., 1999 ao observarem a porc¢ao dorsal
do pancreas de Wood mice (Apodemus speciosus) relataram que em uma das cinco espécimes
estudadas houve uma predominancia deste tipo celular. Este fendmeno pode estar relacionado
com a dieta destes animais ou ser uma conseqiiéncia do meio ambiente que estes vivem. A
composigao dos tipos celulares endocrinos do pancreas pode também ser explicado como uma
variante espécie-especifica ou podem refletir uma adaptacao funcional especial (Gustavsen,
Pillay et al 2008).

As células P € s3o as principais responsaveis pela manutengdo da euglicemia, tanto no
neonato quanto no adulto, sendo a sua populacdo dindmica de acordo com as mudancas
compensatdrias do organismo (Bonner-Weir, 2000). Essas células sintetizam a insulina, um
hormoénio hipoglicemiante, e geralmente encontram em maior concentragdo nas ilhotas
pancreaticas, cerca de 60-70% em humanos, caes ¢ roedores (Kodansha, 1999). Em nossos
resultados esta freqliéncia foi menor que a obtida nestas espécies. No insetivoro P. personatus
esta representa cerca de 35,5%, no hematéfago D. ecaudata a densidade da imunomarcagao
foi de 54,8% e a mais baixa frequéncia encontrada foi no morcego nectarivoro A. geoffroyi,
com cerca de 8,7%. Esta reduzida densidade de células beta pode ser revelada em situacdes de
aumento da demanda de insulina como na obesidade, no periodo gestacional e no
envelhecimento (Reusens e Remacle, 2006). No morcego R. aegyptiacus (Michelmore,
Keegan et al., 1998) esta representou 47,4% das células enddcrinas.

As células 6 possuem normalmente baixa freqiiéncia nas ilhotas pancreaticas. Estas
células possuem um papel importante no controle paracrino do desenvolvimento das células o
e B e também na maturagdo funcional destas (Rahier et al., 1980). Em nosso estudo, esta
célula apresentou freqiiéncia de 3,9% nos insetivoros, 6,2% nos nectarivoros 14,3%, no
morcego hematofago. Em R. aegyptiacus esta representou 7,8% das células enddcrinas
(Michelmore, Keegan et al., 1998). Altas proporgdes deste tipo celular (33-15%) foram
observadas no rato 4. Speciosus, sendo a maior concentracao nas ilhotas da por¢ao dorsal do
pancreas.

Sabe-se que a distribui¢do e a proporg¢ao relativa dos diferentes tipos celulares podem
variar significativamente entre as espécies devido a diferentes condigdes fisioldgicas e
patologicas (Wieczorek, Pospischil et al, 1998). Os resultados obtidos neste estudo
confirmam estudos anteriores em quirdpteros onde foram utilizados métodos histoquimicos
(Keegan e van der Westhuizen, 1979) e métodos imuno-histoquimicos e estereoldgicos
(Michelmore, Keegan et al., 1998) para marcar as diferentes células das ilhotas de morcego
frugivoro. O fato também corroborado neste estudo ¢ que morcegos possuem uma grande
massa de tecido pancredtico endocrino. A explicacdo seria que esta ¢ uma adaptacao
vantajosa, em que o animal desta forma seria capaz de controlar os nivel de glicose no sangue
rapidamente ap6s as refei¢des, quando ocorre a ingestdo e absorcdo de grande quantidade de
glicose durante uma refeicao.
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A analise comparativa das caracteristicas morfoldgicas do pancreas de quirdpteros
pode fornecer elementos importantes para ampliar nossos conhecimentos sobre as relagdes
filogenéticas do presente grupo, bem como para subsidiar as hipdteses para a compreensao
das relagdes entre habitos alimentares e morfologia do aparelho digestivo de morcegos.
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Conclusao

e Histologicamente o pancreas das trés espécies de morcegos foram semelhantes ao
descrito para mamiferos, sendo composto de uma parte exdcrina representada pelos
acinos e ductos e uma parte endocrina composta pelas ilhotas pancreaticas.

e A massa do pancreas de morcegos ¢ superior aquela observada em mamiferos tais
como humanos e ratos, sendo esta relagdo maior nos morcegos insetivoros 0,6%.

e Os morcegos apresentam uma alta densidade volumétrica das ilhotas, que varia entre
3,4% no morcego insetivoro P. personatus a 6,1% no morcego nectarivoro A.
geoffroyi.

e O numero total de ilhotas e massa das ilhotas (M [ilhotas]) foi superior nos morcegos
hemato6tagos.

e A densidade e distribuicao das células alfa, beta e delta variou conforme as espécies.

e Foi constatada a presenca de todos os tipos celulares enddcrinos estudados espalhados
entre o pancreas exodcrino, entre os ductos pancreaticos e também de processo
citoplasmatico nas células secretoras de glucagon.

e As diferengas observadas entre espécies nos diversos parametros analisados podem
refletir diferencas inter-especificas, assim como adaptacdes morfologicas das espécies
ao seus habitos alimentares.
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