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RESUMO

Diplépodos sdo macro-artropodes de solo que representam um papel fundamental na
manutencio do equilibrio do ecossistema, uma vez que se alimentam de matéria organica em
decomposicido e em virtude disso promovem o enriquecimento, aeragdo e humidificacdo do
solo. Encontrados em locais imidos, com pouca luminosidade, normalmente sob rochas e
troncos, os diplépodos possuem um exoesqueleto bastante resistente, impregnado por sais de
célcio, e como resultados disso apresentam poucos ou nenhum inimigo natural. Por outro lado,
as glandulas de defesa também contribuem com a auséncia de predadores, pois quando estes
animais s3o ameacgados liberam uma secrecdo de cheiro forte e desagradavel que os torna
impalatdveis. Nao sdo observadas populacdes numerosas em dipldpodos, porém explosdes
populacionais podem ocorrer por desequilibrios ambientais, mudangas climdticas e pela
utilizacao de pesticidas que podem eliminar possiveis competidores. Neste sentido, o milipede
Urostreptus atrobrunneus Pierozzi e Fontanetti, 2006, tem apresentado pontos de infestacdo
em centros urbanos do estado de S@o Paulo, causando muitos transtornos a populacdo humana.
Por se tratar de uma espécie recém descrita, pouco se conhece de sua biologia e morfologia.
Deste modo foi intuito deste trabalho, estudar a estrutura e fungdo do tubo digestério da
espécie U. atrobrunneus, por meio de técnicas histoldgica, histoquimica e ultra-estrutural. A
andlise permitiu verificar a semelhanca do tubo digestério de U. atrobrunneus com as
descrigdes feitas para outras espécies. O intestino anterior € composto por um epitélio simples
formado de células de diferentes alturas, recoberto por uma intima cuticular, apoiado a uma
delgada membrana basal, seguido de uma camada muscular bem desenvolvida e uma
membrana externa; ladeando todo o intestino anterior ocorre um par de glandulas salivares. O
intestino médio apresenta um epitélio pseudoestratificado, apoiado por uma membrana basal
espessa, seguido de uma camada muscular, uma camada de células hepdticas, uma
musculatura distribuida de forma descontinua, revestido por uma membrana externa; esta
porc¢do é caracterizada pela auséncia da intima cuticular. O intestino posterior € caracterizado
pelo reaparecimento da intima cuticular; seu inicio é marcado por uma estrutura curta e
dilatada, denominada piloro; apds o piloro observa-se uma regido chamada de {leo/colo,
seguida da regido retal. A estrutura geral do intestino posterior ¢ semelhante nas trés por¢des;
apresenta um epitélio colunar simples, membrana basal, camada muscular ¢ membrana
externa. A intima cuticular de todo o intestino posterior é provida de microespinhos. A
estrutura observada permite corroborar os dados encontrados na literatura quanto as fungdes

desempenhadas por cada regidao. O intestino anterior inicia o processo de digestdo com o



auxilio das glandulas salivares; o intestino médio € o local onde de fato ocorre a digestao e
assimilacdo de substincias, participando também da detoxica¢do do organismo; e o intestino
posterior é responsavel por impedir o movimento anterior do bolo fecal e reabsorver fluidos e
fons da matéria fecal. Apds a andlise minuciosa do intestino médio, sugere-se a denominacao
de “camada de células hepdticas” para a descri¢do da chamada “camada de corpo gorduroso
do intestino médio”; estas células formam uma camada continua ao longo de todo o intestino
médio dos milipedes. Acredita-se que um maior conhecimento sobre a espécie possa oferecer
possiveis subsidios para futuros investimentos no desenvolvimento de ferramentas no controle
eficaz de pragas urbanas.

Palavras-chaves: histologia, milipede, digestdo, ultra-estrutura, histoquimica.



ABSTRACT

Millipedes are macro-arthropods of soil which perform a important role in maintaining the
balance of the ecosystem, since they feed on decaying organic matter and because they
promotes the soil enrichment, aeration and humidification. These animals are usually found in
humid with low light places, under rocks and trunks. The diplopods exoskeleton is much
resistant and impregnated with calcium salts. Due the secretion of defense, with strong and
unpleasant smell, the animals of this class have few or no predators. Large diplopods
populations are not observed, but explosions population can occur for unbalances
enviromnmental, by climate change and by use of pesticides that may eliminate potential
competitors. In this sense, the millipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi & Fontanetti,
2006, has presented points of infestation in urban centers of Sao Paulo state, causing many
disorders of the human population. Because it is a newly described species, little is known of
its aspects biological and morphological. Thus, the purpose of this study was to describe the
structure and function of the digestive tract of the species U. atrobrunneus by means of
histological, histochemistry and ultrastructural techniques. The results demonstrated that the
digestive tract of U. atrobrunneus is similar to the descriptions given for other species. The
foregut consists of a simple epithelium, composed of cells of different heights, covered by a
cuticular intima, leaning on a thin basal membrane, followed by a well-developed muscular
layer and an external membrane, around the foregut have a pair of salivary glands. The midgut
epithelium has a pseudostratified, supported by a thick basal membrane, followed by a
muscular layer and a layer of hepatic cells. The muscle is distributed unevenly coated with an
external membrane, this portion is marked by the absence of cuticular intima. The hindgut is
characterized by the reappearance of the cuticular intima; its beginning is marked by a short
and dilated structure, called the pylorus, after the pylorus there is a region called the ileum /
colon, followed by the rectum.The overall structure of the hindgut is similar in three parts,
presents a simple columnar epithelium, basal membrane, muscle layer and external
membrane. The cuticular intima of the hindgut is composed by microspines. The observed
structures and the functions performed by each region of the digestory tube are similar with
the findings in the literature.The foregut begins the digestion process with the help of the
salivary glands; the midgut is the site where in fact occurs digestion and assimilation of
substances, also participating in the detoxification of the animal body; and the hindgut is
responsible for prevents anterior movement of faecal matter. After detailed analysis of the

midgut, it is suggested the name "hepatic cells layer" to describe the so-called "fat body



layer". These cells form a continuous layer throughout the midgut of millipedes. It is believed
that a better understanding of the species may provide insights for future investments in the
development of tools in effective control of potential urban plague.

Keywords: histology, millipede, digestion, ultrastructure, histochemistry.



1. INTRODUCAO

Os antigos Myriapoda compreendem quatro classes: Pauropoda, Diplopoda, Symphyla
e Chilopoda. Os diplépodos sdo conhecidos geralmente como milipedes, em alusdo ao
nimero de pernas que possuem, e mais vulgarmente como piolho-de-cobra, embods, gongold,
etc. Esses animais possuem habitos predominantemente noturnos, evitam a luz e vivem sob
folhas, rochas, troncos e alguns habitam cavernas e ninhos de formigas e cupins. Poucas
espécies sdo encontradas no litoral, deserto ou em ambiente semi-aquatico (KIME;
GOLOVATCH, 2000).

Dotados de um corpo cilindrico com 25 a 100 segmentos, com cuticula geralmente
impregnada com sais de cdlcio, mas sem epicuticula cerosa, o exoesqueleto da maioria dos
diplépodos € fortemente calcificado. Como ocorre nos demais miridpodos, o corpo € dividido
em uma cabega e corpo multissegmentado; externamente, o tronco ¢ constituido por uma série
de anéis cuticulares que parecem segmentos. A maior parte dos anéis € constituida de
diplossegmentos derivados da fusdo entre dois segmentos durante o desenvolvimento. Grande
parte dos diplossegmentos apresenta dois pares de pernas, de onde deriva o nome Diplopoda
(RUPPERT; BARNES, 2005).

Presentes em todas as regides zoogeograficas, os diplépodos concentram-se
principalmente na faixa tropical. Foram descritas cerca de 10.500 espécies, sendo as faunas
dos Estados Unidos e da Europa as melhores conhecidas. Segundo Golovatch et al. (1995) a
estimativa para o grupo € de cerca de 80.000 espécies, sendo esta a terceira maior classe de
Arthropoda, depois de Insecta e Arachnida (GOLOVATCH, 1997); acredita-se que menos de
10% das espécies brasileiras foram descritas.

Em cada segmento estes animais apresentam um par de glandulas repugnatérias;
quando sd3o ameacados secretam uma substancia téxica, de cheiro forte e desagradavel. Uma
diversidade de compostos tem sido identificada nas diferentes ordens de milipedes, incluindo
benzoquinonas e hidroquinonas, fendis, dcido benzodico, benzaldeidos e alcaldéides (EISNER
et al., 1998; DEML; HUTH, 2000; KUWAHARA et al., 2002; ARAB et al., 2003). Como a
composicdo da secrecdo varia conforme a espécie foram identificados também iodo, cloro e
cianeto; este ultimo é formado quando necessdrio pela mistura entre um precursor atéxico e
uma enzima; quando liberado, a reacdo tem o odor de améndoas amargas e € toxico para
invertebrados e repelentes para pequenos vertebrados (KUWAHARA et al., 2002; RUPPERT;
BARNES, 2005).
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Em humanos essas secrecOes defensivas podem causar reagdes variadas na pele
(FIZPATRICK et al., 1993). Nenhuma morte humana atribuida a milipedes foi documentada
até o momento e é improvavel que a exposicdo de criancas a essas secrecoes possa ser fatal;
acidentes como queimaduras com esses animais j4 foram descritos (GIRARDIN;
STEVESON, 2002).

O tubo digestério dos milipedes consiste num tubo reto que desemboca no anus,
dividindo-se em trés porcdes diferentes: intestino anterior, intestino médio e intestino
posterior. Com excecdo do intestino médio, o tubo digestdrio € revestido internamente por
uma cuticula. Glandulas salivares encontram-se ladeando o intestino anterior e sdo
responsdveis pela producdo de secrecdo que lubrifica o alimento e, provavelmente, pode
conter enzimas digestivas.

A alimentacdo destes animais consiste de detritos em geral, matéria orginica em
decomposicdo, frutas, musgos, além de relativa quantidade de matéria mineral do solo
(SCHUBART, 1942). Deste modo, este grupo € considerado importante na dinamica do solo,
provocando maior aeracio e enriquecimento da matéria organica nele presente. Nos desertos,
os milipedes sobrevivem consumindo detritos orgdnicos que se aglomeram nas bases das
plantas (CRAWFORD et al., 1987). Alguns milipedes chegam a comer plantas vivas, mas isso
geralmente se consiste de material macio e facilmente digerivel, tais como bridfitas
(BAILEY; DE MENDONCA, 1990), brotos novos, ou raizes finas.

Alguns milipedes tém uma dieta mais especializada. O milipede Polyxenus lagurus
alimenta-se de algas que crescem nos troncos das drvores (EISENBEIS; WICHARD, 1987).
Algumas poucas espécies sdo carnivoras (HOFFMAN; PAYNE, 1969) e virias delas se
alimentam de restos de animais mortos, incluindo caramujos e lesmas (SRIVASTAVA;
SRIVASTAVA, 1967).

Os milipedes evitam alimentos que possam envenend-los. Hopkin et al. (1985) e Read
e Martin (1990) descobriram que os milipedes evitam comer alimentos que estejam
contaminados com zinco, cddmio e chumbo. Entretanto, isso ndo significa necessariamente
que os milipedes possuam receptores que respondam especificamente a niveis téxicos de
zinco, cddmio e chumbo em sua dieta. Uma explicagdo mais provavel é que eles
simplesmente evitam comer qualquer coisa que tenha gosto ruim. Sendo assim, em
experimentos de toxicidade ou no campo, os milipedes podem preferir morrer de fome pela
rejei¢do de alimentos contaminados do que serem mortos diretamente pelos niveis téxicos de
poluicio (GODOY; FONTANETTI, 2010; NOGAROL; FONTANETTI, 2010; PEREZ;
FONTANETTI, 2011; SOUZA; FONTANETTI, 2011).
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Embora estes animais apresentem poucos inimigos naturais devido as dificuldades que
eles proporcionam para sua captura e manipulagdo e, normalmente, ndo apresentem
populacdes numerosas, eles podem por algumas razdes apresentar certo desequilibrio
populacional. Muitos casos ja foram relatados nesse sentido, onde diplépodos tornaram-se
pragas, destruindo plantagdes ou infestando residéncias humanas. Recentemente o milipede
U. atrobrunneus tem ocasionado este tipo de problema no estado de Sado Paulo
(FONTANETTI et al., 2010).

Nesse sentido o estudo da espécie U. atrobrunneus viabiliza o conhecimento de sua
biologia, servindo de auxilio para posterior controle da mesma quando em expansiao

populacional.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. INFESTACAO POR DIPLOPODO

Diplépodos normalmente ndo apresentam populacdes muito numerosas, a nao ser sob
condic¢des de desequilibrio ambiental que favorega sua proliferacdo. A utilizacdo de adubacio
organica, por exemplo, aumenta as chances de uma explosdo populacional de algumas
espécies, bem como o depdsito de lixo oriundo de podas de drvores e matos, que oferecem
alimento em abundancia e abrigo para estes animais.

Diante dos mecanismos de defesa que os dipldpodos apresentam como as glandulas
repugnatdrias e a presenca de sais de cdlcio no tegumento que os tornam muito resistentes,
estes animais dificilmente sdo capturados por predadores, pois sdo poucos ou nenhum inimigo
natural que apresentam, além de serem praticamente impalataveis.

Apesar do papel de suma importancia que diplépodos apresentam na decomposicao de
processos naturais em ecossistemas terrestres, muitos trabalhos que tratam da importancia
econdmica dos milipedes dao énfase ao seu estatus de pragas.

Brade-Birks (1929; 1930) comentou que, embora diplépodos sejam benéficos, também
sdo prejudiciais e isso parece ser um consenso de opinides entre os que trabalham com plantas
cultivadas. Em comparacdo com os insetos, seus efeitos econdmicos em escala global sdo
negligencidveis; os tipos de perturbacdes podem ser manifestados em duas maneiras: primeiro
como alimentadores nas culturas e segundo, quando eles ocorrem em grandes agregacdes

especialmente em casas.
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Foram feitas vérias reclamacdes de milipedes causando danos as lavouras; a maioria
dos relatos sdo na cultura de beterraba e batata, mas morango, pepino, pomares de frutos e as
flores t€m sido relatados como alvos para os milipedes Brachydesmus superus, Oxidus
gracilis e varios outros blaniulideos (Julida) em regides temperadas (MAFF, 1984). Na
Africa, o algoddo e o amendoim sdo consumidos por diplépodos espirostreptideos e os
nimeros, as vezes, podem atingir propor¢des epidémicas.

Cloudsley-Thompson (1950) afirma que entre 1944 e 1949, mais de 100 casos de
danos causados por milipedes foram registrados por entomologistas da Gra-Bretanha, 90%
destes casos atribuidos ao milipede Blaniulus guttulatus, em sua maioria em culturas de batata
ou de beterraba. De acordo com Biernaux (1966) danos deste tipo em uma plantagdo de
beterraba na Bélgica em 1965, causou uma diminuicao de 22% em peso total da safra e uma
redugdo de 25% em peso de acticar produzido; deste modo, milipedes podem ter importancia
econdmica local considerdvel.

Explosées populacionais com diplépodos podem ser decorrentes de desequilibrios no
meio ambiente bem como as mudancas climéticas e a utilizacdo de pesticidas, que também
pode eliminar possiveis competidores. Em virtude disso, nos dltimos anos, as migragdes e
explosdes populacionais de milipedes, bem como infestagdes em centros urbanos t€m se
tornado comum e isso t&m atraido atencdo de pesquisadores (NIIJIMA; SHINOHARA, 1988;
BOCCARDO et al., 2002; FONTANETTI et al., 2010).

Kania e Tracz (2005) realizaram estudos sobre a expansdo populacional de diplépodos
na Polonia e Europa, bem como em outras regides do mundo. Os autores propuseram quatro
possiveis razdes para a ocorréncia do aumento no nimero de individuos de Ommatoiulus
sabulosus: 1- fatores climaticos; 2- abundancia de alimento no ambiente, procura por novos
recursos alimentares e competicdo com outra espécie por alimento; 3- procura por lugares
para depositar seus ovos; 4- procura por lugares seguros para passar o inverno.

Fen6menos desta natureza, no Brasil, foram relatados por Boccardo et al. (1997;
2002); nos anos 90 foi observada uma explosdo populacional do milipede Plusioporus setiger
(Spirostreptida: Spirostreptidae) em plantacdes de café na regido do Alto do Paranaiba, MG
(18° 37" —19°00° S; 46° 52° — 47° 30 W), uma regido de cerrado, desflorestada nos anos 70
para cultura de café (BOCCARDO et al., 1997). Com o propdsito de controlar estes surtos
populacionais, os agricultores utilizaram agrotdxicos organofosforados, carbamatos e
piretréides, porém ndo obtiveram sucesso; segundo Boccardo e Fernandes (2000), isso se
deve ao fato de que os diplépodos, principalmente na fase adulta, ttm um exoesqueleto

calcificado rigido que interfere na penetracdo de produtos aplicados topicamente.
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Sendo assim hd mais de uma problemdtica a se preocupar, pois além de se fazer
necessaria a ado¢do de outras formas de aplicacdo e utilizacdo de defensivos eficientes, é
necessario principalmente, o conhecimento das dosagens que acarretem em menor risco
ambiental e a saide humana. Esta ¢ uma grande preocupacio para os pesquisadores, uma vez
que o controle quimico de “pragas” de plantas cultivadas torna praticamente impossivel
prever o real impacto que os produtos quimicos poderdo ocasionar em longo prazo no
ambiente.

Em virtude disso, ttm aumentado as pesquisas em busca de alternativas para o
controle de “pragas” com produtos que possam substituir os agrotéxicos tradicionais por
outros naturais, biodegraddveis e de menor impacto ambiental. Um exemplo de estudo é a
utilizacdo de plantas da familia Piperaceae, as quais apresentam propriedades inseticidas.
Devido as caracteristicas biologicas dos diplépodos, tais como a presenca de um exoesqueleto
rigido e calcificado, a utilizacdo de métodos de aplicacdo por contato € dificultada, sugeriu-se
entdo, a utilizacdo de iscas toxicas contendo extrato etandlico bruto de frutos da pimenta-do-
reino como alternativa vidvel no controle deste grupo animal (ROMAO et al., 2008).

A infestacdo do milipede Urostreptus atrobrunneus em Campinas/SP durante as
estacdes de primavera e verdo por trés anos consecutivos causou transtornos aos moradores
locais (FONTANETTI et al., 2007) . A espécie infestante U. atrobrunneus, foi descrita por
Pierozzi e Fontanetti (2006), mas a biologia e o comportamento reprodutivo da mesma
permanecem desconhecidos.

Diante da falta de informacgdes sobre a espécie e, principalmente dos fatores que
levaram a proliferacdo exagerada da mesma, foi sugerido como meio de prevencdo para
minimizar o problema da expansdo populacional destes organismos a limpeza dos terrenos
baldios, bem como a retirada do material vegetal préximo aos muros das casas e a incineracao
dos mesmos. Esse procedimento diminuiria os locais para desenvolvimento destes
organismos, no entanto, seria interessante um estudo para tentar esclarecer o que poderia de
fato estar conduzindo a infestacdo desta espécie em Campinas (FONTANETTI et al., 2007).
A mesma espécie foi notificada com o mesmo comportamento também na cidade de

Paulinia/SP (BOCCARDO, 2002).
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2.2 INTESTINO ANTERIOR

O trato digestério dos milipedes inicia-se com o intestino anterior. Com exce¢do do
intestino médio, todo tubo digestério € revestido internamente por uma cuticula. Abrindo-se
na regido do intestino anterior sdo encontradas glandulas salivares.

Tanto o intestino anterior quanto o posterior sdo invaginagdes epidérmicas, cujas
células secretam uma camada de cuticula semelhante ao da superficie externa do corpo. Esta
cuticula, chamada intima, pode apresentar protuberancias as quais se parecem com denticulos,
espiculas, microespinhos ou cerdas (ELZINGA, 1998; MIYOSHI et al. 2005).

Na grande maioria dos milipedes, a matéria vegetal morta é mastigada pelas
mandibulas formando pedacos pequenos (ENGHOFF, 1979; 1990) e depois passa pelo limen
do intestino anterior onde recebe as secre¢des das glandulas salivares (NUNES;
CRAWEFORD, 1977).

O estudos realizado por Fantazzini et al. (1998) sobre o intestino anterior de
Rhinocricus padbergi, demonstrou que este representa a menor por¢cdo do canal alimentar,
correspondendo a cerca de 6% do comprimento total; apresenta em sua constitui¢do uma série
de vilosidades voltadas para o limen, cuja parede ¢ composta por um epitélio, uma membrana
basal, musculatura e membrana celular externa. O epitélio do intestino anterior é formado por
células colunares que apresentam ntcleos localizados preferencialmente na parte central da
célula, porém em algumas 4reas estes nicleos aparecem em alturas diferentes. Adjacente ao
epitélio é observada uma intima cuticular. A membrana basal ndo ¢ muito perceptivel no
intestino anterior de R. padbergi. A musculatura é formada por camadas de fibras musculares
estriadas, sendo mais ou menos espessa, dependendo da regido observada.

No intestino anterior de R. padbergi observou-se a existéncia de uma membrana
peritréfica acelular, a qual envolve o alimento e parece ser de natureza mucosa. Segundo
Nunez e Crawford (1977) a presenca desta estrutura é bem estabelecida no tubo digestivo da
classe Diplopoda, embora ndo tenha sido observada no intestino anterior de Ptyoiulus
impressus (HEFNER, 1929) e nem no intestino anterior e posterior de Orthoporus ornatus
(NUNEZ; CRAWFORD, 1977). Ja na espécie brasileira Plusioporus setiger a membrana foi
observada ao longo de todo canal alimentar (FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997).
Esta estrutura provavelmente origina-se da delaminag@o das células epiteliais com bordo em
escova do intestino médio.

A transi¢do do intestino anterior para o intestino médio é marcada pelo

desaparecimento gradual da intima cuticular, a qual é ausente no intestino médio. O epitélio
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nesta drea apresenta células extremamente alongadas e musculatura bem desenvolvida

(HOPKIN, READ, 1982).

2.3 GLANDULAS SALIVARES

Localizadas ao lado do intestino anterior, as glandulas salivares auxiliam na
lubrificagdo do alimento, além de conter enzimas digestivas (NUNEZ; CRAWFORD, 1977).

Hefner (1929) citou que o intestino anterior de Parajulus impressus € envolvido pelas
glandulas salivares, as quais se estendem até a vdlvula esofageana.

Em Strongylosoma pallipes, Seifert (1932) observou que as glindulas salivares
ladeavam todo intestino anterior préximo ao esdfago.

Nunez e Crawford (1976) estudaram a distribui¢ao de enzimas no milipede do deserto
Orthoporus ornatus e observaram que as glandulas salivares apresentam uma participacdo
maior na digestdo de polissacarideos e que as enzimas atuantes sdo as a-glucosidase e f3-
glucosidase, além de lipases. Os autores relataram ainda que a digestdo provavelmente inicia-
se depois que o alimento entra em contato com os dutos das glandulas salivares no intestino
anterior.

Fontanetti e Camargo-Mathias (1997) estudaram o intestino anterior de Plusioporus
setiger demonstrando que este € ladeado por um par de glandulas salivares, as quais se
estendem desde a boca até a vdlvula esofageana.

Estudos realizados por Fantazzini et al. (1998) referentes as glandulas salivares de R.
padbergi, demonstraram que, histologicamente, estas glandulas sdo constituidas por um
tibulo contorcido e aparecem intimamente associadas ao intestino anterior. A porcao
secretora situa-se proxima do canal alimentar, enquanto que o ducto estd situado mais
externamente. A porcdo secretora € tubulosa, quando seccionada obliquamente assemelha-se a
4cinos, apresenta um limen mais ou menos dilatado, dependendo da drea observada, com
células cilindricas e com muitas granulacdes citoplasmadticas de vdrios tamanhos. Cada célula
apresenta apenas um nucleo que estd freqiientemente localizado na metade apical da célula,
mesmo quando observado em cortes transversais. O ducto € constituido por um epitélio
colunar simples e apresenta limen amplo.

Camargo-Mathias et al. (2011) realizaram estudos sobre a morfologia da glandula
salivar de R. padbergi, a partir de técnicas de reconstru¢do 3D e microscopia eletronica de
varredura. Neste trabalho a reconstru¢cdo 3D permitiu a determinacdo do real arranjo espacial

da estrutura da glandula salivar, bem como sua disposi¢do envolvendo o intestino anterior e o
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intimo contato com o mesmo; estas sdo formadas por duas partes distintas: acinosa e tubular.
A técnica deixou claro que os dutos sao em nimero de dois e que se localizam um em cada

lado da abertura do tubo digestdrio voltados para cavidade oral.

2.4 INTESTINO MEDIO

O intestino médio dos milipedes, situado apds o intestino anterior e antes da regido
pilérica, apresenta fundamental importancia na participagdo do processo digestivo do animal
(HOPKIN, READ, 1992).

Enzimas sdo secretadas sobre as particulas de alimento pelas células epiteliais, e outras
podem ser derivadas de microrganismos do limen. Os produtos da digestdo s@o assimilados
pelas células do intestino médio e algumas passam através das células hepdaticas. O tamanho
das particulas de alimento que passam para o intestino tem correlacdo com a efici€ncia
digestiva — quanto menor as particulas, maior é a propor¢do de alimento assimilado
(KOHLER et al., 1991).

A estrutura e a funcdo do intestino médio de diplépodos foram descritas para poucas
espécies (BOWEN, 1968; NUNEZ; CRAWFORD, 1977, HUBERT, 1979; 1988;
FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997; FONTANETTI et al., 2001; FANTAZZINI
et al., 2002; CAMARGO-MATHIAS et al., 2004).

Raros sdo os trabalhos conduzidos em espécies brasileiras. Descrito por Fontanetti e
Camargo-Mathias (1997), o intestino médio da espécie Plusiopurus setiger é constituido por
um epitélio colunar dotado de um bordo em escova, uma camada basal bem visivel e uma
camada muscular bem desenvolvida. As células epiteliais se tornam alongadas préximas a
regido de transi¢do com o intestino posterior; abaixo da camada muscular foram observadas
células hepdticas distribuidas aleatoriamente; observou-se ainda uma membrana peritréfica
intimamente associada as células epiteliais. Um tecido de células com caracteristicas de
adipdcitos foi chamado de camada de “corpo gorduroso” que abrange o intestino médio todo,
representado por células irregulares com nicleos arredondados e vacdolos em seu citoplasma.

O intestino médio de R. padbergi foi descrito sob microscopia de luz (FANTAZZINI
et al., 2002), por meio de técnica histoldgica e testes histoquimicos, e sob microscopia
eletronica de transmissdo (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004). Os autores relataram um
epitélio pseudoestratificado, constituido por células epiteliais principais intercaladas por
células regenerativas e secretoras. Segundo os autores, a organizag¢do do intestino médio em

R. padbergi é semelhante a de outros artrépodes.
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De modo geral, o intestino médio é um 6rgdo dindmico, com uma ultra-estrutura
relacionada ao ciclo digestivo e ao ciclo de muda. O principal tipo de célula do intestino
médio € a célula principal ou absortiva. Essas células interdigitam basalmente com as células
hepéticas e contém numerosos granulos de fosfato de cdlcio estruturados concentricamente.
Os granulos também podem conter outros metais, como o zinco (HUBERT, 1979a, b;
KOHLER; ALBERTI, 1991). As membranas intercelulares sdo conectadas a jungdes septadas
lisas, as quais s@o similares em estrutura com as dos outros artrépodes (DALLAI et al., 1990).

Durante a muda, todo o epitélio do intestino médio se parte ¢ o conteido das células
principais (incluindo produtos de dejeto acumulados) € excretado através das fezes. O epitélio
do intestino médio € restaurado apds a muda através do crescimento e divisdo das células
regenerativas.

O intestino médio dos milipedes produz uma membrana peritréfica que envolve o
alimento dentro do limen (DE METS, 1962; HUBERT, 1977; 1979a; b). A membrana
peritréfica do Glomeris marginata foi estudada detalhadamente por Martin e Kirkham (1989).
Um marcador coloidal dourado especifico foi desenvolvido para quitina, o qual permitiu que
os locais de secre¢do dos componentes quitindceos e proteiniceos da membrana peritréfica
fossem identificados.

A quitina aparece primeiramente na base das microvilosidades em sincronia com todo
o comprimento do intestino médio. A proteina se junta a quitina da microvilosidade, enquanto
a membrana peritréfica se move distalmente pela microvilosidade até o limen. A membrana
peritréfica completada se estende em torno de itens individuais no conteddo do intestino
enquanto forma um envelope com multicamadas. Isso pode melhorar as funcdes, protetora e
digestiva da membrana peritréfica.

No intestino médio estd presente uma camada descontinua de células hepaticas
conhecidas também como “tecido hepatico”; estas provavelmente realizam fungdes similares
aquelas do diverticulo ou hepatopancreas do intestino médio em outros artropodes, ou pode
ser relacionada ao tecido cloragogénico que envolve o intestino de minhocas de terra. As
células acumulam substincias que sdo eventualmente lancadas na hemolinfa para serem
excretadas em algum outro lugar do corpo. Alguns autores, como Subramoniam (1972),
confundiram o “figado” com o corpo gorduroso, um 6rgdo totalmente separado.

Segundo descricdes na literatura as células hepaticas ndo formam um epitélio e nao
estdo interconectadas (SEIFERT; ROSENBERG, 1977). Suas regides basais ramificam-se
entre as partes basais das células do intestino médio (HUBERT, 1988). A presenca de jungdes

“fusiformes” sugere que ocorre transporte aberto entre os dois tipos de células. Seifert e
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Rosenberg (1977) demonstraram que as células hepaticas de um Oxidus gracilis nutrido,
normalmente, contém grande depdsito de glicogénio, que é rapidamente reduzido se os
animais passarem fome.

Além de funcionar como locais de armazenamento de energia, as células hepéticas
também podem servir de locais de armazenamento/excrecdo de metais e outras substincias
descartdveis. Estes sdo acumulados em granulos intracelulares (HUBERT, 1978a; b; 1979a;
b). Entretanto, quando os niveis de metais poluentes sdo muito altos na dieta, os sistemas de
desintoxicagdo se tornam sobrecarregados e as células podem sofrer danos.

Um par de tibulos de Malphigi abre-se na juncdo dos intestinos médio e posterior,
evidenciando claramente a transi¢do dos mesmos.

E interessante observar a importancia que intestino médio de diplépodos representa,
uma vez que experimentos realizados demonstraram que ele age como uma barreira
impedindo que compostos téxicos ou ndo-essenciais possam atingir o restante do corpo
(HOPKIN et al., 1985). Este 6rgdo desempenha um importante papel de desintoxicacio e
excrecdo de xenobidticos (HOPKIN et al., 1985; KOHLER; TRIEBSKORN, 1998; SOUZA;
FONTANETTIL, 2011).

No epitélio do intestino médio, os metais sdo acumulados como granulos insoldveis
com a finalidade de neutralizar os efeitos téxicos destes compostos (KOHLER, 2002).

O processo de ativacdo da biotransformacdo de poluentes organicos é mais complexo
porque cada classe de contaminante tem um caminho metabdlico especifico que pode levar a
formacao de metabdlitos insoldveis e soldveis, os quais podem ser armazenados no corpo do
animal ou podem ser eliminados (TRIEBSKORN; KOHLER, 1996; SOUZA;
FONTANETTIL, 2011).

Com efeito, o intestino médio representa um 6rgdo muito importante, uma vez que ele
participa ndo s6 do processo de digestdo do animal, mas também na desintoxicacido do corpo

do mesmo.

2.5 INTESTINO POSTERIOR

O intestino posterior de diplépodo apresenta variacdes em sua extensdo quando
comparadas diferentes espécies. E limitado anteriormente pela por¢do posterior do intestino
médio (GOLOVATCH et al., 1983).

Este 6rgdo tem seu inicio marcado ndo sé pelo reaparecimento da intima cuticular,

mas também por uma estrutura tubular denominada piloro, onde sdo inseridos os tibulos de



19

Malpighi. Estas estruturas estdo envolvidas funcionalmente na osmorregulagdo e excrecio
desses animais (HUBERT, 1972, 1979a, b). O comprimento do piloro difere conforme as
espécies (FANTAZZINI et al., 1998; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997).

A epicuticula do intestino posterior de Cylindroiulus londinensis, por exemplo, é
perfurada, com pequenos orificios de 50-100nm, que permitem o aumento da permeabilidade
(HUBERT, 1981). A superficie cuticular do intestino posterior pode ser coberta por espinhos.
Em Tachypodoiulus niger, eles sio de natureza superficial, sem apoio no epitélio. Eles
provavelmente evitam movimentos anteriores da matéria fecal, se prendendo aos restos da
membrana peritréfica (SCHLUTER, 1980a). Em Polydesmus angustus, os espinhos ficam
inseridos ao epitélio e cada um é dotado de um mdusculo longitudinal, o qual pode mové-los.
Schluter (1980a) sugeriu que esse tipo de espinho é capaz de romper a membrana peritréfica
para assim permitir uma maior troca de fluidos e fons com o material fecal. Em Orthoporus
ornatus, a cuticula do intestino posterior é formada por numerosas projecdes, cada qual
contendo uma depressdo central onde bactérias podem residir (CRAWFORD et al., 1983). A
intima cuticular do intestino posterior é perdida com o resto do exoesqueleto na época da
muda.

A superficie da cuticula do intestino posterior exposta ao limen pode ficar coberta
com uma camada de secrecdo derivada das glandulas exdcrinas situadas na jung@o entre os
intestinos médio e posterior. Essas glandulas, conhecidas como ‘“glandulas pildricas”,
secretam seus produtos nos sulcos longitudinais da vélvula pildrica e t€m sido descritas em
um ndmero de espécies por Schluter (1979; 1980b). A camada parece influenciar na
permeabilidade do intestino posterior e ¢ de importancia essencial na reabsor¢do de dgua e
outros componentes importantes.

Fontanetti e Camargo-Mathias (1997) descrevendo o tubo digestério da espécie
Plusioporus setiger, observaram que o intestino posterior desta espécie representava a porcao
mais extensa, além de ndo se observar a divisdo desta por¢cdo do tubo digestério em ileo e
c6lon, mas somente a distin¢cdo entre piloro e reto. Para outras espécies a descri¢do desta
regido varia; segundo Hefner (1929) em Parajulus impressus o intestino médio € a regido
mais extensa do tubo digestério enquanto que seu intestino posterior apresenta seis regides
distintas. Crawford et al. (1983) mencionaram a presenca de um ileo e um célon para
Othopurus ornatus, sendo o intestino posterior desta espécie muito maior em comparagao ao
comprimento das outras partes do tubo digestdrio.

Miyoshi et al. (2005), estudando duas espécies, R. padbergi (Spirobolida) e

Pseudonannolene tricolor (Spirostreptida) observaram diferentes arranjos estruturais no
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piloro das espécies; a espécie P. tricolor apresentou duas regides distintas no piloro,
denominadas como anterior e posterior. A por¢cao anterior caracterizou-se pela presenga de
microespinhos de estrutura longa e na medida em que se avancga para a regido intermedidria
do piloro, estes microespinhos apresentavam-se de diversos tamanhos e diferentes
distribui¢des; na parte final ndo se observou mais esta diferenciacdo de tamanho, embora
grande numero de microespinhos ainda fosse observado. J& em R. padbergi, esta
diferenciacdo no piloro ndo foi encontrada; varias estruturas filamentosas foram observadas,
as quais apresentam suas bases na intima cuticular; a distribuicdio dos microespinhos
permanecia praticamente inalterada no decorrer da estrutura. Na transi¢do piloro/ileo
observou-se expansdes cuticulares maiores que denticulos (MYIOSHI et al., 2005).

Segundo ELZINGA (1998), os microespinhos encontrados ao longo do trato
digestoério dos artropodes parecem ser simplesiomoficos e podem atuar na filtragem do
alimento digerido, no movimento continuo dos alimentos através do trato digestorio, evitando
o refluxo, na retencdo de organismos simbiontes a na protecdo das camadas celulares de
particulas ingeridas.

Como uma caracteristica geral dos artrépodes, a cuticula que envolve internamente o
piloro pode apresentar diferentes estruturas. Além das glandulas pildricas, as glandulas anais
também estdo presentes em vdrias espécies. Em Rhapidostreptus virgator, Schluter (1982;
1983) mostra que essas glandulas sdo mais desenvolvidas em individuos que estdo prestes a
entrar em muda. Suas secregdes sdo como cola e sdo usadas para atar grdos de fezes e
particulas de solo durante a constru¢io de cAmaras para a muda.

O epitélio intestino posterior tem a aparéncia de um epitélio transportador de fluidos e
tem como fungdo principal reabsorver a dgua das fezes. As células sdo unidas em jungdes
septadas pregueadas (DALLAI et al., 1990). As células do intestino posterior, de
Scaphiostreptus sp., contétm numerosos complexos plasmalemamitocondriais, os quais sao
muito eficientes no transporte de dgua e fons (SCHLUTER, 1980c). Em Polyxenus lagurus,
os tibulos de Malpighi ficam bem préximos uns dos outros e presos ao intestino posterior, e
sdo embainhados por um envelope formado de vérias células achatadas (SCHLUTER;
SEIFERT, 1985). Esse complexo (que lembra o sistema criptoneférico dos insetos) evoluiu
para maximizar a reten¢do de dgua. Os grios de fezes sdo formados no reto. O reto pode virar
de dentro para fora e € capaz de absorver dgua de substratos imidos. Por exemplo, a espécie
alpina Mastigona mutabilis, quando desidratada, foi capaz de reabsorver dgua através de seu

reto virado a um nivel de 79% de seu peso corporal por hora (MEYER; EISENBEIS, 1985).
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Na descricdo que Hefner (1929) faz para espécie Parajulus impressus, o reto deste
animal € curto, representado por uma bolsa de paredes finas, que pode ser parcialmente
evertido através das vdlvulas anais durante a defecacdo. As paredes epiteliais sdo
relativamente finas e a musculatura circular consiste de poucas fibras. O revestimento

quitinoso desta por¢do € espesso, mas aparentemente de consisténcia flexivel dentro do

Iamen.

3. OBJETIVOS

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral estudar a morfologia
do tubo digestério da espécie U. atrobrunneus relacionando os resultados as funcgdes
desempenhadas pelas diferentes regides do intestino do diplépodo.

Os objetivos especificos sdo:

e Analisar histologicamente a estrutura do tubo digestdrio, para descrever os
tecidos que o compdem;

e Realizar testes histoquimicos por meio de técnicas que detectem a presencga de
proteinas, polissacarideos, célcio e lipideos

Uma vez que a espécie vem se tornando uma provavel “praga” em centros urbanos do
estado de Sao Paulo, acredita-se que esta pesquisa poderd fornecer subsidios para possivel

controle da espécie U. atrobrunneus.

4. METODOLOGIA

Individuos adultos de U. atrobrunneus foram coletados pelo prof. Dr Edilberto
Gianotti e pelo mestrando Raphael Baston de Souza nos arredores das cidades de Rio Claro,
SP. Os animais foram mantidos em terrdrio contendo terra e folhico, umedecidos
periodicamente.

O tubo digestorio foi obtido por dissecacdo dos espécimes anestesiados, realizada em
placas de disseccao contendo solucio fisioldgica.

Os métodos consistiram em:
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4.1. Histologia

Foi utilizada a técnica de inclusdo em resina (historesina) para estudos histolégicos e
histoquimicos. Para isso, o tubo digestério foi fixado em solu¢do Bouin, paraformaldeido 4%
e formolcdlcio durante aproximadamente 24 horas em geladeira. Em seguida o material foi
desidratado em alcool 70, 80, 90, € 95% durante 30 minutos cada banho, e entdo transferido
para uma solucdo de resina de Embebicao (JB-4-Polaron Instruments/BIO RAD), durante 24
horas, mantido em geladeira. O material foi colocado em moldes preenchidos com resina de
inclusdao. Em seguida, o material foi seccionado com auxilio do micrétomo Leica (Modelo:
RM 2245); as seccoes foram hidratadas e recolhidas em laminas. Depois de secas, essas

laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) conforme rotina histolégica.

4.2. Histoquimica

4.2.1. Proteinas Totais

4.2.1.1. Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985)

Fixacdo do material em paraformaldeido 4% e solugdao Bouin, coloracdo pela solucio
de azul de bromofenol a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora; lavagem dos
cortes em dgua e banho em 4cido acético 0,5% por 5 minutos; passagem em dlcool butilico

terciario.

4.2.1.2. Xilidine Ponceau (MELQO; VIDAL, 1980)
Fixacdo do material em paraformaldeido 4% e solugdo Bouin, coloracdo pela solucio
de xilidine ponceau por 30 minutos; passagem dos cortes em tampao acetato de sédio (pH =

2,5-13,5) por 1 minuto; lavagem em dgua destilada.

4.2.2. Polissacarideos

Técnica do PAS (Acido Periédico Schiff) - Polissacarideos neutros (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983)

Fixacdo em solucdo Bouin; oxidag¢do por 10 minutos em 4cido periddico 0,4%; reagdo
no reativo de Schiff por aproximadamente 1 hora no escuro; deixar em 4dgua sulfurosa por 3

minutos; lavar em dgua corrente por 30 minutos.
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4.2.3. Calcio

Método de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)
Fixacdo em paraformaldeido 4% ou solu¢do Bouin; imersdo dos cortes em nitrato de
prata por 20 minutos; lavagem em 4dgua e transferéncia dos cortes para revelador D-75;

imersdo em fixador F-5 por 5 minutos; contra coloracdo dos nicleos com hematoxilina.

4.2.4. Lipidios

4.2.4.1. Sudan Black B (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983)
Coloragao pelo sudan black B por 15 minutos; lavagem em dgua destilada e em dlcool

70%; em seguida montagem das laminas em gelatina glicerinada.

4.2.4.2. Azul do Nilo
Coloragao pelo azul do Nilo por 5 minutos a temperatura de 37°C; lavagem em &4gua
corrente; banho em &cido acético 1% por 1 minuto; em seguida montagem da lamina em

gelatina glicerinada.

4.3. Ultra-estrutura

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As amostras do material foram previamente limpas, pequenos fragmentos do intestino
médio foram fixados em glutaraldeido 2,5%, em tampao cacodilato 0.1M a 4° C, lavados em
tampao cacodilato e pds-fixados em tetréxido de O6smio 1% por 2 horas. O material
novamente foi lavado no mesmo tampido, colocado em dlcool 10% por 15 minutos e
contrastado com acetato de uranila 2% em alcool 10% por 4 horas. Em seguida, foi feita uma
desidratacdo em série crescente de acetona, submetido a solucdo resina: acetona (1:1) por 12
horas, embebido em resina Epon-araldite com catalisador por 24 horas e levado pra estufa a
70° C por 24 horas para a polimerizacdo da resina. O material foi seccionado em
ultramicrétomo e as grades obtidas foram observadas ao microscopio eletronico de

transmissdo Phillips CM 100.



24

5. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de artigos cientificos os quais serdo

submetidos as revistas especializadas na érea.

- ARTIGO 1: Structure and function of the foregut and salivary glands of the

Urostreptus atrobrunneus sinantropic diplopod (Spirostreptidae)

- ARTIGO 2: Intestino médio do diplépodo Urostreptus atrobrunneus: estrutura, fun¢io

e redefinicao das células hepaticas

- ARTIGO 3: Analise histologica e histoquimica do intestino posterior da espécie
sinantrépica Urostreptus atrobrunneus
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ARTIGO 1 - Submetido a revista Animal Biology

Structure and function of the foregut and salivary glands of the Urostreptus

atrobrunneus sinantropic diplopod (Spirostreptidae)

Estrutura e funcio do intestino anterior e glandulas salivares de Urostreptus

atrobrunneus diplopodo sinantrépico (Spirostreptidae)
Cristina Moreira de Sousa', Carmem Silvia Fontanetti®
Departamento de Biologia — Instituto de Biociéncias, Rio Claro, SP, Brasil.

Av. 24-A, 1515, CEP: 13506-900, Rio Claro, SP, Brasil

1: cris.sousa.bio@hotmail.com; 2: fontanet@rc.unesp.br

RESUMO

Os dipldpodos sdo considerados importantes macro-artrépodes do solo, uma vez que
estdo envolvidos na manuten¢do do equilibrio do ecossistema. Normalmente nao apresentam
populacio numerosa, mas podem ocorrer explosdes populacionais ocasionadas por
desequilibrios ambientais, mudancas climdticas e pela utilizacdo de pesticidas que pode
eliminar possiveis competidores. O milipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi e Fontanetti,
20006, tém apresentado pontos de infestacdo em centros urbanos, do estado de Sdo Paulo,
causando muitos transtornos a populacdo humana; a falta de conhecimento de sua biologia
tem dificultado um controle eficiente da mesma. Neste sentido, este trabalho pretende
contribuir com o conhecimento desta potencial praga, apresentando a descricdo morfoldgica
do intestino anterior e das glandulas salivares do milipede U. atrobrunneus, relacionando-os

com suas respectivas func¢des, por meio das andlises histolégica e histoquimica.

Keywords: Milipede, Diplopoda, Digestdo, Enzimas digestivas.
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INTRODUCAO

Os diplépodos em geral, ndo apresentam populacdo numerosa, mas varios relatos ja
foram feitos de algumas espécies que apresentaram explosdes populacionais, normalmente
ocasionadas por desequilibrios ambientais (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1949; NIIJIMA;
SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et al, 1997, 2002; KANIA; TRACZ, 2005;
FONTANETTI et al., 2010). O milipede U. atrobrunneus é uma espécie recentemente
descrita (PIEROZZI; FONTANETTI, 2006), que chamou atencdo de pesquisadores devido a
alta proliferacdo que a mesma tem apresentado em alguns centros urbanos no estado de Sao
Paulo (BOCCARDO, 1998; FONTANETTI et al., 2007).

O tubo digestério dos milipedes apresenta-se basicamente na forma de um tubo reto
que se inicia na boca e termina no anus, dividido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior. Com exce¢do do intestino médio, todo o tubo digestério € revestido
internamente por uma intima cuticular. Glandulas salivares encontram-se ladeando o intestino
anterior e sdo responsaveis pela producdo de secrecdes que lubrificam o alimento ingerido,
além de conter enzimas digestivas que auxiliam no inicio da digestaio (NUNEZ;
CRAWFORD, 1977; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997; FANTAZZINI et al.,
1998).

Poucos estudos sobre histologia do trato digestério de diplopodos sdo encontrados na
literatura e a maioria € restrita a somente algumas ordens.

Poucos estudos foram realizados com espécies de nossa fauna. Fontanetti et al. (1997)
descreveram morfoldgica e histologicamente o trato digestério da espécie Plusiopurus setiger
(Spirostreptida). Fantazzini et al. (1998; 2002) descreveram a anatomia do intestino anterior,
das glandulas salivares e intestino médio de Rhinocricus padbergi (Spirobolida) por meio de
andlises histoldgicas e histoquimicas; posteriormente, Camargo-Mathias et al. (2010)
apresentaram a reconstrucdo 3D e a ultramorfologia das glandulas salivares da mesma
espécie.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho € realizar a primeira descricdo sobre a
morfologia do tubo digestério da espécie U. atrobrunneus por meio de andlises histoldgica e
histoquimica, relacionando os resultados as funcdes desempenhadas pelas diferentes regides

do intestino anterior do diplépodo.

MATERIAIS E METODOS
Os espécimes (n=5) foram coletados nos arredores da cidade de Rio Claro, Sao Paulo,

Brasil, (22°23°59°’S; 47° 34’18’’’ W). Os animais foram mantidos em terrario contendo terra e
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folhico, umedecidos periodicamente. O tubo digestério foi obtido por disseccdo dos
espécimes anestesiados, com éter sulftrico, feita em placas de dissec¢do contendo solucdo
fisiolégica. O tubo digestivo foi fixado em Bouin, paraformaldeido 4% e formolcélcio
dependendo da técnica aplicada. O material foi incluido em historesina e corado com
hematoxilina/eosina.

Os testes histoquimicos foram aplicados para detec¢cao de proteinas (Xylidine Ponceau
— MELO; VIDAL, 1980 e Azul de Bromofenol - PEARSE, 1985), polissacarideos (PAS
(Acido Periédico-Schiff) e PAS/Azul de Alcian — JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) e
lipidios (Azul do Nilo — LISON, 1960 e Sudan Black B — JUNQUEIRA; JUNQUEIRA,
1983).

RESULTADOS

O intestino anterior de U. atrobrunneus € constituido por um epitélio, dotado de uma
intima cuticular, uma delgada membrana basal, uma camada muscular, revestido por uma
membrana externa (Figs 1A, B, C). Ladeando todo o intestino anterior observa-se um par de
glandulas salivares (Fig. 1A, D). O epitélio é composto por células de diferentes alturas
dependendo da regido observada. Na por¢do mais anterior apresentam-se mais baixas com
ndcleos mais centrais (Fig. 1B) e nas por¢cdes mediana e posterior (Fig. 1C) aparecem mais
altas com nucleos localizados na regido basal da célula.

Abaixo do epitélio observa-se uma musculatura bem desenvolvida (Figs 1B, C) por
toda extensdo do intestino; todo intestino anterior € revestido externamente por uma
membrana celular chamada membrana externa (Fig. 1B); abaixo do epitélio observa-se
também uma delgada membrana basal, melhor visualizada pela técnica de PAS (Fig. 2B); a
transicdo entre intestino anterior e intestino médio é marcada pela valvula esofdgica onde se
observa o gradativo desaparecimento da intima cuticular (setas nas Figs 1D, E); o epitélio
nesta regido apresenta células extremamente alongadas.

Por toda a extensdo do intestino anterior observa-se uma membrana peritréfica
acelular (Fig. 1C) que aparece em continuidade no intestino médio, intimamente associada ao
epitélio (Fig. 1E). Observa-se também a presenca de varios hemdcitos por entre 0s
constituintes do intestino anterior e das glandulas salivares (Fig. 1C).

As proteinas foram observadas nas células epiteliais e musculares. A intima cuticular
foi fracamente positiva ao teste para deteccio destes elementos (Fig. 2A). A intima cuticular

reagiu moderadamente a técnica para deteccdo de polissacarideos neutros. Foi detectada
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pouca quantidade destes elementos nas células epiteliais (Figs 2B, C). Vdrios dos hemdcitos
observados reagiram positivamente a técnica para polissacarideos neutros (Figs 2B, C).

Nao foram detectados polissacarideos dcidos, lipidios e cdlcio nos constituintes do
intestino anterior.

As glandulas salivares encontradas em U. atrobrunneus apresentam uma porcio
secretora e ductos excretores (Figs 1A, F). A porcdo secretora apresenta formas diferentes; a
por¢do mediana e posterior, portanto, mais préxima ao intestino médio apresenta-se de forma
mais tubular e formada por células menos coradas (Fig. 3A); conforme avanga para a regiao
mais anterior, suas células aumentam de coloracao (Fig. 3B) e mais proxima a cavidade oral,
assemelha-se mais a forma acinosa, com a maioria das células repletas de granulos fortemente
corados (Fig. 3C).

O ducto apresenta também distintas configura¢des; em algumas porgdes apresenta-se
formado por células ctibicas com nticleos centrais (Fig. 1F) e em outras, por células mais altas
com nucleos periféricos (Fig. 3D).

Foram detectadas poucas proteinas na por¢do mais posterior da glandula (tubulosa)
(Fig. 4A); a porcdo que aparece mais acinosa apresenta células distintas, umas fortemente
coradas e outras menos coradas (Fig. 4B). Os ductos apresentaram reagdo moderada aos testes
para deteccao de proteinas (Fig. 4C).

Foi detectada grande quantidade de polissacarideos na por¢ao secretora das glandulas
salivares (Figs 4D, E), bem como na luz do ducto excretor (Figs 2B, 4D), sendo a maioria
constituida por polissacarideos neutros. Os polissacarideos dcidos foram pouco detectados
(Fig. 4D).

Nao foram detectados lipidios e cdlcio nas glandulas salivares.

Os resultados histoquimicos estdo resumidos na tabela 1.

DISCUSSAO

As células que compdem o epitélio do intestino anterior apresentam diferentes alturas,
s30 mais baixas na porcdo mais anterior e mais altas nas por¢des mediana e posterior. A
presenca da intima cuticular € caracteristica desta porcao e na medida em que se aproxima do
intestino médio, esta gradativamente desaparece. Essa mesma morfologia, ja foi descrita
anteriormente para o intestino anterior dos diplépodos Rhinocricus padbergi (FANTAZZINI
et al., 1998), Orthoporus ornatus (NUNEZ; CRAWFORD, 1977) e Plusioporus setiger
(FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997).
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Segundo as descri¢des realizadas por Nunez e Crawford (1977), a presenca da
membrana peritréfica acelular é bem estabelecida no tubo digestério da classe Diplopoda,
apesar de nao ter sido observada no intestino anterior da espécie Ptyoilus impressus descrita
por Hefner (1929) e nem no intestino anterior e posterior de Orthoporus ornatus (NUNEZ;
CRAWFORD, 1977). J4 as espécies brasileiras P. setiger (FONTANETTI; CAMARGO-
MATHIAS, 1997) e R. padbergi (FANTAZZINI et al., 1998; 2002) apresentaram a
membrana peritréfica ao longo de todo canal alimentar.

De acordo com as respostas histoquimicas, o intestino anterior apresentou nos testes
para deteccio de polissacarideos, fraca reacdo no epitélio, porém o resultado foi
moderadamente positivo na drea correspondente a intima cuticular. Este resultado € indicativo
de que o intestino anterior ndo estd envolvido na assimilacdo e/ou digestao de polissacarideos
neutros, bom como de lipidios e célcio.

Segundo Fantazzini et al. (1998) em R. padbergi, ocorre uma pequena participagao do
intestino anterior durante o processo de digestdo, porém o papel efetivo neste processo é
realizado pelas glandulas salivares através da sintese de enzimas (FANTAZZINI et al., 1998).
O mesmo deve ocorrer em U. atrobrunneus.

A morfologia das glandulas salivares apresenta-se conforme descri¢des realizadas para
as espécies P. setiger (FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997) e R. padbergi
(FANTAZZINI et al. 1998; FANTAZINI, 2002), ou seja, apresentam uma por¢ao secretora e
ductos excretores, sendo a primeira formada por uma por¢io acinosa € uma tubulosa.

Camargo-Mathias et al. (2010) utilizando técnicas de reconstrucdo 3D e microscopia
eletronica de varredura definiram a morfologia das glandulas salivares de R. padbergi muito
semelhante a estrutura aqui observada, porém os autores descrevem que estas sdo unidas em
estrututa Unica dotada de dois ductos que se abrem na cavidade oral. Segundo nossas
observacdes, em U. atrobrunneus, essa estrutura parece pareada.

A mudanca na forma, tanto da por¢do secretora como nos ductos ao longo das
glandulas podem refletir diferentes funcdes realizadas pelas diferentes regides da estrutura. A
principal fungdo das glandulas salivares nos organismos de uma forma geral € secretar saliva,
a qual terd um papel significativo nos processos de digestdo. Nos vertebrados, as glandulas
salivares sdo descritas como sendo formadas por por¢des acinosas e tubulosas, onde a por¢ao
acinosa tem a funcdo de secretar a saliva e a tubulosa, modificaria a saliva que seria liberada
para o exterior (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008). Em Fantazzini (2002), o estudo da

glandula salivar de R. padbergi demonstrou que esse processo também ocorre no diplépodo,
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deixando claro que o produto ou a saliva inicialmente produzida ndo tem a mesma
composicao quimica daquela que € finalmente liberada.

Os resultados histoquimicos em U. atrobrunneus demonstraram que a secrecdo final
liberada pelas glandulas é de natureza glicoprotéica, com ativa participacdo dos ductos na
sintese de proteinas. Estes resultados corroboram os de Fantazzini (2002).

Nunez e Crawford (1976) analisando as glandulas salivares do diplépodo Orthoporus
ornatus detectaram a presenca de vdrias enzimas, principalmente aquelas relacionadas com a
digestdo de carboidratos, ndo excluindo aquelas relacionadas especificamente com a digestao
de lipidios.

Semelhante ao observado aqui, Fantazzini (2002) comenta que as glandulas salivares
do diplépodo R. padbergi apresenta efetiva participacdo na sintese de compostos protéicos,
provavelmente enzimas que seriam utilizadas no processo de digestdo; ndo foi detectada a
presenca de quantidades significativas de lipidios nessas estruturas, como observado também
no presente estudo.

O real papel das glandulas salivares nos diplépodos em geral, é ainda pouco
conhecido. Alguns autores como Nunez e Crawford (1977) e Hopkin e Read (1992),
propuseram que as enzimas digestivas, oriundas de secre¢des das glandulas salivares e das
células do epitélio do intestino médio, seriam suplementadas por enzimas liberadas pelos

microrganismos localizados e misturados ao alimento no limen.
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Tabela 1. Resultados da andlise histoquimica realizada no intestino anterior e glandulas

salivares de U. atrobrunneus.

Intestino anterior Glandula salivar

Células Intima cuticular Porc¢do secretora Ducto

epiteliais Acinosa | Tubulosa | Epitélio | Luz
Proteinas +++ + +/+++ + +++ +
Lipidios - - - - - -
Cilcio - - - - - -
Polissacarideos | Acidos - - + - + +

Neutros + ++ +++ +++ - ++

+++ fortemente positivo
++ moderadamente positivo
+ fracamente positivo

- negativo
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Seccdes histoldgicas do intestino anterior (A, B, C, F) e da transicdo intestino
anterior/ médio (D, E) de U. atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina.

d- ducto; gs- glandula salivar; h- hemdcitos; ia- intestino anterior; ic- intima cuticular; I-
ldmen; me- membrana externa; m- musculatura; ic- intima cuticular; mp- membrana
peritréfica; im- intestino médio; ps- porg¢do secretora; setas: transicdo intestino anterior/

médio.

Figura 2. Seccdes histolégicas do intestino anterior de U. atrobrunneus submetidas a
coloracdo pelo xilidine ponceau (A) e as técnicas de PAS/azul de Alcian (B) e PAS (C). d-
ducto; e- epitélio; h- hemdcito; ic- intima cuticular; - lumen; mb- membrana basal; me-

membrana externa.

Figura 3. Sec¢des histologicas da glandula salivar de U. atrobrunneus coradas com
hematoxilina/eosina. A. Por¢do mais posterior da glandula; B. Porcdo mediana da glandula;

C. Por¢do anterior da glandula.

d- ducto; e- epitélio; I- limen; ps- porcdo secretora.

Figura 4. Secc¢des histoldgicas da glandula salivar de U. atrobrunneus. A, B, C. Submetidas a
técnica de azul de bromofenol; D. Submetida a técnica PAS/azul de Alcian; E. Submetida a

técnica de PAS.

d- ducto; ia- intestino anterior; ps- por¢do secretora.
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Figura 3
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Intestino médio do diplopodo Urostreptus atrobrunneus: estrutura, funcao e redefinicao
das células hepaticas
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RESUMO

Diplépodos sdo considerados importantes macro-artrépodes do solo, devido ao fato de
estarem envolvidos na manutenc¢do do equilibrio do ecossistema. Comumente estes animais
ndo apresentam populacdo numerosa, porém hd relatos de explosdes populacionais
ocasionadas por desequilibrios ambientais, mudancas climéticas e utilizacao de pesticidas que
eliminam possiveis competidores. O milipede Urostreptus atrobrunneus Pierozzi e Fontanetti,
20006, tém apresentado pontos de infestacdo em centros urbanos, do estado de Sdo Paulo,
causando muitos transtornos a populacdo humana. Com objetivo de contribuir para o
conhecimento desta potencial praga, este trabalho apresenta a descricdo histoldgica,
histoquimica e ultra-estrutural do intestino médio do milipede U. atrobrunneus. A regiao do
intestino médio € caracterizada pela auséncia da intima cuticular, sendo formado por um
epitélio pseudoestratificado, apoiado por uma membrana basal espessa, seguido de uma
camada muscular e uma camada de células hepdticas, musculatura, revestido por uma

membrana externa. A morfologia observada aqui se assemelha bastante com as descri¢des de

outras espécies de diplépodos estudadas até o momento.

Keywords: Histologia, Histoquimica, Ultra-estrutura, Diplopoda, Trato digestério, Secre¢do

apdcrina.
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INTRODUCAO

Diplépodos em geral, ndo apresentam populacdo numerosa, no entanto relatos sobre
espécies que apresentaram explosdes populacionais sdo encontrados, normalmente
ocasionadas por desequilibrios ambientais (CLOUDSLEY-THOMPSON, 1950; BIERNAUX,
1966; MAFF, 1984; NIIJIMA; SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et al., 1997, 2002;
KANIA; TRACZ, 2005; FONTANETTI et al., 2010a). Em virtude da alta proliferagdao que o
milipede  Urostreptus — atrobrunneus, espécie recentemente descrita (PIEROZZI;
FONTANETTI, 2006), tem apresentado em alguns centros urbanos no estado de Sao Paulo,
varios pesquisadores demonstraram interesse no estudo da mesma (BOCCARDO, 1998;
FONTANETTI et al., 2007; 2010b).

O tubo digestério dos milipedes apresenta-se basicamente na forma de um tubo reto
que se inicia na boca e termina no anus, dividido em intestino anterior, intestino médio e
intestino posterior. Com exce¢do do intestino médio, todo o tubo digestdrio é revestido
internamente por uma intima cuticular. Glandulas salivares encontram-se ladeando o intestino
anterior e sdo responsaveis pela producdo de secrecdes que lubrificam o alimento ingerido,
além de conter enzimas digestivas que auxiliam no inicio da digestdio (NUNEZ;
CRAWFORD, 1977; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997; FANTAZZINI et al.,
1998).

O intestino médio dos milipedes, situado apds o intestino anterior e antes da regido
pilérica, apresenta fundamental importancia na participacdo do processo digestivo do animal;
algumas enzimas sdo secretadas sobre as particulas de alimento por células epiteliais e outras
podem ser derivadas de microrganismos do limen (HOPKIN, READ, 1992).

A estrutura e a funcdo do intestino médio de diplépodos foram descritas para poucas
espécies (BOWEN, 1968; NUNEZ; CRAWFORD, 1977; HUBERT, 1979; 1988;
FONTANETTIL; CAMARGO-MATHIAS, 1997; FONTANETTI et al., 2001; FANTAZZINI
et al., 2002; CAMARGO-MATHIAS et al., 2004).

Raros sdo os trabalhos conduzidos em espécies brasileiras e a maioria da literatura é
restrita a somente algumas ordens. Fontanetti e Camargo-Mathias (1997) descreveram
morfolégica e histologicamente o trato digestério da espécie Plusiopurus setiger
(Spirostreptida). Fantazzini et al. (2002) descreveram a anatomia do intestino médio de
Rhinocricus padbergi (Spirobolida) por meio de andlises histoldgicas e histoquimicas;
posteriormente, Camargo-Mathias et al. (2004) apresentaram a caracterizacao ultra-estrutural

do intestino médio da mesma espécie.
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Face ao exposto, o objetivo deste trabalho foi realizar a primeira descricio da
morfologia do intestino médio da espécie U. atrobrunneus, por meio de andlises histoldgica,
histoquimica e ultra-estrutural, relacionando os resultados as fungdes desempenhadas pelo
6rgdo. Foi objetivo também rever a designacdo das chamadas células hepdticas, termo

controverso na literatura pertinente.

MATERIAIS E METODOS

Os espécimes foram coletados pelo prof. Dr Edilberto Gianotti e pelo mestrando
Raphael Baston de Souza nos arredores da cidade de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil,
(22°23°59°°S; 47°34°18°W). Os animais foram mantidos em terrdrio contendo terra e folhico,
umedecidos periodicamente. O tubo digestério foi obtido por disseccdo dos espécimes
anestesiados, com éter sulfurico, feita em placas de disseccdo contendo solugdo fisiologica. O
tubo digestorio foi fixado em solu¢do Bouin, paraformaldeido 4% e formolcélcio dependendo
da técnica aplicada. O material foi incluido em historesina e corado com hematoxilina/eosina
para andlise histoldgica. Os testes histoquimicos aplicados foram: Xylidine Ponceau (MELO;
VIDAL, 1980) e Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985) para deteccio de proteinas; Acido
Periodico-Schiff (PAS) e técnica simultinea PAS e Azul de Alcian (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983) para polissacarideos; método de von Kossa (JUNQUEIRA;
JUNQUEIRA, 1983) para cdlcio; e Azul do Nilo (LISON, 1960) e Sudan Black B
(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para lipidios.

O material processado para microscopia eletronica de transmissdo foi fixado em
glutaraldeido 2,5%, em tampao cacodilato 0.1M a 4° C, lavados em tampao cacodilato e pds-
fixados em tetréxido de 6smio 1% por 2 horas; novamente lavado no mesmo tampio,
colocado em dlcool 10% por 15 minutos e contrastado com acetato de uranila 2% em dalcool
10% por 4 horas; ap6s este procedimento foi feita uma desidratacdo do material em série
crescente de acetona, submetendo-o a solugdo resina: acetona (1:1) por 12 horas; o mesmo foi
embebido em resina Epon-araldite com catalisador por 24 horas e levado pra estufa a 70° C
por 24 horas para a polimerizacio da resina. O material foi seccionado em ultramicrétomo e
as grades obtidas foram observadas ao microscépio eletronico de transmissao Phillips CM

100.

RESULTADOS
Histologia
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z

O intestino médio é composto por um epitélio pseudoestratificado, apoiado numa
lamina basal, seguido de camada muscular, uma camada de células hepaticas, musculatura
irregularmente distribuida, revestido externamente por uma membrana chamada membrana
externa. Intimamente associado ao intestino observou-se o corpo gorduroso perivisceral (Fig.
1A).

O epitélio € formado por trés tipos celulares: as células principais ou absortivas, em
maior nimero, as quais apresentam um bordo em escova bem definido; na base do epitélio
observam-se células menores, chamadas de células regenerativas (Fig. 1B); por entre as
células absortivas sdo observadas células secretoras (seta fig. 1C).

Ao longo de todo o intestino observa-se uma membrana peritréfica constituida por
camadas acelulares (Figs. 1A, B).

A secregdo liberada pelas células epiteliais € do tipo apderina, ou seja, na liberacio

parte da célula é perdida junto com a secre¢do (Figs. 1B, C).

Histoquimica

As andlises histoquimicas mostram que o epitélio reagiu fortemente a deteccdo de
proteina, enquanto que as células hepdticas reagiram de moderada a fracamente positivas
(Figs. 2A, B).

A secrecdo liberada pelas células epiteliais € de natureza glicoprotéica; algumas
vesiculas se coram fortemente pelas técnicas para deteccdo de proteinas (Figs. 2A, B) e outras
se coram mais pela técnica para detecgdo de polissacarideos neutros (Fig. 2C).

A presenca de polissacarideos neutros é observada no bordo em escova, na membrana
basal e em algumas células hepaticas (Fig. 2C).

Ha4 uma quantidade razodvel de calcio nas células principais (Fig. 2D).

Observa-se uma pequena quantidade de lipidios no bordo em escova das células

epiteliais e em algumas células hepaticas (dados ndo demonstrados).

Ultra-estrutura

A andlise ultra-estrutural possibilitou uma caracterizacdo mais detalhada do epitélio,
bem como das células que o compdem.

Observa-se que as células absortivas (principais) apresentam numerosas
microvilosidades em sua face livre (Fig. 3A); entre as células principais observam-se células

secretoras, juntamente com a liberagdo da secre¢do apdcrina (Fig. 3A), ou seja, o produto
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sendo lancado com a por¢do do citoplasma apical. As células epiteliais sdo apoiadas por uma
espessa lamina basal, onde sdo observadas projecdes citoplasmaticas das mesmas (Fig. 3B).

O citoplasma das células principais € rico em reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
(Fig. 4A) e esferocristais (fig. 4B); além disso em seu dominio apical € possivel visualizar um
grande nimero de mitocondrias elétron-licidas (Fig. 4C).

A unido das células epiteliais se d4 por interdigitacdes e juncdes oclusivas, porém
observa-se em vdrias regides a ocorréncia de espacos intercelulares dilatados (Fig. 4D).

Os esferocristais encontrados no citoplasma das células principais sdo facilmente
removidos durante a microtomia, resultando em sitios vazios; € possivel visualizar que o
actimulo de material no esferocristal ocorre de modo a formar camadas concéntricas (setas na
Fig. 5A). Os esferocristais s@o envoltos por membrana e apresentam um intimo contato com o
reticulo endoplasmatico rugoso (Fig. 5B).

As células regenerativas, situadas na base do epitélio, apresentam nicleo volumoso,
nucléolo bem evidente, citoplasma menos elétron-denso que o observado nas células
absortivas, com vdrias mitocondrias mais elétron-densas que as observadas nas células
absortivas (Fig. 5C).

As células hepdticas apresentam um citoplasma heterogéneo (Fig. 6A), grande
quantidade de mitocondrias, vacutolos de aspectos variados e nucleo volumoso (Figs. 6D, E).
Virios espacos vazios sdo observados no citoplasma destas células, em decorréncia da
microtomia que retira os granulos af presentes (setas nas figs. 6A, B).

Por entre as células hepéticas sdo observados alguns hemdcitos em diferentes estagios

de maturacao (Fig. 5F, 6A, B, C).

DISCUSSAO

O intestino médio de U. atrobrunneus apresentou um epitélio pseudoestratificado,
constituido de células absortivas ou principais, células regenerativas e células secretoras,
assim como foi descrito para outras espécies de diplépodos, como por exemplo Oxidus
gracilis (NEUMANN, 1985 apud HOPKIN; READ, 1992), Glomeris marginata (MARTIN;
KIRKHAM, 1989 apud HOPKIN; READ, 1992), Plusiopurus setiger (FONTANETTI et al.,
1997) e Rhinocricus padbergi (FANTANZZINI et al., 2002).

Bowen (1968) relatou a presenca de um epitélio colunar pseudoestratificado no
intestino médio de Floridobolus penneri e Narceus gordanus, ambos Spirobolida; para todas
as outras espécies de diplopodos estudadas foi relatado um epitélio simples prismadtico. Isto

foi confirmado ultra-estruturalmente por Hubert (1979b) em Cylindroiulus londinensis. Em
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contrapartida, em R. padbergi, a andlise ultra-estrutural revelou um epitélio
pseudoestratificado (CAMARGO-MATHIAS et al., 2004).

Ao longo do intestino médio observou-se também a presenca de uma membrana
peritréfica, a qual estd intimamente associada as células intestinais. Nunez e Crawford (1977)
comentaram que esta estrutura é bem estabelecida em Diplopoda.

Puderam ser observadas numerosas vesiculas de secrecdo langcadas em direcdo ao
limen. Estas vesiculas apresentaram vdrios graus de coloragdo em seu conteddo, sugerindo
assim um grau de maturagdo ou um processo de desidratagdo das secrecdes durante o seu
transporte, do citoplasma para o limen intestinal, como proposto também por Fantazzini et al.
(2002) e Fontanetti et al. (2001).

E possivel que as vesiculas de secrecio contenham diferentes materiais. Em
diplépodos, o tipo de lancamento da secre¢do pode ser apdcrina como observado aqui, e
descrito por Fontanetti et al. (2001) para espécie P. setiger e por Fantazzini et al. (2002) para
R. padbergi, ou merécrina como observou Hefner (1929) para Parajulus impressus; este
dltimo autor porém sugeriu que em outros milipedes a liberacdo deve ser do tipo holécrina.

A andlise histoquimica mostrou uma reacio positiva para proteinas no epitélio e nas
células hepdticas, indicando a alta concentragdo de proteinas nesta regido. Com excecdo das
células secretoras, o epitélio reage fracamente aos ensaios de polissacarideos neutros, o que
sugere que este epitélio participa da producdo dos polissacarideos neutros, mas nao os
armazena. Os testes realizados para a detec¢do de lipidios demonstraram a presenca deste
elemento em pequena quantidade no bordo em escova e nas células hepdticas, isto indicaria
que o intestino médio de U. atrobrunneus pouco participa do metabolismo destes elementos.

A presenca de célcio no intestino médio de diplépodos é bem estabelecida, uma vez
que estes animais revolvem terra; a presenca deste elemento representa um modo de
detoxicacdo, processo bem descrito para invertebrados, incluindo os diplépodos
(FONTANETTI et al., 2006).

Segundo Fantazzini et al. (2002) essa presenca de célcio nas células principais sugere
que o epitélio pode estar envolvido no transporte deste elemento; fato semelhante foi
observado em R. padbergi; nestes casos, ocorre a precipitacio de metais como granulos
intracelulares de diferentes tipos, que depois de estocados sao excretados por liberacio direta
pelas vesiculas secretoras para o limen intestinal ou por substitui¢do do epitélio intestinal
(HUBERT, 1979a; NOGAROL; FONTANETTI, 2010a; GODOY; FONTANETTI, 2010).

Hopkin e Read (1992) também observaram numerosos granulos de fosfato de calcio

dispostos concentricamente dentro das células intestinais dos diplépodos. De acordo com
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Hubert (1979b), como o intestino médio representa um local de acumulacdo de minerais e tem
um papel importante na regulagdo idnica do organismo, conseqiientemente, a eliminacdo
ciclica de granulos seria uma forma de excrecdo. Supde-se que a excrecao de minerais em U.
atrobrunneus, ocorra basicamente do mesmo modo, uma vez que indimeros esferocristais
também s@o observados no intestino médio da espécie e o acimulo de material dentro destes
também encontra-se disposto de forma concéntrica.

Segundo Fontanetti et al. (2006) esferocristais podem ser denominados também como
corpos mineralizados, e que os mesmos podem variar na organizacdo estrutural dentro de
diferentes células, de diferentes regides do corpo, com diferentes aspectos. Observaram que 0s
corpos esféricos apresentavam-se envoltos por membrana, porém ndo associados a organelas
como o reticulo endoplasmatico ou aparelho de Golgi. Em U. atrobrunneus, os esferocristais
também encontram-se envoltos por membrana, sendo possivel visualizar um intimo contato
com o reticulo endoplasmético rugoso.

Para Locke (1984) os esferocristais originam-se nas cisternas destes reticulos e sdo
formados pela conjuga¢do de sais minerais com o estroma polianidnico. O acimulo de sais
minerais nestes esferocristais é considerado um importante mecanismo de manutengdo da
homeostase no organismo. O actimulo de materiais em diversos casos revela um processo de
equilibrio de fons que envolvem vdrios fendomenos fisiolégicos, especialmente a reciclagem,
armazenamento e excrecao de minerais.

A descricdo ultra-estrutural da espécie R. padbergi (CAMARGO-MATHIAS et al.,
2004) foi muito semelhante ao encontrado no presente trabalho, ou seja, o epitélio é
organizado de forma pseudoestratificada, constituido por células absortivas (ou principais),
células regenerativas e células secretoras. Foram observadas as mesmas organelas nas células
epiteliais, com exce¢do dos aparelhos de Golgi. Em U. atrobrunneus, estes ndo foram
encontrados, enquanto que em R. padbergi foram observados vdrios, liberando vesiculas
secretoras proximas ao nucleo. A presenca de esferocristais também foi relatada para R.
padbergi.

De acordo com este mesmo trabalho, a organizagdo estrutural da por¢cdo basal das
células absortivas no intestino médio de R. padbergi suporta a idéia de que além desta regido
absorver compostos a partir de alimentos, essas células também podem estar envolvidas no
transporte de elementos da hemolinfa; a morfologia é semelhante as células tubulares renais
dos vertebrados e t€m a func¢do de transporte de fons; o grande nimero de mitocondrias visto
nesta regido suporta a hipdtese de uma funcdo semelhante para as células absortivas.

Analisando os resultados do presente trabalho pode-se sugerir que o mesmo deva ocorrer com
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U. atrobrunneus, uma vez que uma expressiva quantidade de mitocondrias também foi
verificada.

As células secretoras, consideradas comuns no intestino de vérias espécies de animais,
servem para lubrificar a superficie epitelial e/ou produzir substancias de natureza mucosa e/ou
serosa, a qual pode auxiliar na absor¢do (HOPKIN; READ, 1992).

A comparacdo entre insetos e diplépodos torna-se interessante, no sentido de que
ambos compartilham de caracteristicas semelhantes entre as estruturas observadas no intestino
médio. Segundo descricdes realizadas por Champman (1998) sobre o trato digestério de
insetos, o intestino médio destes animais € uma regido ativamente envolvida no processo de
producio e secrecdo de enzimas, bem como na absorcio de nutrientes.

Champman (1998) relata ainda que a maioria das células que compdem o intestino
médio dos insetos sdo as células principais, as quais sdo altas e colunares, cuja membrana
voltada para o Ildmen apresenta numerosas microvilosidades, as quais aumentam
consideravelmente a drea de absor¢do. Durante a sintese de enzimas, as células principais sdo
caracterizadas pela presenca de pilhas de reticulo endoplasmatico rugoso e aparelhos de
Golgi; na maioria dos insetos a sintese destas enzimas parece ocorrer somente no momento
em que serdo secretadas para o limen, para sua utiliza¢do, de modo que ndo ocorram reservas
destas nas células.

Segundo o mesmo autor, as células principais do intestino médio tém uma vida
limitada e, na maioria dos insetos, elas sdo constantemente substituidas a partir de células
regenerativas presentes na base do epitélio do intestino médio.

J4 em diplépodos, os estudos realizados até o momento e os resultados obtidos neste
trabalho apontam que a disposi¢ao das células principais e a presenca de microvilosidades na
porcao apical destas células do intestino, com o intuito de aumentar a de na base do epitélio,
também ocorrem e por isso sdo fatores em comum entre os dois grupos taxondmicos e,
provavelmente, as funcdes relacionadas a cada tipo celular também sejam as mesmas.

Hopkin e Read (1992) relataram que as células absortivas dos milipedes sdo unidas
basalmente com as células hepéticas através de interdigitagdes. De acordo com Seifert e
Rosenberg (1977), as células hepaticas ndo formam um epitélio e ndo estdo interconectadas
umas as outras, no entanto, células hepaticas possuem uma membrana plasmatica basal, que
se ramifica entre as células absortivas do intestino médio; a presenca de juncdes “fusiformes”
entre as células hepdticas sugere que hd um transporte aberto entre estes dois tipos de células.

Neste trabalho observou-se que as células hepdticas formam uma camada continua ao

longo de todo intestino médio, mas sem conexdo com as células epiteliais. Vérios estudos
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indicaram que as células hepdticas desempenham func¢des complementares com as demais
células intestinais, estdo envolvidas nao s na absorcdo de produtos da digestao, mas também
na retencdo de minerais (HUBERT, 1978; 1979b).

Face ao exposto a andlise ultra-estrutural revelou que o intestino médio da espécie em
questao compartilha de caracteristicas nao sé com outras espécies de diplépodos, mas também
com de insetos.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1A, B, C. Secc¢des histologicas do intestino médio de U. atrobrunneu, coradas com
hemtoxilina/eosina.

cgp- corpo gorduroso perivisceral; ch- célula hepatica; cr- célula regenerativa; cm- camada
muscular; e- epitélio; I- limen; me- membrana externa; mp- membrana peritréfica; s-

secrecdo; seta- célula secretora.

o

Figura 2. Seccdes histoldgicas do intestino médio de U. atrobrunneus. A- submetida

o

técnica de azul de bromofenol; B- submetida a técnica de xilidine ponceau; C- submetida
técnica de PAS; D- subemtida a técnica de von kossa.
ch- camada de células hepaticas; cm- camada muscular; e- epitélio; 1- [imen; mb- membrana

basal; mp= membrana peritréfica; s- secre¢ao.

Figura 3: Micrografias eletronicas do intestino médio de U. atrobrunneus. A. Detalhe da
regido apical do intestino; B. Detalhe da lamina basal.
cs= célula secretora; cp= célula principal; e= epitélio; ec= esferocristal; Ib= lamina basal; m=

mitocondria; mv=microvilosidades; n= nicleo; s=secre¢ao.

Figura 4: Micrografias eletronicas das células absortivas do intestino médio de U.
atrobrunneus. A. Detalhe do citoplasma, mostrando a abundancia de reticulo endoplasmético
rugoso; B. Células com esferocristais; C. Detalhe do dominio apical da célula; D. Detalhe das
jungdes celulares.

jo= juncdo de oclusdo; ec= esferocristal; ei=espaco intercelular; m= mitocondrias; mv=

microvilosidades; n=ntcleo; rer= reticulo endoplasmético rugoso.

Figura 5: Micrografias eletronicas do intestino médio de U. atrobrunneus. A, B. Detalhes de
esferocristais; C. Célula regenerativa; D. Hemdcito.

cr= célula regenerativa; ec= esferocristal; h= hemdcito; lb= lamina basal; rer= reticulo
endoplasmdtico rugoso; n= nucleo; m= mitocondria; setas em A= camadas concéntricas

observadas nos esferocristais; seta em B= membrana envolvendo o esferocristal.
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Figura 6: Micrografias eletronicas do intestino médio de U. atrobrunneus. A. Camada
muscular + camada de células hepdticas; B, C. Detalhe dos hemdcitos; D, E. Detalhes das
células hepdticas.

cm= camada muscular; ch= célula hepdtica; m= mitocondrias; n= niicleo; v= vacuiolo; setas

em A- granulos; setas em B- espagos vazios onde se localizavam os granulos.
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ARTIGO 3

Histological and histochemical hindgut of synanthropic diplopod Urostreptus
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Analise histolégica e histoquimica do intestino posterior do diplépodo sinantrépico

Urostreptus atrobrunneus
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RESUMO

Diplépodos sdo importantes macro-artrépodes do solo; desempenham um papel
fundamental na manuten¢do do equilibrio do ecossistema, visto que se alimentam de matéria
organica em decomposi¢do, promovendo o enriquecimento, aera¢io e humidificacio do solo;
apresentam pouco ou nenhum inimigo natural devido a presenca de sais de cdlcio em seu
tegumento que os torna muito resistentes, além da presenca das glandulas de defesa, que
liberam uma substancia téxica de odor forte e desagraddvel, quando estes animais sio
ameacgados. Ndo apresentam populagdo numerosa, porém explosdes populacionais podem
ocorrer causadas por desequilibrios no meio ambiente, mudancas climéticas e utilizacdo de
pesticidas que podem eliminar possiveis competidores. Neste sentido, o milipede Urostreptus
atrobrunneus Pierozzi e Fontanetti, 2006, tém apresentado pontos de infestacdo em centros
urbanos do estado de Sdo Paulo, causando muitos transtornos a populacio humana. Por se
tratar de espécie recém descrita, sua biologia, morfologia e comportamento reprodutivo
permanecem desconhecidos o que dificulta um controle eficaz da espécie. Assim, foi objetivo
deste trabalho, estudar a estrutura e fung@o da regido do intestino posterior do tubo digestdrio
desta espécie, para maior conhecimento de sua biologia visando oferecer subsidios para
elaboragdo de meios de controle da mesma. O intestino posterior de U. atrobrunneus é
formado pelo piloro, seguido de uma regido denominada de ileo/colo e de uma regido retal.

Histologicamente ¢ formado por um epitélio colunar simples e uma musculatura mais ou
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menos desenvolvida, dependendo da regido observada. Toda a intima cuticular é provida de

microespinhos.

Keywords: Tubo digestério; Milipede; Spirostreptidae; Espécie praga.

INTRODUCAO

Cientificamente denominados diplépodos ou milipedes, os piolhos-de-cobra formam
um grupo de aproximadamente 10.000 espécies recentemente descritas. Os Diplopoda
formam o maior tdxon de miridpodos, e os especialistas estimam que, podem existir quase
80.000 espécies viventes. A distribui¢do destes animais € cosmopolita, mas sdo especialmente
abundantes nos trépicos (RUPPERT; BARNES, 2005).

Estes animais geralmente vivem em lugares timidos e escuros e possuem exoesqueleto
bastante resistente, impregnado por sais de cdlcio, com excecdo da subclasse Pselaphognata.

Nao é comum que diplépodos apresentem populacdes numerosas, mas ao que parece,
explosdes populacionais estdo relacionadas a desequilibrios no meio ambiente, mudancas
climéticas e utiliza¢do de pesticidas que pode eliminar possiveis competidores. Nos tltimos
anos, migracoes e explosdes populacionais de milipedes tém ocorrido com certa freqiiéncia, o
que t€m atraido ateng¢do de pesquisadores (NIIJIMA; SHINOHARA, 1988; BOCCARDO et
al.,, 2002; FONTANETTI et al., 2007). Recentemente a espécie Urostreptus atrobrunneus
vem apresentando focos de infestacdo no estado de Sdo Paulo, preocupando a populagdo
humana afetada (BOCCARDO, 1997; FONTANETTI et al., 2010).

O trato digestorio dos milipedes apresenta-se na forma de um tubo reto que se divide
em trés porgdes diferentes: intestino anterior, intestino médio e intestino posterior. Exceto o
intestino médio, todo o tubo digestério é revestido internamente por uma cuticula (HOPKIN;
READ, 1992); assim, tanto o intestino anterior como o intestino posterior sdo invaginagdes
epidérmicas, cujas células secretam uma camada de cuticula semelhante ao da superficie
externa do corpo. Esta cuticula, chamada intima, pode apresentar protuberancias as quais se
parecem com denticulos, microespinhos ou cerdas (ELZINGA, 1998; MYIOSHI et al., 2005).

O intestino posterior tem seu inicio marcado nio sé pelo reaparecimento da intima
cuticular, mas também por uma estrutura tubular denominada piloro, onde sio inseridos os
tibulos de Malpighi. Estas estruturas estdo envolvidas funcionalmente na osmorregulacio e
excrecao desses animais (HUBERT 1979a, b). O comprimento do piloro difere conforme as

espécies (FANTAZZINI et al., 1998; FONTANETTI; CAMARGO-MATHIAS, 1997).



61

Fontanetti e Camargo-Mathias (1997) descrevendo o tubo digestério da espécie
Plusioporus setiger citaram que o intestino posterior € formado pelo piloro e reto, ndo sendo
observadas subdivisdes de outros compartimentos. Em outras espécies foram observados
compartimentos ao longo do intestino posterior; segundo Hefner (1929), Parajulus impressus
apresenta seis regioes distintas. Crawford et al. (1983) mencionaram a presenca de um {leo e
um célon para Othopurus ornatus.

O piloro ¢ uma regido diversificada quanto ao aspecto da intima cuticular. Miyoshi et
al. (2005), estudando duas espécies, Rhinocricus padbergi (Spirobolida) e Pseudonannolene
tricolor (Spirostreptida) observaram diferentes arranjos estruturais dos microespeinhos no
piloro das espécies.

Segundo Elzinga (1998), os microespinhos encontrados ao longo do trato digestério
dos artrépodes parecem ser simplesiomdficos e podem atuar na filtragem do alimento
digerido, no movimento continuo dos alimentos através do trato digestério, evitando o
refluxo, na retengdo de organismos simbiontes a na prote¢cdo das camadas celulares de
particulas ingeridas.

Em decorréncia dos relatos acerca das infestacdes causadas pelo milipede U.
atrobrunneus e da necessidade de uma melhor investigacdo referente a espécie, este estudo
visou esclarecer a morfologia da regido correspondente ao intestino posterior do tubo
digestério do mesmo, através de andlises histoldégica e histoquimica e por meio de

comparacdes com os estudos ja realizados com outras espécies.

MATERIAIS E METODOS

Os espécimes foram coletados pelo prof. Dr. Edilberto Gianotti e pelo mestrando
Raphael Baston de Souza nos arredores da cidade de Rio Claro, Sdo Paulo, Brasil,
(22°23°59°°S; 47° 34°18°W). Os animais foram mantidos em terrdrio contendo terra e
folhico, umedecidos periodicamente. O tubo digestério foi obtido por dissec¢do dos
espécimes anestesiados, com éter sulftrico, feita em placas de dissec¢do contendo solucdo
fisiolégica. O tubo digestério foi fixado em solucdo Bouin, paraformaldeido 4% e
formolcalcio dependendo da técnica aplicada. O material foi incluido em historesina e corado
com hematoxilina/eosina.

Os testes histoquimicos aplicados foram: Xylidine Ponceau (MELO; VIDAL, 1980) e
Azul de Bromofenol (PEARSE, 1985) para detec¢do de proteinas; Acido Periédico-Schiff
(PAS) e técnica simultinea PAS e Azul de Alcian JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para
polissacarideos; método de von Kossa (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para célcio; e
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Azul do Nilo (LISON, 1960) e Sudan Black B (JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983) para
lipidios.

RESULTADOS

Foram observadas trés regides distintas compondo o intestino posterior do diplépodo
U. atrobrunneus: piloro, ileo/colo e porc¢do retal. O intestino posterior tem seu inicio no
piloro, histologicamente marcado pela presenca da intima cuticular; na transi¢do intestino
médio/piloro observa-se gradativamente o aparecimento desta estrutura (seta na Fig. 1A).

O piloro apresenta um epitélio simples composto por células colunares com nucleos
localizados preferencialmente na regido centro/basal (Fig. 1B). A altura deste epitélio é pouco
varidvel.

O epitélio do intestino médio é dotado de uma intima cuticular que se distribui ao
longo do intestino em diferentes espessuras (Figs 1B, C, D); observa-se também, que ao longo
de toda estrutura a presenca de expansdes cuticulares, distribuidas de forma heterogénea,
denominadas aqui de microespinhos; aparecem em maior tamanho e menor quantidade no
inicio do piloro (setas na fig. 1C), diminuindo em tamanho e aumentando em quantidade
conforme se aproxima da regido final do piloro (setas na fig. 1D).

Abaixo do epitélio observa-se uma musculatura bem desenvolvida ao longo de toda
estrutura. Revestindo externamente o piloro observa-se uma fina membrana denominada
membrana externa, firmemente aderida a musculatura (Fig. 1B). Uma membrana peritréfica
foi observada ao longo de todo intestino (Figs 1A, B, C).

O epitélio reagiu fortemente a detec¢do de proteinas (Fig. 2A), porém ndo foram
detectados polissacarideos neutros (Fig. 2B), célcio (Fig 2C) e lipidios (Figs 2D, F). Pela
reacdo de PAS pode-se observar uma delgada membrana basal abaixo do epitélio (Fig. 2B).

A intima cuticular reagiu moderadamente as reacdes para proteinas (Fig. 2A) e para
polissacarideos neutros (Fig. 2B).

Embora se observe uma transi¢cdo estrutural entre piloro e a porcdo seguinte
denominada {leo/colo, com a presenca de uma vélvula (seta na fig. 3A) e de numerosas
vilosidades (Fig. 3B), histologicamente a composicao da estrutura € praticamente a mesma, ou
seja, apresenta um epitélio colunar simples e uma musculatura bem desenvolvida (Fig. 3B, C).
Nesta regido, porém ocorre uma pequena por¢ao de tecido conjuntivo abaixo do epitélio (Fig.
3C). O epitélio é formado por células mais baixas na regido proxima ao final da estrutura, ou
seja, proxima da regido retal (Fig. 3D). A intima cuticular nesta por¢do também apresenta

microespinhos (setas nas figs 3C, D).
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Os testes histoquimicos demonstraram, para as demais regides do intestino posterior, a
mesma constituicao observada na regido do piloro.

Proximo da transicdo da regido ileo/colo para regido retal observa-se um maior
desenvolvimento da musculatura (Fig.4A). O epitélio nesta regido é formado por células mais
baixas e a intima cuticular apresenta-se discretamente mais espessa (Fig. 4B). A transicdo
entre as duas por¢des é marcada por uma valvula (seta na fig. 4A).

A porcao retal apresenta uma regido média com o formato de uma cdmara, a qual
chamamos de cdmara pré-anal, que precede o final do tubo digestério, que se abre nas
valvulas anais (Fig. 4A, C). Esta regido apresenta muitas vilosidades, um epitélio dotado de
uma espessa intima cuticular e uma musculatura bem desenvolvida e organizada (Fig. 4D).

O inicio da regido anal é marcado por vdrias reentrancias voltadas para o limen (setas
na fig. 5A), cujo epitélio aparentemente é formado por células mais ctbicas que colunares
(Fig. 5B). A regido anal apresenta a mesma estrutura descrita até entdo (Fig.5C).

Foram observados microespinhos ao longo de toda estrutura. A andlise histoquimica

apresentou o mesmo padrdo descrito para o piloro.

DISCUSSAO

A composi¢do basica do tubo digestério dos artropodes consiste em trés regides:
sistema digestorio anterior (estomodeu), sistema digestério médio (meséntero) e sistema
digestério posterior (proctodeu), sendo que cada uma dessas regides apresenta histologia,
funcdo e origem embriondria caracteristicas. Devido a origem ectodérmica, o sistema
digestorio anterior e o posterior apresentam-se revestidos por epiderme e por uma cuticula, o
que nao ocorre no intestino médio (RUPPERT; BARNES, 2005).

De um modo geral, as caracteristicas comuns aos artropodes nos servem de suporte
para compreender as estruturas presentes no tubo digestério dos diplépodos, bem como suas
funcoes.

Comumente o intestino posterior de diplépodos apresenta algumas divisdes. Crawford
et al. (1983) observaram na espécie Orthoporus ornatus a presenga de um ileo e um colo,
além do piloro e do reto. A descri¢do tanto do ileo quanto do colo de O. ornatus é semelhante
ao restante do intestino posterior, sendo a separacdo das duas porgdes feita por uma leve
constricdo. J4 a espécie Parajulus impressus descrita por Hefner (1929) apresentou seis
regides distintas pouco definidas pelo autor.

Em U. atrobrunneus foram verificadas poucas diferencas histolégicas entre as

diferentes regides, nesse sentido ndo foi possivel distinguir o fleo do colo. O mesmo foi
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observado em outra espécie de Spirotreptidae, Plusioporus setiger (Brolemann, 1901)
estudada por Fontanetti e Camargo-Mathias (1997).

A semelhanca de outros artrépodes, expansdes sio observadas na intima cuticular do
trato digestério dos diplépodos, as quais recebem diferentes denominacdes por diferentes
autores; podem ser chamadas de espinhos, microespinhos, denticulos, cerdas, entre outros
(ELZINGA, 1998; HOPKIN; READ, 1992; MYIOSHI et al., 2005). Em diplépodos estas
estruturas podem ocorrer somente no intestino posterior.

Elzinga (1998) sugeriu que estas expansdes presentes na intima cuticular fossem
denominadas microespinhos, pois se referem a mindsculas estruturas articuladas.

Myioshi et al. (2005) realizaram estudo sobre a morfologia e a distribuicdo de
microespinhos  restritos ao  piloro, das espécies Pseudonannolene  tricolor
(Pseudonannolenidae) e Rhinocricus padbergi (Rhinocricidade). O arranjo destas estruturas
mostrou-se bastante diferentes nas duas espécies; os autores sugeriram que uma analise mais
detalhada de diferentes tdxons poderia auxiliar em discussdes taxondmicas no grupo, como
observado em outros artrépodes.

Microespinhos também foram encontrados em outras espécies de diplépodos, Schliiter
(1980), por exemplo, estudando Tachypodoiulus niger e Polydesmus angustus, observou que
em 7. niger os microespinhos nao sao ligados ao epitélio e que possuem a fung¢do de impedir
o movimento contrdrio do bolo fecal. J4 em P. angustus os microespinhos estdo associados ao
epitélio e cada um é anexado a camada muscular longitudinal, que lhes confere movimento. O
autor sugeriu ainda que estas estruturas podem ser capazes de romper a membrana peritréfica
para permitir assim maior troca de fons e fluidos com o matrial fecal.

Elzinga (1998) descreveu que os microespinhos no piloro de Spirobolus sp. e
Orthoporus sp. apresentavam-se curtos no inicio do piloro (1 a 2 um) e que aumentavam
consideravelmente atingindo até 50-60 um, porém sem qualquer alteracdo morfoldgica. Além
disso, estes microespinhos apareciam isolados, ou seja, numa conformagdo denominada
uniespinose.

Os resultados em U. atrobrunneus sugerem que os microespinhos da espécie ocorrem
inicialmente em uniespinose no inicio do piloro e em multiespinose na porcdo final desta
estrutura; porém conforme avanga o final do intestino posterior, estes voltam a aparecer na
conformacdo de uniespinose. E bom salientar que somente a observacio ao microscépio
eletronico de varredura poderd detalhar a forma e a organizacio destas estruturas.

Hefner (1929) descreve a por¢do retal como uma pequena divisdo do intestino

posterior, a qual apresenta um fino epitélio, envolto por musculatura circular bem
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desenvolvida. Crawford et al. (1983) mostrou que em O. ornatus o reto aparecia a partir de
um esfincter que o separa do célon; a intima cuticular persiste em todo o reto de modo a
formar uma cobertura que se dobra, onde ocorre a formacgao de pequenos grumos de bacilos.
A espécie U. atrobrunneus apresentou um reto relativamente grande, dotado de
numerosas vilosidades e uma camara pré-anal bem desenvolvida, cuja funcio é desconhecida.
A andlise ultra-estrutural desta regido poderia fornecer dados sobre a fung@o desta estrutura.
Estudos mais detalhados sobre a morfologia do intestino posterior de diplépodos sdo

escassos, 0 que torna a comparagao com outras espécies um tanto dificil.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Seccdes histoldgicas da transicao do intestino posterior (A) e do piloro (B, C, D) de
U. atrobrunneus coradas com hematoxilina/eosina. cmc- camada muscular circular; cml-
camada muscular longitudinal; ic- intima cuticular; e- epitélio; im- intestino médio; ip-
intestino posterior; me- membrana externa; mp- membrana peritréfica; seta grossa- transi¢cao

intestino médio/posterior; setas finas- microespinhos.

Figura 2. Secg¢des histoldgicas do piloro de U. atrobrunneus submetidas as técnicas de azul
de bromofenol (A), PAS (B), von Kossa (C), sudan black B (D) e azul do Nilo (E).
ic- intima cuticular; e- epitélio; cmc- camada muscular circular; cml- camada circular

longitudinal; 1- ldmen; mp- membrana peritréfica.

Figura 3. Seccdes histolégicas do intestino posterior de U. atrobrunneus coradas com azul de
bromofenol (A) e com hematoxilina/eosina (B, C, D). A- transi¢do piloro/ileo/colo; B, C, D-
ileo/colo

e- epitélio; cm- camada muscular; i/c- {leo/colo; ic- intima cuticular; tc- tecido conjuntivo; p-

piloro.

Figura 4. Seccdes histoldgicas do intestino posterior de U. atrobrunneus coradas com
hematoxilina/eosina (A, B, C, D).

ic- intima cuticular; i/c- {leo/colo; cm- camada muscular; cmc- camada muscular circular;
cml- camada muscular longitudinal; cpa- cAmara pré-anal; e- epitélio; me- membrana externa;

mp- membrana peritréfica; r- retal; ra- retal anal.

Figura 5. Seccdes histoldgicas do intestino posterior de U. atrobrunneus coradas com
hemtoxilina/eosina (A, B, C).
cmc- camada muscular circular; cml- camada muscular longitudinal; ic- intima cuticular; e-

epitélio; setas- vilosidades.
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6. CONCLUSAO
Diante das anélises realizadas com o tubo digestério da espécie U. atrobrunneus, o
presente trabalho apresenta as seguintes conclusoes:

e Na regido correspondente ao intestino anterior foi possivel verificar que este apresenta
um epitélio com células de diferentes alturas, dotado de uma intima cuticular, apoiado
em uma delgada membrana basal; em seguida ocorre uma musculatura bem
desenvolvida e uma membrana externa; ladeando o intestino anterior hd um par de
glandulas salivares. A fun¢@o desta por¢do é dar inicio ao processo de digestdo, uma
vez que as glandulas salivares promovem nao sé a lubrificacdo para o alimento, mas
também liberam enzimas digestivas; o mesmo ocorre nas demais espécies de
diplépodos estudadas até o momento.

¢ O intestino médio apresenta em sua formacdo um epitélio pseudoestratificado que estéd
apoiado numa membrana basal espessa, seguido de uma camada muscular e por uma
camada de células com morfologia semelhante aquelas presentes no corpo gorduroso
perivisceral, a qual tem sido chamada até o momento de camada de “corpo gorduroso”
constituinte do intestino médio; observa-se também uma musculatura pouco
desenvolvida e descontinua; toda a estrutura é revestida por uma membrana externa. O
observado aqui € bastante similar ao que ja foi descrito na literatura para outras
espécies. A denominagdo até entdo utilizada como camada de “corpo gorduroso” nao €
adequada, pois tem provocado confusdes com o corpo gorduroso perivisceral; estas
células sdo na verdade, células hepaticas, as quais foram descritas como distribuidas
aleatoriamente sem formar uma camada; nossas observacdes demonstram que estas
células foram uma camada continua ao longo de toda a estrutura do intestino médio.

e No intestino posterior, a estrutura geral consiste de um epitélio colunar simples,

membrana basal, camada muscular bem desenvolvida, revestida por membrana
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externa. O piloro apresenta pregas internas, uma cuticula que se torna gradativamente
mais espessa ao longo da estrutura, dotada de pequenas projecdes denominadas
microespinhos. Aqui observa entre a regido pildrica e retal, uma regido diferenciada,
denominada ileo/célon.

A regido retal é relativamente longa, provida de intima cuticular ndo muito espessa,
provida de microespinhos; estes sdo aparentemente dispostos em multiespinose.

Toda a descricdo apresentada neste trabalho para o tubo digestério da espécie U.
atrobrunneus se assemelha a outras existentes na literatura, quanto ao intestino
anterior e médio; porém, diverge em alguns aspectos quanto aos compartimentos
observados no intestino posterior de outras espécies; isso ressalta que esta por¢ao do
tubo digestério de diplopodos é a mais diversificada no grupo, como também
ressaltado por outros autores.

Propde-se uma nova designacdo para a camada até entdo chamada de ‘“‘corpo
gorduroso do intestino médio”, uma vez que uma nossas observagdes permitiram
defini-la como sendo formada por células hepdéticas; assim, a denominagao correta é
“camada de células hepaticas”, a qual constitui uma camada continua de células ao

longo de todo o intestino médio.
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