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RESUMO

CHAVES, Rodrigo. DESCRICAO HISTOLOGICA E HISTOQUIMICA DA
PAREDE DO TRATO GASTROINTESTINAL DA CORUJA ORELHUDA (Asio
Clamator) E DO CARCARA (Caracara Plancus) E IMUNOHISTOQUIMICA
PARA DETECCAO E IDENTIFICACAO DE CELULAS DO SISTEMA
NEUROENDOCRINO DIFUSO.

Seropédica: UFRRJ, 2012. p.(Tese, Doutorado em Biologia Animal).

O papel do Sistema Neuroenddcrino Difuso na regulagdo da fungdo gastrointestinal é
inegavel, porém sua regulacdo fenotipica ainda ndo foi completamente esclarecida,
demonstrando entdo a importancia do estudo em espécies com diferentes habitos
alimentares. Considerando que a premissa béasica de estudos biologicos deve ser a Biologia
Comparada, integrando diferentes 4areas de conhecimento, buscou-se: Descrever
histologicamente a parede do trato gastrointestinal de Asio clamator e Caracara Plancus,
evidenciar histoquimicamente a presenca de glicosaminoglicanos &cidos e neutros e
localizar imunohistoquimicamente as células do Sistema Neuroendocrico Difuso com seus
respectivos peptideos reguladores, para demonstrar que estas células e seus peptideos
reguladores encontram-se também em espéecies de Falconiformes e Strigiformes Para
cumprir esses objetivos, foi realizado um estudo histologico (com a coloragédo pela H-E) e
histoquimico (com a técnica do acido periddico de Schiff e do alcian blue PH 2,5) para
descri¢do dos Orgdos do trato gastrointestinal de 2 individuos de cada uma das seguintes
espécies, Caracara plancus (Falconidae) e Asia clamator (Strigidae), além do estudo
imunohistoquimico para detecgdo e identificacdo de células secretoras de gastrina,
glucagon, serotonina e somatostatina. Os resultados demonstraram que a organizagdo da
parede do trato gastrointestinal das espécies estudadas é tipica das aves, com mucosa,
submucosa, muscular e serosa (adventicia no eséfago e sem submucosa no ventriculo). No
esdfago, o epitélio é estratificado pavimentoso ndo queratinizado, apresentando poucas
camadas celulares na coruja-orelhuda e muitas no carcara. As glandulas da mucosa
tubulosas, apresentaram ramificagdes na coruja-orelhuda e mostraram-se tubuloacinosas no
carcara. A lamina propria, a muscular da mucosa, a submucosa, a camada muscular e a
adventicia sdo tipicas. As glandulas da mucosa do es6fago foram marcadas pelas técnicas
histoquimicas. Células imunorreativas aos anti-soros ndo foram detectadas no eséfago. A
descricdo histologica do proventriculo é tipica das aves. As técnicas histoquimicas
evidenciaram um epitélio mucossecretor. Foram observadas células imunorreativas a
gastrina, ao glucagon, a serotonina e a somatostatina nas glandulas da submucosa na coruja
orelhuda e ao glucagon e a somatostatina no carcara. No ventriculo a descricdo histologica
é tipica. A histoquimica evidenciou um produto de secrecdo sintetizado pelas glandulas
tubulares da regido mucosa. Nao foram detectadas células imunorreativas ao anti-soros em
nenhuma das aves. A descricdo histoldgica dos intestinos é tipica. A histoquimica
evidenciou as células caliciformes. Na coruja orelhuda, foram observadas no epitélio e nas
glandulas de Lieberkiihn células imunorreativas ao glucagon e a serotonina, e a gastrina
somente no epitelio. No carcara, foram observadas nas glandulas de Lieberkihn células
imunorreativas ao glucagon. Com base nos resultados obtidos, concluiu-se que os
diferentes segmentos do tubo digestério da coruja-orelhuda e do carcard apresentam a



mesma estrutura geral de outros vertebrados e mais especificamente de aves; que células
produtoras de glicosaminoglicanos neutros e acidos também sdo observados nessas
espéecies; e que a localizacdo de células enddcrinas no trato gastrointestinal foi
essencialmente semelhante & de outras aves estudadas

Palavras-chave: Descricdo histologica e histoquimica; imunohistoquimica; trato
gastrointestinal; Sistema Neuroenddcrino Difuso; Asio clamator; Caracara plancus.



ABSTRACT

CHAVES, Rodrigo. HISTOLOGICAL AND HISTOCHEMICAL DESCRIPTION
OF THE GASTROINTESTINAL TRACT OF STRIPED OWL (Asio Clamator) AND
OF SOUTHERN CARACARA (Caracara plancus) AND
IMMUNOHISTOCHEMISTRY FOR DETECTION AND IDENTIFICATION OF
DIFFUSE NEUROENDOCRINE SYSTEM CELL.

For a System is established, it is essential that a larger number of species possess specific
cells. For the chosen species no study is available in literature. There is no doubt that
Diffuse Neuroendocrine System has an important role in the gastrointestinal function,
however their phenotipic regulation in not completely elucidated, which indicates the
importance of carrying out this search, which investigate species with different food habits.
Whereas the basic premise of biological studies should be the Comparative Biology
integrating different areas of knowledge, we sought to describe histologically the
gastrointestinal tract wall of Asio clamator and Caracara plancus to evidenciate
histochemically the presence of acids and neutral glycosaminoglycans and locate by
immunohistochemistry Diffuse Neuroendocrine System cells with their respective peptides
regulators. We hope demonstrate that this cells and their peptides are found in
Falconiformes and Strigiformes species. To achieve these purposes, it was conducted an
histological and histochemical (using Schiff periodic acid technique and alcian blue pH 2,5)
study involving the description of gastrointestinal tract organs of two individuals from each
of the following species Caracara plancus (Falconidae) e Asia clamator (Strigidae).
Moreover, we detected and identified by immunohistochemistry cells which secrete gastrin,
glucagon, somatostatin and serotonin. The cells were found in greater quantities in the
proventriculus (stomach chemical) of the species investigated. The difference in habit
(night and day) did not affect the distribution of cells of the Diffuse Neuroendocrine
System. The results demonstrate that gastrointestinal tract wall organization is typical, as
regards the mucosa, submucosa, muscle and serosa, since it presents adventitia in the
esophagus and the ventricle without submucosal. The esophagus shows a stratified
squamous epithelium without keratin containing few celular layers in e many of them in
southern carcara. The mucosal glands of striped owl are tubular and can show
ramifications. The mucosal glands in southern carcara are “tubuloacinosas”. With respect to
proper lamina, muscularis and adventitia, they are typical. The mucosal glands of
esophagus were stained by histochemical techniques. Immunoreactive cells to sera used
were not detected in esophagus. Proventriculus histological description is typical. The
histochemical methods showed an mucosecretor epithelium. It was observed
immunoreactive cells to gastrin, glucagon, serotonin and somatostatin in submucosal
glands of striped owl. Immunoreactive cells to glucagon and somatostatin were found in
southern carcara. In ventricle the histological description is typical. The histochemical
showed a secretion product synthesized by tubular glands of mucosal region. It was not
detected immunoreactive cells to anti-sera in any bird. The histological description of
intestine is typical. The histochemical revealed the globet cells. In striped owl it was
observed immunoreactive cells to glucagon and serotonin within epithelium and
Lieberkiihn glands. Immunoreactive cells to glucagon was found in Lieberkiuhn glands.
Based on these results, it was found that different segments in the gastrointestinal tract of
striped owl and of southern caracara have the same general structure of other vertebrates,



and more specifically for avian; which cells producing glycosaminoglycans neutral and
acidic are also observed in these species; and the location of endocrine cells in the
gastrointestinal tract were essentially similar to those of other birds studied.

Keywords: Histological and histochemical description; immunohistochemical;
gastrointestinal tract; Diffuse Neuroendocrine System; Asio clamator; Caracara plancus.
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1 INTRODUCAO

A origem das aves é muito discutida e longe de uma solucdo. Pesquisas atuais sugerem
que esse grupo evoluiu a partir de dinossauros (FEDUCCIA et al., 2007). A classificagcdo
tradicional une crocodilianos e tartarugas com lagartos e cobras no taxon parafilético Reptilia
porque esses animais compartilham muitas caracteristicas, enquanto que a classificacdo
filogenética baseada no relacionamento evolutivo classificaria crocodilianos e tartarugas junto
com as aves (PURVES et al., 2005).

Em todo mundo, as aves sdo representadas por 9702 espécies, compondo 0 grupo de
tetrdpodes mais numeroso, além de apresentarem ampla distribuicdo geografica, sendo
observados em diferentes regides do planeta (SICK,1997). No Brasil, sdo encontradas 1818
espécies, distribuidas em 31 ordens (CBRO, 2011).

As Ordens Falconiformes e Strigiformes sdo boas representantes da ampla distribuicéo
geogréfica das aves, pois com exce¢do da Antardida (ambas) e ilhas ocednicas como Havai e
Nova Zelandia (Strigiformes) (MENQ, 2011) suas Familias estdo presentes em todos o0s
continentes. Os individuos pertencentes a estas Ordens sdo as aves de rapina, sendo objetos de
discussdo da relacdo de parentesco e classificacao filogenética entre outras Ordens e entre seus
préprios membros, considerando familias, géneros e espécies (GRIFFITHS, 1994).

As aves de rapina podem ser divididas em duas ordens, de acordo com seus habitos em
diferentes periodos do dia. Os membros da ordem Falconiformes possuem hébito diurno. Sao
representados pelos abutres, aguias, gavides e falcdes, distribuidos em quatro familias
(Accipitridae, Falconidae, Pandionidae e Sagittariidae) e 306 espécies (FERGUSSON-LEES;
CHRISTIE, 2001). Os membros da ordem Strigiformes possuem habito noturno. S&o
representados pelas corujas, mochos e caburés, distribuidos em duas familias (Strigidae e
Tytonidae) e 212 espécies (KONIG et al., 1999).

No Brasil, de acordo com a classificacdo atualizada da “Lista de Aves do Brasil”,
Cathartiformes (familia Cathartidae) e Accipitriformes (familias Accipitridae e Pandionidae) séo
consideradas ordens a parte, ficando apenas a familia Falconidae, com 21 espécies, na ordem
Falconiformes (CBRO, 2011). Ja os Strigiformes apresentam 23 espécies em duas familias, sendo
1 espécie da familia Tytonidae e 22 espécies da familia Strigidae (CBRO, 2011).

Os metodos de estudo utilizados para classificacdo dos grupos sdao muito variados,
podendo ser realizada por meio de hibridizacdo e sequenciamento de DNA (AVISE et al., 1994;
SIBLEY & AHLQUIST, 1991), ou ainda por aspectos morfolégicos e comportamentais (DE
QUADROS, 2008; GRIFFTHS, 1994), por exemplo.

Dentre os métodos morfologicos para a classificacdo filogenética podemos destacar 0s
estudos histoquimicos e imuno-histoquimicos para deteccdo de células do Sistema
Neuroendocrino Difuso e seus respectivos peptideos reguladores.

Esses sdo realizados em oOrgdos do Sistema Digestorio nos diferentes grupos de
vertebrados, como em diversas espécies de anfibios e répteis (KU, LEE, PARK, 2001; KU et al.,
2003; LEE & KU, 2004; TRANDABURU & TRANDABURU, 2007), mamiferos
(AGUNGPRIYONO et al., 2000; BALTAZAR et al., 1998; PINHEIRO, CARDOSO & SALES,
1989; POLAK et al., 1974) e aves (MENDES et al., 2009; POLAK et al., 1974, YAMANAKA et
al.,1989; YAMADA, et al., 1993). Alguns estudos relacionam filogeneticamente peixes, anfibios
e répteis a partir da presenca das células do Sistema Neuroenddcrino Difuso (D’LESTE; BUFFA,



RENDA, 1994). Porém, para as espécies escolhidas como objeto de estudo para esta tese nao
existem pesquisas relacionados a presenca ou nao destas células.

1.1 Justificativa

Para que um Sistema seja estabelecido, € fundamental a presenca de células especificas no
maior niumero de espécies possivel, e para as espécies escolhidas ndo existem estudos disponiveis
na literatura.

O papel do Sistema Neuroenddcrino Difuso na regulacdo da fungdo gastrointestinal é
inegavel, porém sua regulacéo fenotipica ainda ndo foi completamente esclarecida, demonstrando
entdo a importancia do estudo em espécies com diferentes habitos alimentares.

1.2  Objetivos

Considerando que a premissa basica de estudos bioldgicos deva ser a Biologia
Comparada, integrando diferentes areas de conhecimento, busca-se:

1.2.1 Objetivo Geral

Descrever histologicamente a parede do trato gastrointestinal de Asio clamator e
Caracara Plancus, identificar substancias reativas as técnicas histoquimicas e localizar
imunohistoquimicamente as células do Sistema Neuroendocrico Difuso com seus
respectivos peptideos reguladores ou aminas biogénicas

1.2.2 Objetivos Especificos

- Demonstrar que as celulas do Sistema Neuroenddcrico Difuso com seus
respectivos peptideos reguladores ou aminas biogénicas encontram-se nas especies de
Falconiformes e Strigiformes estudadas;

- Comparar os resultados entre as espécies estudadas e dados disponiveis na
literatura relativos a localizagdo e distribuicdo das células do Sistema Neuroenddcrino
Difuso em vertebrados em geral, com aprofundamento em aves.

1.3 Hipoteses

H: - A descrigdo histologica da parede do TGI deve ser similar a de outras aves e
vertebrados em geral descritos na literatura.

H> — As células do Sistema Neuroendocrino Difuso devem ser encontradas em maior
guantidade no proventriculo das espécies estudadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Avesde Rapina

As aves de rapina ("rapina” = ato de rapinar, roubar, tirar com violéncia) sdo assim
denominadas por capturar animais de pequeno porte, principalmente outras aves, répteis e mamiferos
(FERREIRA, 2008; SOARES, 2004). Consistem num grupo polifilético criado por Lineu no século
XVIII para agrupar espécies com certas caracteristicas em comum. (HEIDENREICH, 1997)

Por serem predadoras, possuem diferentes adaptacOes para a caca ativa, sendo dotadas de
bicos e garras fortes e bem afiadas, além de visdo e audicdo muito apuradas. Apresentam grande
diversidade morfoldgica, desde o gavidozinho (Gampsonyx swainsonii), que mede 22 cm de
comprimento e pesa 115 g, aproximadamente, até o gavido-real (Harpia harpyja), onde as fémeas
podem medir até 105 cm de comprimento e pesar 9 kg (MENQ, 2011; SOARES, 2004). O
dimorfismo sexual é predominantemente relacionado ao tamanho (as fémeas sdo maiores), mas pode
ser reconhecido pelo peso também. A diferenca de coloragdo entre 0S sexos ocorre apenas em
algumas especies como o gavido-dos-banhados (Circus Buffoni) e o quiriquiri (Falco sparverius)
(MENQ, 2011).

As aves de rapina podem ser divididas em duas ordens, de acordo com seus habitos em
diferentes periodos do dia. Os membros da ordem Falconiformes possuem hébito diurno. Em
classificacOes anteriores, eram representados pelos abutres, aguias, gavides e falcdes, distribuidos
em quatro familias (Accipitridae, Falconidae, Pandionidae e Sagittariidae) e 306 espécies
(FERGUSSON-LEES; CHRISTIE, 2001). Os membros da ordem Strigiformes possuem habito
noturno. S&o representados pelas corujas, mochos e caburés, distribuidos em duas familias
(Strigidae e Tytonidae) e 212 espécies (KONIG et al., 1999).

O grupo das aves de rapina diurnas possui uma taxonomia relativamente controversa,
existindo vérias classificagdes para o grupo (AMADDON; BULL, 1988; SIBLEY; AHLQUIST,
1991; HEIDENREICH, 1997; FERGUNSON-LEES; CHRISTIE, 2001)

Para alguns pesquisadores, que consideram aspectos morfolégicos e comportamentais, a
Familia Cathartidae também pertence aos Falconiformes (DE QUADROS, 2008; GRIFFTHS,
1994). Qutros autores, principalmente aqueles que classificam filogeneticamente por meio da
hibridizacdo e sequenciamento de DNA, a Familia Cathartidae pertence a Ordem Ciconiiformes
(AVISE et al., 1994; SIBLEY & AHLQUIST, 1991).

Atualmente no Brasil, de acordo com a classificacdo atualizada da “Lista de Aves do
Brasil”, Cathartiformes (familia Cathartidae) e Accipitriformes (familias Accipitridae e
Pandionidae) sdo consideradas ordens a parte, ficando apenas a familia Falconidae, com 20
espécies, na ordem Falconiformes. Ja os Strigiformes sdo represenatdos por 23 espécies em duas
familias, sendo 1 espécie da familia Tytonidae e 22 espécies da familia Strigidae (CBRO, 2011).
O presente trabalho foi desenvolvido seguindo os critérios de classificacdo expostos neste
paragrafo.

2.1.1 Ordem Falconiformes, Familia Falconidae e Espécie Caracara plancus

A Ordem Falconiformes é o grupo que abrange os falcdes e os caracaras. Essa ordem
apresenta apenas uma familia: Falconidae. Até pouco tempo as familias Accipitridae e Pandionidae
eram inclusas nos Falconiformes, mas estudos genéticos recentes classificam essas duas familias em
uma ordem separada, os Accipitriformes (CBRO, 2011). Os Falconiformes agrupam espécies diurnas
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que compartilham varias caracteristicas com os Accipitriformes, como a visdo bastante apurada,
garras e bicos fortes e afiados (MENQ, 2011).

A familia Falconidae inclui 21 espécies, distribuidas em 7 géneros: Caracara sp, Daptrius
sp., Falco sp., Herpetotheres sp., Ibycter sp., Micrastur sp. e Milvago sp. (CBRO, 2011).

As aves pertencentes a essa familia em geral sdo pequenas, com sua menor espécie, 0
quiriquiri (Falco sparverius), medindo aproximadamente 25 cm de comprimento, e sua maior
espécie, o caracard (Caracara plancus), medindo cerca de 56 cm de comprimento. A alimentacao
é variada, com algumas espécies especialistas e outras generalistas, como é o caso do Caracara
(Caracara plancus) (SICK, 1997; SOUZA, 2004), um dos objetos de estudo desta tese.

Apresentam uma ampla distribuicdo na regido neotropical, com observacbes desde a
regido central do Peru, sul da Bolivia e norte do Amazonas, Argentina, Chile, Paraguai e Uruguai
até a terra do fogo. Distribui-se também por todo o Brasil, pricipalmente nas regides Sudeste e
Nordeste (SOUZA et al. 2010; CAMACHO, 2012).

O caracard (Foto 1) € uma das espécies mais comuns e populares do Brasil. Mesmo
apresentando caracteristicas morfoldgicas externas similares as aguias e aos urubus, séo
classificados na familia dos falconideos (SICK, 1997; CRBO, 2011). Apresentando medidas
como aproximadamente 56 cm da cabeca a cauda e 123 c¢cm de envergadura, é facilmente
identificavel tanto pousado quanto em voo. Sua plumagem € preta no dorso e barriga, o peito é
marrom claro com riscas pretas rajadas. As asas apresentam manchas brancas nas pontas,
observaveis em voo. As patas sdo compridas e de cor amarela. Apresenta cabeca clara com um
penacho negro na cabeca, a pele nua em torno da narina é vermelha ou carmim (SICK, 1997;
SOUZA, 2004).

Em relacdo ao habitos alimentares, o caracard é onivoro, com habitos generalistas.
Alimenta-se da polpa de alguns frutos (coco acuri, por exemplo), ovos de tartaruga, invertebrados
em geral como minhocas, caranguejos e tanajuras, pequenos vertebrados como peixes, lagartos e
cobras, e carcagas, pousando e voando junto a urubus. Saqueia ninhos de outras aves,
alimentando-se de restos de comida, ovos ou filhotes sem a presenca dos pais (SAZIMA, 2007;
VARGAS, 2007; MENQ, 2011; CAMACHO et al. 2012).

Foto 1: Caracara

Foto de Willian Menq.
Fonte: http://www.avesderapinabrasil.com/caracara_plancus.htm



2.1.2 Ordem Strigiformes, Familia Strigidae e Espécie Asio clamator

A Ordem Strigiformes € representada pelas aves de rapina noturnas distribuidas em duas
familias (Strigidae e Tytonidae) e 212 espécies de mochos, corujas e caburés, (KONIG et al.,
1999). Sdo encontradas em todos os habitats, como em florestas densas, campos abertos,
desertos, areas de clima frio, bosques, areas rurais e centros urbanos. As corujas possuem
espécies espalhadas por todos os continentes, menos na Antartida e em algumas ilhas oceénicas
como Havai e Nova Zelandia (KONIG; WEICK, 2008). No Brasil sdo 23 espécies em duas
familias, sendo 1 espécie da familia Tytonidae e 22 espécies da familia Strigidae (CBRO, 2011).

Dentre as especies registradas no Brasil, podemos observar uma grande variacdo de
tamanho, desde o caburezinho (Glaucidium minutissimum), medindo cerca de 14 cm da cabeca a
cauda, até o Jucurutu (Bubo virginianus), com aproximadamente 52 cm da cabeca a cauda (SICK,
1997; SOUZA, 2004)

Séo predadores eficientes, que possuem olhos grandes voltados para a frente, o que lhes
confere uma visdo binocular; a audicdo é muito especializada e algumas espécies possuem 0s
ouvidos dispostos assimetricamente na cabeca, auxiliando na localizacdo das presas; como
suas rémiges sd&o0 macias 0 voo torna-se silencioso. S30 extremamente atentas ao ambiente
podendo girar sua cabeca em atée 270° (MOTTA-JUNIOR; BUENO; BRAGA, 2005),
caracteristica observada também em individuos da espécie Asio clamator (coruja-orelhuda),
também objeto de estudo desta tese.

A coruja-orelhuda (Asio clamator) (Foto 2) pertence a ordem Strigiformes e a familia
Strigidae, com status de residente no Brasil, por apresentar evidéncias de reproducdo no pais.
Encontra-se do sul do México até o sul da América do Sul, distribuindo-se por grande parte da Zona
Tropical e Subtropical da América do Sul. Encontrada em quase todo o Brasil, exceto na regido
amazonica. Tem duas subespécies no Brasil, a A. clamator clamator, nas regides norte e nordeste e a
A. clamator Mida, nas regides sul, sudeste e parte da centro oeste. Pode ser observada em paisagens
abertas com arvores, cerrado, caatinga (MARTINEZ et al., 1996; SICK, 1997; HOFLING;
CAMARGO, 2002; SOUZA, 2004; SIGRIST, 2006; CBRO, 2011; MENQ, 2011).

Os individuos dessa espécie possuem de 30 a 38 cm de comprimento, com asas variando
de 22,8 a 29,4 cm, com peso em torno de 320 a 540 gramas. Portanto, é considerada uma espécie
de médio porte. Sua caracteristica marcante é presenca de “orelhas” (penas dispostas para o lado
da cabeca, lembrando orelhas) destacadas. Sua parte ventral varia de amarelada a canela, com
rajas escuras. Como em outras espécies de corujas, apresenta uma capacidade de girar a cabeca
(aproximadamente 270°), uma visdo bem desenvolvida e um disco facial destacado que funciona
como refletor sonoro, ampliando o volume do som e facilitando a localizacdo das presas. Sua
audicdo também € bem desenvolvida. Seus tarsos sdo fortes para capturar presas. Suas
vocalizacOes sdo bastante variadas, desde uma sequéncia prolongada, aut-aut-aut, até gritos altos,
i-i, kje-e (SICK, 1997; SOUZA, 2004; SIGRIST, 2006).

A espécie alimenta-se de roedores, marsupiais, aves e grandes insetos, podendo também
alimentar-se de morcegos, lagartos e anfibios (MARTINEZ et al., 1996; SICK, 1997; NOVAES;
LIMA, 1998; HOFLING; CAMARGO, 2002; SIGRIST, 2006; AGUIAR; NAIFF, 2009; MENQ,
2011).



Foto 2: Coruja-orelhuda

Foto de Eric Galhardo.
Fonte: http://www.avesderapinabrasil.com/rhinoptynx_clamator.htm

2.2  Trato Gastrointestinal (TGI)

O trato gastrointestinal (TGI) ou digestério, também chamado de canal alimentar, juntamente
com a cavidade oral e a faringe, e em conjunto com as glandulas digestdrias acessorias, compdem 0
Sistema Digestorio. O TGI, de maneira geral, é formado pelos seguintes 6rgdos: esdfago, estbmago e
intestinos delgado e grosso. Dependendo do grupo taxondmico a que pertencem e diretamente
relacionado aos habitos alimentares, as espécies podem apresentar estruturas mais ou menos
desenvolvidas. Histologicamente, o TGI apresenta uma parede formada por quatro camadas ou
tunicas concéntricas denominadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (ou adventicia) (HAM,
1972; GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; GARTNER; HIAT, 2003; LEBOFFE, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; OVALLE; NAHIRNEY, 2008; ROSS; PAWLINA; BARNASH,
2012).

A mucosa é formada por uma membrana epitelial interna, por uma regido mediana de tecido
conjuntivo, denominada lamina propria, e por uma camada externa de musculo liso, denominada
muscular da mucosa (HAM, 1972; GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; GARTNER; HIAT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; OVALLE; NAHIRNEY, 2008).

O revestimento epitelial, derivado do endoderma, funciona como uma barreira seletiva. No
sentido de manter a barreira intacta, o epitélio geralmente € constituido por células produtoras de
muco, além de receber a secrecdo de glandulas da mucosa (HAM, 1972; GEORGE; ALVES;
CASTRO, 1998; KIERSZENBAUM, 2008; EYNARD; VALENTICH; ROVASIO, 2011).

A regido mediana da mucosa, bem como as outras camadas da parede, é derivada do
mesoderma. E constituida por um tecido conjuntivo frouxo, rico em vasos sanguineos e linfaticos,
com células musculares lisas, podendo também apresentar glandulas, nédulos linféides e celulas
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imunocompetentes dispersas (GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; GARTNER; HIAT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; KIERSZENBAUM, 2008).

A muscular da mucosa é formada por uma delgada camada de musculo liso, ou por duas
subcamadas, uma circular interna e uma longitudinal externa (GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998;
GARTNER; HIAT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; KIERSZENBAUM, 2008).

A submucosa, camada que sustenta a mucosa, é constituida por tecido conjuntivo frouxo com
nervos e células ganglionares, que formam o plexo de Meissner ou submucoso, além de vasos
sanguineos e linfaticos, podendo ou ndo apresentar glandulas (GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998;
GARTNER; HIAT, 2003; YOUNG et al., 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A camada muscular € responsavel pelas contracfes peristalticas, sendo constituida por fibras
musculares lisas dispostas em dois planos, o circular interno e o longitudinal externo. Entre essas
duas camadas localizam-se fibras nervosas e ganglios do plexo mioentérico ou de Auerbach
(GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; GARTNER; HIAT, 2003; YOUNG et al., 2007,
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

A serosa forma a camada mais externa. A serosa é constitida por um tecido conjuntivo frouxo,
recoberto por um epitélio simples pavimentoso, denominado mesotélio. No esdfago, em sua regido
proximal, a serosa é substituida por uma adventicia, com tecido conjuntivo frouxo, porém sem
mesotélio (GEORGE; ALVES; CASTRO, 1998; GARTNER; HIAT, 2003; YOUNG et al., 2007;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

2.2.1 Histologia do sistema digestorio de aves

E composto pela cavidade bucal, faringe, esdfago, papo, proventriculo, moela ou
ventriculo e TGI inferior composto por: intestino delgado, cecos, intestino grosso, reto e cloaca,
além das glandulas acessorias ou o6rgdos extramurais (HODGES, 1974; BANKS, 1991;
GEORGE; CASTRO, 1998).

A cavidade bucal apresenta um bico queratinizado que encontra-se anexado aos maxilares
superior e inferior. A lingua, estreita e pontiaguda, contém o 0sso entoglossal. A regido cranial
desse 0sso esta em continuidade com a cartilagem hialina. O epitélio estratificado pavimentoso
da lingua, de queratinizacdo variavel dependendo da espécie, estd em continuidade com a
membrana mucosa da cavidade bucal. Os dentes ndo estdo presentes, entretanto, botbes dentarios
podem ocorrer em algumas aves, como as dos géneros Falco e Harpagus, o que facilita a
dilaceracéo das presas (BANKS, 1991; GEORGE; CASTRO, 1998; MENQ, 2011).

O epitelio que reveste o esdfago € estratificado pavimentoso, podendo apresentar intensa
queratinizacdo. A lamina prépria é formada por tecido conjuntivo frouxo com tecido linfatico
difuso e alguns nodulos linfaticos. A camada mucosa apresenta dobras longitudinais. A muscular
da mucosa é formada por uma massa ondulada de musculo liso orientado em sentido longitudinal.
O esofago ainda apresenta glandulas mucosas simples tubuloalveolares ramificadas. As camadas
submucosa, muscular, adventicia e serosa sdo tipicas, similares a de outros vertebrados (BANKS,
1991; GEORGE; CASTRO, 1998; MONTEIRO et al., 2009).

O papo é um diverticulo esofagiano, mais desenvolvido em aves granivoras. E revestido
por um epitelio estratificado pavimentoso mais espesso que o do es6fago, podendo ser muito
queratinizado. A lamina prépria é formada por tecido conjuntivo frouxo com tecido linfatico
difuso e alguns nodulos linfaticos. O acimulo de tecido linfatico é especialmente evidente no
papo. Glandulas mucosas simples tubuloalveolares ramificadas estdo presentes em aves
anseriformes, porém ausentes nas aves galiformes e columbiformes. As outras camadas sdo
tipicas, semelhantes ao do esdfago (BANKS, 1991; GEORGE; CASTRO, 1998).



O proventriculo representa o estbmago glandular das aves. Sua organizacdo de camadas
estd de acordo com o padrdo geral da maioria dos 6rgdos do sistema digestorio, com mucosa,
submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa é muito pregueada, formando dobras achatadas
separadas por fendas ou sulcos. As glandulas mucosas, que sao tubulares simples ramificadas, se
abrem nas bases do sulcos. Elevagdes da camada muscular contém aberturas dos ductos
excretores das glandulas proventriculares. O epitélio da mucosa é formado basicamente por
células prismaticas em arranjo simples, que se estendem para o interior dos sulcos, porém quando
continua para o interior das glandulas mucosas, apresenta-se na forma de epitélio simples cubico.
A lamina propria é tipica e contém numerosos acimulos de tecido linféide, que podem ser
nodulares ou difusos. A muscular da mucosa é formada por uma camada interrompida de fibras
longitudinalmente orientadas, cujos feixes estdo interdigitados entre as glandulas mucosas
(BANKS, 1991; DELLMANN, 1993; GEORGE; CASTRO, 1998; MONTEIRO et al., 2009).

A camada submucosa do proventriculo é estreita e deslocada pelas grandes e numerosas
glandulas submucosas, que podem ser compostas, ramificadas ou tubulares. A camada muscular é
constituida pelas camadas longitudinal interna, circular média e longitudinal externa. A camada
serosa € tipica (BANKS, 1991).

O ventriculo, moela ou estbmago mecanico esta conectado ao proventriculo por um istmo
estreito que ndo apresenta glandulas submucosas. A superficie do limem estd revestida por um
produto de secrecdo queratindide, que € produzido pelas glandulas mucosas. O epitélio de
revestimento da camada mucosa é formado por células prismaticas. As células superficiais continuam
para o interior das glandulas e sdo substituidas por células semelhantes as caliciformes. As glandulas
mucosas sao retas e tubulares. A ldmina propria e a submucosa sdo tipicas. A camada muscular é
formada por musculo liso e por tecido conjuntivo denso modelado, presente na margem lateral do
ventriculo (HODGES, 1974; BANKS, 1991).

O intestino delgado néo ¢ divisivel histologicamente em regides diferentes, e exceto por
esse fato, € muito similar ao dos mamiferos. Sua parede é composta por quatro camadas: mucosa,
submucosa, muscular e serosa. (HODGES, 1974; BANKS, 1991; GEORGE; CASTRO, 1998).

A mucosa é constituida por um revestimento epitelial, por uma lamina e por uma camada
muscular. O epitélio de revestimento € simples cilindrico com células caliciformes e borda
estriada. A lamina propria é composta por tecido conjuntivo frouxo com tecido linféide nodular
e difuso, além de capilares. A muscular da mucosa, formada por células musculares lisas
(BANKS, 1991; GEORGE; CASTRO, 1998; MONTEIRO, 2009)

Os cecos sdo dois apéndices em fundo cego, unidos a juncéo entre o intestino delgado e o
grosso. Os vilos estdo presentes no orificio, porém diminuem e sdo perdidos ao final do 6rgao. A
lamina propria e a tdnica submucosa contém tecido linféide difuso e agregado. A juncéo deste
0rgdo as outras por¢des do intestino é constiutuida por um esfincter formado pela subcamada
circular interna da camada muscular (HODGES, 1974; BANKS, 1991).

O reto tem vilos curtos e espessos, com muitas células caliciformes. Exceto essa
caracteristica, as outras estruturas histologicas sdo similares as do intestino delgado (BANKS,
1991).

A cloaca é o orificio comum ao sistema digestorio excretor e ao sistema reprodutor. A
cloaca, dividida em coprodeum, urodeum e proctodeum, é revestida pelo epitélio prismatico
simples. A tdnica mucosa € intensamente pregueada, facilitando a presenca de compartimentos
nessa estrutura. O tecido linféide esta presente no tecido conjuntivo associado. A bursa de
Fabricius é uma invaginacéo do proctodeum (BANKS, 1991).



A tunica mucosa do anus € muito pregueada, revestida por epitélio estratificado
pavimentoso queratinizado. A muscular da mucosa esta ausente e 0 masculo esquelético estriado
da tanica muscular forma o esfincter anal (BANKS, 1991).

2.3 O Sistema Neuroendocrino Difuso (SNED)
2.3.1 Histérico

As origens do conceito do SNED remetem a inter-relacdo entre os nervos e as celulas
enddcrinas com a regulacdo da atividade motora e secretora do intestino. Para melhor
compreensdo do SNED, torna-se relevante a apresentacdo de um breve histdrico.

As células claras do trato gastrointestinal, que sdo o marco do conceito de Sistema
Neuroenddcrino Difuso desenvolvido por Friedrich Feyrter, foram observadas pela primeira vez
por Nicolas em lagartos no ano de 1891 e descritas em 1906 por Carmelo Ciaccio (CIACCIO,
1906a; CIACCIO, 1906b). Ciaccio é lembrado pela introdugdo do termo “enterocromafins” para
descrever a coloragéo das células claras com sais de cromo (MODLIN et al., 2006)

Em 1905, Paul Schiefferdecker, na Alemanha, descreveu a secre¢do de substancias
enddcrinas pelos neurdnios como um meio de comunicacdo entre um neurdnio e uma célula
efetora de um musculo ou de uma glandula. Suas observacdes foram baseadas em suas proprias
reflexdes e em ideias inicialmente propostas por Robert Tigerstedt (MODLIN et al., 2006).

A idéia original da transmissdo quimica no sistema nervoso autbnomo foi concebida por
Thomas Elliott, em suas experiéncias para descobrir um principio ativo nas fibras musculares
estriadas esqueléticas (ELLIOTT, 1907).

O conceito da transmissdao quimica no sistema nervoso autdbnomo foi fortalecido em 1914
por Walter Cannon, nos Estados Unidos, que utilizou adrenalina para demonstrar que a medula
da supra-renal funcionava ndo apenas como uma glandula enddcrina, mas também como parte do
sistema nervoso autbnomo, no que hoje é chamado de mecanismo de "luta ou fuga” na resposta
de sobrevivéncia (CANNON, 1914; MODLIN et al.,, 2006). Suas experiéncias sobre a
neurotransmissao quimica apresentaram algumas semelhancas com as realizadas por Otto Loewi
(MODLIN et al. 2006).

Ainda em 1914, Pierre Masson sugeriu que as células endocrinas do intestino formavam
um o6rgdo enddcrino difuso, correspondendo as células enterocromafins descritas por Ciaccio.
Masson prop0s que essas células poderiam ser agregadas em uma unica unidade funcional. Além
disso, com base em sua afinidade com a prata, classificou-as como as células de origem de
tumores carcinoides, implicando, assim, estes ultimos como neoplasias endocrinas (MODLIN et
al. 2006).

Em 1921, Loewi, na Austria, estabeleceu a natureza quimica da transmissdo do impulso
nervoso, comprovando a teoria de intermediérios quimicos em estimulos nervosos. Com isso as
células secretoras do hipotalamo puderam ser demonstradas exercendo uma regulacdo neuro-
hormonal da hipofise anterior (LOEWI, 1921). Assim, mecanismos de feedback foram
identificados e a regulacdo do sistema nervoso central tornou-se uma parte reconhecida da
regulacdo hormonal (MODLIN et al., 2006).

Em 1928, Masson descreveu as células enterocromafins como sendo de origem neural e
sua secrecdo de "substancias" como a responsdvel pela sindrome carcindide (MASSON,
1928). Da mesma forma, Eros (EROS, 1928; EROS, 1931; EROS, 1932) e Kahlau (KAHLAU,



1931), utilizando estudos experimentais em animais, também relataram que as células claras
possuiam fungéo enddcrina, produzindo substancias semelhantes aos hormonios.

Em 1938, Feyrter, na Aulstria, publicou um trabalho sobre 6rgdos endocrinos difusos no
epitélio, apresentando os resultados de uma década de investigacdo do sistema enddcrino do
pancreas e sobre as células enterocromafins do trato gastrointestinal (FEYRTER, 1938). Neste
manuscrito, ele estabeleceu um novo conceito na area de endocrinologia, proclamando a
existéncia de um SNED contrario ao previamente aceito de glandulas enddcrinas e '6rgdos'
enddcrinos (MODLIN et al., 2006)

Feyrter descreveu em detalhes a existéncia das células claras, presentes em grupos ao
longo dos ductos de glandulas mucosas do péancreas, que se desenvolviam por epifitismo,
proeminéncia e ramificacdo. A luz desta descoberta e analisando mais profundamente a estrutura
do pancreas utilizando a técnica de Masson para coloracdo por prata, Feyrter previu uma nova
representacdo celular do péancreas e descreveu-o como tendo quatro caracteristicas principais
(FEYRTER, 1934):

12 - trés linhagens de células nos ductos pancreaticos: as do ducto epitelial exdcrino, as
do ducto da glandula exdcrina mucosa e as células endocrinas claras que aparecem em grupos ou
individualmente, que ndo coram;

2% - dois tipos de ceélulas enddcrinas: as ilhotas de Langerhans e as células claras,
classificando o pancreas como um 6rgéo enddcrino difuso;

3% - grupos de celulas claras que desempenhavam um papel na patologia, devido a sua
capacidade hiperplasica, adenomatose e desenvolvimento avangado de ramificacoes, e

48 - regeneracdo de tecido endocrino do pancreas no local das células claras.

Na conclusdo de seu manuscrito, Feyrter sugeriu que o sistema enddcrino humano néao
consistia apenas de orgaos epiteliais compactos, que liberavam os hormonios na linfa e sangue,
mas também era constituido por células enddcrinas difusas que estavam presentes
individualmente ou em grupos. Estas células eram evidentes ndo s6 dentro do sistema de ductos
do pancreas, mas também em células epiteliais por todo o corpo, e seu sincicio formava "0rgéos
epiteliais enddcrinos difusos" (MODLIN et al., 2006)

Feyrter forneceu exemplos desses ultimos e correlacionou suas descobertas no pancreas
com as "células amarelas" epiteliais intestinais de Schmidt. Embora as ultimas células
mostrassem caracteristicas semelhantes as células claras do pancreas em relacdo a sua localizacao
e formacdo dentro da mucosa, Feyrter observou que as "células amarelas™ epiteliais intestinais de
Schmidt sé se desenvolviam por endofitismo ou brotamento quando induzidas por inflamacéo,
um termo que tinha sido originalmente usado por Masson (SCHMIDT, 1905; MASSON, 1914).

Feyrter sugeriu que 0 processo de proeminéncia era 0 mecanismo que levava ao
desenvolvimento de carcindides no trato gastrointestinal. As semelhangas entre as células claras
de Feyrter e as células amarelas de Schmidt, bem como o fato de que os carcindides derivados
destes tipos de células ocorriam com prevaléncia variavel em todo o intestino, sugeriram a
Feyrter que havia diferentes tipos de "células amarelas™, com diversas funcdes e localiza¢des nas
regides do epitelio gastrointestinal (MODLIN et al., 2006)

Além disso, em alusdo aos plexos de Meissner e de Auerbach, Feyrter sugeriu que as
células endocrinas difusas também eram conectados & uma rede neural através da parede do trato
gastrointestinal (MODLIN et al., 2006).

Feyrter ainda comparou o sistema endécrino difuso ao tecido neuroendotelial encontrados
na associacdo anatémica da zona interior do cértex da adrenal com a medula da adrenal e propds
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gue o SNED desenvolveu-se pela quimiotaxia de células do tecido nervoso para locais
especificos do corpo (MODLIN et al., 2006).

Em 1939, Sunder-Plassmann sugeririu que as células claras originavam-se a partir da
crista neural (SUNDER-PLASSMANN, 1939), e em 1940, Altmann (ALTMANN, 1940)
apresentou a hipétese que algumas das células podem ser sensores quimicos derivados do
neuroectoderma, em seu manuscrito relativo as células parafoliculares da tiredide e suas relacfes
com as célula amarelas do intestino. Esse conceito foi apoiado por Pagés em 1955, na Franca, em
sua tese sobre o sistema de células claras de Feyrter (PAGES, 1955).

Em 1966, Pearse, em Londres, finalmente forneceu um sistema de classificagdo que
unificava a variedade de células enddcrinas difusamente espalhadas com introducdo do termo
APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation), devido a capacidade das células
enddcrinas de captar precursores de aminas biologicamente ativas, produzir aminas ativas por
meio da descarboxilacdo intracelular, e posteriormente armazena-las em granulos de secre¢éo.
Essa sigla reuniu num conjunto as principais caracteristicas biogquimicas comuns para todas essas
células e possibilitou Pearse a propor uma hipotese unificadora. Mais de 40 células, incluindo as
células claras de Feyrter, ndo s6 eram capazes de processar aminas e de produzir hormonios
polipeptideos, mas também compartilhavam varias caracteristicas citoquimicas e ultra-estruturais
que permitiu que elas fossem classificadas em um unico grupo (PEARSE, 1968; PEARSE, 1969,
RODRIGUES; FONSECA; NEVES, 2005).

Essas células ndo foram apenas localizadas dentro do Sistema Neuroendocrino Difuso,
mas também dentro de glandulas enddcrinas classicas, como, a tiredide, e em tecidos nervosos,
como o hipotalamo, por exemplo. Pearse também propds que todas as celulas da série APUD
eram derivadas da crista neural (PEARSE, 1977). Essas células ndo eram apenas coordenadas
entre si no que diz respeito a producédo de peptideos e aminas com atividade hormonal, como os
hormdnios paracrinos e 0s neurotransmissores, mas também foram acoplados com o sistema
nervoso somatico e autbnomo como um controlador super-ordenado (DAY'; SALZET, 2002).

A descoberta inicial de Feyrter desencadeou a fase em que endocrinologia classificou as
células neuroenddcrinas como um grupo coeso por meio do conceito de SNED ou do modelo
APUD. Como os campos de endocrinologia gastroenterologica, de endocrinologia peptidica e de
neuroendocrinologia tornaram-se cada vez mais interligados, os conceitos originais foram
ampliados e revistos devido aos melhores resultados das técnicas de coloragdo, ao avango das
metodologias de biologia molecular e da identificacdo de neuropeptideos e marcadores de células
(HSU et al., 1981; BISHOP; POLAK, 1989; BISHOP; POWER; POLAK, 1988; LANGLEY,
1994).

Continua a ser uma questdo de debate se as células da série APUD sdo de origem
ectodérmica ou endodérmica. Pearse foi 0 primeiro a sugerir que todas as células dessa série eram
derivadas da crista neural, tentando fornecer evidéncias para a sua hipotese por meio de
experimentos com embrides de galinha (PEARSE; POLAK, 1971). Embora os resultados tenham
apoiado claramente uma origem ectodérmica, 0 mesmo concluiu que a origem ainda ndo estava
totalmente determinada (MODLIN et al., 2006).

Apesar de ter modificado a sua teoria original, introduzindo o termo “epiblasto
neuroenddcrino-programado”, ele postulou que enquanto as caracteristicas funcionais de células
neuroendocrinas atendiam a hipOtese neuroectodérmica, as caracteristicas morfologicas
indicavam um desenvolvimento endodérmico (MODLIN et al., 2006)
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No entanto, para Pearse, a origem das células ndo era uma questdo fundamental, ele
estava mais preocupado com a identificacdo das células e se as mesmas tinham plasticidade
fenotipica ou ja estavam pré-determinadas para suas fun¢ées (PEARSE; TAKOR, 1979).

A visdo atual do SNED inclui neurénios e células enddcrinas partilhando de um programa
comum fenotipico caracterizado pela expressdo de marcadores, como neuropeptideos,
cromograninas, enzimas de processamento de neuropeptideos, além de SPC2, SPC3 e UCHL1,
gue sdo biomarcadores neuronais (DAY; SALZET, 2002; SOWER; SUZUKI; REED, 2000;
DAY, 2010; TOESCU, 2012).

2.3.2 Peptideos Reguladores e Aminas Biogénicas

As células do Sistema Neuroendocrino Difuso podem sintetizar e secretar diferentes tipos
de substdncias como gastrina, secretina, insulina, glucagon, motilina, serotonina,
colecistoquinina, somatostatina, entre outras (GARTNER; HIAT, 2003; LEBOFFE, 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; OVALLE; NAHIRNEY, 2008; GARTNER; HIAT, 2011;
ROSS; PAWLINA; BARNASH, 2012). Essas células foram identificadas no sistema digestorio
de diversos vertebrados, como especificado na introdugdo do trabalho (POLAK et al., 1974;
PINHEIRO, CARDOSO & SALES, 1989; YAMANAKA et al.,1989; YAMADA, et al., 1993;
BALTAZAR et al., 1998; AGUNGPRIYONO et al., 2000; KU, LEE, PARK, 2001; KU et al., 2003;
LEE & KU, 2004; TRANDABURU & TRANDABURU, 2007; NASCIMENTO et al. 2007,
MACHADO-SANTOS et al., 2009; MENDES et al., 2009; ATALAR; BAYRAKDAR, 2011).

As células secretores das substancias supracitadas podem ser classificadas quanto a forma de
liberagdo do conteddo dos seus granulos como enddcrinas (percorrem trechos pela circulagdo
sanguinea para agir na célula-alvo), paréacrinas (produto liberado no intersticio e acdo em celulas
vizinhas) ou neurdcrinas (substancia idénticas a neurossecrecdes) (GARTNER; HIAT, 2003;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008)

O referencial tedrico desta secdo terciaria foi elaborado de acordo com o0s peptideos
reguladores estudados neste trabalho, que foram o enteroglucagon, a gastrina, a serotonina e a
somatostatina.

. Enteroglucagon (Glucagon)

E um hormdnio polipeptidico sintetizado pelas células alfa das ilhotas pancreéticas e
também por células dispersas pelo tubo gastrintestinal, principalmente estbmago e intestino
delgado. O glucagon tem papel regulador na estimulacdo da glicogendlise pelos hepatdcitos,
elevando os niveis de glicose no sangue. O aumento da secre¢do de glucagon é regulado por
diversos fatores como: a diminuicdo da glicose no plasma, 0 aumento das catecolaminas-
norepinefrina e epinefrina, 0 aumento dos aminoécidos no plasma, influéncia do sistema nervoso
simpatico, da acetilcolina e da colecistoquinina, enquanto sua diminuicdo € regulada pela
somatostatina e pela insulina (GARTNER; HIAT, 2003; ALBERTS, 2010).

. Gastrina
A atividade secretora tanto das células parietais como das células principais é controlada
pelo sistema nervoso autdnomo e pelo hormdnio gastrina secretado pelas células neuroenddcrinas

da regido pildrica do estdmago (YOUNG et al., 2007).
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A gastrina é liberada pelas células G localizadas nas glandulas gastricas na regido do antro
do estbmago e do duodeno, que estdo, também, dispersas nas ilhotas de Langerhans. A gastrina
estimula a liberacdo géstrica de HCI pelas células parietais do esttmago e a motilidade géstrica,
aumentando a contracdo da musculatura lisa (GARTNER & HIATT, 2003).

A gastrina também possui um efeito tréfico na mucosa géstrica, com a estimulagéo do seu
crescimento, esvaziamento e taxa de divisdo celular das células regeneradoras gastricas.
(GARTNER & HIATT, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

= Serotonina

Essa amina biogénica apresenta 3 nomes: Enteramina, serotonina e 5-hidroxitriptamina
(5-HT). O primeiro foi dado por Erspamer em 1930 a uma amina das células enterocromafins. O
segundo nome foi dado por Rapport em 1948 a uma amina vasoconstrictora do soro sanguineo. O
produto biologicamente ativo nos dois casos foi identificado quimicamente com a 5-
hidroxitriptamina (5-HT), que foi detectada também como um neurotransmissor do sistema
nervoso (MAVC, 2003).

A 5-hidroxitriptamina distribui-se no organismo nas seguintes percentagens: 90% nas
células enterocromafins do trato gastrointestinal, 8% nas plaquetas e 2% no sistema nervoso
central (MAVC, 2003). Tem acdo moduladora na regulagdo do humor, do sono, da atividade
sexual, do apetite, do ritmo circadiano, das fungdes neuroenddcrinas, na temperatura corporal, na
sensibilidade a dor, na atividade motora, nas funcbes cognitivas e também age aumentando 0s
movimentos perstalticos (GARTNER; HIAT, 2003).

= Somatostatina

Recebeu esta denominagdo por sua capacidade de inibir a liberagdo do horménio de
crescimento (somatotrofina), tendo funcéo inibidora em muitos 6rgdos como tiredide, pancreas,
estdbmago e vesicula biliar. Inibe também a liberacdo de horménios pelas células enteroenddcrinas
em sua vizinhanga. A somatostatina atua nas células produtoras de gastrina e nas células
semelhantes as enterocromafins, inibindo a liberacdo de suas secrecfes (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

No estdbmago (piloro) e intestinos delgado (duodeno) e grosso é produzida e secretada
pelas células D, tendo como funcdo inibir a producdo de HCI géstrico, inibindo a liberacao de
gastrina secretada pelas células G (GARTNER; HIATT, 2003; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; KIERSZENBAUM, 2008). No pancreas endocrino ¢ liberada pelas células ¢ das ilhotas de
Langerhans, apresentando efeitos enddcrinos e paracrinos. Endocrinamente atua nas células
musculares lisas do TGI e da vesicula biliar, diminuindo a motilidade. Paracrinamente atua nas
células o e B, inibindo a liberagdo de hormonios endodcrinos como a insulina e o glucagon
(GARTNER; HIATT, 2003; YOUNG et al., 2007). O gene que codifica a somatotastina nas
células secretoras é ativado pelo AMP ciclico (ALBERTS et al., 2010).

A somatostatina é liberada em resposta ao aumento do nivel de glicose, aminoacidos e
quilomicrons no sangue, que ocorre apos as refeicdes (GARTNER; HIATT, 2003).

13



3 METODOLOGIA
3.1 Materiais

Foram estudados os tratos gastrointestinais de 2 individuos de cada uma das seguintes
espécies Caracara plancus (Falconidae) e Asia clamator (Strigidae).

3.2 Métodos
3.2.1 Coleta

As aves estudadas foram doadas (licenga nimero 57/001 — CT RJ, em anexo) pelo Centro
de Triagem de Animais Silvestres (CETAS-RJIBAMA), ja conservadas por congelamento.
Posteriormente foram fixadas em formol a 10 %.

3.2.2 Técnicas histologicas e estudos histoquimicos

Foram realizadas as técnicas histologicas, com registro do material, fixacdo, clivagem,
inclusdo (desidratacdo, diafanizacdo, impregnacdo e formacdo do bloco), execucBes dos cortes
em parafina (microtomia), coloragdo (hematoxilina e eosina) e montagem. Para o estudo
histoquimico foram utilizadas as técnicas de PAS e Alcian blue pH 2,5.

. Preparacao dos cortes histoldgicos

Fragmentos do es6fago, proventriculo, ventriculo e intestino foram fixados em formol a
10% e posteriormente colocados em alcool 70%. Estes materiais foram encaminhados para o
Laboratorio de Histologia e Embriologia da UFRRJ, onde foram processados pela técnica
histoldgica de rotina que inclui: desidratagdo (em uma série crescente de etanol - 70° GL a 100°
GL), diafanizacdo em xilol, impregnacdo e inclusdo em parafina para obtencdo de cortes
histoldgicos de 5um espessura.

. Anélise histologica e histoquimica

Protocolo histoldgico convencional de Hematoxilina-Eosina (HE) foi aplicado aos cortes
obtidos, para o exame da arquitetura dos orgaos avaliados pela microscopia de luz. Para a analise
histoquimica foram utilizadas as técnicas do acido periodico Schiff (PAS) e do Alcian blue (AB)
pH 2.5 para evidenciacdo de glicosaminoglicanos (GAGS) neutros e acidos, respectivamente.

. Observacdes e Fotomicrografias

Fotomicrografias das amostras de cada um dos espécimes avaliados foram obtidas com
uma camera digital Nikon Coolpix 4300 acoplada a um microscépio Olympus BX41.

3.2.3 Estudo Imunohistoquimico

. Meétodo imunohistoquimico utilizado
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Complexo avidina-biotina-peroxidase, também conhecido pela sigla ABC, foi o
procedimento aplicado para evidenciar células enddcrinas no eséfago, proventriculo, ventriculo e
intestino dos espécimes coletados para elaboracdo deste trabalho. Nessa técnica sdo usados trés
reagentes: O anticorpo primario, que se ligara ao receptor do hormdnio especifico, o qual se
deseja evidenciar; o anticorpo secundario que é produzido ligado a uma molécula da vitamina
biotina (C) e que se ligara a receptores do anticorpo primario; e o complexo de glicoproteinas -
Avidina pronta a partir da biotina e peroxidase - (AB) que se unird ao reagente anterior, 0
anticorpo secundario.
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llustracdo 1. Representacdo do método imunoenzimatico ABC -peroxidase - Complexo
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avidina-biotina-enzima. O complexo é formado pela ligacdo de uma molécula de (strept)
avidina com vérias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que tem como funcéo a
conversdo de um cromogeno incolor em um produto final que pode conferir cor aos antigenos

teciduais marcados. www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm

Neste estudo imunohistoquimico os cortes histoldgicos foram submetidos as etapas de
procedimento de rotina da técnica de imuno-histoquimica (Quadro 1), entre as quais inclui a
incubacdo com os anticorpos especificos para: glucagon, serotonina (5-HT), gastrina e
somatostatina (Quadro 2). Ap0s 0 processamento imunohistoquimico, 0s cortes contracorados
pela hematoxilina de Harris para melhor visualizagdo ao microscopio.

Para investigar a especificidade das reacOes foram realizados controles negativos e
positivos. Os controles negativos foram obtidos com a substituicdo do anticorpo primario por
soro ndao imune e PBS (pH 7,4). Os controles positivos foram obtidos usando cortes histologicos
de tecido para cada respectivo anticorpo, conforme indicado na ficha de dados do produto.
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Quadro 1: Etapas da Técnica Imunohistoquimica

1.Preparacédo dos cortes histoldgicos (desparafinizacdo e hidratacéo)

-Passagem dos tecidos em xilol (2 x 15 minutos cada).

-Passagem dos tecidos em alcool absoluto (2 x 3 minutos cada).

-Passagem dos tecidos em alcool 95% por 3 minutos.

-Passagem dos tecidos em alcool 80% por 3 minutos.

-Passagem dos tecidos em alcool 70% por 3 minutos.

- Lavagem dos tecidos em agua corrente.

2. Recuperacdo antigénica pelo método de irradiacdo por microondas. Objetivos:
Restabelecer os sitios antigénicos e eliminar as ligacdes cruzadas formadas com o formol. —
Incubacdo dos tecidos no tampdo citrato em um recipiente apropriado. Leva-lo ao forno de
microondas, poténcia maxima (900 W), por tempo apropriado (3 x por 5 minutos) sempre
verificando o volume do tampéo.

3. Lavagem dos tecidos com tampé&o de lavagem (PBS) (3 x por 3 minutos).

4. Bloqueio da peroxidase enddgena - Imersdo dos tecidos em solucdo de peroxido de
hidrogénio a 3% em metanol por 15 minutos.

5. Lavagem dos tecidos com tampdo de lavagem (PBS) (3 x por 3 minutos).

6. Bloquear sitios inespecificos — Incubacdo dos tecidos com soro normal (da espécie em que
0 anticorpo secundario tenha sido produzido) em cémara Umida por 30 minutos em
temperatura ambiente.

7. Lavagem dos tecidos com tampao de lavagem (2 x por 3 minutos).

8. Incubacdo dos tecidos com Anticorpo Primario em camara Umida por 1 hora em
temperatura ambiente, na dilui¢cdo recomendada.

9.Lavagem dos tecidos com tampéao de lavagem (PBS)em camara Umida (3 X por 3 minutos).
10. Incubacdo dos tecidos com Anticorpo Secundério Biotinilado (C) em cdmara Umida por
30 minutos em temperatura ambiente.

11. Lavagem dos cortes com tampéao de lavagem em camara Umida (3 x por 3 minutos).
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12. Incubagdo com o Complexo Avidina Biotina(AB) por 30 minutos em camara Umida em

temperatura ambiente.

13. Lavagem dos cortes com tampé&o de lavagem (3 x por 3 minutos).

14. Aplicacéo da solucdo de substrato-cromogeno DAB(em ambiente escuro) por 5 minutos,

ou até que o preparado adquira cor acastanhada.

15. Lavagem dos tecidos em agua destilada.

16. Desidratacdo dos tecidos em uma bateria crescente de alcoois: 80%, 95%, 100% (2x) e

xilol (2x).

17. Montagem das laminas com Entellan.

Quadro 2. Detalhes dos anticorpos primario utilizados neste estudo.

Anticorpo Primario Cadigo Diluicdo | Laboratdrio
Anti-Gastrina GO0785 1:1.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Anti-Somatostatina A566 1:300 Dako Corp., CA, USA
Anti-Glucagon G2654 1:2.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
Anti-Serotonina S5545 1:8.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA
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4 RESULTADOS
4.1  Coruja-orelhuda

Os resultados relativos a essa espécie foram consolidados no quadro 3.
4.1.1 Esofago

No estudo histologico realizado por meio da técnica de coloracdo de hematoxilina e
eosina (figuras 1, 2 e 3), o es6fago, tanto na regido proximal quanto na distal, apresenta as
camadas mucosa, submucosa, muscular e adventicia (figura 1). A camada mucosa, com dobras
longitudinais (figura 1), é revestida por um epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado,
com poucas camadas celulares, onde desembocam glandulas mucosas tubulosas (figuras 2 e 3),
podendo apresentar ramificagcbes. A lamina propria € constituida por tecido conjuntivo frouxo
apresentando infiltracdo linfoide difusa (figuras 2 e 3). A muscular da mucosa é formada por
musculo liso orientado em sentido longitudinal. A camada submucosa é composta por tecido
conjuntivo com vasos sanguineos e linfaticos, alem do plexo de Meissner. A camada muscular
apresenta células musculares estriadas esqueléticas em corte transversal e lisas em cortes
transversal e longitudinal. A adventicia é formada por tecido conjuntivo frouxo (figura 1).

Por meio das técnicas histoquimicas do acido periddico de Schiff (PAS) (figuras 4, 5 e 6)
e do alcian blue (AB) PH 2,5 (figuras 7, 8 e 9) foi possivel identificar a marcacao positiva nas
glandulas da mucosa para glicosaminoglicanos neutros e acidos, respectivamente. Para a técnica
de AB PH 2,5 foi possivel identificar a reacdo mais forte na regido basal das glandulas (figura 9).

N&o foram observadas células imunorreativas a gastrina, glucagon, serotonina e
somatostatina no es6fago.

4.1.2 Proventriculo

As camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa foram observadas no proventriculo no
estudo histolégico realizado por meio da técnica de coloragdo de hematoxilina e eosina (figura
10). A camada mucosa é pregueada, formando dobras separadas por sulcos (figura 11). O epitelio
da mucosa é simples cilindrico mucossecretor e se estende para o interior dos sulcos (figura 11).
As glandulas mucosas tubulares ramificadas se abrem nas bases dos sulcos (figura 11). A lamina
prépria € formada por tecido conjuntivo frouxo e apresenta infiltracdo linféide. A muscular da
mucosa é formada por células musculares lisas longitudinalmente orientadas. A camada
submucosa do proventriculo é estreita, formando septos interglandulares, e deslocada pelas
grandes e numerosas glandulas submucosas tubulares (figura 12). A camada muscular é
constituida pelas camadas longitudinal interna, circular média e longitudinal externa. A camada
serosa € formada por tecido conjuntivo frouxo revestido por um epitélio simples pavimentoso
(mesotelio).

As técnicas histoquimicas evidenciaram as células produtoras de mucopolissacarideo no
epitélio de revestimento, demonstrando um epitélio mucossecretor (figuras 13 a 16).

Foram observadas nas glandulas submucosas células imunorreativas a gastrina (figuras 17
a 20), ao glucagon (figuras 21 a 23), a serotonina (figuras 24 e 25) e a somatostatina (figuras 26 a
29).
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4.1.3 Ventriculo (moela ou estdmago mecanico)

As camadas mucosa, muscular e serosa foram observadas no ventriculo no estudo
histoldgico realizado por meio da técnica de coloragdo de hematoxilina e eosina.

O epitelio de revestimento da camada mucosa é formado por células cilindricas em
arranjo simples. A superficie do epitélio esta revestida por um produto de secrecdo, que é
produzido pelas glandulas tubulares, evidenciadas pelas técnicas histoquimicas. A lamina prépria
é constituida por tecido conjuntivo frouxo e glandulas. A camada muscular é formada por
mausculo liso e por tecido conjuntivo, enquanto a serosa € formada por tecido conjuntivo frouxo e
mesotélio.

N&o foram detectadas no ventriculo células imunorreativas a gastrina, ao glucagon, a
serotonina e a somatostatina.

4.1.4 Intestinos

No estudo histolégico realizado por meio da técnica de coloracdo de hematoxilina e
eosina foram evidenciadas as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa (figura 30).

No intestino delgado podem ser observadas vilosidades e criptas de Lieberkiihn, que séo
glandulas intestinais que se estendem até a camada muscular da mucosa, formada por células
musculares lisas (figura 30).

O revestimento da camada mucosa apresenta um epitélio simples cilindrico com células
caliciformes e borda estriada (figura 30), representando os microvilos em microscopia optica. As
células caliciformes apresentam-se fortemente coradas pelas técnicas de PAS (figura 31) e AB
PH 2,5 (figuras 32 e 33). Esta ultima técnica também evidenciou a presenca de células secretoras
de muco na base das criptas, corando fortemente suas regides apicais (figura 33). A lamina
propria e a camada submucosa contém tecido linféide nodular e difuso. A camada muscular €
constituida por uma camada circular interna e uma longitudinal externa. A serosa é formada por
tecido conjuntivo frouxo e mesotélio.

Ligados a juncdo entre o intestino delgado e o intestino grosso encontram-se 0s cecos, que
sdo dois apéndices em fundo cego. Os vilos estdo presentes no orificio, mas diminuem e séo
perdidos no final do 6rgdo. A ldmina propria e a tanica submucosa contém tecido linféide difuso
e agregado. O intestino grosso apresenta caracteristicas similares ao intestino delgado, porém
com vilos mais curtos e espessos e uma quantidade maior de células caliciformes.

Foram observadas no epitélio e nas glandulas de Lieberkiihn células imunorreativas ao
glucagon (figuras 34, 35 e 36) e a serotonina (figuras 37 a 41).

Foram identificadas células imunorreativas a gastrina somente no epitélio (figura 42).

N&o foram identificadas células marcadas com antisoro anti-somatostatina em nenhuma
regido dos intestinos.

4.2  Carcara
Os resultados relativos a essa espécie foram consolidados no quadro 4.
4.2.1 Esb6fago

No estudo histologico realizado por meio da técnica de coloracdo de hematoxilina e
eosina, o esdfago apresenta as camadas mucosa, submucosa, muscular e adventicia (figura 43). A
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camada mucosa, com dobras longitudinais (figura 43), € revestida por um epitélio estratificado
pavimentoso nao queratinizado (figura 44), onde desembocam glandulas mucosas tubuloacinosas,
bem evidenciadas pelas técnicas histoquimicas de PAS (figuras 45 e 46) e AB PH 2,5 (figuras 47
e 48). Algumas glandulas foram observadas apenas na base e outras secretando para o [lumem. A
lamina propria é constituida por tecido conjuntivo frouxo apresentando infiltracdo linfoide difusa.
A muscular da mucosa é formada por musculo liso orientado em sentido longitudinal. A camada
submucosa é composta por tecido conjuntivo com vasos sanguineos e linfaticos. A camada
muscular apresenta células musculares estriadas esqueléticas em corte transversal e lisas em
cortes transversal e longitudinal. A adventicia é formada por tecido conjuntivo frouxo (figura 43).

N&o foram observadas células imunorreativas a somatostatina (figura 49), glucagon
(figura 50), gastrina (figura 51), serotonina (firgura 52) no esofago.

4.2.2 Proventriculo

As camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa foram observadas no proventriculo no
estudo histoldgico realizado por meio da técnica de coloracdo de hematoxilina e eosina (figuras
53 e 54). A camada mucosa é pregueada, formando dobras separadas por sulcos (figura 55). O
epitélio da mucosa é simples cilindrico e se estende para o interior dos sulcos (figuras 53 e 55).
As glandulas mucosas tubulares se abrem nas bases dos sulcos (figura 53 e 54). A lamina propria
é formada por tecido conjuntivo frouxo e apresenta infiltracdo linféide. A muscular da mucosa é
formada por células musculares lisas longitudinalmente orientadas. A camada submucosa do
proventriculo é estreita e deslocada pelas grandes e numerosas glandulas submucosas tubulares
(figura 54). A camada muscular é constituida pelas camadas longitudinal interna, circular média e
longitudinal externa. A camada serosa € formada por tecido conjuntivo frouxo revestido por um
epitélio simples pavimentoso (mesotélio).

As técnicas histoquimicas de AB PH 2,5 (figuras 57 a 59) e PAS (figuras 61 e 62)
evidenciaram com uma forte marcacao as células produtoras de mucopolissacarideo no epitélio
de revestimento da regido mucosa, demonstrando um epitélio mucossecretor. Também foi
observada a marcacdo do produto de secrecdo na luz das glandulas submucosas, mais forte na
técnica de PAS (figuras 63 e 64) e mais fraca na técnica de AB PH 2,5 (figura 60).

Foram observadas nas glandulas submucosas células imunorreativas ao glucagon (figuras
65 a 68) e a somatostatina (figuras 69 a 72).

Né&o foram observadas células imunorreativas a gastrina e a serotonina.

4.2.3 Ventriculo (moela)

As camadas mucosa, muscular e serosa foram observadas no ventriculo no estudo
histoldgico realizado por meio da técnica de coloragdo de hematoxilina e eosina.

O epitélio de revestimento da camada mucosa é simples formado por células cilindricas.
A superficie do epitélio esta revestida por um produto de secrecdo, que é produzido pelas
glandulas tubulares, evidenciadas pelas técnicas histoquimicas de AB PH 2,5 (figuras 73 e 74) e
PAS (figuras 75 a 78). As glandulas da mucosa séo tubulares, podendo apresentar ramificacGes
(figura 75). A lamina propria € tipica. A camada muscular € formada por musculo liso e por
tecido conjuntivo, enquanto a serosa é formada por tecido conjuntivo frouxo e mesotélio.

N&o foram detectadas nas glandulas tubulares nem no epitélio células imunorreativas a
gastrina, ao glucagon, a serotonina e a somatostatina.
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4.2.4 Intestinos

No estudo histologico realizado por meio da técnica de coloracdo de hematoxilina e
eosina foram evidenciadas as camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa.

No intestino delgado foram observadas vilosidades e criptas de Lieberkihn, que sédo
glandulas intestinais que se estendem até a camada muscular da mucosa, esta formada por células
musculares lisas (figura 79).

O revestimento da camada mucosa apresenta um epitélio simples cilindrico com células
caliciformes e borda estriada, representando os microvilos em microscopia Optica. As células
caliciformes apresentam-se coradas pelas técnicas de PAS (figura 80 e 81) e AB PH 25. A
lamina prépria e a camada submucosa contém tecido linféide nodular e difuso. A camada
muscular é constituida por uma camada circular interna e uma longitudinal externa. A serosa é
formada por tecido conjuntivo frouxo e mesoteélio.

Ligados a juncdo entre o intestino delgado e o intestino grosso encontram-se 0s cecos, que
sdo dois apéndices em fundo cego. Os vilos estdo presentes no orificio, mas diminuem e séo
perdidos no final do 6rgdo. A lamina propria e a tdnica submucosa contém tecido linféide difuso
e agregado. O intestino grosso apresenta caracteristicas similares ao intestino delgado, porém
com vilos mais curtos e espessos e uma quantidade maior de células caliciformes.

Foram observadas nas glandulas de Lieberkiihn (figura 82) células imunorreativas ao
glucagon.

N&o foram identificadas células marcadas com antisoro anti-somatostatina, anti-
serotonina e anti-gastrina em nenhuma regido dos intestinos.

Quadro 3: Marcagdo imunohistoquimica em 6rgaos do TGI de Asio clamator.

Gastrina Glucagon Serotonina | Somatostatina

Esofago - - - -

Proventriculo
(Glandulas + + + +
Submucosas)

Proventriculo - - - -
(Epitélio)

Ventriculo - - - -

Intestinos
(Glandulas de - + + -
Liberkuhn)

Intestinos + - - -
(Epitélio)

Legenda: Ausente —
Presente +
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Quadro 4: Marcagdo imunohistoquimica em 6rgdos do TGI de Caracara plancus.

Gastrina

Glucagon

Serotonina

Somatostatina

Es6fago

Proventriculo
(Glandulas
Submucosas)

+

+

Proventriculo
(Epitélio)

Ventriculo

Intestinos
(Glandulas de
Liberkihn)

Intestinos
(Epitélio)

Legenda:

Ausente —

Presente +
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Mu

Su M

A

Figura 1: Es6fago de Asio clamator. Regido proximal. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala:
100um. Mu — Mucosa, Su — Submucosa, M — Muscular e A — Adventicia.

GT

Ep

Figura 2: Es6fago de Asio clamator. Camada mucosa. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala:
50um. Ep - Epitélio; GT — Glandula tubulosa
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50um

Figura 4: Esdfago de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 100um

Figura 3: Esdfago de Asio clamator. Regido distal. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala:
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Figura 5: Es6fago de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 50um

GT

Figura 6: Es6fago de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 50um. GT — Glandula tubulosa
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Figura 7: Es6fago de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um

Figura 8: Esdfago de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50pum
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Rb

Ra

Figura 9: Esdfago de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um. Ra — Regido apical;
Rb- Regido basal

Figura 10: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 100um
Mu — Mucosa, Su — Submucosa, M — Muscular e S — Serosa.



Figura 11: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 100 pum
S- Sulcos

Figura 12: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 50um
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Figura 13: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 100um

Figura 14: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 50pum
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Figura 15: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um

Figura 16: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50um
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Figura 17: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Gastrina. Escala: 100um

Figura 18: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Gastrina. Escala: 50pum
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Figura 19: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunorreativas para Gastrina. Escala: 50um

Figura 20: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Gastrina. Escala: 50pum
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Figura 21: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 100pum

Figura 22: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um
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imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um

Figura 24: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum

Figura 23: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
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Figura 25: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum

Figura 26: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 100pum
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Figura 27: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 100um

Figura 28: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 50pum
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Figura 29: Proventriculo de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 50pum

Figura 30: Intestino (vilosidades) de Asio clamator. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 50
pum. Vi- Vilosidades; Li - Criptas de Liberkihn.
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Figura 31: Intestino de Asio clamator. Técnica: PAS. Escala: 100um

Figura 32: Intestino de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100pum
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Cal

Li

Figura 33: Intestino de Asio clamator. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um. Cal — Células
caliciformes; Li - Criptas de Liberkiihn

Figura 34: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um



Figura 35: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um

Figura 36: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um
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Figura 37: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 100pum

Figura 38: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum
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Figura 39: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum

Figura 40: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum
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Figura 41: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum

Figura 42: Intestino de Asio clamator. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Gastrina. Escala: 50pum
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Figura 43: Esdfago de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 100um. Mu —
Mucosa, Su — Submucosa, M — Muscular e A — Adventicia.

Figura 44: Esofago de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 50pum
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Figura 45: Es6fago de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 100pum

Figura 46: Esofago de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um
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Figura 47: Es6fago de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um

Figura 48: Es6fago de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50pum
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Figura 49: Es6fago de Caracara plancus — Somatostatina ausente no epitélio
Escala: 50pm

Figura 50: Es6fago de Caracara plancus - Glucagon ausente no epitélio. Escala: 50um
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Figura 51: Es6fago de Caracara plancus — Gastrina ausente no epitélio. Escala: 50pum

Figura 52: Es6fago de Caracara plancus— 5HT Ausente nas glandulas. Escala: 50um
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Figura 53: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 100pum

Figura 54: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 100um
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Figura 55: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina. Escala: 50um

Figura 56: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um
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Figura 57: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50um

Figura 58: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50um
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Figura 59: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50um

Figura 60: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 100um
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Figura 61: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um

Figura 62: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um
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Figura 63: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 100um

Figura 64: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 100um

54



Figura 65: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um

Figura 66: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um
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Figura 67: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um

Figura 68: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Glucagon. Escala: 50um
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Figura 69: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 100um

Figura 70: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 50pum
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Figura 71: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 50pum

Figura 72: Proventriculo de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Somatostatina. Escala: 50pum
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Figura 73: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50pum

Figura 74: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: AB pH 2,5. Escala: 50pum
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Figura 75: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um

Figura 76: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um
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Figura 77: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um

Figura 78: Ventriculo de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um
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Figura 79: Intestino (vilosidades) de Caracara plancus. Técnica: Hematoxilina e Eosina.
50 pum.

Figura 80: Intestino de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um

Escala:
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Figura 81: Intestino de Caracara plancus. Técnica: PAS. Escala: 50um

Figura 82: Intestino de Caracara plancus. Técnica: Imunoistoquimica / Células enddcrinas
imunoreativas para Serotonina. Escala: 50pum
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5 DISCUSSAO

5.1  Coruja-orelhuda

5.1.1 Eso6fago

As camadas mucosa, submucosa, muscular e adventicia observadas estdo de acordo com o
descrito na literatura para vertebrados, conforme Banks (1991) e George; Castro (1998). Também
foram descritas em estudos histoldgicos de TGI de galinhas (HODGE, 1974), de faisdo dourado
(ZHANG; YU, 2000) e de galo das neves himalaio (MA, 2009). Em aves de rapina, foram
observadas no falcdo peregrino, no quiriquiri e em Otus asio, de acordo com Lazareff (1949) e na
aguia real, em estudo realizado por Yang et al. (2008).

As dobras longitudinais encontradas na luz do esb6fago formadas pela mucosa e
submucosa, foram descritas por Illanes et al. (2006) e por Monteiro et al. (2009) em avestruzes,
assim como a mucosa revestida por epitélio estratificado pavimentoso ndo queratinizado, também
descrito para o faisdo dourado, o galo das neves himalaio, o pavdo de java e Otus asio, por
(Zhang; Yu, 2000), por Ma (2009), por Lu; Wang; Wang (2004) e por Lazareff (1949),
respectivamente. Na aguia real (YANG et al, 2008), na abetarda (LIU et al., 2002) e no mocho
dos banhados (LAZAREFF, 1949) o epitélio apresenta pouca queratinizacdo. Vale ressaltar que
na coruja-orelhuda o epitélio é estratificado, porém com um numero de camadas menor em
relacdo ao observado nas espécies supracitadas.

Na lamina propria observou-se numerosas glandulas tubulosas, como descrito também
para Otus asio e para 0 mocho dos banhados por Lazareff (1949) e diferente do apontado na
literatura para avestruzes por lllanes et al. (2006) e por Monteiro (2009), que as identificaram
como tubuloacinosas. A muscular da mucosa com células musculares lisas dispostas em sentido
longitudinal, a submucosa de tecido conjuntivo frouxo com vasos sanguineos, bem como a
camada muscular e a adventicia tipicas correspondem as descrigdes de Banks (1991) em aves
domésticas e de Lazareff (1949) em Otus asio e no mocho dos banhados.

A presenca de células secretoras de glicosaminoglicanos neutros e &cidos nas glandulas da
mucosa estdo de acordo com o descrito por Suganuma et al. (1981) para peixes, anfibios, répteis,
mamiferos e aves.

Ndo foram observadas células imunorreativas a gastrina, glucagon, serotonina e
somatostatina no eséfago, resultados que estdo de acordo com os descritos por Yamanaka et al.
(1989) em galinhas, por Saito et al. (1989) em pombos e por Gulmez et al. (2002) em gansos.

Células imunorreativas a serotonina e a somatostatina foram descritas no es6fago de sapos
por Ku et al. (2003), e apenas a serotonina no esdfago de lagarto por Lee; Ku (2004).

5.1.2 Proventriculo

As caracteristicas histologicas do proventriculo aproximam-se as descritas em aves
domeésticas por Banks (1991), George; Castro (1998) e Bacha; Bacha (2003), em avestruzes por
Bezuidenhout; Van Aswegen (1990) e Monteiro (2009), em Passeriformes australianos por
Ogunkoya; Cook (2009), em Otus asio e no mocho dos banhados por Lazareff (1949).

64



Dellmann (1993) descreve o epitélio de revestimento como simples cubico em aves
domésticas, o que difere do resultado do presente trabalho e dos autores citados no paragrafo
anterior, que o descrevem como simples cilindrico.

As técnicas histoquimicas evidenciaram as células produtoras de glicosaminoglicanos no
epitélio de revestimento, resultados similares aos de Suganuma et al. (1981) para peixes, anfibios,
répteis, mamiferos e aves.

Células imunorreativas a gastrina também foram detectadas em galinhas (YAMANAKA
et al., 1989; AKSQOY; CINAR, 2009), em pombos (SAITO et al., 1989) e em gansos (GULMEZ
et al., 2002).

Células imunorreativas ao glucagon foram detectadas apenas nas glandulas submucosas
do proventriculo. De acordo com Yamada et al. (1985), em tentilhdos, pombos, codornas,
galinhas, patos, gaivotas e gavides, e conforme Mendes et al. (2009), no tico-tico, também sé&o
encontradas no epitélio, mesmo que em pequena quantidade.

Em relacdo a serotonina, os resultados estdo de acordo com o descrito em outras aves, por
Tarakci et al. (2008), no avestruz, por Yamanaka et al. (1989), na galinha, e por Mendes et al.
(2009), no tico-tico. Porém diferem de Atalar; Bayrakdar (2011) no Buteo rufinus, onde também
sdo encontradas no epitélio.

Células imunorreativas a somatostatina foram observadas nas glandulas submucosas,
também detectadas por Tarakci et al. (2008), no avestruz, por Mendes et al. (2009), no tico-tico e
por Atalar; Bayrakdar (2011) no Buteo rufinus.

5.1.3 Ventriculo

O ventriculo da coruja orelhuda ndo difere do descrito na literatura para galinhas
(HODGE, 1974) e avestruzes (BEZUIDENHOUT; VAN ASWEGEN, 1990), além do observado
em aves de rapina, como no falc&o peregrino, no quiriquiri e em Otus asio, por Lazareff (1949) e
na aguia real, em estudo realizado por Yang et al. (2008). As similaridades também sao
observadas em relacdo ao produto de secrecdo que reveste a mucosa, marcado pelas técnicas
histoquimicas.

Glandulas tubulares simples ramificadas estavam presentes na mucosa do ventriculo, cuja
descricdo morfoldgica corresponde a dos autores citados no paragrafo anterior, mas diferem de
Illanes et al (2006) que descreveram-nas como tubuloalveolares simples ramificadas em
avestruzes.

Ndo foram detectadas células imunorreativas aos peptideos reguladores/aminas
biogénicas. Resultados similares aos descritos por Saito et al. (1989) em pombos e diferentes aos
apresentados por Yamanaka et al. (1989), que detectaram células imunorreativas a gastrina e a
somatostatina em galinhas. Diferem também de Mendes et al. (2009), que identificaram células
imunorreativas a serotonina no tico-tico. Atalar; Bayrakdar (2011) identificaram células
imunorreativas a serotonina no epitélio e nas glandulas e células imunorreativas a somatostatina
nas glandulas.

5.1.4 Intestinos

Os resultados descritos na analise histoldgica também foram observados na literatura para
galinhas (HODGE, 1974), avestruzes (BEZUIDENHOUT; VAN ASWEGEN, 1990), aguia real
(YANG et al., 2008) e falcéo do planalto (YU et al., 2009).
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Células imunorreativas aos anti-soros estudados neste trabalho sdo observadas por
Morescalchi et al., (1997) em répteis, por Yamanaka et al. (1989) em galinhas e por Saito et al.
(1989) em pombos. Em sapos, foram detectadas células imunorreativas a serotonina,
somatostatina e glucagon (KU et al., 2003).

Mendes et al. (2009) identificaram células imunorreativas a serotonina e a somatostatina
tanto no epitélio de revestimento das vilosidades quanto nas glandulas do intestino delgado do
tico-tico

Na coruja-orelhuda foram observadas células imunorreativas ao glucagon e a serotonina
no epitélio de revestimento das vilosidades e nas glandulas de Lieberkiihn a gastrina somente no
epitélio e ndo foram identificadas células marcadas com antisoro anti-somatostatina em nenhuma
regido dos intestinos.

5.2 Carcara
5.2.1 Eso6fago

As camadas mucosa, submucosa, muscular e adventicia observadas estdo de acordo com o
descrito na literatura para vertebrados, conforme Banks (1991) e George; Castro (1998). Também
foram descritas em estudos histoldgicos de TGI de galinhas (HODGE, 1974), de faisdo dourado
(ZHANG; YU, 2000) e de galo das neves himalaio (MA, 2009). Em aves de rapina, foram
observadas no falcdo peregrino, no quiriquiri e em Otus asio, de acordo com Lazareff (1949) e na
aguia real, em estudo realizado por Yang et al. (2008). Portanto, a descri¢do histoldgica foi
similar a encontrada na coruja-orelhuda, exceto pelo fato do epitélio apresentar um grande
numero de camadas, como no falcdo peregrino, no quiriquiri e no esmerilhdo (LAZAREFF,
1949).

O epitélio também é ndo queratinizado como na coruja-orelhuda, diferindo de outros
falconideos que apresentam um epitélio queratinizado, como o falcéo peregrino, o quiriquiri e 0
esmerilhdo (LAZAREFF, 1949).

Na lamina propria havia numerosas glandulas tubuloacinosas como descrito em
avestruzes por Illanes et al. (2006) e por Monteiro (2009), e em falcdo peregrino (LAZAREFF,
1949). Esses resultados foram diferentes aos dos apresentados para a coruja-orelhuda, na qual as
glandulas foram descritas como tubulosas.

A presenca de celulas secretoras de glicosaminoglicanos neutros e acidos nas glandulas da
mucosa estdo de acordo com o descrito por Suganuma et al. (1981) para peixes, anfibios, répteis,
mamiferos e aves, e também para a coruja-orelhuda.

Células imunorreativas a gastrina, glucagon, serotonina e somatostatina ndo foram
detectadas, resultados que estdo de acordo com os descritos por Yamanaka et al. (1989) em
galinhas, por Saito et al. (1989) em pombos e por Gulmez et al. (2002) em gansos e também
observados na coruja-orelhuda.

Células imunorreativas a serotonina e a somatostatina foram descritas no es6fago de sapos
por Ku et al. (2003), e apenas a serotonina no esdfago de lagarto por Lee; Ku (2004).

5.2.2 Proventriculo

As caracteristicas histologicas do proventriculo aproximam-se as descritas em aves
domeésticas por Banks (1991), George; Castro (1998) e Bacha; Bacha (2003), em avestruzes por
Bezuidenhout; Van Aswegen (1990) e Monteiro (2009), em Passeriformes australianos por
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Ogunkoya; Cook (2009), em Otus asio, no mocho dos banhados, no falcdo peregrino e no
quiriquiri por Lazareff (1949), sendo observadas também na coruja-orelhuda.

Dellmann (1993) descreve o epitélio de revestimento como simples cubico em aves
domésticas, o que difere dos resultados da coruja-orelhuda e do carcara, descrito como simples
cilindrico mucossecretor.

As técnicas histoquimicas evidenciaram as células produtoras de mucopolissacarideo no
epitélio de revestimento, resultados similares aos de Suganuma et al. (1981) para peixes, anfibios,
répteis, mamiferos e aves, também observadas na coruja-orelhuda.

Células imunorreativas a gastrina sdo em galinhas (YAMANAKA et al., 1989; AKSOY;
CINAR, 2009), em pombos (SAITO et al., 1989), em gansos (GULMEZ et al., 2002) e na coruja-
orelhuda, porém n&o foram detectadas em carcara em nenhuma regido do proventriculo.

Células imunorreativas ao glucagon foram detectadas apenas nas glandulas submucosas
do proventriculo do carcara, resultado similar ao da coruja-orelhuda. De acordo com Yamada et
al. (1985), em tentilhdos, pombos, codornas, galinhas, patos, gaivotas e gavides, e conforme
Mendes et al. (2009), no tico-tico, também sdo encontradas no epitélio, mesmo que em pequena
quantidade.

Em relacéo a serotonina, os resultados do carcara estéo diferentes dos da coruja-orelhuda
e dos descritos na literatura em outras aves, por Tarakci et al. (2008) no avestruz, por Yamanaka
et al. (1989) na galinha e por Mendes et al. (2009) no tico-tico. Diferem também de Atalar;
Bayrakdar (2011) no Buteo rufinus, onde também sdo encontradas no epitélio.

Células imunorreativas a somatostatina foram observadas nas glandulas submucosas,
como na coruja-orelhuda, também detectadas por Tarakci et al. (2008), no avestruz, por Mendes
et al. (2009), no tico-tico e por Atalar; Bayrakdar (2011) no Buteo rufinus.

5.2.3 Ventriculo

O ventriculo do carcara ndo difere do descrito na literatura para galinhas (HODGE, 1974)
e avestruzes (BEZUIDENHOUT; VAN ASWEGEN, 1990), além do observado em aves de
rapina, como no falcdo peregrino, no quiriquiri e em Otus asio, por Lazareff (1949) e na aguia
real, em estudo realizado por Yang et al. (2008). As similaridades também sdo observadas em
relacdo ao produto de secrecdo que reveste a mucosa, marcado pelas técnicas histoquimicas. Os
resultados e a discusséo sdo similares aos da coruja-orelhuda.

Glandulas tubulares simples ramificadas estavam presentes na mucosa do ventriculo, cuja
descricdo morfoldgica corresponde a dos autores citados no paragrafo anterior e da coruja-
orelhuda, mas diferem de Illanes et al (2006) que descreveram-nas como tubuloalveolares
simples ramificadas em avestruzes.

Como na coruja-orelhuda, ndo foram detectadas células imunorreativas aos peptideos
reguladores/aminas biogénicas. Resultados similares aos descritos por Saito et al. (1989) em
pombos e diferentes aos apresentados por Yamanaka et al. (1989), que detectaram células
imunorreativas a gastrina e a somatostatina em galinhas. Diferem também de Mendes et al.
(2009), que identificaram células imunorreativas a serotonina no tico-tico. Atalar; Bayrakdar
(2011) identificaram células imunorreativas a serotonina no epitélio e nas glandulas e células
imunorreativas a somatostatina nas glandulas.
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5.2.4 Intestinos

Os resultados descritos na analise histoldgica também foram observados na literatura para
galinhas (HODGE, 1974), avestruzes (BEZUIDENHOUT; VAN ASWEGEN, 1990), aguia real
(YANG et al., 2008), falcdo do planalto (YU et al., 2009) e para a coruja-orelhuda.

No carcara apenas células imunorreativas ao glucagon foram detectadas nas glandulas de
Lieberkihn, o que difere da coruja-orelhuda onde foram observadas células imunorreativas ao
glucagon também no epitelio, a serotonina no epitélio e nas glandulas e a gastrina no epitélio.

N&o foram identificadas células marcadas com antisoro anti-somatostatina em nenhuma
regido dos intestinos, resultado descrito também para a coruja-orelhuda.

Em relacdo a literatura, células imunorreativas aos anti-soros estudados neste trabalho
sdo observadas por Morescalchi et al., (1997) em répteis, por Yamanaka et al. (1989) em galinhas
e por Saito et al. (1989) em pombos. Em sapos, foram detectadas células imunorreativas a
serotonina, somatostatina e glucagon (KU et al., 2003).

Mendes et al. (2009) identificaram células imunorreativas a serotonina e a somatostina
tanto no epitélio quanto nas glandulas do intestino delgado do tico-tico.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que os diferentes segmentos do tubo
digestdrio da coruja-orelhuda e do carcara apresentam a mesma estrutura geral de outras aves,
com algumas diferencas, principalmente ao epitélio menos estratificado do eséfago da coruja-
orelhuda, que podem ser inerentes as espécies ou decorrentes do habito alimentar.

Os resultados referentes aos estudos histoquimicos mostraram-se similares em ambas as
espécies estudadas, o que sugere que independente do h&bito alimentar, a presenca dos
mucopolissacarideos nas regides do trato gastrointestinal facilitam o passagem do alimento
ingerido, como no eséfago, ou protege as células de revestimento da acdo de ambientes &cidos,
como no proventriculo.

No estudo imunohistoquimico, podemos concluir que a localiza¢do de células enddcrinas
no trato gastrointestinal da coruja-orelhuda e do carcara foi essencialmente semelhante aos de
outras aves estudadas, com maior presenca nas glandulas submucosas do proventriculo. Algumas
divergéncias observadas podem ser explicadas pela diferenca de habitos alimentares.
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