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RESUMO

A distribuigdo regional e a freqiiéncia de ginglios nervosos, células argiréfilas,
células argentafins e células imunorreativas a serotonina foram estudadas em cinco regides
do ceco de dez capivaras adultas. Para isso, utilizaram-se técnicas especificas de coloragao
para cada um dos tipos de células end6crinas pesquisadas; e para a quantificagio dos
ginglios nervosos, submucosos e mioentéricos, empregou-se a técnica da Hematoxilina-
Eosina. O maior nimero de ginglios submucosos na parede do ceco foi de 3,6/mm? de 4rea
na regido de transigio ileocecal. O niimero médio de ginglios mioentéricos/mm? de 4rea da
tinica muscular foi maior nas regides de transi¢do ileocecal € na ténia, sendo,
respectivamente, de 10 e 9,3. O niimero médio de células argirSfilas por mm? de 4rea de
mucosa variou de 235,7 na regido de transigdo ileocecal a 138,6 no dpice; o de células
argentafins apresentou uma variagio de 224,3 células/mm® na base e menor nimero no
dpice, 165,7 células/mm’ de 4rea de mucosa. As células imunorreativas 2 serotonina foram

detectadas em maior nimero na regido de transi¢io ileocecal, com média de 107,1
células/mm®, e menor no épice, de 27,1 células/mm?.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND QUANTIFICATION OF THE NERVOUS
GANGLIA, ARGENTAFFIN CELLS, ARGIROPHYL CELLS AND
SEROTONIN-IMMUNOREACTIVE CELLS IN THE CAPYBARA'S
Hydrochoerus hydrochaeris CECUM

The regional distribution and frequency of nervous ganglia, argirophyl-,
argentaffin- and serotonin immunoreactive cells were studied in five areas of the cecum of
ten adult capybaras. Specific stain techniques were used to detect each endocrine cell
investigated and the general technique of Haematoxilin-Eosin was used to quantify the
Meissner (submucous) and Auerbach (myenteric) ganglia. The largest mean number of
submucosal ganglia observed in the cecum wall was 3.6 ganglions/mm” in the ileo-cecal
transition area. The average number of ganglia myenterics/mm? in the muscular tunic was
larger 1n the ileo-cecal transition and the taenia areas, 10 and 9.3, respectively. The mean
number of argirophyl cellsymm’ of the mucous membrane area ranged from 235.7 in the
ileo-cecal transition area to 138.6 in the apex area; the number of argentaffin celis showed
variation of 224.3 celis/mm? in the base to a smaller number in the apex, 165.7 cells/mm? of
the mucous membrane area. The largest number of serotonin-immunoreactive cells was

detected in the ileo-cecal transition area, the mean number being 107.1 cells/fmm? and the

smallest number occurring in the apex, representing 27.1 cells/mm?.

Key words: Cecum, nervous ganglia, argirophyl cell, argentaffin cell, serotonin-
immunoreactive cells.

INTRODUCAO

A capivara, considerada o maior roedor, pertence a familia
Hydrochaeridae, que inclui apenas uma espécie no Brasil, Hydrochoerus
hydrochaeris. E tida como um animal semi-aquatico ¢ essencialmente
herbivoro, chegando a ingerir de 3 a 4 kg de vegetacdo fresca e, ou,
vegetais aquaticos diariamente, e a digerir mais da metade da matéria
organica, inclusive fibras (8). Ea espécie de animal silvestre nativa que,
atualmente, apresenta maior potencial zootécnico para a producgio de carne
e couro. E um roedor herbivoro, monogastrico, que realiza fermentacgio
cecal, vive em grupos sociais bem estruturados e apresenta-se altamente
eficiente no aproveitamento dos alimentos, tendo digestibilidade similar ou
supertor a de coelhos € ovinos, tanto com volumoso quanto com
concentrados (/).

O aparelho digestdrio da capivara reflete a sua alimentagdo natural,
sendo bem desenvolvido, particularmente o ceco, que representa 74% de
todo o tubo digestivo (13). Segundo os autores, as capivaras se alimentam
preferencial e principalmente de pasto, que é digerido por meio de

processo fermentativo realizado por microrganismos celuloliticos
(bactérias e protozodrios) que se alojam no ceco.
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O aparelho gastrointestinal € o maior 6rgido endécrino do corpo (2),
tanto em se tratando de nimero de células end6crinas como de tipos
hormonais, superando qualquer outro 6rgiao (I6). Além das células
enddcrinas, fo1 estabelecido que varios peptideos sdo liberados a partir de
terminacdes nervosas no intestino (2). As células distribufdas por toda a
mucosa do aparelho digestério apresentam caracteristicas citoquimicas
comuns, das quais a mais evidente e constante é a producio de aminas
biogénicas € polipeptideos, sendo o seu conjunto denominado “sistema
Apud” (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation), que inclui, dentre
outras, as c€lulas enddcrinas gastrointestinais e as células das ilhotas do
pancreas (/ 6).

Feyrter foi o primeiro a reconhecer que o intestino e o pancreas
eram OS principais 6rgaos onde se localizavam as células do sistema
enddcrino, o qual ele chamou de sistema endécrino difuso (14). Este autor
identificou as células neste sistema como: 1) elementos corados
convencionalmente em claro, chamados, portanto, de hellezellen, ou seja,
células claras; 2) células argentafins — capazes de reduzir diretamente
solugdes de prata; e 3) células argirdfilas — capazes de absorver sais de
prata, que entdo podem ser reduzidos por adi¢io de uma substincia
quimica com capacidade redutora.

Técnicas de impregnacgao por sais de prata foram desenvolvidas com
diferentes finalidades em diferentes condi¢des. Genericamente, essas
reagOes foram divididas em argentafins e argiréfilas. Na reacdo argentafim
(técnica de Masson-Fontana), a redugdo do nitrato de prata amoniacal é
decorrente da capacidade redutora dos préprios componentes
intracelulares. Na reagdo argiréfila, os sais de prata em solu¢do amoniacal,
aquosa ou alcodlica, ligam-se aos granulos citoplasmdticos e sdio, entio,
reduzidos a prata metédlica pela exposi¢io a uma substincia exdgena
redutora. A positividade da reagéo argentafim exibe forte correlaciio com o
conteddo de serotonina das células enddcrinas, como demonstrado por
técnicas que utilizam fluorescéncia e imunorreatividade (16).

Os peptideos encontrados na mucosa dos segmentos do aparelho
digestorio tém sido detectados em células e terminagBes nervosas dispersas
difusamente pelo neuroeixo (14, 16).

Estudos da musculatura lisa do aparelho digest6rio tém fornecido
uma ferramenta Util para demonstrar que os peptideos atuam como
neurotransmissores, deixando claro que multiplos peptideos participam
tanto na transmissdo excitatéria como na inibitéria das camadas de
musculo liso longitudinal e circular por todo o aparelho digestério. Estudos
imuno-histoquimicos indicaram que os peptideos estdo ¢co-localizados com
outros tipos de neurotransmissores em neurdnios individuais (/7).

As células enddcrinas, distribuidas por toda a extensdo do aparetho
digestério, secretam hormdnios que regulam a funcio digestiva,
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influenciando na secre¢do gastrointestinal, absor¢do, motilidade e fluxo de
sangue. O desenvolvimento de anti-soros contra hormdnios facilitou a
localizacao destas células em vérias espécies, por meio de métodos imuno-
histoguimicos (3).

O intestino parece ser um dos muitos alvos da serotonina, a qual
estimula fortemente a contracd0o da musculatura lisa e a secre¢do das
glandulas intestinais (5, 6). Estudos em intestino delgado de cobaias tém
sugerido que a serotonina pode ser um transmissor que estimula nervos
sensoriais e inicia reflexos peristalticos e secretores (7).

Estudos imuno-histoquimicos € de biologia molecular t€ém mostrado
inter-relagOes funcionais entre células endécrinas e neurbnios, constituindo
o sistema neuroenddcrino. No contexto atual, o termo neuroenddécrino nio
implica uma origem embriolégica comum, a partir do neuroectoderma,
mas tem conota¢do de compartilhamento de um fenltipo caracterizado
pela expressio simultdnea de miltiplos genes que codifican ampla
variedade de caracteristicas neuronais e enddcrinas (/6). O sistema
nervoso entérico (SNE) tem papel central no controle da maioria das
fungbGes gastrointestinais, consistindo em uma complicada rede de
neurdnios organizados dentro de plexos submucosos € mioentéricos (11).

Este estudo teve como objetivo a quantificacio de géanglios
submucosos e mioentéricos € de células enddcrinas (argiréfilas, argentafins
e imunorreativas a serotonina) na mucosa das regides do ceco.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados fragmentos de cinco regides do ceco, de dez
capivaras, incluindo machos e fémeas adultos, provenientes do criatério da
Fazenda Cachoeirinha, municipio de Vigosa-MG, mediante autorizacio do
Ibama, licengca 13.902, numero 1/31/2001/000027-7. As regides
pesquisadas foram o apice, base, corpo, ténia dorsal e transi¢ao ileocecal.
Os fragmentos foram fixados por 48 h, em liqmido de Bouin, para
coloracao pela Hematoxihina-Eosina (H-E), Gnmelius (10) e
Imunoperoxidase Direta (/8), e em formol a 10% tamponado, para
colora¢do de Masson-Fontana modificada (4). Em seguida, os fragmentos
foram desidratados em &lcoois, numa ordem crescente de concentracao,
diafanizados em xilol I e II e incluidos em parafina. Logo apés, cortes de 4
um foram obtidos em micrétomos rotativos manuais, marcas American
Optical, no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterinaria
do (DVT), e Olympus CUT 4055, no Laboratério de Histologia do
Departamento de Biologia Animal (DBA) da Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Os cortes foram corados segundo as técnicas de H-E,
Grimelius, Masson-Fontana modificada e Imunoperoxidase direta, para a
quantificacdo de ganglios nervosos, células argiréfilas, células argentafins
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e células imunorreativas a serotonina, respectivamente. Com €XCecdio dq
imunoperoxidase direta, realizada no Laboratério de Patologia Di gestiva e
Neuroenddcrina da Faculdade de Medicina da UFMG, as demais t€cnicag
foram executadas no Laborat6rio de Histopatologia do Departamen;, de
Veterinaria da UFV.

Nos cortes corados por H-E foi feita a quantificacdo dos gangliog
submucosos e mioentéricos por milimetro quadrado da tinica submucogg
da tinica muscular, respectivamente, de cada uma das regibes pesquisadgag
Neste estudo, utilizou-se microscépio de luz Ken-a-vision com aumento da
100 x, com auxilio de ocular graduada calibrada por meio de micrémetrq

objetivo Olympus. Foram quantificados os ganglios submucosos
mioentéricos da parede cecal, em dez unidades de 4,72 pum® cada Uma,
observada em trés cortes diferentes da mesma regido, perfazendo 141,6 pum?
de 4rea analisada.

Na contagem de células argentafins, argiréfilas e imunorreativas 3
serotonina, utilizou-se microscépio de luz marca Olympus CX 40, com
aumento de 200 x, com o auxilio de ocular graduada, calibrada por meio
de micrometro objetivo Olympus. A unidade de drea analisada foi de 2,32
um” de tinica mucosa. Desta forma, ap6s a quantificacdo de 30 unidades de
4rea, o total pesquisado foi de 69,6 um’. Apenas aquelas células que
apresentaram citoplasma impregnado por sais de prata (técnicas argir6fila e
argentafim) ou imunocorado (imunoperoxidase direta), associadas 2 imagem
negativa do nicleo, foram consideradas reativas, respectivamente, i sua
técnica, sendo também verificado o posicionamento das células nos tercos
apical, médio e basal da mucosa.

As preparagdes histologicas foram documentadas com cimara
digital marca Fuji HC - 300Zi, lente Nikon C - 0.6 x, acoplada ao
microscopio Nikon Eclipse E 600 e ao computador, no Laboratério de
Biologia e Controle de Hematozodarios do DVT.

Os numeros foram organizados em planilha eletrénica (Excel 97) e
calculados a média, desvio-padrdo e varidncia, a 5% de significincia, segundo
0 programa estatistico Saeg 7.1 (Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas -
1997), utilizando-se o Programa Anova, segundo Ribeiro (15).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcao entérica do sistema nervoso (SNE) tem papel central no
controle da maioria das fung¢bes gastrointestinais € consiste em uma
complicada rede de neurOnios organizados dentro dos génglios
submucosos ¢ mioentéricos (11). Os ganglios submucosos (Figura 1A),
observados ao longo da tinica submucosa de todas as regides do ceco,

revelaram pequena variacdo entre estas (p > 0,05). O nimero médio de



734 | - REVISTA CERES

génglios foi de 3,6/mm’ na regido ileocecal, 1,4/mm® no 4pice, na base e
no corpo, e de 2,1/mm° na ténia (Quadro 1).

Os ganglios mioentéricos (Figura 1B) foram mais numerosos em
regides onde a tinica muscular apresentou-se estruturalmente mais
desenvolvida, como ocorreu na regido de transi¢do fleocecal € na ténia.
Naquela, o nimero médio de géanglios mioentéricos por milimetro
quadrado de tinica muscular fo1 de 10, e nestas de 9,3, enquanto nas

demais regides foi praticamente a metade (Quadro 1).

QUADRO 1 - Quantificagio dos ginglios por mm® de area de parede
cecal e de células endécrinas por mm’ de drea de mucosa

nas diferentes regides do ceco (média + desvio-padrio)

Parﬁmetros He%acal . @zca Corpo ___Base Ténia
Ganglms submucosos 36114 1,4+0,7 14114 1,410,7 2,10,7
Ganglios mioentéricos 100+36 5028 43+28 5021 93+3,6
Células argiréfilas 235,7£75,7 138,6158,6 1657+528 17141643 1543+528

Células argentafins 228,8 £ 67,1 165,750 205,7t51,4 2243+1t814 21431914
Célulafm IR a sero}gnina 107,1 £ 58,6 27,1£7,1 48,6+ 18,6 _528+314 4281214
IR - imunorreativas.
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FIGURA 1 - Ceco de Hydrochoerus hydrochaerzs A Ganglios submucosos

da regido de transicio ileocecal (setas). B. Ganglio
mioentérico da regido da ténia. g. glandulas intestinais. HE.

Os ganglios submucosos sao importantes no transporte transepitelial
de ifons no fluxo de sangue da mucosa, bem como nas funcdes
secretomotoras, € situam-se na tinica submucosa da parede do intestino.
Os ganglios mioentéricos, que se localizam entre as camadas circular interna e
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longitudinal externa da tinica muscular, estdo envolvidos com a motilidade
intestinal (/7). Com base na observagio de que o maior nimero de ganglios
nervosos foi encontrado na regido de transigio ileocecal e na ténia, pode-se
inferir maior atividade a estas, e em menor escala as demais regides do ceco
da capivara, onde o nimero de génglios foi menor.

As cé€lulas imunorreativas a serotonina (Figura 2B) foram
encontradas principalmente no ter¢o basal e em menor quantidade no terco
médio da mucosa, da mesma forma que o observado com as células
argentafins. As argiréfilas (Figura 2A) foram identificadas mais
freqientemente no terco basal da mucosa, e ocasionalmente no terco
médio e no apice dessa. As células endScrinas apresentaram, de maneira
geral, forma piramidal, alongada e arredondada.

O nimero de células argirdfilas foi maior na regido de transi¢do
ileocecal, sendo, em média, de 235,7 céls./mm> No apice, regido que
apresentou menor nimero dessas células, a média foi de 138,6 céls./ mm?.
Considerando-se esses ndmeros, a andlise de varidncia nio mostrou
diferenca estatistica significativa entre esta regio e a ileocecal. Na base, o
nimero dessas c€lulas foi, em média, de 171,4 céls./mm®*; no corpo, 165,7

céls./mm’; e na ténia, de 154,3 céls./mm? (Quadro 1) (p > 0,05). No.ceco
de vacas e bezerros foram detectadas células argiréfilas e imunorreativas 3
serotonina em menor quantidade, quando comparado com outros
segmentos do tubo digestivo (abomaso, intestino delgado e intestino
grosso). A média de células argiréfilas/mm® de mucosa encontrada em
todo o ceco foi de 8,8 em bezerros e 6,9 em vacas. Neste mesmo estudo,
pesquisadores quantificaram células imunorreativas 3 serotonina/mm? no
ceco de bezerros e de vacas, tendo registrado, respectivamente, uma média
de 9,6 e 7,2 (/1). O nimero de células imunorreativas 3 serotonina
mostrou ser moderado no ceco de bifalos (Bubalus bubalis), equiparando-
se com 0 do duodeno e o do célon (3).

A quantificagdo de células imunorreativas 3 serotonina demonstrou,
neste estudo, que houve variagio significativa apenas entre a regiio de
transiglo ileocecal e o dpice do ceco. Na regido de transicio ileocecal o
nimero médio dessas células foi de 107,1 céls./mm?, enquanto no apice foi
de 27,1 céls./mm’. Na regido da base, o nimero médio foi de 52.8
céls./mm’, no corpo de 48,6 céls./mm® e na ténia de 42.8 céls./mm>

(Quadro 1) (p > 0,05). O niimero de células imunorreativas & serotonina
nao aumentou na regido onde a musculatura lisa do ceco foi mais
desenvolvida (ténia), como ocorreu com o nidmero de ganglios
mioentéricos. Pode-se, portanto, inferir que h4 maior controle nervoso que

endocrino nessa regido, como citado no caso de outra espécie (11). Vanner
(19) afirmou que a estimulagéo elétrica (nervosa) nos ganglios sobrepde-se
a estimulacdo que a serotonina confere a eles. -



736 REVISTA CERES

IFIGURA 2 - Ceco de Hydrochoerus hydrochaeris: A. Identificacdo de
g células argirdfilas (setas) na regifio da ténia. Grimelius. B.
Identificacdo de células imunorreativas a serotonina

i (setas) na regido do 4pice. Imunoperoxidase Direta.

Al e o A e

Em estudos no tubo digestivo de cervos (Dama dama), foi detectado
que aproximadamente 80% das células endécrinas no duodeno eram
imunorreativas a serotonina, sendo clara a menor ocorréncia delas no
intestino grosso (6). A presenga de células enterocromafins, produtoras de
serotonina, fol numerosa na regido pilérica do estdmago de cavalos; no
entanto, poucas foram encontradas no duodeno, sendo absolutamente
ausentes na maior parte do intestino grosso (5).

As células argentafins (Figura 3) quantificadas na base do ceco
foram, em média, de 224,3 céls./mm’ e na regido ileocecal 2288
céls./mm?. No apice cecal o nimero encontrado foi, em média, de 165,7
céls./mm?*, no corpo 205,7 céls./mm? e na ténia 214,3 céls./mm?
(Quadro 1) (p > 0,05).

Na tentativa de se estabelecer uma propor¢do entre o nimero
meédio de células enddcrinas encontradas em todo o ceco, as células
imunorreativas a serotonina apresentaram percentualmente menor
numero que as argiréfilas e as argentafins. A propor¢do aproximada de
células imunorreativas a serotonina, quando comparadas com as
argirofilas, for de 1:3,1 e 1:3,7, quando comparadas as argentafins.
Comparando-se o numero de células enddécrinas imunorreativas 2
serotonina ¢om O numero total de células enddécrinas (argirofilas e

argentafins), as primeiras representaram cerca de 13% das células
endocrinas observadas no ceco da capivara.



VOL.LIN°298,2004 737

FIGURA 3 - Ceco de Hydrochoerus hydrochaeris. Células argentafins (seta). Regifo
da ténia. Masson-Fontana modificada.

A i e ey il P A

O numero de células argentafins manteve-se elevado em relacio ao
de células imunorreativas a serotonina, talvez por terem sido quantificadas
as células argentafins que apresentaram impregnacio citoplasmatica pelos
sais de prata, independentemente do tamanho da granulacdo. Os granulos,
que preenchem principalmente a regido infranuclear do citoplasma, foram
encontrados de tamanhos variados e, assim, poderiam ter sido confundidos
com precipitados de sais de prata. Entretanto, a coincidéncia desta
distribui¢do de sais de prata sobre as células epiteliais de revestimento do
ceco suscita novas buscas na tentativa de melhor esclarecer esses fatos.

CONCLUSOES

1) Existemn, caracteristicamente, no ceco da capivara, principalmente
nas regioes de transigdo ileocecal e da ténia, inimeros ganglios
submucosos e mioentéricos, sendo estes de 3 a 4,5 vezes mais numerosos
que Os primeiros, nas respectivas regioes.

2) A regido ileocecal apresenta maior quantidade de células
argir6filas, argentafins € imunorreativas a serotonina, seguida da regido da
base do ceco. Dentre as células, as imunorreativas 2 serotonina sio as
menos NuMerosas.
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