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RESUMO

SANTOS, Clarice Machado dos. Estudo imuno-histoquimico das células endécrinas do tubo
gastrintestinal de morcegos (Mammalia, Chiroptera). 2007. 48p Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007.

Este trabalho visou analisar a influéncia do habito alimentar na distribuicdo regional e
freqiiéncia relativa das células endodcrinas secretoras de colecistoquinina, gastrina, serotonina
e enteroglucagon nos morcegos insetivoros (Lonchorhina aurita e Molossus molossus),
frugivoros (Artibeus cinerius e Sturnira lilium), nectarivoros (Anoura geoffroyi e
Glossophaga soricina) e hematdfago (Desmodus rotundus). Foram utilizados ao todo vinte e
quatro animais, coletados durante a noite, com auxilio de “redes japonesas” ou puca e tarrafas
em diversos pontos, da reserva do Tingua em Nova Iguacu (Rio de Janeiro) e caverna casa de
Pedra (SE-01) Fazenda Santo Antonio, Itabaiana (Sergipe). Fragmentos de duas regidoes do
estobmago (fundo e piloro) e trés fragmentos do intestino (duodeno, jejuno/ileo e intestino
grosso) foram removidos, fixados, processados e em seguida submetidos a
imunohistoquimica. Quatro tipos de células imunoreativas (IR) para serotonina (5-HT),
gastrina (GAS), colecistoquinina (CCK) e enteroglucagon (GLUC) foram identificadas na
mucosa gastrica e intestinal das espécies estudadas. Sendo as células imunoreativas a 5-HT,
GAS, GLUC identificadas no estobmago ¢ as células IR a 5-HT, CCK e GLUC identificadas
no intestino. A distribui¢do regional e freqliéncia relativa das células enddcrinas variaram
conforme as espécies e habito alimentar. As células IR a serotonina foram encontradas ao
longo de todo o tubo gastrintestinal, sendo o tipo celular predominante. As células IR a
gastrina foram abundantes e fortemente marcadas na regido pildrica de todas as espécies
estudadas, sendo a maior freqiiéncia relativa encontrada nos morcegos frugivoros. As células
IR a CCK foram observadas ao longo do intestino de todas as espécies estudadas, variando
apenas a sua freqiliéncia relativa. Sua distribuicdo pode ser observada tanto nas glandulas
intestinais, como entre as células epiteliais de revestimento. As células IR ao enteroglucagon
apresentaram menor freqiiéncia relativa quando comparadas as outras células endocrinas.
Houve diferengas na distribuicdo ¢ na freqii€ncia relativa das células endodcrinas do tubo
gastrintestinal dos animais de mesmo habito alimentar. Entretanto, estas diferencas foram
menores quando comparadas com os animais de habitos alimentares diferentes.

Palavras chave: Células enddcrinas, imuno- histoquimica, tubo gastrintestinal, morcegos.



ABSTRACT

SANTOS, Clarice Machado dos. Immunohistochemical study of endocrine cells in the
gastrintestinal tube in bats (Mammalia, Chiroptera). 2007. 48p Dissertacdo (Mestrado
em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2007

This work aimed to analyze the influence of feeding habits on the regional distribution and
relative frequency of cholecystokinin, gastrin, serotonin and enteroglucagon secreting
endocrine cells in insectivorous (Lonchorhina aurita, Molossus molossus), frugivorous
(Artibeus cinerius, Sturnira lilium), nectarivorous (Anoura geoffiroyi, Glossophaga soricina)
and hematophagous (Desmodus rotundus) bats. Twenty-four animals collected at night with
mist nets and hand nets in various places of Tingua Reserve in Nova Iguacu (Rio de Janeiro
State) and Casa de Pedra Cave (SE-01) at the Santo Antonio Farm in Ribeira (Sergipe State)
Brazil were used. The bats were sacrificed and two regions of the stomach (fundic and piloric)
and three regions of the intestine (duodenum, jejunum/ileum and large intestine) were
removed and cut in smaller fragments. Four types of immunoreactive (IR) cells — to serotonin
(5-HT), gastrin (GAS), colecystokinin (CCK) and enteroglucagon (GLUC) — were identified
in gastric and intestinal mucosa. The 5-HT, GAS and GLUC-IR cells were identified in the
stomach. The 5-HT, CCK and GLUC-IR cells to were found in the entire intestine. The
regional distribution and relative frequency of endocrine cells varied according to animal
species and feeding habits. Immunoreactive cells to 5-HT were found throughout the entire
gastrintestinal tube which were the predominant cellular type. The gastrin-IR cells were
numerous and strongly labeled in the pyloric region of all species. The CCK-IR cells were
observed throughout the intestine of all species, varying only in relative frequency. Their
distribution could be observed in the intestinal glands as well as among the surface
epithelium. The GLUC-IR cells had lower relative frequency when compared to the other
endocrine cells. In this study, interspecific differences were observed between animals with
the same feeding habits, but these were less when compared to animals with different feeding
habits. This suggests, then, a correlation betweens the distribution and frequency of endocrine
cells and feeding habit.

Key words: Endocrine cells, imunnohistochemical, gastrintestinal tube, bats.
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1.0 INTRODUCAO

A Ordem Chiroptera, excedida em numero de espécies apenas pelos roedores,
distribui-se pela maior parte das regides temperadas e tropicais, de ambos os hemisférios,
estando ausentes apenas em ilhas oceanicas remotas e regioes polares (Nowak, 1991). Esta
ordem ¢ dividida em duas sub-ordens: Megachiropteros, com apenas uma familia e
Microchiropteros, com 16 familias, 177 gé€neros e cerca de 930 espécies (Wilson & Reeder,
1993). Todavia, em nenhuma outra regido encontra-se a grande diversidade de espécies que
caracteriza a regido Neotropical, onde 266 ja foram listadas (Wilson, 1996). No Brasil,
ocorrem 138 espécies conhecidas até o momento (Aguiar et al., 1998), o que representa 74%
do total que Koopman (1993) assinalou para a América do Sul.

A mobilidade dada pelo voo e seus habitos noturnos permitiram a estes animais a
exploragdo de nichos, relativamente sem competicdo durante sua evolugdo e diversificagdo e
isto parece ter sido responsavel pela grande riqueza de espécies e diversidade de habitos
alimentares existentes, que incluem: frugivoria, nectarivoria, carnivoria, piscivoria,
insetivoria, onivoria e, inicos entre os mamiferos, sanguivoria (hematofagia).

No Brasil, os quirdpteros sdo muito estudados como dispersores de sementes (Uieda &
Vasconcellos-Neto, 1985), polinizadores (Peracchi & Silva, 1995; Bredt et al., 2002), habitos
alimentares (Peracchi & Albuquerque, 1976; Fenton et al. 1999; Mikich, 2002; Passos et al.,
2003; Passos & Graciolli, 2004), distribui¢ao de espécies (Vieira, 1942; Marinho-Filho, 1996;
Peracchi et al., 2000; Dias et al., 2002; Mikalauskas et al., 2006; Reis et al., 2006), aspectos
reprodutivos (Taddei, 1980; Fabian & Marques, 1989; Zortéa, 2003; Marinho-Filho, 2004),
diversidade e aspectos ecoldgicos (Trajano, 1985; Muller & Reis, 1992; Sipinski & Reis,
1995; Mikalauskas, 2005); porém, sdo poucos os estudos genéticos e moleculares.

O tubo gastrintestinal (TGI) de morcegos tem sido investigado comparativamente
através da histologia, histoquimica e por ultra-estrutura e os dados avaliados pela ampla
variedade de espécies (Studholme et al., 1986). A morfologia do estdmago e intestino tem
sido descrita em diversas espécies de Microchiroptera (Rouk & Glass, 1970; Forman, 1972;
Kamiya & Pirlot, 1975; Madkour, 1977). Ito & Winchester (1963) descreveram a citologia da
mucosa gastrica através da microscopia eletronica de transmissao e relataram que os diversos
tipos celulares se assemelham aqueles encontrados em estudos preliminares em humanos,
ratos, porco, gato, caes e macacos. A principal diferenca entre estas espécies era a freqiiéncia
dos tipos celulares dentre eles as células argentafins foram destacadas.

O sistema gastrintestinal destes mamiferos voadores ¢ um modelo atrativo para o
entendimento da evolucdo do TGI em geral. Isto se deve ao fato dos morcegos possuirem uma
diversificada dieta, sendo possivel a investigacdo da relacdo entre a distribui¢do e freqii€ncia
das células enddcrinas com os habitos alimentares (Forman et al., 1979; Yamada et al, 1984).

As células enddcrinas gastrintestinais sdo dispersas ao longo do epitélio de
revestimento, glandulas gastricas e intestinais do tubo digestorio e sintetizam varios tipos de
polipeptidios ¢ aminas biologicamente ativas (Sundler et al., 1980). Segunda a classica
defini¢do de Bayliss & Starling (1902), a quase totalidade destes peptideos sdo
reconhecidamente hormonios, embora alguns sejam considerados como ‘candidatos a
hormonios’ (Grossman, 1977) e outros atuem como reguladores locais. Os peptideos
reguladores desenvolvem importante funcdo na regulagdo do processo digestivo através do
controle na absorcdo dos nutrientes, na secrecdo intestinal e das glandulas associadas, na
motilidade intestinal e no fluxo sanguineo intestinal (Deveney & Wal, 1983).

O avango recente dos métodos imunohistoquimicos, a obtencdo de anticorpos
especificos aliados as técnicas de radioimunoensaio, radioimunohistoquimica, quimica de
peptideos sintéticos e ultimamente da engenharia genética, permitiram identificar, localizar e



quantificar cerca de 35 “peptideos reguladores” no sistema endocrino, como também alguns
de seus precursores (Polak & Bloom, 1983; Yanaihara et al., 1988).

Até o momento, as investigacdes das células endocrinas do tubo gastrintestinal sdo
consideradas uma importante parte no estudo filogenético (D" Este et al., 1994). Além disso, a
distribuicdo regional e a freqiiéncia relativa destas células tém sido encontradas variando
conforme a espécie animal e seu habito alimentar (Solcia et al., 1975). Mais de 15 diferentes
tipos de células endocrinas, ja foram descritas no tubo gastrintestinal de quirdpteros através
do método imunohistoquimico. Destas células enddcrinas, nove foram descritas no tubo
gastrintestinal do morcego hematofago, Desmodus rotundus (Yamada et al., 1984), onze no
tubo gastrintestinal de insetivoros, Pipistellus abramusi e Plecotus auritus (Yamada et al.,
1988), oito no tubo gastrintestinal do nectarivoro Anoura caudifer e frugi-nectarivoro
Carollia perspicillata (Ashihara et al., 1999), dez no tubo gastrintestinal de piscirivoros,
Noctilio leporinus (Komori et al., 2000) e quatro no pancreas do morcego frugivoro Rousettus
aegyptiacus (Michelmore et al., 1998). Estes estudos revelaram diferencas interespecificas e
sugerem uma correlagdo entre a distribui¢do das células endocrinas e o habito alimentar do
animal.

Este trabalho teve por objetivo contribuir para a ampliacdo do conhecimento da
existéncia de células secretoras de colecistoquinina, gastrina, serotonina e glucagon em
quirépteros. Neste estudo também foi comparada a influéncia do habito alimentar com a
distribuigdo e a freqii€éncia relativa das células enddcrinas; assim, contribuindo para o estudo
morfoldgico e também para a fisiologia e a patologia do sistema digestorio de mamiferos.



2.0. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Organizacao geral do tubo gastrintestinal de morcegos.
2.1.1. Estomago

A morfologia do estdbmago de quirdpteros tem sido objeto de diversos trabalhos, nos
quais se procurou correlacionar a forma do 6rgdo com o habito alimentar e filogenia (Forman
et. al., 1979).

Owen (1868) considerou que a variagdo morfologica do estdbmago em diversas
espécies de morcegos estaria relacionada com a quantidade de alimento ingerido e o intervalo
entre cada alimentacdo. De maneira geral, os microquiropteros possuem um estomago
saculiforme, com excecdo dos hematofagos nos quais ¢ tubular (Forman, 1972).

A organizac¢do geral da mucosa gastrica de morcegos lembra a organizagdo de humano
e 0s mesmos termos podem ser usados para designar as varias regides, chamando-as de regido
cardia, fundo, corpo e piloro (Fig. 2, 3). A mucosa gastrica estd recoberta por um epitélio
cilindrico simples mucosecretor que se aprofunda para revestir as fovéolas nas quais
desembocam glandulas tubulosas, envoltas pela lamina propria e repousando sobre a muscular
da mucosa (Rouk & Glass, 1970).

A mucosa do estomago apresentada ¢ passivel de modificagdes, no que diz respeito a
quantidade e tamanho das rugas observadas, bem como na distribui¢do e na quantidade de
células principais e parietais. Segundo Forman et al. (1979), a superficie interna do estdmago
de todos os morcegos apresenta rugas que persistem mesmo com o 6rgao repleto e que variam
de tamanho, chegando a constituir verdadeiras pregas da mucosa as quais podem se
interdigitarem em maior ou menor grau, dependendo do habito alimentar da espécie estudada.
Segundo Forman et al. (1979), as interdigitagdes sdo importantes mecanismos de adaptagdo
que atua no retardamento do transito do bolo alimentar e conseqiientemente, melhora a
digestao para as espécies frugivoras.

A camada mucosa mostra algumas diferengas regionais. Em Myotis lucifugus, a
glandula gastrica se inicia discreta na regido fundica e ao longo da regido pildrica. A glandula
cardica ¢ limitada por uma zona muito pequena em torno do orificio esofagico. A area
ocupada pela glandula pilorica ¢ maior. O restante da mucosa géstrica contém uma populagao
mista de células, mas a propor¢do dessas células pode variar. As células principais ou
zimogénicas sdo mais abundantes na regido do fundo e se tornam escassas na regido distal,
sendo ausentes na por¢do inferior do corpo. As células parietais ou oxinticas estdo presentes
no fundo e no corpo, ¢ sdo mais abundantes na regido cranial do piloro. Outras células que
podem ser encontradas na camada mucosa sdo as células mucosecretoras e as células
argentafins (Ito & Winchester, 1963).

Histologicamente, a mucosa gastrica de Desmodus rotundus exibe notaveis diferencas
quando comparada com as demais espécies (Rouk & Glass, 1970). As glandulas da regido
findica s3o, em sua maioria, acinosas, pouco profundas, com reduzido numero de células
principais, parietais ¢ argentafins (Rouk & Glass, 1970) (Fig. 4, 5). A lamina propria
apresenta-se rica em vénulas, fato que associado ao pequeno tamanho das glandulas, permite a
rapida absorcdo da frag@o liquida do alimento (Winsatt & Guerriere, 1962).

A submucosa esta constituida por tecido conjuntivo frouxo, poucos ganglios nervosos
do plexo de Meissner, arteriolas, vénulas e tecido linféide difuso e nodular (Rouk & Glass,
1970). A muscular se apresenta em duas camadas de musculo liso; uma interna circular e uma
longitudinal externa mais delgada que a primeira. Entre as duas camadas se observa os
ganglios nervosos que formam o plexo mioentérico (plexo de Auerbach) (Rouk & Glass,
1970).



— As células argentafins

Dos cinco tipos celulares encontrados na mucosa gastrica, as células argentafins ou
enterocromafins sdo menores ¢ menos abundantes. Estas células sdo facilmente distinguidas
dos outros tipos celulares pela seletividade de seus granulos por certos métodos de
impregnacdo por prata. As células argentafins sdo também facilmente identificadas por
microscopio de contraste de fase; embora, algumas variagdes destas células sdo reconhecidas
na microscopia de luz. Umas possuem densos granulos de notavel tamanho, em outras estes
sdo finos, como particulas de poeira, e ainda ha outras que aparentam conter granulos de
inclusdo. Todas estas formas sd@o muito diferentes dos outros elementos epiteliais (Ito &
Winchester, 1963).

Na microscopia eletronica, as células argentafins do estomago sdo piramidais ou
ovaladas com ampla superficie em contato com a membrana basal. Muitas delas se localizam
entre a parte basal de outras células epiteliais, ndo tendo a borda livre dentro de seu lamen.
Entretanto, as células enterocromafins podem apresentar prolongamentos estendendo-se
acima do limen. Estas células possuem numerosos granulos densos e esféricos que medem
acima de 0,4 um em didmetro, envolto por uma fina membrana. Elementos difundidos no
reticulo endoplasmatico rugoso e alguns ribossomos livres estdo presentes na matriz
citoplasmatica entre os granulos e em outros lugares do citoplasma. As mitocondrias sdo
pequenas ¢ freqlientemente esféricas. A borda lateral destas células se apresenta
freqiientemente lisa e possui uma tipica barreira terminal; porem, desmossomos sdo pouco
observados (Ito & Winchester, 1963).



2.1.2. Intestinos

Os morcegos possuem intestinos curtos quando comparados com outros mamiferos
(Forman et al., 1979). Estudos comparativos entre os intestinos de espécies com diferentes
habitos alimentares revelaram que os frugivoros apresentam intestinos mais longos (em
relacdo com o comprimento do corpo) do que os insetivoros, os carnivoros, os nectarivoros,
os onivoros e os hematofagos (Robin, 1881; Eisentraut, 1950).

Os segmentos delgado e grosso do intestino estdo presentes em quase todas as
espécies, com excecdo do hematdfago Desmodus rotundus, cuja morfologia do tubo
gastrintestinal ¢ caracterizada pelo reduzido tamanho do intestino delgado e auséncia do
intestino grosso e ceco intestinal (Harlow & Braun, 1997). Nas outras espécies, em geral, no
intestino delgado se observa um duodeno muito curto, porém de grande didmetro. O ceco ¢
ausente; no entanto, na juncao do intestino delgado com o intestino grosso se verifica uma
dilatacdo resultante do acimulo de placas de Payer a esse nivel. O intestino grosso ¢ curto e
ndo forma os segmentos ascendente e transverso (Forman et al., 1979).

A mucosa do intestino delgado apresenta uma morfologia variavel nas diversas
espécies, principalmente no que diz respeito a forma, tamanho e quantidade de vilosidades;
apesar desta variagdo, parece existir um determinado padrao na distribuicdo destas vilosidades
para cada familia. As espécies frugivoras sdo as que apresentam maior quantidade de
vilosidades, as quais sdo muito interdigitadas. Estas observagdes foram confirmadas por
Tedman & Hall (1985) em Pteropus alecos e Pteropus poliocephalus que observaram na
superficie do epitélio duodenal a formagdo de inumeras vilosidades, que foram longas e
proeminentes em comparagdo as pequenas glandulas intestinais. Segundo Forman et al.
(1979) sendo estas vilosidades muito grandes originam um mecanismo que retarda o transito
do bolo alimentar e, em conseqiiéncia, permite uma melhor absor¢do dos nutrientes nele
contido.

As células que compdem o epitélio das vilosidades e das glandulas intestinais dos
morcegos s3o dos mesmos tipos das descritas para outras espécies de mamiferos. Tedman &
Hall (1985) chamaram a aten¢do para a grande quantidade de células de Paneth contendo
granulos de secrecdo glicoproteica que parecem representar lisossomos. Entretanto, poucas
destas células, foram encontradas revestindo a base das glandulas intestinais dos
megaquiropteros Pteropus alecos e Pteropus poliocephalus.

As glandulas duodenais sdo glandulas mucosas e sua secre¢do € restrita a regido ao
redor da juncdo gastroduodenal, aparecendo mais desenvolvidas nas espécies que utilizam
alimentos de origem vegetal do que nas demais (Forman et al., 1979) (Fig. 6).

A lamina propria e a camada submucosa sdo pouco desenvolvidas na maioria das
espécies, com exce¢do das hematdfagas nas qual o grande ntimero de vasos sanguineos e
linfaticos contribui para seu espessamento (Forman et al., 1979).

Estudos sobre a distribuicao da placa de Payer revelaram diferencas na quantidade, na
distribuicdo e na morfologia destas estruturas em diferentes espécies de Phylostomatides. As
espécies que se alimentam de frutos apresentam maiores quantidades destas formagdes
linféides quando comparada com os animais de outros habitos alimentares. Nos frugivoros
encontramos uma maior distribui¢do da placa de Payer ao longo do intestino delgado,
incluindo o duodeno, sendo as mesmas constituidas por nodulos linfaticos grandes dotados de
centros germinativos bastante desenvolvidos. Nas demais espécies os nodulos se apresentam
pequenos e com centros germinativos reduzidos, estando a placa de Payer restritas quase que
exclusivamente ao ileo (Forman, 1974a; 1974b) (Fig. 7).

A mucosa do intestino grosso ndo apresenta diferencas marcantes quando comparada
com as descritas para os demais mamiferos (Forman et al., 1979).



Fig. 2 e 3: Fotomicrografias do estdomago de Molossus molossus. Fig. 2: Regido pildrica,
Hematoxilina- eosina (HE). Fig. 3: Regido fundica, Tricromico de Gomori. Escala = 50 um.

Fig. 4 e 5: Fotomicrografias do estdmago, regido fundica de Desmodus rotundus, HE. Escala =
50 pm.



Fig. 6: Fotomicrografia da regido gastroduodenal de
S. lilium, PAS. Escala = 50 um.

Fig. 7: Fotomicrografia do Intestino II de D.
rotundus, HE. Escala = 50 um.



2.2. Células enddcrinas do sistema neuroendocrino difuso.

As células endodcrinas estdo localizadas na mucosa ou na submucosa do estomago,
intestino, assim como no pancreas e secretam diversos horménios (Bell, 1979). Alguns desses
hormdnios agem sobre as células secretoras localizadas na parede do tubo gastrintestinal, no
pancreas ou no figado de forma a alterar a velocidade ou a composicdo de suas secrecoes,
outros agem sobre as células musculares lisas em segmentos especificos do tubo
gastrintestinal, sobre os esfincteres ou sobre a musculatura da vesicula biliar (Berne & Levy,
2000). Todos os hormdnios sintetizados por células glandulares enddcrinas localizadas no
tubo gastrintestinal, bem como os hormonios pancreaticos, sdo produzidos por células que
possuem caracteristicas citoquimicas e ultra-estruturais comuns (Carvalheira et al., 1968;
Pearse, 1968).

Pearse (1968) desenvolveu o conceito de um sistema celular muito amplo,
denominado sistema APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation) incluindo todas
as células endodcrinas do tubo digestorio e outras células enddcrinas de diferentes orgaos,
como as cé¢lulas C e M hipofisarias, as C da tiredide, as células secretoras de adrenalina e
noradrenalina da medular da adrenal ¢ as A, B e D das ilhotas pancreaticas. Todas estas
células apresentam uma série de caracteristicas bioquimicas comuns, tais como: captagao de
precursores aminados (Dopa e 5-hidroxitriptofano); presenca de aminas fluorogénicas (5-
hidrotriptamina); presenga das enzimas aminoacido-descarboxilase e a-gliceridio-fosfato
desidrogenase; metacromasia ¢ riqueza em esterase ndo especifica e ou colinesterase
(Spreafico et al., 1977).

Segundo diversos autores as células do sistema APUD se originam da crista neural
(Johnston, 1966; Pearse & Polak, 1971; Pearse ef al., 1973). Desta forma, estas células devem
ser consideradas como neurdnios altamente modificados. Entretanto, Andrew et al. (1998)
sugeriram que as células endocrinas pancredticas e intestinais apareceram a partir do
endoderma, porém, esta conclusdo ndo ¢ universalmente aceita.

As células endocrinas das ilhotas pancreaticas (de Langerhans), do tubo gastrintestinal
e 0s mensageiros quimicos sintetizados por elas estabelecem um complexo Sistema Endécrino
Gastro-Entero-Pancreatico (GEP) (Bloom et al.,, 1982). O conceito deste sistema foi
introduzido por Fujita (1973) apoiado nas semelhancgas histoquimicas e ultra-estruturais entre
as células endodcrinas do pancreas e do tubo gastrintestinal.

A descoberta posterior de numerosos peptideos reguladores existentes comumente no
Sistema Nervoso Central e Sistema Nervoso Periférico (SNC, SNP) e no Sistema GEP
possibilitou o estabelecimento do Sistema Neuroendocrino Difuso (DNES) (Polak & Bloom,
1983), conceito este que vem sendo muito empregado atualmente para unificar estes tipos
celulares.

Geralmente, um unico tipo de célula enddcrina secreta somente um hormonio, embora
ocasionalmente alguns tipos celulares possam secretar dois horménios diferentes. E
interessante notar que as células do DNES tém sido localizadas ndo somente no sistema
digestorio, mas também no sistema respiratdrio € no pancreas endocrino. Além disso, alguns
dos horménios produzidos por estas células enddcrinas sdo idénticos as neurosecrecoes
localizadas no SNC. Nao se compreende at¢ o0 momento, o significado da sua diversidade de
localizag@o e producgao hormonal (Gartner & Hiatt, 1999).

As células do DNES podem ser localizadas por meio de técnicas imunohistoquimicas
para a localizagdo das aminas. Mais de 35 tipos diferentes de células do DNES, localizadas na
mucosa do estdbmago, no intestino delgado, no intestino grosso, no sistema respiratorio, na
tiredide, na hipofise e na prostata foram descritas (Junqueira & Carneiro, 1999). Este foi um
dos campos da pesquisa que mais rapidamente se desenvolveu, especialmente no que diz
respeito aos hormonios gastrintestinais (Wu et al., 1997; Zhang & Li, 1997; Zhu et al., 1999).



As fotomicrografias de células endocrinas revelam que estas células se apdiam na
lamina basal e sdo de dois tipos: as que alcancam a luz do tubo, o tipo aberto, e as que ndo o
fazem, o tipo fechado. O tipo aberto alcanga a superficie através de longos prolongamentos
apicais que podem atuar monitorando o contetido luminal. Os horménios que estas células
liberam atuam tanto em células-alvo na vizinhanca imediata da célula sinalizadora (efeito
paracrino), quanto através da circulacdo e alcancam a distdncia a sua célula-alvo (efeito
endocrino) (Junqueira & Carneiro, 1999).

2.2. Estudo imuno-histoquimico

A imuno-histoquimica ¢ uma técnica que usa anticorpos selecionados para a
identificacdo de antigenos especificos. O método ¢ extremamente sensivel e pode comumente
detectar quantidades muito pequenas de substincias (Ex: nanogramas ou moléculas
individuais). Existem dois métodos amplamente utilizados: Peroxidase-Antiperoxidase (PAP)
e o Complexo Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (Mills, 1992).

— Antigenos e anticorpos

O antigeno ¢ a substincia que quando introduzida no organismo pode estimular a
resposta imune (producdo de anticorpo). Na imuno-histoquimica, o antigeno ¢ a substancia
que tentamos identificar (Ex: gastrina, CCK, 5-HT e glucagon).

Os anticorpos sdo proteinas séricas (imunoglobulinas) que sao produzidas em resposta
a substancias especificas (antigenos). No organismo seu proposito ¢ conter ou neutralizar o
efeito do antigeno. Nas empresas especializadas sdo produzidos anticorpos para estes
antigenos pesquisados ligados a marcadores visuais (Mills, 1992).

— Solucio de anticorpo

As solugdes de anticorpos sdo produzidas de diferentes formas, entre elas o anticorpo
monoclonal. Estes anticorpos sdo solu¢des produzidas a partir de um tnico determinante
antigénico (epitopo).

— Método

Complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC): Nesta técnica sdo usados trés reagentes:
O anticorpo primario, o anticorpo secundario que € produzido ligado a uma molécula da
vitamina biotina (C), ¢ o complexo de glicoproteinas (Avidina pronta a partir da biotina e
peroxidase) (AB) (Fig.1).

— Reacdes nao especificas

O anticorpo primério ou secundario pode se unir a elementos teciduais altamente
carregados como os existentes no tecido conjuntivo, resultando em uma reagdo positiva ndo
especifica. Estes cortes podem ser “preenchidos” antes do inicio da técnica com proteinas de
soro nao imunologico da mesma espécie animal que o anticorpo secundario foi produzido.
Este preenchimento reduz grandemente as reagdes ndo especificas.



Um segundo tipo de reacdo ndo especifica ¢ chamada atividade da peroxidase
endogena (EPA). Muitos tecidos contem peroxidase, uma enzima que pode reagir com o
substrato cromogeno. A EPA ¢ geralmente localizada em areas que contem um grande
numero de células sanguineas. A EPA pode ser inibida irreversivelmente por um tratamento
prévio do tecido com 3% de peroxido de hidrogénio em solugdo de metanol por quinze
minutos (Mills, 1992).

— ReacOes cruzadas

E impossivel isolar todos os peptideos reguladores (antigenos) de todas as espécies, analisa-
los, obter os anticorpos e testa-los. Deste modo, a reagdo cruzada apresenta a vantagem de que
anticorpos anti-peptideos reguladores de mamiferos podem ser utilizados para localizagdo de
peptideos reguladores em vertebrados inferiores assim como em invertebrados (Van Noorden
& Falkmer, 1980; Falkmer & Van Noorden, 1983; Van Noorden, 1984). Portanto, a reacdo
cruzada se constitui num valoroso instrumento nos estudos comparativos, dos quais resultou a
teoria atual de que os peptideos reguladores sdo tdo antigos filogeneticamente quanto as
primeiras formas de vida animal (Roth ef al., 1982).0Organizacdo geral do Tubo Gastrintestinal
de morcegos
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Figura 1 - Representagdo esquematica das etapas do método imunoenzimatico ABC- Complexo
avidina-biotina-enzima (Hsu et al., 1981). O complexo é formado pela ligagdo de uma
molécula de (strept) avidina com varias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que
tem como fungdo a conversio de um cromdégeno incolor em um produto final que pode
conferir cor aos antigenos teciduais marcados.



2.4 Os Peptideos Reguladores e Aminas Biogénicas Investigadas

2.4.1 Serotonina
NH;

A 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT) (Fig. Ir"j
8) ¢ um neurotransmissor sintetizado por neurdnios HO o~ - \
serotoninérgicos do sistema nervoso central (SNC) e pelas \H :LS
células enterocromafins (EC) do tubo gastrintestinal. As ~F H
células EC constituem uma ampla populagido de células no
tubo gastrintestinal e produzem mais de 90% da
serotonina sintetizada no corpo (Ahlman & Nilsson,
2001). Este tipo celular se caracteriza pela grande
quantidade de 5-HT que armazena, o que lhe confere a
capacidade =~ de  reduzir sais de  prata @ —
ARGENTAFINIDADE, e sais de cromo -

CROMAFINIDADE. Fig.8: Representacdo
esquematica da molécula
deS-HT.
(http://en.wikipedia.org/wi
ki/Serotonin)

Estrutura

Ultraestruturalmente, as células EC sdo subdivididas em trés tipos principais com
base no tipo, forma e elétron-densidade de seus granulos: EC1, EC2 e ECn (Dayal ef al.,
1987; Bordi et al., 2000). Todas as células EC contém serotonina que € sintetizada no reticulo
endoplasmatico e subseqiientemente empacotada dentro dos granulos secretores que passam
pelo aparelho de Golgi (Ahlman & Nilsson, 2001).

Controle e funcdes da Serotonina

A Serotonina tem uma acdo moduladora geral da conduta afetiva associada a agdes
sobre a cogni¢do e comportamentos homeostaticos. Assim sendo, a 5-HT influi sobre quase
todas as fungdes cerebrais, inibindo-a ou estimulando multiplos sistemas de neurotransmissao.

E desta forma que a serotonina regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o
ritmo circadiano, as fungdes neuroenddcrinas € autonOmicas, a temperatura corporal, a
sensibilidade a dor, a atividade motora e as funcdes cognitivas. Resnick et al. (1962) foi o
primeiro a demonstrar seu papel inibitdrio na produgdo de &cido cloridrico em humanos. A
serotonina também age aumentando a motilidade intestinal (Junqueira & Carneiro, 1999).



2.4.2 Gastrina

A gastrina ¢ o maior regulador fisioldgico da secrecdo de acido gastrico e também
possui importante papel na promogdo do crescimento da mucosa gastrica. A gastrina é
sintetizada pelas células G que estdo localizadas nas fossetas gastricas, primariamente da
regido do antro do estobmago e duodeno. Entretanto, também foi descrita no soro e no limen
gastrico (Sankey ef al., 1990; Odum et al., 1994; Rantala et al., 1996).

Estrutura

A gastrina e a CCK sdo peptideos altamente similares. A gastrina ¢ um peptideo linear
sintetizado a partir de um pré-hormoénio, que sofre uma clivagem proteolitica fazendo parte da
familia dos peptideos que possuem uma carboxila terminal idéntica. A forma circulante
predominante ¢ a gastrina-34 (“grande gastrina”), mas a completa atividade bioldgica esta
presente em um peptideo menor - a gastrina-14 ou minigastrina (Fig. 09). O receptor para
gastrina conhecido como CCKb ¢ um membro da familia dos receptores acoplados a proteina
G. A ligagdo da proteina G com a gastrina estimula o aumento de calcio intracelular, ativando
a proteina quinase C, produzindo o inositol tri-fosfato (Bundgaard et al., 2004).

Area de
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Fig. 9: Representacdo esquematica da formacao da gastrina
(http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/endocrine/gi/gastrin.html).

Controle e efeitos fisioldgicos da gastrina

A gastrina ¢ um hormoénio cuja principal fungdo ¢ estimular a secrecdo de acido
cloridrico e de pepsinogénio pela mucosa gastrica. A gastrina também estimula a contragdo do
musculo liso, aumenta a circulagao sanguinea e secrecdo de agua pelo estdbmago e intestino. A
gastrina também foi demonstrada regulando o crescimento e diferenciagdo das células da
mucosa gastrica (Johnson et al., 1975). O estimulo primario para a secrecdo de gastrina € a
presenca de certos alimentos, principalmente peptideos, certos aminoacidos e calcio no limen
gastrico. A secrecao deste hormonio € inibida quando o pH do limen esta baixo (£ 3,0).



2.4.3. Colecistoquinina — CCK

A CCK ¢ um horménio produzido pelas células endocrinas localizadas na mucosa da
porcao proximal do intestino delgado e ¢ liberada apds uma refei¢do. A CCK ¢ também
produzida por neurdnios do sistema nervoso entérico (SNE), sendo um neurotransmissor
largamente distribuido no cérebro (Moran & Schwartz, 1994).

Estrutura

Como mencionado previamente, a CCK e a gastrina sdo peptideos altamente similares.
Como a gastrina, a CCK ¢ um peptideo linear sintetizado a partir de um pré-hormonio. A
completa atividade biologica da CCK esta retida no CCK-8 (oito aminoacidos), mas peptideos
com 33, 38 e 59 aminoacidos também sdo produzidos. Dois receptores de ligacdo para CCK
ja foram identificados. O receptor para CCKa ¢ encontrado abundantemente nas células
acinares pancreaticas. O receptor para CCKb, que também funciona como receptor de
gastrina, ¢ a forma predominante do cérebro e do estdmago.

Controle e efeitos fisiologicos da CCK

Sabe-se que a CCK age inibindo a ingestdo de alimentos em mamiferos. Pode
contribuir para a transmissdo excitatoria, estimulando também a secrecdo de pepsinogénio
pelas células principais. A CCK altera a ingestdo de alimentos, promovendo a constri¢do do
esfincter pildrico e, desta forma, retarda o esvaziamento gastrico (Small & Bloom, 2004). O
esvaziamento ¢ retardado pela presenga de produtos da ingestdo de gordura no duodeno e
jejuno e pela presenca de aminoacidos e peptideos no duodeno. A CCK ¢ o principal estimulo
para a liberacdo das enzimas pancredticas e da bile no intestino delgado (Berne & Levy,
2000).

2.4.4. Enteroglucagon (Glucagon)

O glucagon ¢ um hormoénio polipeptidio produzido nas células alfa das ilhotas
pancredticas e também em células espalhadas pelo TGI. A maior parte destas células estdo
classicamente localizadas no intestino distal, predominantemente do ileo ao célon.

Estrutura

O glucagon ¢ um peptideo de cadeia simples com 29 residuos de aminoacidos, peso
molecular de 3485 daltons e foi descoberto em 1923 por Kimball and Murlin (Bromer et al.,
1956). Unger et al. (1978) analisando extratos do TGI de diversas espécies de mamiferos por
técnicas de radioimunoensaio, observaram uma imunorreatividade semelhante a do glucagon
pancredtico neste material. Tais substancias encontradas no TGI foram denominadas
enteroglucagons, sendo detectadas por imunocitoquimica nas células do TGI, principalmente
ao nivel do ileo (Larsson ef al., 1975). O glucagon possui ao longo de sua cadeia peptidica
uma seqiiéncia homologa ao do glucagon pancreatico.



Numerosas evidéncias possibilitam afirmar que os enteroglucagons e o glucagon
pancredtico sdo produzidos pela clivagem enzimatica diferencial da molécula de um
precursor comum a ambos, presente nas células endocrinas do TGI e do pancreas (Bell et al.,
1983; Vaillant & Lund, 1986).

Controle e efeitos fisiolégicos do glucagon

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

Uma das acdes do glucagon mais conhecida ¢ a de provocar a hiperglicemia através da
glicogenolise hepatica tendo outras acdes bioldgicas, tais como a lipdlise e a cetogénese (Foa
et al., 1957). Quando administrado por via exdgena, o glucagon inibe a motilidade intestinal
e a absor¢do de agua e de eletrolitos pelo intestino (Whalen, 1974).



2.5 Sistematica dos quiropteros utilizados
Filo:  Chordata

Subfilo: Vertebrata

Classe: Mammalia

Ordem: Chiroptera

Familia: Phyllostomidae

Subfamilia: Stenodermatinae (Neotropical Fruit Bat)

Espécie: Artibeus cinerius (Gervais, 1856)

Sturnira lilium (Torre, 1959)

Subfamilia: Glossophaginae

Espécie: Anoura geoffroyi (Geoffroy, 1818)
Glossophaga soricina (Pallas, 1766)

Subfamilia: Phyllostominae

Espécie: Lonchorhina aurita (Thomes, 1901)

Subfamilia: Desmodontinae

Espécie: Desmodus rotundus (Geoffroy, 1810)

Familia: Mormoopidae

Espécie: Molossus molossus (Wagner, 1843)



3.0 MATERIAL E METODOS

No presente trabalho foram utilizados 24 exemplares de quirdpteros das seguintes
espécies e habitos alimentares:

» Lonchorhina aurita- E encontrado do norte da América do sul ao Panama. Podem ser
encontrados em cavernas e tuneis; sao insetivoros (Walker, 1964).

» Molossus molossus- Sua distribuicdo geografica inclui toda a América desde os Estados
Unidos, México, América Central até o sudeste da América do Sul. Vivem em cavernas,
tuneis, arvores ocas e em folhagens; sdo insetivoros (Pine, 1969).

» Artibeus cinerius - Espécie comumente encontrada em areas do sul e sudeste do Brasil. E
um morcego frugivoro de grande porte. Sua dieta inclui figo, manga, abacate, banana, mas
outros recursos alimentares como insetos, folhas e néctar também sdo consumidos (Zortéa &
Mendes, 1993; Sazima et al., 1994; Faria, 1995; Fischer & Fischer, 1995). Esta espécie ¢é
considerada um especialista em frutos de Cecropiaceae e Moraceae (Fleming, 1986; Passos e?
al., 2003).

» Sturnira lilium- Sdo encontrados desde e norte do México ao Paraguai. Sua dieta consiste
basicamente em frutas, sendo, portanto uma espécie frugivora (Walker, 1964).

» Anoura geoffroyi- Sua distribuicio vai do México ao sudeste do Brasil. E comumente
encontrado em florestas tropicais. Habita cavernas e tuneis. Freqiientemente visita flores de
arvores, arbustos e ocasionalmente come frutas. Costuma visitar mais de uma espécie de flor
durante a procura por alimento. Muito eficiente na digestdo de polen e néctar; sendo portanto,
nectarivoro (Walker, 1964).

» Glossophaga soricina- Sua lingua esta coberta por papilas que se assemelham a pélos e
seus dentes sdo finos ¢ alongados. Sabe-se que possuem uma dieta principalmente a base
néctar ¢ podlen, sendo considerados nectarivoros, apesar de poderem utilizar frutos macios
(Arata et al., 1967).

» Desmodus rotundus- Animais obrigatoriamente hematéfagos, chegando cada um a ingerir
mais de 15 ml de sangue por dia (Wimsatt ef al., 1962). A dieta de sangue deste morcego
representa uma relacdo extraordinariamente alta de proteina com relag@o a outros nutrientes e
o consumo de agua por peso corpéreo ¢ maior do que de qualquer outro mamifero (Harlow &
Braun, 1997).



- Captura dos morcegos e coleta do material.

Os animais foram coletados durante a noite, com auxilio de “redes japonesas” ou puca
e tarrafas em diversos pontos, na reserva do Tingua em Nova Iguagu, RJ pela aluna do curso
de pos- graduagdo (Doutorado) em Biologia Animal, Daniela Dias, e caverna casa de Pedra
(SE-01) Fazenda Santo Antonio, Itabaiana, Sergipe, pelo aluno do curso de pds-graduagdo
(mestrado) Jefferson Mikalauskas. O nimero de exemplares cedidos de cada espécie e o local
de coleta esta especificado na tabela I.

Tabela 1 - Quirdpteros utilizados, com respectivos hdbitos alimentares e locais de coleta.

Espécies Habito Numero de exemplares Local de coleta
alimentar
Machos | Fémeas | Total
Caverna casa de
Lonchorhina aurita | Insetivoro 3 2 5 Pedra (SE-01)
Reserva do
Molossus molossus Insetivoro 3 2 5 Tingua
1 1 2 Reserva do
Artibeus cinerius Frugivoro Tingua
1 2 3 Reserva do
Sturnira lilium Frugivoro Tingua
Reserva do
Glossophaga Nectarivoro 2 1 3 Tingua
soricina
Reserva do
Nectarivoro 2 1 3 Tingua
Anoura geoffroyi
Caverna casa de
Hemato6fago 1 2 3 Pedra (SE-01)
Desmodus rotundus




- Preparacéo dos cortes histolégicos.

Apds a captura, os exemplares foram gentilmente cedidos, transportados para o
laboratorio de mastozoologia da UFRRJ e para o laboratério de zoologia da UFSE, onde
foram sacrificados por eterizacdo. Fragmentos do estomago regido das regides findica e
pilorica, do duodeno (Intestino I), do jejuno/ileo (Intestino II) e do intestino grosso (Intestino
III) (Fig. 10) foram removidos e imediatamente fixados em liquido de Bouin (Di Fiori, 1975)
por 6 horas. Todos os animais apds a fixacdo do TGI foram enviados ao laboratério de
Histologia e Embriologia da UFRRIJ para o processamento pela técnica histologica de rotina
que inclui: desidratagdo (em uma série crescente de etanol - 70° GL a 100° GL), diafanizacao
em xilol, impregnagdo e inclusdo em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram colocados
em laminas previamente tratadas com poly-L-lysine (Tabela 2), afim de promover a maior
adesdo do corte a lamina. Secdes representativas de cada tecido foram coradas com
Hematoxilina-Eosina (HE), tricromico de Gomori e Acido periédico + reativo de Schiff
(PAS) para o exame da arquitetura normal do TGI pela microscopia de luz.

Fig. 10. Representagdo esquematica do tubo gastrintestinal de quirdpteros com
representacdo das regides utilizadas: 1. Estomago, regido fundica, 2. Estomago, regido
pilorica, 3. Intestino I - duodeno, 4. Intestino II, jejuno/ileo, 5. Intestino III - Intestino
grosso e reto.



Antisoros e reagentes

Os detalhes dos quatro tipos de anti-soros e reagentes utilizados neste trabalho estdo
listados na tabela 2. As células endocrinas imunoreativas para o anti-soro monoclonal
glucagon (G2654) se referem as células imunoreativas ao enteroglucagon, pois o anti-soro
mostra reacdo cruzada para o glucagon pancreatico e o enteroglucagon.

Tabela 2 - Detalhes dos Anticorpos e principais reagentes utilizados.

ANTICORPO CODIGO DILUICAO ORIGEM
Sigma-
Anti-Serotonina, S 5545 1: 8.000 Aldrich,inc.
5-HT
Anti-Gastrina G 0785 1: 1.000 Sigma-
Aldrich,inc
Monoclonal G 2654 1: 2.000 Sigma-
Anti-Glucagon Aldrich,inc
Anti-
Colecistoquinina C 2581 1: 8.000 Sigma-
CCK-8 Aldrich,inc
ABC PK 6200 - VECTOR
Kit
DAB H-2200 5/ 110mL VECTOR
Sigma-
Poly-L-Lysina P-8920 10/ 90mL Aldrich,inc

Todos os anticorpos foram produzidos em coelho, exceto anti-glucagon que foi
produzido em fluido ascitico de cobaio.



Etapas do procedimento Imuno-histoquimico

Para o estudo imuno-histoquimico foram seguidas as seguintes etapas de
procedimentos do método ABC:

1-Desparafinizagao e hidratac¢do até o TPS 0,01M pH-7,4 (Tampao Fosfato Sorensen);
2- Tripsinizagdo dos cortes com tripsina 0,1% por 15 minutos;
3- Trés lavagens em TPS, por 5 minutos cada;

4- Tratamento com perdxido de hidrogénio (H,O,) a 0,3% em metanol para bloqueio da
peroxidase endogena, durante 15 minutos;

5- Trés lavagens em tampao TPS por 5 minutos cada;

6- Incubacao com soro normal de cabra durante 30 minutos, com a finalidade de neutralizar
antigenos inespecificos presentes no tecido;

7- Incubagdo com Anti-soro primario (1" camada) contendo anticorpos especificos anti o
peptideo regulador que se deseja investigar (Tabela 2) em cdmara imida, a 4 C durante uma
noite (overnight) ou durante duas horas, resultando na formagdo do complexo antigeno-
anticorpo;

8- Trés lavagens em tampao TPS por 10 minutos cada;

9- Incubagdo com anticorpo secundério biotinilado em camara tmida por 30 minutos a
temperatura ambiente;

10- Trés lavagens em tampao TPS por 10 minutos cada;

11- Adicao do complexo Avidina-Biotina-Peroxidase em camara umida durante 30 minutos a
temperatura ambiente;

12- Duas lavagens em tampao TPS por 5 minutos cada;

13- Incubar o material com uma solug¢ao de diaminobenzidina tetrahidrocloridrico (DAB) que
atua como cromogeno promovendo a revelacdo da imunoreagdo (Anticorpo primario +
Anticorpo secundario biotinilado + complexo ABC-peroxidase), que sera visualizada pela cor
marrom;

14- Lavagem em tampao TPS por 10 minutos e em seguida com agua destilada;

15- Desidratacao, clarificacdo e montagem.



Observacoes e Fotomicrografias

Todas as laminas foram observadas e fotomicrografias foram feitas com microscopio
Olympus Dx, objetiva 20X e camera digital Nicon Colpix 4300 nas dimensdes: 2272 X 1704.

Contagem de células e analise estatistica

As fotomicrografias foram analisadas e a freqiiéncia relativa das células endocrinas
imunoreativas (IR) aferidas, através de um analisador de imagem computadorizado (Image—
Pr6 Plus software) com o calculo da média + SD (desvio padrdo) por unidade de area (0,25
mm?) da mucosa. Cinco grupos baseados na média de células IR foram criados, sendo
considerado (-), Nao detectado; (f), células IR ndo detectadas em todas os animais observados;
(+), de 0 a5 células/0,25 mm?; (++), de 5 a 25 células; (+++), de 25 a 70 células IR; (++++),
mais de 70 células IR/0,25 mm?>.



4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro tipos de células imunoreativas para 5-HT, gastrina, colecistoquinina e
enteroglucagon foram identificadas na mucosa géstrica e intestinal das espécies estudadas,
sendo trés células imunoreativas a 5-HT, GAS, GLUC identificadas no estomago e trés
células imunoreativas a 5-HT, CCK, GLUC identificadas no intestino. A distribui¢do regional
e freqiiéncia relativa das células endocrinas estdo listadas nas tabelas 3 e 4.

Células imunoreativas a Serotonina

Estas células foram encontradas ao longo de todo o TGI, sendo o tipo celular
predominante (Grafico. 1). Nas regides fundica e pilorica do estdmago, as células IR a 5-HT
apresentaram-se distribuidas do ter¢o médio a base da glandula (Fig. 11, 12), com excecao do
hematéfago D. Rotundus, onde sua distribuicdo foi entre as células epiteliais de revestimento
(Fig. 13). No estomago, sua forma variou de ovalada, triangular ou piriforme com a presenca
de um processo citoplasmatico em sua por¢ao apical (Fig. 14). As células IR a 5-HT também
foram observadas entre os componentes do tecido conjuntivo da camada submucosa (Fig. 15).
No intestino, estas células se localizaram entre as células epiteliais de revestimento e nas
glandulas intestinais (Fig. 16). Estas células foram predominantemente piriformes ou ovaladas
e freqlientemente estabeleceram contato com o lumen através de seu processos
citoplasmaticos, tendo sido classificadas como do tipo aberto (Fig. 17). Em M. molossus, S.
lilium, D. rotundus, estas células IR podem ser observadas em pequeno niimero nas glandulas
duodenais (Fig. 18).

As células imunoreativas a serotonina foram identificadas ao longo de todo o tubo
digestivo de diversas classes como: peixes (Ku et al., 2004a), anfibios (D’este ef al., 1994),
répteis (Huang & Wu, 2005), aves (Yamanaka et al., 1989) e mamiferos (Cardoso et al.,
1994, Agungpriyono et al., 2000), sendo considerada a célula enddcrina mais amplamente
distribuida do TGI de vertebrados. Estudos prévios indicam que estas células surgiram cedo
na evolucdo dos vertebrados (Solcia et al., 1975, El-Salhy et al., 1985). Em morcegos, as
células IR a 5-HT também foram identificadas em insetivoros, Pipistrelus abramus ¢ Plecotus
auritus sacrimontis (Yamada et al., 1988), frugi-nectarivoro Carollia perspicillata e
nectarivoro Anoura caudifer (Ashihara et al., 1999), obtendo-se marcacdo ao longo de todo o
TGI, sendo rara, mas presente, na glandula duodenal de P. abramus, Carollia perspicillata.
Assim como em outros estudos (Huang & Wu, 2005). Estas células IR apresentaram um
processo citoplasmatico voltado para o limen ou para as células adjacentes, indicando que
estas células possam provavelmente langar sua secrecdo também de forma paracrina.



Grifico 1: Distribuigdo e freqiiéncia relativa das células secretoras de serotonina no
tubo gastrintestinal de L. aurita, M. molossus, A. cinerius, S. lilium, A. geoffroyi, G. soricina e
D. rotundus.
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Fig. 11 e 12: Fotomicrografias do estdmago regido fundica e pilorica, células IR a 5-HT de A.
cinerius ¢ G. soricina, respectivamente. Escala = 50 um

Fig. 13 e 14: Fotomicrografias de células IR a 5-HT do estomago regido fundica de D.
rotundus e A. cinerius, respectivamente. Escala = 50 um.



Fig. 15 e 16: Fotomicrografias de células IR a 5-HT. Fig. 15: Estdmago regido pildrica de A.
cinerius com marcagao no tecido conjuntivo (seta). Fig. 16: Intestino III de L. aurita, com
marcacdo entre as células de revestimento e nas glandulas intestinais. Escala = 50 um.

I i".r. 74

Fig. 17 e 18: Fotomicrografias de células IR a 5-HT. Fig. 17: Intestino I de G. soricina. Notar
processo citoplasmatico voltado para o limen das glandulas intestinais. Fig. 18: Intestino I de
M. molossus, com marcacdo na glandula duodenal (setas). Escala = 50 um.



Células imunoreativas a gastrina

As células IR a gastrina foram abundantes e fortemente marcadas na regido pildrica de
todas as espécies estudadas. Sua freqiiéncia relativa foi maior nos morcegos frugivoros,
seguidos pelos nectarivoros, insetivoros e hematdfago (Grafico. 2). Em S. lilium sua
distribuicdo foi irregular, formando grupos localizados na regido apical da glandula pilorica
(Fig. 19, 20), o que ndo ocorreu com nenhuma outra espécie, onde a distribuicao foi continua
ao longo do ter¢o médio a base da glandula pilérica (Fig. 21, 22). Estas células IR a gastrina
se apresentaram ovaladas ou em formato de carretel (Fig. 23). Na maioria das células foi
observada a presenca de um processo citoplasmatico que se projetava para o limen. Em todas
as espécies, a sua distribui¢do restringiu-se a regido glandular gastrica, ndo tendo sido
observada entre os componentes epiteliais, com exce¢ao do hematdfago D. rotundus onde sua
localizagdo foi entre as células epiteliais de revestimento (Fig. 24). Ao longo do intestino
ocorreu apenas uma fraca marcacdo na regido gastroduodenal das espécies insetivoras L.
aurita € M. molossus e no frugivoro S. lilium.

As células IR a gastrina foram detectadas no esofago de teledsteo (Pan et al., 2000), no
duodeno/ jejuno de répteis (Ku et al., 2001), nos mamiferos (Kitamura et al., 1984, Ku et al.,
2004 c, d) e no intestino grosso do suino Babyrousa babyrussa (Agungpriyono et al., 2000).
Entretanto, sua maior freqiiéncia na maioria das espécies estudadas foi na regido piloérica. Em
quirdpteros essas cé¢lulas IR foram muito numerosas na regido pilorica de C. perspicillata, A.
caudifer (Ashihara et al., 2000) e Noctilio leporinus (Komori et al., 2000). Em A. caudifer, as
células IR a gastrina também foram encontradas em pequeno numero na regido fundica
(Ashihara et al., 2000), sendo também relatadas ao longo de todo o intestino de C.
perspicillata, A. caudifer e nas por¢des iniciais do intestino de N. leporinus (Ashihara et al.,
2000; Komori et al., 2000). A grande freqiiéncia das células IR a gastrina nos morcegos
frugivoros parece estar relacionada ao seu habito alimentar. Estudos prévios, demonstraram
maior atividade destas células, assim como das células parietais no estomago de morcegos
frugivoros Artibeus jamaicensis e Auriteus flavescens. Neste mesmo estudo também
demonstrou-se que comparagdes interespecificas de hormoénios intestinais podem revelar
diferentes caminhos pelos quais os morcegos obtém nutrientes e os subdividem como fontes
de energia (Mennone ef al., 1986).



Grafico 2: Distribuicdo e freqiiéncia relativa das células secretoras de gastrina no tubo
gastrintestinal de L. aurita, M. molossus, A. cinerius, S. lilium, A. geoffroyi, G. soricina e D.
rotundus.
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Fig. 19 e 20: Fotomicrografia de células IR a gastrina, estdmago regido pilorica de S. lilium,
notar distribuicdo em grupos. Escala = 50 pm

Fig. 21 e 22: Fotomicrografia de células IR a gastrina, estobmago regido pildrica. Fig. 21: M.
molossus, com distribui¢do na porgdo basal da glandula pilorica. Fig. 22: A. cinerius,
distribui¢do continua na regido medial e basal da glandula pilérica. Escala = 50 pm.



Fig. 23: Fotomicrografia de células IR a gastrina,
estomago regido pilorica M. molossus. Notar
células com presenga de processo citoplasmatico.
Escala =50 um

Fig. 24: Fotomicrografia de células IR a
gastrina, estdmago regido pilorica de D.
rotundus, com marcacdo entre as células do
epitélio. Escala = 50 um



Células imunoreativas a CCK

As células IR a CCK foram observadas ao longo do intestino de todas as espécies
estudadas, variando apenas a sua freqiiéncia relativa (Grafico. 3). Sua distribui¢do pode ser
observada tanto nas glandulas intestinais, como entre os componentes epiteliais (Fig. 25, 26,
27). Sua forma variou de ovalada ou piriforme, sendo do tipo aberto o mais freqiiente (Fig.
28, 29, 30). Estas células foram detectadas na glandula duodenal de M. molossus, porém em
pequeno numero.

Sua presenca foi relatada em répteis (Lee & Ku, 2004), em peixes (Pan et al., 2000),
em aves (Rawdon & Andrew, 1981), e em mamiferos (Ku ef al., 2004 c; Ku et al., 2004 d),
tendo sido encontrada desde o estdmago regido do fundo até ao ileo. Nos morcegos
insetivoros P. abramus e P. auritus sacrimontis, estas células IR a CCK foram relatadas na
regido proximal do intestino (Yamada ef al., 1988), assim como no hematofago D. rotundus
(Yamada et al., 1984). Em morcegos frugi-nectarivoros, nectarivoros (Ashihara et al., 2000) e
piscivoros (Komori et al., 2000) estas células IR ndo foram detectadas em nenhuma das
regides intestinais. Esta auséncia foi justificada pela diferenca na dieta ou forma molecular
desse hormdnio, visto que as espécies em questdo faziam parte de familias diferentes. Porém,
todos os morcegos utilizados neste estudo, com excecdo do insetivoro M. molossus fazem
parte da familia dos Phillostomidae, ou seja, mesma familia do Carollia perspicillata e do
Anoura caudifer. Assim, a ocorréncia de diferencas moleculares tdo significantes em animais
de classificacdo taxondmica tdo proxima e héabitos alimentares semelhantes sdo dificeis. Este
estudo sugere que estas diferengas possam ser justificadas pela origem dos antigenos
utilizados ou da metodologia aplicada.



Grafico 3: Distribuigdo e freqiiéncia relativa das células secretoras de CCK no tubo
gastrintestinal de L. aurita, M. molossus, A. cinerius, S. lilium, A. geoffroyi, G. soricina e D.
rotundus.
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Fig. 25 e 26: Fotomicrografias de células IR a CCK. Fig. 25: Intestino I de L. aurita. Fig. 26:
Intestino I de S. lilium. Escala = 50 um.

Figs. 27 e 28: Fotomicrografias de células IR a CCK. Fig. 27: Intestino Il de G. soricina.
Observar marcagao entre os componentes epiteliais e glandulares. Fig. 28: Intestino II de D.
rotundus. Notar presenca de processo citoplasmatico. Escala = 50 um.
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Fig. 29: Fotomicrografia de células IR a CCK.
Intestino I de S. /ilium com processo citoplasmatico
voltado para o lumen. Escala = 50 pm.

Fig. 30: Fotomicrografia de células IR a CCK,
Intestino 1 de A. geoffroyi. Observar a presenca de
processo citoplasmatico. Escala = 50 pm.



Células imunoreativas ao glucagon (enteroglucagon)

As células IR ao enteroglucagon apresentaram menor freqiiéncia relativa quando
comparadas aos outros hormoénios estudados (Grafico. 4). Estas células foram observadas na
regido fundica de todas as espécies (Fig. 31, 32), com excecdo do frugivoros S. lilium. Na
regido pilorica, sua freqiiéncia foi baixa e restrita aos insetivoros L. aurita € M. molossus.
Estas células IR a CCK apresentam-se de forma irregular. No intestino, sua ocorréncia foi rara
e variou conforme a espécie e sua distribui¢@o foi entre as células epiteliais de revestimento
das vilosidades e nas glandulas intestinais (Fig. 33, 34). Algumas células IR foram observadas
na glandula duodenal de M. molossus, assim como na abertura do colédoco (Fig. 35, 36).

O glucagon tem sido demonstrado em vérias espécies de mamiferos. E considerado que
a distribuicdo destas células é espécie-dependente (Huang & Wu, 2005). Em morcegos
piscivoros, frugi-nectarivoros e nectarivoros, a sua presenca foi restrita a por¢do findica do
estdbmago e no intestino, o0 mesmo acorrendo nos insetivoros P. abramus e P. auritus
sacrimontis (Yamada et al., 1988).



Grafico 3: Distribuicdo e freqiiéncia relativa das células secretoras de enteroglucagon
no tubo gastrintestinal de L. aurita, M. molossus, A. cinerius, S. lilium, A. geoffroyi, G.
soricina e D. rotundus.
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Fig. 31 e 32: Fotomicrografias de célula IR a enteroglucagon, estdmago regido fundica. Fig.
31: A. geoffroyi, com marcagao na base da glandula gastrica. Fig. 32: L. aurita. Escala = 50

um
Fig. 33 e 34: Fotomicrografias de célula IR a enteroglucagon. Fig. 33: Estdmago de M.
molossus, regido pilorica. Fig. 34: Intestino III de L. aurita. Escala = 50 pm
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Fig. 35 e 36: Fotomicrografias de células IR a
enteroglucagon, intestino I e colédoco de M.
molossus. Notar marcac¢do na abertura do canal do
colédoco (setas). Escala = 50 pm.



Tabela 3. Distribui¢io e freqiiéncia relativa das células endocrinas de L. aurita” e M. molossus (A), A.

cinerius” ¢ S. lilium (B), A. geoffroyi " e G. soricina (C) e D. rotundus (D).

(A) Morcegos insetivoros. L. aurita” ¢ M. molossus.

Regifo Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estomago [+ t/ - - /T
Fundo
Estomago -+ 4+ -/f +/+
Pilorica
Intestino I ++ /[ ++ f/f +++ [+ + /-
Intestino IT ++/++ -/ - NIy £/-
Intestino I11 +++ / ++ -/ - ++ ) ++ +/-
(B) Morcegos frugivoros. 4. cinerius” e S. lilium.
Regido Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estomago +/++ -/ - - /- +/-
Fundo
Estdomago ++/++ - -/ - -/f
Pilorica
Intestino I ++ -/ - Ny -+
Intestino I1 -/ -/ - NIy T+
Intestino IT1 +++/ ++ -/ - NIy 1+
(C) Morcegos nectarivoros. 4. geoffioyi - ¢ G. soricina.
Regido Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estémago T ++ £ /- - /- .
Fundo
Estomago 4+ [ +++ [+ - /- A
Pilérica
Intestino I ++/ - /- NIy S+
Intestino I1 ++ [+ - /- NIy +/+
Intestino III ++/++ - /- Ny +/+
(D) Morcego hematofago. D. rotundus.
Regifo Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estémago +++ - - +
Fundo
Estomago +++ 4+ - }
Pilorica
Intestino I ++ - T+ n
Intestino 11 ++ - ++ i
Intestino 11T ++ - ++ +




Tabela 4. Distribuicio e freqiiéncia relativa numérica das células endocrinas de L. aurita” ¢ M.

molossus (A), A. cinerius e S. lilium (B), A. geoffroyi ¢ G. soricina (C) e D. rotundus

(D).
(A) Morcegos insetivoros. L. aurita” e M. molossus.
Regiio Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estomago 36,5+13,97/32,7+ 3,7 £f/0 0/0 3,7¢1/1,7+0
Fundo
Estomago 38+17,6 / 54,7+ 13,8 46,8+13,2 /42,2438 0/f 1,4+0,6 / 2,2+ 0,3
Pilorica
Intestino I 24,2+3,1/ 40,3+ 9,3 f/f 30,9+4/27,7+3,9 4,6£0,3/0
Intestino II 14,8+8,1/ 7,7+ 2,9 0/0 12,1+£2/15+£2,6 £f/0
Intestino II1 27,849,3/ 8,7+ 3,2 0/0 12,1 +4/5,6+ 0,7 4,0£0,5/0
(B) Morcegos frugivoros. 4. cinerius” e S. lilium.
Regiio Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estdmago 20,5+1,7 / 12,2+ 3,4 0/0 0/0 0,91+ 0,3/ -
Fundo
Estomago 16,6£5/14,6 £2,4 126,9+27 /75,8t 5,7 0/0 0/f
Pilorica
Intestino I 19,6+7,5/ 66,6 + 9,9 0/0 7,2+1,8/24,1+ 6,1 0/5,0+2
Intestino IT 18,6+6,3/31,9+9 0/0 8,2+1,9/22,8+ 8,5 1,7€1/3,7+ 1
Intestino 111 35+15 / 23,9+ 0,6 0/0 14,2+ 5,8 /22,4+ 5,5 3,7£1/2,0£ 0,5

(C) Morcegos nectarivoros. A. geoffioyi * e G. soricina.

Regido Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estomago 11,2+2,6 /24,3+4.9 f/0 0/0 22+1,0/1,6+1,0
Fundo
Estomago 29,7+ 12,9/ 56,3+£8,1 48,2+ 15,7/ 47,7+4,3 0/0 0/0
Pilérica
Intestino I 15,4+ 3,7/ 27,1£14,3 0/0 7,6+1,5/12,3+£2,0 0/34+1,0
Intestino I1 10,3+2,0 / 28,6+ 9,0 0/0 11,9+4,8 /11,414 2,0£0,6/2,0+0,5
Intestino I11 16,9+1,1/19,5+ 6,5 0/0 11,545,1/12,7+6,7 1,4+0,5/3,6+1,9

(D) Morcego hematoéfago. D. rotundus.

Regido Serotonina Gastrina CCK Enteroglucagon
Estomago 58,5+7,2 0 0 0
Fundo
Estomago 45+5,0 26,7+ 6,0 0 40+1,2
Pilérica
Intestino I 18,8 + 6,4 0 10+2,2 3,0+1,7
Intestino 11 10,9+ 3,0 0 14,7+5,2 1,8+0,8
13,5+3,0 0 7,1+28 22+0,8

Intestino 111




5.0. CONCLUSOES

» A célula enddcrina secretora de serotonina foi a mais abundante. Encontrada em todas as
espécies e em todas as regides analisadas.

» A célula enddcrina secretora de gastrina foi predominantemente detectada na regido
pilorica de todas as espécies. Entretanto, a freqiiéncia relativa destas células foi maior nas
espécies de habito alimentar frugivoro.

» A célula enddcrina secretora de colecistoquinina foi encontrada no intestino de todas as
espécies, predominantemente no intestino I das espécies de habito alimentar insetivoro.

» A célula enddcrina secretora de enteroglucagon foi a menos freqliente, apesar de ter sido
detectada no estdmago ¢ intestino de todas as espécies.

» Houve diferengas na distribui¢do e na freqiiéncia relativa das células enddcrinas do tubo
gastrintestinal dos animais de mesmo habito alimentar. Estas diferencas foram menores
quando comparadas com os animais de habitos alimentares diferentes.
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