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RESUMO

A criacao de jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) tem-se consolidado no estado de
Mato Grosso como atividade alternativa e legal para as propriedades rurais na area
de ocorréncia natural da espécie, coibindo a caca predatoria e colaborando na
preservacdo da espécie. A racionalizacdo do processo produtivo na criagdo de
jacaré é uma acéo relativamente nova, que permite obter pele de melhor qualidade e
de utilizagdo integral, diferentemente daquelas oriundas de animais da natureza.
Considerando a importancia dos intestinos como sede dos principais eventos
relacionados a obtencao de nutrientes para o metabolismo corpdreo, este trabalho
teve por objetivo caracterizar qualitativa e quantitativamente a mucosa dos intestinos
delgado e grosso do jacaré-do-pantanal. Para a caracterizagdo da estrutura da
parede intestinal e da histometria da mucosa foram coletadas amostras intestinais
de 16 jacarés para o estudo ao microscoépio optico e de outros dois para o estudo ao
microscopio eletronico de varredura. As amostras foram obtidas e processadas de
acordo com os respectivos protocolos, em cinco regides, sendo quatro do intestino
delgado e uma do intestino grosso. As coloragdes realizadas foram hematoxilina
eosina, tricomo de Mallory e Picrossirius, e a técnicas histoquimicas constituiram de
reagao ao acido periddico de Schiff, alcian blue pH 1,0 contrastado com hematoxilina
e alcian blue pH 2,5 conjugado ao acido periddico de Schiff. No estudo histométrico
foi empregado a analise de variancia e Teste de Neuwman-Keuls. Para a descrigéo
das estruturas histolégicas foi empregada a terminologia disponivel na Nomina
Histologia. A estrutura da parede do intestino delgado e grosso do jacaré-do-
pantanal é constituida pelas tunicas mucosa, muscular e serosa. A mucosa é
formada por epitélio de revestimento do tipo cilindrico simples constituido pelo
epiteliécito colunar da vilosidade e o exocrinécito caliciforme; lamina propria de
tecido conjuntivo frouxo e muscular da mucosa unica. A composi¢cao da secreg¢ao do
exocrindcito caliciforme variou de neutro a acido. Nao foi observada a presencga de
glandulas intestinais. A tunica muscular é constituida por dois estrados, o circular e o
longitudinal, sendo o estrato circular o mais desenvolvido. A serosa € tipica. As
especializacbes da mucosa observadas no intestino delgado e grosso,
respectivamente, foram vilosidades e pregas intestinais, e ao longo das regides dos
intestinos, apresentaram diminuicdo de sua complexidade. O estudo histométrico da
mucosa demonstrou diferenga estatisticamente significante entre o intestino delgado
e grosso. A microscopia eletrénica de varredura evidenciou a presenca de 1 tipo de
prega ou crista no duodeno e 2 tipos nas demais regides analisadas. Elas
apresentam variagdo de forma, espagcamento, altura e a amplitude entre as regides.
Embora a estrutura da parede intestinal de C. yacare seja semelhante a de outros
crocodilianos, a da tartaruga verde e avestruz, ainda se faz necessario estudos
sobre a histofisiologia para que o manejo nutricional da espécie em cativeiro seja
incrementado.

Palavras-chave: morfologia, microscopia eletrénica, criagado comercial



ABSTRACT

The commercial breeding of the Caiman yacare has been consolidated in the state of
Mato Grosso as an alternative and as a legal activity for rural properties in the area
of its natural occurrence, restraining predatory hunting and collaborating to the
preservation of the species. The rationalization of the production process into the
caiman's breading is a relatively new action, which allows obtaining better skin quality
and its integral use, different from those originated from animals living in wildlife.
Considering the importance of the intestines as the main organ where the major
events related to obtaining nutrients for the body metabolism occur, this study aimed
at characterizing qualitative and quantitatively the mucosa of the small and large
intestine of the C. yacare. For the characterization of the intestinal wall structure and
histometry of the mucosa, intestinal samples from 16 animals were collected for the
study in the optical microscope and two others for the study in the scanning electron
microscope. The samples were obtained and processed according to the respective
protocols, in five regions, four from the small intestine and one from the large
intestine. The stains were hematoxylin, eosin, Mallory trichomo and Picrossirius, and
the histochemical techniques consisted of the reaction to periodic acid-Schiff and
alcian blue pH 1.0 counterstained with hematoxylin and alcian blue pH 2.5
conjugated to periodic acid-Schiff. Histometric study was used in the analysis of
variance and Neuwman-Keuls test. For the description of histological structures it
was used the terminology available in Nomina Histology. The wall structure of small
and large intestine of the C. yacare was composed of the tunica mucosa, muscular
and serosa. The mucosa was composed of epithelial lining like the simple cylindrical
type made by epithelial columnar cells of the villus and goblet cells; characteristic
lamina of loose connective tissue and muscular tissue from the single mucosa. The
composition of the secretion of goblet cells ranged from neutral to acid. It was not
observed the presence of intestinal glands. The muscular layer consisted of two
decks, the circular and the longitudinal, the former being the most developed. The
serosa was typical. The specializations of the mucosa observed in the small and in
the large intestine, respectively, were intestinal villi and folds, and alongside the
regions of the intestine, showed a reduction of its complexity. The histometric study
of the mucosa showed a statistically significant difference between the small and the
large intestine. The scanning electron microscopy revealed the presence of one type
of ridge or fold in the duodenum and two types in the other regions analyzed. They
showed variation in shape, spacing, height and scale between the regions. Although
the structure of the intestinal wall of C. yacare is similar to those of other crocodilians,
of the green turtle and of the ostrich, it is still necessary to carry out studies about the
histophysiology so that the nutritional management of the species in captivity is
improved.

Key-words: morphology, electron microscopy, commercial breeding.
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1 INTRODUGAO

Os répteis, assim como os peixes e anfibios, sdo classificados como,
“vertebrados inferiores”, e temidos em funcdo do seu aspecto ou do veneno que
possuem. Nos ultimos tempos, algumas espécies vém sendo utilizadas como
animais de companhia (lagartos, iguanas, tartarugas); outras sao exploradas
comercialmente para a produgcao de veneno (serpentes), pele e carne no caso de
ras, jacarés e crocodilos (FRANCISCO, 1997).

Entre os répteis, os jacarés sdo animais de habitos semi-aquaticos, seus
representantes sdo geralmente animais de grande porte, carnivoros e
provavelmente o mais complexo dentre os répteis. A maior parte das espécies habita
nos rios de agua doce, mas existem varias espécies de estuario e de agua salgada
(GOULART, 2004).

1.1 Sistematica e distribuicao geografica do Caiman yacare

As divergéncias quanto ao numero de espécies de crocodilianos existentes
(aproximadamente 23) se deve ao fato de haver vérias espécies e subespécies em
discuss&o. No caso do jacaré do pantanal, alguns autores consideram uma espécie
distinta Caiman yacare, outros uma subespécie Caiman crocodilus yacare.

Segundo o Grupo de Especialistas em Crocodilianos (Crocodile Specialist
Group — CSG, 2009), o jacaré do pantanal tem a seguinte classificagao zooldgica:

Filo: Chordata

Classe: Reptilia

Subclasse: Archosauria

Ordem: Crocodylia

Familia: Crocodylidae

Subfamilia: Alligatorinae

Género: Caiman

Espécie: Caiman yacare

O jacaré-do-Pantanal, Caiman yacare, tem seu habitat natural (Figura 1) nas
bordas da Bacia Amazonica (Rondénia), Bacia do Rio Paraguai (Pantanal de Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul), além de Bolivia e Paraguai (BRAZAITIS et al, 1990).
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Figura 1: Area de abrangéncia do Caiman yacare (Adaptado de Rueda-Almonacid, 2007).

1.2 A criagao em cativeiro

A criagdo racional das diversas espécies de jacaré (jacaretinga, Caiman
crocodylus; jacaré-do-papo-amarelo, Caiman latirostris e o0 caiman negro,
Melanosuchus niger) no Brasil € uma atividade relativamente nova, que permite
obter pele de melhor qualidade e de utilizagdo integral, diferentemente daquelas
oriundas de animais da natureza. Ela permite o aproveitamento de outro produto, a
carne, que agrega maior valor a atividade, cuja regulamentag&o, apoiada nas novas
leis ambientais, tem consequéncias extremamente positivas para a manutengao do

equilibrio ecologico, principalmente no Pantanal Matogrossense, reduzindo a cacga
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predatéria e o perigo de extingdo da espécie, evidenciando a natureza sustentavel
dessa atividade. No Brasil, a criacdo de jacaré no sistema ranching, normatizada
pela Instrugdo Normativa n°. 169, de 20/02/2008 do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (BRASIL, 2008), se inicia pela coleta de
ovos na natureza, sua incubacdo artificial e criacdo dos animais em cativeiro,
possibilitando a instalagdo de criadouros comerciais nas propriedades rurais do
Pantanal, area de ocorréncia natural da espécie. Inicialmente implantada em
criadouros cientificos da regido de Caceres, como pequenos projetos restritos a
algumas fazendas, com capacidade para 20.000 animais (ALEIXO et al., 2002),
atualmente encontra-se em pleno desenvolvimento como atividade comercial, com
capacidade entre 80.000 e 150.000 animais.

O sucesso da espécie, quanto populagdo na natureza, bem como seu
crescimento em condicbes de cativeiro, depende diretamente da eficiéncia dos
processos de digestdo e absor¢dao dos alimentos. Em condigbes naturais é
exclusivamente carnivora e oportunista ingerindo desde insetos, minhocas,
caramujos, girinos até cobras, ratos e mamiferos de médio porte (MACIEL et al.,
2003). Nos intestinos ocorrem os principais eventos relacionados a obtencédo de
nutrientes para o metabolismo corpéreo. A mucosa, um dos elementos estruturais
desse 6rgéo, caracterizada tanto como uma camada permeavel a nutrientes, quanto
uma barreira contra compostos nocivos e até mesmo contra agentes patogénicos
como bactérias, cuja competicdo com o hospedeiro por nutrientes e a formagao de
metabdlitos depressores do crescimento podem ter efeitos negativos sobre a
mucosa do intestino delgado (VAN LEEUWEN, 2002). Por se tratar de um animal
silvestre, a criagao em regime de confinamento leva a necessidade do conhecimento

sobre a morfologia e fisiologia deste animal.

1.3 Comportamento alimentar

O comportamento alimentar dos crocodilianos depende de sua morfologia
bucal (SINGH e BUSTARD, 1982; BUSBEY, 1982 e AYARZAGUENA, 1983), faixa
etaria (DELANY e ABERCROMBIE, 1986), temperatura ambiente (DIEFENBACH,
1975a, DIEFENBACH, 1975b e LANG, 1979) e época do ano (SEIXAS e RAMOS,
1980). Sao espécies predadoras oportunistas e generalistas, pois consomem uma

grande variedade de presas, incluindo insetos, crustaceos, peixes, moluscos, e
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vertebrados, prevalecendo os primeiros na fase inicial da vida e os ultimos quando
adultos (COTT, 1961; MAGNUSSON, 1986; POOLEY, 1989).

A alimentagdo de recém-nascidos € garantida pelas reservas nutritivas
contidas no saco vitelino, que serao suficientes para nutri-los durante as duas
primeiras semanas (MEDEN, 1969). Posteriormente, as crias consumirdao pequenos
insetos que capturam nas margens e na vegetacao flutuante e, conforme crescem
ampliam seu leque alimentar, ingerindo moluscos aquaticos e pequenos crustaceos
(GORZULA e RENDON, 1976 e VASQUEZ, 1984). Em condigbes naturais, depois
das 48 horas de vida, filhotes de crocodilianos alimentam-se de insetos, larvas e
pequenos crustaceos (FRIERBERG, 1983; WIDHOLZER et al, 1986 e
DIEFENBACH, 1988). Nao é necessaria a inclusdo de alimentos vivos na dieta
(VERDADE, 1992) do jacaré-de-papo-amarelo (Caiman latirostris) criado em
cativeiro.

Em analise de conteudo estomacal de 213 jacaretingas (Caiman crocodilus) e
25 caimans negros (Melanosuchus niger) realizada por Silveira (1993), os alimentos
encontrados foram identificados e classificados em dez categorias: insetos, aranhas,
camaroes, cobras, moluscos, mamiferos (roedores), peixes, caranguejos, centopéias
e minhocas agrupados como “outros invertebrados” e fragmentos de teild, um
passaro e o esqueleto de um caiman foram agrupados em “outros vertebrados”.

Santos et al. (1993) relatam que animais que consumiram insetos com alto
teor de quitina (polissacarideo nitrogenado) regurgitaram e Garnet (1985) evidenciou
que a digestao de quitina ndo pode ser realizada pelos crocodilianos. A regurgitagao
representa uma estratégia fisiolégica e comportamental dos animais para a liberagao
de componentes nao digeriveis da sua dieta, como pelos e materiais queratindides
(DIEFENBACH, 1981).

Shahrul e Stuebing (1996), em pesquisa sobre comportamento alimentar,
examinando o conteudo estomacal de 55 exemplares jovens de Crocodilus porosus,
verificou a predominancia de crustaceos (caranguejos e camardes) numa frequéncia
de 81%, seguido de insetos (65%), peixes (19%), aves e nematdides (8%) e ainda
resquicios de vegetais. Nao foram encontras pedras.

A dieta do jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) foi investigada durante a
estacdo seca em diferentes habitats do pantanal. Em 196 animais analisados,
constatou-se que a grande maioria era composta de insetos e peixes (SANTOS et

al, 1996). O mesmo autor analisou, ainda, a dieta natural do jacaré-do-Pantanal, do
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nascimento até 88 dias de idade, e a composi¢ao quimica dos alimentos ingeridos:
peixe integral, crustaceos, moluscos sem conchas e insetos aquaticos. Concluiu que
dos quatro tipos de alimentos ingeridos, os animais que mais se desenvolveram
foram os alimentados com peixe integral, mas ressalva que nenhuma das

monodietas pareceu adequada para um ganho de peso satisfatorio.

1.4 Justificativa e objetivo

O estudo da morfologia intestinal do jacaré-do-Pantanal apresenta suma
importancia para a compreensao do processo digestivo da espécie, possibilitando
melhorias no tocante aos aspectos nutricionais (balanceamento da ragao, uso de
alimentos alternativos) dessa espécie em cativeiro. Além do estudo efetivo de uma
espécie silvestre brasileira, de grande relevante para a economia do Estado de Mato
Grosso, a morfologia intestinal do jacaré-do-pantanal propiciara informagdes para o
conhecimento da histofisiologia intestinal.

Esta atividade gera no estado de Mato Grosso em torno de uma centena de
empregos diretos e 200 indiretos, comercializando 120 ton./carne/ano e 16.000
peles/ano, movimentando em torno de R$ 2.800.000,00 por ano.

Tendo em vista o interesse econbmico da espécie para o Estado de Mato
Grosso, sua preservagao na natureza e escassez de informagdes sobre o sistema
digestorio do Caiman yacare, este trabalho tem por objetivo caracterizar qualitativa
(histologia, histoquimica e ultraestrutura) e quantitativamente (histometria) a mucosa

dos intestinos delgado e grosso do jacaré-do-pantanal.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Area de estudo

O Pantanal Mato-Grossense € uma depressdao sazonalmente alagavel,
totalmente contida na bacia de drenagem do Rio Paraguai e compreende
aproximadamente 140.000 km?. Ocorre no Pantanal o tipo climatico AW — clima
quente e umido, com estagdo chuvosa no veréo e estiagem no inverno, (AMARAL
FILHO, 1986 e BROWN JR, 1986). Segundo Silva (1986), a precipitacado
pluviométrica de 1.000 mm no setor oeste a 1.300 mm nos setores sul e leste, na
regido norte do Pantanal a precipitagdo € de 1.500 mm, podendo chegar a 2.000
mm, segundo Adamoli (1982).

Estudos realizados no Pantanal Mato-Grossense evidenciaram variagdes
temporais diarias (PINTO-SILVA, 1991; MAGALHAES-SCHESSL, 1996; NUNES et
al, 2006), anuais e plurianuais (DA SILVA, 1990; MOURAO, 1989; NUNES e DA
SILVA, 2005) nas caracteristicas limnoldgicas de alguns corpos d’agua desta regiéo.

Ha& uma grande amplitude de variagdo entre as cabeceiras e a foz, entre os
rios e as baias, entre baias com ou sem ninhais, entre baias com grandes ou
pequenas concentragbes de jacarés (DA SILVA, 1990; DA SILVA & ESTEVES,
1995, ABDO e DA SILVA, 2004).

2.2 Anatomia do trato digestério

De acordo com Jin et al. (1991) e Reese (1913 e 2000) o sistema digestorio é
composto de esbdfago, estdmago, intestino delgado e intestino grosso que
desemboca na cloaca (Figura 2).

Tal como outros crocodilianos, o jacaré americano é essencialmente carnivoro
(COULSON E HERNANDEZ, 1974), sua lingua praticamente ndao tem fungéo na
ingestdo dos alimentos. Ela é presa ao solo da mandibula e ndo possui movimento
significativo (SANTOS, 1997). Os maxilares ndao se movem para os lados nem
efetuam agdes mastigatorias, costumam prender a vitima com seus caninos e as

vezes as engolem inteiras (POOLEY, 1990).
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Estomago
(regido fundiga) Intestino delgado
(regido medial)

Estémago

Eséfago (regido pilorica) Intestino Grosso

(Rete)

Intestino delgado

Estémago (regido terminal)

(regido cardica)

Figura 2: Representacdo esquematica dos diversos 6rgaos que compdem o sistema digestério de
Caiman yacare (Adaptado de Reese, 2000).

O estbmago da espécie Caiman yacare se apresenta como uma dilatagéo do
canal alimentar, entre o es6fago e o intestino delgado. Esta localizado a esquerda do
plano mediano entre a primeira e a quarta costela abdominal, relacionando-se com o
baco, figado, vesicula biliar e algas do intestino delgado. Ele possui trés regides bem
delimitadas: a cardica, a do corpo e a do antro pilérico. A digestdao ocorre
principalmente no corpo do estdbmago, em que a lamina propria esta coberta de
glandulas gastricas, cujo componente principal € a célula oxintopéptica, que produz
simultaneamente acido cloridrico e pepsinogénio (SILVA et al, 1985). Através da
valvula pildrica, somente os alimentos liquidos e pastosos chegam a primeira porgao
do intestino delgado, que produz enzimas eficientes na absorgéo de aminoacidos.

O intestino delgado compreende um segmento proximal a valvula pilérica; o
duodeno e um segmento distal; o jejuno-ileo limitado caudalmente por um esfincter.
O duodeno termina no ponto de origem do mesentério e forma uma alga que abriga
um pancreas bem organizado (JIN et al, 1991).

O intestino grosso se apresenta logo apés uma constricdo abrupta da parede
do intestino delgado e compreende cdlon e cloaca. Nessa constricio ha um
espessamento muscular sugerindo a presenga de um esfincter. O colon é um
segmento curto correspondendo aproximadamente a décima parte do comprimento
total do intestino. Na sua porgao distal sofre outro estrangulamento com um novo
esfincter que da acesso a cloaca. (JIN et al, 1991).

O figado é um érgao volumoso, frequentemente dividido em 2 I6bulos, com
presenca de vesicula biliar, produz sais biliares para a emulsificacao e absorcéo das

gorduras (TROIANO, 1991); e o pancreas, que se localiza entre a regido pildrica e o
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duodeno, produz enzimas para a digestdo de proteinas, carboidratos e gorduras
(WALLACH, 1971) como nos demais animais carnivoros.

A cloaca é o término do aparelho digestivo, urinario e genital, cuja parede é
formada por dobras longitudinais que permitem uma grande distensibilidade
(CHIASSON, 1962).

2.3 Histofisiologia do intestino

Sabe-se que o desenvolvimento da mucosa intestinal é decorrente de dois
eventos citolégicos primarios associados: a renovagao celular (proliferagao e diferen-
ciacao) resultante das divisbes mitéticas sofridas por células localizadas na cripta e
ao longo das vilosidades (UNI et al., 1998) e a perda de células por descamacéo,
que ocorre naturalmente no apice das vilosidades. O equilibrio entre esses dois pro-
cessos € determinado por uma taxa de renovacdo constante e, portanto, a
capacidade digestiva e de absorgao intestinal (UNI, 2000) é mantida.

Os primeiros estudos de Jacobshagen (1920) relatam uma variedade notavel
nos aspectos morfolégicos dos intestinos de répteis, nédo sé quando se considera o
relevo interno (JACOBSHAGEN, 1937) como os aspectos histolégicos (VIALLI, 1929;
REISS e LYONS, 1943). A maioria dos trabalhos, entretanto, se refere a estudos
histolégicos sobre intestinos de cobras (GABE e SAINT-GIRONS, 1972), lagartos
(PARSONS e CAMERON, 1977) e tartarugas (LUPPA, 1977). Os crocodilianos sao,
com excecao das aves, 0s Unicos animais viventes diretamente relacionados aos
grandes dinossauros, pois compartilharam um ancestral comum no final do
Tridssico. Apesar dessa posigao estratégica dentro da filogenia dos répteis, os
estudos sobre o intestino dos crocodilianos, sdo escassos (TORO, 1930; YAMADA
et al., 1987) e a distribuicdo dos varios tipos celulares varia consideravelmente entre
as espécies (GABE e SAINT-GIRONS, 1972; GABE, 1971).

2.4 Relevo da mucosa intestinal
A aparéncia da superficie da mucosa intestinal foi descrito no crocodilo do

Nilo (Crocodylus niloticus) por Kotzé e Soley (1995) por microscopia eletrbnica de

varredura (MEV). Segundo estes autores, o trato intestinal de répteis & desprovido
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de vilosidades, e quando observado a superficie intestinal, apresentava complexo
relevo. Dessa forma relataram que o duodeno apresentou pregas primarias muito
complexas e pregas em forma de aresta, ambas arranjadas em padrao de zigue-
zague e longitudinalmente dispostas. Esses dois tipos de pregas alternavam-se
entre si. Essas pregas eram revestidas por 2 tipos de células epiteliais, as poligonais
e as de apice abaulado, sendo esta ultima menos comum e de localizagao restrita
aos dois tercos proximais da pregas da mucosa. Ambos os tipos celulares eram
recobertos por microvilosidades curtos e grossos conferindo arranjo linear nitido. As
células caliciformes estavam presentes entre as células epiteliais. No jejuno o
padrdo basico de pregas € mantido, exceto a altura dos dois tipos de pregas
primarias que se tornam mais longos e em forma de folha. O angulo no padrao de
pregas em zigue-zague era menos agudo do que no duodeno. No ileo, os dois tipos
de pregas alternadas decrescem em altura e estavam arranjadas em forma de
ondas dispostas longitudinalmente. As pregas da mucosa em zigue-zague do
intestino delgado terminavam abruptamente na jungéo ileo-retal. O reto apresentava
pregas irregulares e baixas que ocasionalmente formavam grandes estruturas
franzidas em forma de roseta.

Pinheiro (2009), em estudos macroscépicos do relevo da mucosa intestinal no
cagado-de-vanderhaeger (Mesoclemmys vanderhaeger), uma espécie de cagado
sul-americano, evidenciou em seus resultados o padrdo em zigue-zague das pregas
da mucosa do intestino delgado cuja amplitude reduz em diregdo caudal tendendo a
linearidade na sua porgao final, especificamente na regido de transigdo para o

intestino grosso.
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3 MATERIAL E METODOS

Intestinos delgado e grosso de Caiman yacare em idade de abate foram
adquiridos na Cooperativa de Criadores de Jacaré-do-Pantanal (COOCRIJAPAN)
localizada no municipio de Caceres, Mato Grosso, Brasil. O material coletado foi
submetido ao processamento para o estudo ao microscopio optico e eletrbnico de
varredura. O estudo ao microscépio Optico teve como foco a descrigao da estrutura
geral da parede do intestino, especialmente, a da mucosa, que foi caracterizada pela
sua constituicho e mensuracdo. Na observacdo ao microscépio eletrénico de
varredura objetivou-se, respectivamente, a descricdo do relevo da mucosa.

A terminologia empregada na descricdo das estruturas histologicas foi de
acordo com a Nomina Histologia preconizada pelo Comité Internacional em
Nomenclatura Histolégica Veterinaria (International Committee on Veterinary
Histological Nomenclature - ICVHN, 1994).

3.1 Obtengao das amostras de intestino de Caiman yacare

Apds a evisceragao dos animais nas dependéncias do abatedouro-frigorifico,
o intestino foi coletado de 18 jacarés, de ambos os sexos, sendo 16 destinados ao
estudo ao microscopio O6ptico e dois ao eletrbnico de varredura. Para a
caracterizagdo dos animais, foi realizada a biometria dos mesmos, cujos valores
encontrados foram de massa corpérea entre 6 a 7 Kg e comprimento total (CT) e
rostro-cloacal (CRC), respectivamente, variando de 107 a 128 cm e de 59 a 67 cm.
Segmentos de intestinos com dois centimetros de comprimento foram obtidos de
cinco regides (Figura 3), sendo quatro do delgado e um do grosso, conforme
descricdo anatdmica citada por Santos (1997). Eles foram incisados na face
antimesenterial e justapostos a uma superficie plana de parafina, na qual foram
lavados em solugado tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,4) e fixados para o
processamento ao microscopio optico e eletrbnico de transmissao, respectivamente,
em solugcao de Bouin (5 horas) e em solugédo de glutaraldeido a 2,5% em tampao
fosfato de sédio a 0,1 M (8 horas). Apds a fixagdo foram recortados de forma a
obter-se fragmentos longitudinais e transversais em relagdo ao sentido do transito da
ingesta. Os fragmentos fixados na solugao de Bouin foram mantidos em solugao

Mac Dowell, sendo os longitudinais destinados ao processamento para descri¢do da
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estrutura da viscera e estudo histométrico, e os transversais, processados e
submetidos a técnicas histoquimicas, ambos para a descricdo ao microscépio optico.
Os fragmentos fixados na solugéo de glutaraldeido a 2,5% foram mantidos nesta

solucao até o momento do processamento.

Figura 3: Fotografia digital do intestino delgado e grosso (ex-situ) de Caiman yacare para
evidenciagédo dos pontos de coleta dos segmentos. Inicio (*) e término dos intestinos (e). Regides do
intestino delgado (A-D) e grosso (E).

(A) Duodeno descendente. (B) Duodeno ascendente. (C) Jejuno, parte cranial. (D) Jejuno, parte
caudal.

3.2 Processamento para o estudo ao microscopio O6ptico: histologia e

histometria

Na solugao de Mac Dowell, os fragmentos longitudinais foram transportados
até o Laboratério de Morfologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Campus Jaboticabal. Apds a
fixacdo, as amostras foram lavadas em alcool 70% para a retirada do excesso do
fixador e submetidas a desidratacdo em série crescente de alcodis, diafanizadas em
xilol e incluidas em parafina. Os blocos obtidos foram submetidos a microtomia semi-
seriada, de 4 ym de espessura com intervalo de 100 um entre cada corte (LUISE, et
al., 2005), sendo em cada lamina de vidro coletados 5 cortes histologicos. As
ldaminas contendo os cortes foram desparafinizadas, hidratadas e coradas (ANEXO
A) pela Hematoxilina-eosina - HE para a caracterizagdo tecidual geral, e pelo
tricromo de Mallory e Picrossirius para a evidenciagéo de fibras colagenas, sendo
posteriormente desidratadas e montadas em laminula de vidro. A leitura e
documentacao digital dos cortes histoldégicos foram realizadas por sistema de
captacdo de imagem acoplado ao microscopio Optico Leica® DM 4500-B e as
imagens obtidas foram ajustadas quanto ao brilho e contraste em programa de

analise de imagem (Adobe photoshop®).
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A estrutura geral da parede do intestino delgado e grosso foi caracterizada
quanto suas tunicas: mucosa, muscular e serosa nas diferentes regides coletadas,
bem como, também foram descritos os tipos celulares encontrados na mucosa
dessas regides. Apds a descricdo da estrutura dos componentes murais dos
intestinos delgado e grosso procedeu-se a realizagdo da histometria da mucosa.
Para este estudo, apenas vilosidades completamente seccionadas da sua base até
0 seu apice e com integridade de epitélio foram consideradas para fins de
mensuracdo (TRAMONTE e CARVALHO, 2004), dessa forma, a histometria foi
realizado em cada corte histologico presente em cada Iamina na objetiva 10X e
consistiu da mensuragéo dos seguintes parametros:

1) frequéncia das vilosidades (Figura 4A): constituiu-se do numero total de
vilosidades presente no campo observado;

2) comprimento do epitélio (Figura 4B): obteve-se pela marcagdo de varios pontos
ao longo da superficie do mesmo acompanhando seu relevo;

3) comprimento da I&mina propria (Figura 4C): foi medida linearmente ao longo da
extensao do campo visualizado, préximo a tunica muscular, e

4) altura da vilosidade (Figura 4D): foi mensurada a partir da 1damina propria até o
apice da vilosidade, sendo realizada em trés vilosidades em um mesmo campo
visual.

Para a leitura das laminas e captagao da imagem foi utilizado um microscopio

optico binocular (Leica) acoplado ao um sistema digital de captacdo de imagem
(Leica QWin Microssistem, 2005). As mensuragdes foram realizadas por um
programa de andlise de imagem (Image J®, 2008).
Apds a compilagdo dos dados, cada parametro foi submetido a analise estatistica
para a comparagdao das meédias entre os individuos e entre os cinco diferentes
segmentos do intestino. Para isso utilizou-se o programa STATISTICA 7.0 StatSoft®
(2007) onde foi aplicado a analise de variancia (teste estatistico One-way ANOVA) e,
para as multiplas comparagbes, o Teste de Newman-Keuls (ZAR, 1996). Os
resultados foram considerados estatisticamente significativos ao nivel de 5%
(p = 0,05).
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Figuras 4A-D: Fotomicrografia da mucosa do intestino delgado de Caiman yacare corado com
hematoxilina e eosina mostrando os parametros das medidas histométricas. (A) frequéncia: numero
de vilosidades por campo; (B) comprimento do epitélio da mucosa: a sequéncia de marcadores (=)
evidencia a superficie do epitélio; (C) comprimento da Idmina propria evidenciados pela sequéncia de
marcadores (=) e (D) espessura da mucosa observada pela sequéncia de marcadores (¢) interligados
por linha amarela.

3.3 Processamento para o estudo ao microscopio optico: histoquimica

Na solugdo de Mac Dowell, os fragmentos transversais foram transportados
até o Laboratério de histofisiologia Evolutiva do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (ICB/USP) onde foram processados rotineiramente para

analise ao microscopio 6ptico com énfase na evidenciagdo de mucina secretada
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pelas células epiteliais e da constituicdo das proteoglicanas da membrana basal
presentes na mucosa. Dessa forma, procedeu-se a realizagdo das seguintes
coloragdes histoquimicas (ANEXO A): reagédo ao acido periddico de Schiff (PAS),
alcian blue pH 1,0 contrastado com hematoxilina e alcian blue pH 2,5 conjugado ao

acido periddico de Schiff.

3.3.1 REACAO AO ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS)

A presenga de carboidratos simples ou associados a proteinas foi
determinada pela técnica do PAS. Nessa técnica o acido peridédico oxida os
grupamentos 1-2 glicol produzindo aldeidos, estes reagem com a fucsina descorada
(reativo de Schiff) formando um composto de adigao violeta e insoluvel identificando,

portanto, mucinas neutras.

3.3.2 ALCIAN BLUE pH 1,0 + HEMATOXILINA

A variagdo de pH da solugdo de alcian blue (AB) permite a identificacdo dos
subtipos de mucinas acidas e proteoglicanas presentes nos tecidos. O acido
hialurénico e sialomucinas carboxiladas ndo demonstram a mesma magnitude em
condi¢gdes de acidez como as mucinas sulfatadas e proteoglicanas contendo grupos
sulfato, dessa forma, o acido hialurénico e sialomucinas carboxiladas ndo sao
capazes de se ionizam em pH 1,0 ou inferior, ndo apresentado carga neste pH.
Reciprocamente as mucinas sulfatadas e proteoglicanas contendo grupos sulfato
sdo ionizaveis e, portanto, carregadas negativamente ao pH 1,0. O resultado é que a
coloragao observada (azul) apdés a incubagdo na solugdo de AB pH 1,0 é

predominantemente devido ao grupo sulfato das mucinas e proteoglicanas.

3.3.3 ALCIAN BLUE pH 2,5 + PAS

As técnicas de AB e PAS combinadas permitem a diferenciacido das mucinas
neutras daquelas acidas em uma mesma secgao de tecido. O AB cora em azul as
mucinas acidas (sialomucinas e sulfomucinas) e proteoglicanas, enquanto as

mucinas neutras sao coradas em magenta pela PAS.
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3.4 Processamento para o estudo ao microscépio eletrénico de varredura

No laboratério de Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal, os fragmentos fixados na solugao
de glutaraldeido a 2,5% foram novamente recortados e poés-fixados em solugéo de
tetréxido de 6smio a 2% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M. Eles foram
completamente desidratados em concentragdes crescentes de etanol (50%; 70%;
80%, 95% e 100%) por 2 a 3 horas. As pecgas foram transferidas para o aparelho de
ponto critico para secagem. Na sequéncia, as amostras foram montadas no suporte
onde foram fixadas pela serosa ficando a superficie da mucosa voltada para cima.
Em seguida procedeu-se a metalizagdo com ouro para melhor refragdo dos feixes de
elétrons. A leitura e documentagao foram realizadas em Microscépio Eletrénico de
Varredura Philips®, modelo XL30.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados de acordo com o método utilizado. A
descricdo da estrutura geral da parede intestinal, bem como a histometria da
mucosa estdo descritas a luz da microscopia 6ptica. A superficie da mucosa sera

caracterizada pela microscopia eletrénica de varredura.

4.1 Estrutura da parede intestinal

Em todos os casos (100% - 16 animais) analisados a parede do intestino
delgado e grosso de jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) apresentou-se estrutura
constituida por mucosa, muscular com dois estratos: o circular e o longitudinal e
serosa (Figuras 5A-D).

A mucosa (Figura 5B), constituida por epitélio de revestimento colunar
simples, lamina prépria de tecido conjuntivo frouxo e muscular da mucosa
apresentou especializacdes que variaram quanto a sua forma, desde vilosidades a
pregas intestinais observadas no intestino delgado e grosso, respectivamente. Na
regido do duodeno (descendente e ascendente) essas vilosidades eram digitiformes
altas e ramificadas (Figuras 5A-B) em dois (bifurcadas) ou trés (trifurcadas) eixos; na
regido do jejuno cranial elas apresentaram &pice mais arredondado, e na parte
caudal, a forma era irregular (Figura 5C), sendo pouco ramificadas em ambas as
regides do jejuno.

No intestino grosso (Figura 5D) a mucosa apresentou pregas baixas de forma
irregular. A lamina propria e a muscular da mucosa na regido do duodeno
(descendente e ascendente) eram camadas escassas e tornaram-se mais evidentes
nas regides caudais do intestino delgado e no grosso, sendo observada nesta ultima
regido abundante material intercelular amorfo. Os tipos celulares predominantes na
lamina propria da mucosa foram os fibroblastos, os linfécitos e em menor proporgao
observaram-se granulécitos acidofilicos. Além de fibroblastos, evidenciou-se
esparsas fibras musculares lisas e pequenos vasos sanguineos, dentre os quais se
destacaram as vénulas, capilares e também alguns vasos linfaticos, estes ultimos de
maior didmetro. No eixo da vilosidade intestinal, nas regides do duodeno,
observaram-se dois feixes de fibras musculares lisas perpendiculares aos feixes

longitudinais da lamina prépria (muscular da mucosa), na base dessas vilosidades.
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Figuras 5(A-D). Fotomicrografia de corte longitudinal da parede do intestino delgado (A-C) e grosso
(D) de Caiman yacare corados com hematoxilina-eosina. (A) duodeno. (B) detalhe da vilosidade
intestinal bifurcada e (C) jejuno evidenciando a irregularidade das vilosidades. Tunica mucosa:
epitélio colunar simples (*), lamina proépria (LP) e muscular da mucosa (MM). Tdnica muscular
estratos circular (MEC) e longitudinal (MEL), tunica serosa (S) e pregas intestinais (PI). (A) objetiva de
4X; (B), (C) e (D) objetiva de 5X.
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Na parte caudal do jejuno e no intestino grosso foi frequente a presenga de
aglomerados de linfocitos formando os nédulos linfaticos solitarios.

A tunica muscular apresentou os estratos circular e longitudinal (Figuras 5A e
C) em todas as regides observadas, sendo que, o estrato muscular mais
desenvolvido foi o circular. No duodeno, os feixes musculares em ambos os
estrados eram espessos e o tecido conjunto frouxo entre eles era escasso; no jejuno
o tecido conjuntivo apresentou-se mais conspicuo e os feixes musculares mais
delgados. No intestino grosso, houve uma diminuicdo da espessura dos estrados
circular e longitudinal.

A tunica serosa era tipica (Figura 5B), constituida por epitélio pavimentoso de
células mesoteliais apoiado em delgada camada de tecido conjuntivo frouxo

subjacente, a lamina prépria serosa.

4.2 Caracterizagao da mucosa ao microscopio optico

A caracterizagdo da mucosa do intestino delgado e grosso compreende o
detalhamento descritivo de sua composig¢ao (histologia e histoquimica) e a analise

quantitativa (histometria).

4.2.1 HISTOLOGIA E HISTOQUIMICA DA MUCOSA

No epitélio de revestimento dos intestinos delgado e grosso (Figuras 6A-D)
foram observados dois tipos celulares apoiados sobre a membrana basal, o
epiteliécito colunar da vilosidade (epitelidcito absortivo) e o exocrindcito caliciforme
(célula caliciforme), embora linfocitos e granulécitos acidofilicos tenham sidos
identificados infiltrados entre os epiteliécitos. A membrana basal apresentou-se
fracamente marcada pela reagédo ao PAS.

O epiteliocito colunar da vilosidade (ECV) era o tipo celular predominante,
possuindo formato prismatico, citoplasma aciddfilo, nucleo alongado e centralizado,
com predominio de eucromatina e nucléolo evidente e especializacdo de membrana
apical evidenciada pelo limbus striatus (borda estriada), positivamente marcado pela
reagao ao PAS (Figuras 6A-C).
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Figuras 6(A-D). Histoquimica do intestino delgado (A-C) e grosso (D) de Caiman yacare. Em A:
epiteliécito colunar da vilosidade intestinal (—) entremeado pelo exocrinécito caliciforme (>) e limbus
striatus (»), ambos marcados positivamente pela reacdo PAS; em B: evidencia-se o limbus striatus e
0 exocrinocito caliciforme; em C: observa-se a reagdo positiva do exocrindcito caliciforme marcado
em azul pelo alcian blue. Em D: exocrindcito caliciformedo intestino grosso. Tunica mucosa: epitélio
colunar simples (), lamina propria (LP) e muscular da mucosa (MM); (*) ndcleo da célula muscular
lisa. A-B, D: acido periodico de Schiff; B: objetiva de imerséo; C: alcian blue pH 1,0 contrastado pela
hematoxilina.
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O exocrindcito caliciforme (EC) foi mais abundante na parte caudal do jejuno
e no intestino grosso em relagdo as demais regides. Ele possuia forma de calice,
nucleo arredondado com predominio de eucromatina, deslocado para a porgao basal
da célula e citoplasma apical pouco acidéfilo onde se observou o produto de
secrecdo celular. Essa secrecdo apresentou-se como granulos citoplasmaticos
grosseiros e corados em magenta pela reagdo positiva ao PAS. Também se
apresentaram marcada positivamente pelo alcian blue pH 1 e 2,5 associado ao PAS,
respectivamente, em azul claro (Figura 6C) e escuro.

Entre os epitelidcitos colunares da vilosidade no intestino delgado existiam
poucos linfocitos e granuldcitos acidofilicos infiltrados, mas no intestino grosso,
apresentavam-se mais frequentes. Os linfécitos apresentaram-se com nucleo grande
arredondado basdfilo, com predominio de heterocromatina e escasso citoplasma. Os
granulécitos acidofilico apresentaram citoplasma abundante corados pela eosina,

com poucos granulos de forma poliédrica, mas de grande volume.

4.2.2 HISTOMETRIA DA MUCOSA

Os valores médios obtidos para a frequéncia de vilosidades intestinais, para o
comprimento do epitélio e espessura da mucosa mostraram semelhanca entre as
quatro regides do intestino delgado, pois nao foi verificada diferenca estatisticamente
significativa entre elas, diferentemente do observado entre essas regides e o
intestino grosso, onde todos esses parametros citados diminuiram com significancia
estatistica (Tabela 1 e ANEXOS B1, B2 e B5).

Nas regides do jejuno (parte cranial — 1908,12 uym e parte caudal - 1947,93
pum), apresentam semelhangas estatisticas, no entanto, duodeno e jejuno diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 1 e ANEXO B3).

Os valores médios obtidos para o comprimento da lamina prépria da mucosa
do intestino grosso (2066,58 um) foram maiores do que aqueles encontrados para
cada uma das quatro regides do intestino delgado. A lamina propria na regido do
duodeno descendente (2021,80 um) e ascendente (1977,69 um) estatisticamente
apresentou semelhanca para os valores obtidos. A relagdo entre comprimento do
epitélio e comprimento da lamina prépria, foram semelhantes entre as quatro regides
do intestino delgado, diferindo significativamente do intestino grosso (Tabela 1 e
ANEXO B4).
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Tabela 1 - Parametros analisados nas diferentes regides dos intestinos delgado e grosso, e
respectivas médias, desvio padrédo e grau de significancia (p).

Parametro Regido do d6rgao Média Desvio padrao P
Frequéncia de Duodeno descendente 8,17: 1,65
L Duodeno ascendente 7,89 1,75
vilosidades . . a
intestinais JeJluno - parte cranial 8,68 . 2,46 p<0,05
(unidade) Jejuno -lparte caudal 9,11 . 1,98
Intestino grosso 6,31 1,79
Duodeno descendente 20009,21® 3235,17
Comprimento do Duodeno ascendente 18699,25 ° 3608,62
epitélio (CE) Jejuno - parte cranial 18465,82° 3005,30 p<0,05
(um) Jejuno - parte caudal 19696,46 ° 3892,83
Intestino grosso 10168,21 b 3088,53
Comprimento limina Duodeno descendente 2021 ,80: 110,52
prépria da mucosa Dulodeno ascendeqte 1977,69b 167,17
(CLP) Jejuno - parte cranial 1908,12b 192,40 p<0,05
(um) Jejuno - parte caudal 1947,93 177,07
Intestino grosso 2066,58° 35,43
Duodeno descendente 9,95% 1,84
- Duodeno ascendente 9,51°% 1,92
Relag?:n(‘:)ElCLP Jejuno - parte cranial 9,81° 2,05 p<0,05
Jejuno - parte caudal 10,152 1,91
Intestino grosso 4,91° 1,46
Duodeno descendente 1386,94° 206,40
Espessura da Duodeno ascendente 1339,96 ¢ 218,81
mucosa Jejuno - parte cranial 1382,94° 268,27 p<0,05
(um) Jejuno - parte caudal 1370,93° 163,97
Intestino grosso 876,19 b 288,82

Letras diferentes indicam diferengas significativas entre as regides (p = 0,05)

4.3 Caracterizagcao da mucosa ao microscopio eletronico de varredura

O relevo da mucosa do intestino delgado do C. yacare apresentou-se
constituido por elevagdes em forma de crista dispostas longitudinalmente. No
entanto, essas cristas apresentavam segmentos curtos continuos uns aos outros,
mas em angulo agudo entre si conferindo a essas projegdes aspecto de zigue-zague
(Figura 7A). No duodeno as cristas em zigue-zague possuem uma base ancorada
por outras pregas, de menor altura e forma irregular, perpendiculares a cada angulo
da crista cuja margem livre é espessa e arredondada. As cristas em zigue-zague
também foram observadas no jejuno, tanto na sua parte cranial (Figura 7B) quanto
na caudal (Figura 7C), no entanto, nesta regiao elas apresentaram muito mais
préximas uma das outras do que no duodeno. Além disso, cristas em zigue-zague
espessas encontravam-se alternadas com outro tipo de crista, cujo angulo ndo mais
pontiagudo, mas arredondado conferia a mesma o aspecto de ondas. Na parte

cranial do jejuno as cristas em zigue-zague eram mais espessas (Figura 7B) que
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aquelas em forma de onda, ja na parte caudal do jejuno havia uma inversao na
aparéncia desses dois tipos de cristas. Dessa forma as cristas em zigue-zague
passaram a ser mais delgadas, e as cristas em onda, mais espessas (Figura 7C). No
intestino grosso as cristas apresentaram a forma de ondas irregulares e com
amplitude muito menor do que observado na regido caudal do jejuno (Figura 7D).
Nesta regido foram identificadas cristas em forma de onda de alturas diferentes e
intercaladas entre si. Elas também apresentaram espagamento entre si maior do que
a regiao anterior. Mesmo sendo observadas pregas em forma de onda nas regides
do jejuno e do intestino grosso, a base das mesmas apresentou 0 mesmo arranjo
descrito para as criptas em zigue-zague do duodeno (Figuras 7A, E-F).

A extremidade apical das células do epitélio foi observada em todas as
regides estudadas (Figuras 7G-l), variando entre elas a propor¢ao de sua
ocorréncia. O epiteliécito colunar da vilosidade foi identificado como sendo o tipo
mais frequente, seguido das exocrindcito caliciforme, sendo este mais abundante no
intestino grosso. Os limites celulares observados no epiteliécito colunar
evidenciaram a tendéncia de sua forma poliédrica. Na membrana apical dessa célula
foram observadas iniumeras microvilosidades. No exocrindcito pode-se observar a
liberagdo de sua secregdo mucosa, e em algumas regides, areas deprimidas entre
os epiteliocitos puderam ser observadas, possivelmente relacionadas aos

exocrinocitos reunidos em pequenos aglomerados.
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Figuras 7A-F: Eletromicrografia de varredura da mucosa do intestino delgado e grosso de C. yacare.
A: duodeno evidenciado os segmentos curtos formadores das cristas observar no jejuno - parte
cranial a proximidade entre as cristas em zig-zag () mais espessas, e as cristas em forma de ondas
(); C: no jejuno - parte caudal os dois tipos de cristas estdo presentes mas as cristas em onda sado
mais espessas (comparar com a imagem anterior B). No intestino grosso (D) a amplitude da crista
em onda é bem menor em relagdo a regido do jejuno, observar as diferentes alturas dessas cristas.
Notar no detalhe do jejuno parte caudal (E) e no intestino grosso (F) arranjo similar das pregas de
ancoramento da crista encontrado no duodeno ( «).
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Figuras 8G-l: Eletromicrografia de varredura da mucosa do intestino delgado e grosso de C. yacare.
G: duodeno; H: no jejuno - parte caudal; I: intestino grosso. Observar em todas as imagens a
superficie apical do epitelidcito colunar evidenciando a tendéncia de sua forma poliédrica indicada
pelos imagens poligonais (de cinco ou seis lados) nesta superficie celular. Notar em H-l a secrecao
liberada pelos exocrinécito caliciforme (0).
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5 DISCUSSAO

5.1 Estrutura da parede intestinal

A parede do intestino delgado e grosso de jacaré-do-pantanal (Caiman
yacare) apresenta estrutura constituida de mucosa, muscular e serosa nado sendo
observada a submucosa, embora tenha sido descrita nesta mesma espécie por Jin
et al. (1990) e por Kotzé et al. (1992) no crocodilo-do-Nilo. A presenga de quatro
tunicas € comum a todos os vertebrados (BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998)
todavia, alguns aspectos morfolégicos divergem entre eles, como por exemplo, em
vertebrados inferiores nao foi relatado a presengca de vilosidades intestinais
(ANDREW e HICKMAN, 1974; PEREZ-TOMAS et al., 1990; GEORGE et al., 1998).

A tunica mucosa é constituida por epitélio, lamina prdpria e muscular da
mucosa foi semelhante a descrita para o jacaré-do-pantanal (JIN et al. 1990),
animais domésticos (BANKS 1992, BACHA Jr. e BACHA 2003), galinha doméstica
(BACHA JR. e BACHA, 2003), avestruz (MONTEIRO et al. 2009) e tartaruga verde
(MAGALHAES et al. 2010). De acordo com a regido analisada foram observadas
variagdes na forma das especializagdes da mucosa no C. yacare, desde vilosidades
a pregas intestinais. Dentre as quatro regides do intestino delgado, as vilosidades
intestinais apresentam variagdo na sua forma, de digitiformes altas e ramificadas a
projecbes simples de apice arredondado, até projegcbes irregulares e pouco
ramificadas.

Essa caracteristica evidencia a modificacdo pela qual essa especializagao de
mucosa foi submetida, até que outro tipo, as pregas intestinais tipicas do intestino
grosso surgissem. Jin et al. (1990) relataram a presenca de projegdes laterais das
vilosidades, caracterizada neste experimento como ramificagdes ou divisdes do eixo
principal da vilosidades. Outros relatos mais recentes descreveram as projecdes da
mucosa do intestino delgado como sendo do tipo vilosidades e as do intestino
grosso como pregas intestinais (JIN et al. 1990, BANKS 1992, BACHA Jr. e BACHA
2003, MONTEIRO et al. 2009, MAGALHAES et al. 2010).

Segundo Reese (1913 e 2000) a mucosa intestinal apresentava pregas
numerosas arranjadas de modo complexo, termo atualmente ndo empregado para a
especializacdo de mucosa no intestino delgado, no entanto, os autores foram

unanimes em afirmar que esse arranjo se torna menos complexo a medida que se
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direciona caudalmente no sentido do fluxo da ingesta (REESE 1913 e 2000, JIN et
al. 1990, BANKS 1992, KOTZE et al. 1992, BACHA Jr. e BACHA 2003, MONTEIRO
et al. 2009, MAGALHAES et al. 2010). Além disso, as especializagdes de mucosa,
seja qual for a sua forma, constituem-se de importante estrutura amplificadora de
superficie para a acao das enzimas digestivas e absor¢ao dos nutrientes.

As glandulas intestinais (glandulas de Lieberkihn) sdo caracterizadas pela
invaginacao do epitélio na lamina proépria subjacente (BANKS 1992), arranjo comum
em aves (GEORGE et al., 1998; BACHA Jr. e BACHA 2003, MONTEIRO et al. 2009)
e a maioria do mamiferos (BANKS 1992, BACHA Jr. e BACHA 2003). Estas
glandulas nao foram relatadas em vertebrados inferiores (ANDREW e HICKMAN,
1974; PEREZ-TOMAS et al., 1990; GEORGE et al., 1998), assim como, nao foram
observadas no C. yacare, diferentemente do relato de Jin et al. (1990), que
afirmaram a presenca de glandulas intestinais pouco desenvolvida no duodeno, e
por Kotzé et al. (1992), que se referiram a todo o intestino; semelhante ao observado
por Magalhdes et al. (2010) na tartaruga verde. Jin et al. (1990) e Magalhaes et al.
(2010) relataram ainda, a presenga dessas glandulas intestinais no intestino grosso,
diferente do observado neste experimento.

E provavel que a proliferagéo celular dos epiteliécitos em C. yacare ocorra na
base das vilosidades, uma vez que ndo ha glandulas intestinais, como ocorre no
intestino dos vertebrados superiores (REECE, 2008).

Segundo Banks (1992) a submucosa é uma tunica constituida de tecido
conjuntivo frouxo levemente mais denso do que aquele observado na lamina propria
da tunica mucosa, o que ndo foi verificado nesta espécie corroborando as
informacdes relatadas por Reese (1913 e 2000) para o Alligator mississippiensis.
Embora ela tenha sido descrita em vertebrados ndo-mamiferos como uma estreita
faixa de tecido conjuntivo frouxo, ausente de glandulas da submucosa por Perez-
Tomas et al. (1990); David et al. (1992); George et al. (1998) e Pereira (2000).

A presengca da submucosa foi descrita por Kotzé et al. (1992) para o
crocodilo-do-Nilo; Banks (1992) e Bacha Jr. e Bacha (2003) para os animais
domeésticos; por Bacha Jr. e Bacha (2003) para Gallus gallus domesticus e por
Hildebrand e Goslow (2006) para outros répteis e aves, embora esses autores
referiram-se genericamente a varias espécies, assim como Monteiro et al. (2009) e
Magalhdes et al. (2010) relataram, respectivamente, para a avestruz (Struthio

camelus) e para a tartaruga verde (Chelonia mydas).
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Glandulas submucosas (glandulas de Brinner) ndo foram identificadas no C.
yacare neste estudo, embora Jin et al. (1990) tenham descrito a tunica submucosa,
esses autores também n&o as observaram, fato também relatado em avestruz
(MONTEIRO et al. 2009) e tartaruga verde (MAGALHAES et al. 2010).

Na tunica muscular do intestino de C. yacare, o estrato muscular circular foi o
mais desenvolvido conforme descrito por Reese (1913, 2000) e Jin et al. (1990),
embora Reese (1913, 2000) relatou que o estrato circular € duas vezes mais
espesso que o longitudinal, e Jin et al. (1990), se referiram ao longitudinal como
sendo cinco vezes mais delgado que o estrato circular. Reese (1913, 2000) indicou
em suas figuras uma relativa diminuicdo na espessura da tunica mucosa entre as
trés regides do intestino delgado por ele analisadas, conforme também se observou
no C. yacare. Monteiro et al. (2009) relataram que no intestino delgado e grosso de
avestruz o estrato longitudinal foi mais delgado do que o circular.

Outro aspecto observado no C. yacare foi o aumento de tecido conjuntivo
entre os feixes musculares nas regides mais caudais do intestino delgado e grosso,
segundo Reese (2000) a variagdo no didmetro do intestino entre animais em
hibernacdo e animais em forrageio ocorreu principalmente pelo aumento na
espessura do tecido conjuntivo e da tunica muscular, uma vez que ndo observou
mudangas na espessura da mucosa ou na complexidade das pregas da mesma.
Kotzé et al. (1992) afirmaram também a presenca de distintas camadas de tecido
conjuntivo denso entre os feixes musculares.

A constituicdo da serosa descrita por Reese (1913, 2000) foi de tecido

conjuntivo denso repleto de vasos sanguineos diferente do observado em C. yacare.

5.2 Histologia e histoquimica da mucosa

O epitélio da tunica mucosa no C. yacare é do tipo colunar simples conforme
ja caracterizado por Jin et al. (1990) nesta mesma espécie, para o crocodilo-do-Nilo
por Kotzé et al. (1992), para os animais domésticos (BACHA Jr. e BACHA 2003) e
na avestruz (MONTEIRO et al. 2009). No entanto, Reese (1913, 2000) relatou a
natureza estratificada do mesmo, possivelmente ou pela qualidade optica do
material produzido na época ou por ter investigado animais em hibernagcéo conforme
relatado por Starck et al. (2007).



41

Os tipos celulares predominantes neste epitélio sdo semelhantes ao descrito
por diversos autores em diferentes espécies, e constituia-se de epitelidcito colunar
da vilosidade (ECV) e do exocrindcito caliciforme (EC), respectivamente designados
anteriormente, de epitelidcito absortivo e célula caliciforme. Apesar dessa diferenca
de nomenclatura, as caracteristicas desses tipos celulares descritos pelos autores
(REESE 1913 e 2000, JIN et al. 1990, BANKS 1992, KOTZE et al. 1992, BACHA Jr.
e BACHA 2003) mostraram se tratar dos mesmos tipos celulares. Apenas uma
pequena diferenca foi observada na posicdao do nucleo do ECV, neste estudo
localizado centralmente em relagdo ao maior eixo da célula, diferente do relato
apresentado por Jin et al. (1990) onde o mesmo posicionou-se na base,
provavelmente em virtude dos animais deste experimento estarem em jejum,
corroborando a afirmagao de Starck et al. (2007). que compararam as diferencas do
epitélio em condi¢des de jejum e forrageio.

O EC néo foi observado no estudo de Reese (1913 e 2000) provavelmente
devido ao fato dos animais em questdo estarem em estado de hibernag¢ao, uma vez
que nos relatos e Jin et al. (1992), Banks (1992) e Bacha Jr. e Bacha (2003), assim
como no presente estudo, esse tipo celular foi freqlente, principalmente na parte
caudal do jejuno e no intestino grosso.

No C. yacare a presenga mais frequente de linfocitos entremeados aos
epiteliécitos colunares no intestino grosso reflete as necessidades de protegéo deste
orgao contra microrganismos invasores, conforme relatado por Sartori (2009) que
considera a cloaca como uma “porta” de entrada para microrganismos.

A histoquimica dos componentes da mucosa evidenciou as mucinas
secretadas pelo EC, cuja natureza variou de neutra, conforme reagédo positiva do
conteudo celular e do limbus striatus ao PAS, a acida sulfatada pela marcagao
desse mesmo conteudo celular pelo alcian blue, associado ou ndo ao PAS. A
membrana basal, embora marcada fracamente pelo PAS, constitui-se de
proteoglicanas neutras. A variagdo do pH da secre¢do mucosa implica na
coexisténcia de diferentes componentes desse produto, enquanto em alguns répteis
foram observadas somente mucinas acidas (MADRID et al., 1989) ou neutras
(PEREIRA, 2000). O muco secretado na luz do intestino lubrifica a ingesta auxiliando
sua passagem ao longo do canal alimentar sem promover agressbes mecanicas a
mucosa, ja no intestino grosso, auxilia no deslizamento das fezes (GEORGE et al.

1998). Além da fungao lubrificante, as mucinas acidas podem proteger o muco
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intestinal da acdo degradativa de glicosidases fecais (RHODES et al., 1985),
enquanto as mucinas neutras, especialmente no duodeno, podem neutralizar o
material acido recebido do estbmago (DUELLMAN e TRUEB, 1985).

A lamina propria da tunica mucosa no C. yacare, constituida de tecido
conjuntivo frouxo, também foi descrita por Jin et al. (1990), Banks (1992), Bacha Jr.
e Bacha (2003), Monteiro et al. (2009), Magalhdes et al. (2010) nas diversas
espécies investigadas por esses autores, embora Reese (1913, 2000) relatou a
natureza fibrosa da mesma associada a tecido linfatico. Além disso, esses autores
relataram a presenca de linfocitos nesta regido, designado de infiltragédo linfocitaria
por Jin et al. (1990) e Kotzé et al. (1992), nédulos linfaticos por Banks (1992),
agregados de ndédulos linfaticos ou Placas de Peyer por Bacha Jr. e Bacha (2003) e
de acumulos de linfécitos por Magalhaes et al. (2010), no entanto, provavelmente
essa diferenca refira-se apenas ao termo empregado, e ndo ao tipo celular
encontrado. Em C. yacare esses aglomerados de linfocitos na lamina prépria foram
designados de nddulos linfaticos solitarios, conforme consta na Nomina Histologica.

Outro aspecto relevante dos ndédulos linfaticos solitarios foi sua distribuicao,
pois em C. yacare foram mais frequentes na parte caudal do jejuno e no intestino
grosso, semelhante ao descrito por Banks (1992) em relagdo aos animais
domeésticos.

A muscular da mucosa, constituida por fibras musculares lisas dispostas
longitudinalmente é continua aos dois feixes de fibras musculares, que partindo da
muscular da mucosa, penetraram no eixo da vilosidade em direcédo ao apice. Esse
arranjo das fibras musculares lisas provavelmente possibilita a mobilidade da
vilosidade, o que pode ser verificado pelos diferentes graus de dobramento de sua
superficie, conferindo aspecto enrugado a mesma, assim como a muscular da
mucosa possibilitou o movimento da mucosa como um todo, favorecendo a mistura
do conteudo intestinal.

No C. yacare, a muscular da mucosa era discreta na regiao do duodeno e
mais conspicua na por¢ao caudal do jejuno e intestino grosso, constituindo-se Unica
camada, diferente do descrito por Jin et al. (1990) que a referiu como dupla na
regidao do intestino delgado e tripla no intestino grosso. Kotzé et al. (1992) afirmaram
que a muscular da mucosa consistia principalmente da camada longitudinal externa,
sendo a camada circular interna rudimentar ou ausente. Monteiro et al. (2009) e

Magalhaes et al. (2010) n&o se referiram a variagao de sua espessura ao longo dos
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intestinos delgado e grosso, mas a descreveram como constituida de uma unica

camada.

5.3 Histometria da mucosa

A caracteristica do epiteliécito colunar da vilosidade no C. yacare
corroboraram a descri¢gdo de Starck, Cruz et al., (2007) para animais em jejum, no
entanto, a espessura da mucosa obtida no C. yacare ndo pode ser comparada a
desses autores, por ndo se verificar o uso do mesmo critério de mensuragao da
mesma, mesmo que se proceda a correspondéncia das diferentes unidades de
medida utilizadas.

A mensuragcdo da frequéncia de vilosidades intestinais, comprimento do
epitélio, da lamina prépria e espessura da mucosa mostraram ser adequadas para a
diferenciagao entre intestino delgado e grosso. O mesmo nao foi observado entre as
quatro regides do intestino delgado, ou seja, a caracterizagdo dessas partes do
ponto de vista estrutural, ndo deve ser realizada somente por métodos quantitativos,
mas também por métodos macroscépicos, microscopicos descritivos e
ultraestruturais associados.

Assim como mencionado por Jin et al. (1990) e observado no C. yacare, a
descrigdo de todos os componentes estruturais da parede desses quatro segmentos
do intestino delgado, acrescido da histometria de outras tunicas e ndo somente da
mucosa, poderiam caracterizar melhor cada uma dessas regioes.

As regides do duodeno e jejuno apresentaram valores médios
estatisticamente significativos e distintos, o que sugere uma possivel diminui¢ao do
comprimento da lamina prépria em direcao as regides mais caudais do intestino

delgado.

5.4 Microscopia eletrénica de varredura da mucosa

O relevo da mucosa do intestino de C. yacare apresentou semelhanga ao
crocodilo-do-Nilo  (Crocodylus  niloticus) e ao  cagado-de-vanderhaeger
(Mesoclemmys vanderhaeger), no que se refere as pregas ou cristas da mucosa na
forma de zigue-zague, respectivamente, conforme relatado de Kotzé e Soley (1995)

e Pinheiro (2009), embora este autor tenha realizado estudos macroscopicos, no
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entanto, é possivel que esse padrdo observado se mantenha, mesmo que seja
investigado ao microscopio eletrénico de varredura. Por outro lado, as pregas da
regido do duodeno sdo menos complexas do que as relatadas por Kotzé e Soley
(1995), sendo o tipo de prega em forma de trave, descrito por eles, correspondente
aos pontos de ancoramento observados neste experimento, estruturas essas menos
complexas e com padrao definido, ou seja, em cada angulo da crista em zigue-
zague ha um prega que embora tenha forma irregular sua disposi¢ao é constante.

Na regido do jejuno surge um arranjo de diferente do relatado no duodeno,
onde se observou dois tipos de pregas intercaladas entre si; o primeiro tipo ja
descrito como pregas em zigue-zague, e o segundo tipo, pregas semelhantes a
ondas, diferentemente do relato de Kotzé e Soley (1995), que descreveram dois
tipos de pregas primarias longas e forma de folha. No crocodilo-do-Nilo também n&o
foi observado a variagao entre a espessura nos dois tipos de pregas citados pelos
autores, contrapondo os achados no Caiman yacare, que embora também apresente
dois tipos de pregas, elas se alternam n&o s6 na sua disposi¢cdo, quanto na sua
espessura e localizagao ao longo do intestino delgado.

Em relagédo ao intestino grosso, tanto no crocodilo-do-Nilo quanto no jacaré-
do-pantanal as pregas eram mais baixas e irregulares do que na regido que a
antecedia, no entanto, predominava no C. yacare as pregas em forma de ondas,
sendo, o arranjo entre elas, constituido por pregas altas intercaladas as baixas. As
estruturas em forma de roseta relatadas por Kotzé e Soley (1995) ndo foram
observadas neste estudo, provavelmente devido ao fato de que a regiao do intestino

grosso coletado para este experimento ndo ter sido o reto.
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6 CONCLUSOES

A estrutura da parede do intestino delgado e grosso do jacaré-do-Pantanal é
constituida pelas tunicas mucosa, muscular e serosa.

A mucosa é formada por epitélio de revestimento do tipo cilindrico simples
constituido pelo epiteliécito colunar da vilosidade e o exocrindcito caliciforme; lamina
prépria de tecido conjuntivo frouxo e muscular da mucosa unica. A composigao da
secrecao do exocrindécito caliciforme variou de neutro a acido. Nao foi observada a
presenca de glandulas intestinais.

A tunica muscular é constituida por dois estrados, o circular e o longitudinal,
sendo o estrato circular o mais desenvolvido.

A serosa é tipica.

As especializagdes da mucosa observadas no intestino delgado e grosso,
respectivamente, foram vilosidades a pregas intestinais, e ao longo das regides dos
intestinos, apresentaram diminuicdo de sua complexidade.

Glandulas submucosas (glandulas de Brinner) ndo foram identificadas no C.
yacare.

A histometria da mucosa demonstra diferenga estatisticamente significante
entre o intestino delgado e grosso, ndo sendo a mensuragdo da mucosa,
desconsideracdo as demais tunicas da parede intestinal, instrumento capaz de
caracterizar as quatro partes do intestino delgado.

A microscopia eletrdnica de varredura evidenciou a presenga de 1 tipo de
prega ou crista no duodeno e 2 tipos nas demais regides analisadas. Elas
apresentaram variagao de forma, espagcamento, altura e a amplitude entre as
regioes.

Embora a estrutura da parede intestinal de C. yacare seja semelhante a de
outros crocodilianos, a da tartaruga verde e avestruz, respectivamente,
representantes de outro grupo de répteis e aves, pormenores que caracterizem a
espécie e possa ser correlacionado a histofisiologia e comportamento alimentar,
ainda se fazem necessarios para que o manejo nutricional da espécie em cativeiro

seja incrementado.
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ANEXO A - PROTOCOLOS DE COLORAGOES

HEMATOXILINA-EOSINA

Procedimento:

Desparafinar e hidratar os cortes.

Corar com hematoxilina, pelo tempo desejado, conforme o tipo e idade da
hematoxilina; de modo geral: corar durante 15 a 20 minutos com hematoxilina
de Mayer; corar de 2 a 10 minutos com a hematoxilina de Harris e corar de 2
a 10 minutos com a hematoxilina de Ehrlich.

Lavar em agua corrente por 10 minutos.

Caso necessario, proceder a diferenciagédo em alcool-acido: solugéo alcodlica
de HCl a 1% (1 ml de HCI em 99 ml de alcool 70%). Controlar a diferenciagcéao
ao microscopio até chegar a intensidade desejada.

Lavar rapidamente em agua corrente, apés a diferenciagao.

Corar pela eosina por 2 minutos.

Lavar em agua corrente (até que a agua esteja limpa).

Passar pela bateria de desidratagdo: passar rapidamente pelo alcool 70%,
passar pelo alcool 95%, alcool 100% e xilol

Montar.

Observacoes:

A hematoxilina cora os nucleos primariamente em vermelho e a posterior
lavagem em agua corrente converte a coloragdo para o azul (processo de
azulecimento da hematoxilina).

O procedimento de diferenciagdo da hematoxilina em alcool-acido raramente
€ necessario e deve ser feito nos casos em que ocorre uma supercoloracgao.
A eosina sofre diferenciagdo com o alcool 70%; por isso esta passagem deve
ser rapida. Se, por acaso, o corte ficar muito descorado ao ser passado pelo
alcool 70%, passa-lo novamente pela agua e recoloca-lo na eosina. As vezes,
€ preferivel pular a passagem pelo alcool 70%, colocando diretamente em

alcool 95%.
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Resultado:
e O nucleo cora-se de azul;

o Citoplasma e outras estruturas teciduais coram-se de rosa a vermelho.

Allen, T. C. 1992. Hematoxilin and eosin. In: Prophet, EB, Mills, B. Arington, JB,
Sobin, LH. Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Forces Institute of
Pathology. Washington. DC. 9:53-58.
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TRICROMICO DE MALLORY

Preparo das solucées:

e Solucgao A:
0,5 g de fucsina acida
100 ml de agua destilada
e Solucgao B:
0,5 g de azul de anilina
2,0gdeorange G

1,0 g de &cido fosfotungstico

Procedimento:

e Desparafinar e hidratar os cortes.

e Corar pela solugéao A durante 2 minutos.

e Passar diretamente para a solugao B, corando durante 5 a 10 minutos.
e Lavar em agua corrente até tirar o excesso de corante.

e Passar pelo alcool 80% por alguns segundos.

e Desidratar e montar.

Resultado:
e Tecido conjuntivo cora-se em azul

e Tecido muscular em vermelho.

McElroy, D.A.. 1992. Mallory Trichrome Stain. In: Prophet, EB, Mills, B. Arington, JB,
Sobin, LH. Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Forces Institute of
Pathology. Washington. DC. 17:131-132.
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PICROSSIRIUS

Preparo da solucéo
® SiMUSREd.....cciiiiii e 0,2g

e Solugao saturada de acido piCriCO........ceveveeeeeeiennes 100 ml
e Misturar e colocar um pouco de acido picrico (em po) para que aparega um
precipitado no fundo do frasco.

Procedimento:

e Desparafinar e levar as laminas até agua.

e Corar durante 1 hora no Picrossirius a temperatura ambiente.
e Lavar em agua corrente por 5 minutos.

e Lavar por 10 minutos em agua corrente.

e Montar.

Observacdes:
e Trocar o corante uma vez por més se este for muito utilizado.

e A solucdo devera estar sempre saturada.
e Especificagdo do Sirius Red: F 3 B 200 (Mobay Chemical Co., Union, NJ).

Resultados:

e O colageno cora em vermelho sobre um fundo amarelo-paélido.

Kiernan, JA. Sirius Red Staining Protocol for Collagen. Department of Anatomy &
Cell Biology, The University of Western Ontario, LONDON, Canada. Capturado em
http://www.ihcworld.com/_protocols/special_stains/sirius_red.htm. Acesso em 17 de

novembro de 2010.
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ACIDO PERIODICO DE SCHIFF (PAS)

Preparo da solucéo:

e A solucao de acido periddico a 1% pode ser preparada de duas maneiras:

e Forma1:
solug&o periodato de sodio ou potassio....................... 19
acido sulfurico TN........oovviiice e 100 ml

e Forma 2 (a mais usada):
ACIAO PErIOAICO. ....euiiiiiiieiieiei e 19

agua destilada...........ooooiiiiiiii 100 ml

e PREPARO DO REATIVO DE SCHIFF:

Agua destilada...........cccooveeviieeeeeeeeeeee e, 192 ml
Acido cloridrico concentrado..............c.coveveveeeeeennn 8 ml
Fucsina basica (color index 42510)..........cccvvvvveeenees 0,59
Sulfito de s6dio (NazSO3).....ceeeveeeiieiiiiiiiiiieeeee. 5gou
Metabissulfito de s6dio (NazS205).......vveeeveeeeeenenenne. 3,89
Carvao ativado.........ccoooeiiiiiiiiiie e 0,59

Dissolver a fucsina na agua adicionada de &cido cloridrico. Junte o
sulfito ou o metabissulfito. Fechar o frasco. Agitar por 20 a 30 minutos até que
a mistura esteja limpida e de cor marrom avermelhado. Adicione o carvéo
ativado para descolorir. Agitar por 2 minutos e filtrar. O filtrado devera ser
incolor. O reativo somente podera ser utilizado, no minimo, 6 horas apds sua

preparagédo. Guardar em geladeira.

Observacoes sobre o Reativo de Schiff:

e O reativo deve apresentar-se perfeitamente limpido; se nao, rejeita-lo.

¢ Quando se coloca o carvao ativado no reativo este pode descolorir totalmente
ou ficar com coloragdo amarelo palha; em qualquer dos casos esta bom para
ser utilizado.

e Para testar o Reativo de Schiff pingar gotas do mesmo em alguns mililitros de

formol a 10%.
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e Se a solucéo ficar vermelho-purpura, o reativo pode ser usado.

Procedimento:

e Desparafinar e hidratar os cortes.

e Colocar no acido periodico, durante 10 a 15 minutos, na geladeira.

e Lavar em varias trocas de agua destilada ou lavar 5 minutos na agua corrente
e, em seguida, passar pela agua destilada.

e Colocar no reativo de Schiff durante 1 hora, no escuro, na geladeira ou
durante 15 minutos, no escuro, a temperatura ambiente.

e Lavar em agua corrente por 5 a 10 minutos.

e Montar.

Resultado:
e Locais ricos em glicogénio ou polissacarideos neutros, contendo grupos 1,-2
glicol coram-se em vermelho.

¢ As proteoglicanas n&o se coram.

Observacdes:
e Ao retirar-se do Reativo de Schiff pode-se passar pelas seguintes solugdes:

bissulfito de sdédio 2% durante 2 minutos ou varios banhos de HCI 3N durante
2 minutos ou 3 banhos de agua sulfurosa de 2 minutos cada;

e Preparo da agua sulforosa:

Metabissulfito de sodio @ 10%.....cccovvveeeeeeeieiiiaeennn. 10 ml
HCE AN e 10 ml
Agua destilada............ccocooeviieiieeeeeeeee e, 180 ml

e De modo geral, estes banhos sdo desnecessarios.
e Para material incluido em historesina o acido periédico deve ser a 0,4% e os

cortes devem ficar no Reativo de Schiff por 30 minutos.

Gaffney, E. 1992. Periodic Acid Schiff. In: Prophet, EB, Mills, B. Arington, JB, Sobin,
LH. Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Forces Institute of Pathology.
Washington. DC. 18:151-152.
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ALCIAN BLUE pH 1,0 + HEMATOXILINA

Solucéo corante:
e solucao de Alcian Blue 1% em HCI 0,2 N.

Preparo da solugéo:
e 1 gde Alcian Blue 8GX
e 100 ml de HCI 0,1N.
e Para 100 ml de HCI 0,1N: 0,83 ml de HCl em 99,17 ml de H20.

Procedimento:

e Desparafinar e hidratar os cortes.

e Passar no HCI 0,2N ou 0,1N, por 3 minutos.

e Corar na solugao corante por 30 minutos.

e Passar em HCI 0,2N ou 0,1N.

e Lavar rapidamente em agua destilada.

e Corar com hematoxilina, pelo tempo desejado, conforme o tipo e idade da
hematoxilina; de modo geral: corar durante 15 a 20 minutos com hematoxilina
de Mayer; corar de 2 a 10 minutos com a hematoxilina de Harris e corar de 2
a 10 minutos com a hematoxilina de Ehrlich.

e Lavar em agua corrente por 10 minutos.

e Desidratar e montar.

Resultado:
e Locais ricos em polissacarideos sulfatados coram-se em azul, portanto nao

cora o acido hialurénico (n&o-sulfatado).

Behmer, O.A. Tolosa, EMC. Freitas Neto, AG. Manual de técnicas para histologia
normal e patologica. Sdo Paulo, SP. Editora da Universidade de Séo Paulo, 1974. p.
107.
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ALCIAN BLUE pH 2,5 + PAS

Procedimento:

Desparafinar e hidratar os cortes.

Coloca-los por 30 minutos em solugao de Alcian Blue, pH 2,5.
Lavar em solucao de acido acético a 3%.

Passar em agua destilada.

Deixar por 10 minutos em acido periodico a 1%.

Lavar rapidamente em agua destilada.

Deixar por 1 hora no Reativo de Schiff.

Lavar em agua corrente por 10 minutos.

Montar.

Resultado:

Glicogénio e polissacarideos neutros em vermelho.

Polissacarideos acidos em azul.

A cor violeta representa associacdo de ambos.

Gaffney, E. 1992. Alcian Blue - Periodic Acid Schiff. In: Prophet, EB, Mills, B.
Arington, JB, Sobin, LH. Laboratory Methods in Histotechnology. Armed Forces
Institute of Pathology. Washington. DC. 18:160-161.
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AZUL DE TOLUIDINA

Solucao corante:

e Azul de Toluidina 0,5% em agua destilada

Procedimento:
e Desparafinar
e Lavar em agua destilada por 5 minutos
e Corar as laminas pela solugao de toluidina durante 20 minutos.
e Lavar em agua destilada por 5 minutos
e Corar pela sufranina durante 20 minutos
e Diferenciar pelo alcool 95% até o corte tomar cor azulada.
e Alcool absoluto.
e Xilol

e Montar

Resultado:
o (Cora estruturas acidas presentes no tecido: DNA, RNA e polissacarideos
acidos, com diferentes intensidades de cor, conforme a quantidade de

grupamentos acidos.

Behmer, O.A. Tolosa, EMC. Freitas Neto, AG. Manual de técnicas para histologia
normal e patologica. Sdo Paulo, SP. Editora da Universidade de Sao Paulo, 1974. p.
103.
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ANEXOS B1-5 - GRAFICOS
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Grafico B1: Valores médios da freqiiéncia das vilosidades nas diferentes regides coletadas e
respectivos desvios padrdoes. DD = Duodeno descendente; DA = Duodeno ascendente; JCr = Jejuno
parte cranial; JCa = Jejuno parte caudal; IG = Intestino grosso.
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Gréfico B2: Valores médios do comprimento do epitélio nas diferentes regides coletadas e respectivos
desvios padrbes. DD = Duodeno descendente; DA = Duodeno ascendente; JCr = Jejuno parte cranial;
JCa = Jejuno parte caudal; IG = Intestino grosso.
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Grafico B3: Valores médios do comprimento da lamina prépria nas diferentes regides coletadas e
respectivos desvios padrdoes. DD = Duodeno descendente; DA = Duodeno ascendente; JCr = Jejuno
parte cranial; JCa = Jejuno parte caudal; IG = Intestino grosso.
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Grafico B4: Valores médios da relagdo entre os comprimentos do epitélio da mucosa e da lamina
prépria (CE/CLP) nas diferentes regides coletadas e respectivos desvios padrées. DD = Duodeno
descendente; DA = Duodeno ascendente; JCr = Jejuno parte cranial; JCa = Jejuno parte caudal; IG =
Intestino grosso.
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Grafico B5: Valores médios da espessura da mucosa nas diferentes regides coletadas e respectivos
desvios padrdes. DD = Duodeno descendente; DA = Duodeno ascendente; JCr = Jejuno parte cranial;
JCa = Jejuno parte caudal; IG = Intestino grosso.
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