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Introducao

As células granulares na base das criptas intestinais ou células de Paneth foram descritas
primeiramente por Gustav Albert Schwalbe e depois caracterizadas pelo pesquisador Joseph
Paneth. Tais células estdo presentes nas criptas do intestino delgado do homem, local grande
atividade mitética. Quando observadas a microscopia de luz, tais células apresentam formato
piramidal, e seus granulos estdao voltados para o lado luminal da célula (CREAMER et al.,
1967). Analises em microscopia eletronica estabeleceram o porqué da disposi¢cao luminal dos
granulos, revelando que na parte basal da célula existe um reticulo endoplasmatico coberto
por ribossomos e logo acima o complexo de Golgi, que é onde ocorre a sintese dos granulos
(CREAMER et al., 1967).

O contetdo e estrutura dos granulos variam entre espécies, mas 0s principais produtos
contidos sdo o fator- a de necrose tumoral, lisozima, a-defensinas-5, HD6, fosfolipase
secretoria A2, DNAse, angiogina 4, IgA e IgG (SATOH et al., 1990, OUELLETTE, 2006). Os
granulos das células de Paneth sdo acidéfilos, facilmente visiveis com hematoxilina.
Entretanto, um elevado teor de zinco, fixadores a base de acido picrico e outros acidos podem
danificar os granulos, prejudicando a sua visualizacdo (BANCROFT; STEVENS, 1996).

Os linfdcitos intraepiteliais, conhecidos também como células y § T, sdo uma subpopulacao de
linfécitos T que estdo em contato direto com as células epiteliais. J& os linfocitos T
circulatdrios sdo células do tipo o B T. Os linfécitos intraepiteliais presentes no intestino
foram descritos pela primeira vez por Weber, E. H. em 1849. Weber acreditava que estas
células realizavam funcdes de absorcao de nutrientes, porém alguns anos depois, Eberth, C. J
reconheceu essas células como leucocitos. Antes do final do século XIX, houve vdrias
publicacdes detalhadas sobre os linfdcitos transitérios no epitélio intestinal (FERGUSON,
1977).

Trabalhos com analise descritiva das células epiteliais e transitérias na parede intestinal de
marsupiais sao muito antigos e raros (PATZELT, 1936, WHEELER, 1964). Assim, o presente
trabalho teve como objetivo quantificar os tipos celulares envolvidos na defesa entérica contra
a invasdo de agentes patogénicos. Assim, as células de Paneth e linfécitos intraepiteliais
foram quantificados nos trés segmentos do intestino delgado: duodeno, jejuno e ileo.
Metodologia

Fragmentos de varios 6rgdos de gambas adultos da espécie D. aurita coletados no municipio
de Vicosa/MG foram utilizados para a producdo das laminas permanentes. Fragmentos de
lcm?® coletados do duodeno, jejuno e ileo foram fixados por 24 h em formol a 10%
tamponado. Parte deste material foi armazenado em alcool a 70% e outra parte incluida em
parafina. Os fragmentos foram desidratados, diafanizados, incluidos em parafina e
seccionados na espessura de 5um em microtomo rotativo manual (Leica, RM2155). O
intervalo entre os cortes foi de aproximadamente 50um (10 cortes foram descartados). No
laboratério de Microorganismos (DBM-UFPB) as laminas foram desparafinizadas e as
seccoes histoldgicas hidratadas e coradas.

As laminas foram imersas em xilol e hidratadas em diferentes concentracdes de etanol (100%;
95%; 80% e 70%) e agua corrente.
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Para coloragdo das células de Paneth, as laminas foram imersas em uma solucdo de Floxina
(0,1 L de agua destilada; Floxina B — 0,5 g; Cloreto de Calcio — 0,5g) por 30 min e,
posteriormente, com o contra corante Tartrazina (0,1 L de polietilenoglicol com tartrazina
saturada) por 30 min.

Para a contagem das células de Paneth e de linfécitos intraepiteliais foram mensurados trés
campos de 2pm de extensdo, escolhidos aleatoriamente e com distancia de 2 pm entre eles.
Para tal, utilizou-se microscopio Olympus CX21 e objetiva de 40x. Imagens representativas
das regides analisadas foram fotografadas em microscopio Olympus BX41(camera acoplada
Sony Cyber-Shot H3 e lentes Carl Zeiss).

Com o objetivo de realizar comparacdes entre os segmentos do intestino delgado em relacdao
ao numero de células, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para testar a
normalidade dos dados (P < 0,05). Observado a rejeicdo de normalidade para os grupos
comparados, foram empregados testes nao-paramétricos de andlise de medidas de tendéncia
central. O teste de Kruskal-Wallis (H) foi utilizado para verificar possiveis diferencas entre as
medianas nos trés segmentos do intestino delgado (P < 0,05).

A coleta dos animais foi autorizada pelo IBAMA (licenca n° 10168-1) e os procedimentos
experimentais envolvendo os animais seguiram as determinacdes da Comissdo de Etica do
Departamento de Veterinaria da UFV, sendo aprovado sob protocolo n° 56/2007.

Resultados e discussado

As células de Paneth coradas pela floxina-tartrazina foram observadas nas criptas de
Lieberkiihn do intestino delgado. O ntiimero de células de Paneth entre os segmentos do
intestino diferiu apenas entre o duodeno e o ileo (p<0.05). O duodeno apresentou uma
reducdo de 89,65% no ntimero de células de Paneth em relagdo ao ileo (p<0.05).

Os linfécitos intraepiteliais apresentaram-se corados pela hematoxilina, sendo facilmente
identificados entre os enterocitos. O numero de linfécitos intraepiteliais apresentou
distribuicdo numérica desigual entre todos os segmentos. O duodeno foi o segmento com
menor nimero de linfocitos intraepiteliais (19,22%), o ileo com maior nimero (48,62%) e o
jejuno ficou na posicdo intermediéria, com 32,14% de linfocitos intraepiteliais.

O nimero médio de células de Paneth e linfocitos intraepiteliais aumentou no sentido cranial-
caudal. CACHAY et al. (2014) obteve resultados semelhantes ao investigar a distribuicdo de
células de Paneth entre os segmentos do intestino delgado de porcos da espécie Cavia
porcellus, que por sua vez também apresenta um habito alimentar onivoro.

Conclusodes

A distribuicdo numérica das células de Paneth ao longo do intestino delgado de D. aurita
aumenta no sentido cranial-caudal por possivel correlacio com o maior nimero de patégenos
na regiao final do intestino delgado. Como a microbiota intestinal é vasta no ileo terminal,
acredita-se que a regulacdo do crescimento desta microbiota, assim como o controle de
organismos patogénicos, seja realizada pela atividade citotoxica dos linfécitos intraepiteliais e
também pela acao de defensinas dos granulos das células de Paneth.

Palavras-Chave: Células Paneth, linfocitos, marsupial, Didelphidae.
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