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RESUMO

PAIVA, Nauana Hay. O papel da bifurcacdo das proje¢cdes da mucosa
durante a morfogénese das vilosidades intestinais em embrides de
galinhas. 2017. 45 péaginas. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas) -
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2017.

As vilosidades intestinais sdo estruturas digitiformes da camada mucosa do
intestino delgado que ampliam a superficie desse 6rgao, otimizando o processo
de absorc¢éo dos nutrientes. A morfogénese das vilosidades intestinais ocorre de
forma indireta em galinhas. Primeiramente, surgem projecdes longitudinais da
mucosa. Essas projecdes sofrem dobramento e adquirem padréo zigue-zague,
que é a base para a formacéo das vilosidades. Estudo anterior do nosso grupo
relatou pela primeira vez que as projecdes da mucosa de embrides de galinhas
se bifurcavam. Entretanto, embora varios aspectos morfolégicos da
morfogénese das vilosidades intestinais de galinhas sejam conhecidos, ndo ha
na literatura dados a respeito da bifurcacdo das projecbes da mucosa. O
objetivo do presente trabalho foi compreender o papel da bifurcagdo na
morfogénese das vilosidades intestinais no jejuno de embrides de galinhas.
Andlises histoldgicas, avaliagdo da proliferacdo celular pela incorporacao de
BrdU e reacdo de PAS foram realizadas durante o periodo de ocorréncia da
bifurcacdo. Para avaliar a proliferacdo celular, a injecdo de BrdU in ovo foi
padronizada. As andlises histologicas permitiram estabelecer que a bifurcacéo
ocorre entre 0 13° e 15° dia e definir a sequéncia de mudancas morfolégicas do
processo. A avaliacdo da proliferacao celular mostrou que as células do epitélio
da mucosa e as envolvidas no processo de bifurcagéo estavam proliferando. A
reacao de PAS revelou a presenca de membrana basal nas células envolvidas
na bifurcacéo. Os dados permitem concluir que o processo de bifurcacdo envolve
mudancas morfologicas correlacionadas a proliferacéo de células epiteliais que
culminam com a formacé&o das pré-vilosidades.

Palavras-chave: galinhas, bifurcacdo, morfogénese das vilosidades intestinais,
proliferacéo celular, membrana basal.



ABSTRACT

PAIVA, Nauana Hay. The role of the bifurcation of the previllous ridges
during intestinal villi morphogenesis of the chick embryo. 2017. 45 péaginas.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas) - Universidade Estadual de
Ponta Grossa. Ponta Grossa, 2017

The intestinal villi are finger-like projections of the small intestinal mucosa that
extend its surface, optimizing the process of nutrient absorption. The intestinal
villi morphogenesis of the chick occurs indirectly. At first, longitudinal previllous
ridges appear in the intestine. The previllous ridges fold into zigzag pattern, and
finally individual villi are formed. Our previous study reported, for the first time,
the bifurcation of the previllous ridges on chick embryos. Although morphological
aspects of the intestinal villi morphogenesis of the chickens are known, there are
no data from the previllous ridges bifurcation. The present work aimed to
understand the role of bifurcation in the intestinal villi morphogenesis of the chick
embryos. Histological analysis, evaluation of cell proliferation by incorporation of
BrdU and PAS reaction were performed during the period of bifurcation. To
evaluate cell proliferation, injection of BrdU in ovo was standardized. The
histological analyses allowed to establish that the bifurcation occurs between the
13th and 15th day and to define the sequence of morphological events during the
process. The evaluation of cell proliferation showed that cells of the mucosal
epithelium and involved in the bifurcation were proliferating. The PAS reaction
revealed the presence of basement membrane in the cells involved in the
bifurcation process. The data allow us to conclude that the morphological
changes of the bifurcation are correlated to the proliferation of epithelial cells and
culminate to formation of previllous.

Keywords: chick, bifurcation, villi morphogenesis, cell proliferation, basement

membrane.
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1 INTRODUCAO

O intestino delgado é responsavel pela finalizacdo da digestdo dos
alimentos, absorcdo de nutrientes e secrecdo de horménios, sendo

indispensavel para a manutencgéo das atividades metabdlicas dos seres vivos.

Do ponto de vista morfolégico, o intestino delgado € dividido em trés
regides: duodeno, jejuno e ileo. Essas regifes sao formadas por quatro camadas
histoldgicas: mucosa, submucosa, muscular e serosa, que se conectam por meio

do tecido conjuntivo e pelos elementos neurais e vasculares.

A camada mucosa do intestino delgado apresenta longas projecfes
digitiformes, denominadas de vilosidades. As vilosidades s&o de crucial
importancia para o funcionamento do intestino, uma vez que ampliam a sua
superficie, aumentando a absorcdo de agua, ions e nutrientes provenientes dos

alimentos.

Em galinhas, as vilosidades intestinais ndo sao formadas diretamente da
mucosa lisa, como em mamiferos, mas sim a partir de projecées dessa camada
gue apresentam um arranjo em zigue-zague. Essas projecdes dao origem a
estruturas individuais, longas e digitiformes, que séo as vilosidades propriamente
ditas.

Camargo et al. (2016) observaram pela primeira vez que as projecdes
da mucosa em embrides de galinhas se bifurcavam e sugeriram que esse

processo poderia ter papel na morfogénese das vilosidades.

Embora vérios aspectos da morfogénese das vilosidades intestinais de
galinhas sejam conhecidos, ndo ha na literatura dados suficientes a respeito
da bifurcacéo das proje¢des da mucosa, ndo sendo, portanto, compreendido

0 seu papel nesse processo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANATOMIA E FUNCAO DO SISTEMA DIGESTORIO DE AVES

O sistema digestorio de aves é altamente adaptado para a ingestéo,
trituracao, digestao, absorcao de nutrientes e eliminacao de excretas , liberando
rapidamente energia para manter a alta taxa metabdlica desses animais (DYCE;
SACK; WENSING, 2010).

Anatomicamente, o0 sistema digestorio de aves € composto pela
orofaringe, esbéfago, estdbmago, figado, pancreas, intestino delgado, intestino
grosso e cloaca (Fig. 1). A orofaringe é a cavidade que se estende do bico até a
entrada do es6fago, possuindo uma camada dispersa de glandulas salivares que
produzem secrecdo mucoide que lubrifica o alimento. A parede da orofaringe €
preenchida por papilas mecénicas, que auxiliam no movimento do bolo alimentar
em direcdo ao esbdfago. Além de diferencas na orofaringe em comparagdo com
mamiferos, como presenca de bico e auséncia de dentes, as aves apresentam
ainda peculiaridades na anatomia do eséfago e estbmago. O es6fago apresenta
uma expansao na parede ventral, na entrada do térax, denominada de papo ou
ingluvio, que é responsavel pelo estoque de alimento por um curto periodo de
tempo. No esbéfago e papo a atividade quimica € quase inexistente, exceto pela
presenca da amilase salivar que inicia o processo de digestao de carboidratos.
No es6fago ha diversas glandulas mucosas cuja secrecao auxilia a passagem
do bolo alimentar. O estdbmago € dividido por uma constricdo (istmo) em uma
parte glandular, denominada de proventriculo, e uma parte muscular,
denominada de moela. No proventriculo had células produtoras de acido
cloridrico, pepsinogénio e muco. A moela ndo possui glandulas e tem como
funcdo a trituracdo dos alimentos e digestao de proteinas. O intestino delgado
compreende a por¢cdo mais longa do sistema digestorio, sendo dividido em
duodeno, jejuno e ileo, e é responsavel pela finalizagdo da digestao e absorcéo
dos nutrientes provenientes dos alimentos. O duodeno é constituido por uma
porcao proximal descendente e uma distal ascendente, na qual abrem-se ductos
gue conduzem a bile e 0 suco pancreatico, secretados, respectivamente, pelo
figado e pancreas. O jejuno é o segmento mais longo e tem a forma de alcas

espiraladas ao longo do mesentério. Em sua porcéo final é observada uma
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pequena protuberancia denominada de diverticulo de Meckel, que demarca a
conexao que existiu com o saco vitelino. O ileo apresenta uma longa parte
ascendente e uma curta parte descendente que se comunica com o intestino
grosso. Anexo ao intestino delgado encontram-se o pancreas e o figado. O
pancreas das aves, similar ao de mamiferos, apresenta tanto funcéo autécrina,
liberando as enzimas digestivas, como enddcrina, liberando hormdnios como
insulina e glucagon. O figado é responséavel pela producéo da bile que age na
emulsificacao de lipidios e desempenha importante funcdo na metabolizacao de
nutrientes e producéo de fatores de coagulacdo sanguinea. O intestino grosso
compreende os cecos e colon. Os cecos sdo bolsas de paredes finas que
abrigam a microbiota anaerdbia responsavel pela fermentacdo. O colon tem
como funcéo a absorcéo de agua e eletrdlitos por movimentos antiperistalticos.
A cloaca é uma estrutura dilatada, em formato de bolsa, que é um receptaculo
comum do aparelho urogenital e reprodutor (BOLELI; MAIORKA; MACARI, 2002;
DIBNER; RICHARDS, 2004; DYCE; SACK; WENSING, 2010).

ﬂ:% CECOS -
. Y

] CLOA
OROFARING ESOFAGO 4™ e
: COLON /iy -
PAPO A\ J
a T
- DIVERTICULO DE MECKEL

PROVENTRICULO € -\<

MOELA 4—@ " |

Figura 1 — Esquema da anatomia do sistema digestério de aves. FONTE: Simon; Versteeg
(1989).

DUODENO
PANCREAS

2.2 HISTOLOGIA DO INTESTINO DELGADO DE AVES
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O intestino delgado é responsavel pela finalizacdo da digestdo dos
alimentos, absorcdo de nutrientes e secrecdo de hormonios, sendo

indispensavel para a manutencgédo das atividades metabdlicas dos seres vivos.

De acordo com suas funcbes e organizacdo € considerado um 6rgéo
evolutivamente conservado em vertebrados. Entretanto, ha grandes variagfes
estruturais nas camadas que o compdem e na organizacdo da mucosa. Por
exemplo, as pregas longitudinais caracteristicas de peixes adultos, anfibios e
répteis, sdo substituidas por vilosidades em aves e mamiferos, embora ambas
estejam relacionadas com a mesma funcgéo, que é o aumento da superficie de
absorcdo. Além das vilosidades, aves e mamiferos tém como caracteristica
comum a presenca dos mesmos tipos celulares epiteliais e das criptas. As aves,
entretanto, ndo apresentam uma distincdo histolégica entre o jejuno e o ileo
como observada em outros vertebrados (DAUCA et al., 1990; SMITH et al., 2000;
DIBNER; RICHARDS, 2004).

O intestino delgado de aves é formado por quatro camadas com estrutura
e funcdes distintas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (Fig. 2), que estéo

conectadas por tecido conjuntivo, elementos neurais e vasculares.

A mucosa € a camada mais interna e € estruturalmente e funcionalmente
mais complexa e importante. E composta por tecido epitelial de revestimento,
lamina propria e muscular da mucosa. A mucosa forma invaginacées,
denominadas de criptas (glandulas de Lieberkihn), que se aprofundam na
lamina prépria até a muscular da mucosa, e longas projecdes digitiformes,
denominadas de vilosidades. As vilosidades sao extremamente importantes para
a funcdo do intestino, uma vez que ampliam a sua superficie, aumentando a
absorcdo de 4gua, ions e nutrientes provenientes dos alimentos. O epitélio de
revestimento da mucosa é do tipo colunar simples e €& constituido pelos
enterocitos, que séo as células absortivas; pelas células caliciformes, secretoras
de muco; e pelas células enteroenddcrinas, que secretam horménios peptidicos
relacionados com a regulacao da digestéo. Na base das criptas séo encontradas
as células de defesa, conhecidas como células de Paneth, que regulam a
microbiota intestinal. A lamina prépria € constituida por tecido conjuntivo frouxo,

vasos sanguineos, noédulos linfaticos e matriz extracelular. A muscular da
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mucosa é responsavel pela movimentacdo ritmica das vilosidades, que é
importante para a absor¢ado dos nutrientes. A submucosa é composta por vasos
linfaticos, pelo plexo nervoso submucoso e por ramificacbes de elementos
vasculares. Os ndédulos linfaticos sdo abundantes no ileo e 0 seu conjunto &
denominado de placa de Peyer. Recobrindo as placas de Peyer estdo as células
M (microfold), que sdo enterdcitos especializados na captacdo de antigenos da
luz do intestino por endocitose e seu transporte para os macrofagos e linfécitos
T. A muscular propria € constituida por duas subcamadas de musculo liso: a
circular (interna) e a longitudinal (externa). Entre essas duas camadas ha o plexo
nervoso mioentérico que controla o peristaltismo. A serosa é o revestimento
externo do intestino delgado e é formada por um epitélio simples pavimentoso
(mesotélio) e tecido conjuntivo frouxo. A camada serosa forma uma barreira
natural contra a disseminacao de processos inflamatorios e malignos (SMITH et
al., 2000; RAO; WANG, 2010; BALBI; CIARLETTA, 2013).

A Submucosa
Muscular Muscular
da mucosa

Mucosa -~ :

Lamina
propria
Epitélio A

Serosa
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Serosa

Muscular

Submucosa

Muscular da
mucosa

Vilosidade

Figura 2 — A) Desenho esquematico representando as camadas do intestino delgado de aves.
Fonte: BALBI; CIARLETTA (2013); B) Fotomicroscopia eletrénica de varredura do intestino
delgado de aves representado suas camadas histolégicas. FONTE:
http://veterinandoufpa.com/anatomia

2.3 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO DO TRATO GASTROINTESTINAL
DE AVES

2.3.1 Origem embrioldgica do intestino

A origem embriolégica do trato gastrointestinal € semelhante entre aves e
mamiferos e tem inicio com a formacdo de invaginacdes da endoderme nas
extremidades anterior e posterior do embrido, denominadas, respectivamente,
de AIP (Portal intestinal anterior) e CIP (Portal intestinal caudal). Essas
invaginagdes se estendem em dire¢éo a linha mediana do embriéo e fundem-se.
Concomitantemente, ha o dobramento ventral da endoderme lateral, levando a
formacao do trato gastrointestinal circundado pelo mesoderme (Fig. 3). Esse
processo ocorre entre o segundo e terceiro dia de incubacdo (HIRAMATSU;

YASUGI, 2004). Na regiao do intestino primitivo, a endoderme dara origem ao
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epitélio da mucosa, enquanto que a mesoderme originara o mesénquima e o
musculo liso, dentre outros tipos celulares. O intestino primitivo da origem a
outros 6rgaos, como, por exemplo, o figado e pancreas. No sexto dia de
incubacédo, a alca duodenal e os cecos sao observados. Nesse periodo, o
intestino médio € aberto e encontra-se ligado ao vitelo via diverticulo de Meckel,
de maneira que as paredes do saco vitelino e do intestino sdo continuas. Ao
décimo quarto dia de incubacdo ocorre a introducdo do intestino na cavidade
abdominal e no décimo sétimo dia ocorre a abertura do diverticulo de Meckel e
tem inicio a incorporacgéo do saco vitelino na cavidade abdominal. Na ecloséo, o
intestino continua ligado ao saco vitelino por meio do pediculo vitelino e o seu
conteldo €é absorvido pela mucosa intestinal. Durante todo o periodo
embrionario imunoglobulinas, lipideos e vitaminas lipossolluveis do vitelo, que
suprem as necessidades caldricas e modulam a reposta imune do embrido séo
liberadas na corrente sanguinea via saco vitelino (BARBARA; VAN DEN BRINK;
ROBERTS, 2003; DIBNER; RICHARDS, 2004; VAN DEN BRINK, 2007; MCLIN;
HENNING; JAMRICH, 2009; TAVERNARI; MENDES, 2009; SPENCE; LAUF;
SHROYER, 2011; SPENCE et al., 2016).

CIP
CORACAO O
AlP
AlP——
B Endoderm B Endoderm
Figura 3 - Desenho ilustrando a formacdo do trato gastrointestinal. A- Formacdo de

invaginacdes da endoderme nas extremidades anterior e posterior do embrido, respectivamente,
denominadas de AIP (Portal intestinal anterior) e CIP (Portal intestinal caudal). A extremidade
ventral do embrido esta orientada para o exterior (regido tracejada). B - Apés o dobramento, a
extremidade ventral do embrido se volta para o interior (regido tracejada), aproximando o AIP do
CIP. As invaginacdes se fundirdo levando a formacéo do trato gastrointestinal circundado pela
mesoderme. Fonte: VAN DEN BRINK (2007)
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2.3.2 Aspectos morfolégicos do desenvolvimento do intestino delgado

Em galinhas, no terceiro dia de incubacao, o intestino delgado é dividido em
anterior, médio e grosso. Os primeiros eventos de diferenciacdo do intestino
delgado s&o observados no duodeno e, posteriormente, nas demais regides. Os
eventos ocorrem na forma de onda e estdo correlacionados temporalmente e
espacialmente com a diferenciacdo das camadas musculares. No quarto dia, o
duodeno é um tubo circular com um pequeno Iimen. A parede do duodeno é
constituida de uma camada externa de mesoételio (a serosa), uma camada
intermediaria  de mesénquima e uma camada interna de epitélio
pseudoestratificado (Fig.4A). Do quarto dia ao oitavo dia, o duodeno torna-se
eliptico e o limen é mais amplo. O nimero de células da camada epitelial
aumenta e 0 mesénquima passa a ter uma orientacao circunferencial. No oitavo
dia uma camada de musculo liso se diferencia a partir de células mesenquimais
e se dispde de maneira circular (Fig.4B). Nesse periodo, 0 mesénquima tem
orientagdo longitudinal e estad localizado em ambos os lados da camada
muscular circular. A submucosa é formada de células mesenquimais
organizadas de maneira compacta. No décimo primeiro dia, a mucosa €
revestida por epitélio colunar simples. No décimo terceiro dia, é formada uma
camada de mauasculo liso orientada longitudinalmente externa a camada
muscular circular (camada muscular). No décimo sexto dia é formada uma
camada muscular longitudinal interna a camada muscular circular (muscular da
mucosa). A associacdo das células mesenquimais na submucosa torna-se
frouxa. No décimo nono e vigésimo dia a submucosa tem aparéncia condensada.
Até o0 momento da eclosdo o crescimento e maturacao da mucosa intestinal
amplia a &rea de absorcdo em cerca de 5 vezes. As criptas sdo formadas a partir
da eclosao até 2 a 3 dias do nascimento e a maturidade funcional do intestino é
aumentada durante as primeiras semanas do nascimento (COULOMBRE e
COULOMBRE, 1958; HAYES, 1965; BURGESS, 1975; UNI et al., 2003; SHYER
et al., 2014).
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Figura 4- Desenhos esquematicos mostrando a morfologia do intestino delgado durante o
desenvolvimento embrionario de galinhas. A- 6 dias de incubacdo: o intestino delgado é
revestido internamente por um epitélio pseudoestratificado (ME) e externamente pela camada
serosa (S), entre essas hd uma camada intermediaria de mesénquima (M); B- 9 dias de
incubacdao: ocorre a diferenciagdo de uma camada de musculo liso de orientagéo circular (CM).
Em ambos os lados da CM h& mesénquima orientado longitudinalmente (M); C- 13 dias de
incubacdo: epitélio de revestimento interno do tipo colunar simples. Diferenciagdo de uma
camada de musculo liso longitudinal (MM) externa a CM. D- 18 dias de incubacéao: diferenciagdo
da camada muscular longitudinal (MM) interna a CM. Fonte: COULOMBRE; COULOMBRE
(1958).

2.3.3 Morfogénese das vilosidades intestinais

A morfogénese das vilosidades intestinais em vertebrados envolve
alteracbes morfolégicas drasticas que ainda ndo sado plenamente
compreendidas. Embora a morfogénese das vilosidades intestinais apresente
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estagios similares entre os vertebrados, os aspectos morfolégicos que levam a
sua formacdo sao distintos entre esses animais. Exemplo disso sao as
diferencas observadas entre camundongos e galinhas. Em camundongos, as
vilosidades sdo formadas diretamente de uma mucosa lisa e em galinhas séo
formadas a partir de projecbes da mucosa com arranjo zigue-zague (Fig. 5). Em
humanos, porcos e ratos o processo de formacéo das vilosidades é similar ao de
camundongos, o que demonstra que ha pelos menos dois modos de formagéo
dessas estruturas em vertebrados (WALTON et al., 2016 a, b).

A morfogénese das vilosidades intestinais em galinhas compreende trés
estagios: 1°) formacdo de projecdes (precursoras das vilosidades); 2°)
delineamento das vilosidades; 3°) crescimento das vilosidades (GREY, 1972).
Até o oitavo dia de incubac&o, a mucosa € lisa. No oitavo dia tem inicio o primeiro
estagio da morfogénese das vilosidades com a formacdo de projecbes da
mucosa ao longo do intestino delgado (precursoras das vilosidades).
O numero dessas projecfes aumenta progressivamente em um periodo de
24-36h. Do décimo terceiro ao décimo sétimo dia ocorre o segundo estagio com
as células epiteliais tornando-se mais altas e a mucosa apresentando muitas
proje¢cdes com tamanho uniforme, que sofrem um dobramento, estabelecendo
um zigue-zague irregular. O interior dessas projecdes é constituido de lamina
prépria condensada. No décimo sétimo dia as projecdes estdo longitudinalmente
maiores e apresentam a base mais ampla, passando a apresentar um padréo
zigue-zague regular, que constitui a estrutura basica para o desenvolvimento das
vilosidades. No décimo oitavo dia tem inicio o terceiro estagio com a formacao
das vilosidades propriamente ditas que sdo estruturas individuais, longas e
digitiformes. O interior das vilosidades € constituido de lamina prépria
condensada e vasos sanguineos. No vigésimo primeiro dia, as vilosidades séo
mais longas (COULOMBRE e COULOMBRE, 1958; HAYES, 1965; GREY, 1972;
SABATAKOU et al., 2003; WALTON et al., 2016 a, b).
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Figura 5- Esquema mostrando a diferenga entre a morfogénese das vilosidades intestinais em
camundongos (A) e galinhas (B). A- Em camundongos as vilosidades surgem diretamente da
mucosa lisa (E14.5 — E15.5). B- Em galinhas as vilosidades surgem a partir de projecfes da
mucosa com padrdo zigue-zague (E6-E17). E14.5 e E15.5 — estagios do desenvolvimento
embrionéario de camundongo. E6, E8, E15 e E17 — 6, 8, 15 e 17 dias de incubacdo de embribes
de galinhas, respectivamente. Fonte: WALTON (2016 b).

Camargo et al. (2016), estudando o papel da metaloproteinase de
membrana tipo 1 (MT1-MMP) no desenvolvimento do intestino delgado de
vertebrados durante o periodo embrionario e pds-natal, relataram, pela
primeira vez, a presenca de um cordao de células no interior da lamina prépria
das projecdes da mucosa, em embrides de galinhas com 16 dias de incubacéo,
o qual ndo foi observado em embriées de ratos. Devido ao fato das células
desse corddo se mostrarem morfologicamente semelhantes a do epitélio da

superficie da mucosa (Fig. 6), sugeriu-se que essas teriam origem desse
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tecido. Os autores observaram que as projecées da mucosa se bifurcavam e
sugeriram que esse processo teria papel significativo na formacgdo das
vilosidades.

B, >

= = B

20 pm

Figura 6- Fotomicrografia do duodeno de embries de galinhas com 16 dias de incubacéo.
Cordao de células (retdngulo) no interior da lamina propria e limen secundario (setas) L: Lumen
principal; ECS: Epitélio colunar simples. Fonte: CAMARGO et al. (2016)

A morfogénese das vilosidades intestinais em galinhas ndo pode ser
explicada por um Unico mecanismo e varios autores trouxeram contribuigfes ao

longo dos anos para esclarecer esse processo.

Coulombre e Coulombre (1958) sugeriram que a contragdo da camada
muscular circular causa a formacdo das projecfes da mucosa por forcar o
epitélio a dobrar, enfatizando o papel de fatores extrinsecos a camada epitelial
na morfogénese das vilosidades intestinais de galinhas.

Diferentemente, Burgess (1975) enfatizou o papel de fatores intrinsecos
da camada epitelial, sugerindo que a contracéo de microfilamentos tem papel na
morfogénese das vilosidades intestinais.

Estudos recentes usando modelos matematicos baseados nas
propriedades morfo-elasticas dos tecidos em desenvolvimento indicam que
propriedades geométricas e elasticas da mucosa tém forte influéncia na

formacado das projecdes, demonstrando que a emergéncia dessas estruturas é
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resultado de um crescimento volumétrico diferencial entre o epitélio da mucosa
e os tecidos subjacentes (BALBI E CIARLETTA, 2013; AMAR E JIA, 2013).

Mais recentemente, Shyer et al. (2014) revelaram que o surgimento das
projecfes da mucosa, o0 estabelecimento do padrdo zigue-zague e a formacéo
das vilosidades correlacionam com o desenvolvimento sequencial das camadas
de musculo liso e demonstraram que essas agem como barreira para a expansao
da endoderme e do mesénquima, comprimindo essas camadas
circunferencialmente para formar as projecdes, depois longitudinalmente para
gerar o padrdo zigue-zague e, por ultimo, longitudinalmente para formar as
vilosidades. Em camundongos, as camadas musculares se diferenciam mais
rapido, aproximadamente em 48h, e ndo ha a formacdo de uma camada
muscular longitudinal interna, o que pode explicar as diferengas no processo de
morfogénese das vilosidades entre esses animais.

Em relacdo ao processo de proliferacdo celular durante a morfogénese
das vilosidades intestinais em vertebrados, ha poucos relatos na literatura.

Em camundongos, alta taxa de proliferacdo € observada no epitélio
pseudoestratificado antes do inicio da formacéo das vilosidades. Quando o
epitélio pseudoestratificado é reorganizado em um epitélio colunar simples, e
tem inicio a formacdo das vilosidades, a proliferacdo aumenta nas células
epiteliais da base dessas estruturas. Mais tarde, a proliferacdo torna-se restrita
ao epitélio da regido entre as vilosidades e, posteriormente, as células das
criptas (GROSSE et al., 2011; SPENCE; LAUF; SHROYER, 2011; SPENCE et
al, 2016).

Ozaydin e Celik (2012) observaram proliferacéo no epitélio das projecdes
da mucosa, tecido conjuntivo, e nas camadas musculares em embrides de
galinhas com 11 dias de incubacdo. Com 20 e 21 dias de incubacdo a
proliferacéo diminuiu no tecido conjuntivo e musculo, mas foi mantida na maioria
das células epiteliais ao longo das vilosidades.

Mais recentemente, Shyer et al. (2014) observaram em cortes
transversais do intestino de embrides de galinhas células proliferando
uniformemente no epitélio e mesénquima no estagio de estabelecimento do

padréao zigue-zague.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Compreender o papel da bifurcacdo das projecdes da mucosa na morfogénese

das vilosidades intestinais no jejuno de embrides de galinhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar histologicamente o jejuno de embrides de galinhas para delimitar o

periodo de ocorréncia do processo de bifurcacédo das projecdes da mucosa,

e Padronizar a inje¢ao de BrdU in ovo;

e Descrever os aspectos morfolégicos do processo de bifurcacdo das
projecdes da mucosa;

e Avaliar a proliferacao celular durante o processo de bifurcacéo das projecoes
da mucosa através da marcacgéo de BrdU;

e Investigar a origem das células envolvidas no processo de bifurcacdo das

projecdes da mucosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Ovos fertilizados de galinhas, Gallus gallus domesticus (LINNAEUS
1758), de 10 dias de incubacéo foram obtidos de Matrizeiro Industrial 1d6neo,
situado na cidade de Carambei, PR. Apés higienizacdo com hipoclorito de sodio

comercial, os ovos foram mantidos em incubadora (IP 70 Premium Ecoldgica),

com temperatura constante de 37,8°C e umidade de 60%, com motor de viragem
ligado, no Laboratério de Biologia Celular e do Desenvolvimento, Bloco M, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), até o momento do sacrificio

dos animais.

Os experimentos foram realizados apés aprovacdo do Comité de
Etica Animal — CEUA — da Universidade Estadual de Ponta Grosa — Ponta
Grossa - PR (Protocolo CEUA/UEPG — 7491/2015).

4.2 ANALISE HISTOLOGICA DO JEJUNO DE EMBRIOES DE GALINHAS PARA
DELIMITAR O PERIODO DE OCORRENCIA DO PROCESSO DE
BIFURCAGAO DAS PROJECOES DA MUCOSA

4. 2.1 Estagios embrionarios

Baseando-se nos dados de Camargo et al. (2016), embrides nos
seguintes tempos do desenvolvimento foram analisados histologicamente:
Tempo 1: 12 dias de incubacao; Tempo 2: 13 dias de incubacéo; Tempo 3: 14
dias de incubacdo; Tempo 4: 15 dias de incubacao; Tempo 5: 16 dias de
incubacao; Tempo 6: 17 dias de incubagdo. Para cada tempo foram utilizados 3
animais. Os ovos foram abertos por meio da remoc¢ao da casca na regiao da

camara de ar e os embrides foram removidos. O sacrificio foi realizado através
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do deslocamento cranio-cervical e apés a morte os animais foram dissecados.
Fragmentos do jejuno foram coletados, lavados em 1XPBS (NaCl 137 mM; KCI
2,7 mM; NazHPOs 4,3 mM; KH2POs4 1,47 mM, pH 7,4), fixados em
paraformaldeido 2% por 48 horas e armazenados em alcool 70%, a temperatura

ambiente, até 0 momento do processamento histoldgico.

4.2.2 Processamento histologico

Fragmentos do jejuno foram desidratados em solucdes 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 um foram obtidos, corados com hematoxilina de Harris e
eosina (H.E.) e montados com laminula usando a resina Permount. As laminas
foram fotografadas em microscéopio Olympus DP72 e as imagens obtidas foram

analisadas.

4.3 PADRONIZACAO DA INJECAO DE 5 — BROMO - 2- DEOXIURIDINA
(BRDU) in ovo PARA AVALIAR A PROLIFERACAO CELULAR DURANTE O
PROCESSO DE BIFURCACAO DAS PROJECOES DA MUCOSA

O BrdU € uma pirimidina anéloga da timina que é incorporado ao DNA
durante a fase S do ciclo celular e revelado por anticorpos (anti-BrdU) pela
técnica de imunohistoquimica (MUSKHELISHVILLI et al, 2003). Diante das
vantagens de sua utilizacdo o BrdU foi escolhido como marcador de proliferacéo

celular nesse trabalho.

4.3.1 Via de injecao de BrdU
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Ovos de 13 dias de incubacao foram higienizados com hipoclorito de sodio
comercial e observados em ovoscoépio (lAmpada fria de LED) no fluxo laminar
(Veco VLFS 12), em condicbes estéreis. Todo material utilizado foi esterilizado
em autoclave ou estufa a seco. Um orificio foi feito na casca dos ovos com o
auxilio de uma agulha hipodérmica (Labor Import 25 X 0,80 mm/ 21 G x 1”) e
100 pl do corante vital azul de metileno 1%/1XPBS (esterilizado com filtro de 0,22
pm de diametro - Millipore) foi injetado utilizando uma agulha de insulina (Injex
13 x 0,45 mm) em diferentes locais: Via 1: alantoide; Via 2: @mnio; Via 3: cAmara
de ar; Via 4: vitelo; Via 5: corpo do embrido. Para cada via foram utilizados 3
animais. Apds injecdo, os ovos foram selados com parafilm e novamente
incubados até o momento do sacrificio. Os animais foram pesados antes do
sacrificio para se obter a média do peso corporal a fim de calcular a concentragao
de BrdU a ser injetada. Os animais foram sacrificados 5h apdés a injecéo do azul
de metileno e analises macroscopicas do corpo do embrido, anexos embrionarios

e intestino delgado foram realizadas para detectar a incorporagéao do corante.

4.3.2 Determinacdo da concentracdo minima de BrdU para a marcacao das

células em processo de proliferacéo

Embrides de 13 dias de incubacado foram injetados com diferentes

concentragdes de BrdU: Concentracéo 1: 6 mg/Kg do embrido; Concentragéo 2:

12 mg/Kg do embrido; Concentracédo 3: 24 mg/Kg do embrido; Concentracdo 4:

48 mg/Kg do embrido. Para cada concentracao foram utilizados 3 animais. Apos
higienizacao dos ovos e observagdo em ovoscopio (ver item 4.3.1), um orificio
foi feito na casca do ovo com o auxilio de agulha hipodérmica (Labor Import 25 X
0,80 mm/ 21 G x 1”) e 100 pl de BrdU (Sigma- Aldrich)/1XPBS estéril foram
injetados no corpo do embrido com o auxilio de uma agulha gengival estéril
(Septoject XL 27G 0,40 X 30 mm) acoplada a seringa de anestesia odontoldgica
do tipo carpule (Golgram 12,5 cm). ApoOs injecao, os ovos foram selados com
parafilm e novamente incubados até o momento do sacrificio. Os animais foram
sacrificados 5h apoés a injecdo de BrdU. Fragmentos de jejuno foram coletados,

processados para histologia convencional (ver item 4.2.2), substituindo as
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laminas comuns por silanizadas (Starfrost, Knittel), e os cortes foram
submetidos a imunohistoquimica (ver item 4.4.2). As laminas foram fotografadas

em microscopio Olympus DP72 e as imagens obtidas foram analisadas.

4.3.3 Sobrevivéncia e desenvolvimento dos embrides apoés injecdo de BrdU

Embrides de 13 dias de incubacado foram injetados (ver item 4.3.2) com
100 pl de BrdU/1XPBS estéril (48 mg/Kg do embrido). Os animais foram
sacrificados 1h, 3h, 17h e 24 h apds a injecdo. Para cada tempo de sacrificio
foram utilizados 3 animais. Fragmentos de jejuno foram coletados, processados
para histologia convencional (ver item 4.2.2), substituindo as laminas comuns por
silanizadas, e os cortes foram submetidos a imunohistoquimica (ver item 4.4.2).
As laminas foram fotografadas em microscopio Olympus DP72 e as imagens

obtidas foram analisadas.

4.4 DESCRIGAO MORFOLOGICA E AVALIACAO DA PROLIFERACAO
CELULAR (MARCACAO POR BRDU) DURANTE O PROCESSO DE
BIFURCACAO DAS PROJECOES DA MUCOSA

4.4.1 Injecao de BrdU in ovo

Embrides de 13 dias de incubacao foram injetados (ver item 4.3.2) com
100 pl de BrdU/1XPBS estéril (48 mg/Kg do embrido). Os embrides foram
sacrificados 2h, 8h, 16h, 24h, 32h, 40h, 48h, 56h e 64h apés a injecdo. Para cada
tempo de sacrificio foram utilizados 3 animais. Fragmentos de jejuno foram
coletados, processados para histologia convencional (ver item 4.2.2),

substituindo as laminas comuns por silanizadas.

4.4.2 Imunohistoquimica
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Previamente foram padronizadas a concentragdo do anticorpo
monoclonal (anti-BrdU) e a solugédo de bloqueio para ligagdes inespecificas. As
concentragdes do anticorpo avaliadas foram: a) 1: 250; b) 1: 500 e c) 1: 1000. As
solucdes de bloqueio avaliadas foram: a) 1TXPBS/BSA 3%; b) “Antibody Diluent,
Background Reducing” (DAKO); c) solugéo de bloqueio (Leica) e d) 1XPBS/ leite

molico 5%.

Os cortes de jejuno foram desparafinizados em xilol, reidratados em
solucdes alcoolicas decrescentes (100% a 70%) e imersos em HCI 1N, por 1
hora, a 40°C, para depurinacdo do DNA. Os cortes foram lavados em agua
destilada e tratados, por 3 vezes, com perdxido de hidrogénio 3%, por 10 minutos
cada, para inibir a atividade da peroxidase enddgena. Os cortes foram lavados
em agua corrente, por 3 vezes, por 10 minutos cada, e, em seguida, em 1XPBS.
O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito em 1XPBS/BSA 3%, por 1 hora, a
temperatura ambiente. Apdés o bloqueio, os cortes foram incubados com
anticorpo monoclonal (anti-BrdU- Millipore-Chemicon), na concentracdo de
1:500, preparados em solucdo 1XPBS/BSA 1%, por 16 horas, a 4°C. Os
cortes foram lavados em 1XPBS e incubados com o anticorpo secundario
usando o kit universal DAKO LSAB, por 30 minutos, a 37°C. Os cortes foram
lavados novamente em 1XPBS e a marcacéo foi revelada por meio de incubacéo
com um substrato da peroxidase, o 3,3 diaminobenzidina (DAB) 3% (Sigma-
Aldrick), preparado em 1XPBS/H,0, 1,25%/DMSO 1,25%, por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em agua destilada e contra-
corados com hematoxilina de Harris, por 1 minuto. Apds coloracdo, os cortes
foram desidratados em solucdes alcodlicas crescentes (70% a 100%), por 2
minutos cada, e montados com laminulas usando Permount. Em um dos cortes
para cada tempo analisado, e para cada animal, o anticorpo primario foi
substituido por 1XPBS/BSA 1% (controle negativo). Cortes de jejuno de rato
adulto injetado com BrdU (50 mg/kg do animal) foram submetidos a
imunohistoquimica juntamente com os de embrides de galinhas (controle
positivo). Os cortes foram fotografados em microscopio Olympus DP72 e as

imagens obtidas foram analisadas.
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4.5 ORIGEM DAS CELULAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE BIFURCACAO
DAS PROJECOES DA MUCOSA: MARCACAO DA MEMBRANA BASAL PELA
REACAO DE PAS (ACIDO PERIODICO DE SCHIFF)

A reacdo de PAS baseia-se na oxidacdo de radicais 1,2-glicol de
polissacarideos pelo acido periodico, gerando residuos de aldeido, os quais

podem ser revelados pelo reagente de Schiff.

Cortes de jejuno de embrides de 15 dias foram desparafinizados em xilol,
reidratados em solucgdes alcodlicas decrescentes (100% a 70%) e lavados em
agua corrente, por 10 minutos. Os cortes foram rapidamente lavados em agua
destilada, por duas vezes, e imersos em acido periédico 0,5%, por 5 minutos. Os
cortes foram lavados em agua destilada, por 3 vezes, e submetidos ao reativo de
Schiff, por 20 minutos. Os cortes passaram por 3 banhos de agua sulfurosa, por
2 minutos cada, e foram lavados em agua corrente, por 10 minutos. Os cortes
foram corados com hematoxilina de Harris, por 1 minuto, desidratados em
solugdes alcodlicas crescentes (70% a 100%), por cinco minutos cada, e
montados com laminula usando a resina Permount. Os cortes foram fotografados

em microscopio Olympus DP72 e as imagens obtidas foram analisadas.
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5 RESULTADOS

5.1 PERIODO DE OCORRENCIA DA BIFURCACAO DAS PROJECOES DA
MUCOSA

Andlises histologicas do jejuno de embrides de galinhas entre 0 12° e 17°
dia de incubacéo foram realizadas para delimitar o periodo em que ocorre a
bifurcacdo das projecbes da mucosa (precursoras das vilosidades). Essas
andlises permitiram estabelecer que o processo de bifurcacao das projecdes da
mucosa ocorre ao longo da extensao do jejuno entre 0 13° e 15° dia de incubacéo
e identificar os seus principais eventos (Figura 7): 12° dia de incubacédo: nao foi
observada bifurcacdo das projecées da mucosa (Figura 7a); 13° dia de
incubacédo: o processo de bifurcacéo foi observado nas projecdes da mucosa,
que estavam mais altas, pela presenca de corddes de células na lamina propria
e formacdo de lumen secundario no seu interior (Figura 7b); 14° dia de
incubacédo: limen secundario amplo foi observado (Figura 7c); 15° dia de
incubagédo: surgiram estruturas com morfologia semelhante a das vilosidades,
que foram denominadas no presente trabalho de pré-vilosidades. Neste tempo
também foram observadas novas projecbes da mucosa, entre as pré-
vilosidades, que foram denominadas no presente trabalho de projecdes tardias
(Figura 7d); 16° dia de incubagéo: as pré-vilosidades estavam individualizadas e
observou-se o crescimento das projecOes tardias (Figura 7e). 17° dia de
incubacdo: a morfologia das pré-vilosidades e projecdes tardias estava melhor
definida (Figura 7f).
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5.2 PADRONIZAGCAO DA INJECAO DE BRDU in ovo

Com o intuito de estabelecer a via para injecdo de BrdU, o corante vital
azul de metileno foi injetado no alantoide, &mnio, camara de ar, vitelo e corpo do
embrido de 13 dias de incubacdo. O corpo do embrido foi a Unica via que
apresentou incorporacdo do corante. Nessa etapa, o peso médio dos embribes
foi calculado como sendo 10,48 g. Esse valor foi utilizado para calcular a
concentracdo de BrdU a ser injetada nos embrides.

Embrides de 13 dias de incubacdo foram injetados com diferentes
concentracdes de BrdU (6, 12, 24, ou 48 mg/Kg do embrido) a fim de determinar
a dose minima para marcacao das células em processo de proliferagcdo no
jejuno. As concentracfes de 6, 12 e 24 mg/Kg do embrido resultaram em
marcacdo ausente ou fraca e nao uniforme nos embrides (Figura 8A). A
concentracdo de 48 mg/Kg do embrido foi a Unica que resultou em marcacgao
forte e uniforme (Figura 8B). Nessa etapa da padronizacgdo, a substituicdo da
agulha de insulina por agulha gengival acoplada a seringa de anestesia

odontoldgica do tipo carpule foi mais eficiente em alcancar o corpo do embriéo.
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Figura 8 - Cortes longitudinais do jejuno de embrides de galinhas injetados com diferentes
concentra¢des de BrdU no 13° dia de incubacdo e submetidos & imunohistoquimica (coloragéo
marrom). A- Auséncia de marcacao por BrdU nas células do epitélio e no interior da lamina prépria
(grupo de células) com injecédo de 6 mg/kg do embrido (setas). B- Células do epitélio da mucosa
marcadas por BrdU com a injecdo de 48 mg/kg do embrido (setas). L — lumen principal; LP —
Lamina propria.

Outro parametro avaliado na etapa de padronizacao foi a sobrevivéncia e
o desenvolvimento dos embrides de 13 dias de incubacao apods a injecao de BrdU
em diferentes tempos. A sobrevivéncia foi de 85%. As andlises histologicas do
jejuno apds o procedimento de injecdo mostraram que a morfologia da mucosa

era a mesma dos animais usados na etapa de delimitacdo da ocorréncia da

bifurcacéo das projecfes da mucosa (néo injetados) (Figura 9).
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Figura 9 — Cortes longitudinais do jejuno de embrides de galinhas com 14 dias de incubacéo
néo-injetados com BrdU (A) e injetados com BrdU (B). LP: lamina prépria

53 BIFURCACAO DAS PROJECOES DA MUCOSA: ASPECTOS
MORFOLOGICOS E AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR
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A descricdo morfologica e a avaliacao da proliferacéo celular (marcacéo
por BrdU) durante o processo de bifurcacdo das proje¢bes da mucosa sé&o
apresentadas na Figura 10. As figuras sado apresentadas na ordem em que
ocorrem as mudancas morfologicas correlacionadas a proliferacdo celular
durante o processo da bifurcacao das projecfes da mucosa.

O epitélio das projecdes da mucosa ao longo do jejuno estava em
processo de proliferacao celular (Figura 10a).

Grupos de células em processo de proliferacdo invadiram a lamina propria
(Figura 10b).

Os grupos de células em proliferacdo estavam maiores e se aprofundaram
na lamina prépria. Entretanto, o contato com o epitélio da mucosa foi mantido
(Figura 10c).

Os grupos de células passaram a apresentar uma forma alongada no
sentido vertical, em relagdo a camada epitelial da mucosa, formando um cordao
de células (Figura 10d).

As células do corddo perderam o contato entre elas (rompimento de
adeséo celular), dando origem a um espaco denominado de l[imen secundario.
Essas mantiveram a proliferacdo e se organizaram em uma camada Unica que
delimitava o limen secundario até préximo da camada epitelial da mucosa
(Figura 10e).

A camada celular que revestia o limen secundério fundiu-se com o
epitélio da mucosa e o lumen secundario passou a ter comunicacao com o limen
principal, dando origem a estruturas com morfologia semelhante a das
vilosidades — pré-vilosidades. A camada celular que revestia o lamen secundario
passou a formar o epitélio das pré-vilosidades (Figura 10f).

Entre as pré-vilosidades apareceram novas proje¢cdes da mucosa —
projecdes tardias (Figura 10g9).

Células em processo de degeneracgdo, apos a fusdo do lumen secundario
com o lumen principal, foram observadas se desprendendo da regido apical das

pré-vilosidades (Figura 10h).
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Figura 10 - Cortes longitudinais do jejuno de embribes de galinhas injetados com BrdU (48
mg/Kg do embridao) no 13° dia de incubacao e sacrificados em diferentes tempos, submetidos a
imunohistoquimica (coloracdo marrom). a e b — 16h apés a injecéo; f e h — 32h apés a injecéo;
¢ —40h apods a injecdo; d e e — 48h apls a injecdo; g- 64h apds a injecdo. a) células do epitélio
da mucosa estavam proliferando. b) grupos de células proliferando no interior da lamina propria
(setas). ¢) aumento do tamanho e aprofundamento dos grupos de células em proliferacdo na
lamina propria (setas). d) cordao de células no interior da lamina prépria (#). €) limen secundario
(LS) é visualizado no corddo de células. f) pré-vilosidades (retangulo). g) projecdes tardias
(circulo). h) células em processo de degeneracao se desprendendo da regido apical das pré-
vilosidades (seta). L - Lamen principal; LP —Lamina prépria
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5.4 A ORIGEM EPITELIAL DAS CELULAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE
BIFURCACAO DAS PROJECOES DA MUCOSA

As células que formam o corddo no interior da lamina préopria apresentam

membrana basal revelada pela reagéo de PAS (Figura 11).

Figura 11 — Corte longitudinal do jejuno de embrido de galinhas de 15 dias de incubacédo
submetido a reacao de PAS (cor purpura). Membrana basal (tracejado) das células que formam
corddes no interior da lamina prépria (asteriscos). L - Lumen principal; LP —Lamina propria; LS
- Ldmen secundério.
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6 DISCUSSAO

6.1 PADRONIZACAO DA INJECAO DE BRDU in ovo

Para avaliar a proliferagéo celular no jejuno de embrides de galinhas
durante o processo de bifurcacdo das proje¢des da mucosa, a injecao de BrdU
in ovo foi padronizada no Laboratorio de Biologia Celular e do Desenvolvimento
da Universidade Estadual de Ponta Grossa. A padronizacdo foi necessaria
porque a literatura apresentava distintas vias, concentragdo de BrdU e
equipamentos (agulhas e seringas) para o procedimento de injecdo (BLOOM;
HSU, 1975; MYAT et al., 1996; HENRIQUE et al., 1997; FARACO et al., 2001;
STRIEDTER; KEEFER et al, 2000; JOCHEMSEN; JEURISSEN, 2002;
LINCOLN et al., 2004; ISHIMARU et al., 2008; KOSZINOWSKI et al., 2015).

Os resultados da padronizacdo permitiram estabelecer como via de
injecdo o corpo do embrido, a concentragdo minima de 48 mg de BrdU/Kg do
embrido e o uso de seringa de anestesia odontoldgica do tipo carpule com agulha
gengival. A padronizagéo da inje¢éo de BrdU foi importante porque possibilita a
realizacdo de estudos em nosso laboratério que envolvam analises de
proliferacdo e/ou migracdo celular em embrides de galinhas a partir do 13° dia de
incubacao, e também em estagios anteriores nos quais o corpo do animal possa
ser alcancado com o sistema de injecdo sem que haja destruicdo dos anexos
embrionarios e/ou tecidos e 6rgaos.

Outro parametro avaliado na etapa de padronizacao foi a sobrevivéncia e
o desenvolvimento dos embrides apés a injecdo de BrdU. Os resultados
permitiram concluir que o procedimento de inje¢cdo ndo compromete a viabilidade

da maioria dos embrides e o desenvolvimento.

6.2 FORMAGAO DAS PRE-VILOSIDADES NO JEJUNO DE EMBRIOES DE
GALINHAS A PARTIR DA BIFURCAGCAO DAS PROJEGCOES DA MUCOSA
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As analises histolégicas permitiram estabelecer que o processo de
bifurcacdo das proje¢cdes da mucosa no jejuno de embrides de galinhas ocorre
entre 0 13° e 15° dia de incubacgao. Esses resultados diferem dos de Camargo
et al. (2016), que observaram bifurcacéo das projecfes da mucosa no 16° dia de
incubacdo. Essas diferencas cronoldgicas na morfogénese das vilosidades
intestinais em galinhas podem ser explicadas por variagdes na temperatura do
embrido, mesmo quando incubados em condi¢des controladas. As variagdes s&o
causadas pela producéo de calor por meio do metabolismo do animal, que varia
entre espécimes, bem como sua dissipacdo, que depende da condutancia
térmica da casca do ovo e do ar circundante (FRENCH, 1997). A variacdo na
temperatura do embrido pode levar a diferengas no desenvolvimento de até dois
dias para mais ou menos (ROMANOFF; SMITH; SULLIVAN, 1938 apud
DEEMING; FERGUSON, 1991), e pode ser um dos fatores responsavel pelas
diferengas cronolégicas observadas em relagdo a ocorréncia da bifurcacdo das
projecdes da mucosa entre os trabalhos.

As anadlises histologicas permitiram também definir a sequéncia de
mudancas morfolégicas que leva a bifurcacdo das projecdes da mucosa: a)
surgimento, crescimento e aprofundamento de um grupo de células no interior
da lamina propria; b) Reorganizacao do grupo de células na forma de cordao; c)
Perda de adesdo celular entre células do corddo, originando um Iimen
secundario; d) Fusdo da camada celular que revestia o limen secundario com
epitélio da mucosa e comunicagdo do liumen secundario com o limen principal,
originando as pré-vilosidades. O epitélio das pré-vilosidades é formado pela
camada celular que revestia o lumen secundario. Apds a fusdo do lumen
secundario com o lumen principal, células em processo de degeneracdo séo
observadas na superficie apical das pré-vilosidades. E possivel sugerir que
essas células sejam do epitélio da mucosa e estejam sofrendo morte celular
programada, que pode ser um evento da finalizagcdo do processo de bifurcacéo.

A avaliacdo da proliferacdo celular por incorporacdo de BrdU nos
embrides mostrou que o epitélio da mucosa e das células envolvidas no processo
de bifurcacdo estavam proliferando. Esses dados permitem sugerir que as
células envolvidas no processo de bifurcacdo se originaram do epitélio da
mucosa e mantiveram o estado proliferativo, levando a formacdo das pré-

vilosidades.
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A reacdo de PAS revelou a presenca de membrana basal nas células
envolvidas no processo de bifurcacéo. Esses resultados reforcam a ideia de que
essas ceélulas se originaram do epitélio da mucosa.

Os eventos iniciais do processo de bifurcacao das projecfes da mucosa
jejunal em embrides de galinhas descritos no presente trabalho apresentam
similaridades com a morfogénese das glandulas exocrinas. Na morfogénese das
glandulas exocrinas, células epiteliais proliferam e ddo origem a um broto
epitelial que penetra no tecido conjuntivo subjacente e origina uma coluna de
células. A membrana basal expande e circunda a coluna de células, que se
reorganiza de maneira que sua porc¢ao ligada ao epitélio forma o ducto excretor
e a sua porcao final a estrutura secretora da glandula exdcrina (WANG; LAURIE,
2004; TUCKER, 2007).

Embora diversos trabalhos sobre a morfogénese das vilosidades
intestinais em embribes de galinhas tenham sido realizados, o enfoque € nos
mecanismos envolvidos na formacdo das proje¢cbes da mucosa, no seu
dobramento e estabelecimento do padrédo zigue-zague, ndo enfatizando o que
ocorre no interior das projecdes. Nos trabalhos é descrito que até o 8° dia do
desenvolvimento embrionério de galinhas a mucosa intestinal € lisa. No 8° dia
surgem projecdes da mucosa ao longo do intestino delgado (precursoras das
vilosidades). A partir do 13° dia essas projecfes sofrem dobramento e
estabelecem um padrdo zigue-zague, que é a base para a formacdo das
vilosidades (COULOMBRE e COULOMBRE, 1958; HAYES, 1965; GREY, 1972,
SABATAKOU et al., 2003; WALTON et al., 2016 a, b).

Nossos resultados demonstram, pela primeira vez, que estruturas
individualizadas com morfologia semelhantes a das vilosidades, denominadas
no presente trabalho de pré-vilosidades, sdo formadas a partir da bifurcacéo das
projecdes da mucosa entre 0 13° e 0 15° dia de incubag&o. As pré-vilosidades
dardo origem as vilosidades propriamente ditas, as quais passardo por
alteracdes morfofuncionais nos estagios finais do desenvolvimento embrionario
e logo apds a eclosdo (UNI et al., 2000; GEYRA; UNI; SKLAN, 2001; NOY;
SKLAN, 2001; UNI et al., 2003).

Em humanos, porcos, ratos e camundongos, o surgimento das vilosidades

intestinais ndo envolve a formacao de projecdes da mucosa, como ocorre em
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galinhas. Nesses animais, as vilosidades emergem diretamente da mucosa lisa
(WALTON, 2016 a, b). Os distintos modos de formacdo das vilosidades entre
esses animais podem estar relacionados a diferengas no crescimento e
maturacdo dessas estruturas. Evidéncias disso vém de estudos comparativos
da morfometria das vilosidades intestinais entre galinhas e ratos durante o
desenvolvimento embrionario e pés-natal (ARAUJO et al., 2014). Os autores
propuseram que a morfogénese das vilosidades em galinhas ocorre em estagio
do desenvolvimento embrionario anterior ao de ratos, uma vez que vilosidades
com morfologia digitiforme, medindo até 150 pum, estavam presentes em
embrides de galinhas de 17 dias de incubacdo e ausentes em ratos no mesmo
estagio do desenvolvimento. Esses estudos revelaram ainda que no dia da
eclosdo, os pintinhos apresentavam aproximadamente 87% das vilosidades
maiores que 250 um, enquanto filhotes de ratos no dia do nascimento
apresentavam apenas 7% das vilosidades intestinais maiores que 250 pm.
Dentro desse contexto, sugere-se que a bifurcacdo das projecdes da mucosa
possa ser um mecanismo gue acelera a formacao das vilosidades em galinhas
e, consequentemente, 0 seu processo de crescimento e maturacdo. Essas
diferencas entre galinhas e ratos podem ser reflexo da mudanca na dieta apés o
nascimento. Nos primeiros dias apés a eclosao, o intestino delgado de galinhas
é afetado funcionalmente pela mudanca no tipo de alimento ingerido, que deixa
de ser liquido e rico em lipidios (vitelo) e passa a ser sélido e composto
basicamente por carboidratos e proteinas (LILJA, 1983; NOY; SKLAN, 2001).
Por outro lado, em ratos, a mudanca de uma dieta liquida rica em gordura (leite)
para uma dieta solida rica em carboidratos € gradual e ocorre do 14° dia de vida
pos-natal até préximo do dia do desmame, no 21° dia de vida pdOs-natal
(BUDDINGTON, 1994; HENNING, 1981).

As analises morfologicas também evidenciaram a formacdo de novas
projecdes da mucosa entre as pré-vilosidades, que foram denominadas no
presente trabalho de projecdes tardias. Segundo Grey (1975), esse tipo de
projecéo representa um segundo modo de formacao das vilosidades intestinais
em embrides de galinhas.

Embora tenha sido sugerido nesse estudo que as células envolvidas no
processo de bifurcacdo tém origem no epitélio de revestimento da mucosa,

outros estudos sdo necessarios para comprovar a sua origem. Uma possivel
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molécula alvo a ser investigada é a laminina, um componente da lamina basal
das células epiteliais. Outra perspectiva do trabalho é investigar os aspectos
moleculares envolvidos no processo de bifurcacdo. Tem sido proposto que a via
de sinalizacdo hedgehog esta relacionada com a formacao das vilosidades em
diversos modelos de estudo (FUKUDA E YASUGI, 2002; MADISON et al., 2005;
MCLIN; HENNING; JAMRICH, 2009; KOLTERUD et al., 2009) e a investigacao
dessa via durante a bifurcacdo poderia contribuir para a compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos nesse processo. Proteinas relacionadas a
remodelacdo da membrana basal, como TIMP1 e MMP3, também podem ser
possiveis alvos de estudo, uma vez que essas sao importantes para 0s eventos

iniciais da morfogénese das glandulas exdcrinas (WANG; LAURIN, 2004).
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7 CONCLUSAO

A padronizagéo da inje¢do de BrdU in ovo para embrides no 13° dia de
incubacdo foi estabelecida no Laboratorio de Biologia Celular e do
Desenvolvimento da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

A bifurcagéo das projecdes da mucosa do jejuno de galinhas ocorre entre
0 13° e 15° dia de incubacao.

A bifurcacdo envolve mudancas morfolégicas no epitélio e [amina prépria
gue culminam com a formacéo das preé-vilosidades.

As mudancas morfolégicas da bifurcacdo estdo correlacionadas a
proliferacdo do epitélio da mucosa e das células que originam as preé-
vilosidades.

A origem epitelial das células que formam as pré-vilosidades foi revelada

pela presenca da membrana basal.
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