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Resumo

Este estudo teve por objetivo investigar, por meio de reacédo histoquimica, a
producado de mucina neutra e acida pelas células caliciformes no epitélio intestinal de
galinhas (Galus galos) com diferentes idades ao longo do desenvolvimento. Cortes
do intestino, montados em laminas, foram submetidos a 2 tempos diferentes para a
reagao do acido periodico de Schiff (PAS) e para mucinas acida pelo Alcian Blue pH
2.7. Para controle das reagdes foi incluida uma I&mina com corte de intestino de
rato. Os resultados mostraram que o melhor tempo para evidenciar tanto mucina
neutra quanto acida séo 2 horas e 3 horas respectivamente. Comparado com o rato
foi observado uma reacdo menos intensa para mucina do tipo neutra enquanto que a
mucina acida é observadaa em todos os tempos avaliados. Conclui-se que em
galinhas, diferentemente do que ocorre em mamiferos, ha um predominio na
producdo de mucina acida comparada com as neutras, ao longo do desenvolvimento
do intestino sugerindo uma relagdo com o habito alimentar e possivelmente com a
microbiota intestinal.

Introdugao

O tempo do desenvolvimento de aves é semelhante ao de ratos, ou seja
cerca de 21 dias, entretanto enquanto ratos tem um desenvolvimento interno e esta
sob o controle nutricional da mae via placenta, em aves o desenvolvimento é externo
sendo a nutricdo fornecida pela reservas nutritivas do ovo. Em relagdo ao
desenvolvimento e diferenciacdo do epitélio intestinal, a literatura mostra que as
fases do desenvolvimento sdo muito semelhantes tanto em aves quanto em ratos. A
diferenciagdo em ambos animais partem de um epitélio estratificado que aos poucos
se diferencia em estruturas funcionais denominadas de vilosidades intestinais. As
vilosidades sao de crucial importancia para o funcionamento do intestino e do
organismo, uma vez que ampliam a sua superficie, aumentando a absor¢do de
agua, ions e nutrientes provenientes dos alimentos. (PAIVA, 2017)



Para executar suas funcdes, o epitélio que forma as vilosidades intestinais
contém diferentes tipos de células, resultantes do processo de diferenciacdo que
pode iniciar durante o periodo intra-uterino ou intra-ovo mas que é finalizado apods a
eclosao ou o0 nascimento. Estudos sugerem que apds o nascimento a diferenciagéo
das células do epitelio intestinal é influenciada ou controlada pela habito alimentar
mas também pela influencia da microbiota existente na luz intestinal.

Uma das células presentes no eptelio intestinal e que tem merecido destaque
na literatura recente sdo as células caliciformes que sao responsaveis pela producao
de uma camada de glicoproteinas denominadas de mucina e que formam diferentes
camadas ao redor do epitelio. De modo geral as mucinas podem ser classificadas
como neutras ou acidas. Resultados recentes da literatura, em mamiferos tem
mostrado o importante papel das mucinas na prote¢cao do organismo contra a agao
de determinadas toxinas produzidas pela microbiota intestinal, especialmente
algumas que podem desencadear processos inflamatorios que podem levar a
sindrome metabdlica. Resultados recentes do nosso laboratério (GOMES et al.,
2017) mostraram que durante o desenvolvimento do epitelio intestinal de ratos
ocorre o predominio de mucina neutra. Entretanto, em aves ainda ndo se tem relato
se esse predominio é semelhante. Dessa forma o objetivo desse estudo preliminar
foi investigar, por meio de reagao histoquimica, a produgdo de mucina neutra e acida
pelas células caliciformes no epitélio intestinal de galinhas (Galus galos) com
diferentes idades ao longo do desenvolvimento.

Materiais e Métodos

Idades e coleta do intestino: este experimento foi aprovado pela CEUA-......
As idades avaliadas foram; embrides com 18, 20 e 21 dias e pintinhos com 1,7 e 14
dias. Em cada tempo os animais foram sacrificados apds leve analgesia com
isofluorano e os fragmentos da regiao do jejuno foram coletadas.

Processamento histolégico: Os fragmentos foram fixados em
paraformaldeido 2%, desidratados em solu¢des crescentes de etanol (70% a
100%), por 60 minutos cada, a temperatura ambiente, e diafanizados em xilol, por 2
vezes, por 30 minutos cada, a temperatura ambiente. Os fragmentos foram
emblocados em parafina. Cortes seriados longitudinais de 5 ym foram obtidos, e
submetidos a reagao de acido perioddico de Schiff ( PAS ) e Azul de Alcian pH 2.7. O
tempo para cada protocolo foi alterado de acordo com testes feitos para a
observacado das estruturas em estudo coradas. A reacdo de PAS baseia-se na
oxidacado de radicais 1,2-glicol de polissacarideos pelo acido periédico, gerando
residuos de aldeido, os quais podem ser revelados pelo reagente de Schiff. Ja o
Alcian Blue promove dissociacédo dos radicais -COOH e HSO3 dos carboidratos, os
quais formam complexos corados com o Alcian Blue.

Teste dos tempos de reagdo: o tempo de protocolo das reacbes comumente
usados na literatura para intestino de ratos foi testado previamente e se observou
que a coloracao ficava muito fraca; entdo se decidiu fazer um teste com tempos
maiores para verificar se o tempo da reagao influenciava na evidenciagdo das
células caliciformes e munias correspondentes. Para PAS foram testados os tempos
de 1 e 2 horas de coloragdo. Para a reagdao com Alcian Blue foram testados os
tempos de 1hora e 30 minutos e 3 horas. Para um controle positivo das reacdes, em
cada tempo testado, foi colocada uma lamina contendo corte de intestino de rato



adulto cujo tempo de coloragdo descrito na literatura € suficiente para evidenciar
tanto mucina neutra e acida.

Para a coloragdo em PAS os cortes foram rapidamente lavados em agua
destilada, por duas vezes, e imersos em acido periédico 0,5%, por 1 hora. Os cortes
foram lavados em agua destilada, por 3 vezes, e submetidos ao reativo de Schiff,
por 1 e 2 horas. ApOs esse tempo, os cortes passaram por 3 banhos de agua
sulfurosa, por 5 minutos cada, e foram lavados em agua corrente, por 10 minutos,
corados com hematoxilina de Harris, por 1 minuto, desidratados em solugdes
alcodlicas crescentes (70% a 100%), por dois minutos cada, e montados com
laminula usando a resina Permount.

Para a coloragado Azul de Alcian (pH 2.7), nos dois tempos testados os cortes
foram desparafinizados, lavados em agua destilada, imersos em Azul de Alcian,
lavados em agua corrente por 5 minutos, em agua destilada e contracorados com
Safranina 0,1% por 1 minuto, desidratados em solugdes alcodlicas crescentes (70%
a 100%), por 2 minutos cada, e montados com laminula usando a resina Permount.

Resultados e Discussao

As analises histoldgicas permitiram perceber que ha variagao na distribuicdo
das células ao longo do tempo. A distribuicdo de células caliciformes coradas com
PAS (mucina neutra) e azul de Alcian (mucina acida) apresentou algumas variagoes
nas vilosidades, indicando uma distribuicdo espacial e temporal ao longo do
desenvolvimento do intestino delgado nas idades avaliadas.

Para a colorag&o de Alcian Blue, s6 a partir do dia 21 (intra ovo) foi possivel
observar a presenga de mucina acida nas vilosidades intestinais e, ao longo das
idades avaliadas 1, 7 e 14 dias (p6s ovo) é evidente o predominio de células
caliciformes produzindo mucina acida. Em relagao aos testes dos tempos de reacéo
foi possivel observar que o tempo de 3 horas, apresentou células mais intensamente
coradas.

Para a Coloragdo PAS, percebe-se que nos dias 18 e 20 (intra ovo), ndo ha
presenca de células com caracteristicas morfoldgicas semelhantes a caliciformes,
entretanto, ha presenga de glicoproteinas neutras em células indiferenciadas no
epitelio. No dia 21 (intra ovo), sdo observadas células com formato de caliciformes
entretanto, ndo apresentavam reacao positiva para PAS indicando a auséncia de
mucina neutra nessa idade e em nenhum dos tempos de reacido avaliados. Células
caliciformes com a presenca de mucinas basicas sdo observadas somente no dia 01
(pés ovo), ndao apresentando diferenga ente os testes de tempo 01 e 02, e com
intensidade de reacgao fraca quando comparada com a do epitelio intestinal de ratos
utilizado com controle. No dia 07 (pds ovo), as células caliciformes sdo observadas
e apresentam diferenga na reagao para as mucinas entre os tempos avaliados. Com
1 hora houve apenas a definicdo da forma da célula caliciforme PAS positiva, € no
tempo de 2 horas, as células caliciformes apresentaram-se mais coradas. Aos 14
dias (p6s ovo) a forma das células e a intensidade da reagcdo para o PAS
acompanha a descrigao feita para o dia 07.

Em microscopia de transmissao é possivel notar que o conteudo das células
caliciformes se acumulam na regido apical da célula e compdem os granulos de
secrecado recém liberados pelo complexo de Golgi. Em microscopia eletrénica de
transmissao é possivel observar que cada granulo é envolvido por uma membrana.



Entretanto, em microscopia de luz € possivel observar em células caliciformes do
epitélio de rato, por exemplo, que a regido apical das células apresentam uma
reagcdo homogénea tanto para mucinas acidas quanto para basicas. Ja no epitélio
das galinhas é possivel observar que o conteudo da regido apical ndo se apresenta
homogéneo, sendo notado que algumas regides possuem uma maior intensidade da
reacao. Essas regides sdo mais periféricas sugerindo que possam ser as regides
das membranas que envolvem os granulos, o que pode indicar uma diferenga na
composi¢cdo quimica de mucina neutra e basica entre aves e ratos. Outra
caracteristica interessante que podemos notar € que diferentemente do que ocorre
em ratos € que durante todas as fases do desenvolvimento do epitélio intestinal de
aves o predominio € de mucina acida indicando talvez uma forte relagédo diferencial
com a funcionalidade dessas proteinas e o conteudo luminal, seja o alimento ou a
microbiota ao qual a ave estara sujeita ao se tornar adulta (LILJA, 1983; NOY;
SKLAN, 2001,(DYCE; SACK; WENSING, 2010).

Conclusoées

Conclui-se que no epitélio de galinhas, sdo necessarios tempos maiores de reagao
com os corantes para melhor evidenciar as mucinas e que diferentemente do que
ocorre em mamiferos, ha um predominio na produ¢do de mucina acida comparada
com a neutra ao longo do desenvolvimento do intestino.
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