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RESUMO

Neste trabalho foram realizados estudos do
desenvolvimento embrionario do estdmago (proventriculo e moela)
de (Gallus gallus domesticus), em microscopia de luz e
microscopia eletrdnica de transmissio.

Na microscopia de 1luz, wutilizando historesinsa,
foram incluidos embriSes para determinar a formac¢do inicial do
estdmago, Qque ocorreu com aproximadamente 3 dias de incubacido,
e também as camadas basicas do o6rgio, que foram caracterizadas
gquanto a presenca, de mucosa, submucosa, muscular e serosa,
durante o desenvolvimento embrionario. 0o epitélio de
revestimento do estémago, no quinto dia de desenvolvimento,
apresentou-se estratificado. Jad em relacdo as glandulas da
mucosa da moela de Gallus gallus domesticus, as mesmas foram
detectadas apenas no décimo oitavo dia de incubacio.

A microscopia eletrdnica de transmissdoc, utilizando
técnica de rotina, revelou células do sistema gastro-entero-
pancreitico. Os tipos celulares endécrinas foram classificados
como do tipo "fechado". As células endocrinas, foram detectadas
apenas no proventriculo, n#8o sendo encontradas na moela de

Gallus gallus domesticus.



1. INTRODUCAXO

Entre os vertebrados existem numerosas variacdes
quanto a forma do estdmago e ao tipo de revestimento epitelial.
Com relacdo as proporc¢des gerais, ha notdveis variacdes mesmo
nos animais gque possuem um tipo simples de estdmago.
Topograficamente, a extremidade proximal do estdédmago, mais
proxima do es6fago e do corag8o é denominada regifo cardiaca, e
a parte mediana expandida, fundo; a alca distal, regido
pilérica (ROMER & PARSONS, 1985). Os peixes telebdsteos, por
exemplo, muitas vezes desenvolvenm uma regido findica
acentuadamente em forma de "V"; algumas vezes com um saco de
fundo cego que se prolonga a partir do apice do "V". Por outro
lado, ja em variedades de peixes, anfibios de corpos alongados,
lagartos e cobras, apresentam estOomagos retos e tubulares.

Ampliar o conhecimento cientifico de o6érg8os do

sistema digestivo é de extrema importancia para a compreensdo



do processo evolutivo nos vertebrados. A presenca de tipos
celulares, como as células argentafins e oxintopépticas em
estomago, foram identificadas principalmente no antro pilérico
é na valvula pildérica, no jacaré, Caimam crocodilus yacare
(JIN, 1988; RODRIGUES et alii, 1988). Embora os tipos celulares
oxintopépticos aproximem seu estémago do das aves, o
aparecimento de uma regido pilérica e com gliandulas mucosas
perfeitamente individualizadas, precedendo o duodeno, aproxima
o réptil de animais carnivoros onivoros com alto teor de HC1
estomacal.

De acordo com ROMER & PARSONS (1985) e BANKS
(1992), o estdémago é um Orgdo que possui paredes musculares
fortes, capazes de imprimir contra¢des repetidas e localizadas
que comprimem e homogenizam o alimento preparando-o para o
tratamento intestinal. Normalmente este tecido muscular acha-se
distribuido de modo mais ou menos uniforme; todavia, nos
crocodilianos e nas aves, concentra-se num compartimento
muscular distal, a moela, em contraste com a regido proximal do
estdomago, o proventriculo. O proventriculo das aves é& notavel
pelo arranjo das glandulas findicas numa série de bolsas, dando
aparéncia de glédndulas compostas. Nas aves comedoras de grios,
pequenas pedras sdo engolidas e alojadas na moela auxiliando
esta camara de paredes asperas na sua funcdo de triturar os
alimentos, substituindo a perda de dentes (e, com isto, mantém
0 peso do Orgdo triturador mais prdximo do centro de gravidade,

condigcdo importante para um animal capaz de voar).
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Primitivamente 08 processos quimicos que constituem
a digestdo ocorriam no intestino (ROMER & PARSONS, 1985). Nos
animais considerados em posicdo mais elevada na escala
zoolégica, ainda é assim, cabendo também ao intestino a etapa
final da digestdo: absor¢do de nutrientes a serem utilizados
pelo organismo. Com a organizacd3o do pancreas & partir dos
anfibios, esta evagina¢8o glandular se tornou o local de
producdo dessas enzimas que s8o vertidas na regido cranial do
intestino. Nos vertebrados superiores originam-se glandulas
responsdveis pela produ¢8o do suco entérico ainda rico em
enzimas. Contudo a funcdo principal do epitélio intestinal é a
absorcdo dos produtos finais da digestdo. Para que ocorra
absorcdo suficiente houve a necessidade de se aumentar a &rea
do epitélio intestinal. A evolucf#o proveu varias estratégias
evolutivas para cada tipo de vertebrado (WAKE, 1979; ORR, 1982;
ROMER & PARSONS, 1985): presenca de pregas macroscoépicas da
mucosa, encontradas em todos vertebrados, presenca de
vilosidades, microvilosidades nas células absortivas, dobras
maiores, como a dobras de Kerkring nos mamiferos, presenca de
cecos, presenca de valvula espiral nos intestinos curtos,
aumento de comprimento total do intestino que j& aparece nos
teledésteos e tetrapodes.

Atualmente os embrides de galinha sio utilizados em
medicina, para estudos com virus e cancer, além dos trabalhos
descritivos na embriologia experimental. Sendo Aristételes o

"descobridor” do embrido de galinha, o modelo biolégico foi



considerado ideal para as descric¢des em termos de comprimento e
tempo de incubagido.

Para os pesquisadores em geral é 6bvia a
deficiéncia de uma classificac8o baseada na idade cronolédgica e
ha enormes variac8es no estabelecimento e no tempo de
incubac3o, sendo muitos os fatores responsaveis por estas
deficiéncias (entre cronologia e estrutura de idade). Entre
estas deficiéncias estd3o as diferencas genéticas na taxa de
desenvolvimento das variadas racas, diferencas sazonais na
viabilidade e vigor de embrides, varia¢gles no estédgio do
desenvolvimento quando a incubacdo €é iniciada, diferencas no
"frescor” dos ovos, o lapso do tempo entre postura e incubacido,
diferencas na temperatura do ovo gquando colocado na incubadora,
tamanho dos ovos, diferencas no tamanho do embrido durante a
incubacdo, tipo e proporcdo da incubadora. A questdo da
temperatura é importante, onde o ideal é 37,59C; uma
temperatura mais elevada como de 39,49C pode acelerar o
desenvolvimento, dando "saltos" em termos de dias. Na maioria
dos trabalhos os estagios dos embrides de galinha s&o baseados
nas caracteristicas morfoldgicas externas (HAMBURGER &
HAMILTON, 1992).

De acordo com PEREZ~-TOMAS et alii (1989), as
células endbécrinas podem ser classificadas de acordo com a
presen¢ca ou auséncia de processos citoplasmaticos: tipo aberto
(processo citoplasmatico apical), e tipo fechado (auséncia de
processo citoplasmatico apical, podendo também apresentar

processos citoplasmaticos laterais).



VITTORIA et alii (1992) estudaram a
imunorreatividade para VIP (peptidio intestinal vasoativo), em
nervo do trato gastrointestinal de patos domésticos durante o
desenvolvimento embriondrio. Os resultados indicaram que O
intervalo de tempo (13 a 17 dias) de incubacd@o parece critico
para o desenvolvimento de neurdnios gastrointestinais contendo
VIP. 0s fatores moleculares reguladores do surgimento de
fenétipos neuronais sfdo provavelmente sintetizados precocemente
na moela de aves em desenvolvimento, tendo o VIP importante
papel na regulacdo no inicio e sincronismo de movimentos
peristalticos e anti-peristalticos.

DIAZ DE RADA et alii (1992) analisaram a
identificacdo geral de células enddécrinas no estémago do
lagarto Podarcis hispanica por suas respostas as técnicas de
Grimelius e Masson-Fontana. Onze tipos celulares imunorreativos
positivos para cromogranina, serotonina, caeruleina, gastrina,
colecistoquinina (CAER/G/CCK), peptideos tipo glucagon (GLP-1),
glucagon, bombesina, somatostatina, polipeptideo pancreatico
(pPP), peptideo tirosina-tirosina (PYY), neurotensina e
calcitonina (CGRP) foram detectados por métodos
imunohistoquimicos. A coexisténcia de glucagon com GLP-1 e PP
com PYY foram observados em algumas células. Imunorreatividade
para membros familiares de gastrina e PP foram também
encontradas coexistindo em poucas células. Foram também
encontradas na camada muscular, o peptideo intestinal vasoativo

(VIP) e a substdncia imunorreativa P de fribras nervosas.
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OTANI et alii (1993) estudaram o desenvolvimento do
estémago em embriles humanos, na ultra-estrutura, microscopia
de luz e varredura. O tempo preciso do surgimento de estruturas
caracteristicas diferenciadas foi examinado na microscopia
eletrébnica de transmissdo. A primeira fossa gastrica, com
células epiteliais arranjadas radialmente ao pé da membrana
basal salientando no mesénquima, foi observada na menor
curvatura do estagio 22 (3,5 dias). Histoquimicamente
glicogénio ou outros carboidratos foram demonstrados no
citoplasma do epitélio gastrico, por toda parte dos estéagios
examinados. Estes carboidratos estavam localizados
essencialmente em espagos tipo vacitolo, na parte basal das
células epiteliais. Nenhuma outra camada do estémago
embrionario tinha carboidratos detectaveis. 0s dados sugerem
que os carboidratos no epitélio gastrico, durante o
desenvolvimento inicial, ndo estdo diretamente relacionados na
atividade secretora de mucinas do epitélio. Contudo podem
servir como fonte energética para células em crescimento e
diferenciacdo do epitélio e/ou para interacdOes mesénquima =
epitélio.

KATAOKA et alii (1986) examinaram em microscopia
eletrdnica de transmissdo, a mucosa gastrica de camundongo com
especial referéncia na distribuicdo de formas imaturas de
células principais e parietais. As células principais imaturas
estavam ocasionalmente presentes tanto nas regides superior e
de transic@o entre o istmo e o colo da glandula gastrica,

embora sua localizacdo principal tenha sido na parte superior



da base. As células parietais imaturas foram encontradas na
parte mais baixa do istmo e por toda parte do colo glandular.
Células no mesmo estagio de maturac8o estavam freqiientemente
presentes lado a lado. Algumas células no colo glandular
mostraram caracteristicas morfoldégicas de células imaturas
parietais, também contendo grédnulos mucosos parecidos com
aqueles nas células mucosas do colo glandular (célula
intermediaria). Os resultados sugerem que: 1) a célula
principal pode ser formada pela diferenciacdo direta de células
tronco (stem cell) no istmo bem como pela possivel maturacio de
células mucosas do colo e divisSes mitéticas de células
principais imaturas; 2) uma célula parietal pode ser formada na
parte mais baixa do istmo e em toda parte do colo glandular
pela direta diferenciac3io de "stem cell" ou por divis3o
mitética da célula ja determinada para ser uma célula parietal,
bem como a maturacdo de célula intermedidria.

0 material foi colhido segundo a descricdo de
HAMBURGER & HAMILTON (1992), os autores determinaram o estagio
1 aos 42 minutos de desenvolvimento, observando neste periodo a
tormacdo da pré-estria; enquanto o dltimo estigio é o de nimero
46, aos 21 dias de desenvolvimento, ou seja, periodo da

eclosdo.



1.1l.Estagios do Desenvolvimento,

Segundo a Descricao de
HAMBURGER E HAMILTON C(LO92)
A classificaciao dos diferentes estagios do
desenvolvimento embrionario, baseada nas caracteristicas

externas, permitiram a definic8o dos seguintes estagios, que

foram analisados histologicamente:

1.1.1.Estégio: 19-20-21

Aproximadamente 3 dias;

Inicio da formacdo do amnio;

Flex3o cranial e cervical mais pronunciadas;

Inicio da formagdo do intestino posterior, com
dobra da cauda;

Desaparece a linha primitivag

Formac3o dos arcos adrticos,

Amnio cobre metade anterior do embrido

Inicio da formacdo dos rudimentos de asa e de pata;

FormagOes mais iniciais das narinas;

Formacdo inicial do alantdide;

PESO *t 0,02g

Somitos variando de 30 a 40 pares



1.1.2.Estagio: 22-23-24

Aproximadamente 4 dias;

Embrido fica ligado ao saco vitelino pelo pedinculo
vitelino, como resultado da rotacdo do corpo e "fechamento" dos
intestinos posterior e anterior;

Inicio da formacdo da lingua;

Completa-se a formacao do amnio, e fica
estabelecida a bolsa amnidtica;

PESO * 0,05¢g.

1.1.3.Estagio: 26-27

Aproximadamente 5 dias;

Inicio da formacdo dos Orgdos reprodutores e
diferenciacdo do sexo;

Area vasculosa ocupa 2/2 superiores da gema;

Alantbéide torna-se funcional;

Inicio da substituicdo de cartilagem por ossos;

Membros considerados alongados. Contorno do digital
em placa cilindrica, indicacdo de uma fraca rachadura entre o
segundo e o terceiro digital;

Arcos branquiais e apresenta-se fe) processo
mandibular alongando-se ventralmente;

PESO *0,l4g
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1.1.4.Estagio: 29-30

Aproximadamente 6 dias;

Inicio da formag¢3o de bico, com definicdo da maxila
superior e mandibula;

Inicio de movimentos voluntirios;

Membros, curvatura da asa em "cotovelo", e os trés
maiores segmentos da asa e perna s8o claramente demarcados;

O processo mandibular aproxima-se do bico;

PESO * 0,30g.

l.1.5.Estéagio: 31-32

Aproximadamente 7 dias;

Todos digitais e 4 dedos do pé visivelmente
alongados; tecidos entre digitais e dedos. Diferenca no tamanho
dos digitais individuais e dos dedos do pé, sdo visiveis:

Inicio da formacdo das penas. Estabelecimento do
"diamante” na porcdo superior do bico;

PESO * 1,15g.

1.1.6.Estagio: 36-37

Aproximadamente 10 dias;

A partir deste estdagio inicia-se somente a coleta
do estdmago;

Endurecimento do bico;
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O0s botd3es de formacdo de penas muito mais numerosos
do que os estagios anteriores.
O segmento distal de ambas as asas e pernas
proporcionalmente mais longas;

PESO * 2,30g.

1.1.7.Estagio: 38-39

Aproximadamente 13 dias;

Aparecimento de escamas e unhas nas patas;
Mandibula e maxila cornificando;

A plumagem mais defina;

PESO * 7,30g.

1.1.8.Egtagio: 41
Aproximadamente 15 dias;
Albume quase totalmente consumido;

Bico com aproximadamente 4,5mm;

PESO t 16,0g.

1.1.9.Estagio: 44
Aproximadamente 18 dias;
Reducd@o do liquido amnidtico;

Saco vitelino entra gradativamente no corpo do

embrido (na cloaca);
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Bico aproximadamente 5,7mm;

PESO * 22,0g.

1.1.10.Estagio: 45

Aproximadamente 19-20 dias;

Bico rompe membrana da camara de ar. Pulmdes
comecam a funcionar;:

Embrido ocupa praticamente todo espag¢o disponivel
do ovo;

Saco vitelino incorporado ao corpo;

PESO * 30,5g.

No presente estudo serdo descritos os tipos
celulares do revestimento estomacal (proventriculo e moela) em
microscopia de luz e microscopia eletrdnica de transmisséo
(MET), durante o desenvolvimento embrionario de galinha. Dessa
forma pretendemos também, contribuir para um maior conhecimento
biolégico da espécie em questdo, principalmente quanto as
células do sistema gastro-entero-pancreatico (FUJITA &

KOBAYASHI, 1973; PEREZ-TOMAS et alii, 1989).
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2 . 0O0BIJETIVOS

2.1.Descrever o desenvolvimento embrionario do
estdmago (proventriculo e moela) dos estidgios iniciais de sua
formacdo até a eclosdo;

2.2.Caracterizar as camadas basicas do o6rgédo
durante o desenvolvimento;

2.3.Analisar as modificag8es celulares do estdmago
(epitélio de revestimento e glandulas);

2.4.Caracterizar os tipos celulares endécrinos em

vltra-estrutura, sistema gastro-entero-pancreatico/GEP).
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3.MATERIAIL E METODOS

Para o estudo em gquestido foram utilizados
aproximadamente 60 (sessenta) ovos galados, adquiridos na
granja da Universidade Federal de Uberlandia.

Os ovos foram chocados em chocadeira, no
laboratério de Embriologia, no Setor de Histologia e
Embriologia (DEMOR). A temperatura da chocadeira foi em média
de 37,592C, conservando sempre uma quantidade razoavel de éagua
na chocadeira, e os ovos foram virados de 24 em 24 horas.

As aberturas dos ovos tiveram inicio a partir do
primeiro dia de incubag¢do. Obedecendo o intervalo de 24 horas,
os embri8es coletados foram medidos e classificados de acordo
com oOs estagios definidos (HAMBURGER & HAMILTON, 1992),
utilizando em média trés embrides por estagio. O material
coletado foi processado para microscopia de 1luz, incluido em

historesina, visando a determinac¢do inicial do desenvolvimento
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do estdomago; e em microscopia eletrdénica de transmiss8o (MET)
para caracterizar principalmente os tipos celulares endécrinos

em ultra-estrutura.

3. l.Microscopia de Lu=

Os fragmentos de embrido e estdémago foram fixados
em mistura 95%, contendo, 4alcool, formalina, 4&cido acético
glacial e &gua destilada na proporcdo de 3:1:1:5 em volume
(FINN & Mc LAREN, 1967) durante 18 horas.

Apos fixacgdo, seguiu-se a desidratac8o em uma série
de etandis, de concentragldes crescentes (50% a 100%), sendo os
ftragmentos pré-infiltrados em mistura 1:1 de glicol

1 etanol absoluto por 2 horas em temperatura

metacrilato
ambiente, imersos depois em solucio infiltradora? por 24h,
incluidos na mistura3 de resina em temperatura ambiente, de
modo a obter cortes longitudinais da estrutura.

Sec¢cbes de 2 um de espessura foram coradas pela

técnica de hematoxilina-eosina, ou pelo azul de toluidina, a

0,25% em agua destilada em temperatura ambiente.

loresina glicol metacrilato historesin, LKB 2218-500, SWEDEN;

z—solugﬁo infiltradora: 50ml de resina basica
(glicolmetacrilato) 5ml de ativador (perédéxido de benzoila)

~15 ml de solugdo infiltradora e 1ml de endurecedor (derivado
de &cido barbiturico, DNSO)

3
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3.2.Microscopia Eletrdnica

de Transmissdo

Os fragmentos de 3 a &4um do estOmago foram fixados
em fixador de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965) modificado
(glutaraldeido a 2,5%; paraformaldeido a 2,0% em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,3 com 0,07% de cloreto de
calcio (2H20 - 42C); fixados em temperatura ambiente (232e¢C),
por 12 h. Apdés esse periodo os fragmentos foram lavados em
tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,3, por 60 minutos; pbés-fixados em
6smio reduzido (tetrdxido de ésmio a 1% em tampdo cacodilato
0,1M com ferrocianeto de potassio a 1,5% por 60min a 49Cy.,

O material foi desidratado e incluido em Epon 812,
seccionado e constratado por citrato de chumbo e acetado de

uranila (DADDOW, 1983),

3.3 . Documentacido Fotografica

As secg¢des foram fotografadas em fotomicroscépio
POLYVAR e microscépio eletrbnico ZEISS modelo EM 109, nos
laboratérios de Histologia e Embriologia/CEME/DEMOR/

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA.
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4 . RESULTADOS

4,1 .Microscopia de Luz

O estOmago (proventriculo e moela) de embrido de
galinha, incluido em historesina, foi descrito considerando os
estagios citados na metodologia.

Os estagios citados apresentavam semelhancas
histolbégicas entre si, principalmente quanto ao desenvolvimento
do coracdo (6rgdo muito proeminente na morfologia externa). As
vesiculas encefalicas estavam desenvolvidas, com o aspecto
histolégico mostrou um tecido bastante celularizado, com
poucos espag¢os intercelulares, de forma a estabelecer a
organizac8o caracteristica do sistema nervoso central. Também
nestes estagios jad& estava determinada a estrutura dos rins,

tipo metanéfricos, sendo visiveis as organizac8es tubulares e

formacdo de glomérulos. As regides mais desenvolvidas do corpo
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do embrido foram a «cranial e média. A regido posterior
apresentou organizacdo estrutural da cloaca e varios ganglios
nervosos em diferenciacdo. A medula espinhal estava em processo
avancado de organizacd3o histolégica, com luz interna e
diferenciagdo das substdncias branca e cinzenta, e ganglios
nervosos.

Com aproximadamente 3 dias de desenvolvimento ja se
evidenciava um primérdio do estémago (Figura 1), apresentando
parede muscular mais desenvolvida, na parte mais externa.
Serosa com mesotélio estava presente. O érgdo apresentou
cavitacdo, organizando-se em mucosa e submucosa. A luz interna
variou quanto ao tamanho. Notou-se também, a presenca do figado
ligado ao estdémago (estdgio 19-20).

0 estémago e os intestinos com 3,5 dias de
desenvolvimento, apresentaram-se cavitados, com tdnicas ricas
em figuras de mitose; e os 6rgdos revestidos por um epitélio
estratificado., A <cloaca em cavitacdo., apresentou o mesmo
espitélio (estdgio 21) (Figura 2).

Com 4 dias, o estémago apresentou uma luz interna
com subdivisdo, parede expandida com células mesenquimais em
aglomerados, ricas em projecdes citoplasmaticas. O epitélio de
revestimento do oOrgdo mostrou variacées quanto ao numero de
camadas, sendo do tipo estratificado cilindrico. A serosa
estava constituida por um mesotélio do tipo cibico (Figura 3).
Os intestinos apresentaram variac¢c8es do revestimento epitelial

aparentemente estratificado ou pseudo-estratificado. Préximo ao
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intestino delgado observou-se a tormacdo do pancreas, sob a
forma de aglomerados celulares e tidbulos (estagio 23 e 24).

Ja com 5 dias, o estémago apresentou cavitado, com
luz estreita. 0 epitélio é do tipo estratificado cilindrico.
Nota-se nitida diferenciacdo de tecido conjuntivo e musculatura
da parede do 6rgdo. Corpos de neurdnios na parede estavam
presentes, formando organizacio de gdnglios nervosos. Neste
periodo (Figura 4), foi evidenciado também, muitas células em
divisdo, em todo o estdémago (estagios 26 e 27).

A nitida diferenciac8o entre os dois estdmagos, o
mecédnico (moela) e o glandular (proventriculo), foi evidenciada

com aproximadamente 6 e 7 dias de desenvolvimento (estagios 29

a 32) (Figura 5),

4.1.1.Proventriculo

Com 10 dias de desenvolvimento, o proventriculo
apresentou uma ampla cavidade, revestida por epitélio
cilindrico, com glandulas ramificadas na parede do 6rgdo. O
epitélio e a cavidade do oOrgio apresentavam secrecdes
metacromaticas, ja estavam definidas a parede muscular e serosa
do orgdo (estagios 36 e 37) (Figura 6). Com 13 dias, o
proventriculo, mostrou-se alongado, com luz interna,
apresentando as camadas de tidnicas mucosa (com glandulas
mucosas tubulosas ramificadas); muscular da mucosa; submucosa,
pouco desenvolvida e deslocada pelas glandulas mucosas;
(Figuras 7 e 8), muscular com feixes longitudinais e

circulares; serosa e entre as tdnicas muscular e serosa, foram
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observados géanglios nervosos. 0 epitélio de revestimento neste
estdgio é estratificado; muitas figuras de mitose estavan
presentes principalmente na tinica mucosa. Observou-se ainda
que o proventriculo estava conectado & moela por um istmo
estreito e sem gliandulas (estagio 39).

Préximo a eclosdo, com aproximadamente 20 dias, o
proventriculo apresentou-se morfolégica e histologicamente bem
definido, observando-se uma producdo intensiva de secrecio

pelas glandulas proventriculares (estagio 45) (Figura 9).

4.1.2.Moela

Com 10 dias de desenvolvimento, a moela apresentou
as camadas tipicas do sistema digestivo, com tdnica muscular
espessa. O epitélio de revestimento é do tipo estratificado
cilindrico, mais alto que o epitélio do proventriculo. A
secrecdo metacromatica era mais abundante, marcada em varios
pontos do epitélio de revestimento (estagio 36 e 37) (Figura
10). Com aproximadamente 13 dias, as variac3es estavam mais
definidas na moela, sendo a musculatura da tdnica muscular
organizada em blocos. As tiinicas ja estavam muito bem definidas
(mucosa, submucosa, muscular e serosa). A mucosa ndo apresentou
glandulas mucosas, o0 mesmo ocorrendo com a submucosa. A
muscular apresentou-se com grandes feixes musculares, do tipo
liso e a serosa era pouco espessa (estdgios 38 e 39) (Figuras
11 e 12). Ja com 18 dias em relagcdio a moela, nitidas
modificag¢Ses estavam presentes: as glandulas da mucosa, se

organizaram aumentando a quantidade de secrecdo metacromatica e
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apresentaram formas tubulares ramificadas, com células cuabicas

e cilindricas (estégio 44) (Figura 13).

4.2.Microscopia Eletrénica de Transmissdo

0 estdmago (proventriculo e moela) de embrido de

Gallus gallus domesticus, foi descrito a partir de 12 dias de

desenvolvimento, saltando alguns periodos (intervalo de 2

dias).

4.2.1.Proventriculo

Com 12 dias de desenvolvimento o proventriculo,
apresentou-se diferenciado, onde evidenciou-se uma grande

quantidade de células enddécrinas (tipo fechado) (Figuras 14 e
15). Percebe-se que had em varias regiBes do citoplasma das
células glandulares, 4areas de secrecdes (com granulos de
secrecdo) e grande namero de mitocdndrias (Figuras 16 e 17).
Pode-se observar ainda, diferenciac¢do das células glandulares.
Com 14 dias, o proventriculo apresentou-se com células bem
diferenciadas, enorme quantidade de granulos de secrecédo
(caracteristica do estdmago glandular) (Figura 18). Ja com 17
dias de desenvolvimento, no proventriculo, além da grande
quantidade de mitocdéndrias, notaram-se varias interdigitacdes e
desmossomos (Figura 19a e 19b). Em relagcdo a luz glandular,
estavam presentes grande quantidade de secrecdo (granulos de

secrecdo), 0 epitélio glandular (epitélio de superficie)
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(Figuras 20, 21 e 22), além de células endbécrinas. Préximo a
eclosdo com aproximadamente 18 dias, ja ndo se nota grandes
alteracdes celulares e na base da célula percebeu-se
interdigitacdes e, granulos de secreciao, e no apice

microvilosidades, particulas no citoplasma e jun¢do entre as

células (ha ainda algumas interdigitac8es) (Figura 23 e 24) .,

4.2,.2.Moela

Com 12 dias de desenvolvimento a moela, encontrou-
se com nitida diferenciacdo celular e no citoplasma das
células, ocorre riqueza de Complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico granular, além da grande quantidade de gréanulos
de secrecdo, evidenciando as A&4reas de secrecd8o (Figura 25 e
26). Ja com 14 dias, as células glandulares apresentaram juncgdo
lateral, citoplasma com particulas "eletro-densas", que também
s8o encontrada entre as interdigitacdes desta célula (Figura
27) e em maiores detalhes evidenciou-se a presenca de
microvilosidades (Figura 28 e 29). Préximo a eclosido
aparentemente, ndo ocorrem diferenciacdes celulares,
permanecendo as células com os mesmos padrdes avaliados nos

estagios anteriores.
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5.DISCUSSAXKO

0O estudo do desenvolvimento embrionario em aves,
especificamente a galinha, evidencia uma série de variaveis a
serem consideradas. HAMBURGER & HAMILTON (1992) analisaram
muito bem essas variaveis, trazendo também as principais
caracteristicas morfolégicas externas para a observacd3o dos
embriSes e niveis ideais de temperatura para o desenvolvimento.
Os autores contribuiram muito, colocando em evidéncia um
pardametro morfolégico revisado para analise histoldégica dos
embrides.

Descri¢d8es basicas do estébmago de embrides de
galinha ja foram realizadas, trazendo inclusive esquemas das
tinicas do 6rgdo e glandulas (ROMANOFF, 1960).

Os primeiros dados referentes ao desenvolvimento
embriondrio do Gallus gallus domesticus, mostraram apenas

aspectos gerais da organizacio dos diferentes o6rgdos e
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sistemas. O estudo das primeiras fases embrionadrias, permitiu a
determinacdo do periodo mais adequado para analise do estdmago
€ suas respectivas regides. Aproximadamente a0s trés dias do
desenvolvimento, o primérdio do estomago foi detectado, mas
apenas aos seis dias, as regides estavam nitidamente evidentes
(proventriculo e moela).

Alguns autores relatam as caracteristicas
epiteliais do estémago embrionario. PINHEIRO (1990), afirma que
O epitélio da mucosa da moela de Gallus gallus, no quinto dia
do desenvolvimento embrionario mostrou-se pseudoestratificado,
tornando-se estratificado a partir do décimo dia.

ROMANOFF (1960) afirma que com sete dias de
incubacdo, o epitélio estratificado colindrico limita-se ao
proventriculo, resultando em intensas divis3es celulares. Com
relacdo a estas afirmacdes, O estdémago de Gallus gallus
domesticus, no quinto dia de incubacdo também apresentou
epitélio estratificado cilindrico.

Em Gallus gallus domesticus ficou evidente a

diferenciacio entre as duas regides do estdémago, com
aproximadamente seis e sete dias do desenvolvimento
embriondrio. Com seis dias de incubag¢do, evidenciou-se a

diferenciacdo e formacdo das glandulas proventriculares.
ROMANOFF (1960), cita que apb6s o nono ao décimo primeiro dia de
incubacdo, em pinguins (Eudyptes chrysdophus), o estbébmago
apresenta glaindulas compostas e simples. Em Gallus gallus
domesticus, determinou-se no décimo dia de incubacdo, o

proventriculo, que apresentou epitélio cilindrico, com
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glandulas ramificadas, ficando evidente que na galinha a
definicdo das glandulas proventriculares surgem no mesmo
periodo que nos pinguins. Notou-se ainda uma evolucio
gradativa, do nivel de secrecdo metacromidtica no estomago de
Gallus gallus domesticos, com o) passar do tempo de
desenvolvimento, sendo este aspecto também citado pela
literatura.

PINHEIRO et al (1989), relataram que no décimo
oitavo dia de desenvolvimento embrionario, estavam formadas as
glandulas tubulosas ramificadas, originadas dos brotamentos
epiteliais que invadiram o tecido conjuntivo subjacente. As
células glandulares eram de forma cibica. As glandulas da
mucosa apresentavam secrecdo na luz. Em decorréncia da continua
producdo de secrecdo pelas glandulas, observaram também gque o
epitélio superficial, que inicialmente revestia a4 mucosa
fragmentou-se, sendo deslocado em direcdo a luz do drgdo.

Os resultados em Gallus gallus domesticus mostraram
que na moela, de acordo com PINHEIRO (1989), as glandulas da
mucosa foram evidenciadas no décimo oitavo dia de
desenvolvimento, pois no décimo terceiro dia, a moela,
apresentou-se bem definida, em relacdo as tidnicas (mucosa,
submucosa, muscular e serosa), mas n#o foram evidenciadas
glandulas na mucosa. Além do tipo de célula cibica citada por
PINHEIRO et alii (1989), evidenciaram-se células cilindricas no
epitélio glandular na moela de Gallus gallus domesticus.

Muitas espécies e classes de animais foram

estudados quanto a presenca de células do sistema gastro-



26
entero-pancreatico, através da imunohistoquimica (YAMADA et
alii, 1993), em aves; VITTORIA et alii,1992, em embrides de
patos domésticos; DIAZ DE RADA et alii, 1992; SEINO et alii,
1979; REINACKE et al., 1980; EL-SALHY & GRIMELIUS, 1981;
MASINI, 1986, YAMADA et alii, 1987, em répteis; e NILSSON et
alii,1987; PORTELA-GOMES et alii, 1987 em ratos. Em Gallus
gallus domesticus, analises imunohistoquimicas nao foram
realizadas para este estudo, mas poderiam esclarecer muitos
aspectos interessantes na comparacéo dos tipos celulares
endécrinos durante o desenvolvimento embrionario descritos na
ultra-estrutura (ANDREW, 1976).

Ainda em termos de células endécrinas, YAMADA et
alii, (1993), caracterizaram imunohistoquimicamente células
imunorreativas para motilina (estimulo da atividade motora
gastrointestinal), nas mucosas gastricas e duodenal de nove
espécies de aves. Os principais tipos celulares detectados
foram do tipo "aberto", com variac8es imunorreativas dos anti-
soros entre diferentes passaros. Os estudos podem provar o uso
de diferentes tipos de motilina, na evolucd3o molecular
biolégica da motilina em aves.

Pela microséopia eletrénica de transmissdo (MET)
tipos celulares endécrinos sdo descritos pela terminologia de
SOLCIA et alii, (1981). No quelénio Testudo graeca, PEREZ TOMAS
et alii, (1989), investigaram pela wultra-estrutura e por
imunocitoquimica, células endécrinas no tubo digestivo. A
caracteristica mais tipica dessas células foi a presenca de

granulos secretores, cuja forma, tamanho e elétron~-densidade
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variaram, dependendo do tipo celular e do produto de secrecio.
A maioria das células apresentavam um Pprocesso citoplasmatico
apical, classificado como sendo do tipo aberto. Entre oOs
diversos tipos celulares determinados, estavam presentes em
es6fago, os tipos EC(armazenadoras de serotonina) armazenadoras
de serotonina e D1l. Estas dltimas foram classificadas como
sendo do tipo fechado, devido a auséncia de processo
citoplasmatico apical.

ANDREW (1976) estudou em MET a presenca de células
endécrinas no proventriculo, na moela e antro pildérico (regido
entre a moela e duodeno) de embrides de galinha (Black
australorp), com 18 dias de incubac8o, e de filhotes apés 30
horas de nascimento. As células endécrinas D e EC, e supostas
células endécrinas G, D1 e A, foram identificadas, mas ndo as
células ECL. Nenhum dos tipos celulares citados foram
encontrados na moela.

0 estdémago de Gallus gallus domésticus, foi
analisado em MET, a partir do décimo segundo dia de incubacdo,
alternando alguns periodos, com aproximadamente intervalos de
dois em dois dias, periodo considerado adequado para demonstrar
a presencga ou ndo de células endécrinas no estdOmago
(proventriculo e moela). Os resultados mostraram que com doze
dias de incubag¢do estavam presentes células endd6crinas no
proventriculo, possivelmente dos tipos G e D1, de acordo com a
forma e eletron-densidade dos granulos citoplasmiaticos (ANDREW,

1976). Em relacdo a moela, nd#o foi evidenciado nenhum tipo
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celular endécrino, de acordo também com oOs dados de ANDREW
(1976), em embrides de galinha (Biack australorp).

O0s tipos celulares enddcrinos do proventriculo em
Gallus gallus domesticus, apresentaram caracteristicas de
células endécrinas do tipo "fechado". Tanto na moela como no
proventriculo, as &reas de secrec8es celulares das gléandulas,
estavam muito evidentes, aparentando caracteristicas
semelhantes a outras células secretoras comuns é€m estdmago. As
mitocondrias das células secretoras mostraram variacd3o quanto a

mortologia (formas ramificadas).
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6 . CONCLUSOES

1. 0 epitélio do estdmago de Gallus gallus

domesticus, mno quinto dia de desenvolvimento apresentou-se

estratificado.

2. A diferenciacdo do estdbmago de Gallus gallus
domesticus, em nivel de moela (estOmago mecanico) e
proventriculo (estdébmago quimico), se dia em torno do sexto dia

de desenvolvimento. Ficou evidente a separacgdo das duas regides

do estdmago.

3. A presenca de glandulas na mucosa da moela de
Gallus gallus domesticus foi detectado apenas no décimo oitavo
dia de desenvolvimento.

4. As células endocrinas, observadas em microscopia
eletrdnica de transmissdo, foram detectadas apenas no

proventriculo, né&o sendo encontrada na moela de Gallus gallus

domesticus.
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5. As células enddbécrinas encontradas no
proventriculo de Gallus gallus domesticus, apresentaram-s€ como

do tipo fechado, e com citoplasma basal.
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Figura 1-Primdérdio do estomago (E) de Gallus gallus domesticus.
Estagio 21 (3 dias). Observar a presenca do ftigado
(t) préximo ao estoémago (4OX).

Figura Z2-Estomago de Gallus gallus domesticus. Estagio 21 (3,5
dias). Notar a presenca de tunicas (setas) com varias
células em mitose (40 X).



Figcura 3-Estdémago de Gallus gallus domesticus. Estagio 23 - 24
(4 dias). Observar a organizacdo inical das tuanicas
do orgdo; e o lumen do estomago (L). (50X).

Figura 4-Estdmago de Gallus gallus domesticus. Estagio 26 - 27
(5 dias).Observar o epitélio estratificado(Ep) (50 X).
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Figura S-Estomago de Gallus gallus domesticus. Estagio 29 - 30
(b dias). Observar a tormacao das glandulas

proventriculares (gp) e parte da moela (m) (transicéo
proventriculo/moela) (50 X).

Figura b-Estémago de Gallus gallus domesticus. Proventriculo.

Estagio 36 - 37 (10 dias). Observar o lamen (L) do
6rgdo e o epitélio de revestimento estratificado
cilindrico (Ep) . Notar a presenca de glandulas
proventriculares mna mucosa (gp)s tunicas muscular

(tm) (50 X).



Figura 7-Estomago de Gallus gallus domesticus.

Estagio 38 - 39 (13 dias). Observar o lumen (L) do
6rgdo e as glandulas proventriculares (gp) (50 X).

Proventriculo

Figura 8-Estbémago de

Estagio 39 (13 dias).
as

Gallus gallus domesticus.

Proventriculo.

iuz do orgao (L) e
moditicacdes (glandulas tubulares
ramiticadas (gp), com secrecido metacromatica (setas)
(50 X).

Observar a
glandulares

35
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Figura 9Y-Estémago de Gallus gallus domesticus. Proventriculo

Estagio 45 (19 dias). Notar a intensa producdo de
secrecido (setas)pelas glandulas proventriculares (gp)
(50 X).

Figura lO-Estbémago de Gallus gallus domesticus. Moela. Estagio
36~-37 (10 dias). Observar que a moela apresenta as
camadas tipicas do sistema digestivo, com tunica

muscular espessa (tm) (40 X).
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Figura ll-Estomago de Gallus gallus domesticus. Moela. Estagio
39 (13 dias). Notar a presenca das tunicas (mucosa
(m), submucosa (sb), muscular (tm) e serosa (s) bem
deftinidas (40 X).

Figura l2-Estémago de Gallus gallus domesticus. Moela. Estagio
39 (13 dias). Observar as modificacdes do epitélio.
As ceélulas apresentam porcdes citoplasmaticas com
secrecdo metacromatica (setas) (200 X).



Figura 13-Estbmago de Gallus gallus domesticus. Moela. Estagio
44 (18 dias). Observar a intensa producdo de secrecido
metacromatica, produzida pelas glandulas da mucosa da
moela (setas) (300 X).



Figura Ih-Eletromicrogratia do estémago de Gallus gallus
domesticus. Proventriculo (12 dias). Observar nacleo
(N) e porcdo citoplasmatica de uma célula enddcrina
do tipo techado, com gréanulos citoplasmaticos (setas)

(14.900 X).
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do estomago de Gallus gallus

Figura I5-Eletromicrogratia
domesticus. Proventriculo (12 dias). Observar porcio
citoplasmatica de uma célula endocrina. Notar
granulos (setas), reticulo endoplasmatico granular
(rg) e mitocodndrias (mt) (27.500 X).

/
Figura l6-Eletromicrogratia do estdmago de Gallus gallus
(12 dias). Notar uma Aarea

domesticus. Proventriculo
glandular com associaciao de

granulos (g) (14.900X).

células endbdcrinas e
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Figura I7-Eletromicrogratia do estdémago de Gallus gallus
domesticus. Proventriculo (12 dias). Observar porcio
citoplasmatica de célula endécrina, com citoplasma
apresentando granulos de secrecao de forma

arredondada (g) (27.500 X).

l8-Eletromicrogratia do estomago de Gallus gallus

Figura
domesticus. Proventriculo (14 dias). Observar a
grande quantidade de granulos de secrecdo,
arredondados e alongados (setas) com variacdo de

eletron densidade. Notar lamina basal (Lb) (14.900 X).



j9a-Eletromicrogratia do estomago de Gallus gallus

Figura
domesticus. Proventriculo (17 dias). Observar as
interdigitacdes e superficie epitelial apical
dilatada, com mitocdndrias (mt) (8300 X).

Figura 19b-Eletromicrogratia do estdmago de Gallus gallus

domesticus. Proventriculo (17 dias). Notar o epitélio
de superficie, apresentando células secretoras (Cs),
mitocébndrias (mt) e interdifitacdes(setas) (8.300 X).



de Gallus gallus

do estomago
Observar o

20-Eletromicrogratia

Figura
domesticus. Proventriculo (17 dias).
epitélio com células secretoras (Cs); e granulos de
secrecdo (setas) (8300 X).

Figura Jl-FEletromicrogratia do estdmago de Gallus gallus
domesticus. Proventriculo (17 dias). Observar célula
enddcrina associada a outras células, e parte do
Nucleo (N), desmossomo (seta)

citoplasma basal.

(14.900X) .



Figura

Figura

22-Eletromicrogratia

a4

do estémago de GCallus gallus
(17 dias). Aumento da
de célula
alongados e
(27500 X).

Proventriculo
tigura anterior. Observar a porcao
endocrina, e granulos de secrecio
arredondados (setas); lamina basal (1)

domesticus.

!
U % A, ‘*J‘%i‘g‘&
27 {(’gx.. 5

&
IR A

do estdbmago de Gallus gallus

domesticus. Proventriculo (18 dias). Vista geral do
apice de células glandulares, com grande quantidade
de mitocodndrias (mt) e interdigitacdes (setas)

(27.500 X).

29-Eletromicrogratia



4%

24-Eletromicrogratftia do estomago de Gallus gallus

Figura
domesticus. Proventriculo (18 dias). Observar em
maior aumento, o} apice de células glandulares
(14.900X) .

Figura 2J5-Eletromicrogratia do estomago de Gallus gallus
domesticus. Moela (12 dias). Observar células meéedias
do epitélio, com granulos de secrecao (g) e

desmossomos (setas) (14.900 X).
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Figura Jb-Eletromicrogratia do estdmago de Gallus gallus
domesticus. Moela (12 dias). Observar grdnulos de
secrecdo, arredondados (g), complexo de Golgi (ecG) e
reticulo endoplasmatico rugoso (rg), mitocodndria (mt)
e desmossomos (seta) (14.900 X).

Figura J7-Eletromicrogratia do estémago de Gallus gallus
domesticus. Moela (17 dias). Observar célula
glandular com particulas entre células (setas)
(14.900X).



Figura

Figura

28-FEletromicrogratia

domesticus.

Moela

do estomago de
(17 dias).Notar as

Gallus gallus
presencas das

microvilosidades na luz do 6rgdo (5.200 X).

J9-Eletromicrogratia

domesticus.
anterior.

Moela (17 dias).

Observar

secrecdo na luz (s)

do estoémago de

microvilosidaes
(14.900X).

e

Gallus gallus

Maior aumento da figura

presenca de
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