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MORFOLOGIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES DE PREAS (Galea spixii
WAGLER, 1831)

REBOUCAS, C. E. V. Morfologia das Glandulas Salivares Maiores de Preas (Galea spixii
Wagler, 1831). 2018. 113f. Dissertacdo (Mestrado em Morfofisiologia Animal) — Programa de
P6s-Graduagdo em Ciéncia Animal - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossoré — RN, Brasil, 2018.

RESUMO

Os trabalhos de morfofisiologia com animais silvestres sdo pertinentes, pois fornecem dados
que servem de subsidios para a tomada de atitudes que visam a cria¢do de planos de manejo
zootécnico, sanitario e alimentar, possibilitando a preservacdo e manutencdo dessas espécies
criadas em cativeiro. Estudos sobre a morfologia de preas abordam os varios sistemas, mas
nenhum deles faz referéncia a topografia ou arranjo estrutural de suas glandulas salivares
maiores. Esta pesquisa teve como objetivos descrever a morfologia das glandulas salivares
maiores de Galea spixii, com base em técnicas de macroscopia, microscopia de luz
convencional, microscopia eletronica de transmissdo, de varredura e histoquimica. Os
protocolos foram autorizados pelo ICMBio e Comissdo de Etica no Uso de Animais, tendo sido
utilizados 12 animais adultos. Os animais foram dissecados, as glandulas caracterizadas
macroscopicamente e fotodocumentadas. Em seguida foram coletados fragmentos de cada
glandula que foram processados segundo técnicas para Hematoxilina-Eosina, Acido Periddico
de Schif, Tricbmico de Gomori e Azul de Alcian. Secg¢des de cinco micrémetros foram coradas,
analisadas e fotografadas em microscopio Leica RM2125 RT®. Os resultados permitem que se
afirme que o prea silvestre possui quatro pares de glandulas salivares maiores representadas
pelas parétidas, mandibulares, zigomaticas e sublinguais. Estas séo lobuladas, constituidas por
acinos mucosos e serosos, secretam mucinas de natureza acidas e neutras e, comumente,
apresentam ductos intercalares, estriados e excretores. A ultraestrutura das células acinares
sugere, que estas possuem grande atividade celular e confirmam o que se estabeleceu com base
na microscopia de luz. Dentre as glandulas, apenas as mandibulares sédo lobadas e contém
adicionalmente ductos granulosos.

Palavras-chave: Macroscopia. Histoquimica. Galea spixii. Acinos. Ductos.



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

MORPHOLOGY OF THE MAJOR SALIVARY GLANDS OF THE SPIX’S YELLOW-
TOOTHED CAVY (Galea spixii, WAGLER, 1831).

REBOUCAS, C. E. V. Morphology of the major salivary glands of the Spix’s yellow-
toothed cavy (Galea spixii Wagler, 1831). 2018. 113f. Dissertagdo (Master’s degree in animal
science) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré — RN, Brasil, 2018.

ABSTRACT

Morphophysiology studies with wild animals are pertinent, since they provide data that serve
as a basis for the adoption of attitudes towards the creation of plans for zootechnical, sanitary
and alimentary management, allowing the preservation and maintenance of these species raised
in captivity. Studies about the morphology of preas approach the various systems, but not a
single study makes reference to both topography and structure arrangement of their salivary
glands. This research had the objectives of describing the morphology of the salivary glands of
the Galea spixii, based on macroscopic techniques, conventional light microscopy, electronic
transmission microscopy, electronic scanning microscopy and histochemistry. The protocols
were authorized by the ICMBIo and the Ethics Committee on the Use of Animals, for 12 adult
animals. The animals were dissected and the glands were photodocumented and
macroscopically characterized. Then, fragments from each gland were collected and processed
according to Hematoxylin-Eosin, Schif Periodic Acid, Gomori Trichome and Alcian Blue
staining techniques. 5-micrometer sections were stained, analyzed and photographed under a
Leica RM2125 RT® microscope. The results allow us to state that the Spix’s yellow-toothed
cavy has four pairs of major salivary glands represented by the parotid, mandibular, zygomatic
and sublingual glands. They are lobulated, constituted by mucous and serous acini, they secrete
mucins of acid of a neutral nature and commonly present intercalated, striated and excretory
ducts. The ultrastructure of the acinar cells suggests that they have great cellular and confirm
what was establistshed basead at light microscopy. Among the glands, only the mandibular
glands are lobed and also contain granular ducts.

Keywords: Macroscopy. Histochemistry. Galea spixii. Acini. Ducts.
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Figura 1 Representacdo diagramatica dos adenémeros das glandulas salivares maiores. Fonte:
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Figura 3 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii). Em A, na vista
lateral, verifica-se 0 muasculo parotido auricular (MPA), com suas fibras dispostas em sentido
longitudinal e a presenca do muasculo masseter (M). Em B, observa-se que apds o rebatimento
do masculo cuténeo e cutaneo da face, € possivel visualizar a topografia das glandulas salivares
maiores do pred, na qual observa-se a presenca da glandula mandibular (GM), glandula par6tida
(GP), glandula zigomaética (GZ), além do ducto (D) da glandula par6tida que percorre
ventralmente 0 masculo masseter (M). Bar = 1 CMo..cc.ovciieiriieieecse e 57

Figura 4 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii). Em A, na vista
lateral, verifica-se 0 musculo par6tido auricular (MPA), que apds o rebatimento, encontra-se
ventrolateral a glandula parétida (GP). Na porcdo ventral da regido ocular (RO), observa-se a
presenca da aponeurose que recobre a glandula zigomatica (GZ), além da presenca da glandula
mandibular (GM) na porcdo lateral cervical e o musculo masseter (M). Em B, vista ventral,
observa-se a presenca do ducto da glandula parétida (seta amarela), e lateral ao ducto, verifica-
se a veia lingual (seta vermelha), além da presenca da glandula mandibular (GM), do linfonodo
(Li) e do masculo parétido auricular (MPA). Bar = 1 CM......coveeieiicieccseeceee e 58

Figura 5 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii), vista ventral.
Visualiza-se 0 musculo masseter (M), na porgdo ventral ao muasculo, observa-se o ducto da
glandula paroétida (cabeca de seta). Em sua por¢do mais caudal, pode-se observar a glandula
mandibular (GM) e na regido medial verifica-se 0 musculo esternohioideo (ME). Dispostos em
pares na lateral do masculo, verificam-se os linfonodos (Li). Bar=1Cm........cccccocevenirvninne. 58

Figura 6 - Microscopia de luz da glandula parétida do prea. Em A, observa-se uma por¢édo da
capsula de tecido conjuntivo (TC) que envolve a glandula e seus lobulos (Lo) delimitados por
septos (seta amarela) de conjuntivo oriundos da capsula presente nessa glandula. Em B, os
acinos (asterisco) da glandula parotida séo constituidos por células predominantemente serosas,
com forma variando entre cubica (seta amarela) e piramidal (seta preta), nucleos basoéfilicos
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arredondados (cabeca de seta) e situados na regido basal da célula. Em C, varios ductos (setas
verdes) de tamanhos variados dispostos no interior dos l6bulos parénquima glandular, envoltos
por colageno (cabeca de seta). A e B - Coloracdo em HE. C - Coloracdo em Tricrobmico de
(€70 14 0] o T PSR T PP 60

Figura 7 - Microscopia de luz da glandula mandibular do pred. Em A, visualiza-se parte da
capsula (C) que envolve a glandula, separando-a em lébulos (Lo) delimitados por tecido
conjuntivo (setas pretas) e ainda ha organizacdo acinar do parénquima (asterisco). Também se
verificam ductos de didametro variados (setas amarelas), dispostos em por¢des distintas do
parénquima dos lobulos glandulares. Em B, os &cinos serosos sdo formados por células
piramidais altas (cabeca de seta), com nucleos redondos (setas pretas), localizados na por¢do
basal da célula. Os &cinos mucosos (asterisco) eram menos numerosos, possuiam nucleos
achatados (seta vermelha) localizados na regido basal. Em C, septos de tecido conjuntivo (setas
pretas) dividem a glandula em I6bulos (Lo). A e B - Coloracdo em HE. C - Coloracdo em
THICTOMICO A8 GOMONT. ..cvvetitiitesieeieeee ettt sttt et e s e e s e et e b e be st sbeebeaneanes 62

Figura 8 - Microscopia de luz da glandula zigomatica do pred. Em A, verifica-se que a
zigomatica se assemelhou a glandula mandibular e parétida no que se refere a presenca da
capsula de tecido conjuntivo emitindo septos (setas pretas) e sua divisdo em lobulos (Lo). Em
B, acinos predominantemente mucosos (asterisco), com células piramidais (seta) e nucleos
grandes e esféricos (cabeca de seta), dispostos na posi¢cdo basal. Em C, visualiza-se no estroma
da zigomatica, tecido conjuntivo (cabeca de seta) margeando os acinos. A e C - Coloracdo em
Tricromico de Gomori. B - Coloragdo em HE. ... 64

Figura 9 - Microscopia de luz da glandula sublingual do pred. Em A, 4&cinos mucosos (asterisco)
e serosos (cabeca de seta) da glandula sublingual. E possivel observar a presenca de células
mioepiteliais (setas amarelas) envolvendo alguns acinos. As células acinares apresentaram
epitélio cubico simples, com nucleos achatados, localizados na regido basal (seta preta). Em B,
h& poucas fibras colagenas (setas pretas) ao redor dos acinos (asterisco) sublinguais. A -
Coloracdo em HE. B - Coloragdo em TricrOmico de GOMON. ......c.cccuervereeseereeiesieseeie e 65

Figura 10 — Fotomicrografias dos ductos intercalar e estriado da glandula parotida do Prea. Em
A, fotomicrografia do ducto intercalar da glandula parétida do prea. As células ductais
apresentam um epitelio cubico simples, citoplasma eosinofilico (seta amarela), nucleos
dispostos na regido central das células (cabeca de seta) e um pequeno limen ductal (seta verde).
Os ductos intercalares possuem intima relacdo com os acinos (asterisco). Em B, fotomicrografia
do ducto estriado (DES) da glandula mandibular do pred. O ducto estd formado por epitélio
simples com células cubicas, citoplasma abundante e muito acidéfilo (setas pretas). Os nucleos
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(cabeca de seta) apresentam forma esférica e alguns deles continham nucléolo organizado (setas
amarelas). O limen acinar do ducto estriado (setas verdes) apresentava maior didmetro quando
comparado ao lumen do ducto intercalar. A e B - Coloracdo Hematoxilina-Eosina................ 66

Figura 11 - Fotomicrografias do ducto granuloso da glandula mandibular do pred. Em A,
verifica-se a presenca de varios ductos granulosos (asterisco) com diferentes diametros, em que
se observam, no apice do citoplasma, os granulos de secrecéo (setas verdes). Em B, percebe-se
que as células ductais possuem base larga (cabeca de seta), apices estreitos e granulacdes na
porcdo apical das células (seta verde). Seus nucleos (setas pretas) sao poucos basofilicos e
alguns deles continham nucléolo evidente (setas amarelas). Ao centro das células ductais esta
o limen (L) do ducto. Identifica-se ainda a presenca de células mioepiteliais (setas vermelhas)
e os granulos de secrecdo (seta verde). A - Coloracdo em Tricromico de Gomori. B - Coloragéo
BN HE . e e e nr e 67

Figura 12 - Fotomicrografia dos ductos excretores das glandulas salivares maiores do prea. Em
A, os ductos excretores da par6tida (setas amarelas) estdo envolvidos por grande quantidade de
tecido conjuntivo frouxo (setas verdes) proximos a vasos sanguineos (setas pretas) e dispostos
entre l6bulos glandulares (asteriscos). Em B, os ductos excretores da zigomatica apresentam
fibras de colageno (setas) ao redor do ducto. Em C, o ducto excretor da sublingual apresenta
um epitélio cubico (seta preta), com nucleos variando entre a forma ovoide e esférica (seta
verde), localizados na regido apical do citoplasma. O citoplasma apresentou-se eosinofilico
(seta amarela) e os nucleos (seta verde) coravam-se mais fortemente pela hematoxilina. A e C
- Coloracdo em HE. B - Coloragdo em Tricromico de GOMONi......ccccevverueseerveieseenieeieseenees 68

Figura 13 - Histoguimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com azul de Alcian
(pH 2,5). Em A, a par6tida apresentou reacéo negativa para 0 AA. Em B, acerca da mandibular,
observa-se que o resultado é positivo fraco na lamina propria, que se cora em azul. Em C, e D,
a zigomatica e a sublingual, respectivamente, reagiram fortemente ao AA, demonstrando que
secretam glicoconjugados acidos CarbOXilados. ..........ccovveiiieieeie e 70

Figura 14 - Histoquimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com Acido Periddico
de Schif (PAS). Em A, a par6tida mostrou-se pouco reativa ao PAS. Em B, a mandibular reagiu
moderadamente ao PAS e em C (zigomatica) e D (sublingual) ocorreu uma forte coloragédo a
essa técnica, indicando a producdo de glicoconjugados neutros presente em suas secrecdes.. 70

Figura 15 - Histoquimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com associacao de
azul de Alcian (AA) pH 2,5 com Acido Periodico de Schif (PAS). Em A, as laminas com &cinos
da glandula parétida reagiram fracamente a associacdo das duas técnicas (setas pretas)
demonstrando que a secre¢do produzida por estes &cinos é pouco acida. Em B, a mandibular
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apresentou reacdo moderada apenas ao azul de Alcian (seta pretas), indicando que sua secre¢édo
é pobre em mucinas neutras. Em C, quando comparados os marcadores histoquimicos PAS
(setas vermelhas) e Azul de Alcian (setas pretas) para 0s &cinos mucosos da zigomatica,
observou-se que eles apresentaram forte positividade a associacdo. Em D, os &cinos da
sublingual reagiram moderadamente a apenas ao azul de Alcian (setas pretas). ........c...c........ 71

Figura 16 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do pred usando Arachis
hypogaea (PNA). Em A, o ducto da glandula parotida reagiu fracamente (setas pretas) a lecitina
PNA. Em B, ocorreu uma fraca marcacao (setas pretas) a Arachis hypogaea no ducto da
mandibular. Em C, a zigomatica corou fracamente (setas pretas) o seu ducto com PNA. Em D,
a lecitina Arachis hypogaea teve fraca positividade (setas pretas) ao ducto da sublingual. ....72

Figura 17 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do prea utilizando Bandeiraea
simplicifolia (BSA-I-Bs). Em A e B, a glandula parétida e mandibular, respectivamente, néo
reagiram com a BSA-I-B4. Em C, o ducto da zigomaética apresentou fraca positividade (setas
pretas) com Bandeiraea simplicifolia. Em D, a lecitina BSA-1-B4 reagiu fracamente (setas
pretas) a marcacdo nos ductos da sublingual. ... 73

Figura 18 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do preé utilizando Canavalia
ensiformis (Con-A). Em A, a lecitina Canavalia ensiformis apresentou intensa positividade
(setas pretas) para glandula par6tida em seu conjunto de ductos. Em B, os ductos da mandibular
tiveram marcacOes que variaram de moderado (setas vermelhas) a intensa (setas pretas) com
Con-A. Em C, a zigomatica reagiu intensamente com Canavalia ensiformis na superficie do
limen (setas pretas) e moderadamente na regido basal das células ductais (setas vermelhas).
Em D, a Con-A corou (setas pretas) os ductos da sublingual de maneira moderada. .............. 74

Figura 19 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do prea utilizando Triticum
vulgaris (WGA). Em A (par6tida), B (mandibular) e C (zigomatica), a lecitina Triticum vulgaris
reagiu fracamente (setas pretas) nos ductos das glandulas. Em D, a WGA corou moderadamente
(seta preta) 0 ducto da SuBIINQUAL ...........ccvviiiiiiic e 75

Figura 20 - Eletromicrografias das glandulas salivares maiores do prea. Em A, observam-se que
as células acinares da glandula par6tida sdo piramidais (seta azul) repletas de granulos de
secrecdo (asterisco) eletrolucentes e nucleo (N) esférico. Identificam-se ainda vasos sanguineos
e hemacias (seta vermelha). Bar = 10um. Em B, o citoplasma da célula acinar da parotida possui
varias mitocondrias (setas verdes), reticulo endoplasmatico (RE) e granulos de secrecéo (setas
amarelas) eletrolucentes de diametros variados. Células mioepiteliais (seta vermelha) foram
observadas com aspecto achatado. Bar = 5um. Em C, células acinares (seta verde) da
zigomatica sdo piramidais, com a base larga na regido basal e o apice estreito voltado para o
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lumen (seta amarela). O citoplasma possui grande quantidade de granulos de secre¢do (setas
vermelhas), o nacleo (N) é esférico e basal. Células acinares juntas formam o &cino e no centro
do acino esta o lumen (seta amarela). Bar = 5um. Em D, células acinares piramidais da
sublingual apresentam o apice em contato com um limen (seta amarela), grande quantidade de
granulos de secrecdo eletrolucentes de tamanhos variados, alguns contendo pontos elétron-
densos em seu interior (setas vermelhas). Os nucleos (N) séo redondos e heterocromatico. Bar
T 1O 77

Figura 21 - Eletromicrografias das glandulas salivares maiores do pred. Em A, observa-se o
aspecto lobular (setas amarelas) da mandibular e a capsula de tecido conjuntivo da glandula
(seta verde). Bar — 100um. Em B, os acinos ovoides (setas amarelas) da mandibular estdo
envolvidos por tecido conjuntivo. Bar — 100um. Em C, detalhe de um ducto percorrendo a
glandula mandibular. Bar — 100um. Em D, é possivel observar os &cinos (AC) da zigomaética e
varios ductos (setas verdes) convergindo para formar um ducto principal (DP). Bar — 100um.
Em E, observa-se a disposicao dos acinos (setas verdes) da zigomatica e tecido conjuntivo (seta
amarela). Bar — 50um. Em F, ducto da glandula zigomatica rodeado de tecido conjuntivo (setas
verdes), no centro do ducto encontra-se o limen (seta amarela) ductal. Bar — 20pum.............. 79
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1 INTRODUCAO

A pesquisa com animais silvestres fornece apoio para preservacdo de espécies ameacadas
de extincdo e para sua manutencdo em cativeiro. Lewinsohn e Prado (2006) estimaram que,
considerando as possiveis necessidades de revisdao taxondmica, existam 1.359.400 espécies de
animais conhecidos no mundo e pelo menos 103.870 espécies ocorrem no Brasil. Dentre os
mamiferos atualmente descritos, em cerca de 652 espécies sdo encontradas em territorio
brasileiro e, embora haja preocupa¢do com sua conservacao e preservacao, tais espécies
continuam sendo substancialmente exterminadas, direta ou indiretamente, pela acdo antropica.

No Brasil 110 espécies de mamiferos estdo oficialmente ameacadas de extin¢do, sendo
30 espécies pertencentes a ordem Rodentia, 0 que representa 27,3% das espécies ameacadas no
pais segundo o Ministério do Meio Ambiente (2014). As razdes para a perda dessa
biodiversidade sdo multiplas, mas todas resultam da acdo antrOpica sobre 0s ecossistemas,
aspectos que tornam importante a realizacdo de estudos e pesquisas cientificas que possam
fornecer informagdes que possibilitem o desenvolvimento sustentavel de modelos de manejo,
sejam em ambiente natural ou em cativeiro, permitindo a elaboracdo de programas de
conservacao da vida silvestre, seja de roedores ou de outros mamiferos.

O prea (Galea spixii) € um roedor pertencente a subordem Hystricomorpha, familia
Caviidae e subfamilia Cavinae. Possui o corpo alongado, é desprovido de cauda e apresenta cor
uniforme, com a superficie dorsal cinza-escura e ventre branco. Pode ser encontrado desde o
sudeste do estado do Paré e leste de Mato Grosso ao noroeste de Minas Gerais, oeste da Bahia,
Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte, sul do Ceard, centro-sul do Piaui e Maranhdo,
além do Distrito Federal (PINHEIRO et al., 1989; BONVICINO et al., 2008).

Devido & grande capacidade de adaptacdo, os roedores podem apresentar um grande
namero de variagdes fisioldgicas, dentre elas a presenca de glandulas salivares desenvolvidas,
que interferem na ambientacdo destes animais, ja que torna possivel a ingestdo de diferentes
dietas, principalmente de alimentos mais secos (PHILLIPS; TANDLER, 1987; BRASIL,
2002).

Para que o alimento seco seja mais facilmente deglutido pelos mamiferos, é necessario
que ele seja lubrificado pelas secre¢es mucosas e serosas das glandulas salivares. O produto
de secrecdo dessas glandulas, a saliva, auxilia na degustacdo e dissolugdo dos alimentos,
colabora no ajuste do pH do trato digestivo cranial, facilita a mastigacdo e umidifica os
alimentos (GEORGE et al., 1998). Além disso, possui funcdo antibacteriana (SAMUELSON,
2007).

REBOUCAS, C.E. V., 2018



26

As glandulas salivares de roedores possuem estrutura histolégica muito similar a
observada em glandulas salivares de humanos, fazendo com que esses animais sejam utilizados,
muitas vezes, em pesquisas comparativas e em experimentos funcionais, devido as limitacfes
técnicas e bioéticas em relacdo ao manuseio de tecidos humanos (GRESIK, 1994; TUCKER,;
MILETITCH, 2010; AMANO et al., 2012), sendo o camundongo o principal organismo modelo
em mamiferos para estudos de genética funcional (HYTTEL et al., 2012).

Algumas doencas sistémicas interferem na atividade das glandulas salivares, alterando a
guantidade e composicdo da saliva produzida. Essas mudancas fazem da saliva um importante
fluido na busca de biomarcadores de doengas, contribuindo para o diagnostico e deteccdo
precoce (KAUFMAN; LAMSTER, 2002). A fibrose cistica é um exemplo: os pacientes
apresentam concentrac@es de calcio aumentadas, fazendo com que os clinicos utilizem a saliva
para o diagndstico dessa doenca (MANDEL et al., 1967; BLOMFIELD et al., 1976; MANGOS
e DONNELLY, 1981).

Os trabalhos de morfofisiologia com animais silvestres sdo pertinentes, pois fornecem
dados que servem de subsidios para a tomada de atitudes que visam a preservacdo e manutencgéo
dessas espécies criadas em cativeiro (SANTOS et al., 2010). Esses estudos possibilitam o
desenvolvimento de modelos que podem viabilizar sua criagdo em cativeiro, bem como permitir
o desenvolvimento de modelos sustentiveis para exploragdo comercial, pois propiciam o
estabelecimento de planos de manejo zootécnico, sanitéario e alimentar (NOGUEIRA FILHO;
NOGUEIRA, 2000).

Estudos abordando aspectos como preservacado e exploracao de preas (PINHEIRO et al.,
2002), morfologia do sistema nervoso (OLIVEIRA et al., 2010), sistema cardiovascular
(COSTA et al., 2017) e placentacdo (OLIVEIRA et al., 2008) ja foram realizados em preas.
Todavia, verifica-se que, na literatura, ha caréncia de dados referentes a morfologia do aparelho
digestorio e seus anexos, nesses animais. Com base nisto, este estudo descreve a morfologia
das glandulas salivares maiores desses animais, a partir dos pardmetros microscopicos e
macroscopicos, assim como descreve as relacdes de sintopia dessas glandulas, tornando
possivel entender melhor sua fisiologia digestiva, adicionando informagdes que possam agregar
conhecimentos necessarios a construcdo de um modelo animal experimental para com a
espeécie, uma vez que ela possui excelentes aptiddes a manutencdo em cativeiro. Tais resultados
permitiram inferir sobre aspectos relativos ao manejo alimentar desses animais em cativeiro, o
que poderéd contribuir para a definicdo de planos de manejo voltados a preservacdo ou

manutengédo em cativeiro com finalidades diversas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a morfologia das glandulas salivares maiores de preds, com base em
técnicas de macroscopia, microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e eletrdnica

de transmissé&o.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever a anatomia e sintopia das glandulas salivares maiores de preas;

b) Caracterizar histologicamente e ultraestruturalmente as glandulas salivares maiores de preas;

c) Caracterizar o padrao histoquimico das glandulas salivares maiores de preas.

d) Descrever os ductos das glandulas salivares maiores de preas

REBOUCAS, C.E. V., 2018
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE GLANDULAS

As glandulas sdo invaginagdes das superficies epiteliais, envolvidas primariamente em
processos de secrecdo, sendo formadas durante o desenvolvimento embrionério pela
proliferacdo do epitélio de revestimento para os tecidos subjacentes (YOUNG et al., 2007). Elas
podem ser classificadas de acordo com o nimero de células, niUmero de ductos, forma, tipo de
material secretado, método de distribuicdo de secrecdo e pela maneira com que as secre¢des sdo
liberadas. Tomando como base o método de distribuicdo de seus produtos de secrecdo, sdo
divididas em dois grandes grupos, o das glandulas endécrinas, que ndo possuem ducto excretor,
pois perderam suas conexdes com epitélios de origem, sendo sua secrec¢do liberada dentro de
vasos sanguineos ou linfaticos, e o grupo das glandulas exdcrinas, que liberam seus produtos
por meio de ductos na superficie epitelial que as originaram (GARTNER; HIATT, 2011).

De acordo com Kierszenbaum e Tres, (2012) as glandulas exdcrinas sdo classificadas
conforme seus aspectos morfoldgicos em: tubular simples, tubular enovelada simples, tubular
ramificada simples, acinosa ou alveolar simples, tubular ramificada, acinosa/alveolar
ramificada e tubuloacinosa ramificada.

A gléndula tubular simples possui um Gnico limen tubular retilineo, revestido por células
secretoras caliciformes ou colunares e onde ficam armazenados os produtos da secrecdo.
Glandula intestinais de Lieberkiihn é um exemplo dessa glandula. A glandula tubular enovelada
simples, que tem a glandula sudoripara como exemplo mais marcante, € caracterizada por
possui um ducto excretor longo e a por¢édo secretora intensamente enovelada, fazendo com que
essa glandula seja vista nos varios planos de cortes histoldgicos. A glandula tubular ramificada
simples caracterizar-se por ser dividida em duas ou mais porgdes secretoras tubulares que
convergem para um curto ducto excretor Unico e ndo ramificado como exemplificado pelas
glandulas da lingua e do esdfago. As glandulas do estdmago e do Utero sdo exemplos de
tubulares ramificadas simples que ndo possuem ducto excretor. A glandula acinosa ou alveolar
simples sofre invaginagcdes em superficies epiteliais, possuindo a porcdo secretora terminal
dividida em sacos arrendondados chamados de acinos ou alvéolos, sendo exemplificada pelas
glandulas sebéaceas da pele (KIERSZENBAUM e TRES, 2012).

As glandulas ramificadas sdo envolvidas por uma capsula de tecido conjuntivo que emite
septos, dividindo-as em lobos, que séo subdivididos em pequenas unidades chamadas l6bulos.

A glandula tubular ramificada possui um sistema de ducto excretor ramificado, sua porgédo
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secretora possui forma tubular, ramificada e enovelada, um exemplo disso sdo as glandulas de
Brunner do duodeno e as glandulas da cavidade oral. A glandula acinosa/alveolar ramificada
possui ducto excretor com forma acinosa e que lanca seus produtos para dentro de um sistema
ramificado de ductos. Um exemplo desse tipo de glandula é o pancreas exdcrino, onde 0s
numerosos acinos pancreaticos secretam para pequenos ductos que desembocam em ductos
excretores que aumentam progressivamente de diametro (YOUNG et al., 2007).

A glandula tubuloacinosa ramificada inclui as glandulas que possuem os trés tipos de
unidades secretoras ramificadas: a tubular, a acinosa e a tubular com regides terminais acinosas
chamadas semiluas. A glandula saliva submandibular exemplifica bem este tipo glandular.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As glandulas salivares sdo estruturas anexas do aparelho digestério, localizadas na
cavidade bucal, que eliminam a saliva através de seus ductos na cavidade oral, de modo a
garantir a manutencdo das condicOes fisiologicas normais do corpo, ja que, como solucao
hipotonica, assume funcdo lubrificante, facilita a mastigacdo e a degluticdo, assim como
auxiliam o paladar (SAMUELSON, 2007; GARTNER; HIATT, 2011; DYCE et al., 2004;
SANTOS et al., 2012).

As estruturas morfofuncionais das glandulas salivares responsaveis pela producdo e
secrecao salivar sdo chamadas de adendmeros. Esses sdo constituidos por células acinares e um
complexo sistema de ductos glandulares (intercalares, estriados e excretores). A célula
mioepitelial é outro tipo celular encontrado junto a lamina basal e a membrana das células
secretoras ou ductais, sendo responsavel pelo esvaziamento da secrecdo das unidades secretoras
e dos ductos (EMMELIN; GJORSTRUP, 1973; KATCHBURIAN; ARANA, 1999).

De acordo com a Nomina Anatomica Veterinaria (2017), as glandulas salivares dividem-
se em menores (glandulae salivariae minores) e maiores (glandulae salivariae majores). As
glandulas salivares menores sdo nomeadas, de acordo com sua localizagdo, como labiais,
bucais, linguais, palatinas, gengivais e glossopalatinas (BHASKAR, 1978; HAND, 1986;
KLEIN, 1994), produzindo uma secre¢do mucosa, enquanto que as glandulas salivares maiores
sdo compostas pelas glandulas parotidas, sublinguais e mandibulares, além da zigomatica nos
carnivoros e molar nos gatos domésticos (MOHAMMADPOUR, 2010), que produzem um
fluido mais aquoso (seroso) e algumas produzem uma secre¢cdo mucosserosa, contendo a
enzima ptialina (BANKS, 1991; VIEIRA et al., 2001, SAMUELSON, 2007; SANTOS et al.,
2010).

REBOUCAS, C.E. V., 2018



32

3.2 ORIGEM E DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares, em humanos, se originam na cavidade oral primitiva, durante a
sexta e a sétima semana do desenvolvimento embrionario, como brotos epiteliais solidos do
endoderma, na qual suas extremidades crescem em direcdo ao mesénquima subjacente,
enquanto o tecido conjuntivo presente nelas € derivado das células da crista neural, segundo
descreve Moore et al., (2012). A partir da proliferacao do epitélio oral, tem inicio a propagacéo
de um corddo epitelial solido, que se ramifica e adentra ao ectomesénquima subjacente, levando
a formacdo de um sistema ductal e dos &cinos secretores (CUTLER, 1990, KASHIMATA,;
GRESIK, 1996; CARLSON, 2000).

Tucker (2007) afirma que a formacdo das glandulas salivares se inicia a partir de um
solido nucleo de células epiteliais, que envolve o desenvolvimento coordenado das células
mesenqguimais, endoteliais e neuronais, e para que os ductos salivares possam desempenhar sua
funcdo, necessitam submeter-se a cavitacao, para permitir o livre acesso entre a cavidade oral e
a producao de saliva pelos acinos.

Durante a sexta semana do seu desenvolvimento embriondrio humano, surgem as
glandulas salivares par6tidas a partir do brotamento ectodérmico do estomodeu. Da mesma
forma, através de brotamentos endodérmicos do assoalho do estomodeu, surgem as glandulas
mandibulares, e ao final da organogénese surgem as glandulas sublinguais, por meio de brotos
do endoderma do sulco paralingual, segundo descreve Almeida (1999).

Norberg et al. (1996) afirmam que o desenvolvimento das glandulas salivares maiores
varia nos diferentes grupos animais. A glandula mandibular, em mini porcos, tem o seu broto
formado pela invaginacao do tecido epitelial, proveniente da cavidade oral primitiva, adjacente
a lingua em desenvolvimento, enquanto que o broto da glandula parétida se desenvolve a partir
da adesdo dos epitélios da porcao de ligacdo do processo maxilar e mandibular (ZHOU et al.,
2010). Em embrides de bovinos e suinos com vinte e um centimetros de comprimento, as
glandulas mandibulares e sublinguais monostomaticas sdo as primeiras a se desenvolverem.
Essas duas glandulas possuem longos ductos excretérios, que se abrem nas carunculas
sublinguais de forma pareada. As glandulas par6tidas e sublinguais polistomaticas sdo as
ultimas a se desenvolverem (HYTTEL et al., 2012)

As glandulas zigomaticas, no porquinho da india (Cavia porcellus), transcorridos
quarenta e oito horas do parto, situam-se bilateralmente em torno do arco zigomatico, préximo

da regido ventral de cada globo ocular. Ela apresenta uma capsula de tecido conjuntivo
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formando um septo, dividindo-se em lobos e lébulos irregulares, rodeados de pequenos acinos
(RIBEIRO et al., 2007).

Taga e Sesso (2001) relatam que as glandulas parétidas de ratos albinos (Rattus
norvegicus) recém-nascidos sdo totalmente imaturas, com botdes e corddes terminais solidos
de células epiteliais indiferenciadas morfologicamente dentro de um tecido conjuntivo com
caracteristicas mesenquimais.

Para Fossati et al., (2004), as glandulas mandibulares de ratos Wistar (Rattus norvegicus)
iniciam o seu desenvolvimento na segunda semana de vida intrauterina, finalizando seu
desenvolvimento somente no final do primeiro més de vida. Wolff et al. (2002) descrevem que
aos dezoito dias do desenvolvimento pre-natal, a maioria das gemas terminais das glandulas
sublinguais de camundogos (Mus musculus) ndo possuem Iimen e consistem principalmente
em células pouco diferenciadas. Os autores relatam que as células mucosas e serosas possuem
origens de desenvolvimento separadas pelo fato de as células mucosas diferenciarem antes das

células serosas.

3.3 0S PRINCIPAIS COMPONENTES DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares sao classificadas como glandulas exdcrinas pelo fato de a saliva
convergir para o interior da boca, possuindo uma estrutura composta tubulo-acinar. Os
componentes principais que formam o parénquima dessas glandulas sdo originados do
ectoderma, a partir do epitélio oral primitivo, e podem ser subdivididos em: adenémeros, vasos
sanguineos, linfaticos e nervos. Os adendmeros (Figura 1) sdo as unidades morfofuncionais das
glandulas salivares, compostos por acinos e ductos (JENSEN et al., 2003; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2008).
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Figura 1 Representacdo diagramatica dos adendmeros das glandulas salivares maiores. Fonte:
(RAUBENHEIMER; NIEKERK; HAUMAN, 1987).
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3.3.1 Acinos

O parénquima da glandula salivar é formado pela unido da unidade secretora terminal
esférica ou tubular (acino) mais uma série de ductos ramificados que liberam o produto
secretado na regido bucal (JAEGER; FREITAS, 2016).

Junqueira e Carneiro (2008) relatam que as glandulas salivares de humanos podem ser
classificadas de acordo com a predominancia de seus &cinos. A parétida é uma glandula salivar
em que ha um predominio de &cinos serosos esféricos, sendo exclusivamente serosa, ja a
glandula submandibular é caracterizada como uma glandula mista, sendo que o nimero de
estruturas serosas se sobrepde ao de células mucosas. Na glandula sublingual ha um predominio
das células mucosas; as células serosas se localizam na extremidade dos tGbulos mucosos,
arranjadas na forma de semiluas.

Acinos serosos s&o aqueles que possuem grande quantidade de fons e 4gua, com pouca
expressao de glicoconjugados que podem apresentar atividade antimicrobiana e enzimatica. As
células acinares serosas sao piramidais, polarizadas e sua regido apical € especializada na
secrecdo de substancias. O citoplasma da célula serosa € basofilico, o nucleo é esférico, situado
na porgdo basal. Sua cromatina é dispersa e o nucléolo é evidente, 0 que sugere que elas
possuem intensa atividade metabolica. J& os acinos mucosos produzem glicoproteinas
pertencentes a familia das mucinas como produto principal, acumulado em grénulos no
citoplasma apical, além de glicoconjugados. A mucina forma uma barreira protetora de
superficie, agregando-se a micro-organismos, aléem de promover lubrificacdo da cavidade oral.
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A morfologia das células secretoras de muco varia de cubica a cilindrica e seus nucleos sdo
elipticos (BERKOVITZ et al., 1992; MALKI, 2012; TEN CATE, 2013).

3.3.2 Células mioepiteliais

As células mioepiteliais podem ser encontradas em muitas glandulas exocrinas dos
mamiferos, estando localizadas entre a membrana das células secretoras ou ductais e a lamina
basal da célula epitelial (OGAWA et al., 1999; EVESON et al., 2005). Essas células possuem
citoplasma delgado, devido a sua forma fusiforme ou estreléria, e em cortes processados para
microscopia Optica corados com hematoxilina—eosina, somente seus ndcleos sdo visiveis
(ARAUJO et al., 1990).

Conforme estudos de Ogawa et al. (2000) e de Eveson et al. (2005) as células
mioepiteliais sdo hibridas, com caracteristicas epiteliais e musculares. Ten Cate (2001) afirma
que as células mioepiteliais tém origem epitelial e se assemelham ultraestruturalmente as
células musculares lisas. Para Shear (1966) as celulas mioepiteliais estdo associadas as unidades
secretoras e aos ductos das glandulas salivares, com fun¢do similar a contracdo muscular,
desprovidas de funcdo secretora. De acordo com Dardick (1996), a funcao contractil das células
mioepiteliais se deve a presenca de filamentos de actina e miosina no citoplasma celular. As
contracOes dessas células auxiliam a expulsdo da saliva através de compressao e fortalecimento
das células do parénquima glandular. Producdo da membrana basal, supressdo de tumores e
transporte de metabolitos sdo fungdes relatadas para essas células (REDMAN, 1994; HARDY;
KRAMER, 1998; IANEZ et al., 2010; CHITTURI et al., 2015).

As células mioepiteliais também estdo envolvidas com a manutencdo da polaridade
celular dada sua capacidade de sintetizar laminina-1, segundo citam Gudjonsson et al., (2002),
em estudos com células de culturas primarias de bidpsias de pacientes submetidos a
mamoplastia e mastectomia com carcinoma de mama. Embora ndo comprovado, outra possivel
funcdo dessas células é a propagacéo de estimulos nervosos devido a presenca de juncdes do
tipo GAP e pela deteccdo citoquimica de colinesterase, que d&o suporte de forma
ultramicroscopica a essa hipotese de transmissdo de impulsos nervosos (CHITTURI et al.,
2015).

Na glandula parétida do pika (Ochotona rufescens) e do coelho (Romerolagus diazi) de
ambos 0s animais, ndo foram detectadas células mioepiteliais ao redor dos acinos, ductos
intercalados ou ductos estriados, enquanto os terminais nervosos foram observados entre as

células acinares adjacentes, segundo descreve Suzuki et al. (1987).

REBOUCAS, C.E. V., 2018



36

Miguel (2006), trabalhando com glandulas pardtidas de ratos submetidos a obstrucdo do
ducto excretor principal, realizou um estudo morfol6gico e imunohistoquimico visando avaliar
0 comportamento das células mioepiteliais durante o processo de atrofia glandular. A autora
pretendia analisar a expressdo imunohistoquimica da calponina, um marcador de células
mioepiteliais nas parétidas. Todos os espécimes exibiram positividade para a calponina nas
células mioepiteliais, constatando um grande aumento no numero de células marcadas
positivamente, principalmente circundando as estruturas ductiformes que surgiram com o

decorrer do tempo de obstrucao.

3.3.3 Ductos

Quanto aos ductos, existem trés tipos integrando o parénquima das glandulas salivares.
Os ductos intercalados, os ductos estriados e os ductos excretores, conforme descrevem
Katchburian e Arana, (2014). Bazan et al., (2001) estudando a ultraestrutura da glandula
mandibular do gerbil (Meriones unguiculatus), descrevem a existéncia de um ducto granuloso
separando os ductos intercalares e estriados. De acordo com Wong (2008), os ductos das
glandulas salivares tém como funcdo auxiliar a passagem da saliva da por¢do acinar até a
cavidade oral, como também a troca i6nica dessa secrecdo para correta execucdo de suas
funcdes.

Os ductos intercalares sdo alongados e ramificados; os citoplasmas de suas células
possuem alguns granulos elétron-densos de tamanho variado na regido apical e supranuclear. O
complexo de Golgi possui vactolos bem desenvolvidos na regido supranuclear (SIMSON,
1969; PINKSTAFF, 1980). A estrutura dos ductos intercalares é formada por um epitélio cubico
simples, coberta parcialmente por células mioepiteliais. Como estdo conectados diretamente
aos &cinos, as células do ducto intercalado s&o a primeira porcdo ductal a receber a saliva,
produzida pelas células acinares interligando-se ao restante dos ductos. O limen da porcao
secretora é continuo ao Iimen do ducto intercalar, sendo seu comprimento diferente entre as
glandulas salivares maiores e menores. Ha a presenca de pequenos granulos de secrecdo na
regido apical, a qual possui pequenos microvilos projetando-se para dentro do limen. Esses
granulos possuem componentes como lisozima e lactoferrina, que séo secretados na saliva. A
juncéo dos ductos intercalares da origem aos ductos estriados. (BERKOVITZ et al., 1992;
SATO; MIYOSHI, 1998; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; TEN CATE, 2013).

Martinez-Madrigal e Micheau (1989) descrevem com base em microscopia eletronica de

transmissdo, que as caracteristicas estruturais das células do ducto estriado das glandulas
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salivares sdo semelhantes aquelas exibidas por células que transportam ativamente ions, como
as células do tubulo contorcido renal. Ja Gartner e Hiatt (2011) descrevem que os ductos
intercalares diferem dos ductos estriados por possuirem uma Unica camada de células cubicas.
A caracteristica morfologica mais relevante do ducto estriado é a presenca de estrias na regido
basal do ducto devido aos dobramentos na superficie basolateral da membrana plasmatica que
formam as paredes dos ductos. No citoplasma das células que compdem a parede deste tipo de
ducto ha numerosas mitocéndrias alongadas, vesiculas e granulos de secrecdo em que ha
presenca de calicreina e outras proteinas plasmaticas o que sugere a possibilidade de
participacdo celular na endocitose de substancias a partir do Ilimen ductal (BERKOVITZ et al.,
1992; PROCTOR; CARPENTER, 2007; TEN CATE, 2013).

A presenca de ductos granulosos pode ser observada em glandulas mandibulares de
roedores, tais como ratos (TAMARIN; SREEBNY, 1965), camundongos (CARAMIA, 1966)
e cutias (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016). Os ductos granulares de glandulas mandibulares,
além de modificarem a saliva, secretam grande quantidade de proteinas, como as calicreinas
(PROCTOR; CARPENTER, 2007). Os ductos granulosos do rato albino de laboratério (Mus
norvegicus albinis) representam um segmento ductal altamente desenvolvido, sendo mais
comumente designado como tubulo granular convoluto formado por uma camada de células
prismaticas altas, que por sua vez, continuam-se com os ductos estriados (BARBOSA; TAGA,
1997).

Os trabalhos com a célula secretora do ducto granuloso da glandula mandibular, no
camundongo, mostraram a existéncia de um dimorfismo sexual em nivel subcelular,
caracterizado pelo marcante desenvolvimento deste ducto secretor nos animais machos, sendo
essas células mais altas e mais volumosas que as das fémeas. Foi observado também que o
reticulo endoplasmatico granular e o complexo de Golgi das células dos machos sdo mais
desenvolvidos (ASSIS et al., 1994).

Em cutias (D. aguti), dos quatro pares de glandulas salivares maiores, apenas na glandula
mandibular foi identificada a presenca de ducto granuloso, com apenas uma Unica camada de
células variando de cubicas a colunares baixas, com pouco espaco citoplasmatico e de aspecto
eosinofilico. O nucleo era grande, localizado préximos a regido basal, pouco basofilico,

heterocromatico e com um nucléolo proeminente (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016).
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3.4 GLANDULAS SALIVARES MENORES

O sistema salivar € composto por um grupo de glandulas exdcrinas comumente separadas
em dois grandes grupos: as glandulas salivares menores e as glandulas salivares maiores. Para
Hand et al. (1999) as glandulas salivares menores sdo formadas por células luminais acinares
mucosas, podendo apresentar um componente Seroso ou Seromucoso, recobrindo os acinos ou
tibulos mucosos. Secretam mucinas altamente glicosiladas, proteinas antimicrobianas e
imunoglobulinas, que promovem a lubrificacdo dos tecidos e a agregacao bacteriana. Também
chamadas de glandulas salivares secundarias, intrinsecas ou acessorias, sao encontradas na
mucosa ou submucosa cavidade bucal, exceto nas gengivas e porcdo anterior e média do palato
duro (FERRARIS; MUNOZ, 2006; KATCHBURIAN; ARANA, 2014).

A secrecdo seromucosa das glandulas salivares menores, juntamente com um componente
aquoso, confere aspectos quimicos, fisicos e bioldgicos muito semelhantes as lagrimas, sendo
bem aceita pela superficie ocular (GOMES; ALVES, 2006).

3.5 GLANDULAS SALIVARES MAIORES

As glandulas salivares maiores sdo compostas pelas glandulas mandibulares, parétidas,

sublinguais, zigomatica nos carnivoros e alguns roedores, que sdo apresentadas a seguir.

3.5.1 Glandulas mandibulares

Glandula mandibular ¢ a denominacdo dada a glandula submandibular pela Nomina
Anatomica Veterinaria (2017) por considerar que esta, nos mamiferos domesticos, apresenta
grande parte disposta caudalmente a mandibula. Nos mamiferos domésticos esta glandula
geralmente € menor que a par6tida, mais compacta e localizada préxima ao angulo da
mandibula. Caracteriza-se por apresentar um formato ovoide muito regular. Essa glandula drena
por um ducto grande e Unico que segue ventralmente a mucosa do assoalho bucal, perto do
frénulo da lingua, abrindo-se na caruncula sublingual (DYCE et al., 2004; MARTUCCI et al.,
2004). Ja Konig e Liebich (2011) descrevem-na como uma glandula ligeiramente maior que a
glandula parétida nos dos cées e gatos, sendo notavelmente maior que a parétida em ruminantes.

Abordando sobre a sintopia dessa glandula, Dyce et al. (2004) citam que a mesma se

relaciona na sua porcao cranial com a glandula sublingual e os musculos masseter e digéstrico,
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enquanto, medialmente, mantém vizinhanga com o digéstrico, a artéria carétida externa e o
linfonodo retrofaringeo medial. Ja sua por¢éo caudal relaciona-se com os muasculos do pescoco.

Em cutias (Dasyprocta aguti), Oliveira Junior et al. (2016) inferem que a glandula
mandibular possui forma triangular e esta localizada préximo ao angulo da mandibula,
rostralmente com os linfonodos mandibulares, dorsalmente com a parte ventral da glandula
parotida, ventralmente com o musculo digastrico, apresentando a parte mais encoberta pelo
musculo masseter superficial e pela regido ventral da glandula parétida

Santos et al. (2010), trabalhando com quatis (Nasua nasua), citam que as glandulas
mandibulares se localizam caudoventralmente ao musculo masseter, no angulo da juncao das
veias maxilar e linguofacial, cobertas parcialmente pelas glandulas parétidas em sua porgao
superior. As glandulas mandibulares dos quatis sdo macroscopicamente multilobadas,
semelhantes as dos carnivoros domésticos. Microscopicamente essas glandulas encontram-se
constituida por &cinos serosos, ductos intralobulares estriados, revestidos por epitélio
prismatico simples, ductos interlobulares que variam seu epitélio de cubico simples a cubico
biestratificado e ductos intercalados revestidos por epitélio cubico simples.

Em Procyon cancrivorus a glandula mandibular foi descrita como apresentando forma
arredondada, seu ducto passando ao longo da face occiptomandibular do musculo digastrico e
estiloglosso, emergindo na boca préximo ao frénulo da lingua (PEREIRA, 2012). J& Leirido-
Riva (2005) descreve que em cées que este ducto esta localizado lateralmente, entre 0 masculo
masseter e a mandibula, medial ao digastrico, estiloglosso e milo-hidideo, abrindo-se proximo
ao frénulo da lingua.

Castro et al. (2010) realizaram um estudo envolvendo os aspectos morfoldgicos,
morfométricos e topograficos do aparelho digestério do roedor Chinchilla lanigera e, ao
abordarem sobre a glandula mandibular, citam que esta possui forma ovoide, mede

aproximadamente 0,8 cm de tamanho e esta localizada na regido ventral ao corpo da mandibula.

3.5.2 Glandulas pardtidas

Para Konig e Liebich (2011), a glandula salivar parétida é um érgédo pareado, que se situa
na unido entre a cabeca e pescoc¢o, ventral a cartilagem auricular na fossa retromandibular,
sendo que nos equinos ela recobre parcialmente a parede lateral da bolsa gutural. Esta inserida
ventralmente a orelha em relagdo a regido caudal da mandibula. Na maioria dos animais
domeésticos, o ducto salivar parotideo cruza cranialmente e ventralmente a face profunda da

parte caudal da mandibula, cruzando a bochecha superficialmente na regiéo cranial do musculo
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masseter. Em seguida, o ducto segue em direcdo dorsal para penetrar na mucosa da bochecha,
proximo do terceiro ou quarto dente maxilar molar (FRANDSON et al., 2011). Semelhante a
glandula humana, a parétida em roedores € estritamente serosa, composta por acinos e ductos
(intercalares, estriados e excretores) que constituem o parénquima, e um estroma formado por
tecido conjuntivo. (SUZUKI et al., 2003).

Oliveira Janior et al. (2016), em trabalhos com cutias (Dasyprocta aguti), relatam que a
glandula parotida possui forma irregular e é dotada de pequenos lobos, sendo a maior entre as
quatro glandulas salivares maiores identificadas, localizada no ponto de unido entre a cabeca e
0 pescoco, na interseccdo do masseter e da cartilagem auricular, indo dorsalmente a partir da
glandula mandibular em direcdo a base da orelha, cobrindo a porcdo cranial da glandula
mandibular na regido cervical. As glandulas parétidas apresentaram-se como sendo do tipo
tubuloacinares, contendo em seu parénquima ductos dos mais variados tamanhos, sendo
estritamente serosa.

As glandulas pardtidas de cuica (Glironia venusta), possuem forma triangular e cor parda
esbranquicada. Estd localizada na depressdo do musculo masseter, ventral a cartilagem
auricular, dorsocaudal ao musculo masseter e cranialmente ao muasculo esternomastoide.
Estendendo-se em direcdo rostral, o ducto parotideo cruza superficialmente o musculo
masseter, entre as ramificagdes dos nervos faciais dorsal e ventral. Histologicamente, a glandula
parétida € revestida por uma céapsula de tecido conjuntivo denso ndo-modelado, limitada
externa e internamente por um epitélio simples pavimentoso. Apresentaram um parénquima
formado predominantemente por acinos do tipo serosos, de formato irregular, células
arredondadas, nucleo redondo e central, com limen circular e central. O citoplasma é baséfilo
e sem granulacGes. Formando o estroma da glandula sdo observados, dispersos no tecido
conjuntivo, uma série de feixes nervosos (VIEIRA et al., 2015).

A caracterizacdo morfolégica das glandulas parétidas de coelhos (Oryctolagus cuniculus)
adultos, foi realizada por Greco et al. (2008). Os autores descrevem macroscopicamente essa
glandula em forma de halteres, larga nas extremidades e estreita no terco médio, em 53 casos
(88,3%). Em apenas 7 casos (11,3%), a glandula parétida apresenta forma de péra, larga no
terco dorsal se estreitando em direcéo ao tergo ventral. O ducto parotideo tem origem na borda
rostral da glandula, variando seu trajeto entre os ramos bucais do nervo facial em 50 casos
(83,3%), dorsal aos ramos bucais do nervo facial em 6 casos (10%), e ventral aos ramos bucais
do nervo facial em 4 casos (6,7%). Lateralmente ao segundo dente molar superior, na mucosa
da bochecha, encontra-se localizada a papila parotidea em 55 casos (91,7%) e lateralmente ao

terceiro dente molar superior em 5 casos (8,3%). A forma de péra da glandula parotidea, a
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variacdo da posicdo do ducto parotideo e da papila parotidea ndo haviam sido relatadas
anteriormente na literatura, segundo descrevem os autores.

Em chinchilla (Chinchilla lanigera), apos analise da disposicdo dos 0rgaos, evisceracao
e medicdo, observou-se que a cavidade oral é caracteristica de roedores e as glandulas salivares
se assemelham aos lagomorfos, constituindo uma relacdo entre essas ordens. A glandula
parétida € bem desenvolvida, com aproximadamente 1,3 cm, posicionada lateralmente ao
musculo masseter, desde a porc¢do ventral da orelha externa até a regido mandibular, com forma
irregular tipo elipsoide. Seu ducto salivar cursa lateralmente 0 masculo masseter e adentra a
cavidade oral préoximo ao diastema (CASTRO et al., 2010).

3.5.3 Glandulas sublinguais

A gléndula salivar sublingual localiza-se internamente & mucosa ao longo do lado ventral
da superficie lateral da lingua, préximo ao assoalho da boca. Inimeros ductos saem diretamente
da glandula, abrindo-se ventrolateralmente a lingua. Nos animais domesticos, com exce¢ao dos
equinos, a glandula sublingual possui uma por¢do monostomaticas, que tem origem na borda
rostroventral da glandula mandibular, esvaziando-se na caruncula sublingual, por um Unico
ducto sublingual, no assoalho da boca, que corre paralelo ao ducto mandibular. A porgéo
polistomatica, encontrada imediatamente abaixo da mucosa oral é separada em varios l6bulos
frouxamente unidos, que circundam o canal inferior, secretando para dentro da cavidade oral
(FRANDSON et al., 2011; FOSSUM, 2014)

As glandulas sublinguais do rato albino de laboratério (Mus norvegicus albinis) sdo as
que exibem menor tamanho, entre as glandulas salivares maiores (LEESON, 1967,
PINKSTAFF, 1980). Utilizando autorradiografia e microscopia eletronica de transmissdo, Taga
e Sesso (2002) analisaram o desenvolvimento pds-natal da glandula sublingual de ratos Wistar
albinos (Rattus norvegicus). A andlise ultraestrutural mostrou que, durante o periodo de alta
atividade proliferativa, as células secretoras tinham uma ultraestrutura que era qualitativamente
similar a das células das glandulas de ratos idosos. Somente ap6s o vigésimo dia é que essas
células mostraram grandes quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso e granulos de
secre¢do que atingiram o padrdo adulto no trigesimo dia apds o nascimento.

Vieira et al. (2015) em trabalhos com a morfologia das glandulas salivares da cuica,
descrevem as glandulas sublinguais como pequenas estruturas alongadas de coloragdo
esbranquicada, ventrais ao ramo da mandibula, caudais ao muasculo digastrico, apresentando

um ducto curto que emerge da sua extremidade cranial e se abre proximo a base da lingua. Em
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cutias, Oliveira Junior et al. (2016) descrevem que o acesso as glandulas sublinguais torna-se
possivel, apds a remocdo do masculo milo-hidideo. A porgcdo monostomatica localiza-se
préxima ao angulo da mandibula, medianamente em relacéo a glandula mandibular, separada
dessa pelo musculo estiloglosso e protegida por uma capsula fibrosa, lobulada, difusa e de cor
amarela pélida. A porcdo polistomatica ndo apresenta lobacgdo, possui forma oblonga e esta
localizada proxima a base da lingua abaixo da membrana do pavimento da boca, fazendo

sintopia com a fovea mandibular e o0 musculo genioglosso.

3.5.4 Glandulas zigomaticas

A glandula salivar zigomatica, encontrada em carnivoros tais como o0 cdo e o gato, €
ovoide ou irregular, localizada no assoalho da érbita, ventrocaudal ao olho e medialmente ao
arco zigomatico. Os diversos ductos correm ventralmente, abrindo-se sobre uma dobra da
mucosa, lateralmente ao Gltimo dente molar maxilar. O ducto zigomatico principal é facilmente
identificado a poucos centimetros caudalmente a papila parotidea (FOSSUM, 2014).

Al-Gailani et al. (1981), estudando a glandula zigomatica de gatos (Felis catus), citam a
presenca de uma capsula de tecido conjuntivo que envolve a glandula e da qual partem septos
que a separam em duas partes. Seus acinos sdo grandes e mucosos. Trabalhando com o méao-
pelada (Procyon cancrivorus), Pereira (2012), relata que a glandula zigomatica possui forma
arredondada, localizada na fossa pterigopalatina, seus ductos se abrem na mucosa lateral
préximo ao ultimo dente molar superior, quase tdo grande quanto o ducto parotideo. Nas cuicas
(Glironia venusta) as glandulas zigomaticas acompanham a forma da por¢éo anterior do arco
zigomético na margem infraorbital alongando-se suavemente sobre a maxila em forma de
tridangulo. Os autores ndo realizaram histologia da glandula zigomatica devido a problemas de
procedimentos histolégicos (VIEIRA et al., 2015).

Oliveira Junior et al. (2016), em trabalhos com cutias, descrevem a glandula zigomatica
como sendo uma estrutura com forma oblonga, sendo melhor observada apos o rebatimento do
musculo zigomatico-auricular, logo apds o processo temporal do 0sso zigomatico, entre 0s
musculos masseter e temporal, disposta na regido suborbital, ao ponto de se relacionar com o
musculo pterigdideo e a porcdo profunda da periorbita. A glandula esta dividida em lobos e
I6bulos, separados por tecido conjuntivo denso ndo-modelado. Essa mesma glandula

caracteriza-se como mista, apresentando tanto 4cinos serosos quanto mucosos.
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3.6 — HISTOQUIMICA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

As técnicas histoquimicas sdo comumente utilizadas em cortes histologicos para
localizar e identificar substancias de interesse nas células ou matriz extracelular, como por
exemplo as mucinas e lecitinas (glicoproteinas). Esses métodos normalmente originam
substancias coloridas insoluveis na microscopia de luz ou elétron-densas na microscopia
eletronica de transmissdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Em trabalho com glandulas salivares de coelhos (Oryctolagus cuniculus), Al-Saffar e
Simawy (2014) utilizando os corantes histoquimicos Azul de Alcian (pH 2,5) para identificar
as mucinas 4cidas e o Acido Periddico de Schiff (PAS) para identificar as mucinas neutras,
verificaram que os acinos das glandulas parétidas reagiram positivamente ao PAS, mas
negativamente com Azul de Alcian (AA), caracterizando a glandula como exclusivamente
serosa. As glandulas mandibulares do roedor Thryonomys swinderianus foram descritas por
Onwuaso et al. (2015) com base em técnicas histoldgicas e histoquimicas. A glandula se
mostrou predominantemente serosa, reagindo fortemente com o PAS e negativamente com o
AA. Alguns acinos mucosos encontrados dispersos nos l6bulos da glandula coraram
moderadamente ao PAS e fortemente positiva ao AA.

Os &cinos mucosos da glandula sublingual da cutia (Dasyprocta leporina) coraram-se
fortemente com o AA, exibindo uma coloragdo azul turquesa, evidenciando que 0 muco
produzido era &cido. A glandula apresentou forte positividade tanto ao PAS como também na
associacdo de AA e PAS. Al-Gailani et al. (1981) utilizando o método histoquimico AA e PAS
nas glandulas zigomaticas de gatos, verificaram que 0s &cinos encontrados eram grandes e
predominantemente mucosos, com granulos de mucinas neutras PAS positivas, que
contrastavam fortemente com as substancias mucosas sulfatadas, coradas pelo AA.

As lecitinas constituem uma classe de proteinas ou glicoproteinas, derivadas
principalmente de sementes de vegetais, que se ligam com alta afinidade e especificidade a
determinados carboidratos, podendo ser encontradas em quase todos 0s organismos, incluindo
plantas, animais, bactéria e virus (FATIMA et al., 2005). As lecitinas sdo muito usadas para
caracterizar moléculas de membranas celulares que contém sequéncias especificas de
carboidratos (DWEK, 1996).

As ceélulas dos ductos granulosos da glandula mandibular de camundongos reagiram
com coloragdo moderada a forte para a lecitina Arachis hypogaea (PNA) e uma porcentagem
variavel de células na regido basal dos ductos interlobulares apresentaram reatividade intensa

com a lecitina Bandeiraea simplicifolia (BSA-1-Bs). As células acinares serosas da glandula
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parotida desses animais evidenciaram coloracdo moderada a forte com a PNA e variaram em
intensidade de coloragdo para BSA-I-Bs, sendo as células com maior afinidade para essa lecitina
localizadas na periferia dos I6bulos da glandula (SCHULTE; SPICER, 1983).

Cinar et al. (2016) utilizaram a coloracéo histoquimica das lecitinas para determinar a
distribuicdo de glicoconjugados na glandula salivar parétida de Ovis aries. A lecitina Canavalia
ensiformis (Con-A) marcou fracamente as células epiteliais dos ductos da parétida, embora
tenha ocorrido uma reacdo de moderada a fortemente nas superficies luminais dessas estruturas
glandulares. Para a lecitina Bandeiraea simplicifolia (BSA-1-B4) observou-se uma reacdo muito
forte na superficie apical das células epiteliais dos ductos. Os pesquisadores relatam ainda que
ocorreu uma forte reacdo nas superficies das células epiteliais ductais utilizando as lecitinas
Arachis hypogaea (PNA) e Triticum vulgaris (WGA).

3.7 CARACTERIZACAO DA ESPECIE

De acordo com Moojen (1952), os roedores sdo mamiferos com cérebro e placentacao
variavel, que possuem tamanho e forma de denti¢do caracteristicas, pois sao desprovidos de
caninos e possuem espagos entre incisivos e molares bem definidos. Os dentes incisivos estao
em constante crescimento e geralmente possuem cinco e quatro molares em cada lado da maxila
e da mandibula respectivamente, além disso, possuem uma modificacdo na fossa glenoide,
permitindo a livre movimentacdo da mandibula para frente, para tras e para os lados
(CARLETON; MUSSER, 2005).

Os Galea spixii sdo roedores caracterizados por apresentarem pequeno porte, orelhas
pequenas, serem desprovidos de cauda, possuirem membros toracicos com quatro digitos,
enquanto os pélvicos apresentam apenas trés. O peso corporal e o comprimento da cabeca e
corpo juntos variam entre 200g a 357g e 220mm a 285mm, respectivamente. Esses animais
possuem o dorso com coloragdo acinzentada e a regido ventral de cor branca (BRASIL, 2002;
BONVICINO et al., 2008). Sado conhecidos como preas do campo nas regides do Serido e oeste
do estado do Rio Grande do Norte. Habitam as capoeiras, entre pedras, barreiras de rios e
canaviais, alimentando-se de capins e raizes. Pode ser encontrado desde o sudeste do estado do
Para e leste de Mato Grosso ao noroeste de Minas Gerais, oeste da Bahia, Pernambuco, Paraiba
e Rio Grande do Norte, sul do Cear4, centro-sul do Piaui e Maranh&o, além do Distrito Federal
(PINHEIRO et al., 1989; BONVICINO et al., 2008). Quando a fémea esta no cio, o
acasalamento é precedido de danga nupcial, onde 0 macho danca ao seu redor até que ela emita
0 som de aceitacdo (MATA, 2016).
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De acordo com IUCN (2017) a taxonomia do preé (Figura 1) € descrita como espécie

pertencente ao:

e Reino Animalia

e Filo Chordata

e Classe Mammalia

e Ordem Rodentia

e Familia Caviidae

e Género Galea

e Espécie Galea spixii Wagler, 1831

Figura 2 - Espécie estudada. Prea (Galea spixii Wagler, 1831) CEMAS — UFERSA, 2017. Fonte: Arquivo pessoal.
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Material e Méetodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE AMOSTRAGEM

O material destinado ao estudo das glandulas salivares maiores do prea, Galea spixii, foi
obtido do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres (CEMAS) localizado no campus leste
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Seu objetivo é promover pesquisas
voltadas a preservacdo e manutencédo de espécies silvestres em cativeiro. Ocupa uma area de 20
ha, estd a uma altitude de aproximadamente 16 metros acima do nivel do mar e localiza-se entre
as coordenadas geograficas 5° 11° S e 37° 20° W Gr. Esta registrado pelo IBAMA como
criadouro cientifico sob 0 nimero 1478912.

Os procedimentos desenvolvidos para obtencdo dos resultados da macroscopia e
microscopia de luz foram realizados nas dependéncias da UFERSA, no Laboratério de
Morfofisiologia Animal Aplicada do Departamento de Ciéncias Animais. As analises por meio
da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas no Laboratorio de
Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido (CPVSA) da
UFERSA. Os procedimentos relativos a Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), foram
realizados no Laborat6rio de Anatomia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
de S&o Paulo (USP).

4.2 ANIMAIS AMOSTRADOS

Para desenvolvimento deste estudo foram utilizados 12 preas adultos (ambos 0s sexos),
com idades entre quatro e seis meses de vida e obtidos no Centro de Multiplicagdo de Animais
Silvestres da UFERSA. Estes animais foram acondicionados em boxes especificos com
dimensdo de 5 m? e alimentados com racéo para roedores, frutos, gréos de soja, milho e agua
ad libitum, de modo que cada grupo tivesse 0 mesmo manejo alimentar.

A metodologia utilizada na experimentacdo da presente dissertacdo foi aprovada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo0) sob parecer n® 54608-1 e
também aprovada pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA, processo
n®23091.012294/2016-11.
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4.3 PROCEDIMENTO ANESTESICO E EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados com base no protocolo anestésico utilizado por Bezerra
(2014), adaptado sempre que necessario. No momento da coleta, os animais foram pesados e
submetidos ao procedimento anestésico, com associacdo da medicacdo pré-anestésica de
Cloridrato de Xilazina (Xilazin® 2% na dose de 1mg.kg?, fabricante Syntec) e Cloridrato de
Cetamina (Quetamina® 10% na dose de 15mg.kg™?, fabricante Vetnil) em associa¢io por via
intramuscular. Ap6s10min, foi administrado o anestésico tiopental 1g (Tiopental sodico® 1g na
dose de 25mg.kg™, fabricante Richmond, Division Veterinaria S.A.) por via endovenosa como
farmaco indutor da anestesia. Atingido o plano anestésico, procedeu-se a eutanasia do animal
com a administracdo de Cloreto de Potassio (Cloreto de potéassio® 19,1% na dose de 2,56
mEq.kg?, fabricante Halexistar) também por via endovenosa, confirmando o dbito do animal

apos identificada a parada cardiorrespiratoria.

4.4 PROCEDIMENTO PARA MACROSCOPIA

Ap0s a eutanasia, os animais foram incisados medianamente para acesso a regiao toracica
e consequentemente a artéria aorta toracica foi canulada, objetivando perfundir os animais com
solucdo aquosa de formaldeido a 10%, no sentido cranial. Em seguida, os animais foram
imersos em uma solugcdo de mesma concentracdo por no minimo 72 horas, e apos este periodo,
realizaram-se as dissecacgdes, no laboratorio de Anatomia Veterinaria da UFERSA.

Quanto as dissecacdes, procedeu-se com uma incisdo ventral mediana desde a regido do
mento até o limite da regido cervical definida pelo manUbrio do 0sso esterno. Em seguida,
realizou-se o rebatimento da pele e do musculo cutaneo da face, contornando os masculos
orbicular da boca e orbicular do olho. Em seguida o musculo cutaneo foi rebatido em ambos os
antimeros de modo a expor as glandulas parotidas e mandibulares. De maneira a garantir a
completa exposicao dessas glandulas, o masculo cuténeo foi rebatido contornando o masculo
orbicular da boca, o muasculo orbicular do olho e a base da orelha externa. Posteriormente
rebateu-se o musculo cutaneo da face e do pescoco de modo a serem visualizadas as glandulas
especificadas. J& para acesso a glandula sublingual, retirou-se inicialmente uma hemi
mandibula juntamente com o mdsculo masseter, de maneira a expor a base da lingua.

De forma a documentar as dissecagdes e evidenciar a topografia das glandulas salivares

maiores, apos identificadas, as estruturas eram fotografadas com uma camera digital Nikon
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D5300. Ressalta-se que as estruturas macroscopicas foram nominadas com base na Nomina

Anatomica Veterinaria (2017).

4.5 PROCEDIMENTO PARA MICROSCOPIA DE LUZ

Para as analises de microscopia de luz convencional, as amostras passaram por
processamento histoldgico de rotina no Laboratorio de Morfofisiologia Animal Aplicada da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido, segundo metodologia descrita por Tolosa et al.

(2003), adaptando-a sempre que necessario, tendo sido seguidas as seguintes etapas:

o Fixacdo - foram coletados fragmentos com cerca de 0,5cm e fixados em

paraformaldeido a 4%, tamponado com fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4 a 4 °C;

o Desidratacdo - o material foi lavado em agua corrente para retirada do excesso do
fixador e ser iniciado o processo de desidratacdo das amostras, que foram submetidas a banhos

de imersdo de 60 minutos em alcoois nas concentracdes de 70%, 80%, 90%, 95%, 100%;

o Diafanizacao - finalizado o processo de desidratacdo, os fragmentos foram imersos em
dois banhos de xilol, também de 60 minutos, a fim de garantir o clareamento e total retirada do

alcool;

o Incluséo - foi realizada por meio de banhos de imersdo em parafina histoldgica (Synt®,
granulada com ponto de fusdo 58°C a 62°C), na qual os fragmentos foram imersos em duas
parafinas a 60°C, permanecendo por “over night” no primeiro banho e por uma hora no
segundo, a fim de garantir a completa impregnacdo do material pela parafina. Posteriormente

os fragmentos foram emblocados e etiquetados;

o Microtomia - foram realizados cortes de 5u a 7p de espessura em micrétomo (LEICA

RM 2125 RT®) e coletados em Iaminas de vidro e levados a estufa a 60°C por até seis horas;

o Desparafinizagéo e reidratagéo - o material foi imerso em dois banhos de xilol por
dez minutos, reidratados em alcoois decrescentes de 100%, 95%, 70% e agua corrente, por trés

minutos cada;
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o Coloracdo - nessa etapa, as ldaminas foram coradas pelas técnicas de Hematoxilina-

Eosina (HE) e Tricrémico de Gomori.

o O material foi analisado, sendo as imagens mais expressivas fotomicrografadas em
microscopio de luz (LEICA DM 500 HD) com cadmera acoplada (LEICA ICC50W).

4.6 HISTOQUIMICA

O procedimento de histoquimica foi realizado no Laboratdrio de Morfofisiologia Animal
Aplicada da Universidade Federal Rural do Semi-Arido, tendo sido seguidas as seguintes

etapas:

4.6.1 Histoquimica das mucinas

Os cortes foram submetidos as reacdes histoquimicas utilizando os corantes Acido
Periddico de Schiff (PAS), Azul de Alcian (AA) pH 2,5, Acido Periédico de Schiff (PAS)
associado com azul de Alcian (pH 2,5) para marcar a diferenciacdo das mucinas neutras e acidas
(Behmer et al. 1976). De acordo com Junqueira e Junqueira (1983), azul de Alcian (AA) com
pH 1,7 a 3,2 reage com polissacarideos carboxilados e reagdes com PAS permitem evidenciar
a presenca de polissacarideos neutros. A associacdo azul de Alcian-Acido Periédico de Schiff
[AA (pH 2,5)-PAS], serviu como uma contraprova, para sinalizagdo da presenca tanto de
mucinas neutras quanto de mucinas &cidas. A caracterizacdo do padrdo histoquimico das
mucinas (Tabela 1) foi baseada nos componentes organicos das secrecGes das unidades

secretoras, sendo a reagdo histoquimica classificada em negativa e positiva.

Tabela 1 - Especificagdo das coloragdes histoquimicas utilizadas nas glandulas salivares maiores dos preas.

Método Finalidade Cor adquirida
PAS (éCidO periédico de SChiff) Polissacarideos
Cora mucina e glicogénio Magenta
Azul de Alcian (pH 2,5) Mucopolissacarideos acidos Azul palido

Cora mucina 4cida
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4.6.2 Imunohistoquimica das lecitinas

A histoquimica com lecitina foi empregada para determinar a presenca, distribuicao e
caracteristicas dos glicoconjugados nas glandulas salivares maiores dos preas. Para a anéalise

foram utilizadas quatro lecitinas (Tabela 2):

Tabela 2 - Lecitinas utilizadas em estudos histoquimicos nas glandulas salivares maiores dos preas.

. . Ligacéo de carboidratos Concentracéo
Lecitina Abreviatura especificidade (ng/mL)°
Canavalia ensiformis® Con-A aMan>aGlc>aGIlcNAc 50 pg/mL
Bandeiraea simplicifolia? BSA-1-Bs aGal>aGalNAc 25 pg/mL
. . GIcNAc(B1,4GlcNAc)1-2> BGIcNAc
3 5
Triticum vulgaris WGA SNeuSAc 25 pg/mL
Arachis hypogaea* PNA GalR1,3GalNAc>a and BGal 25 pg/mL

a — A especificidade dos carboidratos foi feita de acordo com Liener, Sharon e Goldstein (1986);

b — Abreviag&o: Man, manose; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Gal, galactose; Neu5Ac, Acido 5-
acetilneuraminic; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Fuc, fucose; Neu5Gc, Acido 5-glicolilneuraminico; NeuNAc,
Acido N-acetilneuraminico;

¢ — Tabela e concentragdo de acordo com Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016);

d - O controle negativo foi feito utilizando tampéo fosfato de sddio 0,1M e pH 7,4 em cAmara Gmida na auséncia
das lecitinas.

O procedimento de histoquimica com lecitinas foi realizado no Laboratério de
Morfofisiologia Animal Aplicada da UFERSA, segundo metodologia descrita por Cinar et al.

(2016), adaptando-a sempre que necessario, tendo sido seguidas as seguintes etapas:

o Desparafinizacdo e hidratacdo - Cortes de 5 um foram aderidos em laminas
silanizadas, desparafinizados em dois banhos de 5 minutos de xilol, posteriormente reidratados
em concentracdes decrescentes de etanol (100%, 95% e 70%);

o Bloqueio da peroxidase endégena — O material foi imerso em peroxido de hidrogénio
a 3% por 30 minutos, lavado em 3 imersdes de 5 minutos em agua destilada e depois em tampéao

fosfato de sodio 0,1M e pH 7,4 em cada lavagem;

! Canavalia ensiformis — Con-A (Referéncia: C2272, Sigma-Aldrich®)

2 Bandeiraea simplicifolia — BSA-1-Bs (Referéncia:L.2140, Sigma- Aldrich®)

8 Triticum vulgaris — WGA (Referéncia: L5142, Sigma- Aldrich®)

4 Arachis hypogaea — PNA (Referéncia: L6135, Sigma- Aldrich®) concentragdo 0,1 mg/ml
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o Recuperacdo antigénica - A recuperacdo antigénica dos tecidos foi realizada em
tampdo citrato (10 mM, pH 6,0), esquentado em aparelho de micro-ondas (em poténcia maxima
de 700mW por 15 minutos), seguida por trés lavagens em tampéo fosfato de sédio 0,1M e pH
1,4

o Bloqueio das ligacGes inespecificas - Para o bloqueio das reagdes inespecificas foi
utilizado o Protein Block (Spring Bioscience ®) em cdmara timida por 30 minutos, seguido de

trés lavagens de cinco minutos em tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 7,4;

o Incubacgéo — A incubagdo do material com as lecitinas foi realizada em cAmara imida
(aproximadamente 8 horas), e ap0s incubacdo, o0 excesso das lecitinas foi retirado com trés

lavagens de cinco minutos com o tampdo fosfato de sodio 0,1M e pH 7,4;

o Amplificacdo e revelagédo - O material foi incubado em Spring Reveal Complement
(Spring Bioscience ®) por 30 minutos e depois em Spring Reveal HRP Conjugate (Spring
Bioscience ®) também por 30 minutos, e por fim, a revelagdo ocorreu com o cromdgeno
Diaminobenzindina (Spring DAB Cromogen - Bioscience ®) diluido em substrato especifico
(Spring DAB Substrate - Bioscience ®). As Iaminas foram montadas com uso de Permount®

(Fisher Scientific), analisadas e fotografadas.

4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

A Microscopia Eletrébnica de Transmissdo (MET) foi utilizada para a andlise e
caracterizacdo ultraestrutural das glandulas salivares maiores do prea. O processamento e
analise das amostras foram realizados no Laboratorio de Histologia do setor de Anatomia da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, conforme

metodologia descrita por Oliveira (2004).
o Fixac&o - coletadas as amostras com cerca de 0,5cm das glandulas, elas foram imersas

em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1 molar em pH 7,4 a
4°C para fixacao;
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o Pés-Fixagao - os fragmentos foram lavados em tampé&o fosfato de sodio 0,1M e pH 7,4
por meio de banhos de imersdo com duracdo de 10 minutos, sendo este processo repetido por
trés vezes, para entfo os fragmentos serem pos-fixados em solugio de Tetroxido de Osmio 2%
tamponado com Fosfato de Sodio 0,1M e pH 7,4 durante duas horas;

o Contrastacao e desidratacao - Realizada a pds-fixacao, as amostras foram contrastadas
com acetato de uranila a 3%, lavadas com solucdo tampéo e desidratadas em uma bateria de
alcool etilico com concentracdo crescente (50%, 70% e 90%) por dez minutos cada e

finalizando-se com quatro imersdes em &lcool etilico 100% por vinte minutos cada;

o Incluséo - concluida a desidratacdo, as amostras foram lavadas com éxido de propileno,
oxido de propileno-resina e, por ultimo, incluidas em resina Spurr pura para obtencdo dos

blocos;

o Ultramicrotomia - os fragmentos das glandulas eram trimados, para obtencéo de cortes
semifinos e apos selecionadas as areas de interesse foram obtidos cortes ultrafinos, com o
auxilio de um ultra-micrétomo automatico (Ultracut R, Leica Microsystens, Germany). Esses
foram contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 5% para posterior
visualizacdo em microscépio eletrdnico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI Company, The

Netherlands; Mega View |1l camera, Soft Imaging, Germany).
4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras das glandulas salivares maiores foram caracterizadas ultraestruturalmente
com o auxilio da Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no Laboratério de Microscopia

Eletronica do Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido (CPVSA) da Universidade Federal

Rural do Semi-Arido, conforme metodologia descrita por Oliveira (2004).

o Fixacdo - Para esta técnica, amostras das glandulas foram fixadas em solucdo de

glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 a 4°C durante 24 horas.
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o Pés-Fixagao - apds a fixacdo, o material foi lavado com tampdo para retirada do excesso
de fixador e em seguida pos-fixado em Tetroxido de Osmio a 1% tamponado com solugéo
Fosfato de Sodio 0,1M pH 7,4, por duas horas.

o Desidratacéao - foram realizadas trés lavagens em tampéao e duas com agua destilada, e
na sequéncia tratou-se o material com &cido tanico a 1% e desidratou-se 0 mesmo em séries
crescentes de alcool 50%, 70%, 90% e 100%.

o Ponto Critico, Montagem e Metalizac&o - o material foi secado em aparelho de ponto
critico (Quorum K 850) utilizando gas carbonico (COz), montado em suporte do ponto de
amostra (Stub) para metaliza¢do com ouro por “sputtring” e observado em microscépio
eletronico de varredura (TESCAN VEJA 3 LMU).
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Resultados
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5 RESULTADOS

Os resultados descritos a seguir estédo dispostos com base na sequéncia dos objetivos
e metodologia apresentados nos itens correspondentes e referem-se a macroscopia, microscopia

de luz convencional, imunohistoquimica, microscopia eletrénica de varredura e de transmisséo.

5.1 MACROSCOPIA E TOPOGRAFIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

Foram encontradas quatro pares de glandulas salivares maiores: parotidas,
mandibulares, zigomaticas e sublinguais que encontravam-se na cavidade oral ou fora dela.
Essas glandulas exdcrinas sdo tubuloacinosas, visualmente possuem aspecto de que s&o
compartimentadas em varios I6bulos por tecido conjuntivo, contendo vasos sanguineos, nervos
e canais excretores, que secretam saliva atraves dos varios ductos espalhados pela glandula na
cavidade oral.

Ap0s rebatimento dos masculos cutaneo e cutaneo da face foi possivel identificar como
musculos de interesse para determinacdo da topografia das glandulas parétidas e mandibulares
0 musculo parétido-auricular e 0 musculo masseter (Figura 2).

O musculo parétido-auricular apresentou-se como uma estrutura longa e estreita,
composta por fibras longitudinais e de cor amarelo palida, com origem na base da orelha externa
se inserindo na rafe mediana do pescoco, ventralmente ao masseter. Sua origem era alargada e
recobria a glandula parétida. Por sua vez, a glandula parotida apresentava cor palida, forma
irregular e situava-se dorso-caudal ao musculo masseter. O ducto parotideo era de pequena
espessura e percorria ventralmente o masseter. J& o musculo masseter era espesso, de cor
vermelha intensa e possuia margens arredondadas, cuja borda caudal encontrava-se em posi¢do
medial a glandula mandibular. A glandula mandibular macroscopicamente, constituia-se de trés
lobos distintos, com aspecto triangular, apresentava cor marrom e situava-se caudo-ventral ao
musculo masseter, com seus lobos agregados por ténues ligamentos de tecido conjuntivo,
juntamente com os linfonodos mandibulares e cervicais. Ressalta-se ainda que, essa glandula
parece fazer sintopia com o membro toracico do animal dada a pequena extensdo da regido
cervical, juntamente com os linfonodos cervicais. Seu ducto principal percorre medianamente
0 masseter e tem origem na sua porcao ventral, resultando de trés ductos secundarios que se
unem para formar o ducto principal da glandula (figuras 3 e 4).

Quanto a glandula zigomatica, esta encontrava-se sobreposta por uma espessa

aponeurose que se inseria no musculo orbicular do olho, rostral a glandula parotida, repousando
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em uma depressdo delimitada pelo arco zigomatico. Esta localizada caudo-ventralmente a
Orbita e ventralmente a parétida. Possuia forma triangular, cor amarelo palido, a exemplo da
glandula pardtida, sendo sua porcao cranial mais alargada. Logo abaixo dessa glandula e dorso-
lateralmente ao musculo masseter, foi identificada a presenca do ramo dorsal do nervo facial.
Ja o ramo ventral do nervo facial percorria a porcéao latero-ventral deste masculo.

As glandulas sublinguais foram identificadas como uma estrutura com aspecto lobular
de cor castanho claro, situada no assoalho oral logo apds os limites caudais da base da lingua,
cranialmente a fovea mandibular e o masculo genioglosso. O acesso as glandulas sublinguais
tornava-se possivel ap6s a remocdo do musculo milo-hidideo. Salienta-se que foi possivel
identificar apenas a por¢do monostomatica dessa glandula.

Ja em relacdo as artérias cardtidas e a veia jugular interna, verificou-se que estas
percorrem as faces laterais do pesco¢o num plano mais profundo e em sintopia com a traqueia,

juntamente com o décimo par de nervos cranianos.

Figura 3 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii). Em A, na vista lateral, verifica-se
0 musculo parétido auricular (MPA), com suas fibras dispostas em sentido longitudinal e a presenga do mudsculo
masseter (M). Em B, observa-se que apés o rebatimento do misculo cutaneo e cutaneo da face, é possivel visualizar
a topografia das glandulas salivares maiores do pred, na qual observa-se a presenga da glandula mandibular (GM),
glandula parétida (GP), glandula zigomatica (GZ), além do ducto (D) da glandula parétida que percorre
ventralmente o masculo masseter (M). Bar = 1 cm.

i
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Figura 4 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii). Em A, na vista lateral, verifica-se
0 musculo parotido auricular (MPA), que apés o rebatimento, encontra-se ventrolateral a glandula parotida (GP).
Na porgdao ventral da regido ocular (RO), observa-se a presenca da aponeurose que recobre a glandula zigomatica
(GZ), além da presenca da glandula mandibular (GM) na porgao lateral cervical e 0 musculo masseter (M). Em B,
vista ventral, observa-se a presenca do ducto da glandula parétida (seta amarela), e lateral ao ducto, verifica-se a
veia lingual (seta vermelha), além da presenca da glandula mandibular (GM), do linfonodo (Li) e do musculo
parétido auricular (MPA&r =1cm.

Figura 5 - Macroscopia das glandulas salivares maiores do prea (Galea spixii), vista ventral. Visualiza-se o
musculo masseter (M), na por¢do ventral ao musculo, observa-se o ducto da glandula parétida (cabeca de seta).
Em sua por¢do mais caudal, pode-se observar a glandula mandibular (GM) e na regido medial verifica-se o
musculo esternohioideo (ME). Dispostos em pares na lateral do masculo, verificam-se os linfonodos (Li). Bar=

lcm.
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5.2 MICROSCOPIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

5.2.1 Microscopia de luz da glandula pardétida

Quando analisada a luz da microscopia convencional (Figura 5A e 5C), a glandula
parétida caracterizou-se por estar envolta em uma cépsula de tecido conjuntivo denso com
caracteristicas de tecido ndo modelado que emitia septos para o seu interior, formando I6bulos.
Esses lobulos eram constituidos por grupamento de acinos compostos por células
predominantemente serosas (Figura 5B), com forma variando entre cubica e piramidal, que
possuiam uma base larga repousando sobre uma lamina basal e &pice voltado para o limen dos
acinos. Foi possivel observar que o citoplasma dessas células continha estria¢cdes, indicando a
existéncia de atividade celular do tipo secretora. O &cinos eram circundados com ténues fibras
colagenas. No interior do parénquima glandular foi possivel visualizar ductos de tamanhos
variados dispostos no interior dos l6bulos. Quando corados pela técnica de coloragdo com
hematoxilina-eosina, 0s nucleos dessas células mostravam-se com forma arredondada e
situados predominantemente na regido basal da célula. Além disso, mostraram-se basofilicos,

indicando que a afinidade de seu conteudo recai sobre a a¢do da hematoxilina.
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Figura 6 - Microscopia de luz da glandula parétida do pred. Em A, observa-se uma porcdo da capsula de tecido
conjuntivo (TC) que envolve a glandula e seus Iébulos (Lo) delimitados por septos (seta amarela) de conjuntivo
oriundos da capsula presente nessa glandula. Em B, os acinos (asterisco) da glandula parétida sdo constituidos por
células predominantemente serosas, com forma variando entre clbica (seta amarela) e piramidal (seta preta),
nlcleos basofilicos arredondados (cabega de seta) e situados na regido basal da célula. Em C, varios ductos (setas
verdes) de tamanhos variados dispostos no interior dos l6bulos parénquima glandular, envoltos por colageno
(cabeca de seta). A e B - Coloragdo em HE. C - Coloragdo em Tricrémico de Gomori.
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5.2.2 Microscopia de luz da glandula mandibular

A gléndula mandibular, assim como a parétida, apresentou seu parénquima
entremeado por septos de conjuntivo denso ndo-modelado delimitando Iébulos, assim como
estava envolvida por uma cépsula de conjuntivo (Figura 6A e 6C). A glandula mandibular
apresentou-se como uma glandula mista, com predominancia serosa. Os 4cinos serosos eram
constituidos por células piramidais altas, com nucleos redondos, localizados na porcao basal da
célula e fortemente corados pela hematoxilina (Figura 6B). Os nucleos dos &cinos mucosos se
situavam na regido mais basal das células e no apice dessas, observavam-se impressdes que
sugeriam a existéncia de granulos de secrecao (Figura 6B). Também foram observados ductos
de didmetros variados dispostos em porgdes distintas do parénquima dos lébulos glandulares e

funcionalmente do tipo intercalar, granuloso, estriado e excretor, descritos em item especifico.
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Figura 7 - Microscopia de luz da glandula mandibular do prea. Em A, visualiza-se parte da capsula (C) que envolve
a glandula, separando-a em l6bulos (Lo) delimitados por tecido conjuntivo (setas pretas) e ainda ha organizagao
acinar do parénquima (asterisco). Também se verificam ductos de didmetro variados (setas amarelas), dispostos
em porcdes distintas do parénquima dos l6bulos glandulares. Em B, os &cinos serosos sdo formados por células
piramidais altas (cabega de seta), com nucleos redondos (setas pretas), localizados na porgdo basal da célula. Os
acinos mucosos (asterisco) eram menos numerosos, possuiam nucleos achatados (seta vermelha) localizados na
regido basal. Em C, septos de tecido conjuntivo (setas pretas) dividem a glandula em lébulos (Lo). A e B -
Coloragdo em HE. C - Coloracdo em Tricromico de Gomori.

L% e
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5.2.3 Microscopia de luz da glandula zigoméatica

Avaliando-se o tecido parenquimal da glandula zigomatica de preas verificou-se que
esta apresenta uma capsula delgada, menos espessa que a mandibular e a parotida. Também se
evidenciou que a mesma era composta de I6bulos com formas variadas, separados por septos
de conjuntivo oriundos da cdpsula que a envolvia (Figura 7A). Observou-se ainda, a presenca
de acinos de natureza predominantemente mucosos (Figura 7B), cujas células possuiam formas
piramidais. O citoplasma dessas células era preenchido por granulos de secrecéo, corado mais
fortemente com eosina, 0 que sugere a predominancia de substancias de natureza eosinofilica
(aciddfila). J& os nucleos, encontravam-se principalmente dispostos em posi¢cdo basal das
células. Estes eram relativamente grandes e esféricos (Figura 7B e 7C). Outra caracteristica
evidenciada com base na microscopia de luz é o fato de se observar tecido conjuntivo servindo
como arcabouco de sustentacdo dos &cinos, bem mais abundante que nas demais glandulas. Em
seu estroma também foi identificado vasos sanguineos e ductos de tipos distintos que recolhem

as secrecdes acinares para um ducto principal.
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Figura 8 - Microscopia de luz da glandula zigomatica do prea. Em A, verifica-se que a zigomatica se assemelhou
a glandula mandibular e parétida no que se refere a presenca da capsula de tecido conjuntivo emitindo septos (setas
pretas) e sua divisdo em lébulos (Lo). Em B, &cinos predominantemente mucosos (asterisco), com células
piramidais (seta) e nicleos grandes e esféricos (cabeca de seta), dispostos na posicédo basal. Em C, visualiza-se no
estroma da zigomatica, tecido conjuntivo (cabeca de seta) margeando os acinos. A e C - Coloragdo em Tricrémico
de Gomori. B - Coloracéo em HE.
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5.2.4 Microscopia de luz glandula sublingual

As andlises microscopicas da glandula sublingual de prea permitiram inferir que ela se
compde de dois tipos de acinos, serosos e mucosos (Figura 8A), constituindo um parénquima
relativamente adensado, sugerindo grande atividade glandular. Além disso, estava envolta por
uma delgada camada de tecido conjuntivo, neste caso, de aspecto menos denso que nas demais
glandulas (Figura 8B), que delimitava grupos acinares de modo menos organizado do que
constatado para as demais glandulas. As células acinares eram piramidais, possuiam um
citoplasma volumoso, repleto de granulos de secre¢do, com nucleos pequenos e redondos,
apresentando a mesma afinidade observada para as demais glandulas, quando coradas pela

técnica de hematoxilina-eosina.

Figura 9 - Microscopia de luz da glandula sublingual do pread. Em A, &cinos mucosos (asterisco) e serosos (cabeca
de seta) da glandula sublingual. E possivel observar a presenca de células mioepiteliais (setas amarelas)
envolvendo alguns &cinos. As células acinares apresentaram epitélio cubico simples, com ndcleos achatados,
localizados na regido basal (seta preta). Em B, ha poucas fibras colagenas (setas pretas) ao redor dos &cinos
- Coloracéo em HE. B - Coloragéo em Tricromico de Gomori.
,r‘— v.‘ «“\’ d .

= - ' - \

s - ‘/

5.3 MICROSCOPIA DO SISTEMA DUCTAL DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

No que se refere a presenca de ductos (figura 9) no estroma das glandulas salivares
maiores dos animais estudados, foram identificados quatro tipos constituindo a rede de
drenagem das secrecdes acinares, localizados nas regides intralobulares e interlobulares,
representados pelos intercalares, seguidos pelos granulosos, estriados e excretores.

Os intralobulares estiveram representados no prea pelos tipos intercalares, granulosos
e estriados, com excecdo do granuloso identificado apenas na glandula mandibular, enquanto

que, os interlobulares (excretores) foram visualizados em todas as glandulas salivares maiores.
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Os ductos intercalares eram envoltos por tecido conjuntivo e suas paredes eram
constituidas por epitélio cubico simples, cujas células possuiam forma piramidal, citoplasma
eosinofilo e ndcleos dispostos na regido central das células (Figura 9A). Quanto aos ductos
estriados, mostravam-se discretamente alongados, delimitados por uma delgada camada de
conjuntivo. Suas células organizavam-se formando um epitélio do tipo cubico simples,
possuiam citoplasma abundante e muito acidéfilo. Os nucleos tinham forma esférica e alguns

deles continham nucléolo organizado (Figura 9B).

Figura 10 — Fotomicrografias dos ductos intercalar e estriado da glandula parétida do Prea. Em A, fotomicrografia
do ducto intercalar da glandula parétida do prea. As células ductais apresentam um epitélio ctbico simples,
citoplasma eosinofilico (seta amarela), nlcleos dispostos na regido central das células (cabega de seta) e um
pequeno limen ductal (seta verde). Os ductos intercalares possuem intima relagdo com os &cinos (asterisco). Em
B, fotomicrografia do ducto estriado (DES) da glandula mandibular do prea. O ducto esta formado por epitélio
simples com células cubicas, citoplasma abundante e muito acidéfilo (setas pretas). Os nucleos (cabeca de seta)
apresentam forma esférica e alguns deles continham nucléolo organizado (setas amarelas). O limen acinar do
ducto estriado (setas verdes) apresentava maior didmetro quando comparado ao limen do ducto intercalar. A e B
- Coloracgdo Hematoxilina—Eosia.

o

Destaca-se que, em relacdo aos ductos intralobulares, nas glandulas mandibulares foi
observada a presenca de ductos do tipo granuloso (figura 10). Estas se caracterizavam por
apresentarem células com base larga e apices estreitos e granulagcdes na porgdo apical das
células. Os ndcleos dessas células coravam-se fracamente pela técnica de hematoxilina-eosina.
Quando analisadas pela técnica de coloracdo com Tricémico de Gomori foi possivel inferir que
estes ductos eram revestidos por uma delgada camada de tecido conjuntivo.
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Figura 11 - Fotomicrografias do ducto granuloso da glandula mandibular do pred. Em A, verifica-se a presenca de
varios ductos granulosos (asterisco) com diferentes diametros, em que se observam, no apice do citoplasma, os
granulos de secregdo (setas verdes). Em B, percebe-se que as células ductais possuem base larga (cabega de seta),
apices estreitos e granulagbes na porcao apical das células (seta verde). Seus nicleos (setas pretas) sdo poucos
basofilicos e alguns deles continham nucléolo evidente (setas amarelas). Ao centro das células ductais esta o limen
(L) do ducto. Identifica-se ainda a presenca de células mioepiteliais (setas vermelhas) e os granulos de secrecao
loracdo em Tricromico de Gomori. B - Coloragdo em HE.

VAR
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Em relacdo aos ductos excretores, estes se caracterizaram por estarem circundados por
grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo (Figura 11A e 11B), associado a vasos
sanguineos e dispostos entre l6bulos glandulares. Quando vistos em secgdo transversal sua
parede era relativamente delgada na glandula sublingual (Figura 11C), porém mais espessa nas
demais. Seu lumen apresentava grande diametro.

Quanto a organizacdo celular constatou-se que estes eram delimitados por tecido
epitelial do tipo cubico com nucleos variando entre a forma ovoide e esférica, especialmente,
voltados para a regido apical do citoplasma celular. O citoplasma apresentou-se acidofilo com
alta afinidade pela eosina, uma vez gque, quando corados com base na técnica de hematoxilina-
eosina, mostram-se acidofilos. Os nucleos com caracteristicas basofilicas, coravam-se mais

fortemente pela hematoxilina (Figura 11C).
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Figura 12 - Fotomicrografia dos ductos excretores das glandulas salivares maiores do pred. Em A, os ductos
excretores da par6tida (setas amarelas) estdo envolvidos por grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo (setas
verdes) proximos a vasos sanguineos (setas pretas) e dispostos entre I6bulos glandulares (asteriscos). Em B, os
ductos excretores da zigomatica apresentam fibras de colageno (setas) ao redor do ducto. Em C, o ducto excretor
da sublingual apresenta um epitélio clbico (seta preta), com nucleos variando entre a forma ovoide e esférica (seta
verde), localizados na regido apical do citoplasma. O citoplasma apresentou-se eosinofilico (seta amarela) e os
nlcleos (seta verde) coravam-se mais fortemente pela hematoxilina. A e C - Coloragdo em HE. B - Coloragéo em
Tricromico de Gomori.
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5.4 IMUNOHISTOQUIMICA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

Os resultados das reacdes histoquimicas para AA, PAS e AA + PAS estdo descritos na
tabela 3, sendo a positividade dessas reacdes observada pela coloracdo magenta para o PAS,
azul para o Alcian e podem ser observados nas Figuras 12, 13 e 14. Destaca-se que essas
marcacOes se referem aos limens acinares das estruturas exdcrinas objeto deste estudo e séo

indicativos de que elas produzem mucinas acidas ou neutras.

Tabela 3 - Reagdes histoquimicas das glandulas salivares maiores do prea.

AA PAS AA+PAS
Parétida - + n
Mandibular + ++ ++
Zigomatica +++ +4++ 4+
Sublingual +++ +++ ++

Intensidade da reacéo: + fraco, ++ moderado, +++ intenso, - Reacdo negativa.

Assim, quando coradas pelo AA, verificou-se que a glandula parétida (Figura 12A)
apresentou reacdo negativa, enquanto a glandula mandibular (Figura 12B) demonstrou uma
reacao fraca e as zigomaticas e sublinguais reagiram fortemente (Figura 12C e 12D). Quanto
ao PAS, as glandulas parétidas e mandibulares reagiram fraca e moderadamente,
respectivamente (Figura 13A e 13B), e as zigomaticas e sublinguais reagiram fortemente ao
mesmo (figura 13C e 13D).
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Figura 13 - Histoquimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com azul de Alcian (pH 2,5). Em A, a
parétida apresentou reacdo negativa para 0 AA. Em B, acerca da mandibular, observa-se que o resultado é positivo
fraco na lamina propria, que se cora em azul. Em C, e D, a zigomatica e a sublingual, respectivamente, reagiram
fortemente ao AA, demons

trando.

gue secretam glicoconjugados acidos carboxilados.
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Figura 14 - Histoquimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com Acido Periddico de Schif (PAS).
Em A, a par6tida mostrou-se pouco reativa ao PAS. Em B, a mandibular reagiu moderadamente ao PAS e em C
(zigomaética) e D (sublingual) ocorreu uma forte coloracéo a essa técnica, indicando a produgéo de glicoconjugados
neutros presente em suas secrecoes.
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Todavia, em relacdo a avaliagdo histoquimica da associacdo AA + PAS observou-se que
a glandula parétida reagiu fracamente a associagdo (Figura 14A) e que a mandibular apresentou
reacdo moderada apenas ao azul de Alcian, indicando que sua secrecdo é pobre em mucinas
neutras (Figura 14B). As sublinguais, por conseguinte, reagiram moderadamente a apenas ao
azul de Alcian ((Figura 14D). Ja a zigomatica apresentou forte reagdo a associagdo das duas
técnicas (Figura 14C).

Figura 15 - Histoquimica das glandulas salivares maiores do prea coradas com associagdo de azul de Alcian (AA)
pH 2,5 com Acido Periddico de Schif (PAS). Em A, as laminas com &cinos da glandula parétida reagiram
fracamente a associacdo das duas técnicas (setas pretas) demonstrando que a secrecdo produzida por estes acinos
é pouco &cida. Em B, a mandibular apresentou reacdo moderada apenas ao azul de Alcian (seta pretas), indicando
gue sua secrecdo € pobre em mucinas neutras. Em C, quando comparados os marcadores histoquimicos PAS (setas
vermelhas) e Azul de Alcian (setas pretas) para 0s &cinos mucosos da zigomatica, observou-se que eles
apresentaram forte positividade a associacdo. Em D, os 4cinos da sublingual reagiram moderadamente a apenas
ao aleIt de Alcian (setas pretas).
J 2 > v 2

Em relagdo a marcacdo com as lecitinas Arachis hypogaea (PNA), Bandeiraea
simplicifolia (BSA-1-B4), Canavalia ensiformis (Con-A) e Triticum vulgaris (WGA),
preconizou-se o critério de marcacdo como intensa, moderada ou fraca considerando o grau de
intensidade das marcag6es. Os resultados sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 4 - Padrdes de marcacao das lecitinas nos ductos das glandulas salivares maiores do prea.

Arachis hypogaea  Bandeiraea simplicifolia  Canavalia ensiformis  Triticum vulgaris

(PNA) (BSA-1-BJ) (Con-A) (WGA)
Parétida + - +++ *
Mandibular + - +++ *
Zigomatica + + +++ *
Sublingual + + +++ +

Intensidade de marcacdo: - sem marcacdo, + fraca, ++ moderada, +++ intensa.

Dessa forma, constatou-se que a Arachis hypogaea (PNA) marcou fracamente os ductos

da parétida, mandibular, zigomatica e sublingual. (figura 15A, 15B, 15C e 15D).

Figura 16 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do prea usando Arachis hypogaea (PNA). Em A,
o ducto da glandula parétida reagiu fracamente (setas) a lecitina PNA. Em B, ocorreu uma fraca marcagéo (setas)
a Arachis hypogaea no ducto da mandibular. Em C, a zigomatica corou fracamente (setas) o seu ducto com PNA.
Em D, a lecitina Arachis hypogaea teve fraca positividade (setas) ao ducto da sublingual. Neg: Negativo.
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J& quanto a lecitina Bandeiraea simplicifolia (BSA-I-Bs), verificou-se que as paredes
dos ductos que compdem o estroma das glandulas parétida e mandibular (Figura 16A e 16B)
tiveram reacdo negativa a mesma e, que as dos ductos das glandulas zigomatica e sublingual
apresentaram uma reacdo fracamente positiva (figura 16C e 16D).

Figura 17 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do prea utilizando Bandeiraea simplicifolia (BSA-
1-B4). Em A e B, a glandula par6tida e mandibular, respectivamente, ndo reagiram com a BSA-1-B4. Em C, o ducto
da zigomatica apresentou fraca positividade (setas) com Bandeiraea simplicifolia. Em D, a lecitina BSA-I-B4
reaglu fracamente (setas) a marcacdo nos ductos da subllngual Neg Negatlvo o
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A Canavalia ensiformis (Con-A) foi, entre o conjunto de lecitinas utilizado, a que
marcou fortemente a parede do sistema ductal do conjunto de glandulas (Figura 17).
Finalmente, observou-se que a parede dos ductos que compdem o parénquima das glandulas
parétida, mandibular e zigomatica Figura 18A, 18B e 18C) reagiu fracamente a presenca da
Triticum vulgaris (WGA), enquanto a dos ductos da sublingual reagiu de forma moderada a
mesma (Figura 18D).
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Figura 18 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do preé utilizando Canavalia ensiformis (Con-A).

Em A, a lecitina Canavalia ensiformis apresentou intensa positividade (setas pretas) para glandula parétida em seu

conjunto de ductos. Em B, os ductos da mandibular tiveram marcacGes que variaram de moderado (setas

vermelhas) a intensa (setas pretas) com Con-A. Em C, a zigomatica reagiu intensamente com Canavalia ensiformis

na superficie do limen (setas pretas) e moderadamente na regiao basal das células ductais (setas vermelhas). Em

D,a Con A corou (setas pretas) 0S ductos da subllngual de manelra moderada Neg Neg
' B
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Figura 19 - Imunohistoquimica das glandulas salivares maiores do prea utilizando Triticum vulgaris (WGA). Em
A (par6tida), B (mandibular) e C (zigomatica), a lecitina Triticum vulgaris reagiu fracamente (setas pretas) nos
ductos das glandulas. Em D, a WGA corou moderadamente (seta preta) o ducto da sublingual. Neg: Negativo.
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS GLANDULAS SALIVARES
MAIORES

O tecido da glandula par6tida quando avaliado segundo técnicas de microscopia
eletrbnica de transmissdao permitiu verificar que as células que formavam os acinos de fato
possuiam forma piramidal. O citoplasma basicamente era tomado pelo reticulo endoplasmatico
rugoso, muitas mitocondrias e, além disso, possuia muitas vesiculas de natureza eletroluscente,
resultantes do processo de secrecdo celular, que pareciam se concentrar especialmente na
por¢do mais basal da célula. Os nlcleos eram predominantemente esféricos, situavam-se em
posicao basal da célula e sua cromatina era vista de forma dispersa, sugerindo a existéncia de
grande atividade celular. Células mioepiteliais também foram observadas nos limites tubulares
com aspecto achatado. Com base nessa técnica, também foram identificados vasos em meio ao
tecido interlobular e a presenca de espacos entre as células acinares o que representa o tecido

conjuntivo identificado nas analises de microscopia de luz (figura 19A e 19B).
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Da mesma forma que observado na glandula parétida, na glandula zigomética as células
acinares também possuiam geometria piramidal, cujo &pice voltava-se para o limen. O
citoplasma era abundante e os nucleos pareciam estar comprimidos na regido basal da célula
em funcdo da grande quantidade de vesiculas eletroluscentes carregadas de produtos de
secrecdo. A cromatina nuclear apresentava-se dispersa, embora pudessem ser vistos alguns
nacleos com nucléolo organizado (Figura 19C).

A exemplo do constatado para as glandulas parotida e zigomatica, verificou-se que as
células acinares da glandula sublingual do prea apresentavam forma piramidal, com &pice
voltado para o Iimen e seu citoplasma possuia reticulo endoplasmatico rugoso abundante e
repleto de granulos de secrecéo eletrolucentes de tamanhos variados, alguns contendo pontos
elétron-densos em seu interior. Os nucleos eram basais, de forma variada e com sua cromatina

dispersa (Figura 19D).
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Figura 20 - Eletromicrografias das glandulas salivares maiores do prea. Em A, observam-se que as células acinares
da glandula pardétida sdo piramidais (seta azul) repletas de granulos de secrecdo (asterisco) eletrolucentes e nlcleo
(N) esférico. Identificam-se ainda vasos sanguineos e hemécias (seta vermelha). Bar = 10um. Em B, o citoplasma
da célula acinar da parétida possui varias mitocondrias (setas verdes), reticulo endoplasmatico (RE) e granulos de
secrecdo (setas amarelas) eletrolucentes de didmetros variados. Células mioepiteliais (seta vermelha) foram
observadas com aspecto achatado. Bar = 5um. Em C, células acinares (seta verde) da zigomatica sdo piramidais,
com a base larga na regido basal e o apice estreito voltado para o limen (seta amarela). O citoplasma possui grande
quantidade de granulos de secregdo (setas vermelhas), o nicleo (N) é esférico e basal. Células acinares juntas
formam o &cino e no centro do &cino esta o limen (seta amarela). Bar = 5um. Em D, células acinares piramidais
da sublingual apresentam o apice em contato com um Iimen (seta amarela), grande quantidade de granulos de
secrecdo eletrolucentes de tamanhos variados, alguns contendo pontos elétron-densos em seu interior (setas
vermelhas). Os nicleos (N) sdo redondos e heterocromatico. Bar = 5um.
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5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS GLANDULAS SALIVARES
MAIORES

Visando avaliar o conjunto de glandulas salivares maiores do prea, de maneira a ter
uma ideia bidimensional das estruturas que integram seu parénquima e de forma a
complementar a descricdo feita com base nas técnicas de dissecacdo e de microscopia de luz,
foram realizadas técnicas de microscopia eletrdnica de varredura, cujos resultados sdo

apresentados a seguir.
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As analises realizadas no microscopio eletrénico de varredura das salivares permitiu
que se verificasse, em fragmentos submetidos a criofratura, que os acinos possuem tamanhos
distintos e que sua forma varia entre ovoide, poligonal e irregular a semelhanca do que se
observa na microscopia de luz, e que se encontram em diferentes alturas no interior do
parénquima glandular. Percebem-se ainda, fibras de conjuntivo compondo a parede dos &cinos,
bem como tecido conjuntivo compondo o intersticio. Essa técnica permitiu também verificar o
arranjo dos ductos ao se ramificarem para garantir a conducéo da secrecdo acinar. Estes se
originam como estruturas de pequeno diametro que vao aumentando seu calibre até formar os
ductos principais das secre¢des que vao compor a saliva. Essa técnica permitiu visualizar varios

ductos excretores nas glandulas, conforme podem ser observados na figura 20.
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Figura 21 - Eletromicrografias das glandulas salivares maiores do prea. Em A, observa-se o aspecto lobular (setas
amarelas) da mandibular e a capsula de tecido conjuntivo da glandula (seta verde). Bar — 100pum. Em B, 0s acinos
ovoides (setas amarelas) da mandibular estdo envolvidos por tecido conjuntivo. Bar — 100pm. Em C, detalhe de
um ducto percorrendo a glandula mandibular. Bar — 100um. Em D, é possivel observar os acinos (AC) da
zigomatica e varios ductos (setas verdes) convergindo para formar um ducto principal (DP). Bar — 100um. Em E,
observa-se a disposicdo dos acinos (setas verdes) da zigomatica e tecido conjuntivo (seta amarela). Bar — 50pum.
Em F, ducto da glandula zigomatica rodeado de tecido conjuntivo (setas verdes), no centro do ducto encontra-se
0 limen (seta amarela) ductal. Bar — 20pm.

- 5
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6 DISCUSSAO

Os itens que se seguem representam a relacdo entre os resultados encontrados nessa
pesquisa e aqueles referenciados na revisdo de literatura, entre outros, e visa estabelecer
comparagOes entre pesquisas realizadas com outras espécies com o intuito de inferir sobre

aspectos evolutivos dentre representantes dos mamiferos.

6.1 MACROSCOPIA E TOPOGRAFIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

Os achados descritos para o prea em relacdo as glandulas salivares maiores indicaram
a presenca de quatro pares de glandulas, que atuam como coadjuvantes nos processos de
digestdo destes animais, facilitando a mastigacao, degluticdo e mesmo iniciando o processo de
digestdo no interior da cavidade bucal. Estudos envolvendo o conjunto de glandulas salivares
maiores ndo tém sido muito comuns na literatura, mas destacam-se, a exemplo deste, 0s
trabalhos realizados por Oliveira Junior et al. (2016), em Dasyprocta aguti, Vieira et al. (2015),
em Glironia venusta, Lobo et al. (2014) em Gracilinanus microtarsus e Santos et al. (2010),
em Nasua nusua, tendo os mesmos se referido a presenca dessas quatro glandulas nas espécies
pesquisadas, 0 que se entende por serem bastante relevantes, pois informam em um mesmo
estudo como estdo organizadas as glandulas salivares maiores nestes individuos, facilitando o
acesso as informacdes sobre cada um.

Quanto a macroscopia dessas glandulas, verifica-se que ha um padrdo para elas
relativo ao revestimento por uma capsula de conjuntivo, que a glandula mandibular é lobada,
além de estarem topograficamente situadas na mesma regido, o que se constata quando se
analisam producdes cientificas disponiveis na literatura (TAGA; SESSO, 2002; GRECO et al.,
2008; CASTRO et al., 2010; FOSSUM, 2014). Ressalta-se, no entanto, que é comum a variagao
na disposi¢do dos ductos que excretam os produtos de secrecdo das glandulas parotidas, que
ora situam-se em posicdo mediana a0 masseter e outras vezes percorrem ventralmente esse
masculo.

Em relacéo a cor, forma e lobacédo das glandulas salivares maiores de preas constatou-
se que a glandula parétida possuia cor palida, forma irregular, com ducto delgado; que a
glandula mandibular é constituida por trés lobos distintos, com aspecto triangular; que a
glandula zigomatica, possuia forma triangular; e que as glandulas sublinguais apresentam

coloragéo castanho claro e aspecto lobular.
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Descrevendo sobre as glandulas mandibulares, parétidas, sublinguais, labiais e
zigomaticas de Glironia venusta, Vieira et al. (2015), verificaram que que as parétidas eram
triangulares e de cor parda esbranquicgada; citam também que as mandibulares eram alongadas,
constituidas por lobos nédo septados e localizadas na porcao cranial da regido cervical. Ja as
glandulas zigomaticas possuiam forma triangular e as sublinguais eram alongadas e de
coloragéo esbranquicada. Os autores descrevem ainda a presenca das glandulas labiais, em
formato de “U”. Os resultados encontrados pelos pesquisadores diferem quanto aos observados
para preds, para a parétida quanto a forma e quanto a cor e se assemelham quanto a forma
encontrada para a zigomatica.

Oliveira Junior et al. (2016) ao descrever as glandulas salivares maiores da Dasyprocta
aguti, relatam que a glandula parétida da cutia possuia forma irregular, era dotada de pequenos
lobos e apresentava cor rosa. A glandula mandibular possuia forma triangular e cor amarelo
palido e apresentava macrolobacdo. J& a glandula zigomaética tinha forma oblonga e cor
variando de vermelho ao marrom, enquanto que, a glandula sublingual era composta por uma
porcdo monostomatica lobulada, difusa e de cor amarelo palido e a uma por¢do polistomatica
de forma oblonga e de cor vermelha intensa.

Quando comparado os achados de Viera et al. (2015) aos resultados obtidos para o
pred, constata-se que as par6tidas e mandibular de preas assemelham-se as do marsurpial
estudado por esses autores no que se refere a forma irregular e diferem quanto a coloracéo, uma
vez que ambas apresentam forma irregular, mas possuem cores distintas.

O que se infere observando-se os achados desses autores é que a forma, a cor e a
lobagdo das glandulas salivares maiores, diferentemente de sua topografia, assumem
particularidades inerentes a cada grupo de animal, o que pode ser constatado, por exemplo,
observando os relatos feitos por Xin et al. (2005), Greco et al. (2008), Castro et al. (2010) e
Santos et al. (2013).

6.2 MICROSCOPIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

As glandulas salivares maiores sdo constituidas microscopicamente, por células
secretoras e mioepiteliais, organizadas formando as unidades secretoras da glandula, as quais
se ligam a uma rede de canaliculos de maneira a garantir que seu produto de secrecdo seja
liberado dentro de lumen principal. Para Jaeger e Freitas (2016), o paréngquima das glandulas

salivares maiores forma-se pela unido de um conjunto de unidades secretoras terminais esféricas
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ou tubulares que compreendem o0s &cinos e ainda por uma série de ductos ramificados que

liberam o produto secretado na regiéo bucal.

6.2.1 Microscopia de luz da glandula pardétida

Avaliado microscopicamente o estroma da glandula salivar de preas, verificou-se a
presenca de uma capsula de tecido conjuntivo delimitando-a externamente e emitindo septos
para o interior da glandula, o que lhe dava a caracteristica de glandula lobulada, em cujos
I6bulos podiam ser identificados &cinos serosos e mucosos e ductos do tipo intercalares,
estriados e excretores.

Nessa mesma linha de pesquisa, Onwuaso et al. (2015) descrevem a glandula parétida
do Cricetomys gambianus e Thryonomys swinderianus, referindo-se a mesma como uma
estrutura composta por unidades ttbulo-alveolares complexas, lobulada e constituida por acino
e ductos puramente serosos. O autor cita ainda que os acinos eram formados por cerca de quatro
a sete células piramidais, com ndcleos esféricos basais, contendo um minusculo limen. Esses
achados diferem dos observados para o pred, quanto ao fato de que nestes animais a pardtida
possuia apenas acinos serosos, sendo que no prea também se observaram acinos mucosos. Outro
achado a ser considerado corresponde a quantidade de células acinares, que no prea estiveram
entre quatro e cinco, sendo que nos animais pesquisados pelo autor foram observadas entre
quatro e sete células.

Os resultados descritos para o Cricetomys gambianus e Thryonomys swinderianus pelo
pesquisador no paragrafo anterior, assim como no caso do preéd corroboram com os relatados
para a glandula parétida de camundongos (TREUTING; DINTZIS, 2012) e de Cricetus cricetus
(KHOJASTEH; DELASHOUB, 2012), quanto a esta ser capsulada e emitir septos de

conjuntivo que a dividem em lébulos.

6.2.2 Microscopia de luz da glandula mandibular

A glandula mandibular, além de ser lobada quando avaliada macroscopicamente, tinha
seu parénquima dividido em lobulos separados por tecido conjuntivo oriundo de uma delgada
capsula de delimitacdo e, continham predominantemente acinos serosos, 0S quais eram
constituidos por células piramidais com ndcleos redondos e em posicdo basal da célula,
diferentemente dos nucleos dos acinos mucosos, que embora basais apresentavam aspecto

irregular. Ambas as células acinares possuiam citoplasma com acentuada quantidade de
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granulos de secrecdo. Além dos ductos observados na parétida nessa glandula, também foram
identificados ductos granulosos.

Estudando a morfologia microscopica da glandula salivar mandibular do Cricetomys
gambianus, Ikpegbu et al. (2013) citam que ela € revestida por uma capsula de tecido conjuntivo
que separa duas regides distintas por finas fibras de tecido conjuntivo, sendo que uma regido
continha principalmente células serosas, enquanto a outra continha principalmente células
mucosas triangulares ou arredondadas, com nucleos basais achatados. Salienta-se ainda que, 0s
estudiosos referem-se a presenca de semiluas serosas e de células mioepiteliais observadas em
torno das células secretoras de &cinos e dos ductos intercalares. O epitélio destes ductos variou
de cubico simples a estratificado. Os resultados relatados condizem com os descritos para o
Galea spixii, exceto pelo fato de que em todos os ductos descritos observou-se apenas epitélio
do tipo cubico simples.

Ao estudar as glandulas salivares maiores de Thryonomys swinderianus e Cricetomys
gambianus, Onwuaso et al. (2015) descrevem achados semelhantes aos relatados por Ikpegbu
et al. (2013), porém este é enfatico ao afirmar que a mandibular do Thryonomys swinderianus,
apesar de seromucosa, tem um predominio de acinos serosos e que a presenca de semiluas
serosas era comum na glandula mandibular de Thryonomys swinderianus, mas ndo em
Cricetomys gambianus, aspecto ndo identificado no prea.

Sobre essa glandula, é interessante referenciar os estudos realizados por Tirapelli et al.
(1998) em Cebus apella, uma vez que os autores afirmam que a localiza¢do da glandula é
semelhante a dos roedores e que possui organiza¢do do tipo tubuloacinosa, composta de acinos
seromucosos e tubulos mucosos com semiluas seromucosas, cujas células seromucosas sao
piramidais e encontradas formando &cinos independentes ou constituindo-se de semiluas no
final dos tubulos mucosos, bem como os estudos realizados por Moghaddam et al. (2009) sobre
um grupo de roedores como Hamster Nesokia indica, Cricetulus migratorius, Allactaga elater,
Funambulus pennati, Meriones libycus e Apodemus sp., onde afirmam que essa glandula é
composta por &4cinos mucosos e serosos, excetuando-se a do roedor Jaculus blanfordi que
continha apenas &cinos serosos, umas vez que a organizacao descrita para o prea vem consolidar
a ideia de gque a glandula salivar é uma estrutura evolutivamente com caracteristicas de tipo

tubuloacinosa, composta de acinos seromucosos.
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6.2.3 Microscopia de luz da glandula zigomética

A glandula zigomatica € uma estrutura relatada para mamiferos carnivoros domésticos
como o Canis familiaris (FOSSUM, 2014) e Felis catus (AL-GAILANI et al., 1981), assim
como também é relatada para alguns roedores como o Cavia porcellus (RIBEIRO et al., 2007)
e marsupiais como o Glironia venusta (VIEIRA et al., 2015), o0 que sugere que deva existir em
outros grupos de animais, mas que ainda nédo foi investigada, embora tenha sido caracterizada
como uma glandula salivar bastante caracteristica, dada sua organizacdo microscopica, devendo
por conseguinte possuir grande relevancia na producéo da saliva, a exemplo do que se preconiza
para as demais glandulas salivares maiores.

Nas glandulas zigomaticas de preas, verificou-se a presenca de uma capsula delgada,
bem menos espessa que a mandibular e a parétida. A zigomatica também era constituida por
I6bulos margeados por septos de conjuntivo oriundos dessa capsula, em cujos parénguimas
havia &cinos predominantemente mucosos e formados por células com forma variando entre
ovoide e piramidal, com citoplasma preenchido por granulos de secrecdo basofilica e com
nucleos esféricos e basais. Adicionalmente, € preciso colocar que o tecido conjuntivo que servia
de arcabouco de sustentacdo para seus &cinos, era bem mais abundante que nas demais
glandulas.

De acordo com Ribeiro et al., (2007), as glandulas zigomaticas do Cavia porcellus,
apresentavam uma capsula de tecido conjuntivo formando septos, que dividem essa glandula
em lobos e I6bulos irregulares, rodeados de pequenos acinos. Para esse achado é preciso colocar
que possivelmente tenha ocorrido um problema de terminologia, por parte dos autores, pois a
zigomaética sempre se apresenta como uma estrutura ndo lobada, embora constituida por I16bulos
ou do contrério essa lobagdo estaria associada ao desenvolvimento da glandula, uma vez que
nos animais analisados pelos autores possuiam apenas dois dias de nascidos.

Ao descrever a glandula zigomatica em caes e gatos, Fossum (2014) cita que esta é ovoide
ou irregular, localizada no assoalho da orbita, ventrocaudal ao olho e medialmente ao arco
zigomatico, cujos ductos correm ventralmente, abrindo-se sobre uma dobra da mucosa,
lateralmente ao Gltimo dente molar maxilar. Em relacdo ao roedor aqui pesquisado, percebeu-
se que a zigomatica possuia a forma de um triangulo isésceles, aspecto que torna diferente a
forma da glandula nessas espécies. No entanto, a topografia da mesma foi observada como
sendo similar & descrita para cées e gatos.

Quanto as caracteristicas dos acinos dessas glandulas, Al-Gailani et al. (1981) estudando

a glandula zigomatica de gatos (Felis catus), descrevem que sdo grandes e mucosas. Da mesma
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forma, ao descrever o desenvolvimento da zigomatica do Cavia porcellus, Ribeiro et al. (2007),
referem-se a ela como tubulo-acinar e com &cinos predominantemente mucosos, sendo que nos
acinos serosos algumas vezes podiam ser identificadas semiluas serosas.

Os achados relatados por esses estudiosos condizem com os resultados descritos para o
pred, contudo, ndo se realizaram experimentos que permitam afirmar que as glandulas possuem
acinos muito grandes quando comparados aos das demais glandulas pesquisadas, embora se
tenha essa impressdo quando se observam seus tecidos com base em uma mesma magnitude

oOptica.

6.2.4 Microscopia de luz da glandula sublingual

Os estudos realizados com a glandula sublingual dos animais pesquisados, permitiram
observar que o estroma dessa glandula comp@e-se de dois tipos de 4cinos serosos e mucosos
dispostos em ldbulos irregulares, separados por conjuntivo frouxo, que delimitava grupos
acinares de modo menos organizado do que o verificado para as pardétidas, mandibulares e
zigomaticas.

Amano et al. (2012) descrevem as glandulas sublinguais de roedores como estruturas
localizadas junto com as glandulas mandibulares na por¢do mais cranial do pescogo, entre 0s
linfonodos mandibulares e o esterno, sendo uma estrutura encapsulada, composta por acinos
MUCO0SO0S e Serosos, esses Ultimos com semiluas serosas periféricas. J& Shackleford e Schneyer
(1964), citam em estudo sobre glandulas salivares maiores de diferentes roedores (Cricetus
auratus, Citellus tereticandus, Dipodomys deserti, Dipodomys merriami) que as glandulas
sublinguais sdo predominantemente as que produzem secre¢d0 mucosa e contém sistemas de
ductos estriados bem desenvolvidos.

Os resultados destes autores corroboram com aqueles encontrados para preas, quanto ao
fato de a glandula sublingual ser predominantemente mucosa, bem como com o fato de que nos
roedores estudados essas glandulas s@o encapsuladas, uma vez que nas avaliacbes em
microscopia de luz convencional podem verificar a existéncia de uma delgada cépsula de
conjuntivo delimitando a glandula e seus l6bulos.

Ao desenvolver estudos com as glandulas salivares maiores de Dasyprocta aguti,
Oliveira Junior et al. (2016) referem-se aos acinos das sublinguais como sendo na sua maioria
mucosos e com regides de semiluas serosas. As células que formavam eram grandes, com
geometria piramidal, o citoplasma era abundante e cheio de granulos de secrecdo. A regido

basal dessas células corou-se fortemente pela hematoxilina, assim como seus nucleos. Quanto
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as células serosas, os autores inferem-nas com caracteristicas definidas para aquelas que
compunham o0s &cinos mucosos. Em preds, as células acinosas apresentaram a mesma afinidade
apontada pelos autores, quando coradas pela técnica de hematoxilina-eosina.

Al-Saffar e Simawy (2014), ao pesquisarem as glandulas salivares maiores do
Oryctolagus cuniculus descrevem que a glandula sublingual é composta por acinos mistos, mas
seus l6bulos possuem especialmente acinos mucosos e em menor quantidade apresentavam

acinos seromucosos, 0 que sugere organizacdo semelhante a sublingual do prea.

6.3 MICROSCOPIA DO SISTEMA DUCTAL DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

Os ductos das glandulas salivares maiores sdo constituidos por células que variam entre
cuboides/colunares e ainda verifica-se a presenca de células mioepiteliais. Esses ductos
compreendem um sistema que recolhe os produtos secretados pelas células acinares no interior
dos limens dos &cinos e sdo formados por ductos do tipo intercalares, granulosos, estriados e
excretores, sendo os granulosos comumente relatados para a glandula mandibular de alguns
roedores.

Tamarin e Sreebny (1965), em experimento com glandulas mandibulares de ratos,
descrevem que os ductos intercalados consistem em células cuboides, e em poucas ocasides, se
estendem para a extremidade dos ductos estriado ou granular. Ja os ductos granulares consistem
de células colunares, enquanto os ductos estriados consistem em células colunares altas. Além
disso, descreve o ducto excretor como sendo uma estrutura com células colunares altas,
vesiculadas, e ainda que diante da presenca de capilares ao redor dessas células e as dobraduras
basais, sugere que este segmento ductal esta principalmente envolvido com o transporte de
agua.

Desse modo, verifica-se que os resultados descritos por Tamarin e Sreebny (1965) séo
concordantes com os referenciados para o pred, conforme comentado no paragrafo anterior,
assim como se assemelham aos relatados definidos por Silvia et al. (2005) no Zaedyus pichiy
ao descrever os ductos intercalados, como sendo compostos de uma Unica camada de epitélio
cuboide, bem como ao observado para os ductos interlobulares, que foram caracterizados como
sendo composto de epitélio colunar pseudoestratificado. Porém, diferem quanto aos resultados
citados para os ductos estriados, que possuem uma unica camada de epitélio cilindrico com
celulas contendo nucleos centrais.

Mursal et al. (2016), em trabalho comparativo referente as glandulas mandibular e

pardtida de camelo, boi, ovelha e cabra, descrevem que nessas haviam ductos intercalados
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revestidos por epitélio cuboide, com células contendo nicleos redondos localizados
apicalmente, além de ductos estriados com paredes formadas por células colunares altas,
nucleos ovais, e ductos interlobulares compostos por epitélio de colunar baixo, os interlobares
recobertos por epitélio colunar estratificado e com células caliciformes. Ainda, descreve que as
células mioepiteliais foram observadas em torno dos acinos e dos ductos intercalados. O fato
de o autor descrever a presencga de ductos lobares nestes animais é resultante da presenca de
lobos nas duas glandulas estudadas, j& que o mesmo é citado como presente nas estruturas
glandulares dos quatro animais.

No preé apenas a glandula mandibular apresentou lobac&o, porém os ductos interlobares
ndo foram descritos. Ja quanto aos demais, as caracteristicas descritas para o epitélio de suas
paredes diferem quanto ao fato do autor ter identificado epitélio colunar, uma vez que no prea

identificou-se que as paredes dos ductos eram formadas apenas por epitélio cubico.

6.4 IMUNOHISTOQUIMICA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES

As glandulas salivares maiores de preas foram submetidas a reagdes histoquimicas
utilizando-se trés metodologias distintas visando verificar se funcionalmente estas produzem
secrecdes de natureza &cida ou neutras e ainda lecitinas que marcam carboidratos estruturais.

Os resultados obtidos para as glandulas salivares maiores de preds indicaram que a
glandula paro6tida, quando corada pelo Azul de Alcian (AA) pH 2,5, apresenta reacao negativa,
enguanto a mandibular demonstrou uma reacdo fraca e as sublinguais e zigomaticas reagiram
fortemente. Quanto as reagdes com o Acido Periddico de Schiff (PAS), as glandulas pardtidas
e mandibulares, reagiram fraca e moderadamente, respectivamente, e as zigomaticas e
sublinguais reagiram fortemente.

Todavia, em relacdo a associacdo AA + PAS, observou-se que a glandula pardétida reagiu
fracamente a associacdo e que a mandibular apresentou reacdo moderada apenas ao AA. As
sublinguais, por conseguinte, reagiram moderadamente a apenas ao PAS. Ja a zigomatica
apresentou forte reagcdo a associacdo (AA- PAS), permitindo inclusive que se verifique a
presenca acentuada de 4cinos serosos € mucosos no estroma da mesma.

Al-Saffar e Simawy (2014), em trabalho com coelhos (Oryctolagus cuniculus), referem-
se aos acinos da pardtida como sendo serosos e afirmam que outras espécies podem apresentar
acinos mucosos e serosos nessas glandulas. Em seguida relatam que as sec¢fes da glandula
parétida do coelho utilizado em sua pesquisa, quando coradas com PAS, revelam reacoes

acinares positivas, juntamente com os ductos estriados, e consideram, também, que ndo ha
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reagdo com AA, nem com AA combinado PAS. Quanto a glandula mandibular, os autores
afirmam que muitos &cinos tiveram reacdo positiva ao AA, e com AA combinado PAS,
indicando que eles produzem mucina neutra e cida ao mesmo tempo.

Zhou et al. (2010) realizaram analise histoquimica nas glandulas salivares maiores do
mini porco e também utilizaram as técnicas AA (pH 2,5), PAS e AA (pH 2,5) combinado com
PAS, visando identificar a natureza das substancias sintetizadas e segregadas pelas células
acinares das glandulas salivares maiores durante o desenvolvimento embrionario (embrides de
40, 60, 80, 95 dias e filhotes com 0 dia de pds-natal) destes animais. Os autores observaram que
tanto a parétida como a mandibular tiveram reacdo positiva quando submetida as técnicas,
porém verificou que essas reacfes estavam para umas células e outras nao, sugerindo que as
glandulas possuiam acinos mucosos e acinos serosos, que produziam secrecdes acidas e
substancias neutras, respectivamente. Além disso, coloca que as rea¢fes foram mais fortes na
mandibular.

Onwuaso et al. (2015) pesquisando as glandulas salivares maiores de dois tipos de
roedores (Cricetomys gambianus e Thryonomys swinderianus), com base em técnicas
histoldgicas e histoquimicas descrevem a presenca de 4cinos mucosos, semiluas seroras e
ductos distintos nas glandulas das duas espécies e verificam que 0s 4Cin0S MUCOSOS € Serosos
da pardtida das duas espécies reagem fortemente ao PAS, enquanto os das sublinguais reagem
moderadamente ao AA. Verificam ainda, que os ductos mandibulares apresentaram reagéo
negativa ao PAS e ao AA. Os resultados dos pesquisadores sugerem que dentro de um mesmo
grupo de roedores existem especificidades associadas aos habitos alimentares das espécies, pois
dentre individuos de mesma ordem as glandulas portam-se funcionalmente diferentes.

Quando comparados 0s achados para o0 preé aos resultados referenciados anteriormente,
0 que se percebe é que uma mesma glandula pode ter a mesma funcionalidade, mas produzir
guantidades distintas de glicoproteinas de natureza &cida, basica ou neutra, influenciadas pela
disponibilidade alimentar para o animal ou mesmo por adaptagdes fisioldgicas a que estdo
sujeitos os diversos grupos de mamiferos.

Os resultados encontrados com base nessas técnicas sugerem que as células acinares das
parGtidas secretam especialmente glicoproteinas neutras, enquanto as mandibulares,
zigomaticas e sublinguais parecem produzir glicoproteinas acidas e neutras. Tais resultados
permitem que se presuma que os produtos de secrecdo dessas estruturas sejam ricos em
glicoproteinas do tipo mucinas, substancias cujas fun¢Ges no organismo animal estdo

relacionadas a lubrificagdo, sinalizac&o, entre outros, como é o caso da saliva.
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Quanto as glandulas salivares maiores apresentarem seus paréngquimas com organizagdo
similar, esse fato j& é basicamente consensual, no entanto, infere-se aqui que funcionalmente
elas assumem importancia diferente na composicdo da saliva, ja que uma mesma glandula
mostra em espécies diferentes reacGes distintas a presenca de marcadores histoquimicos com
afinidade para substancias acidas ou neutras. Esses aspectos podem ser constatados ndo sé
quando se observam o intersticio celular, mas também quando se analisam as secre¢des nos
lumens dos acinos ou dos ductos.

As lecitinas foram utilizadas nessa pesquisa com o intuito de marcar carboidratos de
membrana de células constituintes das paredes dos ductos. Os resultados demonstraram que as
paredes do conjunto de ductos das quatro glandulas pesquisadas foram marcadas fortemente
pela Canavalia ensiformis (Con-A), enquanto a Arachis hypogaea (PNA) marcou fracamente
as paredes dos ductos das quatro glandulas. Ja a lecitina Bandeiraea simplicifolia (BSA-1-Ba)
marcou fracamente os ductos das glandulas zigomatica e sublingual, assim como a Triticum
vulgaris (WGA) marcou fracamente as paredes do sistema ductal da parotida, mandibular e
zigomatica e de forma moderada a sublingual.

Schulte e Spicer (1983), trabalhando com glandulas salivares maiores de camundongos,
citam que as células serosas na glandula parétida evidenciaram coloragdo moderada a forte com
a PNA (Arachis hypogaea). As células de acinos variaram em afinidade para BSA-I-Ba4
(Bandeiraea simplicifolia), variando na intensidade de coloragdo de 0-4B. Afirmam ainda que
as células serosas com maior afinidade para BSA-1-B4 (Bandeiraea simplicifolia) tendem a ser
localizadas na periferia de I6bulos.

Descrevem os autores que a glandula mandibular apresentou todas as células dos ductos
granulares com coloragdo moderada a forte para a PNA (Arachis hypogaea) e que uma
porcentagem variavel de células na regido basal dos ductos interlobulares teve reatividade
intensa com BSA-I-Bs (Bandeiraea simplicifolia) marcando até o citoplasma. Consideram
ainda que um pequeno numero de células que se assemelhava a corpos mucosos nos ductos
estriados e o segmento proximal dos ductos interlobulares foram marcadas pela PNA (Arachis
hypogaea) e que as células basais nos ductos interlobulares tiveram marcagdo similar a
observada na glandula mandibular.

Takai et al. (1986) investigando o comportamento de diferentes lecitinas em glandulas
salivares maiores de ratos Wistar adultos, frente a acdo de diferentes fixadores nos tecidos,
verificaram diferentes padroes de marcacdo e associam isso aos tipos de ligacdes que as
lecitinas fazem a cada tipo de fixador. Foram utilizadas as lecitinas: Con-A (Canavalia

ensiformis), PNA (Arachis hypogaea) e WGA (Triticum vulgaris).
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Esses estudiosos verificaram os padroes de ligacdo e intensidades de coloragdes obtidas
com diferentes fixadores, incluindo células acinares, células dos ductos estriados e dos tdbulos
granulares alveolares, e constataram reacgdes distintas, em uma mesma glandula, em funcéo do
tipo da lecitina em associacdo com os diferentes tipos de fixadores utilizados.

Verificaram, por exemplo, que as células acinares da parétida tiveram uma forte reacéo
com a Con-A (Canavalia ensiformis) e bastante fraca para estas células na mandibular e
sublingual. As células acinares mucosas da sublingual em geral ndo apresentaram reacéo a Con-
A (Canavalia ensiformis), para a maioria dos fixadores, enquanto as acinares da mandibular
eram negativas nas secdes fixadas com solucdes de Bouin, Zamboni ou formalina, enquanto
que as células dos tubulos granulares alveolares dessa glandula apresentaram maior reacao nas
secdes fixadas com Carnoy, Helly ou Bouin, mas ndo reagiram ou tiveram uma fraca reacao
com os fixadores Orth, Zamboni, formalina, &lcool, acetona ou periodato de lisina +
paraformaldeido.

Esses resultados sdo importantes para que se avaliem os resultados obtidos por
diferentes marcadores em relacdo ao fixador utilizado, uma vez que esse poderia estar
modificando as estruturas dos tecidos e, por sua vez, alterando a intensidade das rea¢des dos
marcadores aos tecidos.

Cinar et al. (2016) pesquisando a glandula salivar parotida de Ovis aries utilizou quatro
tipos de lecitinas como marcadores de carboidrato de membrana e verificaram uma reacgdo
moderada a lecitina Con-A (Canavalia ensiformis) nas superficies apicais das células epiteliais
glandulares dos corpos serosos da glandula e fracamente o citoplasma destas células. Também
foi verificado que essa lecitina marcou fracamente as células epiteliais dos ductos e de
moderada a fortemente nas superficies luminais dos ductos. Para lecitina BSA-I-Bs
(Bandeiraea simplicifolia) observou-se uma reacdo moderada para as superficies apicais das
células epiteliais glandulares na glandula serosa e fraca para a regido basal das células epiteliais
glandulares, e uma reacdo muito forte nos ductos e na superficie apical das células epiteliais
dos ductos.

Os estudiosos relatam ainda que ocorre uma forte reacdo para as superficies das células
epiteliais ductais para PNA (Arachis hypogaea) e que as células epiteliais glandulares dos
corpos serosos da glandula ndo reagiram a presenca dessa lecitina. Além disso, perceberam que
as células epiteliais glandulares dos corpos serosos da glandula reagiram de fraco a forte com
WGA (Triticum wvulgaris), assim como verificaram uma marcagdo muito forte para as

superficies das células epiteliais ductais e uma reacdo fraca nas células epiteliais dos ductos.
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Comparando os resultados relatados pelos pesquisadores referenciados, quanto a
metodologia empregando lecitinas, infere-se que, embora tenham a mesma origem
embrioldgica, as glandulas salivares maiores assumem funcionalidade distintas em relacéo ao
ja inferido anteriormente, o que poderia estar associado a mudancas estruturais que se
estabelecem a nivel de membranas celulares em consequéncia de condi¢Ges ambientais a que 0
animal esta sujeito, tais como disponibilidade de agua e de alimentos ou mesmo do tipo de
alimento integrante da dieta do animal, especialmente quando se compara animais de vida livre
com animais de cativeiro.

Outro aspecto a ser considerado com base no que relatam os pesquisadores, bem como
dos resultantes deste estudo, é que a natureza dos fixadores utilizados pode influenciar o grau
de marcacéo das estruturas glandulares, uma vez que eles poderiam promover modificagcdes na
estrutura dos tecidos e, por sua vez, alterar a intensidade das reacdes dos marcadores aos

tecidos.

6.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO DAS GLANDULAS SALIVARES
MAIORES

A gléndula par6tida do pred apresentou células acinares piramidais com nucleos
esféricos em posicao basal da célula. O citoplasma continha reticulo endoplasmaético rugoso e
mitocondrias abundante e possuia muitas vesiculas eletroluscente na por¢do mais basal da
célula. Os nucleos apresentavam cromatina dispersa, indicando elevada atividade celular. As
glandulas zigomaticas e sublinguais apresentaram as mesmas caracteristicas observadas para a
parotida, porém seus nucleos das células acinares da zigomatica pareciam estar comprimidos
na regido basal da célula. De modo adicional, coloca-se ainda que apenas na glandula sublingual
foi observada a presenca de granulos de secrecéo eletrolucentes contendo pontos elétron-densos
em seu interior.

Jacob e Poddar (1987) estudaram a glandula parotida do Mustela putorius furo e
referem-se as células acinares como sendo piramidais com ndcleos basais e com as mesmas
similaridades das glandulas salivares maiores em outras espécies. A superficie apical de cada
célula possuia microvilos que se projetavam no limen acinar. As células acinares apresentaram
complexos de Golgi, reticulo endoplasmatico e ribossomos livres em grande quantidade. O
citoplasma continha granulos secretores elétron-densos. Células mioepiteliais com
miofilamentos e reticulo endoplasmatico rugoso foram observados em torno das células

acinares. Essa glandula também continha um elaborado sistema de ductos intercalados
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préximos dos acinos com Iimen pequeno e com muitos microvilos. As células que formavam
estes ductos eram granulosas e com granulos menores do que os das células acinares.

As células dos ductos estriados e intralobulares eram colunares, tinham forma cilindrica
ou retangular e podiam ser preenchidas com granulos moderadamente elétron-densos de
diferentes formas e tamanhos. Possuiam vesiculas apicais e poucos microvilos nos limites do
limen e ainda continham mitocdndrias, complexo de Golgi, ribossomos livres e alguns
lisossomos. A estrutura dos ductos excretores ou interlobulares se assemelhava a dos ductos
estriados intralobulares com células predominantemente granuladas. O aspecto dos granulos se
assemelhava ao das células do ducto intralobular. Ao redor dos ductos excretores foram
observados vasos sanguineos e colageno (JACOB; PODDAR, 1987).

Meisel et al. (1988) acerca da glandula par6tida dos camundongos com idades
diferentes, comentam que as células acinares eram preenchidas por granulos secretores, seus
ndcleos situavam-se na periferia e com cromatina menos condensada em animais mais novos,
além de que apresentavam um padrdo menos regular nessa disposi¢cdo dos nucleos e da
cromatina condensada com relacéo aos animais mais velhos. Além disso, citam que as células
continham muitos vacuolos e reticulo endoplasmatico rugoso, maior quantidade de
mitocondrias e poucos granulos de secrecdo nos animais senescentes. Alguns granulos
secretores pareciam malformados ou incompletos quando comparados aos granulos dos
camundongos jovens.

Para a glandula mandibular, os mesmos autores relatam que nao perceberam alteracdes
perceptiveis na morfologia e ultraestrutura dos ductos entre 0s grupos etarios examinados.
Porém, observaram que nos animais com maior faixa etaria, as células acinares e os tdbulos
granulares pareciam conter uma quantidade crescente de reticulo endoplasmatico rugoso,
lisossomos e granulos de lipofuscina.

Quanto aos resultados apresentados pelos pesquisadores, verifica-se que as
caracteristicas apontadas para as glandulas pardtidas e mandibulares de preas assemelham aos
mesmaos, exceto quanto a presenca de cromatina condensada, pois nao foi observada no material
avaliado. E preciso esclarecer também que os estudos realizados com preas foram feitos em
animais adultos com idades entre quatro e seis meses de idade.

Oliveira Junior et al. (2016) ao exporem os resultados obtidos por meio de microscopia
de eletronica de transmissdo, em estudo com glandulas salivares maiores de Dasyprocta
leporina, fizeram referéncia aos acinos serosos das glandulas par6tidas como estruturas com
grande quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso na regido basal, dispostos ao redor do

nucleo celular, enquanto na regido apical havia abundantes granulos de secrecéo elétron-densos.
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Observaram ainda que as mandibulares possuiam células mucosas piramidais e grande parte do
citoplasma era preenchido por granulos de secrecédo distribuidos por todo o citoplasma. Ja na
glandula zigomatica, os autores verificaram que as células acinares eram cubicas ou piramidais,
o citoplasma era preenchido por granulos de secre¢do, com muitas mitocondrias e o reticulo
endoplasmatico rugoso bastante desenvolvido. As células acinares sublinguais, por sua vez, a
exemplo do observado para os demais acinos glandulares, eram delimitadas por septos de
conjuntivo e apresentavam formas cubicas ou piramidais com granulos mucosos distribuidos
apicalmente.

A caraterizacéo feita pelos autores para Dasyprocta leporina séo concordantes com os
descritos para o pred, tanto em relacdo ao formato que as células possuem, como em relacdo as
organelas citoplasmatica observadas, com excecdo do fato de estes terem observados células
com forma cuboide nas glandulas zigomaticas e sublinguais.

Jeong e Jeong (2017), em publicacdo recente sobre glandulas salivares maiores de um
roedor asiatico (Apodenos agrarius), relatam a presenca de granulos de secre¢cdes nos acinos
serosos e mucosos da mandibular, o reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi muito
desenvolvidos, além de muitas mitocondrias alongadas. Para a parétida citam apenas a presenca
de &cinos serosos com as mesmas caracteristicas da mandibular, mas com mitocéndrias
arredondadas.

Se relacionarmos estes achados aos obtidos para o prea, o que se percebe é uma
diferenca apenas no formato das mitocondrias descritas pelos autores, pois nos preas elas
tinham forma alongada. H& que se destacar que o fato dos pesquisadores observarem

mitocondrias de forma arredondada podem estar associadas ao plano de corte das seccdes.

6.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS GLANDULAS SALIVARES
MAIORES

Visando avaliar o conjunto de glandulas salivares maiores do pred, de maneira a ter
uma ideia bidimensional das estruturas que integram seu parénquima e de forma a
complementar a descricdo feita com base nas técnicas de dissecacdo e de microscopia de luz,
foram realizadas técnicas de microscopia eletronica de varredura, cujos resultados s&o
apresentados a seguir.

As analises realizadas no microscépio eletrénico de varredura permitiram que se
verificasse, em fragmentos glandulares submetidos a criofratura, que os &cinos possuem

tamanhos distintos e forma variando entre ovoide, poligonal e irregular, semelhante ao que se
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observa na microscopia de luz. Percebe-se ainda, entre esses &cinos, corddes de tecido
conjuntivo compondo o intersticio. Essa técnica permitiu também verificar o arranjo dos ductos
ao se ramificarem para garantir a conducdo da secrecdo acinar. Esses se originam como
estruturas de pequeno diametro que vao aumentando seu calibre até formar os ductos principais
das secrecOes que vao compor a saliva.

Redman (1994), desenvolvendo pesquisa sobre as células mioepiteliais de glandulas
salivares maiores de ratos e de humanos, afirma que, quando avaliadas por meio de microscopio
eletronico de varredura apds tratamento enzimatico e remog¢do mecanica para retirada de parte
do estroma e da lamina basal, as células mioepiteliais estdo incorporadas as superficies basais
das células acinares. Neste estudo, as células mioepiteliais foram observadas apenas quando o
material foi avaliado em microscopio de luz e microscépio eletronico de transmisséo.

A ultraestrutura dos componentes das células acinares e ductos nas glandulas salivares
parétidas e mandibulares do rato foram descritas por Watanabe et al. (1996) com base em
microscopia eletronica de transmissdo, microscopia eletronica de varredura e microscopia
eletronica de varredura de alta resolucdo. Os pesquisadores asseguram que 0 estroma das
glandulas é formado por uma rede de tecido conjuntivo denso que lembra favos de mel,
enquanto os lébulos eram demarcados por uma densa rede de fibras coldgenas que se continuava
com o conjuntivo do estroma. Observaram ainda que os ductos excretores maiores continham
uma delgada camada de tecido conjuntivo que separava os ductos dos acinos. O material
avaliado das glandulas salivares maiores de preas demonstrou essas mesmas caracteristicas, o
gue permite que se infira os achados descritos para ratos corroboram com os relatados nessa
pesquisa.

D’Avola et al. (2006), tratando das caracteristicas tridimensionais da glandula
mandibular de ratos com idade avancada por meio de microscépio eletrdnico de varredura de
alta resolugdo, comentam que, quando avaliado o estroma celular, os &cinos e ductos da
glandula estdo delimitados por tecido conjuntivo, e confirmam isso com base na técnica de
microscopia eletronica de varredura. Comentam ainda que fibras de conjuntivo delimitavam os
I6bulos. Tais resultados também foram observados para as glandulas salivares do prea, tanto
nos &cinos como nos ductos.

Os resultados estabelecidos para os mamiferos aqui pesquisados e ainda 0s
especificados na literatura referenciada permitem afirmar que estruturalmente as glandulas
salivares maiores possuem organizacdo bidimensional semelhante, sejam em roedores ou
humanos. Uma vez que a microscopia eletronica de varredura permite observar que a capsula,

os lobulos, ductos, e os acinos possuem o0 mesmo padrdo de interacdo e forma dentro de um
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mesmo lébulo glandular, quando analisados de forma geral, apesar de n&o ter sido analisado

dados morfométricos.
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Conclusao
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7 - CONCLUSAO

| - O prea silvestre possui quatro pares de glandulas salivares maiores representadas pelas

pardtidas, mandibulares, zigomaticas e sublinguais;

I1 — As glandulas salivares maiores do preé séo revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo,
que emite septos, conferindo a elas a caracteristica de lobulacéo;

I1l — Microscopicamente, as glandulas salivares maiores compdem-se &cinos Mucosos e

serosos, sendo que as mandibulares sdo constituidas em sua maioria por acinos serosos;
IV — O sistema ductal das glandulas salivares maiores é constituido por ductos intercalares,
estriados e excretores. Dentre os quatro pares de glandulas salivares maiores, apenas as

mandibulares contém adicionalmente ductos granulosos;

V — Histoquimicamente, 0s acinos mucosos e serosos das quatro glandulas secretam mucinas

de natureza &cidas e neutras;

VI - A Canavalia ensiformis (Con-A) foi, entre o conjunto de lecitinas utilizadas, a que melhor

marcou a parede do sistema de ductos do conjunto de glandulas.
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Sistema de Autorizagéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 54608-2 Data da Emissao: 20/07/2017 14:49 | Data para Revalidagao*: 19/08/2018
* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacgéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbhio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: Carlos Eduardo Vale Reboucas CPF: 023.946.104-50

Titulo do Projeto: MORFOLOGIA DAS GLANDULAS SALIVARES MAIORES EM PREAS (Galea spixil WAGLER, 1831)

Nome da Instituicio : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO ‘ CNPJ: 24.529.265/0001-40

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em coleg@o bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢des Bioldgicas (CCBIO).

Téaxon™ Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacéo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBIio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

codgo e uentcasaosseseces ||
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