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Abstract. Histological description of the small intestine of the Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826 (Mammalia: Didelphidae).
The histological differences between the duodenum, jejunum and ileum with regard to the mucous, sub-mucous and muscle layers
of opossum Didelphis aurita were analyzed. A possible relationship among the morphological aspects and the number of endocrine
cells was also verified. Ten specimens of the D. aurita weighing over 800g were captured. Staining techniques identified argyrophilic
cells (Grimelius), argentafin cells (Masson-Fontana modified), insulin immunoreactive cells (direct immunoperoxidase), to the
mucous, sub-mucous and muscle layers (H-E). Layer morphometry between the animals’initial, middle and distal regions of each
segment was similar (P>0.05). None correlation was verified between the number of entero-endocrinal cells and the thickness of

the small intestine layers of D. aurita (P>0.05), although in the physiological level, the results may be important.
Keywords: endocrine cells, histology, insulin, opossum

Resumo. No presente trabalho foram analisadas diferencas histoldgicas entre o duodeno, jejuno e ileo em relacdo as camadas
mucosa, submucosa e muscular de gambas da espécie Didelphis aurita Wied-Neuwied, 1826. Verificou-se também a existéncia de
possivel relacdo entre a morfologia da parede intestinal e o nimero de células enddcrinas. Foram capturados dez espécimes
de gambas da espécie D. aurita acima de 800g. As técnicas de coloracédo utilizadas visaram a identificacdo das células argirdfilas
(Grimelius), argentafins (Masson-Fontana modificada), imunorreativas a insulina (imunoperoxidase direta) e das camadas da
parede intestinal (HE). Entre as regides inicial, média e final de cada segmento, a morfometria das camadas foi similar (P>0,05).
As diferencas nos nimeros de células enteroenddcrinas ndo foram acompanhadas de alteracdes nas espessuras das camadas
mucosa, submucosa e muscular do intestino delgado de D. aurita (P>0,05), embora fisiologicamente, os resultados aqui encontrados

possam ser importantes.
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INTRODUCAO D. viginiana (Colorado e Costa Rica) (EiseNBerG & REDFORD,

1999). CerquEIRA & LEmos (2000) separam D. aurita de D.

Existem quatro espécies de gambas, sendo elas  marsupialis, embora esta separacdo néo seja aceita por
Didelphis albiventris (Colombia, Venezuela e Argentina);0.  outros pesquisadores (Nowak, 1999). Os marsupiais
marsupialis (Leste do México, Brasila e Bolivia); D. aurita  apresentam como caracteristica diagnéstica a
(leste do Brasil, Paraguai e nordeste da Argentina)e  presenca do marsUpio, estrutura similar a uma
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20.  Fremas-RIBEIRO et al.

prega da pele, responsavel pela formacao de uma
bolsa que contém as glandulas mamarias, onde os
filhotes sdo alimentados apds o nascimento (KIMBLE,
1997; Nowak, 1999).

SANTORI et al. (2004) estabeleceram alguns itens
alimentares para D. aurita, classificando-os como
onivoros. Esta espécie apresenta um intestino
grosso bastante desenvolvido, em concordancia
com seu hdbito onivoro, e um longo intestino
delgado, quando comparado a outras espécies de
marsupiais, apesar de serem bastante eficientes
na digestao de conteldos ricos em proteinas e
gorduras (SanTori et al, 2004).

De acordo com Dvce et al (1997), o aparelho
digestorio de mamiferos tem inicio com o segmento
cranial (inicial), relacionado com a preensdo,
mastigacdo e transporte dos alimentos, e em
sequéncia aparecem 0s segmentos intermedidrio
e caudal (final), estes dois ultimos relacionados
com o transporte, digestao, absorcao e excre¢do. O
intestino delgado faz parte do segmento digestério
intermediario, sendo dividido em trés partes
sequenciais: duodeno, jejuno e ileo (KIERszENBAUM,
2004). A funcao fisiolégica primaria do intestino
delgado é a assimilacao e digestao do alimento.
Estes processos ocorrem como resultado de acbes
enzimaticas, respostas neurohumorais, motilidade,
mecanismos de transporte e controle enddcrino
(Dyce etal, 1997; GANONG, 1998).

O controle endécrino da secrecao, absorcao e
motilidade intestinal sdo atividades realizadas por
células endécrinas dispersas ao longo do tubo
digestivo e pancreas (Fuima, 1973). Estas células
podem ser classificadas em argiréfilas ou argentafins
pela capacidade de reter e reduzir sais de prata, em
células produtoras de hormonios, como a insulina,

secretina, somatostatina, dentre outras, baseado
principalmente nas caracteristicas e conteudo de
seus granulos secretores e em células do tipo aberta
e fechada, de acordo com a comunicagdo apical
com o lumen (SoLcia etal, 1976; GRIMELIUS & WILANDER,
1980; S16LUND et al, 1983; DavaL et al, 1987; PoLak et al,,
1993; SanTos & ZucoLoto, 1996).

Diferencas histolégicas sdao observadas nas
camadas mucosa, submucosa e muscular dos
trés segmentos do intestino delgado (Junquera &
CARrNEIRO, 2004; KierszenBAuM, 2004; TELsER et al, 2008).
Assim, o presente trabalho teve por objetivo
destacar estas diferencas através da analise
morfométrica das camadas supracitadas no
duodeno, jejuno e ileo de gambds da espécie D.
aurita, além de verificar possiveis variagdes ao longo
do eixo longitudinal entre as regides inicial, média
e final de cada segmento. Adicionalmente, foram
verificadas possiveis relacdes entre os componentes
enddcrinos e a morfologia intestinal, o que fornecera
subsidios para estabelecimento de relagcdes entre
controle enddcrino e a morfologia intestinal. Dados
morfométricos das camadas do intestino delgado
foram entdo correlacionados com o numero de
células enteroenddcrinas argirofilas, argentafins e
imunorreativas a insulina.

MATERIAL E METODOS

Armadilhas do tipo gancho foram utilizadas
para a captura dos gambas. Entre janeiro e junho de
2007, foram capturados dez espécimes de gambas
adultos da espécie D. aurita machos (80%) e fémeas
(20%), no municipio deVicosa/MG. Os animais foram
eutanasiados mediante o uso de anestésico geral
(pentobarbital sédico), sequido da administracao
de cloreto de potassio. A coleta de animais foi
autorizada pelo IBAMA (licenca n° 10168-1), e

Revista Brasileira de Zoociéncias 13 (1, 2, 3): 19-27.2011

®



os procedimentos experimentais envolvendo os
animais, sequiram as determinacdes da Comissao
de Etica do Departamento de Veteriniria da
Universidade Federal de Vicosa, sendo aprovado
sob protocolo n° 56/2007.

Apesar da estimativa da idade oscilarem funcao
da etapa de desenvolvimento, DezonNE et al. (1984)
estipularam seis classes de gambas D. marsupialis
de acordo com registros biométricos, alteragdes
na pelagem e denticao obtidos de animais
em cativeiro e campo. Esta espécie apresenta
dimorfismo sexual quanto a relacao largura/
comprimento da cabeca, com as fémeas tendendo
ater a cabeca mais estreita (CAceres E MONTEIRO-FILHO,
1999). Como nao ha dimorfismo sexual quanto
a morfologia do intestino delgado em animais
placentarios (Barroso et al., 2007), acredita-se que
em marsupiais o mesmo seja observado. Neste
trabalho ndo foi possivel acompanhar as fases de
desenvolvimento a partir de coletas periodicas;
assim, para uniformizar os dados, foram capturados
animais com peso acima de 400g.

Apbs a abertura e exposicdo da cavidade
abdominal dos animais, foram identificados os
segmentos do tubo digestivo, a saber: duodeno,
que se estende da extremidade inicial do intestino
delgado até o inicio do mesentério; jejuno, que vai
do inicio do mesentério até o ileo, localizado na
borda livre da prega ileocecal e segue até a juncao
ileocecal (Dvce etal., 1997).

Foram coletados dois fragmentos de 1 cm? de
cada uma das regides (inicial, média e final) de cada
segmento intestinal (duodeno, jejuno e ileo) do
animal. Estes foram fixados por 24 h em liquido de
Bouin, para coloracdo H-E (BANCROFT & STEVENS, 1996),
técnica de Grimelius (GriveELus, 1968) e técnica de
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imunoperoxidase direta (STERNBERGER, 1979), e em
formol a 10% tamponado para técnica de Masson-
Fontana modificada (Barsosa etal,, 1984). Em seguida,
os fragmentos foram desidratados, diafanizados,
incluidos em parafina e seccionados na espessura
de 5um em micrétomo rotativo manual (modelo
Leica, RM2155). O intervalo entre os cortes foi
de aproximadamente 50um (10 cortes eram
descartados). Cada lamina continha quarto cortes
de um mesmo fragmento, onde foi estabelecida
uma distancia de 30 um entre os cortes durante o
processo de microtomia. Foi produzido um total
de seis laminas para cada regidao por segmento
intestinal. Portanto, um total de 24 cortes foi
analisado para cada regiao.

Apdbs a remocao da parafina, as sec¢des histo-
|6gicas foram hidratadas e coradas. As técnicas de
coloracdo utilizadas visaram a identificacdo das
células argiréfilas (técnica de Grimelius), células ar-
gentafins (técnica de Masson-Fontana modificada),
células imunorreativas a insulina (técnica da imu-
noperoxidase direta), camadas mucosa, submucosa
e muscular (HE). Cortes de pancreas de gambas fo-
ram utilizados como controle.

Os anticorpos monoclonais utilizados na técnica
histoquimica foram produzidos pelo laboratério
Bethyl, lote n° A90-117P-4, e como controle positivo
foi utilizado pancreas de gambas. O processamento
do material foi realizado no Laboratério de Biologia
Estrutural do Departamento de Biologia Geral da
Universidade Federal de Vicosa.

Ascélulasargentafins,argiréfilaseimunorreativas
a insulina foram quantificadas em seis campos
(espaco de 10 um entre eles) do corte da mucosa,
delimitados pela extensdo da régua ocular
micrométrica acoplada a ocular de 10X, equivalente
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22.  Fremas-RIBEIRO et al.

a 300 pm de extensdo e objetiva de 40X. Foi
registrado o numero médio das células enddcrinas
para cada mm? de drea da camada mucosa. As areas
da mucosa, submucosa e muscular foram obtidas a
partir da sua espessura média multiplicada pela
extensao da régua micrométrica.

As descricbes histologica e morfométrica dos
segmentos do intestino delgado foram realizadas
com o auxilio do programa Image Pro-Plus 4.0
(Media Cybernetcs). As mensuragdes foram feitas
em seis campos aleatérios de cada corte. As
fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscépio
binocular Olympus BX 60 acoplado a camera digital
Qcolor.3 (Olympus), no Laboratério de Citogenética
de Insetos do Departamento de Biologia Geral.

Para verificar diferencas na altura das
vilosidades e espessura das camadas mucosa,
submucosa e muscular entre os segmentos
intestinais (duodeno, jejuno e ileo) e entre as
regides de cada segmento (inicial, média e final)
foi empregado o teste de Kruskal-Wallis. Para
verificar possivel relacdo entre o numero de
células endécrinas e a morfometria das camadas
intestinais foi aplicada analise de regressao ( p<
0,05). O software R foi empregado nas analises de
dados (R Software 2010).

REesuLTADOS

A mucosa é geralmente constituida por vilosida-
des geralmente digitiformes, glandulas intestinais
e muscular da mucosa. A camada submucosa for-
mada por tecido conjuntivo frouxo apresentou um
grande numero de neurdnios, assim como a cama-
da muscular. A camada muscular esteve composta
por duas camadas de musculo liso, uma circular in-
terna e outra longitudinal externa.

As células mais frequentes da tunica mucosa fo-
ram os enterdcitos, as células caliciformes e as célu-
las enddcrinas. Os enterdcitos apresentaram uma
condensacdo na regido apical em funcdo da borda
estriada; as células caliciformes foram identificadas
por seu citoplasma em imagem negativa e nucleo
intensamente basofilo; as células enddcrinas argird-
filas apresentaram o citoplasma corado em negro
pela técnica de Grimelius; as células argentafins em
marrom escuro pela técnica de Masson Fontana
modificada e as células imunorreativas a insulina
em marrom claro pela técnica imunohistoquimica
peroxidade anti-peroxidase. Todas as células endé-
crinas apareceram com a regido infranuclear mais
corada do que o restante do citoplasma e com o nu-
cleo em imagem negativa.

Andlises comparativas da morfometria das ca-
madas do intestino delgado dos gambds ndo re-
velaram diferencas significativas ( p > 0,05) entre os
segmentos intestinais em relacdo aos parametros
analisados (Tab.2). Similarmente, nenhuma diferen-
¢a morfométrica significativa foi observada entre as
regides inicial, média e final do duodeno, jejuno e
ileo em relacdo a estes parametros (Tab.1).

O ndimero médio de células enddécrinas argirofi-
las (82,44%), argentafins (16,26%) e imunorreativas
ainsulina (1,30%) no intestino delgado de D. aurita es-
tao discriminados na tabela 3. Variacdes no nimero
destas células ao longo do intestino delgado nao
se mostraram correlacionadas com variagées na es-
pessura das camadas mucosa, submucosa e muscu-
lar ( p > 0,05). As maiores correlacdes encontradas
foram entre as células argiréfilas e a espessura da
camada submucosa (rs=0,33;p = 0,06) e entre as cé-
lulas IR insulina e a espessura da camada muscular
(s=0,31;p=0,08).
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Discussio

O duodeno foi o menor segmento do intestino
delgado, cuja distincdo histolégica em relacao aos
demais se destacou pela presenca de glandulas
duodenais (de Briinner) na submucosa. Estas glan-
dulas nao foram observadas na submucosa do jeju-
no e ileo. O ileo foi identificado pela presenca de
nédulos linféides associados (placas de Peyer) que
se estenderam por toda a lamina prépria e também
pela submucosa. A distincao entre os segmentos in-
testinais de D. aurita foi similar ao descrito para roedo-
res (ALTMANN & LeaLonD, 1970; ALLoGNINOUWA etal., 1996),
porcos (Mimans & Ferrer, 2004) e capivaras (VELASQUEZ
etal, 2003; Robricutes, 2005; RobriGUES et al,, 2006).

A mucosa foi constituida por vilosidades,
glandulas intestinais (criptas de Lieberkiihn) e
muscular da mucosa. Esta nao apresentou variacao
significativa em sua espessura entre as regides
inicial, média e final de cada segmento do intestino,
sendo constante até mesmo entre os segmentos,
assim como descrito por RobriGues (2005) para o
intestino delgado de capivaras.

As vilosidades presentes na mucosa caracteri-
zam-se como projecoes alongadas, responsaveis
por ampliar a sua area de superficie de absorcao.
A maioria das vilosidades intestinais dos gambas
apresentou-se digitiforme nos trés segmentos, em-
bora no duodeno algumas apresentassem forma de
folha, com a base mais larga que o apice. Em todos
os segmentos foram observadas algumas vilosida-
des multicipitais, ou seja, com vdrias cabegas. BArRrRY
(1976) analisando a morfologia das vilosidades do
intestino delgado de pequenos mamiferos herbivo-
ros, carnivoros e onivoros também encontrou a for-
ma de dedos afilados para a maioria das vilosidades.
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Tabela 1. Espessuras das camadas mucosa, submucosa, muscular
(média + desvio-padrao) e altura das vilosidades (média + desvio-
padrao) nas trés regides dos segmentos intestinais de D. aurita.

Regidesdos _ P da E da E ada Altura da

529"(‘;'“05 mucosa st:bmucosa r:'lus:ular vilosidade
D, 522.51+164.97° 119.97+53.31 153.12+70.77° 409.13%£157.51°
D, 502.531+165.38° 119.28+83.51 191.56£134.759° 374.86+149.66°
D, 539.00+209.61° 118.98+61.87 169.49+72.14° 446.25+210.88°
J; 554.46+185.79° 106.94+144.36 95.87£35.193° 438.54+169.39°
Jn 583.52+199.10° 78.10+42.53 94.92+39.11° 472.75%£175.08°
J 563.66+186.025° 97.01+63.03 107.20+£36.91° 439.98+179.96°
I 460.06+£100.57° 85.64+40.05 167.01£72.24° 357.63+125.08°
|m 425.78+137.44° 99.07+74.25 171.36+68.072 328.94+131.58°
I 428.88+155.72° 93.28+31.74 167.68+47.59° 290.55+138.212

Letras subscritas i, m e f representam, na ordem, regides inicial, média
e final de cada segmento. Valores seguidos por letras mintsculas iguais
na mesma coluna nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5%
pelo teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 2. Espessuras das camadas mucosa, submucosa, muscular
(média + desvio-padrao) e altura das vilosidades (média +
desvio-padrédo) nos trés segmentos intestinais de D. aurita

Esp da Esp ada Esp ada Altura da
Segmentos .
mucosa submucosa muscular vilosidade
Duodeno 521.34+180.812 119.41+67.06° 171.39+£97.98° 410.08+176.272
Jejuno 567.21+189.73° 94.01+94.44° 99.33+37.32° 450.42+174.61°
fleo 438.24+133.39° 92.66+52.044° 168.68+63.22° 325.70+133.86°

Valores seguidos por letras minusculas iguais na mesma coluna nao
diferem entre si ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Kruskal-
Wallis.

Tabela 3. Numero de células enddcrinas por mm? (média *
desvio-padrao) da camada mucosa dos segmentos de gambads D.
aurita adultos e pos-puberes (n=10).

Células endécrinas Duodeno Jejuno ileo
Argirdfilas 64,98+13,91° 47,77£12,31° 50,35+15,42°
Argentafins 15,93+6,67° 9,38+4,30° 6,83+3,70°
IR insulina 0,71£0,54° 0,61%0,57° 1,25+1,24°

Médias seguidas por letras iguais na mesma linha nao diferem entre si
ao nivel de significancia de 5% pelo teste de Kruskal-Wallis.
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24.  Fremas-RIBEIRO et al.

A morfologia das vilosidades intestinais de D. quri-
ta concordou com a descricao realizada por BArry
(1976). Alguns aspectos anatomicos notaveis po-
dem ser observados entre animais de diferentes ca-
tegorias troficas. Por exemplo, para carnivoros e
onivoros (como os gambads), podem ser observadas
vilosidades altas e com base fina, ja que o alimento
muitas vezes é transportado rapidamente, encon-
trando-se, em geral, melhor preparado para as ativi-
dades gastrica e enzimatica. Por outro lado, os her-
bivoros possuem vilosidades robustas e mais largas,
visando principalmente suportar alimento rico em
celulose e com baixa acdo digestiva (BArry, 1976).

Nao foi observada diferenca significativa na
altura das vilosidades entre os segmentos proximais
e distais do intestino delgado de D. aurita, apesar de
os valores terem sido aparentemente menores
no ileo. VELAsQuUEz ef al. (2003) também observaram
que a altura das vilosidades do intestino delgado
de capivaras adultas diminui em direcao ao ileo.
Segundo MavHEw & MippLeton (1985), fatores que
aumentam a vilosidade, tanto no volume quanto
na area de superficie, predominam no inicio do
intestino delgado, e fatores que a reduzem sao
observados naporcdofinal deste 6rgdo. Estesfatores
poderiam ser nutrientes no limen e hormonios.

Observou-se, nos cortes corados por H-E, que
o epitélio da camada mucosa era constituido
principalmente por células altas, os enterdcitos, e
células com citoplasma em imagem negativa, as
caliciformes. Ja pelaimpregnacao por prata, células
menos numerosas, as células enteroenddcrinas,
foram notadas, semelhante aos relatos de Bressan
et al. (2004) para capivaras. Apenas estas ultimas
foram quantificadas e correlacionadas com a
espessura das camadas mucosa, submucosa e
muscular. Nenhuma correlacao foi observada

entre o numero de células enteroendécrinas e a
espessura das camadas, embora uma premissa
basica apontasse para o aumento deste nimero
com o aumento da espessura, considerando a
necessidade de um controle endécrino mais
complexo naquela regiao. Este controle enddécrino
regula a secrecdo, absorcdo, motilidade e
proliferacdo das células intestinais (Rinpi et al. 2004).

A camada submucosa do intestino delgado de
D. aurita é constituida por tecido conjuntivo frouxo,
semelhante a camada submucosa do intestino
delgado de capivaras (Robricues, 2005). Entretanto,
Kierzensaum (2004) descreveu a submucosa como
um tecido conjuntivo denso irregular, com grandes
vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos que se
ramificam na mucosa e nacamada muscular.Quanto
a espessura desta camada, nenhuma variacao
foi verificada entre os segmentos intestinais nos
animais das duas classes e entre animais da mesma
classe. Segundo PEenzes E SkaLA (1977), mudancas nas
areas das camadas intestinais podem aparecer com
a idade como, por exemplo, o espessamento desta
camada em decorréncia de fibroses.

A submucosa também apresenta um grande
nimero de neurdnios, constituindo o plexo
submucoso ou de Meissner (Furness & Costa, 1980).
Neurdénios deste plexo regulam a secrecdao de
muco, agua e NaCl pela mucosa INTESTINAL (HuDSON et
al, 2000). Na submucosa do intestino dos gambas
estes ganglios estavam evidentes, possuindo
grandes corpos de neurdnios, assim como relatado
para capivaras (VeLAsquez et al, 2003; RobriGcues, 2005).

A camada muscular do intestino delgado de D. aurita
foi semelhante ao relatado para outros mamiferos
(Kierszenaum, 2004; JunquerA & CarnERO, 2004; TELSER et
al, 2008), contendo duas camadas de musculo liso.
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Neste trabalho nao foi analisada a morfometria de cada
camada individualmente, sendo apenas considerada a
camada muscular como uma unica unidade, ou seja,
a camada externa e interna foram mensuradas juntas.
Entre os segmentos intestinais, a camada muscular do
jejunomostrou-se comoade menorespessura. RODRIGUES
(2005) também observou uma menor espessura
aparente desta camada no jejuno de capivaras, seguida
do ileo e duodeno, apesar de estatisticamente esta
diferenca nao ter sido confirmada.

A camada muscular também apresentou um
grande numero de neurbnios, constituindo os
ganglios mioentéricos. O conjunto destes ganglios,
localizados entre a camada muscular circular
interna e a longitudinal externa, constitui o plexo
mioentérico, conhecido como plexo de Auerbach
(FurnEess & CosTa, 1980).

Ndo foi realizada a morfometria da camada
serosa do intestino delgado de D. auritaem funcao da
sua perda em alguns cortes. Nos cortes em que ela
ficou preservada, foi possivel observar que ela foi
composta por tecido conjuntivo frouxo revestido
por mesotélio, similar aos mamiferos eutérios
(GeoRcE etal, 1998).

Quanto a composicao das camadas da parede
intestinal de D. aurita, nenhuma particularidade foi
encontrada para este grupo de animais quando
comparado aos mamiferos placentarios (ALOGNINOUWA
etal, 1996; Geoece et al, 1998). Assim, conclui-se que
D. aurita pode ser utilizado como modelo animal
para pesquisas relacionadas a histologia intestinal.
Nenhuma correlacdo foi encontrada entre o nimero
de células enteroendocrinas e a espessura das
camadas do intestino delgado de D. aurita, embora
fisiologicamente os resultados aqui encontrados
possam ser importantes.
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