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RESUMO GERAL

SILVA, R.L.S. 2018. Eficiéncia de fixadores na analise histoldgica intestinal e
determinacdo histomorfométrica do ileo em frangos de corte. 71 p. Dissertacao

(Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal do Piaui, Bom Jesus, 2018.
Diante da inconsisténcia na utilizacdo de fixadores na avaliacdo histoldgica de intestinos em
frangos de corte e da importancia da histomorfometria no estudo nutricional e produtivo nestes
animais, objetivou-se o desenvolvimento de dois estudos complementares. A investigacdo do
efeito de cinco fixadores (Alcool 70°GL, Alcool 50° GL, Bouin, Carnoy e Formol Tamponado
a 10%) sobre a preservacéo tecidual e melhor processamento histoldgico, e a determinacéo da
localizacdo do ileo em frangos de corte por meio da morfometria microscépica. No primeiro
estudo foram coletados de 11 (onze) frangos da linhagem Cobb 500®, aos 24 dias de idade, sob
as mesmas condicbes de manejo e alimentacdo (formulada & base de milho e farelo de soja).
Padronizou-se posicdo e amostragem de 05 (cinco) fragmentos da alca descendente do
duodeno. Em andlise de teste cego e Unico avaliador, cada fragmento no sentido cranio-caudal
foi submetido a um tipo de fixador j& mencionado acima. Realizou- se procedimento
histolégico padrdo e avaliagdo quanto a dificuldade de microtomia, qualidade de coloracéo,
preservacdo das estruturas e presenca de artefatos na mucosa e na parede muscular. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de Kruskal-wallis e ao teste de Mann-whitney. Neste caso a
analise de Kruskal-wallis ndo verificou diferencas significativas quanto a utilizacdo dos
diferentes fixadores para as caracteristicas de microtomia, preservacao e presenca de artefatos
na parede muscular, entretanto diferencas foram verificadas para as caracteristicas coloracéo,
preservacao e presenca de artefatos na mucoso intestinal, as quais foram submetidas ao teste de
Mann-whitney o qual demonstrou a superioridade do Bouin e Formol tamponado a 10%. No
que se refere ao segundo estudo, foram utilizados dez animais da linhagem Cobb 500® nas
mesmas condicBes ja descritas, dos quais foram coletados um total de 05 (cinco) fragmentos no
sentido jejuno-ileo, sendo 02 (dois) fragmentos da regido jejunal anterior ao diverticulo de
Meckel — 01 (um) JEP — jejuno proximal (imediatamente apos a flexura duodenojejunal e 1
(um) JED — jejuno distal (na porcdo média a flexura e o diverticulo de Meckel), e 03 (trés)
fragmentos subsequentes ao diverticulo de Meckel — 01 (um) ILP — ileo proximal
(imediatamente ap6s o diverticulo), 01 (um) ILM — ileo médio na (posicdo média entre o
diverticulo e o apice dos cecos), e 01 (um) ILP — ileo distal (entre os cecos). Todos foram
fixados em Formol tamponado a 10%, submetidos ao procedimento histoldgico padrdo e
corados com Hematoxilina e Eosina. Foram avaliadas as caracteristicas para o vilo — perimetro,
altura e largura; para a cripta — altura e largura; para a parede muscular — espessura. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise descritiva quantitativa e teste de Student-
Newman-Keuls (p<0,05). Pela anélise descritiva quantitativa verificou-se um comportamento
decrescente e continuo das medias obtidas para vilo- altura e perimetro; para cripta— altura,
desde JEP até ILD. Quanto aos resultados obtidos pelo teste de Student-Newman-Keuls
(p<0,05), estes caracterizaram 03 (trés) regides distintas significativamente, desde o inicio do
jejuno até a porc¢do final do ileo, inserido entre os cecos. A histomorfometria determinou o
jejuno se estende ao longo das porc¢des JED, JEM e ILP e o ileo € representado pela regido ILD
(disposto entre os cecos). Ambos os estudos visaram fornecer um padrdo metodoldgico para
pesquisas que envolvam estes procedimentos em frangos de corte. Deste modo, concluiu-se que
os fixadores Bouin e Formol tamponado a 10% se apresentaram superiores quanto a
preservacdo, reduzida formacdo de artefatos e coloracdo de tecidos intestinais de frango de
corte e que a amostragem das areas de Jejuno e fleo devem obedecer os pontos denominados
jejuno distal (JED) e ileo distal (ILD) para anélise histoldgica destas regides em estudos de
nutricdo em frangos de corte.
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ABSTRACT

SILVA, R.L.S. Fixer efficiency in intestinal histological analysis and
histomorphometric determination of ileum from broiler chickens. 71p. MsC
Dissertation (Mestrado em Zootecnia) — Federal University of Piaui, Bom Jesus,

2018.

In view of the inconsistency in the use of fixatives in the histological evaluation of intestines in
broilers and the importance of histomorphometry in the nutritional and productive study in
these animals, the objective was to develop two complementary studies. The investigation of
the effect of five fixatives (Alcohol 70°GL, Alcohol 50° GL, Bouin, Carnoy and 10% Buffered
Formol) on tissue preservation and better histological processing, and the determination of the
location of the ileum in broilers by means of microscopic morphometry . In the first study, 11
(eleven) chickens of the Cobb 500® strain were collected at 24 days of age under the same
management and feed conditions (formulated with corn and soybean meal). Position and
sampling of 5 (five) fragments of the duodenal descending loop were standardized. In blind and
single-valued analysis, each fragment in the craniocaudal direction was subjected to a type of
fixative already mentioned above. Standard histological procedure and evaluation of the
difficulty of microtomy, color quality, preservation of structures and presence of artifacts in the
mucosa and in the muscular wall were performed. The data were submitted to Kruskal-wallis
analysis and the Mann-Whitney test. In this case, the analysis of Kruskal-wallis did not verify
significant differences in the use of different fixatives for the characteristics of microtomy,
preservation and presence of artefacts in the muscular wall, however differences were verified
for the characteristics of coloration, preservation and presence of intestinal mucosa artifacts ,
which were submitted to the Mann-whitney test which demonstrated the superiority of Bouin
and Formol buffered to 10%. Regarding the second study, ten animals of the Cobb 500® strain
were used in the same conditions described above, from which a total of 05 (five) fragments
were collected in the jejunal-ileus direction, with 02 (two) fragments of the jejunal region
anterior to the Meckel - 01 (one) JEP - proximal jejunum (immediately after the duodenojejunal
flexure and 1 (one) JED - distal jejunum (in the medial portion of the flexure and the Meckel 's
diverticulum), and 03 (three) fragments subsequent to the Meckel's diverticulum - 01 (one) ILP
- proximal ileus (immediately after the diverticulum), 01 (one) ILM - medium ileus at the
midpoint between the diverticulum and the apex of the cecum, and 01 (one) (cecum), all of
them were fixed in Formol buffered to 10%, submitted to the standard histological procedure
and stained with Hematoxylin and Eosin. to the The results were submitted to quantitative
descriptive analysis and Student-Newman-Keuls test (p <0.05). The quantitative descriptive
analysis showed a decreasing and continuous behavior of the averages obtained for villi-height
and perimeter; for crypt-height, from JEP to ILD. As to the results obtained by the Student-
Newman-Keuls test (p <0.05), they characterized 03 (three) distinct regions significantly, from
the beginning of the jejunum to the final portion of the ileum, inserted between the cecum.
Histomorphometry determined the jejunum extending along the JED, JEM and ILP portions
and the ileum is represented by the ILD region (disposed between the cecum). Both studies
aimed to provide a methodological standard for research involving these procedures in broilers.
Thus, Bouin and Formol buffered 10% fixatives were found to be superior in preservation,
reduced artifact formation and staining of broiler chicken intestinal tissues, and that sampling
of the Jejuno and lleum areas should comply with points called distal jejunum (JED) and distal
ileum (ILD) for histological analysis of these regions in nutrition studies in broilers.

Keywords: anatomy, birds, ileum, intestinal topography



INTRODUCAO GERAL

O processamento histoldgico tornou-se cada vez mais decisivo na avaliagdo
nutricional de aves, objetivando verificar a capacidade absortiva intestinal de alimentagao
padrdo e da insercdo de novas fontes de alimentos nestes animais (LATORRE et al., 2017,
MAIORKA et al., 2004; RAMOS et al., 2011; SALAZAR et al., 2008; ZHANG et al.,
2005).

Junqueira e Carneiro (2008) afirmam que um resultado positivo ao fim do
processamento histologico de boa qualidade fundamenta-se na fixacdo dos tecidos de
forma completa e adequada, e é por meio da inclusdo do tecido em solugdes fixadoras que
se obtém a inibicdo da autdlise tecidual, coagulacdo ou endurecimento do tecido,
preservacao dos varios componentes celulares e tissulares, melhora na diferenciacdo dptica
dos tecidos e, finalmente, facilitacdo da subsequente coloracdo. Bennett et al. (1976),
Ferreira e Chiarini Garcia (1992) corroboram a importancia do fixador quando afirmam
que com o fixador a preservagédo celular ocorre com a preservacdo de variados detalhes
morfoldgicos nos diversos 6rgédo e células.

Atualmente ndo se tem disponiveis trabalhos que especifiquem quais sdo 0s
fixadores padrfes para estudos que visem elucidar a histologia de tecidos intestinais em
aves, portanto, a utilizacéo de fixadores se baseia na experiéncia profissional com técnicas
histoldgicas, o que pode, por vezes, faltar ao pesquisador iniciante.

Outro possivel questionamento refere-se a dubiedade sobre a exata localizacdo do
limite entre jejuno e ileo em frangos de corte. As obras de Mclelland (1986) e Baumel et
al.(1993) tem sido a referéncia para a coleta das regides anatdmicas supracitadas, no
entanto, estes autores divergem consideravelmente quanto as localizagcbes anatémicas
dessas regides. E possivel verificar, ainda, que consideravel parte dos trabalhos cientificos,
produzidos com base na avaliacdo histomorfométrica intestinal de aves, simplesmente ndo
descreve com base em qual autor a coleta de cada porcdo intestinal foi realizada,
prejudicando assim a reproducéo de suas pesquisas.

A delimitacdo ileal, ainda, pode favorecer a padronizacdo metodologica desta
porcdo para trabalhos de digestibilidade ileal, os quais, por vezes, divergem quanto a
dimensao e localizagdo dos fragmentos coletados (Barbosa et al. 2008; Luegas et al. 2015;
Garcia et al. 2000).

10



Diante do sobredito, este trabalho objetiva avaliar a atuacéo de diferentes fixadores
histolégicos (Alcool etilico 70°GL, Alcool etilico a 50°GL, Bouin, Carnoy e Formol
tamponado a 10%) no processamento do intestino de frangos de corte e, ainda, fornecer por
meio da histomorfometria a real localizacdo das regides de jejuno e ileo em frangos de
corte, sugerindo as melhores regides de coleta de cada porcao intestinal para a realizagdo
de estudos morfolégicos e histolégicos destas regides.

A dissertacdo foi desenvolvida sob protocolo n° 075/15 do Comité de Etica em
experimentacdo animal da UFPI e estruturada conforme as normas para elaboracdo de
dissertacbes do Programa de PoOs-Graduagdo em Zootecnia da UFPI da seguinte forma:
INTRODUCAOQO; CAPITULO 1. Revisdo Bibliografica elaborada de acordo com as
normas da ABNT; CAPITULO 2 — artigo cientifico intitulado: “Eficiéncia de fixadores
para analise histologica de intestino de frangos de corte”; CAPITULO 3 —
“Determinacdo histomorfométrica do ileo em frangos de corte” elaborados de acordo
com as normas da Revista Comunicata Scientiae (https://comunicatascientiae.co
m.br/public/journals/1/normas/Normas2017PORTUGUES.pdf); e CONSIDERACOES
FINAIS.
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CAPITULO 1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Elaborada de acordo com as normas da ABNT
(http://abnt.org.br/normalizacao/lista-de-publicacoes/abnt)
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1.1 A FIXACAO NO PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Uma preparacao histologica de qualidade fundamenta-se no processo de fixagdo
dos tecidos de forma completa e adequada. Por meio desta almeja-se, principalmente, a
inibicdo da autolise tecidual, coagulacdo ou endurecimento do tecido, preservacdo dos
varios componentes celulares e tissulares, melhora na diferenciacdo dptica dos tecidos e,
finalmente, facilitacdo da subsequente coloracdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Existe uma variedade de fixadores quimicos os quais apresentam vantagens e
desvantagens, sendo sua escolha adaptada em funcdo do estudo proposto. Os fixadores
devem preservar a morfologia e os constituintes dos tecidos num estado semelhante ao in
vivo para observacdo microscopica. Assim, os fixadores ndo devem retrair, distorcer ou
endurecer excessivamente os tecidos, assim como diminuir as caracteristicas tintoriais dos
diferentes componentes teciduais ou destruir os epitopos antigénicos dos tecidos
(GRIZZLE, FREDENBURGH e MYERS, 2008).

O tempo de fixacdo varia de acordo com o tamanho e constitui¢do do tecido, poder
de fixacdo e temperatura do fixador (CULLING, ALLISSON e BARR, 1985). Caso esta
fase do processamento histoldgico ndo ocorra corretamente as células e seus constituintes
se apresentam distorcidas e retraidas, dificultando a avaliacdo histologica (FOX et al.,
1985).

O tipo de fixador utilizado pode preservar diferentemente detalhes morfoldgicos
dos mais variados tipos de 6rgdos e células (BENNETT et al., 1976; CHIARINI-GARCIA,
1992; SOARES et al., 2006).

Os principais fixadores utilizados sdo a acetona, o acido acético, o acido 6smico, 0
acido picrico, alcool etilico, alcool metilico, aldeido férmico, aldeido glutérico, bicloreto
de mercurio, cromatos e permanganato de potéassio. No entanto, frequentemente, os
fixadores sdo constituidos de um fixador principal associado a outros que atuam corrigindo
possiveis falhas do principal (BEHMER et al., 2003).

Trabalhos como de Amaral et al. (2004), Santos et al. (2012) e Campos et al. (2016)
buscam avaliar as caracteristicas de diferentes fixadores em diferentes tecidos animais. No
entanto, quanto ao processamento de tecido intestinal de aves ndo é possivel verificar a
padronizacdo da utilizacdo de fixadores (AMOROSO et al., 2015; BOHORQUEZ, et al.,
2011; CHEN et al., 2015; FAVERI et al., 2015; RAMOS et al., 2011; SILVA et al., 2011).
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1.1.1 Formaldeido tamponado a 10%

Os aldeidos classificam-se como fixadores ndo coagulantes, conferindo as
proteinas celulares o aspecto de gel transparente resultante das ligacGes cruzadas formadas
entre as moléculas do fixador e as macromoléculas dos tecidos. Desta forma, apos a
fixacdo, muitas moléculas de adgua permanecem ligadas aos tecidos e as macromoléculas
tissulares onde normalmente a agua esta associada, resultam em maior estabilizacdo
estrutural e, consequentemente, em melhor preservacdo histoldgica (FOX et al., 1985;
SESSO, 1998).

Atraveés das pontes metilenicas, promovidas pela fixacdo em aldeidos, as proteinas
intracelulares solUveis sdo ligadas as proteinas estruturais e tornam-se insolUveis,
consequentemente, ndo difundem durante o processamento e outros tratamentos
subsequentes a fixacdo, levando a retencdo dos constituintes celulares, bem como a
preservacdo das relagdes entre os diferentes componentes celulares (FOX et al., 1985;
SESSO, 1998). No entanto, podem levar a alteracdo de algumas caracteristicas quimicas
dos componentes dos tecidos, comprometendo algumas colora¢cfes histoquimicas, bem
como a alteracdo da conformacdo dos antigenos e a sua acessibilidade, comprometendo os
estudos imunocitoquimicos (HOROBIN, 2008).

Behmer et al. (2003) afirma que o formol, embora ndo seja o melhor na
preservacdo das estruturas celulares, ainda, € tido como o fixador mais utilizado e permite
que o tecido permaneca até 10 anos sem grandes modificacdes. Alteracdes decorrentes do
processamento com formol sdo a separacdo celular nos tecidos, contracdo citoplasmatica
em relacdo ao nucleo e a ndo preservacdo das mitocondrias

Ja a formalina a 10% para microscopia éptica e o aldeido glutarico em solucéo de 2
a 6% para microscopia eletronica sdo os fixadores simples mais comumente utilizados
(FOX et al., 1985). Sendo a formalina tida como responsavel por melhor preservacdo dos
detalhes das células de forma que os tecidos apresentem menos artefatos e melhor
resolucdo ao microscopio de luz (COLE, SYKES, 1974; JUNQUEIRA e JUNQUEIRA,
1983). Entretanto, artefatos de retracdo observados com a utilizagcdo de formalina séo
reduzidos com uso de formaldeido tamponado neutro (KAP et al., 2011).

Devido ao supracitado recomenda-se a dissolugcdo de formol em tampdo fosfatado,
Formalina Tamponada a 10%, segundo Behmer et al. (2003):

Formol (solucdo a 37% de formaldeido) 100,0ml

14



Agua destilada 900,0ml
Fosfato de s6dio monobasico 4,09

Fosfato de sodio dibasico (anidro) 4,59

O tempo de fixacdo dependera do tamanho do fragmento do tecido, podendo variar
entre 06 e 24h (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983). Behmer et al. (2003) preconiza o
tempo de fixacdo de 12 horas. E recomendado que, sempre que possivel, ndo ultrapasse a
3mm de espessura e se utilize, no minimo, um volume 20 vezes maior de fixador, em
relacdo ao tecido a ser fixado, para que o material reaja satisfatoriamente. Uma vez fixado,
a peca deve ser transferida para alcool 70%, onde poderd permanecer indefinidamente
(JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983).

Amaral (2002) obteve resultados acurados no estudo do endométrio da égua
processado com formalina. O grau de retracdo tecidual obtido no estudo de Amaral et al.
(2004) foi, pelo mesmo, relacionado ao tipo de fixador utilizado. A altura média do epitélio
de revestimento obtida nas bidpsias fixadas em Bouin foi 28% menor (P<0,05) do que nas
biopsias fixadas em formalina, independente da fase do ciclo estral, o que caracteriza a
melhor estabilizacao estrutural de tecidos fixados em formalina através de uma amarragao
que as moléculas fixadoras fazem sobre as macromoléculas tissulares (SESSO, 1998).

Apesar de o formol ser amplamente utilizado como fixador, alguns estudos tém
demonstrado a associacdo entre a exposicao ao formol e o desenvolvimento de neoplasias
do trato respiratorio dos manipuladores (HAUPTMANN, LUBIN e STEWART, 2003).
Em 2004, o formol foi classificado como reagente carcinogénico pela International Agency
for Research on Cancer (IARC, 2004).

1.1.2 Bouin

Os fixadores coagulantes, como a solucdo de Bouin, causam despolimerizacdo
das proteinas tissulares, fazendo com que as células e tecidos se apresentem com aspecto
ndo homogéneo, o que dificulta a observacdo de detalhes citolégicos (COLE, SYKES,
1974; LOCQUIN e LANGERON, 1983). Segundo Sesso (1998) a solugdo de Bouin
precipita e altera a configuracdo das proteinas, levando a retracdo do tecido. No entanto,
Reis (2012) afirma que em condicdes de necessidade de uma fixagdo mais rapida o liquido
de Bouin tem sido a escolha, por permitir o estudo adequado de estruturas mais sensiveis a
degradacdo e que necessitam de uma fixacdo mais eficiente para o estudo de detalhes

celulares, nucleares ou citoplasmaticos, além de uma melhor visualizagdo dos fenémenos
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apoptdéticos. De acordo com Behmer et al. (2003) este fixador apresenta boa penetragéo e
apresenta tempo de fixacdo de 4 a 6 horas.
O fixador de Bouin tem a seguinte formula (BEHMER et al., 2003):

Aldeido férmico (37 — 40%) 250,0mL
Acido picrico solugio aquosa saturada 750,0mL
Acido acético 5,0mL

Apos a fixacdo é fundamental a remocdo do &cido picrico dos tecidos para a
posterior etapa de coloracdo. Além disso, residuos deste acido podem favorecer a
deterioracdo da pega com o passar do tempo (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983).

O método de preparacdo com o fixador Bouin e a inclusdo em parafina, apesar de
menos eficiente na resolucdo citolégica, por apresentar mais artefatos, mantém sua
popularidade nos laboratorios de patologia. Atribui-se esta preferéncia, principalmente,
devido a premissa que este método tenha menor custo de execu¢do (MCLAHALN, DE
MEYTS e KRETSER, 2007). Diferentemente do supracitado em casos de necessidade de
se realizar alguma técnica imunoistoquimica, a qualidade dos resultados pode ser
comprometida quando o tecido for fixado em solucdo de Bouin ou Stieve (KAP et al.,
2011).

Chiarini-Garcia et al. (2011) e Reis (2012) concluiram que o fixador Bouin
interfere definitivamente na qualidade histoldgica de biopsias testiculares. Reis (2012), por
sua vez, observou que em fragmentos fixados com Bouin e incluidos em parafina houve
uma desorganizacdo geral do tecido com retracdo entre os tUbulos seminiferos e méa
definicdo entre os componentes intersticiais. Em tecidos ovarianos fixados em Bouin
Andrade et al. (2005) obteve bons resultados. Amoroso et al. (2015), por meio da
utilizacdo de tecidos fixados em Bouin, pode obter resultados eficientes quanto a
morfometria intestinal de frangos de corte sob efeito da interferéncia das condi¢bes da

agua sobre a da integridade intestinal.

1.1.3 Alcool etilico 70° e Alcool etilico 50°

De acordo com Buesa (2008) fixadores de natureza alcodlica necessitam de menor
tempo para fixacdo, 0 que acelera o periodo requerido para o processamento histolégico,
embora possam promover encolhimento, colapso e endurecimento dos tecidos pela

coagulacao das proteinas e acidos nucleicos, justificando possiveis alterac6es teciduais.
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Behmer et al. (2003), contudo, descreve como principais alteracbes provocadas pela
fixacdo com alcool a formacdo de agregados de células que tendem a se contrair formando
grupos celulares, forte contracdo citoplasmatica, ndcleos morfologicamente distorcidos, e
retracdo citoplasmatica acumulada na membrana do lado oposto ao qual o fixador penetrou
na célula.

Entretanto, Gillespie et al. (2002) citam o etanol 70% como pouco oneroso e de
facil preparo, podendo ser utilizado com sucesso para fixacéo de tecido glandular, além de
Orgdos como rim e proéstata, permitindo a satisfatoria inclusdo em parafina. Gomez et al.
(2010) recomendam a substituicdo de formol tamponado a 10% por alc6ol 70% para
fixacdo de tecidos utilizados em analises imuno-histoquimicas, devido a maior densidade
celular evidenciada com a utilizacdo do ultimo fixador.

Contudo, existe a necessidade de verificar a espessura dos fragmentos que deve ter
a maxima de 2 a 3mm, para que alcool atue como fixador de rapida acdo. Sendo, naqueles
casos em que se necessita da fixagdo de fragmentos maiores, essencial iniciar-se o
procedimento de fixacdo com alcoois mais fracos, 30 a 40%, por 24 horas, em seguida a

concentracdo do alcool deve aumentar progressivamente (BEHMER et al., 2003).

1.1.4 Carnoy

Em 1851, Clark propds uma solucéo para fixar tecidos que consistia de &lcool
(vinho originalmente) e &cido acético na proporcao de 3:1 (BAKER, 1985). Uma derivacao
desta formula foi introduzida em 1884 pelo belga Jean Baptiste Carnoy, consistindo em
alcool absoluto (etanol), cloroférmio e acido acético glacial (puro) na proporcao de 6:3:1
(TSAI, 2006).

Dos componentes de Carnoy, o etanol é um fixador coagulativo que desnatura
proteinas insolGveis em agua em temperatura ambiente, extrai fosfolipidios das células e
ndo afeta carboidratos. J& o acido acético penetra rapidamente nos tecidos e tem como
papel preservar os cromossomos através da coagulacdo de &cidos nucleicos (BAKER,
1985), além de quebra os elos entre as proteinas e libera radicais hidrofilicos edemaciando
0 tecido, prevenindo encolhimentos excessivos ocasionados pela acdo do etanol
(PRESNELL e SCHEREIBAN, 1997). O cloroférmio tem como fungdo agilizar a lenta
penetracdo do etanol no tecido. Isto se deve a sua natureza hidrofobica que gera uma rapida
desidratacéo tecidual (CARNQY, 1884).
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De acordo com Behmer et al. (2003) a fixacdo tecidual em solugdo de Carnoy é
efetiva entre 12 e 24 horas, sendo sua composi¢éo a seguinte:

Alcool absoluto 60,0mL
Cloroférmio 30,0mL
Acido Acético 10,0mL

H& uma escassez de trabalhos que identifiquem a qualidade do fixador Carnoy na
preservacdo de tecidos intestinais em aves. Observaram-se, apenas, trabalhos datados de
1968 demonstrando a fixacdo adequada produzida por Carnoy em tecidos humanos,
permitindo menor encolhimento tecidual em relacdo a formalina (PUNCHTLER et al.,
1968). Em estudo sobre a agdo dos fixadores Carnoy e formalina em tecido intestinal
humano ndo se obteve diferencas significativas na acdo desses, no entanto em tecido
ovariano de bovinos a morfologia deste 6rgao foi mais bem preservada com Carnoy em
relacdo a preservacdo obtida por formalina (SANTOS et al., 2012; STROBEL, MILLER e
FERGUSON, 1981).

Chen et al. (2015) utilizaram Carnoy por um periodo de 8 horas, para avaliagdo
intestinal (duodeno, jejuno e ileo) dos efeitos na morfologia intestinal relacionados a
adicao de acido y-aminobutirico e estresse caldrico forcado em galinhas, e puderam
observar as estruturas da mucosa intestinal e, ainda, as modificacbes relacionadas as

variaveis avaliadas.

1.2 HISTOMORFOMETRIA NA NUTRICAO DE AVES

As relacBes entre o regime alimentar e as caracteristicas do aparelho digestdrio tém
sido estudadas em varios grupos zooldgicos e, em muitos destes, a exemplo em peixes, a
tecnologia ja possibilita o controle na formulacdo e manipulacdo de racbes balanceadas,
indispensavel para obtencdo de resultados produtivos satisfatorios (LOGATO, 1995;
SEIXAS FILHO, BRAS e GOMIDE, 2000). Contanto, Gallego e Rus (1987) consideram
imprescindiveis, antes do aprofundamento no estudo dos distintos mecanismos de absor¢do
intestinal, o conhecimento das caracteristicas macro e microscépicas do aparelho
digestorio.

O epiteélio intestinal serve como uma barreira dindmica, a qual, no decurso do seu
funcionamento normal, mantém regulada a absorcdo de nutrientes e agua, excluindo os
potenciais agentes patogénicos, sendo o intestino a mais importante via de entrada para 0s
antigenos (OSWALD e BOUHET, 2005). Sendo que este epitélio é sensivel a
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perturbagdes, regularmente apresenta sinais classicos referentes a uma resposta
imunolégica como o aumento da infiltragdo de leucdcitos na lamina propria e mudancas na
estrutura do intestino, como a atrofia das vilosidades e hiperplasia dos enterdcitos nas
criptas (BEAL et al., 2006; SMITH e BEAL, 2008).

Segundo Macari e Maiorka (2000), o desenvolvimento da mucosa intestinal
consiste no aumento da altura e densidade dos vilos, correspondendo para tanto a aumento
das células epiteliais, e consequentemente uma melhor digestdo e absorcdo intestinal.
Diante do supracitado o aspecto histoldgico assume um carater imprescindivel na avaliacéo
funcional do sistema digestorio.

A histomorfometria apresenta-se difundida e aplicada em todo o contexto de
nutricdo animal, principalmente no que se refere a introducdo de novos alimentos na
producdo de aves, buscando avaliar as condi¢bes morfologicas intestinais ligadas
diretamente a capacidade de absor¢do dos componentes nutritivos e a possiveis efeitos
nocivos desses novos componentes alimentares (11J1, SAKI e TIKEY, 2001; SILVA et al.,
2011; ZHANG et al., 2005).

Além da avaliacdo da relacdo caracteristicas histomorfométricas/capacidade
absortiva é possivel descrever e relacionar observacbes morfométricas intestinais entre
espécies distintas, como feito por Saviani et al. (2013) o qual descreve nos segmentos
intestinais de avestruzes vilosidades grandes no duodeno e auséncia das mesmas no ceco,
onde é perceptivel a maior quantidade de células caliciformes em relacdo ao duodeno,
sugerindo que o plano histolégico dos intestinos de avestruz segue o mesmo padréo
observado em mamiferos e aves. Diante dos resultados supracitados verifica-se a

importancia do processamento e conhecimento histologico no estudo nutricional de aves.

1.3 DIGESTIBILIDADE ILEAL E A COLETA ILEAL EM AVES

A digestibilidade ileal verifica, por meio da coleta ileal, a diferenca da quantidade
de componentes nutricionais ingeridos em relacdo a quantidade de excretas nas fezes,
sendo o método preconizado para aves em crescimento (SAKAMURA e ROSTAGNO,
2016). Estes autores descrevem melhores resultados com a técnica de coleta ileal em
comparacdo a coleta total de aves intactas e cecectomizadas, devido a presenca de acido
urico nas fezes e a digestdo proteica por bactérias cecais.

A digestibilidade da matéria seca, energia bruta e minerais como calcio e fosforo,

além da proteina bruta (TEJEDOR et al. 2001) podem ser avaliadas através do conteido
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intestinal obtido por meio do protocolo descrito por Sakamura e Rostagno (2016). Estes
autores descrevem que para a coleta ileal devem ser retirados das aves, imediatamente apds
o0 abate, o ileo, porcdo a partir a partir do diverticulo de Meckel até 1 cm antes da juncao
ileocecal, sendo indicada a utilizacdo do contedo de apenas dos dois tercos finais do ileo
(SAKAMURA e ROSTAGNO, 2016). Esta delimitagdo d& margem a uma variabilidade de
fragmentos intestinais que podem ser coletados ainda que coloque em desuso trabalhos que
se utilizavam das antigas recomendacdes da utilizacdo de fragmentos de 15 a 40 cm desde
a juncéo ceco-célica em sentido cranial (SAKAMURA e ROSTAGNO, 2007).

A variagdo supracitada pode ser observada pela comparacéo dos estudos de Tejedor
et al. (2001), que utilizou-se de um fragmento intestinal coletado a partir de 5 cm antes da
juncéo ileocecocolica até 15 cm em direcdo ao jejuno, como Dias et al. (2015), que isolou
uma secc¢do do ileo desde o diverticulo de Meckel até a juncéo ileo-cecal e Luegas et al.
(2015), que utilizou-se da coleta de um segmento de 40 cm, terminando a 4 cm da jungéo
ileo-cecal.

Klut, Mehlhorn e Rodehutscord (2005), por sua vez, consideram que as medi¢bes
da digestibilidade de aminoéacidos ileal podem ser afetadas pelo comprimento escolhido da
secdo amostrada. Silva, Costa e Lima (2014) evidenciam, a exemplo, que em aves 0 jejuno
responde a absorcéo de 15-30% de aminoacidos livres, realizada através de transportadores
localizados na membrana, e 75-80% acontece na forma de peptideos, entretanto, no ileo
apenas aminoacidos livres sdo absorvidos. O que retrata a importancia da coleta de
contetdo da regido especifica do ileo para obtencdo de resultados fidedignos quanto a
avaliacdo da digestibilidade ileal neste caso.

Poureslami, Batal e Jung (2012) compararam a digestibilidade do conteudo ileal em
frangos de corte considerando dois diferentes fragmentos intestinais, o ileo inteiro,
segmento desde o diverticulo de Meckel até a juncdo ileo-cecal, e do ileo terminal, uma
subsecdo de 15cm de comprimento do ileo distal. Estes autores ndo observaram diferengas
significativas quanto a digestibilidade relacionadas as diferentes porcdes ileais analisadas.
Klut, Mehlhorn e Rodehutscord (2005), por sua vez, compararam a digestibilidade de
aminoéacidos quanto a 3 fragmentos ileais, considerando o ileo como o segmento localizado
entre o diverticulo de Meckel e 2 cm anterior da juncéo ileo-ceco-coldlica. O ileo foi
subdividido em trés subsecdes de igual comprimento: proximal, medial e terminal, por
meio dos quais os autores puderam verificar que quando da necessidade de utilizar a

digestibilidade ileal de aminoacidos como medida para o potencial de uma fonte protéica, a
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amostragem da digesta ndo deve considerar o terco proximal da se¢do entre o diverticulo
de Meckel e o fim do ileo.

Contudo, podemos verificar que em sua maioria dos autores mencionados seguem
no procedimento de coleta ileal a descricdo de Baumel et al. (1993), tendo o diverticulo de
Meckel como ponto de divisdo entre jejuno e ileo. O que, por sua vez, diverge da descri¢ao
apresentada por Mclelland (1986).

1.4 INTESTINO DELGADO DAS AVES

O comprimento do intestino varia com a espécie, e 0 das aves é relativamente
mais curto comparando-se ao de mamiferos (DENBOW, 2000). Segundo Macari (1999) ha
uma consideravel variacdo do comprimento intestinal das aves, de acordo com o tipo de
alimentacdo. Boleli, Maiorka e Macari (2008), definem o intestino delgado como a porcéo
mais longa do sistema digestdrio, onde sdo distinguiveis trés segmentos: duodeno, jejuno e
ileo.

O duodeno consiste na alc¢a intestinal localizada ventralmente e do lado direito da
moela, constituido de uma porcdo proximal, descendente, e uma distal, ascendente,
semelhante a letra “U” (ARTONI, 2004; BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2008). Ele é
facilmente distinguido das demais regifes do intestino pela observacdo do péancreas entre
as duas porcOes da alca duodenal, e por seu maior didmetro. Na porcdo ascendente do
duodeno abrem-se os ductos biliares e pancreaticos, que conduzem a bile e o suco
pancreatico para o interior da regido anterior do intestino delgado, respectivamente
(BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2008).

O jejuno, por sua vez, € 0 segmento intestinal mais comprido, marcado pela
presenca de pregas jejunais unidas ao mesentério (ARTONI, 2004). Essa porc¢éo intestinal
durante o desenvolvimento do embrido “in ovo” estd ligado ao saco vitelino,
permanecendo assim durante a ecloséo para que a absorcdo de nutrientes do seu contetdo
continue até o sexto ou sétimo dia de vida. Apo0s a reabsor¢do completa do saco vitelino,
um diverticulo curto e cego permanece ligado ao jejuno, chamado de diverticulo de Meckel
(BOLELI, MAIORKA E MACARI, 2008).

O Diverticulo de Meckel é o remanescente permanente do pedunculo vitelinico e
contribui, em aves, para mielopoiese extramedular ap6s a ecloséo do ovo (OLAH, GLICK

e TAYLOR, 1984). E um tecido linfoide cujo aumento inicia-se a partir das 2 semanas de
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idade e estd completamente desenvolvido na décima semana. Esta presente em 60% das
aves, e € mais desenvolvido nas aves jovens (MCLELLAND, 1986).

Subsequente ao jejuno, temos o ileo caracterizado uma longa parte ascendente e
uma curta parte descendente, que se continua até o intestino grosso (MARCHINI, 2005).
Esse segmento intestinal tem como funcdo a absorcdo dos nutrientes do quimo, por meio
dos vasos linfaticos, chamados lactiferos (BOLELI, MAIORKA E MACARI, 2008).

Contudo é verificavel a discordancia ou dubiedade quanto a delimitacdo entre o
inicio do ileo e o fim do jejuno em aves tendo em vista os trabalhos de Mclelland (1986) e
Baumel et al. (1993), principais referéncias citadas nas mais variadas pesquisas que

envolvem a utilizacdo destas porgdes intestinais.

1.4.1 Jejuno e fleo: Mclelland (1986) versus Baumel et al. (1993)

A localizacdo do diverticulo de Meckel tem sido de grande importancia para a
realizacdo de pesquisas, pois é usado como referencial em estudos envolvendo anélise das
porcGes de jejuno e ileo em aves (SHIVAZAD et al., 2007; STRINGFELLOW, 2008).
Mclelland (1986) descreve o diverticulo de Meckel, presente em 60% das aves, como
divisor entre a metade proximal e distal do jejuno, corroborando com Boleli, Maiorka e
Macari (2008). Em gansos, Besoluk et al. (2002) cita o diverticulo de Meckel um pouco
distal a regido média do intestino delgado.

Contudo, Baumel et al. (1993) afirmam que o diverticulo de Meckel posiciona-se
entre o jejuno e ileo. Do mesmo modo, Denbow (2000) cita que o diverticulo de Meckel é,
frequentemente, utilizado como a separacdo entre o jejuno e ileo. O que segundo Artoni et
al. (2014) ndo é aconselhavel por ser o diverticulo uma proeminéncia vestigiosa, podendo
variar quanto a localiza¢do ou até mesmo desaparecer na vida adulta. Entretanto, Branton
et al. (1988), descreve que a posicdo deste vestigio embrionario € constante no género
Gallus. Contrapondo-se aos 60,0% descritos por Mclelland (1986) e aos 15,8% dos casos
citados por Ferreira et al. (2012) em que foi observado a presenca de diverticulos de
Meckel nos animais avaliados.

Diferentemente do supracitado Mclelland (1986), corroborado por Rodrigues et al.
(2012) e citado por Sousa et al. (2017), define o ileo como a porcéo intestinal continua ao

jejuno, e na linha media ventral ao reto e a cloaca, estendendo-se em sentido cranial,
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dorsalmente ao duodeno ascendente. Em cada lado do ileo e proximo a este, na maior parte
do seu comprimento, situam-se os cecos direito e esquerdo.

Autores como Amoroso et al. (2015) citam a descri¢do anatdmica segundo Baumel
et al. (1993), dividindo jejuno e ileo pelo local de insercao do diverticulo de Meckel, assim
como Tancharoenrat et al. (2014), mesmo sem fazer referéncia a Baumel et al. (1993). No
entanto grande parte dos autores ndo descrevem de acordo com que referencias definiram
as localizacOes de coleta dos fragmentos intestinais utilizados em suas pesquisas (FAVERI
et al. 2015; NAKPHAICHIT et al., 2011; RAMOS et al. 2011; SHIRAISHI et al., 2009), o
que dificulta a reproducédo de seus estudos tendo em vista a dubiedade envolvida neste

contexto.

1.5 HISTOLOGIA DO INTESTINO DELGADO DAS AVES

O epitélio intestinal serve como uma barreira dindmica, a qual, no decurso do seu
funcionamento normal, mantém regulada a absorcdo de nutrientes e agua, excluindo os
potenciais agentes patogénicos, sendo o intestino a mais importante via de entrada para 0s
antigenos estranhos (OSWALD e BOUHET, 2005).

A tlnica mucosa € composta por vilos (evaginagcbes da mucosa) com borda
estriada e ceélulas caliciformes (GARTNER e HIATT, 2007). Os vilos intestinais
proporcionam um aumento na superficie interna do 6rgdo, ou seja, na area de digestdo e
absorcéo intestinal. De acordo com Macari (1999), o tamanho das vilosidades, bem como o
de microvilos, em cada segmento do intestino delgado, conferem a eles caracteristicas
préprias, sendo que na presenca de nutrientes a capacidade absortiva do segmento sera
diretamente proporcional ao tamanho dos vilos.

Sousa et al. (2017) afirmam que vilos intestinais tornam-se curtos e largos a
medida que se aproxima o termino do tubo digestério. No duodeno, os vilos sdo mais
longos e digitiformes, no jejuno e no ileo podem ser lameliformes com aspecto folidceo
(BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2008). De acordo com Mclelland (1986) a tunica
mucosa do jejuno é quase idéntica ao duodeno, embora os vilos sejam mais curtos, ja a
mucosa do ileo é idéntica ao jejuno.

As células que compdem a tdnica mucosa, segundo Gartner e Hiatt (2007) e
Boleli, Maiorka e Macari (2008) sdo as células caliciformes, as intestinais prismaticas
(enterdcitos), as de Paneth, as células enteroenddcrinas (produtoras de polipeptideos) e as

células M. O conjunto dessas células responde pela defesa, digestdo e absorgéo, e pela
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regulacdo desses processos, pela proliferacdo e diferenciagdo desses mesmos tipos
celulares (BOLELI, MAIORKA e MACARI, 2008).

Banks (1992) relata que entre os pontos de insercdo das vilosidades na mucosa
observam-se orificios onde desembocam glandulas tubulares simples (glandulas/criptas
intestinais ou de Lieberkihn). A divisdo de células indiferenciadas nas criptas intestinais
promove o desenvolvimento do epitélio intestinal (QUINN et al. 2010). Esta renovacao
ocorre pela migracdo de células diferenciadas para o apice da vilosidade. Na presenca de
exacerbada populacdo de microrganismos mudancas na fisiologia intestinal sdo
identificadas e a aceleracdo ou atenuacao do turnover celular pode levar a prejuizos ligados
a digestdo, transporte e absorcao de nutrientes (LESER e MOLBAK, 2009).
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Eficiéncia de fixadores na andlise histolégica intestinal de frangos de corte

Resumo

O processamento histoldgico requer a observacdo de protocolos que possam ser
ajustados a cada amostra tecidual. Devido a escassez de informagdes sobre a
atividade dos diferentes fixadores em tecidos intestinais de frangos de corte,
tendo em vista a abrangente uflilizacdo da histomorfometria em estudos
nutricionais, objetiva-se demonstrar o melhor fixador para utilizacdo em tecidos
intestinais de frangos de corte. Para tanto, foram coletadas, de 11 (onze) frangos
da linhagem Cobb 500®, aos 24 dias de idade, 5 (cinco) fragmentos da alca
descendente do duodeno. Cada fragmento foi fixado respectivamente em
Bouin, Carnoy, Formaldeido tamponado a 10%, dlcool etilico 70°GL, dlcool etilico
50°GL, os quais foram submetidos a processamento histologico padrdo e
avaliados de acordo com a dificuldade de microtomia, qualidade da coloracdo,
preservacdo das estruturas da mucosa e parede muscular, presenca de artefatos
Nna mucosa e na parede muscular. Para todas as caracteristicas, um uUnico
avaliador, por meio de teste cego, conferiu escores de 1 (um) a 5 (cinco), desde
a pior até a melhor apresentacdo das caracteristicas. Os resultados obtidos
através da analise de Kruskal-wallis ndo mostraram significativa diferenca quanto
d microtomia, preservacdo e presenca de artefatos na parede muscular,
relacionadas a ufilizacdo dos diferentes fixadores. Pelo teste Mann-Whitney,
enfretanto, que a coloracdo de tecidos fixados em Bouin e Formol Tamponado a
10% mostrarou-se, estatisticamente, superior dguela observada em tecidos fixados
em Alcool 70°GL e Alcool 50°GL e Carnoy. Quanto & preservacdo e presenca de

artefatos na mucosa, os resultados sugerem uma ordem decrescente de melhor
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atuacdo, sendo o Bouin e o Formol tamponado a 10% superiores ao dlcool 70°GL
e 50°GL, os quais, de acordo com a caracteristica avaliada, superam a atuacdo
do Carnoy. Tem-se, portanto, que o Bouin assim como o Formol tamponado a 10%
apresentam-se superiores aos demais fixadores no referente & fixacdo de tecidos
intestinais de frangos de corte.

Palavras-chave: fixacdo quimica, processamento histoldgico, aves, intestino

delgado

Infrodugao

O processamento histoldgico depende de duas etapas iniciais, a coleta
e a fixacdo dos tecidos. Caputo et al. (2010) destaca a fixagdo tecidual como a
parada da autdlise, tendo o fixador poder de auxiliar na perfusdo e impregnacdo
dos demais reagentes utilizados no processamento, e impedir a colonizacdo por
microrganismos. Distorcoes e retracdes podem ser observadas pela incorreta
aplicacdo de fixadores, dificultando a interpretacdo tecidual (Fox et al. 1985).

Segundo Suvarna et al. (2013) as vantagens da utilizacdo de um
determinado fixador podem ser contrabalanceadas pela perda da conformacdo
celular ou refracdo dos tecidos, variacdo nas coloracdes histoquimicas e
imunohistoquimicas e interferéncia na andlise bioquimica. Estes contrapontos
sugerem a importdncia do conhecimento de fixadores eficientes para cada
amostra.

O processamento histoldgico requer a observacdo dos protocolos
passiveis de adaptacdo diante de cada amostra, que € Unica (Nunes e Cinsas,
2016). Estudos recentes objetivam evidenciar fixadores mais efefivos na

preservacdo de diferentes tecidos, seja para estudos histopatoldgicos (Campos et
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al., 2016; Amaral et al., 2004), para a avaliagcdo reprodutiva (Bufalo et al. 2016), ou
para avaliacdo molecular ou proteica de determinados tecidos com a utilizacdo
de fixadores alternativos ao formol tamponado (Klopfleisch et al., 2012).

A histologia no estudo das caracteristicas nutricionais em monogdstricos
a muito é utilizada. Tendo na morfometria microscopica intestinal sua maior
empregabilidade. Entretanto, o processo de fixacdo que vise a melhor
preservacdo das estruturas intestinais nesses animais & indefinido como verificado
nos trabalhos de Fernandes et al. (2017a), Fernandes et al. (2017b), Azevedo et al.
(2016), Goncalves et al. (2014) e Lemos et al. (2013).

A escassez de informacdes sobre a atividade de fixadores em tecidos
intestinais de frangos de corte induz o pesquisador a fazer uso de informacdes
referentes & fixacdo obtidas através da andlise de tecidos diversos. Fox et al.
(1985) apresenta a formalina a 10% como um fixador simples e de ampla
utilizacdo para microscopia optica. Gillespie et al. (2002), por sua vez, cita o
etanol 70% como de baixo custo e simples preparacdo. Santos et al. (2012)
demonstraram a melhor eficiéncia dos fixadores Carnoy e Bouin quanto &
manutencdo da morfologia da estrutura ovariana quando comparado a outros
fixadores, que incluiam formol famponado a 10% e dlcool 70%.

Diante do supracitado objetiva-se demonstrar o melhor fixador para

utilizacdo em estudos de tecidos intestinais de frangos corte.

Material e Métodos
O presente estudo se realizou na Universidade Federal do Piaui — UFPI,
Campus Prof. Cinobelina Elvas, no Laboratério de Anatomia Animal, segundo o

qual buscou-se testar a eficiéncia de cinco fixadores histoldégicos. Dentre estes os
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fixadores Alcool efilico 70°GL e Alcool efilico 50°GL foram confeccionados, no
proprio laboratério de anatomia animal, com auxilio de Alcodmetro Gay-Lussac
(GL). De acordo com a composicdo proposta por Behmer et al. (2003) as solucoes
de Carnoy e Formol tamponado a 10% foram produzidas, sendo utilizado no
ultimo a solucdo de folmaldeido P.A. a 36,5-38%, Dindmica® - lote:82713. Quanto
d solucdo de Bouin, esta foi adquirida comercialmente.

Foram utilizados onze frangos de corte da Linhagem Cobb 500®, sob
mesmas condicdoes de manejo e alimentacdo (a base de milho e farelo de soja,
com 22,20% e 20,31% de proteina e 2.950 e 3.000 Kcal/Kg nas fases de 1 a 7 dias e
8 a 24 dias) Rostagno et al. (2011).

Aos 24 dias de idade todos os animais foram abatidos por meio de
deslocamento cervical seguido de exsanguinacdo, de acordo com o aceite da
Comisséo de Etica, protocolo n° 075/15. Subsequentemente foram coletados
cinco fragmentos da alca descendente do duodeno, no sentido de cranial para
caudal. Cada fragmento da porcdo duodenal, com aproximadamente 2,0 cm,
na mesma sequéncia de coleta, foi imerso em seu respectivo fixador (fixacdo por
imersdo), Alcool efilico 70°GL, Alcool etilico a 50°GL, Bouin, Carnoy e Formaldeido
tamponado 10%, onde permaneceram de acordo com os tempos ilustrados na
tabela 1. E processados manualmente pelo protocolo padrdo de processamento

histolégico (Prophet et al., 1992).

Tabela 2. Tempo total, em horas, de fixacdo e processamento da porcdo descendente do
duodeno de frangos de corte submetida & fixacdo por cinco fixadores (Alcool 70°GL, Alcool

50°GL, Bouin, Carnoy e Formol tamponado a 10%)

Lavagemem  Alcool Alcool Processamento

dgua corrente*  50°GL* 70°GL* Histolégico** Total

Fixadores Fixagdo
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Alcool 70°GL 48 - - 24 1 83

Alcool 50°GL 48 - - 24 1N 83
Bouin 18 6 24 24 11 83
Carnoy 24 - - 48 11 83

Formol tamponado
a 10%
*Procedimentos para remocdo do dcido picrico

48 - - 24 11 83

** Corresponde aos procedimentos de desidratacdo em serie crescente de dlcoois (80°, 90°, 95°,
100°1, 100°ll, 100II°), diafianizacdo (duas horas em solucdo de xilol), impregnacdo (duas horas em

parafina histoldgica a 57°C) e inclusdo do material em blocos de parafina histoldgica.

O material incluido em blocos de parafina foi submetido d microtomia
como o auxilio de um micrétomo rotativo semi-automdatico (Leica®, Wetzlar-
Alemanha). Neste procedimento foram utilizadas navalhas descartaveis (Leica®
biosystems). Inicialimente navalhas seminovas eram uftilizadas para o desbaste da
camada de parafina que recobria o tecido incluido, na sequéncia, apds a
evidenciacdo do tecido, com uma navalha nova eram realizados cortes
semiseriados de 4um, durante este procedimento foi verificada a dificuldade com
que eram obtidos os cortes (Tabela 2.). A cada corte selecionado dez
subsequentes cortes eram desprezados, contudo, foram obftidos trés cortes
histoldgicas por bloco.

A coloracdo de todos os tecidos foi realizada pela técnica de
Hematoxilina-eosina e as Idminas montadas com verniz vitral incolor 500 (Paiva,
2006). Os tecidos corados foram analisados com o auxilio de microscopio éptico
Trinocular (Nova Optical Systems®), objetiva de 4x, 10x e 20x, segundo a
preservacdo das estruturas da mucosa e da parede muscular, assim como a
presenca de artefatos na mucosa e parede muscular. Quanto aos artefatos

considerados, foram avaliados dobramentos, retracdo e eversdo do tecido
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(parcial ou completa) e deposicdo de pigmentos. Todas as caracteristicas foram
avaliadas por um Unico avaliador, por meio de teste cego, sendo conferidos
escores de 1 a 5, respectivamente, desde a pior até a melhor apresentacdo

(Tabela 2.).

Tabela 2. Caracteristicas observadas durante o processamento e avaliacdo dos tecidos
duodenais submetidos a cinco fixadores histoldgicos e seus respectivos escores (numeracdo

enfre parénteses)

Caracteristica &
. Escala de parGmetros
avadliada
Microtomia Muito dificil (1) Dificil (2) Normal (3) Pouca (4) Nenhuma (5)
Coloragdao Péssima (1) Ruim (2) Regular (3) Boa (4) Excelente (5)
Preservacdo da Péssima (1) Ruim (2)  Regular (3) Boa (4) Excelente (9)
mucosa
Preservacaoda — po 0 (1) Ruim (2)  Regular (3)  Boa (4)  Excelente (5)
parede muscular
Artefatos da Excessivos (1) Muitos (2)  Normal (3) Raros (4) Ausentes (5)
mucosa
Artefatos na Excessivos (1) Muitos (2)  Normal (3) Raros (4) Ausentes (5)

parede muscular

Os valores obfidos pela avaliacdo das caracteristicas supracitadas
foram submetidos & andlise de Kruskal-wallis e subsequentemente ao teste de

Mann Whitney, como o auxilio do software BioEstat 5.0 (Alves et al. 2007).

Resultados e Discussao

Verificou-se pela andlise de Kruskal-wallis que ndo existem diferencas
significativas quanto as caracteristicas dificuldade de microtomia, preservacdo
da parede muscular e presenca de artefatos na parede muscular relacionadas a
utilizac&o dos fixadores Alcool etilico 70°GL, Alcool etilico a 50°GL, Bouin, Carnoy e

Formaldeido tamponado 10%. Em confrapartida pode-se verificar que as
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caracteristicas coloracdo, preservacdo da mucosa e presenca de artefatos na
mucosa diferiram significativamente, diferenca esta definida pela aplicagcdo teste
de Mann-whitney.

Contudo, mesmo diante de resultados ndo significativos quanto
microtomia, torna-se vdlido destacar a descricdo de fixadores de natureza
alcodlica como capazes de coagular proteinas e dcidos nucleicos, conduzindo
ao encolhimento e colapso do tecido, culminando em desidratacdo exacerbada
e subsequente inviabilizacdo da microtomia (Santos et al. 2012; Paiva et al. 2014).
Efeitos semelhantes, destacados por Campos et al. (2016), estdo relacionados a
um longo periodo de fixacdo em solucdo de Carnoy e Bouin, conferindo
enrijecimento demasiado do tecido.

No que se refere O preservacdo e a presenca de artefatos na parede
muscular, a apresentacdo de diferencas ndo significativas pela andlise de Kruskal-
wallis sugere que fixadores menos utilizados no processamento de material de
origem animal, como o dlcool 50°GL e 70°GL, podem, somando-se esses
resultados aos baixos custos, acessivel preparo (Gillespie et al., 2002) e exigéncia
de um menor tempo de fixacdo (Santos et al. 2012), ser utilizados eficientemente
na fixacdo de tecidos musculares.

Quanto d qualidade de coloracdo, a preservacdo e a presenca de
artefatos na mucosa intestinal de frangos de corte diferencas significativas,
referentes a utilizacdo dos diferentes fixadores foram verificadas pela andlise de
Kruskal-wallis e identificadas pela aplicacdo do teste de Mann-Whitney (p<0,05),

(Figura 1.).
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Avaliagdo da coloragdo, Preservacdo da mucosa e Artefatos na mucosa
dos tecidos intestinais de frango de corte submetidos a diferentes fixadores,
Teste de Mann-Whitney (p<0,05)
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Figura 1. Avaliacdo da qualidade da qualidade da coloragdo, preservagdo e presenca de
artefatos na mucosa intestinal de frangos de corte, teste de Mann-whitey (p<0,05). * Refere-se
ao valor médio do somatdrio dos postos elencados a cada amostra, pelo software Bioestat,

para a realizacdo do Teste de Mann - Whitney (Wilcoxon rank-sum test) (Alves et al. 2007).

Na avaliacdo da qualidade da coloracdo, preservacdo e presenca de
artefatos na mucosa intestinal de frangos de corte (Figura 1.) € possivel
verificarmos a melhor apresentacdo e a diferenca significativa dos fixadores Bouin
e Formol tamponado a 10%, os quais sdo equivalentes estatisticamente, em
relacdo aos demais fixadores.

No que diz respeito a coloragcdo tecidual com hematoxilina e eosing,
esta apresenta relacdo direta com a constituicdo histolégica do érgdo avaliado,
tendo em vista que esses corantes atuam por meio de ligacdes anion/catidénicas
com macromoléculas e componentes citoplasmdticos, conferindo assim

coloracdo aos tecidos (Ross e Pawlina, 2016).
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Portanto, alteracdes promovidas nas microestruturas teciduais por
fixadores podem contribuir com alteracdes no aspecto tintorial dos tecidos, a
exemplo temos a atuacdo do dcido acético, presente na solucdo de Bouin, o
qual precipita proteinas nucleares sem alterar aquelas citoplasmdaticas (Abrahdo
et al. 2004), e o dlcool efilico que promove a precipitacdo e desnaturacdo de
proteinas (Behmer et al. 2003), o que pode justificar a melhor apresentacdo do
primeiro fixador (Figura 1.).

Contudo, podemos citar os trabalhos de Campos et al. (2016), os quais
verificaram que tecidos fixados em Formol tamponado a 10 % apresentaram
melhor qualidade de coloracdo em relacdo dqueles fixados Bouin e Carnoy,
Santos et al. (2012), observaram uma coloracdo homogénea e de facil avaliacdo
em tecidos ovarianos fixados com Carnoy e Bouin. Assim como nesses estudos os
trés fixadores supracitados apresentaram-se com maior efetividade neste estudo,
quanto a coloracdo (Figura 1.), enfretanto com variagcdes quanto aquele de
maior destaque, o que pode estd relacionada a constituicdo histolégica dos
diferentes tecidos avaliados.

Ao verificarmos a preservacdo e presenca de artefatos na mucosa,
temos os fixadores Bouin e Formol tamponado a 10%, estatisticamente iguais
quanto aos seus resultados, mostrando-se superiores aos demais fixadores, quanto
a estes & notdvel a pior apresentacdo do Carnoy na fixagcdo de tecidos intestinais
de frangos de corte (Figura 1.).

No que diz respeito a utilizacdo de fixadores alcodlicos, mesmo estes
sendo relacionados a desnaturacdo e retragcdo tecidual (Santos et al. 2012), é
possivel verificarmos casos em que o dlcool 70°GL pode se sobressair ao formol

(Gomez et al. 2010). Entretanto a utilizacdo de dlcool 50°GL, principalmente, e
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dlcool 70°GL como fixadores € pouco documentada em estudos voltados a
fixacdo de tecidos animais que utilizam da histologia microscopica intestinal.

Os resultados positivos  apresentados pela  fixacdo em Formol
tamponado a 10% (Figura 1.) podem estar relacionadas  acdo ndo coagulante
deste fixador, a qual resulfa em maior estabilizacdo estrutural e,
consequentemente, melhor preservacdo histoldégica (Fox et al., 1985; Sesso, 1998),
assim como ao controle de pH, em funcdo do tamponamento da solucdo, tendo
em vista que pequenas mudancas no pH do fixador podem trazer grandes
alteracoes as estruturas celulares (Glauert, 1975).

Todavia, Buesa (2008) e Hauptmann et al. (2003) mesmo evidenciando
a inexisténcia de substitutos com melhor relacdo custo-beneficio para o formol
acrescentam a toxicidade e predisposicdo cancerigena conferida a
manipuladores desta solucdo, relacionadas a exposicdo a este fixador.

J& o Bouin é documentado como eficaz na preservacdo de tecidos
finos e delicados (Musumeci, 2014), porém exige um periodo, crucial, de remocdo
do acido picrico (Santos et al., 2008), tendo em vista que a precipitacdo deste
leva a desconfiguragcdo das proteinas, contribuindo para a retracdo do tecido, e
consequentemente producdo de artefatos (Sesso 1998).

NGo obstante, € imprescindivel ressaltar os diferentes resultados,
levando em consideracdo os diferentes pontos avaliados, guando comparamos
este estudo com outros que objetivaram definir a utilizacdo de fixadores em
diferentes tecidos (Santos et al. 2012; Soares et al., 2006; Campos et al., 2016), o
que sugere a eminente necessidade da avaliacdo individual de cada amostra,
tendo em vista a importdncia do componente constituicdo tecidual no resultado

final, corroborando desta forma a necessidade de estudos especificos
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relacionados a utilizacdo de fixadores para os diferentes tecidos corporais

baseada na singularidade de cada amostra (Nunes e Cinsas, 2016).

Conclusao
Conclui-se que o Bouin e o Formol tamponado a 10% apresentam-se
superiores aos demais fixadores na preservacdo de tecidos intestinais, reduzida

formacdo de artefatos e coloracdo dos tecidos intestinais de frangos de corte.
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Determinagdo histomorfométrica do ileo em frangos de corte

Resumo

Divergéncias relacionadas a coleta das porcdes intestinais de jejuno e ileo sdo
frequentes em estudos que utilizam de morfometria intestinal e envolvam a
avaliacdo da digestibilidade ileal. Por tanto, objetiva-se informar, de acordo com
a avaliacdo histomorfometrica intestinal a localizacdo de jejuno e ileo e
direcionar pontos especificos para coleta destas regides em frangos de corte.
Neste estudo foram utilizados dez frangos de corte, com 24 dias, sob as mesmas
condicdes de manejo e alimentacdo, dos quais foram obtidos 2 (dois) fragmentos
da regido jejunal anterior ao diverticulo de Meckel, imediamente apds a flexura
duodenojejunal (jejuno proximal) e na porcdo média entre esta e o diverticulo de
Meckel (jejuno distal), e trés fragmentos subsequentes ao diverticulo de Meckel,
imediatamente apds o diverticulo (ileo proximal), na posicdo média (leo médio),
entre o diverticulo e o dpice dos cecos, e enfre os cecos (ileo distal). Esses foram
fixados em formol tamponado a 10%, processados histologicamente, e corados
com Hematoxilina e Eosina. Subsequentemente foram analisadas as medidas de
perimetro do vilo, altura do vilo, largura do vilo, comprimento da cripta, largura
da cripta e espessura da parede muscular. A andlise descritiva quantitativa
demonstrou que as médias para altura das criptas, altura dos vilos e perimetro dos
vilos passam por uma diminuicdo gradativa desde o jejuno proximal até o ileo
distal. Os resultados obtidos para as caracteristicas altura de vilo e perimetro de
vilo distinguem estatisticamente, por meio da andlise de Student-Newman-Keuls
(p<0,05), as regides de jejuno e ileo. Portanto, conclui-se que o jejuno

compreende as porcoes de jejuno distal, ileo proximal e ileo médio, e o ileo
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delimita-se a regido de ileo distal, localizada entre os cecos. As regides de jejuno
distal e ileo distal sdo pontos aos mais seguros de coleta de jejuno e ileo,
respectivamente.

Palavras-chave: morfometria, intestino delgado, anatomia topogrdfica

Infrodugao

A morfometria intestinal depende, dentre outros fatores, do
conhecimento da localizacdo e do desenvolvimento intestinal. Santos et al. (2012)
descrevem a completa formacdo anatdbmica do sistema digestério de um
pinfainho logo apds o nascimento, diferentemente da maturidade funcional,
obfida no inicio da vida do mesmo. O desenvolvimento das caracteristicas
envolvidas na maturacdo funcional (aumento do intestino, altura e densidade
dos vilos, numero e volume de células epiteliais) segundo ocorrem,
significativamente, enfre o 17° dia de incubacdo e o sétimo dia pds-eclosdo,
sendo considerado até o 16° dia em frangos de corte (Uni et al. 1998), o que
ocorre, consideravelmente, em menor proporcdo em aves senis (Marchini et al.
2009).

Fernandes et al. (2017), Latorre et al. (2017) e Tzora et al. (2017)
comprovam a importdncia e frequéncia da uflilizacdo da histomorfomertriq,
quanto a relacdo enfre a inclus@do de alimentos e mudancas significativas nos
componentes morfoldgicos da mucosa intestinal.

Entretanto, pesquisas voltadas a nutricdo animal que fazem uso da
histomorfometria descrevem, quando descrevem, as porcdes de jejuno e ileo
com diferentes localizacdes. Temos nos trabalhos de Amoroso et al. (2015), Duarte

et al. (2017) e Khan et al. (2017), Tzora et al. (2017), Tancharoenrat et al. (2014) a
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descricdo, segundo Baumel et al. (1993), em que diverticulo de Meckel é utilizado
como ponto de divisdo entre jejuno e ileo. Artoni et al. (2014), por sua vez,
desaconselha a utlilizacdo da descricdo supracitada, tendo em vista que o
diverticulo € uma proeminéncia vestigial que pode variar quanto a localizacdo
ou desaparecer na vida adulta.

MclLelland, J. (1986), enfretanto, descreve o ileo como tendo em cada
face lateral, na maior parte do seu comprimento, os cecos direito e esquerdo,
descricdo esta utilizada por Sousa et al. (2017) para a descricdo macroscopica e
microscopica do intestino de frangos de corte. O primeiro autor, refrata o
diverticulo de Meckel, presente em 60% das aves, como divisor entre as porcdoes
proximal e distal do jejuno, corroborado por Boleli, Maiorka e Macari (2008) e
Ferreira et al. (2012).

Ramos et al. (2011), Faveri et al. (2015), Fernandes et al. (2017), Leandro
et al. (2017), ndo descrevem qual a localizacdo anatdmica dos fragmentos
denominados de jejuno e ileo, o que, devido a dubiedade de informacdes
referentes a delimitacdo destas regides, dificulta a reproducdo de suas pesquisas.

A localizacdo do ileo fornece ainda reducdo na subjetfividade da
coleta desta regido para ensaios de digestibilidade ileal, tendo em vista as
diferentes porcoes intestinais coletados, a exemplo, Luegas et al. (2015), utilizaram
da coleta de um segmento de 40 cm, terminando a 4 cm da juncgdo ileo-cecal,
Barbosa et al. (2008), utilizaram um segmento de 20 cm que terminava a 4 cm da
juncdo ileo-cecal, e Rodrigues et a. (2003), o qual fez uso de 30 cm da porcdo do

ileo terminal, anterior a juncdo ileo-cecal.
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Para tanto, objetiva-se esclarecer com base na histomorfometria
intestinal a localizacdo das regides de jejuno e ileo, padronizando melhores

pontos para coleta dessas porcdes intestinais em frangos de corte.

Material e Métodos

Este estudo foi realizado no Laboratdério de Anatomia Animal, na
Universidade Federal do Piaui — UFPI, Campus Prof.? Cinobelina Elvas. Para tanto
foram utilizados dez frangos de corte da Linhagem Cobb 500®, os quais eram
mantidos sob as mesmas condicdes de manejo e alimentacdo, esta formulada

de acordo com Rostagno et al. (2011), a base de milho e farelo de soja (Tabela

1.).

Tabela 1. Componentes das racoes experimentais fornecidas na alimentacdo de frangos de

corte da Linhagem Cobb 500® de 1 aos 24 dias de idade, Bom Jesus — Piaui, 2017

INGREDIENTES 1-7 8-24
Milho 54,399 60,166
Soja farelo 38,033 33,129
Oleo de soja 2,580 2,258
Fosfato Bicdicico 1,912 1,524
Suplemento vitaminico mineral 1,000 1,000
Calcdrio 0,902 0,914
Sal 0,508 0,482
L-lisina HCL 0,274 0,250
DL-Metionina 0,166 0,106
L-Treonina 0,112 0,072
L-valina 0,064 0,048
Inerte? 0,050 0,050
Total 100,000 100
NUTRIENTES

Proteina (%) 22,20 20,31
Energia metabolizdvel (Kcal/kg) 2.950 3.000
Metionina (%) 0,647 0,569
Metionina + Cistina dig.b (%) 0,944 0,846
Lisina dig. (%) 1,310 1,174
Treonina dig. (%) 0,865 0,763
Triptofano dig (%) 0,249 0,223
Valina dig. (%) 0,998 0,904
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Cdicio (%) 0,920 0,819
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,391
1Suplemento vitaminico-mineral pré-inicial (1-7dias): Vitamina A: 750.000 Ul/kg; Vitamina D3:

250.000 Ul/kg; Vitamina E:1.500 Ul/kg; Vitamina K3:100mg/kg; Vitamina B1:100mg/kg; Vitamina
B2:350mg/kg; Vitamina Bé: 180mg/kg; Vitamina B12: 1.400mg/kg; Niocina:4.000mg/kg;
Pantotenato de Cdilcio:1.000mg/kg; Acido Fdlico:55mg/kg; Biotina: émg/kg; Cloreto de
Colina:32g/kg; Metionina:190g/kg; Ferro:3.500mg/kg; Cobre:8.000mg/kg; Manganés: Zinco
:5.000mg/kg;lodo:140mg/kg; Selénio:25mg/kg; Nicorbazina:12,5g/kg; Virginamicina:2.000mg/kg.
1Suplemento vitaminico-mineral inicial (8-24dias): Vitamina A: 700.000 Ul/kg; Vitamina D3: 200.00
Ul/kg; Vitamina E: 1.200 Ul/kg; Vitamina K3: 380mg/kg; Vitamina B16:60mg/kg; Vitamina
B2:450mg/kg; Vitamina Bé:120mg/kg; Vitamina B12 :1.200mg/kg; Niacina :3500mg/kg;
Pantotenato de Cdlcio:800mg/kg; Acido Fdlico: 50mg/kg; Biotina:5mg/kg; Cloreto de
Colina:30mg/kg; Metionina: 160g/kg; Ferro:3.000mg/kg; Cobre :6.600mg/kg;
Manganés:6.000mg/kg; Zinco:4.500mg/kg; lodo:120 mg/kg; Selénio:20mg/kg;

Salinomicina:6.600mg/kg; Virginamicina:1.500mg/kg.

Ao final do periodo de 24 dias os animais foram abatidos, por meio de
deslocamento cervical seguido de exsanguinacdo, de acordo com a aprovacado
do Conselho de Etica n°® 075/15. Subsequentemente fez-se a coleta dos seguintes
fragmentos intestinais: dois fragmentos da regido jejunal anterior ao diverticulo de
Meckel, o primeiro apds o fim da flexura duodenojejunal, denominado jejuno
proximal (JEP), e o seguinfe na posicdo média entre duodeno e diverticulo de
Meckel, denominado jejuno distal (JED) e frés fragmentos subsequentes ao
diverticulo de Meckel, o primeiro imediatamente apds o diverticulo, ileo proximal
(ILP), o segundo na posicdo media entre diverticulo e o dpice dos cecos, ileo
médio (ILM), e o terceiro fragmento localizado na porcdo média entre os cecos,

ileo distal (ILD), (Figura 1.)
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Figura 2. JEP - jejuno proximal (fragmento subsequente a flexura duodenojejunal); JED - jejuno
distal (fragmento na porcdo média entre o fim do duodeno e o diverticulo de Meckel); ILP —ileo
proximal (fragmento imediatamente subsequente ao diverticulo de Meckel); ILM - lleo médio
(fragmento na porcdo média entre o diverticulo de Meckel e os dpices dos cecos); ILD - jejuno

distal (fragmento da porcdo média entre os cecos).

Todos os recortes foram fixados em formol tamponado a 10%
tamponado por um periodo de 24 horas, em seguida processados manualmente
de acordo com o protocolo padrdo de processamento histoldgico: desidratacdo
seriada em dlcoois (80°, 20°, 95°, 100° 1, 100° Il e 100° 1ll), seguida de dois banhos de
xilol (diafanizacdo), impregnacdo por duas horas em parafina histologica e
inclusdo dos tecidos em blocos de parafina (Prophet et al., 1992). Na sequéncia o
material foi levado a microtomia, utilizando-se de um micrétomo rotativo (Leica®,
Wetzlar-Alemanha) para a realizacdo dos cortes histolégicos, de espessura de 4
MM, e confeccdo de frés Idminas por bloco. Todas as Idminas foram coradas com

Hematoxilina-Eosina (HE) e montadas com verniz vitral incolor 5009 (Paiva, 2006). A
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avaliacdo morfométrica microscopica foi realizada com o auxilio de microscopio
oOptico Trinocular (Nova Opftical Systems®) equipado com cdmera digital
TOUPCAM™ de 5 Megapixel para registro fotografico das imagens e mensuracdo,
realizada em software analisador de imagem Toupview 3.7, por meio de andlise
linear.

Para cada regido intestinal coletada foram avaliadas, de acordo com
a unidade adotada (micrometro), 10 vilosidades, 10 criptas (Fukayama et al.
2005), de forma aleatdria, e 10 diferentes pontos da parede muscular, de forma
qgue contemplassem todo o di@metro do érgdo. Nas vilosidades e criptas foram
obtidas medidas de perimetro de vilo, altura de vilo, largura de vilo, comprimento

de cripta e largura de cripta (Figura 2.).

200um

Figura 2. PV -perimetro do vilo (mensuracdo de todo o contorno

da estrutura vilosa); AV- Altura do vilo (mensurada da base até
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o dpice do vilo, tfracando-se um eixo central na estrutura); LV -
Largura do vilo (disténcia entre as extremidades laterais do vilo,
mensurada na porcdo média do vilo); AC - Altura da cripta
(mensurada da extremidade continua ao vilo); LC - Largura da
cripta (distGncia entre as exitremidades laterais da cripta).

Coloracdo HE, objetfiva de 4x.

Os dados coletados foram submetidos a andlise descritiva quantitativa
e ao teste de Student-Newman-Keuls a 5% de significancia, por meio do software

SigmaPlot 12.0.

Resultados e Discussao

De acordo com a andlise descritiva quantitativa é possivel observar que
as médias para altura dos vilos, perimetro dos vilos e altura da cripta mostraram-se
gradativamente menores desde o jejuno proximal até a regido denominada ileo

distal (Tabela 2).

Tabela 2. Apresentacdo de médias e desvios-padrdo dos diferentes pardmetros

histomorfométricos das porcdes de jejuno e ileo de frangos de corte

Caracteristica avaliada  Porgdo intestinal N Média Desvio Padrao

JEP 10 825.301 181.081

JED 10 751.91 146.285

Altura de vilo (AV) ILP 10 661.073 118.98

ILM 10 602.515 117.847

ILD 10 477 .564 109.36

JEP 10 81.701 12.944

JED 10 72.225 8.854

Largura de vilo (LV) ILP 10 69.115 15.598
ILM 10 83.355 19.021

ILD 10 76.953 13.283

JEP 10 84.84 15.525

JED 10 85.176 18.954

Altura de cripta (AC) ILP 10 87.046 26.515
ILM 10 78.59 10.142

ILD 10 72.415 17.873
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JEP 10 37.796 5.072

JED 10 35.223 3.396
Largura de cripta (LC) ILP 10 34.15 2.708
ILM 10 37.111 4.663
ILD 10 35.673 10.62
JEP 10 1670.536 394.104
JED 10 1533.695 282.207
Perimetro de vilo (PV) ILP 10 1397.106 241.195
ILM 10 1266.321 239.57
ILD 10 990.154 221.91
JEP 10 271.884 98.736
JED 10 286.83 93.649
Parede muscular (PM) ILP 10 329.686 71.679
ILM 10 310.165 55.258
ILD 10 370.352 149.365

JEP - jejuno proximal; JED — jejuno distal; ILP — fleo proximal; ILM — leo médio; ILD - ileo distal

Sousa et al. (2017) sugerem uma gradativa e menor necessidade de
renovacdo celular nas porcoes finais do intestino delgado, o que corrobora com
a observacdo, neste caso, da reducdo da altura das criptas, considerando que o
incremento ou ndo nas profundidades das criptas visa manter o furnover celular
(Aravjo et al., 2006) e pode sinalizar atividade proliferativa celular mais intensa
(Pluske, Hompson e Williams, 1997).

Kisielinski et al. (2002) verificaram que a altura dos vilos € diretfamente
proporcional & drea de absorcdo, o mesmo é assegurado por Cunha et al. (2016).
Para tanto, podemos afirmar que d medida que ocorre a diminuicdo no tamanho
das vilosidades intestinais (Tabela 2.) € possivel verificarmos, através da
morfometria microscépica, a reducdo da absorcdo nas porcoes finais em relacdo
aquelas iniciais do infestino delgado.

Entretanto, a largura média dos vilos ndo se comporta como as
caracteristicas supracitadas, permanecendo com valores proximos desde o
jejuno proximal até o ileo distal, o que diverge da descricdo de Sousa et al. (2017),

os quais afirmam que vilos, presentes em toda extensdo do intestino delgado e
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grosso, tornam-se curtos e largos a medida que se aproxima o termino do tubo
digestorio.

Quanto a espessura da parede muscular, esta assume valores
crescentes em direcdo ao ileo (tabela 2.), confirmando o que é citado por
McLelland, J. (1986). A variabilidade, por sua vez, definida pelos desvios-padrdo
(Tabela 2.) ndo foi discrepante quando comparados aqueles descritos por
Oliveira et al. (2008).

Através da andlise pelo Teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de
signific@ncia, foi possivel verificar que baseado nas caracteristicas altura de vilo e
perimetro de vilo trés regides podem ser distinguidas estatisticamente, denfro do
limite formado desde a flexura duodenojejunal até a juncdo ileo-ceco-cdlica.

Inicialmente podemos verificar uma regido de ftransicGo entre o
duodeno e jejuno, representada pelo jejuno proximal (JEP), seguido do jejuno,
compreendendo, denfro do que foi denominada neste estudo, o jejuno distal
(JED), o ileo proximal (ILP) e o ileo médio (ILM), e o ileo, representado pelo ileo

distal (ILD), localizado entre os cecos (Figura 3.).
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Diferenca histomorfométrica de jejuno e ileo de frangos de corte
(Student-Newman-Keuls, p<0,05)
3000 +
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Figura 3. Representacdo estatistica, por Teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05) de
significGncia, demonstrando as regides de fransicdo duodenojejunal, representada
pelo jejuno proximal (JEP), o jejuno, composto das regides de jejuno distal (JED), ileo
proximal (ILP) e ileo médio (ILM), e o ileo, regido do ileo distal (ILD). Perimetro de vilo

(PV) e Altura de vilo (AV).

Segundo os resultados apresentados € possivel verificarmos que o
diverticulo de Meckel apresentou-se proximo a porcdo média do jejuno
semelhante ao descrito por Ferreira et al. (2012). Estes resultados contradizem a
delimitacdo de jejuno e ileo descrita por Baumel et al. (1993), e utilizada
atualmente por diversos pesquisadores, seja na uftilizacdo para histomorfometria
(Amoroso et al. 2015) ou em estudos voltados a digestibilidade ileal (Luegas et al.
2015), onde o diverticulo de Meckel é imposto como o divisor das porcdes de
jejuno e ileo.

O real posicionamento do ileo na regido intercecal, ileo distal (ILD), é
corroborado pelos achados de Klut, Mehlhorn e Rodehutscord (2005), os quais

comparando a digestibilidade de aminodcidos quanto a trés fragmentos ileais,
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considerando o illeo como o segmento localizado entre o diverticulo de Meckel e
2 cm anterior da juncdo ileo-ceco-cdlica, verificaram que a porcdo posterior ao
diverticulo de Meckel se comporta funcionalmente diferente da porcdo final do
ileo, nos fornecendo meios para determinar a porcdo intestinal localizada entre
0s cecos como o ileo, com base funcional e agora histomorfométrica.

Estes argumentos revelam a inconsisténcia do fator metodoldgico, que
pode refletir diretamente na confiabilidade dos resultados, como veridica e
frequente.

No que se refere Gs regides de coleta para avaliacdo de jejuno e ileo,
qgue melhor refletem as caracteristicas destas regides, sdo o jejuno distal e o ileo
distal, respectivamente, as quais conferem uma menor oportunidade de erro
envolvida na coleta.

Contudo, a proporcionalidade da relacdo altura de vilo/drea de
absorcdo (Kisielinski et al. 2002; Cunha et al. 2016) assim como a manutencdo do
tamanho dos vilos, que segundo Pelicano et al., (2003) se relaciona diretamente a
manutencdo da capacidade digestiva e de absorcdo intestinal, caracterizando
a atividade de cada regido intestinal, corroboram a utilizacdo da altura de vilo
como medida para determinacdo das diferencas entre jejuno e ileo neste

experimento.

Conclusao
O jejuno é composto das porcdoes denominadas, neste estudo, de
jejuno distal (JED), ileo proximal (ILP) e ileo médio (ILM), e o ileo compreende a

porcdo intestinal disposta entre os cecos, o ileo distal (ILD). Sendo as regides de
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jejuno distal e ileo distal os mais seguros pontos de coleta de jejuno e ileo,

respectivamente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos que visem a padronizacdo metodoldgica configuram meios de
enriquecimento a pesquisa cientifica, além de conferir aos resultados obtidos, neste caso,
por meio de preparacdes histologicas, e ainda, que se utilizem de morfometria intestinal, ou
da localizacdo ileal para estudos de digestibilidade ileal, fidedignidade a condicdo da
estrutura ou 6rgdo avaliado. A observacao de fixadores que relnam caracteristicas mais
positivas quanto a preservacao e processamento do intestino de frangos de corte, como 0
Bouin e Formaldeido a 10% evidenciados neste estudo, fornecem ao pesquisador bases
cientificas para execucdo de pesquisa como seguranca na obtencédo de resultados eficientes.
A correta determinacdo topografica do ileo, fornecida pela caracterizacdo
histomorfométrica, que também ¢é atualmente utilizada para observacdo parcial do
desempenho nutricional em frangos, a reducdo da subjetividade da coleta de material
intestinal nestes animais, promovendo desta maneira a padronizacdo do local de coleta e
finalizando assim o debate entre nutricionistas e anatomistas sobre sua localizacao, servem

para o enriquecimento da ciéncia em busca de resultados mais solidos.
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