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RESUMO: Os porcos selvagens americanos sdo endémicos das Américas e desempenham
importante papel ecologico e alimentar, no entanto, as caracteristicas morfoldgicas de suas
glandulas salivares maiores ndo foram elucidadas, sabendo dessa lacuna, esse trabalho objetivou
estudar as glandulas salivares maiores em catetos. As glandulas foram analisadas
macroscopicamente, morfometricamente (peso, comprimento, espessura e largura) e por meio de
microscopia de luz e eletrdnica. A microscopia de luz seguiu metodologia para caracterizacao
histoquimica dos grénulos de secrecdo e também de técnicas de imunohistoquimica para
caracterizacdo dos carboidratos de membrana. A avaliacdo metodoldgica foi feita em machos e
fémeas, em animais com idades variadas. Macroscopicamente, 0s catetos possuem trés pares de
glandulas salivares maiores, a parétida, mandibular e a sublingual, essa ultima dividida em duas
porcOes, a polistomatica e a monostomatica. A par6tida € a maior das glandulas observadas,
enquanto a por¢do monostomatica da glandula sublingual é a menor. A par6tida esta localizada
préxima a orelha, recobre toda a mandibular e possui forma triangular. Os parametros
morfométricos da par6tida aumentaram conforme o animal envelhecia. A mandibular é oval e
estd no angulo da mandibula. O peso da glandula mandibular diminuiu ao longo do avanco da
idade do animal, enquanto os demais parametros morfométricos aumentaram. A sublingual
polistomatica esta no assoalho da cavidade oral, enquanto a monostomatica esta na porcao ventral
da glandula mandibular. Morfometricamente as sublinguais aumentaram conforme o animal
envelhecia. A par6tida é uma glandula serosa, no entanto, animais jovens sintetizaram mucinas
neutras em pequenas quantidades, essa atividade cessa em animais adultos. As mandibulares sao
mucosas e sintetizam mucinas neutras e acidas em pequenas quantidades. As sublinguais séo
mucosas e sintetizam mucinas acidas e neutras em grandes quantidades. A microscopia eletronica
revelou que os acinos eram globosos, dispostos em forma de cacho de uvas, aderidos uns aos
outros por meio de uma malha de fibras colagenas. Os ductos estavam em intima relagdo com os
acinos. A ultraestrutura da glandula pardtida revelou a presenca de &cinos estritamente serosos.
Os granulos sintetizados por essas celulas sdo muito eletrondensos. As glandulas mandibulares
sd0 mucosas. Suas células apresentam inimeros granulos eletronlucentes. A glandula sublingual
é estritamente mucosas, com granulos, em sua maioria, eletronlucentes.

Palavras-chaves: Imunohistoquimica, desenvolvimento pds-natal, animais silvestres,
taiassuideos.
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ABSTRACT: The American’s wild pigs are endemics to the Americas and execition an
important ecological and nutritional role; however, the morphological characteristics of their
large salivary glands have not been elucidated, knowing this gap, this work aimed to study the
large salivary glands in collared peccaries. The glands were analyzed macroscopically,
morphometrically (weight, length, thickness and width) and through light and electron
microscopy. The microscopy light followed a methodology for the histochemical
characterization of the secretion granules and also immunohistochemical techniques to the
membrane carbohydrate’s characterization. The methodological assesment was done in males
and females and in animals of different ages. Macroscopically, the collared peccaries have three
pairs of larger salivary glands, the parotid, mandibular and sublingual, the last one is divided into
two portions, the polistomatic and monostomatic. The parotid is the largest of the glands
observed, while the monostomatic portion of the sublingual gland is the smallest. The parotid is
located near the ear, covers the entire mandibular and has a triangular shape. The parotid’s
morphometric parameters increased as the animal aged. The mandibular is oval and it is on the
angle of the mandible. The weight of the mandibular gland decreased along the advancement of
the animal's age, while the other morphometric parameters augmented. The polysomntic
sublingual is on the floor of the oral cavity, while the monostomatic is in the ventral portion of
the mandibular gland. Morphometrically the sublinguals augmented as the animal aged. The
parotid is a serous gland, however, young animals synthesized neutral mucins in small amounts,
this activity stops in adult animals. The mandibles are mucous and synthesize neutral and acidic
mucins in small amounts. The sublinguals are mucous and synthesize acidic and neutral mucins
in large quantities. Electron microscopy revealed that the acini were globose, arranged in grape’s
cluster shape, adhered to each other through of a mesh of collagen fibers. The ducts were closely
related to the acini. The parotid gland ultrastructure revealed the presence of strictly serous acini.
The synthesized granules by these cells are very electron-dense. The mandibular glands are
mucous. Their cells have numerous electron-forming granules. The sublingual gland is strictly
mucosa, with granules, mostly, electrons.

Keywords: Immunohistochemistry, postnatal development, wild animals, taiassuids.
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ductos observam-se células mioepiteliais (M). Em C e D observa-se o ducto estriado. Estes ductos
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Figura 9 - Fotomicrografias da glandula mandibular do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).
Em A, D, G e J verifica-se que os Iébulos basofilicos sao individualizados por tecido conjuntivo
(setas pretas). Em B, E, H e K o tecido conjuntivo (setas pretas) delimita os acinos. As células
acinares organizam-se de modo a formar o limen acinar (setas azuis), 0s nicleos dessas células
sdo esféricos e coram-se fortemente por hematoxilina (setas vermelhas). Em C, F, I e L os ductos
(*) estdo individualizados por fibras colagenas (setas pretas). A, B, D, E, G, H J, e K coloracao
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Figura 10 - Fotomicrografias da glandula mandibular do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).
As imagens A, E, | e M representam a forte positividade da mandibular ao método Alcian Blue
(pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao método Acido Periddico
de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior atividade secretora de
polissacarideos &cidos, visto que h& sobreposicdo do Alcian Blue (pH 2,5) sobre a positividade
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Figura 11 - Fotomicrografias da glandula mandibular do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).
Em A forte reacdo a lecitina PNA aos quatro meses. Em B moderada positividade para lecitina
PNA aos sete meses. Em C forte reagéo a lecitina BSA 1-B4 aos quatro meses. Em D moderada
positividade para lecitina BSA 1-B4 aos sete meses. Em E forte reacéo a lecitina Con-A aos quatro
meses. Em F moderada positividade para lecitina Con-A aos sete meses. Em G né&o houve reagéo

a lecitina WGA aos quatro meses. Em H fraca positividade para lecitina WGA aos sete meses.
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Figura 12 - Eletromicrografias da glandula mandibular de cateto (Pecari tajacu, Linnaeus,
1758). Células acinares produzem granulos de secrecgdo eletronlucentes (setas vermelhas) e estas
se dirigem ao apice celular, alguns granulos continham um ponto eletrondenso em seu interior
(setas amarelas). A base celular estava voltada para o tecido conjuntivo (setas verdes) enquanto
0 apice celular formava o lumen do 4cino (L). O nucleo celular (N) apresentou-se esférico, com
um nucléolo proeminente e estava localizado na base celular. Proximo aos nucleos foi observado

reticulo endoplasmatico rugos0o (SEAS AZUIS). ....ecvevererierieirierieiee e 93

Figura 13 - Fotomicrografias da glandula sublingual polistomética do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A, D, G e J Os &cinos e ductos (setas amarelas) sdo individualizados por
tecido conjuntivo (setas pretas). Em B, E, H e K Os acinos e ductos (setas amarelas) sao
individualizados por tecido conjuntivo (setas pretas). As células acinares organizam-se de modo
a formar o lumen acinar (setas azuis), 0s nucleos dessas células sdo esféricos e coram-se
fortemente por hematoxilina (setas vermelhas). Em C, F, I e L o tecido conjuntivo (setas pretas)
delimitava os acinos e os ductos (*). A, B, D, E, G, H, J, e K coloragdo Hematoxilina-Eosina; C,

F, I e L coloracdo TricrOmICO de GOMONI.......c.ccveieiieiieeiccieese ettt 109

Figura 14 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A, D, G e J Os &cinos e ductos (setas amarelas) sdo individualizados por
tecido conjuntivo (setas pretas). Em B, E, H e K tecido conjuntivo (setas pretas) delimitam os
acinos e os ductos (setas amarelas), os nucleos sdo achatados, coram-se fortemente por
hematoxilina e estdo na regido basal (setas vermelhas) As células acinares estdo com seu apice
voltado ao Iimen acinar (setas azuis). C, F, | e L 0s acinos e ductos estdo individualizados por
malhas de fibras colagenas. A, B, D, E, G, H, J, e K coloracdo Hematoxilina-Eosina; C, F, l e L
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Figura 15 - Fotomicrografias da glandula sublingual polistomatica do cateto (Pecari tajacu
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Linnaeus, 1758). As imagens A, E, | e M representam a forte positividade da sublingual ao
método Alcian Blue (pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao
método Acido Periddico de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior
atividade secretora de polissacarideos acidos, visto que ha sobreposicdo do Alcian Blue (pH 2,5)

sobre a positividade ao Acido Periddico de SCIff............co.ceveveevieeeeeesee e 112

Figura 16 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). As imagens A, E, | e M representam a forte positividade da sublingual ao
método Alcian Blue (pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao
método Acido Periddico de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior
atividade secretora de polissacarideos acidos, visto que ha sobreposi¢cdo do Alcian Blue (pH 2,5)

sobre a positividade ao Acido Periddico de SChIff............co.ccevveevieeeeeesee e 113

Figura 17 - Fotomicrografias da glandula sublingual polistomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A moderada reacdo a lecitina PNA aos quatro meses. Em B moderada
positividade para lecitina PNA aos sete meses. Em C moderada reagéo a lecitina BSA 1-B4 aos
quatro meses. Em D moderada positividade para lecitina BSA 1-Bs aos sete meses. Em E
moderada reacdo a lecitina Con-A aos quatro meses. Em F moderada positividade para lecitina
Con-A aos sete meses. Em G fraca reacdo a lecitina WGA aos quatro meses. Em H moderada

positividade para lecitina WGA 20S SEE MESES. .....vvvveerueeierierieeiesieesieesieseesreeeesreesseeeesseeses 115

Figura 18 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A moderada reacdo a lecitina PNA aos quatro meses. Em B forte
positividade para lecitina PNA aos sete meses. Em C moderada reacéo a lecitina BSA 1-B4 aos
quatro meses. Em D moderada positividade para lecitina BSA 1-B4 aos sete meses. Em E forte
reacdo a lecitina Con-A aos quatro meses. Em F forte positividade para lecitina Con-A aos sete
meses. Em G moderada reacao a lecitina WGA aos quatro meses. Em H fraca positividade para
[€CITING WG A G0S SELE MESES. ...eiveevreriieeeesieeieaseesiee e etesteesteeseesseesseessesseesseessesseesseesseaseesseessens 117
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Figura 19 - Eletromicrografias da glandula sublingual polistomatica de cateto (Pecari tajacu,
Linnaeus, 1758). Células acinares produzem granulos de secrecdo de variadas eletrondensidades
(setas vermelhas) e estas se dirigem ao apice celular. A base celular estava voltada para o tecido
conjuntivo (setas verdes) enquanto o apice celular formava o limen do &cino (L). O nucleo (N)
celular apresentou-se esférico, com um nucléolo proeminente e estava localizado na base celular.
Proximo aos nucleos foi observado reticulo endoplasmatico rugoso (setas azuis). No entorno dos
acinos foi possivel observar células mioepiteliais (M). Em contato intimo com o0s &cinos,

observou-se ductos intercalares (Seta amarela). .........ccooeveieieniieniie 119
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MEV  Microscopio Eletrénico de Varredura
MET  Microscépio Eletrénico de Transmisséo
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1 INTRODUCAO

Os animais silvestres ainda sdo alvo de poucos estudos cientificos, todavia, alguns
pesquisadores passaram a estuda-los com mais afinco na &rea de morfofisiologia com intuito
de conhecer melhor a sua forma de alimentacéo, seus modos de vida, e como esta disposta sua
conformacéo organica (CARVALHO, et al., 2003). Como nédo ha literatura especifica acerca
da morfologia das glandulas salivares de catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758), as informacoes
utilizadas para essas estruturas, nesses animais, advém do conhecimento em outras espécies.

As glandulas salivares sdo 6rgdos responsaveis pela producdo de saliva e estdo
divididas em maiores e menores. A saliva produzida sera secretada na cavidade oral geralmente
durante a mastigacéo, de modo a facilitar a degluticdo de alimento, além disso, a saliva possui
enzimas que controlam o PH do alimento ingerido e livram a boca da proliferagcdo microbiana
(NAGLER, 2002). A secrecdo salivar é indispensavel para a homeostase bucal. Humanos que
sofrem com xerostomia desenvolvem uma série de efeitos deletérios na cavidade oral,
acarretando uma diminuicdo na resposta dos tecidos bucais as injurias, alterando a microbiota
oral, aumentando o indice de céries, a incidéncia de candidiase, além de dificultar a degluticdo,
mastigacdo e fala (TAKAGI, 2003).

Sabe-se que as glandulas salivares, na maioria dos animais, estdo divididas em maiores:
parétida, mandibular e sublingual e em glandulas salivares menores, essas Ultimas séo
numerosas, independentes e sdo encontradas em toda a cavidade oral, nas tonsilas palatinas, na
faringe e na laringe. Cada glandula possui ducto secretor prdprio que se abre na cavidade oral.
Tanto as glandulas salivares maiores, quantos as menores sdo compostas por células acinares
(serosas ou mucosas), células ductais, células mioepiteliais e basais (MELVIN et al., 2005).

As glandulas salivares estdo constantemente produzindo e secretando saliva, mantendo
sempre Umida a cavidade oral, evitando a proliferacdo de bactérias nocivas e aumentando a
producdo salivar quando estimuladas. A saliva é sintetizada por células especializadas,
denominadas de células acinares, células estas que podem ser mucosas, quando secretam
substancias ricas em mucinas, ou serosas, quando secretam substancias ricas em proteinas e
grénulos de zimogénio. As células acinares sofrem influéncia da alimentacéo do animal para a
sintese de seus produtos, fabricando e secretando uma saliva mais serosa ou mucosa
dependendo do tipo de alimento ingerido (MELVIN et al., 2005). Alimentos aquosos, como

frutas, induzem a producédo de uma saliva serosa, enquanto que alimentos pouco aquosos, Como
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sementes, induzem a uma sintese de saliva mucosa, este fator esta ligado as adaptagdes que 0s
mamiferos adquiriram ao habitar as mais diferentes latitudes.

Os trabalhos com morfologia animal permitem preencher lacunas de conhecimentos e
facilitam abordagens cientificas para preservacdo e exploracdo racional de animais silvestres.
Como ndo ha trabalhos envolvendo a descricdo anatdbmica e microscopica das glandulas
salivares maiores de catetos, e acreditando que estas glandulas fornecem embasamento que
poderdo nortear de melhor forma o manejo nestes animais, este trabalho objetiva estudar as
glandulas salivares maiores em catetos, de modo a poder fornecer informag6es que possam ser

de interesse para a clinica, cirurgia, patologia e nutrigdo animal.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar morfoldgica e estruturalmente as glandulas salivares maiores em catetos

(Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar as glandulas salivares maiores presentes em catetos;

b) Descrever topograficamente as glandulas salivares maiores;

c) Caracterizar os aspectos morfométricos (peso, comprimento, largura e espessura) das
glandulas salivares maiores;

d) Descrever macroscopicamente as glandulas salivares maiores;

e) Identificar e caracterizar os tipos celulares encontrados nas glandulas salivares
maiores;

f) Classificar as glandulas salivares maiores quanto a composi¢do histoquimica e

imunohistoquimica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA TAYASSUIDAE

Os porcos selvagens americanos, nao pertencem a mesma familia dos porcos domesticos
(Sus scrofa Linnaeus, 1758), apesar de se assemelharem. Os porcos domésticos pertencem a
Ordem Artiodactyla, a Subordem Suiforme e a familia Suidae, e s&o oriundos do velho mundo,
sendo a sua distribuicdo cosmopolita atribuida a domesticacéo e colonizacdo humana em todos
0s continentes (SOUZA, 2014). As espécies de porcos selvagens americanos, também
chamados de porcos-do-mato, estdo inseridas na familia Tayassuidae, seus principais
exemplares brasileiros sdo o Tayassu pecari Link 1795 (Queixada), o Catagonus wagneri
Rusconi 1930 (Tagud) (WILSON e REEDER, 2005) e o Pecari tajacu Linnaeus 1758 (Cateto),
este Ultimo sendo mais difundido em territério brasileiro (FILHO, 1996).

As principais caracteristicas da familia dos Tayassuideos sdo em relagdo aos dentes
caninos superiores, eles sdo grandes e dirigidos para baixo, ndo formam presas e nem tem
crescimento continuo (TOSCHI, 1974), seu estbmago divide-se, parcialmente, em quatro
camaras gastricas, enquanto os suinos apresentam um estdmago simples. Segundo Sowls
(1997), geralmente sdo onivoros e alimentam-se de folhas, sementes, raizes, frutos, flores,
insetos, ovos de passaros, lagartos e pequenos mamiferos. Seus habitos sdo noturnos,
apresentam um bom olfato, facilitando durante a noite encontrar alimentos escondidos sob a
vegetacdo, além disso, utilizam seu focinho e presas para cavar e cortar raizes.

Dentro do género Pecari, 0s catetos sdo 0s menores, com um peso corporeo médio de
30 kg e comprimento de 90 cm quando adultos (SOWLS, 1984). Tem pelos longos, asperos e
espessos, geralmente pretos com anéis brancos em toda sua extensdo que conferem a pelagem
do animal uma tonalidade entre preto e cinza. Apresenta um pré-estdmago que Ihe permite
consumir 0s mais diversos tipos de alimentos, incluindo alimentos fibrosos, raizes, legumes,
frutos, pequenos vertebrados e insetos (CAVALCANTE FILHO et al., 1998).

Os catetos sdo animais societarios, vivendo em grupos de cinco a quinze individuos
(NOWAK, 1991), constituidos por animais jovens e adultos de ambos os sexos (ELLISON e
HARWELL, 1969), além disso, sdo rusticos, seu couro e sua carne sdo muito apreciados gracas

a sua qualidade. Membros da familia Tayassuidae, os catetos se separaram da familia Suidae
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ha dezenas de milhGes de anos (BENIRSHCHKE, 1974). Mesmo separando-se dos Suideos ha
milhdes de anos, ainda assemelham-se aos javalis e porcos domésticos. Os animais pertencentes
a Familia Tayassuidae sdo encontrados exclusivamente no continente americano (GIANNONI,
1979), podendo ser observados, naturalmente, numa ampla faixa geografica, desde o sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (CABRERA e YEPES, 1940). Gragas a sua boa
distribuicdo pelo territério americano, 0 cateto acaba por dividir esse espaco com outros
membros da familia Tayassuidae, em determinados locais da América do Sul, dividem um
habitat comum o tagua, o queixada e o cateto (SOWLS, 1997).

Vaérios trabalhos abordaram aspectos morfoldgicos do cateto, tais como a sua
espermatogénese (COSTA, HENRY e PAULA, 2004), determinacdo do seu ciclo estral
(ARAUJO-GUIMARAES, 2011), origem do plexo braquial (MOURA et al., 2014), os
trabalhos abordando seu trato gastrointestinal sdo escassos, resumindo-se aos seus habitos
alimentares (OLMOS, 1993) e a passagem de particulas sélidas pelo aparelho digestorio
(SCHWARM et al., 2009). As glandulas salivares foram muito importantes para as adaptagdes
alimentares pelas quais os mamiferos passaram ao habitar uma vasta area geografica, entretanto,
ndo ha informaces na literatura acerca das glandulas salivares dos catetos, o que se sabe destas
estruturas advém de seus parentes proximos, 0s suinos domésticos. Nos porcos domésticos
sabe-se que existem trés grandes grupos de glandulas salivares maiores, a parétida, a
mandibular e a sublingual (STEMBIREK et al., 2012), responsaveis pela maior parte de saliva
produzida.

De acordo com Gongora et al. (2011) o cateto (Fig. 01) pode ser classificado

taxonicamente como espécie pertencente ao:

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Mammalia
Ordem: Artiodactyla
Subordem: Suiforme
Familia: Tayassuidae
Género: Pecari

Espécie: Pecari tajacu
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Figura 1 - Cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Fonte: Arquivo pessoal.

3.2 GENERALIDADES SOBRE AS GLANDULAS SALIVARES

3.2.1 Desenvolvimento das glandulas salivares

O desenvolvimento das glandulas salivares maiores difere de espécie para espécie
(NORBERG, DARDICK, BURFORD-MASON, 1996), mas, de modo geral As glandulas
salivares originam-se do crescimento de tecido epitelial em direcdo ao tecido conjuntivo
subjacente. Ao tocar o tecido conjuntivo, o tecido epitelial sofre diferenciacdo e desenvolve
uma lamina basal propria a partir do tecido conjuntivo circundante (CUTLER e GRENSKI,
1991). Durante o processo embrionario as glandulas salivares passam por importantes
modificacbes morfolégicas e quimicas. A morfogénese glandular exige um complexo
desenvolvimento que envolve a proliferacdo celular coordenada, diferenciacdo, migracéo,
apoptose e interacbes reciprocas entre as células epiteliais, mesenquimais, neuronais e
endoteliais (KNOX e HOFFMAN, 2008). As modificacbes morfoldgicas que as glandulas
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passam, iniciam na vida embrionaria e finalizam na idade adulta. A glandula par6tida, quando
madura, é basicamente uma glandula serosa na maioria das espécies de mamiferos. No entanto,
durante a sua formacdo embrioldgica e logo ap6s 0 nascimento, ela é constituida por acinos
mucosos que com o avancar da idade do animal, vao sofrendo uma diminuigédo na quantidade
de células, e em algumas espécies de animais podem sumir definitivamente segundo descreve
Pinkstaff (1975) que estudou as glandulas mandibular e sublingual do gamba.

Em ratos, segundo descreve Norberg, Dardick e Burford (1996) a glandula parétida
permanece em estagio embrionario logo apds o nascimento, amadurecendo mais tardiamente
que as glandulas mandibulares e sublinguais, que amadurecem antes do nascimento. Isso
decorre porque durante a vida pré-natal a morfogénese da glandula parotida é mais lenta do que
das glandulas mandibular e sublingual, sendo que a atividade proliferativa varia de glandula
para glandula (BALL, 1974). Assim, a proliferacdo celular menos intensa na parotida é
responsavel, ao nascimento, pelo seu aspecto de indiferenciacdo (REDMAN e SREEBNY,
1971) quando comparada com a mandibular e sublingual (JACOBY e LEESON, 1959).

O desenvolvimento das glandulas mandibular e parétida inclue uma prolongada
citodiferenciacdo pés-parto (SIVAKUMAR et al., 1998). Na glandula mandibular, a célula
proacinar (tipo I11), produz e secreta a proteina de secre¢do da glandula mandibular neonatal B
(SMGB), proteina de secrecao da parétida (PSP), proteina salivar comum -1 (CSP-1) e proteina
da glandula mandibular D (SMGD). As células proacinares (tipo I11) surgem a partir do décimo
nono dia de gestacdo e sua diferenciacdo em células adultas ocorre ap6s trés ou quatro semanas
pos-parto segundo descreve Ball et al. (1993), Moreira et al. (1991) e Girard et al. (1993). Em
estudos com ratos, durante a diferenciacdo para a forma celular adulta, as células do tipo 111
passam por uma forma celular intermediaria, que é a célula do tipo I1IP. Esta é caracterizada
pela presenca de granulos heterogéneos, morfologicamente distintos que contém tanto proteinas
neonatais quanto proteinas adultas (MOREIRA et al., 1990).

Com o envelhecimento do animal essas estruturas e o seu funcionamento glandular
sdo alterados. Varios pesquisadores tém relatado mudancas relacionadas a idade na morfologia
(KIM, 1981), na histologia (SASHIMA, 1986), na ultraestrutura (BOGART, 1970) e na
bioguimica (KIM e ARISUMI, 1985) das glandulas salivares.

Na glandula adulta os vasos e nervos penetram nas glandulas através do hilo e
gradualmente se ramificam até os l6bulos. Um rico plexo vascular e nervoso circundam os
componentes secretores e ductais de cada I6bulo. As glandulas salivares sdo ricamente

inervadas pelos nervos parassimpatico e simpatico. Os nervos parassimpaticos liberam
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acetilcolina, que ativa os receptores mecanicos para estimular a secre¢éo de fluidos (LEE et al.,
2012). Os nervos simpaticos controlam a salivagao através da ativa¢do dos receptores o e f3-
adrenoreceptores, esses receptores ativam a liberacdo de saliva aquosa ou proteica,
respectivamente (IA1ZZ0O, 2013).

Microscopicamente as glandulas salivares sdo glandulas do tipo exdcrina, ou seja,
secretam seu contetido através de ductos, e apesar das glandulas salivares maiores secretarem
aproximadamente 90% da saliva, sdo as glandulas salivares menores as responsaveis pela a
liberacdo de cerca de 70% do muco secretado na mucosa oral (WATANABE et al, 1996). As
glandulas salivares maiores s&o tubulosacinosas e caracterizam-se pela associacdo de inimeras
unidades secretoras. Além das unidades secretoras ha um complexo sistema ductal que carreia
a saliva secretada pelos acinos até a cavidade oral, toda esta estrutura glandular é separada por
septos de tecido conjuntivo oriundos da capsula (MARTINEZ-MADRIGAL e MICHEAU,
1989).

As glandulas salivares menores estdo em maior quantidade do que as glandulas
salivares maiores, sua distribuicdo ocorre por toda a cavidade oral, predominam as células
acinares mucosas, podendo apresentar &cinos serosos ou seromucosos. O sistema ductal ndo
apresenta um ducto excretor principal, no entanto, podem apresentar ductos excretores de
menor calibre e também ductos intercalares. Células mioepiteliais sdo observadas em por¢oes
secretoras e também e nos diminutos ductos pequenos destas glandulas. Essas células
apresentam filamentos de actina e miosina, inferindo-se que participam secrec¢ao de saliva no
limen ductal. Em acinos mucosos, devido a secrecdo mucinogénica, a presenca de células
mioepiteliais é mais marcante o que reflete a maior forca requerida para expelir a saliva do tipo
mucosa, pois esse tipo salivar € mais viscoso e necessita uma expulsdo mais ativa. As glandulas
salivares menores secretam mucinas altamente glicosiladas, varias proteinas antimicrobianas e
imunoglobulinas, que promovem a lubrificagéo dos tecidos e a agregacéo bacteriana (HAND,
PATHMANATHAN e FIELD, 1999).
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3.2.2 Glandula paroétida

Em ratos, a parétida surge por volta do 16° dia de gestacdo, parecendo um bastdo de
epitélio. Este bastdo se estende dorsalmente a partir da parte lateral da cavidade oral. Até o 17°
dia o futuro ducto coletor aumenta gradativamente postero-ventralmente ao ouvido externo para
debaixo da orelha externa em relacdo a linha média. O epitélio é rodeado por mesénquima
formando uma cépsula bem definida. A reflex@o do futuro ducto coletor principal garante que
a glandula parétida continue a crescer entre a orelha externa e a parte proximal da glandula
mandibular. O padréo de ramificacdo das gemas terminais € mais difundido e se desenvolve em
um ritmo mais lento do que as glandulas mandibular e sublingual (LAWSON, 1970).

Durante o desenvolvimento glandular observam-se quatro estagios diferentes. No
estdgio | do seu desenvolvimento, os botBes terminais da arvore epitelial ramificam-se
difusamente. Estas estruturas consistem em células com grandes ndcleos centrais e citoplasma
basofilico, este estadgio dura desde o aparecimento do rudimento ndo ramificado inicial até o
termo. No segundo estagio, material densamente PAS-positivo pode ser encontrado nas células
dos brotos terminais em alguns fetos a termo e em recém-nascidos. No estagio 111 o material
PAS-positivo € maior e mais abundante, o nucleo é visto na posicao basal da célula e a por¢éo
apical da célula ¢ eosinofilica, este estagio ocorre em ratos entre 2 e 3 dias. No ultimo estagio,
a jovem celula acinar é obviamente polarizada e com nucleo basal, citoplasma apical
eosinofilico, com aparéncia granular; os granulos sdo PAS-positivos. A atividade da amilase na
glandula parotida permanece em um nivel muito baixo até o nascimento, ap0s isso, a atividade
aumenta significativamente entre a segunda e o terceiro dia pos-parto continuando a crescer, 0
nivel maximo de atividade é atingido no momento do desmame (LAWSON, 1970).

A glandula parétida no porco adulto é caracterizada por ser uma estrutura grande e
distintamente triangular coberta por tecido adiposo. O ducto parétido perfura o mdsculo
bucinador ao nivel do quarto pré-molar superior ao primeiro dente molar e se abre para o
vestibulo na papila parotidea (STEMBIREK et al., 2012). Em chinchilas adultas (Chinchilla
lanigera) a glandula salivar parotida é observada bem desenvolvida, com aproximadamente 1,3
cm, com formato elipsoide irregular e posicionada lateralmente ao masculo masseter, desde a
porcao ventral da orelha externa até a regido mandibular. Seu ducto salivar cursa lateralmente
0 musculo masseter e adentra a cavidade oral proximo ao diastema (CASTRO et al., 2010).

A glandula parotida é do tipo acinosa composta, sua porcao secretora é constituida
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exclusivamente por células serosas, contendo granulos de secre¢do ricos em proteinas e elevada
atividade da amilase salivar. A superficie dos acinos parotideos e mandibulares apresentam uma
superficie externa caracterizado por uma delicada rede tridimensional de fibras do tecido
conjuntivo ao redor de cada acino. Além disso, ha feixes de fibras colagenas atravessando o
espaco interacinar e ligando acinos vizinhos (WATANABE et al, 1996).

As parétidas de bovinos domesticos apresentaram células acinares de forma cilindrica a
colunar baixa. O lumen acinar era mais aberto do que os limens de espécies nao-ruminantes
(SHACKLEFORD e WILBORN, 1968), embora o grau de abertura variasse
consideravelmente. O lIimen acinar coincidia com o Iimen dos ductos intercalares. A glandula
exibe pouca ou nenhuma reacdo de coloracdo para mucossacaridios acidos, exceto nos ductos
coletores maiores, que muitas vezes contém células caliciformes secretoras mucosas
(SHACKLEFORD e KLAPPER, 1962).

A parétida dos camelos (Camelus dromedarius) era constituida por acinos, ductos
intercalares, ductos estriados e ductos excretores. Os &cinos sdo alongados, tubulares e
ramificados, seu limen era tortuoso relativamente grande. As células de acinares variaram de
cUbicas para colunar baixo e, devido a essa variacao de altura, o lumen aparecia com uma forma
de fenda. Os nucleos sdo de forma redonda ou oval, muitas vezes com nucléolos proeminentes.
As células secretoras apresentavam mitocondrias abundantes e numerosos microvilos se
estendiam das células para o limen e também para o ducto intercelular (MANSOURI e ATRI,
1994).

No gamba de rabo curto cinza (Monodelphis domestica), as células da parétida sdo
piramidais e seus nucleos estdo na regido basal. O RER nessas células esta na regido perinuclear,
enquanto as mitocondrias estdo distribuidas aleatoriamente pelo citoplasma. Os granulos
secretorios sdo observados na porcdo luminal da célula, estes granulos sdo homégeneos e de
alta eletrondensidade. Os ductos estriados sdo constituidos por células colunares. O epitélio
estriado continha infiltracdes basais associadas com mitocdndrias. As células mioepiteliais sao
planas e sdo encontradas na membrana basal. Os ductos intercalares sé@o curtos segmentos
lineares, constituidos de células cuboides (KANNO et al., 2015).

Mansouri e Atri (1994) observaram a ultraestrutura das células acinares da parotida de
camelos (Camelus dromedarius) e observaram dois tipos de granulos secretorios dentro do
citoplasma, embora a identificacdo deles fosse dificil em alguns casos. O tipo 1 continha uma
membrana limitante. O tipo 2 continha material de eletrondensidade moderada, ndo havia

membrana delimitante e seu nimero era comparativamente menor. Os dois tipos de granulos
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podiam ser observados em intima associa¢cdo com mitocdndrias e S&0 menos numMerosos em
fémeas. Além dos granulos de secrecdo, também sao observados RER, localizado no entorno
do nucleo, complexo de Golgi era escasso. Na porcdo apical das células acinares havia zonas
de oclusdo unindo células secretoras adjacentes e na membrana lateral foi observado
desmossomos.

Jeong e Jeong (2017) pesquisando sobre a ultraestrutura das glandulas salivares
pardtidas do rato de campo listrado coreano (Apodemus agrarius) observaram que as células
acinares serosas sdo preenchidas com numerosos granulos secretores redondos com limites
definidos. Havia muitos granulos em estagios diferentes de maturacdo distribuidos pelo
citoplasma celular. Além disso, o citoplasma continha RER bem desenvolvido, um proeminente
complexo de Golgi e muitas mitocondrias redondas. Os granulos secretores maduros tem
contetdos fracamente densos e uniformizados e os granulos imaturos tem um contetdo
palidamente denso.

Para Tandler e Erlandson (1976) os ductos intercalares das glandulas parétidas do
babuino de oliveira (Papio anubis) sdo pequenos e compostos por epitélio simples cibico em
torno de um lumen bastante grande cujo contetdo era bastante eletrondenso. Nos locais de
juncdo entre acinos e ductos intercalares, as células ductais apresentaram granulos de secrecdo
semelhantes aos dos &cinos, ja as células ductais mais distais contém granulos com subestrutura
incomum.

Os ductos estriados sucedem os ductos intercalares, esses possuem o limen maior, mais
microvilosidades e os granulos tornam-se menores e menos numerosos do que nos ductos
intercalares (JACOB e PODDAR, 1987). Em babuinos de oliveira (Papio anubis) os ductos
estriados sdo bastante abundantes e estdo sempre rodeados por inimeros vasos sanguineos
orientados longitudinalmente. As paredes do ducto sao constituidas principalmente por células
epiteliais colunares altas, e algumas pequenas poucas células piramidais situadas adjacentes a
lamina basal (TANDLER e ERLANDSON, 1976).

3.2.3 Glandula mandibular

A glandula mandibular em porcos domesticos é coberta pela glandula parétida. O duto

segue 0 espaco intermandibular sob o musculo milohioideo e abre-se para a cavidade oral no
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frénulo lingual ou na carGincula sublingual (STEMBIREK et al., 2012). Para Santos et al.
(2013), as glandulas salivares mandibulares do mao-pelada (Procyon cancrivorus), sao
lobuladas com formato ovalado, e posicionadas entre a fossa atlantis e 0 0sso hidide. Seu ducto
se estendia pela face occipitomandibular do musculo digastrico e do musculo estiloglosso e se
abria proximo ao frénulo da lingua. Estava parcialmente coberta pela parte mais ventral da
glandula pardtida. Possuiam em média 2,93 cm de comprimento, 1,65 cm de largura e 0,8 cm
de espessura.

Krause (2010) inferiu que as glandulas mandibulares do coala (Phascolarctos cinereus)
estdo localizadas profundamente na mandibula, posicionadas imediatamente na regido lateral
do musculo digastrico e medial ao musculo esterno-mastdide. Sua composicéo era singular,
com uma cor vermelho escura, forma, em geral, oval, com uma média de cerca de 4,0 cm de
comprimento e 2,5 cm na sua maior largura.

A vascularizacdo da glandula mandibular é feita pela artéria e veia linguofacial na
maioria das espécies. Em primatas neotropicais o aporte sanguineo desta glandula é feito atraves
de um ramo da artéria cardétida, a artéria facial (HILL, 1970). Hill (1970) relatou que em Cebus
atys a artéria facial origina-se em tronco comum com as artérias tiredidea inferior, lingual e
faringea ascendente. Quanto a inervacdo, esta é realizada pelo nervo facial (V111) por intermédio
do nervo cordado timpano que se une ao ramo lingual do nervo trigémeo (V). A mandibular é
a glandula salivar que produz a maior quantidade de saliva (FAUSTINO e STIPP, 2003), sendo
que um processo de atrofia nesta glandula pode causar xerostomia. Na regido ventral do corpo
da mandibula de chinchilas (Chinchilla lanigera) evidenciou-se a presenca da glandula salivar
mandibular, cujo formato e ovéide e com tamanho aproximado de 0,8 cm (CASTRO et al.,
2010).

Microscopicamente € uma glandula tubuloacinosa composta, sua por¢do secretora
contém tanto células mucosas quanto serosas (WATANABE et al, 1996). Em mao-pelada
(Procyon cancrivorus) as glandulas salivares mandibulares estdo revestidas por uma capsula de
tecido conjuntivo denso ndo modelado composto por colageno do tipo I. Esta capsula adentrava
a glandula através de septos, dividindo-a em lébulos. Nos septos de tecido conjuntivo estdo
presentes vasos sanguineos e nervos, além de ductos interlobulares excretores. Dentro dos
Iobulos das glandulas salivares mandibulares, sdo encontrados ductos do tipo estriado e
intercalar, além do predominio de &cinos do tipo mucoso, porém também sdo encontrados
acinos do tipo misto. O epitélio que reveste os ductos intralobulares estriados é do tipo

prismatico e os ductos intercalares, do tipo cubico simples. J& na conexdo entre os ductos
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intercalares e 0s ductos interlobulares foi encontrado epitélio do tipo cibico com camada dupla
(SANTOS et al., 2013).

Krause (2010) em exame histolégico das glandulas mandibulares de coala
(Phascolarctos cinereus) revelou que uma capsula grossa e fibrosa circundava as glandulas. Da
capsula partiam septos de tecido conjuntivo se estendendo até o interior e subdividiu o
parénquima da glandula em indmeros I6bulos. Um estroma delicado do tecido conjuntivo
circundou as unidades secretoras e o sistema de ductos, e continha numerosos capilares
sanguineos. Esta glandula era do tipo tubuloacinar composta, sendo as unidades secretoras
(&cinos e tubulos) constituidas apenas de células serosas.

As células serosas das glandulas mandibulares do coala (Phascolarctos cinereus) séo
caracterizadas por ndcleos ovais posicionados basalmente, um citoplasma levemente corado e
numerosos granulos secretores supranucleares e apicais. Estas células em forma piramidal tem
uma forma relativamente uniforme e com uma média de 15 pm de altura e 13 pm de largura na
base. As unidades secretoras estdo envolvidas por células mioepiteliais. O exame cuidadoso
revelou numerosos pequenos ductos, canaliculos intercelulares, entre células serosas. Os
granulos secretores ndo se coraram seguindo o procedimento de coloragdo com PAS e também
ndo se marcam com Alcian Blue em pH 2,5 (KRAUSE, 2010).

Okada et al. (2014) estudando as glandulas mandibulares do gambé de rabo curto cinza
(Monodelphis domestica), verificaram que as glandulas mandibulares sdo compostas de muitos
I6bulos separados por finos septos fibrosos. As extremidades secretoras sdo seromucosa. As
células mioepiteliais com formato difuso sdo frequentemente reconhecidas em torno das
extremidades secretoras. Os ductos estriados revelaram estriacGes e os ductos intercalados
também sdo observados. As células serosas possuem nucleo esférico localizado no centro ou na
base das células. O citoplasma das células acinares serosas é basofilico com numerosos granulos
de secrecdo e parcialmente corado com PAS. As células acinares mucosas contém ndcleo
achatado ou oval localizado na base das células. O seu citoplasma cora-se com Alcian blue e/ou
PAS e Mucicarmim e pouco com hematoxilina. Alguns ductos e microvasos séo observados no
parénquima glandular.

Lentle et al. (2002) estudando 4 espécies de marsupias do género Macropodiae
observaram que na histologia das glandulas mandibulares as extremidades secretoras sdo
seromucosas, constituidas por células mucosas PAS-positivas, com nucleos esféricos e
localizados basalmente. As células serosas tém um citoplasma coravel em azul e um nuicleo

localizado centralmente, estas celulas apresentaram-se na forma de semiluas. Ductos
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intercalados e estriados sdo abundantes. Os ductos excretores sdo observados em grupos
conspicuos centralmente localizados nas areas extralobulares no tecido conjuntivo. As células
seromucosas PAS-positivas sdo menos evidentes nas glandulas mandibulares de wallabies do
pantano (Wallabia bicolor). Relativamente poucas células mioepiteliais sdo observadas em
comparagao ao tecido parotideo.

Técnicas de coloracdo como Alcian Blue e PAS marcam mucopolissacarideos. Segundo
Myers, Fredenburgh e Grizzle (2008) mucopolissacarideos podem ser definidas como uma
associacao entre proteinas e carboidratos, esta associagdo € o principal componente do muco.
Os monossacarideos presentes na secre¢cdo mucosa variam de composicdo e isso afeta a
classificacdo das mucinas, podendo ser neutras e conter subtipos &cidos: ndo-sulfatados
(sialomucinas) e sulfatados (sulfomucinas). As mucinas neutras contém monossacarideos de
manose, galactose e galactosamina. As sialomucinas compdem um grupo que contém diversos
monossacarideos, compostos de nove carbonos, e na posi¢do C1 ha um grupo carboxilato, que
estd sempre ionizado a um pH fisiologico. As mucinas sulfatadas apresentam-se mais acidas do
que as nao-sulfatadas.

Kanno et al. (2015) estudando as glandulas salivares do gambé& do rabo curto cinza
(Monodelphis domestica), observaram que as unidades secretoras das glandulas mucosas sao
compostas por células mucosas e serosas indicando que estas glandulas sdo seromucosas. Um
nacleo irregular foi encontrado na porcdo distal das células acinares. Um certo nimero de
mitocdndrias e RER existiu em todas as células acinares. Sdo observados granulos dentro do
limen celular. Quando observado pelo MET constatou-se que algumas células serosas
apresentaram quatro tipos de granulos secretores: i) O tipo altamente eletrondenso e o tipo de
granulo bifésico, ii) O tipo com o nucleo altamente eletrondenso, iii) nicleo de baixa
eletrondensidade e iv) tipo anel anual. Os granulos secretores das células mucosas sdo
homogéneos e de baixa eletrondensidade. Os ductos intercalados sdo pequenos e constutidos
por células cubdides. As células mioepiteliais sdo planas e apresentavam abundantes
miofilamentos.

Através da técnica de microscopia eletrdnica de varredura foi possivel observar, que nas
glandulas salivares mandibulares do mao-pelada (Procyon cancrivorus), 0s septos de tecido
conjuntivo, oriundos da capsula, dividiam a glandula em lobulos, acinos e ductos. Os ductos
intralobulares sdo de menor calibre e ductos interlobulares excretores de maior calibre. Além
disso, podem-se observar malhas de fibras coldgenas em por¢des onde estava exposta
(SANTOS et al., 2013).
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Picoli et al. (2011) analisando a ultraestrutura da glandula mandibular de camundongos
observou que esta tratava-se de uma glandula seromucosa. Os ductos e 0s 4cinos serosos sao
numerosos e claramente identificaveis, 0s acinos mucosos sdo pequenos. Os ductos poderiam
ser vistos apos a criofratura e as formacGes acinares estdo cercadas por capilares. Quando
observados em uma baixa ampliacdo no MEV, sdo observados véarios granulos, em um maior
aumento, esses granulos mostram-se de tamanhos diferentes, variando entre 0,3 - 1,4 um de
diametro e sdo claramente observados revelando a disposicdo real no citoplasma. Nos
espécimes macerados por 48 horas, observou-se que os nlcleos ndo estdo presentes, 0 RER
estava na base citoplasmatica, numerosos pequenos granulos de ribossomos estdo anexados as
lamelas do RER. Os granulos ribossomais estdo anexados na superficie de cisternas, e eles
apresentam um diametro de 20 - 25 nm. S&o identificadas nas células acinares algumas
mitocondrias misturadas entre 0 RER, com aproximadamente 0,3 um de diametro. Essas
estruturas estdo claramente visiveis em imagens tridimensionais no MEV.

A glandula mandibular de camundongos quando vista no MET revelou granulos de
secre¢do serosos de variados tamanhos espalhados por todo o citoplasma celular, além disso,
sdo extremamente eletronlucentes. Os grénulos de secrecdo mucosos sdo observados, com
frequéncia, em contato com o RER. Desmossomos sao observados na regido apical das células
acinares. Sob alta ampliacéo, é observado RER adjacente ao complexo de Golgi. O RER estava
na regido basal, proximo ao ndcleo, ja as mitocondrias estdo distribuidas aleatoriamente
(PiCOLI et al., 2011).

Jeong et al. (2012) descreveram a ultraestrutura da mandibular em musaranho aranha
coreano (Sorex caecutiens). Nessa espécie, a mandibular é mista, apresentando tanto acinos
Serosos, quanto mucosos, as células mucosas sdo piramidais, dispostas uma ao lado da outra
formando os &cinos. A atividade sintetizadora das células mucosas € identificada pelos
proeminentes e numerosos RER, localizados sempre proximos ao nudcleo. As mitocdndrias
estdo espalhadas entre 0 RER e o0s granulos de secrecéo.

A ultraestrutura das glandulas salivares mandibulares do rato de campo listrado coreano
(Apodemus agraius), nessa espécie, as células serosas e mucosas estdo preenchidas de granulos
de secrecgdo. Os granulos serosos sao uniformente finos, eletrondensos, redondos e com limites
bem definidos, ja os granulos mucosos contém densidade moderada. As células acinares serosas
apresentam RER bem desenvolvido, um proeminente complexo de Golgi e mitocondrias
redondas distribuidas por todo o citoplasma. As células acinares mucosas também apresentam
RER bem desenvolvido e um proeminente complexo de Golgi (JEONG e JEONG, 2017).
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3.2.4 Glandula sublingual

A ultraestrutura da glandula sublingual de rato aos 18 dias de vida intrauterina revelou
brotos terminais sem limen e consistindo de células indiferenciadas. Estas células normalmente
possuiam um abundante RER e um proeminente aparelho de Golgi, mas ndo contém granulos
de secrecdo. Apesar de alguns brotos terminais ndo possuirem luz, a extremidade apical
apresenta alguns pequenos granulos de secrecdo de aparéncia varidvel. Alguns granulos
possuem conteudo eletrondenso, outros eletronlucentes, e alguns um contetdo misto, com um
nucleo denso e uma regido periférica palida (WOFF et al., 2002).

Aos 19 dias de vida intrauterina, um nimero maior de granulos estdo presentes nas
células dos brotos terminais. As células que continham granulos eletronlucentes e as células
gue continham granulos serosos eletrondensos estdo em torno de um Iimen comum. As células
com granulos eletronlucentes, normalmente, apresentavam membranas indistintas, e em muitas
vezes estdo fundidas. O tamanho e elentrondensidade entre os granulos variaram, embora,
individualmente o teor dos granulos fosse geralmente de densidade uniforme. Foi observado
também o aumento no namero de granulos contendo um ponto eletrondenso central (WOFF et
al., 2002).

A partir do vigésimo dia intrauterino até o nascimento, a proporcao de células serosas
localizadas na periferia dos brotos terminais aumentou, resultando na configuracdo tipica dos
acinos mucosos e das semiluas serosas. O tamanho das células mucosas e o nimero de granulos
aumentou durante o final do periodo fetal e o inicio do periodo po6s-natal. As células que
continham granulos mistos apresentaram decréscimo a partir dos 5 dias de idade. Os granulos
mistos tinha uma densidade variavel e alguns continham um nucleo denso localizado
perifericamente ou centralmente dentro do granulo. Estas células também frequentemente
continham granulos eletronlucentes de aparéncia tipica. A partir dos 9 dias as células contendo
granulos mistos raramente sdo observadas e a morfologia dos granulos eletronlucentes foi
semelhante ao observado nas glandulas adultas (WOFF et al., 2002).

Stembirek et al. (2012) relataram a existéncia de duas glandulas salivares sublinguais
no porco domeéstico. A glandula sublingual monostomatica forma varios ductos que se unem ao
ducto principal, que se abre na cavidade oral na mesma abertura que o ducto mandibular. A
glandula sublingual polimatica & muito maior e transmite secre¢fes atraves de pequenas

aberturas.

40



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

As glandulas salivares sublinguais sdo constituidas por células secretoras que formam
0s &cinos mucosos e por celulas serosas dispostas na forma de semiluas serosas, fendmeno este
observado tanto em roedores quanto em seres humanos (YOUNG e VAN LENNEP, 1978). Na
glandula adulta, estes dois tipos celulares sdo facilmente visualizados por causa de suas
caracteristicas distintas. As células mucosas contém granulos eletronlucentes, que preenchem
todo o citoplasma apical e comprimem o nucleo contra a membrana celular, contrastando com
isso, as células serosas sdo esfericas, seu citoplasma continha abundante RER, poucos granulos
eletrondensos, localizados proximos aos canaliculos intercelulares e transportam as secre¢des
celulares para o ltmen acinar (YAMASHINA, TAMAKI e KATSUMATA, 1999).

As glandulas sublinguais de quatro espécies de Macropodiae consistiam, quase
inteiramente, em células mucosas que coravam-se intensamente por Alcian Blue. As células
estdo dispostas nas extremidades secretoras, contém citoplasma "espumoso” e nlcleos situados
basalmente. Cada terminal de secrecdo foi rodeado por uma camada fina de células
mioepiteliais. Infrequentes grupos de semiluas serosas e poucos ductos intercalares sao vistos.
(LENTLE et al., 2002) As glandulas sublinguais do tammar wallabie (Macropus eugenii)
contém grupos ocasionalmente parpuras e fracamente PAS-positivas.

3.2.5 Ductos e células mioepiteliais

Os ductos intercalados das glandulas mandibulares sdo o segmento inicial do sistema
ductal intralobular e especialmente proeminentes na glandula mandibular do coala
(Phascolarctos cinereus). Esses se caracterizaram por células epiteliais pavimentosas simples,
diferenciando-se em células epiteliais cubdides baixas antes da unido com os ductos estriados.
As células epiteliais que revestem a porc¢éo intercalada do sistema de ductos intralobular tém
uma média de 7 um de altura, 15 pm de comprimento e 10 um de largura (KRAUSE, 2010).

Boshell e Wilborn (1978) descreveram que em porcos domeésticos as células do ducto
intercalado estdo proximas as unidades secretoras, contém epitélio cubico e depois assumem a
forma colunar baixa. As células ductais ndo contém granulos de secrecdo e as organelas séo
escassas.

Os ductos estriados de coalas (Phascolarctos cinereus) se posicionaram centralmente

dentro dos l6bulos e se caracterizaram por estrias basais bem desenvolvidas e um citoplasma
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eosinofilico granular. Os nucleos celulares dos ductos estriados usualmente ocupavam o centro
ou o apice do citoplasma. A porcdo estriada do ducto intralobular estava intimamente
relacionada com uma rede densa de capilares circundantes (KRAUSE, 2010). Picoli et al.
(2011) observaram que ao redor das células ductais das glandulas mandibulares de
camundongos haviam células mioepiteliais separadas da membrana basal por uma faixa

continua de tecido conjuntivo.

3.3 LECITINAS

Uma das primeiras lecitinas descobertas foi a Concavilin-A e 0 método de purificacao
foi estabelecido por Sumner e Howell (1936). Landsteiner elaborou a hipdtese que lecitinas
vegetais possuiam alta afinidade por carboidratos contidos em eritrocitos, afirmando que as
lecitinas eram um tipo de hemaglutininas vegetais com rea¢fes andlogas aos anticorpos, no
entanto, elas ndo desempenham acdes cataliticas nem imunes e dificilmente poderiam ser
considerados como anticorpos. As lectinas podem ser definidas como proteinas de ligacédo
especifica de carboidratos estruturais e ndo possuem origem imune. Muitas lectinas contém dois
ou mais locais de ligacdo ao agucar e podem aglutinar as células e / ou precipitar conjugados
complexos de carboidratos (DAMJANOV e BLACK, 1987).

As células dos vertebrados possuem um envoltério externo a membrana plasmatica
chamado de glicocalix. Esse revestimento é constituido por carboidratos associados a outras
moléculas, formando glicoproteinas, glicolipidios e glicosaminoglicanos, referidos como
glicoconjugados. Esses glicoconjugados codificam um grande repertorio de reacdes citoldgicas
(SCHAUER et al., 1988). A descoberta mais importante e valiosa sobre as lecitinas é que elas
podem especificamente e reversivelmente reconhecer e ligar os carboidratos. Esta propriedade
confere as lectinas um enorme potencial e valor no estudo das glicoproteinas e facilita a
compreensdo de mecanismos de muitos processos fisioldgicos e patoldgicos. Logo, utilizar as
lecitinas para descrever os glicoconjugados de membrana pode facilitar o entendimento de
como microrganismos iniciam uma infecgdo ou quando a célula perde a conformagéo original

e torna-se maligna.
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4 CAPITULO 1- MORFOLOGIA DA GLANDULA PAROTIDA EM CATETOS (Pecari
Tajacu LINNAEUS, 1758)

4.1 RESUMO

A homeostasia da cavidade oral € mantida gracas a sintese e secrecdo da saliva pelas glandulas
salivares. A saliva € um liquido aquoso rico em ions, enzimas e imunoglobulinas. Esse trabalho
objetiva estudar as glandulas parotidas de cateto no decorrer do crescimento do animal, de modo
a poder fornecer informacgdes que possam ser de interesse para a clinica, cirurgia e patologia,
entre outras. As glandulas foram analisadas por meio de descri¢do macroscépica e também por
microscopia de luz e eletrénica. A microscopia de luz seguiu metodologia para caracterizacdo
histoquimica dos granulos de secrecdo e também de técnicas de imunohistoquimica para
caracterizacdo dos carboidratos de membrana. Seguindo a metodologia constatou-se que a
parétida esta localizada sob o musculo parotidoauricular, tem formato piramidal é a maior
glandula salivar. O peso, comprimento, largura e espessura dessa glandula aumentou ao longo
do crescimento do animal. Microscopicamente sdo glandulas serosas, no entanto, em animais
jovens constatou-se a sintese mucinas neutras e acidas, aléem disso, demonstraram positividade
para algumas lecitinas. A ultraestrutura glandular revelou que os &cinos séo globosos, dispostos
em forma de cacho de uvas, aderidos uns aos outros por meio de uma malha de fibras colagenas.
Os ductos estdo em intima relagdo com os &cinos. A ultraestrutura demonstrou que as glandulas
sdo revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo e dessa capsula partem septos que dividem
a glandula em I6bulos. As células acinares serosos sdo piramidais e apresentam indimeros
granulos de secrecéo de forte eletrondensidade.

Palavras-chaves: Lecitinas, varredura, animais silvestres, ultraestrutura.
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4.2 INTRODUCAO

As glandulas salivares sdo responsaveis pela sintese e secrecdo da saliva diretamente na
cavidade oral. S&o divididas pelo tamanho, em maiores e menores. As principais glandulas
salivares maiores encontradas nos animais sao a parétida, a mandibular, a sublingual, além
dessas, € relatada a presenca da zigomatica em carnivoros e, mais recentemente, essa também
foi relatada em cutias da espécie Dasyprocta leporina (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016) e
ainda as molares, verificadas geralmente em felinos (MOHAMMADPOUR, 2010). Essas
glandulas também podem ser definidas de acordo com o tipo de secrecdo liberada por seus
acinos em serosas, mucosas ou seromucosas. A glandula par6tida, na maioria das espécies
domeésticas, é serosa, enquanto que as demais glandulas séo seromucosas ou somente mucosas,
dependendo da espécie.

A saliva é um liquido aquoso, contendo minerais, enzimas e imunoglobulinas, esse
liquido € responsavel por facilitar a degluticdo, mastigacao, vocalizacéo e regulacao do pH oral.
A saliva recém-produzida pelos &cinos recebe a denominacéo de saliva primaria, ao passar pelos
ductos salivares, ela sofre modificagdes idnicas e na quantidade de dgua antes de sua secrecao
na cavidade oral (PEDERSEN et al., 2002). As unidades secretoras, junto com seus ductos,
constituem o parénguima da glandula enquanto que o estroma da glandula é formado pelos
elementos do tecido conjuntivo que invadem e sustentam o parénquima (CUTLER e
GRENSKI, 1991).

A origem embrionéria das glandulas salivares sdo os epitélios de revestimento cujas
células proliferam e invadem o tecido conjuntivo subjacente, sofrendo diferenciacdo e
desenvolvendo uma lamina basal prépria a partir do tecido conjuntivo circundante. Esse
processo da-se durante a vida fetal (CUTLER e GRENSKI, 1991). As glandulas salivares, a
exemplo de outros érgdos, precisam de uma interacdo célula-célula para desenvolverem uma
estreira relacdo entre epitélio e mesénquima. Essas interacdes ocorrem por meio de mediadores
como horménios, fatores de crescimento e citocininas (ICHIKAWA e ICHIKAWA, 1977), por
esses motivos as glandulas salivares, principalmente a mandibular, podem ser consideradas
otimos modelos para estudar o crescimento e diferenciacdo de células epiteliais (DENNY et al.,
1997)

Yamamoto et al. (2016) observaram que em camundongos, logo ap6s 0 nascimento, 0s

acinos ainda estdo passando por alteragcdes morfologicas iniciadas no periodo embrionario, 0s
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acinos rudimentares, ainda em processo de transformagdo, recebem a denominacéo de tubulo
terminal, além disso, todo o sistema de ductos continua indiferenciado. Os tubulos terminais
sdo compostos por células do ducto intercalar granular e também de células pro-acinares. As
células do ducto intercalar granular irdo se diferenciar em ductos e &cinos, enquanto que as
celulas pré-acinares dardo origem aos acinos maduros, essas diferencia¢des ocorrem por meio
de interacOes celulares.

Essas modificacdes morfologicas nas glandulas no pds-nascimento ocorrem nao so nos
acinos, os ductos também sofrem diferenciagdes. Para Yamamoto et al. (2016) as células do
ducto intercalar granular dar&o origem a rede de ductos que irdo escoar a producéo de saliva da
glandula adulta. Em camundongos essas células sdo a génese dos ductos intercalar, estriado e
excretor, além disso, os ductos durante a fase embrionaria ndo possuem grandes Iimens, esses
se formam na fase final da gestacdo e aumentam nos dias seguintes ao nascimento (TUCKER,
2007; PATEL, REBUSTINI e HOFFMAN, 2006).

Levando-se em consideracdo a importancia das glandulas salivares para digestéo, e que
os trabalhos abordando a morfologia de tayassuideos ndo envolvem informacdes acerca da
morfologia das glandulas parotidas, este trabalho visa preencher a lacuna de informacdes sobre
glandulas pardtidas de catetos, de maneira a produzir conhecimentos clinico, cirdrgico e

zootécnico de modo facilitar o manejo e a preservacdo desta espécie.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho utilizou oito catetos de idades diferentes, de ambos os sexos, obtidos do
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres — CEMAS/UFERSA, criadouro cientifico,
registrado junto ao IBAMA com o numero 1478912. Ocupa uma area de 20 ha, estad
aproximadamente 16 metros acima do nivel do mar e suas medidas de georreferenciamento
estdo entre as coordenadas geograficas 5° 11° S e 37° 20” W Gr. Os animais eram mantidos em
piquetes, alimentados com ragdo e frutas, e a 4gua era ad libitum.

4.3.1 Protocolo de eutanasia

A metodologia utilizada no projeto foi aprovada pelo SISBIO (Parecer n® 47439-2) e
também pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA (Parecer n°
23091.007472/2016-24). Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias da
UFERSA, no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada do Departamento de Ciéncias
Animais.

Os animais foram primeiramente submetidos a pré-anestesia com a utilizacdo de

o1 L2 . . . « . .
xilazina e cetamina aplicadas no musculo semimembranoso. A indugdo anestésica era feita
pela via intravenosa (veia cefalica) com administragdo de tiopental®. Em seguida, uma solucéo

de cloreto de potassio? era infundida, pelo mesmo acesso venoso.

1 Xilazina a 10%, na dose de 1mg/kg.

2 Cetamina 5%, na dose de 10mg/kg.

3 Tiopental 1g na dose de 25mg/kg.

4 Cloreto de potassio a 19,1% na dose de 1mL/kg.
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4.3.2 Procedimento de macroscopia e coleta de material

Os animais apo6s a eutanasia eram dissecados. Previamente era realizada uma inciséo
ventral, sentido craniocaudal, até a porcdo cervical do musculo esterno-hidideo. Novas incisdes
eram feitas no contorno dos olhos e das orelhas para, s6 entdo, ser feito o rebatimento do tecido
cutaneo, tela subcutanea e do musculo parotidoauricular, para que dessa forma as glandulas
salivares maiores pudessem ser exteriorizadas, analisadas, fotografadas e avaliadas quanto a
topografia, textura, coloracdo, forma e cor. Para documentacdo macroscopica foi utilizada uma
camera fotografica (Nikon D7200).

4.3.3 Medicdo morfométrica e de volume glandular

As glandulas foram pesadas utilizando uma balanca de precisdo (AL200C, Marte,
Brasil, 200g — 0,001g), seguindo a metodologia de Scherle (1970). Pesava-se um frasco
contendo solucdo fisiologica e em seguida mergulhava-se a glandula e obtinha-se nova
pesagem. A diferenca entre as pesagens correspondia ao peso glandular, que é igual ao seu
volume em milimetros cubicos. Por convencdo 1g equivale a 1000 mm3. Para a avaliagdo de
comprimento, largura e espessura as glandulas foram medidas por meio de um paquimetro
digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, 150 mm - 6 Pol). O comprimento era medido tomando
por base a maior extensdo da glandula e a largura por sua menor extensdo. Como a glandula
parotida possuia uma superficie irregular, na medicdo da largura e espessura, trés locais eram

medidos e fazia-se uma média aritmética dos trés locais para inferir a medicdo da glandula.

4.3.4 Procedimento para microscopia de luz

Para diminuir os vieses e possiveis interferéncias, 0s espécimes passaram por um
processo de isotropizagdo, ou seja, passaram por um processo para que todas as regides da

amostra tivessem a mesma oportunidade de serem vistas ao microscépio. As secgdes foram
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feitas de forma aleatéria. Fragmentos de tecido com cerca de 0,5 cm, eram retirados e
acondicionados em frascos contendo solucdo dos fixadores Bouin ou paraformaldeido a 4%
tamponado com fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 a 4° C.

Apos fixacdo, o material era lavado em &gua corrente para retirada do excesso de
fixador e submetido & metodologia adaptada de Tolosa et al. (2003) para obtencdo das
laminas. As laminas eram submetidas & coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE); Acido
Periodico de Schiff (PAS) para detec¢do de mucinas neutras e sialomucinas labeis, Alcian Blue
(pH 2,5) para detecgao de sialomucinas e sulfomucinas; PAS associado com Alcian Blue (pH
2,5) para deteccdo de acinos sintetizadores de determinadas mucinas e Tricrébmico de Gomori
para marcacao de fibras colagenas. Para a metodologia de PAS e Alcian Blue (pH 2,5) foi
utilizado um grupo controle sabidamente positivo para estas coloragoes.

Finalizada a coloracdo, era realizada a montagem das laminas. A anélise das mesmas
era realizada em microscopio de luz (LEICA ICC50W) em objetivas com aumento variando
entre 10X a 100X (objetiva de imersdo). As laminas mais representativas eram

fotomicrografadas em um aparelho da marca Leica, modelo ICC50W.

4.3.5 Procedimento para imunohistoquimica

Para esta etapa, foi seguido o protocolo adaptado de Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).
Cortes de 5 um de espécimes com quatro e sete meses, foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol (dois banhos de 5 minutos), reidratados em concentracGes
descrescentes de etanol (100%, 95% e 70%) por 5 minutos, imersos em peroxido de hidrogénio
a 3% por 30 minutos, lavados em 3 imers@es de 5 minutos em agua destilada e depois 3 imersdes
de 5 minutos em PBS 01 mM em cada lavagem.

A exposi¢do antigénica dos tecidos foi realizada em tampdo citrato (10 mM, pH 6,0),
acondicionamento em aparelho de micro-ondas (60°C por 15 minutos), seguida por trés
lavagens em PBS. Na etapa seguinte foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena e das
reacOes inespecificas utilizando o Kit DAKO em cdmara imida por 30 minutos, seguido de 3
lavagens de 5 minutos em PBS e prosseguindo-se com a incubagdo dos espécimes com as
lecitinas em camara Umida. Foram utilizadas quatro lecitinas Canavalia ensiformis — Con-A
(Referéncia: C2272, Sigma-Aldrich®), Bandeiraea simplicifolia — BSA-1-B4 (Referéncia:

56



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

L2140, Sigma- Aldrich®), Triticum vulgaris — WGA (Referéncia: L5142, Sigma- Aldrich®),
Arachis hypogaea — PNA (Referéncia: L6135, Sigma- Aldrich®). O controle negativo foi feito

utilizando PBS em camara Umida ao invés das lecitinas.

Tabela 1 - Lecitinas e concentra¢des utilizadas para imunohistoquimica das glandulas salivares
maiores de catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

Lecitina Abreviatura Ligacdo de carboidratos Concentracgéao
especificidade P (mg/mL)¢
Canavalia Con-A aMan>aGlc>aGIlcNAc 0,29 mg/mL
ensiformis
Bandeiraea BSA-I-B4 aGal>aGalNAc 0,5 mg/mL
simplicifolia
Triticum vulgaris WGA GlcNAc(B1,4GlcNAc)12> BGlcNAc 0,1 mg/mL
>NeuSAc
Arachis hypogaea PNA Gall1,3GalNAc>a and BGal 0,1 mg/mL

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

b — Abreviacdo: Man, manose; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetilgalactosamina; Neu5Ac, Acido 5-acetilneuraminico; NeuSAc, acido 5-acetilneuraminico; NeuNAc, Acido
N-acetilneuraminico.

¢ — Tabela modificada de acordo com Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).

Apds uma incubacdo de aproximadamente 8 horas, procedeu-se a retirada das lecitinas
em 3 lavagens de 5 minutos com PBS, seguido de sua incubagdo 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 revelacio ocorreu com o cromogeno
Diaminobenzindina (Scytek DAB Sustrate Cromogen - Bioscience®) diluido em substrato
especifico (Scytek DAB Sustrate - Bioscience®). As laminas foram montadas com uso de
Permount® (Fisher Scientific), analisadas e fotografadas (LEICA ICC50W).

4.3.6 Procedimento de material para microscopia eletrénica de transmissao

Porgdes distintas das glandulas salivares eram coletadas com dimensdo de cerca de 0,5
mm? e imersas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1

molar em pH 7,4 a 4°C para fixacdo. Apos fixacdo, eram feitas lavagens das amostras
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em solucdo tampdo fosfato de sédio e em seguida pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 2%
e em sequéncia contrastadas com acetato de uranila a 3%. Posteriormente, 0 material era
desidratado em concentracdes crescentes de alcool etilico, lavados com dxido de propileno,
Oxido de propileno-resina e resina Spurr. A polimerizagdo da resina era completada quando o
material era levado a estufa a 60°C por 72 horas. Apos isso, 0s blocos eram cortados com 0
auxilio de um ultramicrotomo (Ultracut R, Leica Microsystems, Germany) e em seguida,
contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 5% para posterior
visualizagcdo em microscopio eletrénico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI Company, The
Netherlands; Mega View Ill cémera, Soft Imaging, Germany) e as regibes mais
representativas eram eletromicrografadas. As andlises através da microscopia eletrénica foram
realizadas no Laboratério de Histologia do setor de Anatomia da Faculdade de Medicina

Veterinaria da Universidade de Sao Paulo.

4.3.7 Procedimento de material para microscopia eletrénica de varredura

Apds a coleta, os espécimes selecionados para a andlise eram fragmentados ou
criofraturados com nitrogénio liquido e obtinha-se fragmentos com cerca de 0,5 a 1 cm, em
seguida, o material era fixado em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Completada a fixacdo os fragmentos eram lavados 3 vezes, de 5
minutos cada, em agua destilada e em seguida eram pos-fixados com tetroxido de 6smio a 0,5%
tamponado com fosfato de sddio 0,1M e pH 7,4, por 40 minutos. Concluida a p6s-fixacdo
lavava-se o material, 3 vezes de 10 minutos cada, em agua destilada. Em seguida procedia-se a
desidratacdo do material imergindo-os em concentrac@es diferentes e ascendentes de alcool,
(7,5% por 10 minutos, 15% por 10 minutos, 30% por 10 minutos, 50% por 10 minutos, 70%
por 15 minutos, 90% por 15 minutos e 100% por 10 minutos) em cada concentragdo as amostras
eram imersas 2 vezes.

Completada a desidratacdo o material era seco em aparelho de ponto critico (Quorum
K 850) utilizando gas carbonico (CO,), afixado em suporte do ponto de amostra (Stub) e
metalizado com ouro por “sputtring” (Quorom Q 150R ES), para observacio e obten¢do de
imagens em microscépio eletronico de varredura (TESCAN VEGA 3 LMU), pertencente ao

Laboratério de Microscopia Eletrénica do Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido

58



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

(CPVSA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com uma dissecacao superficial e a retirada do musculo parotidoauricular foi possivel
observar a glandula par6tida. Essa € a maior glandula salivar, recobre totalmente a glandula
mandibular, sua forma € triangular, possui macrolobacao, cor vermelho palido, estd bem aderida
ao tecido conjuntivo adjacente e estd em uma depressdo proxima a orelha (Fig. 03), semelhante
ao observado no queixada (Tayassu pecari) (SCHWARM et al., 2009), porco doméstico e em
seres humanos (STEMBIREK et al., 2012. O ramo bucal do nervo facial passava ventralmente
a glandula pardtida. Sua vascularizacdo era feita por ramos da artéria e da veia maxilar. A
parétida dos catetos se assemelhava em alguns aspectos a parétida do porco doméstico
(BOSHELL e WILBORN, 1978).

A par6tida € uma glandula par, seus pares estdo localizados sobre o ramo maxilar
inferior, abaixo e a frente da orelha externa. Encontram-se envoltos por uma capsula
fibroadiposa numa depresséo cujo limite anterior € 0 masculo masseter, seu limite superior € 0
arco zigomatico e seu limite inferior é a borda anterior do musculo esternocleidomastoideo. O
parénquima esta organizado em lébulos separados por tecido conjuntivo denso, linfa, nédulos
e gordura, essa decricdo macroscopica é semelhante a parétida do porco doméstico (BOSHELL
e WILBORN, 1978).

O ducto parotideo dos catetos surgia na por¢do profunda da glandula e em seu percurso
passava medialmente ao angulo da mandibula, rostralmente contornando o musculo masseter e
imergindo em sua margem rostral. Junto ao ducto parotideo era possivel verificar a presenca da
veia facial. O ducto parotideo se abria na maxila, entre os dentes molares.

O peso e o tamanho da glandula aumentaram com o passar da idade dos animais.
Observa-se 0 aumento da largura, espessura e comprimento da glandula parétida com o avancar
da idade do animal (Tab. 2).

60



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

Tabela 2 -Medidas morfométricas e peso das glandulas par6tidas do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758).

Parétida
Meses Antimero direito Antimero esquerdo
c | L | E [P c [ L [ E [P

4F 45,95 9,70 2,84 3,2396 | 45,01 10,30 2,77 2,8311
4F 46,11 16,37 2,19 3,6318 | 45,16 16,54 2,67  3,6437
5F 41,43 18,67 3,08 57121 | 42,97 13,70 3,48 5,0375
5M 43,03 16,97 5,75 5,7953 | 43,65 15,86 3,85 5,1178
6F 46,24 18,95 7,80 5,6066 | 47,93 16,70 6,24 5,4242
6M 53,22 14,79 6,32 5,1561 | 48,70 21,07 6,53 5,2172
7F 55,82 15,76 6,47 6,1577 | 48,70 21,07 6,53 5,8981
™ 56,95 12,52 9,53 6,1032 | 58,01 10,30 9,77 6,2119

C: comprimento (mm); L: largura (mm); E: espessura (mm) e P: peso (gramas). Fémea (F) e macho (M).

A glandula parotida apresenta uma capsula de tecido conjuntivo denso ndo-modelado e
dele partem septos que delimitam a glandula em lobos e I6bulos (Fig. 04). Esta é a glandula que
mais apresenta tecido conjuntivo, possuia um bom arcabouco sanguineo e ductal. E uma
glandula estritamente serosa, constituida por células, em sua maioria, piramidais, com apice
orientado ao lumen acinar, enguanto sua base estava voltada ao estroma conjuntivo. Numerosos
granulos de secrecdo dispunham-se no apice das células acinares, originam-se em processos de
sintetize celular e sdo secretados nos ductos intercalares. Esses granulos de secrecdo eram
acidofilos, demonstrado pela alta afinidade pela eosina (Fig. 04). O citoplasma celular era mais
comprimido se comparado aos das células mucosas. Seus nucleos sdo muito basofilicos,
corando-se fortemente pela hematoxilina, sdo esféricos, localizam-se na regido basal da célula
e diferiam dos nucleos das células ductais pela forte afinidade a hematoxilina.

Ao longo do desenvolvimento glandular, ela continuava serosa, contendo sempre 4cinos
serosos rodeados por ductos e delimitados por tecido conjuntivo denso ndo-modelado (Fig. 04).
Seu estroma era mais complexo que nas demais glandulas salivares. A descrigdo glandular nos
catetos assemelhou-se a descricdo em porcos domésticos feita por Boshell e Wilborn (1978),
pois nestes animais 0s componentes parenquimatosos, também sdo compostos por acinos,
ductos intercalares, ductos estriados e ductos excretores, dispostos nessa ordem para conduzir
a saliva para a cavidade oral. Os acinos sdo alongados e ramificados, com limens pequenos e

tortuosos. As celulas variavam de forma piramidal a retangular, com seu apice coincidindo com
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[imen acinar. Granulos secretores palidos preenchiam quase todo o citoplasma e davam a célula
acinar uma aparéncia vacuolada. Os nucleos, localizados na regido basal, sdo redondos e
frequentemente comprimidos por granulos secretorios. Os agrupamentos de cromatina séo
distribuidos uniformemente e um Unico nucléolo era geralmente visivel dentro de cada ndcleo.

A descricdo obtida para a glandula parotida em catetos também se assemelhou ao
descrito por Lentle et al. (2002) estudando 4 espécies de marsupiais do género Macropodiae no
que diz respeito a ndo observacdo de células mucosas e a presenca de citoplasma vacuolado,
indicando a presenga de material solivel em 4agua ou em &lcool e os granulos secretores
dispersos irregularmente nas extremidades das células secretoras, aléem disso, nos marsupiais,
ductos intercalares e um numero de ductos estriados intralobulares sdo evidentes. Grupos de
ductos excretores sao observados em areas de tecido conjuntivo extralobular (LENTLE et al.,
2002) disposicdo ductal congenere aos catetos. J& em relacdo as células verificaram-se

diferengas quanto a forma esférica das células e o posicionamento central dos nucleos.
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Figura 2 - Fotomicrografias da glandula parétida do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Em
A, D, G e J verifica-se que os l6bulos basofilicos sdo individualizados por tecido conjuntivo
(setas pretas). Em B, E, H e K o tecido conjuntivo (setas pretas) delimita os acinos e os ductos
(setas amarelas), os nucleos sdo esféricos e coram-se fortemente por hematoxilina (setas
vermelhas).Em C, F, | e L verifica-se que os l6bulos estdo individualizados por fibras coldgenas
(setas pretas) A, B, D, E, G, H J, e K coloragdo Hematoxilina-Eosina; C, F, | e L Coloracéo
Tricrémico de Gomori.
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A glandula paroétida, apesar de ndo apresentar células mucosas, corou-se levemente por
meio de Alcian Blue (pH 2,5), corou-se levemente pelo método PAS nos espécimes com 4 e 5
meses, a partir dos 6 meses observou-se uma transicdo, onde alguns espécimes coravam e outros
ndo e, a partir dos 7 meses, a parétida ndo corava-se pelo procedimento PAS. Na associacdo
Alcian Blue (pH 2,5) e PAS, as pardétidas revelaram uma fraca positividade para o Alcian Blue
(pH 2,5), sendo imperceptivel positividade ao PAS (Fig. 05). A fraca positividade histoquimica
da parétida demonstra que hd uma discreta atividade secretora de mucinas &cidas,
assemelhando-se aos marsupiais (LENTLE et al., 2002) e diferindo dos bovinos domésticos
(SHACKLEFORD e KLAPPER, 1962). Estes resultados também diferiram ao observado por
Boshell e Wilborn (1978) em porcos domésticos, enquanto nessa espécie a maioria das células
acinares variou de PAS-negativo a levemente PAS-positivo, em catetos acima dos sete meses
de idade a pardtida sempre era PAS-negativa. Além disso, porcos domésticos contém as células
acinares Alcian Blue (pH 2,6 ou 0,5) negativas, diferindo, portanto do Alcian Blue (pH 2,5)
positivo dos catetos.

A técnica de imunohistoquimica demonstrou reacdes positivas de variadas intensidades
para diferentes glicoconjugados na glandula parétida do cateto, de acordo com a lecitina
utilizada. Estas reacGes também variaram de acordo com a idade dos animais. N&o houve
positividade da glandula parétida para glicoconjugados marcados pela lecitna PNA tanto para
animais com quatro meses, quanto para animais com sete meses de idade. Houve leve
positividade da par6tida para BSA 1-Bs e WGA tanto para animais com quatro meses, quanto
para animais com sete meses de idade. Houve moderada positividade para Con-A tanto para
animais com quatro meses, quanto para animais com setes meses de idade (Fig. 07). Com
excessao da Con-A que é moderadamente positiva, os demais resultados diferem do observado
por Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016) estudando ovelhas, pois nesta espécie as lecitinas BSA |-

B4 WGA e PNA sédo moderadamente positivas.
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Figura 3 - Fotomicrografias da glandula parotlda do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758). As
imagens A, E, | e M representam a fraca positividade da parétida ao método Alcian Blue (pH
2,5). As imagens B, F, demonstram uma fraca positividade ao Acido Periddico de Schiff aos
quatro e cinco meses, respectivamente, enquanto J e N demonstram negatividade ao método
Acido Periddico de Schiff aos seis e sete meses, respectivamente. As imagens C, D, G e H
demonstram que os &cinos tem fraca positividade pelo método Acido Periddico de Schiff
associado ao Alcian Blue (pH 2,5) aos quatro e cinco meses respectivamente (setas vermelhas
para acinos PAS-positivos) (setas amarelas para Alcian Blue-positivos), enquanto as imagens
K, L, O e P demonstram positividade apenas ao método Alcian Blue (pH 2,5) (setas amarelas).
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Figura 4 - Fotomicrografias da glandula parotida do cateto (Pecari tajacu Linnaeus,
1758). Em A ndo houve reacdo a lecitina PNA aos quatro meses. Em B ndo houve
reacdo para lecitina PNA aos sete meses. Em C fraca reacéo a lecitina BSA 1-B4 aos
quatro meses. Em D fraca positividade para lecitina BSA 1-B4 aos sete meses. Em E
moderada positividade a lecitina Con-A aos quatro meses. Em F moderada
positividade para lecitina Con-A aos sete meses. Em G fraca reacdo a lecitina WGA
aos quatro meses. Em H fraca positividade para lecitina WGA aos sete meses.
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A ultraestrutura da par6tida revelou uma glandula com unidades secretoras, ductos e
vasos sanguineos. O parénquima da parotida de catetos era semelhante ao observado em
camelos (Camelus dromedarius) (MANSOURI e ATRI, 1994). O formato da célula acinar é
semelhante a uma piramide, porém, esse formato nem sempre era observado (Fig. 05), diferindo
das células acinares em camelos (Camelus dromedarius) (MANSOURI e ATRI, 1994) e
assemelhando-se as células acinares de porcos doméstico (BOSHELL e WILBORN, 1978). As
células das unidades secretoras sdo repletas de granulos de secrecdo de tamanhos diversos,
bastante eletrondensos e cresciam conforme se afastavam do nucleo, diferindo dos granulos
eletronlucentes dos camundongos (PICOLI et al., 2011) e dos porcos doméstico (BOSHELL e
WILBORN, 1978). Os granulos secretores maduros estdo proximos a borda da membrana
celular, sua eletrondensidade e tamanho sdo maiores que nos granulos imaturos.

O nacleo celular dos acinos das par6tidas de cateto era esférico, localizado na base
celular e continha um nucléolo proeminente. No entorno do nucleo s&o observadas mitocondrias
e RER, demonstrando intensa atividade de sintese proteica. As células acinares sintetizavam e
secretavam granulos de secre¢do nos ductos intercalares. Com excecdo dos microvilos, ndo
observados em catetos, a forma e a disposicdo dos nucleos era semelhante ao observado em
camelos (Camelus dromedarius) por Mansouri e Atri (1994).

A disposicéo de organelas celulares em catetos estava organizada basicamente na regido
basal. O RER em uma quantidade moderada esta localizado principalmente basal e lateral ao
ndcleo, 0 RER também poderia ser visto de forma aleatéria entre os granulos secretores. Outras
organelas observaveis sdo ribossomos livres, algumas mitocéndrias distribuidas aleatoriamente
com cristas achatadas e escasso complexo de Golgi, essas organelas estvam em uma disposi¢édo
semelhante aos descrito em porcos domeésticos (BOSHELL e WILBORN, 1978).

67



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

Rl -

5 Tl R T Y

Figura 5 - Eletromicrografias da glandula parétida de cateto (Pecari tajacu, Linnaeus,
1758). Células acinares produzem granulos de secrecdo eletrondensos (setas
vermelhas) e estas se dirigem ao apice celular. A base celular estava voltada para o
tecido conjuntivo enquanto o apice celular formava o ltmen do &cino (L). O ndcleo
(N) celular apresentou-se esférico, com um nucléolo proeminente e estava localizado
na base celular. Proximo aos nucleos foi observado reticulo endoplasmatico rugoso
(setas azuis) e mitocéndrias (setas amarelas). Em torno dos acinos pode-se observar a
presenca de células mioepiteliais (M).
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4.4.1 Ductos e células mioepiteliais

As glandulas salivares possuiam em seu parénquima, além dos acinos, inimeros ductos
que comecavam bem pequenos permeando 0s &cinos e iam crescendo e ramificando-se. Os
menores ductos eram os intercalares, logo em seguida vinham os ductos estriados e destes
surgiam os ductos excretores que desembocavam cavidade oral.

Os ductos intercalares eram os menores ductos e nem sempre era possivel visualiza-los
na microscopia de luz, esses ductos permeavam 0s &cinos e recebiam os granulos de secrecdo
das células acinosas. As células dos ductos intercalares variavam de pavimentosas simples a
cubicas simples com nucleos basofilicos localizados centralmente, seu citoplasma era escasso
e eosinofilico. A sua luz estava em continuidade com a unidade secretora terminal dos acinos
(Fig. 06). Essa disposi¢do morfoldgica estava semelhante ao descrito por Krause (2010) em
coalas (Phascolarctos cinereus), ao descrito por Mansouri e Atri, (1994) em camelos (Camelus
dromedarius) e ao descrito por Boshell e Wilborn (1978) em porcos domésticos. Tanto em
cateto quanto nestas espécies, o ducto intercalar estava em intima relagdo com o limen acinar.

Os ductos intercalares convergiam nos ductos estriados. Esses continham mitocondrias
na sua regido basal e poderiam apresentar uma simples camada ou duas camadas celulares.
Existia uma camada de células colunares simples com granulos de secre¢do na porcao apical.
Seus nucleos eram basofilicos e basais. A camada basal era cubica com nucleo basofilico
central. A camada superior era colunar, com nucleos centrais e basofilicos. Os ductos estriados
recebem essa denominacgédo devido a presenca de estriagdes na sua regido basal. Essas estrias
sdo mitocondrias alongadas, sugerindo intensa atividade celular (Fig. 06). Os ductos estriados
de catetos assemelharam-se aos ductos estriados descritos por Krause (2010) em coalas
(Phascolarctos cinereus), pois nessa espécie 0s ductos estriados se posicionaram centralmente
dentro dos l6bulos e se caracterizaram por estrias basais bem desenvolvidas e um citoplasma
eosinofilico granular.

Os ductos intercalares e estriados eram encontrados dentro dos Iébulos, pois permeavam
os lobulos glandulares e desembocavam em ductos excretores, esses ultimos continham porgdes
intralobulares e interlobulares.

O ducto excretor era oriundo dos ductos estriados e era revestido por epitélio
pseudoestratificado, era observado entre os Iébulos glandulares. Quanto mais se afastava dos

acinos, mais complexo tornava-se e maior tornava-se a sua luz ductal. O epitélio
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pseudoestratificado perdia essa caracteristica e assumia uma forma estratificada, tendo varias
camadas de células epiteliais, tornando-se cada vez mais complexo, culminando no ducto
principal que carreara a saliva a cavidade oral. Células caliciformes eram observadas nos ductos
excretores. Descricdo semelhante quanto a morfologia e localizagdo dos ductos excretores foi
feita por Boshell e Wilborn (1978) em porcos domésticos e por Lentle et al. (2002) estudando
quatro espécies de wallabies (Marsupialia: Macropodiae).

Em torno dos acinos e também dos ductos, entre as células epiteliais e a lamina basal,
havia as celulas mioepiteliais. As celulas mioepiteliais eram dificeis de serem observadas na
microscopia de luz, mas estavam presentes em todas as glandulas, eram observadas nas porgoes
finais dos acinos e ao redor dos ductos. Eram células pavimentosas com um nucleo achatado.
A posicdo das células mioepiteliais de catetos era semelhante ao descrito por Picoli et al. (2011),
estudando camundongos e ao descrito por Lentle et al. (2002) estudando quatro espécies de

wallabies (Marsupialia: Macropodiae).
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Figura 6 - Fotomicrografias dos ductos salivares do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Em
A observa-se a disposicdo dos ductos intercalares, hd uma intima relagdo entre este ducto e 0s
acinos. Em B nota-se que o ducto é constituido por uma Unica camada de células epiteliais
cubicas e seu nucleo é esférico, basofilico e localizado no centro celular. Em C nota-se a
delimitacdo do ducto por uma fina camada de fibra coldgena. Em D tem-se o ducto estriado,
este ducto era maior que o ducto intercalar. Em E observa-se que as células eram colunares e
0s nucleos eram esféricos e posicionados no centro da célula, atenta-se que a base celular é mais
eosinofilica que o apice celular. Em F nota-se q uma fina camada de fibra colagena delimitando
0 ducto. Em G observa-se 0 ducto excretor, este ducto tinha muito tecido conjuntivo ao seu
redor (*) e estava na regido interlobular. Em H nota-se que o ducto excretor continha mais de
uma camada de células epiteliais, sendo a mais basal clubica e a mais externa colunar. Em |
nota-se uma densa rede de fibras colagenas envolvendo o ducto excretor. A, B, D, E, Ge H
coloragdo Hematoxilina-Eosina. C, F e | colora¢do Tricromico de Gomori.

71



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

Figura 7 - Eletromicrografias das células ductais de cateto (Pecari tajacu, Linnaeus, 1758).
Em A e B temos células do ducto intercalar. Observa-se que os nucleos (N) sdo esféricos e
localizados basalmente, ha algumas mitocdndrias dispersas pelo citoplasma (setas amarelas).
Ao redor dos ductos observam-se células mioepiteliais (M). Em C e D observa-se o ducto
estriado. Estes ductos apresentaram células colunares e seus nucleos (N) estavam localizados
no centro. Ao redor dos ductos estriados também foi possivel observar células mioepiteliais
(M).
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4.5 CONCLUSAO

Os catetos apresentam um par de glandulas par6tidas. Essas glandulas seguem 0 mesmo
padrdo estrutural das glandulas de outras espécies de mamiferos. A parétida é a maior das
glandulas salivares, possui forma piramidal, esta localizada proxima a orelha externa, sob o
musculo parotidoauricular. A parétida € uma glandula serosa, no entanto, em animais mais
jovens ha a sintese de mucinas neutras. Sintese que cessa em animais adultos. O seu peso,
comprimento, largura e espessura aumentaram com o avangar da idade do animal, revelando
sua importancia na vida adulta do animal.

O seu parénquima € constituido por acinos e ductos. Os &cinos sdo globosos e estdo
dispostos em forma de cacho de uvas. Os &cinos estdo aderidos uns aos outros por meio de uma
malha de fibras colagenas. Os ductos estdo em intima relagdo com os &cinos. A sua
ultraestrutura da revelou a presenca de acinos estritamente serosos, em intensa atividade de
sintese e secrecdo de material para a luz ductal. Os granulos sintetizados por estas células sao

muito eletrondensos.
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5 CAPITULO 2 - MORFOLOGIA DA GLANDULA MANDIBULAR EM CATETOS
(Pecari Tajacu LINNAEUS, 1758)

5.1 RESUMO

As glandulas salivares maiores sdo as responsaveis pela sintese de saliva e por atuar para a
perfeita manutencdo da homeostase oral. Esse trabalho objetiva estudar as glandulas
mandibulares de cateto ao longo do desenvolvimento etario do animal, de modo a poder
fornecer informacdes sobre a morfologia dessas glandulas. As glandulas foram analisadas por
meio de descricdo macroscopica e também por microscopia de luz e eletrdnica. A microscopia
de luz seguiu metodologia para caracterizacao histoquimica dos granulos de secrecéo e também
de técnicas de imunohistoquimica para caracterizacao dos carboidratos de membrana. Seguindo
a metodologia constatou-se que a mandibular localiza-se sob a glandula par6tida, proximo ao
angulo da mandibula. O peso da glandula mandibular diminuiu ao longo do crescimento do
animal, enquanto suas medidas morfométricas aumentaram. Microscopicamente é uma
glandula mucosa, sintetizando mucinas neutras e 4cidas, além disso, demonstrou positividade
para as lecitinas. A ultraestrutura glandular revelou que os acinos séo globosos, dispostos em
forma de cacho de uvas, aderidos uns aos outros por meio de uma malha de fibras colagenas.
Os ductos estavam em intima relacdo com os acinos. A ultraestrutura expds que as glandulas
sdo revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo e dessa capsula partem septos que dividem
a glandula em lébulos. Suas células mucosas apresentam inimeros granulos de secrecdo em
variadas eletrondensidades e tamanhos, além disso, contém um ponto muito eletrondenso no
interior de alguns granulos.

Palavras-chaves: Glicoconjugados, desenvolvimento extra-uterino, animais selvagens,
taiassuideos.
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5.2 INTRODUCAO

As glandulas salivares mandibulares sdo descritas em vérias espécies como o0 canguru
vermelho (Macros rufus) por Forbes e Tribe (1969), em furdo (Mustela putorius furo) por Jacob
e Poddar (1987), em porcos miniaturas por Zhou et al. (2010) e em cutias (Dasyprocta leporina)
por Oliveira Junior et al. (2016). O parénguima das glandulas salivares € constituido por
unidades sintetizadoras e secretoras de saliva, 0s &cinos; por unidades carreadoras e
modificadoras dessa saliva, 0s ductos e células que auxiliam nestes processos, as células
mioepiteliais. As glandulas salivares maiores sdo as responsaveis por atuar para a perfeita
manutencdo da fisiologia oral. Juntamente com as glandulas salivares menores, sintetizam e
secretam a saliva, responsavel por umidificar os alimentos e iniciar a digestdo de carboidratos.

Phillips e Tandler (1987) apontam que as glandulas salivares podem ter desempenhado
papel fundamental na dominacao terrestre dos mamiferos, contribuindo para a evolucdo, em
decorréncia de se modificar para facilitar a digestdo dos mais diversos alimentos, glandulas
salivares facilitaram o dominio dos mamiferos em varios nichos (PHILLIPS, TANDLER e
NAGATO, 1993). Essas modificagdes se devem as estruturas acinares, constituidas por células
mucosas e serosas, cada uma sintetizando e secretando um granulo diferente. Os granulos de
secrec¢do das células acinares sdo liberados na mucosa oral por meio dos ductos. Esses granulos
podem diferir mesmo entre espécies préximas (JEONG et al., 2012), quanto em estagios
diferentes de maturacdo (JEONG e JEONG, 2017).

A ultraestrutura das glandulas salivares mostra que as células acinares sdo piramidais,
medem entre 50-60 um de diametro e estdo dispostas uma ao lado da outra de modo a formar
um lumen central. As células acinares possuem inimeros microvilos estendidos até o Iimen
acinar a uma distancia de aproximadamente 1,5 um. Em seccéo longitudinal, os microvilos séo
vistos de forma ramificada, lembrando a aparéncia de cactos. As estruturas filamentosas se
estendem da base para a extremidade distal de cada microvilo. As células acinares contém uma
grande quantidade de granulos de secrecéo de varios tamanhos variando entre 0,6 pum a 3 pm.
Em algumas espécies os granulos de secre¢do podem conter um ponto muito eletrondenso em
seu interior (TANDLER e ERLANDSON, 1976; SHACKLEFORD e WILBORN, 1968).

As células acinares apresentaram RER na regido basal, préximo ao nucleo, em
guantidade moderada, possuindo ribossomos aderidos as suas paredes, ja as mitocondrias sdo

pequenas, numerosas e distribuidas pelo citoplasma. O complexo de Golgi bem desenvolvido

77



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

foi observado apenas na porcéo apical do nucleo celular. Os nucleos sdo de forma oval ou
altamente irregular e podiam conter de um a dois nucléolos bem desenvolvidos. Os granulos
secretores sdo de eletrondensidade moderada e desenvolviam-se em estreita associacdo com o
aparelho de Golgi (SHACKLEFORD e WILBORN, 1968).

As glandulas salivares apresentam células acinares e também ductos em variados
tamanhos. Os ductos intercalares estdo em intima relacdo com o limen acinar. A luz do ducto
é pequena e pode conter algumas poucas microvilosidades. No citoplasma das células ductais
sdo observados alguns grénulos eletrondensos proximos ao apice, entretanto, a quantidade de
granulos é menor que nos acinos (JACOB e PODDAR, 1987). Além dos ductos intercalares
de pequeno calibre, também sdo observados células mioepiteliais circundando os &cinos
(TANDLER e ERLANDSO, 1976)

Os estudos com morfologia sdo a base do conhecimento para outras areas do
conhecimento e considerando a importancia das glandulas salivares para a homeostasia do

animal, este trabalha visa descrever a morfologia da glandula mandibular de catetos.
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5.3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho utilizou oito catetos de idades diferentes, de ambos os sexos, obtidos do
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres — CEMAS/UFERSA, criadouro cientifico,
registrado junto ao IBAMA com o numero 1478912. Ocupa uma area de 20 ha, esta
aproximadamente 16 metros acima do nivel do mar e suas medidas de georreferenciamento
estdo entre as coordenadas geograficas 5° 11” S e 37° 20° W Gr. Os animais eram mantidos em
piquetes, alimentados com ragdo e frutas, e a 4gua era ad libitum.

5.3.1 Protocolo de eutanasia

A metodologia utilizada no projeto foi aprovada pelo SISBIO (Parecer n® 47439-2) e
também pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA (Parecer n°
23091.007472/2016-24). Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias da
UFERSA, no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada do Departamento de Ciéncias
Animais.

Os animais foram primeiramente submetidos a pré-anestesia com a utilizacdo de

.5 .6 . . . « . .
xilazina e cetamina aplicadas no musculo semimembranoso. A indugdo anestésica era feita
pela via intravenosa (veia cefalica) com administracdo de tiopental’. Em seguida, uma solucéo

de cloreto de potassio® era infundida, pelo mesmo acesso venoso.

5 Xilazina a 10%, na dose de 1mg/kg.

& Cetamina 5%, na dose de 10mg/kg.

" Tiopental 1g na dose de 25mg/kg.

8 Cloreto de potassio a 19,1% na dose de 1mL/kg.
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5.3.2 Procedimento de macroscopia e coleta de material

Os animais apo6s a eutanasia eram dissecados. Previamente era realizada uma incisao
ventral, sentido craniocaudal, até a porcdo cervical do musculo esterno-hidideo. Novas incisdes
eram feitas no contorno dos olhos e das orelhas para, so entdo, ser feito o rebatimento do tecido
cutaneo, tela subcutanea e do musculo parotidoauricular, para que dessa forma as glandulas
salivares maiores pudessem ser exteriorizadas, analisadas, fotografadas e avaliadas quanto a
topografia, textura, coloracdo, forma e cor. Para documentacdo macroscopica foi utilizada uma
camera fotografica (Nikon D7200).

5.3.3 Medicao morfométrica e de volume glandular

As glandulas foram pesadas utilizando uma balanca de precisdo (AL200C, Marte,
Brasil, 200g — 0,001g), seguindo a metodologia de Scherle (1970). Pesava-se um frasco
contendo solucdo fisiologica e em seguida mergulhava-se a glandula e obtinha-se nova
pesagem. A diferenca entre as pesagens correspondia ao peso glandular, que é igual ao seu
volume em milimetros cubicos. Por convencdo 1g equivale a 1000 mmg3. Para a avaliacdo de
comprimento, largura e espessura as glandulas foram medidas por meio de um paquimetro
digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, 150 mm - 6 Pol). O comprimento era medido tomando
por base a maior extensdo da glandula e a largura por sua menor extensdo. Como a glandula
paroétida possuia uma superficie irregular, na medicdo da largura e espessura, trés locais eram
medidos e fazia-se uma média aritmética dos trés locais para inferir a medicdo da glandula (Fig.
02).

5.3.4 Procedimento para microscopia de luz

Para diminuir os vieses e possiveis interferéncias, os espécimes passaram por um

processo de isotropizagdo, ou seja, passaram por um processo para que todas as regides da
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amostra tivessem a mesma oportunidade de serem vistas ao microscopio. As sec¢des foram
feitas de forma aleatoria. Fragmentos de tecido com cerca de 0,5 cm, eram retirados e
acondicionados em frascos contendo solucdo dos fixadores Bouin ou paraformaldeido a 4%
tamponado com fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 a 4° C.

Apos fixacdo, o material era lavado em &gua corrente para retirada do excesso de
fixador e submetido a metodologia adaptada de Tolosa et al. (2003) para obtencdo das
laminas. As laminas eram submetidas a coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE); Acido
Periddico de Schiff (PAS) para detec¢do de mucinas neutras e sialomucinas labeis, Alcian Blue
(pH 2,5) para detecgao de sialomucinas e sulfomucinas; PAS associado com Alcian Blue (pH
2,5) para deteccao de acinos sintetizadores de determinadas mucinas e Tricromico de Gomori
para marcacao de fibras colagenas. Para a metodologia de PAS e Alcian Blue (pH 2,5) foi
utilizado um grupo controle sabidamente positivo para estas coloracoes.

Finalizada a coloracdo, era realizada a montagem das laminas. A anélise das mesmas
era realizada em microscopio de luz (LEICA ICC50W) em objetivas com aumento variando
entre 10X a 100X (objetiva de imersdo). As laminas mais representativas eram

fotomicrografadas em um aparelho da marca Leica, modelo ICC50W.

5.3.5 Procedimento para imunohistoquimica

Para esta etapa, foi sequido o protocolo adaptado de Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).
Cortes de 5 um de espécimes com quatro e sete meses, foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol (dois banhos de 5 minutos), reidratados em concentracGes
descrescentes de etanol (100%, 95% e 70%) por 5 minutos, imersos em peroxido de hidrogénio
a 3% por 30 minutos, lavados em 3 imersdes de 5 minutos em agua destilada e depois 3 imersdes
de 5 minutos em PBS 01 mM em cada lavagem.

A exposi¢do antigénica dos tecidos foi realizada em tampdo citrato (10 mM, pH 6,0),
acondicionamento em aparelho de micro-ondas (60°C por 15 minutos), seguida por trés
lavagens em PBS. Na etapa seguinte foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena e das
reacOes inespecificas utilizando o Kit DAKO em cdmara Umida por 30 minutos, seguido de 3
lavagens de 5 minutos em PBS e prosseguindo-se com a incubagdo dos espécimes com as

lecitinas em cdmara umida. Foram utilizadas quatro lecitinas Canavalia ensiformis — Con-A
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(Referéncia: C2272, Sigma-Aldrich®), Bandeiraea simplicifolia — BSA-1-B4 (Referéncia:
L2140, Sigma- Aldrich®), Triticum vulgaris — WGA (Referéncia: L5142, Sigma- Aldrich®),
Arachis hypogaea — PNA (Referéncia: L6135, Sigma- Aldrich®). O controle negativo foi feito

utilizando PBS em camara Umida ao invés das lecitinas.

Tabela 3 - Lecitinas e concentracdes utilizadas para imunohistoquimica das glandulas salivares
maiores de catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

Lecitina Abreviatura Ligacao de carboidratos Concentracéa
especificidade P o (mg/mL)°
Canavalia Con-A aMan>aGlc>aGIcNAc 0,29 mg/mL
ensiformis
Bandeiraea BSA-I-B4 aGal>aGalNAc 0,5 mg/mL
simplicifolia
Triticum vulgaris WGA GlcNAc(B1,4GlcNAc)12> BGleNAc 0,1 mg/mL
>Neu5Ac
Arachis hypogaea PNA GalR1,3GalNAc>a and BGal 0,1 mg/mL

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

b — Abreviagdo: Man, manose; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetilgalactosamina; NeuSAc, Acido 5-acetilneuraminico; NeuSAc, acido 5-acetilneuraminico; NeuNAc, Acido
N-acetilneuraminico.

¢ — Tabela modificada de acordo com Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).

Apdbs uma incubacédo de aproximadamente 8 horas, procedeu-se a retirada das lecitinas
em 3 lavagens de 5 minutos com PBS, seguido de sua incubacgéo 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 revelacio ocorreu com o cromogeno
Diaminobenzindina (Scytek DAB Sustrate Cromogen - Bioscience®) diluido em substrato
especifico (Scytek DAB Sustrate - Bioscience®). As laminas foram montadas com uso de
Permount® (Fisher Scientific), analisadas e fotografadas (LEICA ICC50W).

5.3.6 Procedimento de material para microscopia eletrénica de transmissao

Porgoes distintas das glandulas salivares eram coletadas com dimensdo de cerca de 0,5

mm? e imersas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1
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molar em pH 7,4 a 4°C para fixagdo. Apos fixacdo, eram feitas lavagens das amostras
em solucdo tampdo fosfato de sodio e em seguida pds-fixadas em tetroxido de désmio a 2%
e em sequéncia contrastadas com acetato de uranila a 3%. Posteriormente, o material era
desidratado em concentragdes crescentes de alcool etilico, lavados com oOxido de propileno,
Oxido de propileno-resina e resina Spurr. A polimerizagdo da resina era completada quando o
material era levado a estufa a 60°C por 72 horas. Ap0s isso, 0s blocos eram cortados com 0
auxilio de um ultramicrotomo (Ultracut R, Leica Microsystems, Germany) e em seguida,
contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 5% para posterior
visualizacdo em microscopio eletrénico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI Company, The
Netherlands; Mega View Ill camera, Soft Imaging, Germany) e as regifes mais
representativas eram eletromicrografadas. As andlises através da microscopia eletrénica foram
realizadas no Laboratério de Histologia do setor de Anatomia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de S&o Paulo.

5.3.7 Procedimento de material para microscopia eletrénica de varredura

Apds a coleta, os espécimes selecionados para a andlise eram fragmentados ou
criofraturados com nitrogénio liquido e obtinha-se fragmentos com cerca de 0,5 a 1 cm, em
seguida, o material era fixado em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Completada a fixacdo os fragmentos eram lavados 3 vezes, de 5
minutos cada, em agua destilada e em seguida eram pos-fixados com tetroxido de 6smio a 0,5%
tamponado com fosfato de sédio 0,1M e pH 7,4, por 40 minutos. Concluida a pds-fixacdo
lavava-se o material, 3 vezes de 10 minutos cada, em agua destilada. Em seguida procedia-se a
desidratacdo do material imergindo-os em concentracdes diferentes e ascendentes de alcool,
(7,5% por 10 minutos, 15% por 10 minutos, 30% por 10 minutos, 50% por 10 minutos, 70%
por 15 minutos, 90% por 15 minutos e 100% por 10 minutos) em cada concentragéo as amostras
eram imersas 2 vezes.

Completada a desidratacdo o material era seco em aparelho de ponto critico (Quorum
K 850) utilizando gas carbonico (CO,), afixado em suporte do ponto de amostra (Stub) e
metalizado com ouro por “sputtring” (Quorom Q 150R ES), para observagdo € obtengdo de

imagens em microscépio eletronico de varredura (TESCAN VEGA 3 LMU), pertencente ao
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Laboratorio de Microscopia Eletrdnica do Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido
(CPVSA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.

84



Morfologia das glandulas salivares maiores em catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758)

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

A glandula mandibular estava localizada proxima ao &ngulo da mandibula. A
mandibular relaciona-se rostralmente com os linfonodos mandibulares, a glandula sublingual e
0s musculos masseter e digastrico; medialmente, o digastrico, a artéria carotida externa e o
linfonodo retrofaringeo medial; caudalmente, ao masculo génio- hioideo. Sua capsula continua
rostralmente com a porgdo monostomatica da glandula sublingual com a qual é firmemente
fusionada. Sua forma é ovoide, compacta e apresenta cor vermelha pouco intensa. Essa glandula
estd completamente recoberta pela glandula parotida e de sua por¢do mais profunda parte o seu
ducto, esse seguia em direcdo a cavidade oral até abrir na base da lingua, durante este percurso,
o0 ducto passa entre as glandulas sublinguais monostomatica e polistomatica. A artéria e a veia
linguofacial forneciam o seu suprimento sanguineo (Fig. 08). Essa descri¢do assemelha-se as
mandibulares do coala (Phascolarctos cinereus) (KRAUSE, 2010).

O ducto mandibular do cateto seguia a mesma direcdo do ducto do mao-pelada (Procyon
cancrivorus). Além disso, a mandibular tanto no cateto quanto no méao-pelada assemelham-se
em questdes como a forma oval, lobulagdo e posi¢cdo anatémica, diferindo com relagéo a
cobertura da pardtida, no cateto a parétida recobre toda a mandibular enquanto que no mao-
pelada a mandibular estd parcialmente coberta pela parte mais ventral da glandula par6tida
(SANTOS et al., 2013).

Quanto as analises na variacdo do peso da glandula mandibular verificou-se que o
mesmo diminuiu conforme o animal crescia, enquanto que a largura, espessura e comprimento

da glandula aumentou com o avancar da idade do animal (Tab. 4).
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Tabela 4 - Medidas morfométricas e peso das glandulas mandibulares do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758).

Mandibular
Meses Antimero direito Antimero esquerdo
C L E P C L E P
4F 16,85 23,60 712 36871 | 17,22 20,13 6,77  3,2964
4F 1424 25,72 8,38 38879 | 17,90 23,70 6,02  3,9315
S5F 15,10 24,25 7,01 2,7472 | 1547 26,46 7,21 2,8340
5M 14,76 21,29 6,74  3,0371 | 17,12 22,99 760  3,1759
6F 25,46 17,22 6,67 24162 | 2490 16,44 8,48  2,3522
6M 20,34 27,02 8,85  2,8896 | 18,09 23,38 8,11  3,3432
7F 22,53 29,21 9,85 25533 | 20,28 27,27 9,30  2,0701
™ 20,17 27,02 8,85  2,7839 | 18,09 23,38 8,46 2,9218

C: comprimento (mm); L: largura (mm); E: espessura (mm) e P: peso (gramas). Fémea (F) e macho (M).

Figura 8 — Imagem fotografada da macroscopia das glandulas salivares maiores do cateto
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Glandula mandibular (seta vermelha), parte da glandula
pardtida (seta azul), ramo bucal do nervo facial (seta preta), ducto parotideo (seta amarela), veia
linguofacial (seta verde), timo (asterisco), masculo esternocleidomastoideo (ME).
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Os animais ndo apresentaram alteracfes morfoldgicas perceptiveis ao longo do
desenvolvimento glandular. Todas sdo envoltas por uma capsula de tecido conjuntivo denso
ndo-modelado. Da cépsula partiam septos de tecido conjuntivo se estendendo até o interior e
subdividindo o parénquima glandular em inimeros l6bulos, em uma conformacao semelhante
a glandula mandibular do gambé de rabo curto cinza (Monodelphis domestica) segundo Okada
et al. (2014), do méo-pelada (Procyon cancrivorus) segundo Santos et al. (2013) e também do
coala (Phascolarctos cinereus) segundo Krause (2010). Além disso, em catetos, o tecido
conjuntivo, rico em colageno, delimitava os acinos e os ductos (Fig. 09). Nos septos de tecido
conjuntivo estdo presentes vasos sanguineos e nervos, além de ductos interlobulares excretores.

As mandibulares sdo de natureza mucosas, diferindo assim das glandulas mandibulares
dos coalas que de acordo com Krause (2010), sdo estritamente serosas. As células mucosas
caracterizaram-se por conter em seu citoplasma uma grande quantidade de granulos de secregéo
que ndo se coravam por meio de técnicas histologicas de rotina, no entanto, coravam-se com
técnicas histoquimicas do tipo PAS e Alcian Blue, revelando positividade para sintese de
mucinas. A grande producéo de granulos secretorios dilatava o citoplasma, comprimia o nucleo
e as organelas dessas células na regido basal. Seus nucleos sdo achatados. As células serosas
sdo idénticas, morfologicamente, as células serosas descritas na glandula par6tida, exceto por
se apresentarem na forma de semilua serosa. Esta disposicdo morfologica para as células
acinares estava de acordo com o verificado em gamba de rabo curto cinza (Monodelphis
domestica) (OKADA et al., 2014), as espécies de marsupiais (LENTLE et al., 2002) e de coala
(Phascolarctos cinereus) (KRAUSE, 2010).
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Em A, D, G e J verifica-se que os l6bulos basofilicos sdo individualizados por tecido conjuntivo
(setas pretas). Em B, E, H e K o tecido conjuntivo (setas pretas) delimita os acinos. As células
acinares organizam-se de modo a formar o limen acinar (setas azuis), 0s ndcleos dessas células
sdo esféricos e coram-se fortemente por hematoxilina (setas vermelhas). Em C, F, 1 e L o0s
ductos (*) estdo individualizados por fibras colagenas (setas pretas). A, B, D, E, G, H J, e K
coloragdo Hematoxilina-Eosina; C, F, | e L colorag&o Tricromico de Gomori.

Histoquimicamente estas glandulas coram-se com o Alcian Blue (pH 2,5) mais
fortemente que a par6tida e com o método PAS e na associacdo PAS e Alcian Blue (pH 2,5)

(Fig. 10). Podendo-se inferir que as mucinas sintetizadas sdo neutras e também acidas. A
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positividade ao método PAS foi semelhante ao descrito por Lentle et al. (2002), nestas espécies,
na histologia das glandulas mandibulares as extremidades secretoras Sdo Seromucosas,
constituidas por células mucosas PAS-positivas diferindo histoquimicamente das células
serosas dos marsupiais e também das céulas seromucosas das glandulas mandibulares do
wallabies do pantano (Wallabia bicolor). As primeiras coraram-se de azul enquanto as segundas
sdo menos evidentes (LENTLE et al., 2002) e assemelhando-se as células serosas da mandibular
de coalas (KRAUSE, 2010).

A técnica imunohistoquimica por meio de lecitinas demonstrou reagdes positivas de
variadas intensidades para diferentes glicoconjugados na glandula mandibular do cateto. Estas
reacOes também variaram de acordo com a idade dos animais. Aos quatro meses a mandibular
foi fortemente positiva para PNA, BSA 1-B4 e Con-A, no entanto, aos sete meses essa
positividade sofre alteragdes, passando de forte para moderada nas lecitinas PNA e Con-A e
fraca para a lecitina BSA 1-Bs. A lecitina WGA variou de negativa, aos quatro meses para

fracamente positividade aos sete meses (Fig. 11).
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Figura 10 - Fotomicrografias da glandula mandibular do cateto (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).
Asimagens A, E, | e M representam a forte positividade da mandibular ao método Alcian Blue
(pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao método Acido Peri6dico
de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior atividade secretora de
polissacarideos acidos, visto que hé sobreposicdo do Alcian Blue (pH 2,5) sobre a positividade
ao Acido Periddico de Schiff.
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Figura 11 - Fotomlcrograflas da glandula mandibular do cateto (Pecari
tajacu Linnaeus, 1758). Em A forte reacdo a lecitina PNA aos quatro
meses. Em B moderada positividade para lecitina PNA aos sete meses. Em
C forte reacdo a lecitina BSA 1-B4 aos quatro meses. Em D moderada
positividade para lecitina BSA 1-Bs aos sete meses. Em E forte reacdo a
lecitina Con-A aos quatro meses. Em F moderada positividade para
lecitina Con-A aos sete meses. Em G nédo houve reacéo a lecitina WGA
aos quatro meses. Em H fraca positividade para lecitina WGA aos sete
meses.
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A ultraestrutura do parénquima glandular da glandula mandibular estd dividido em
I6bulos por tecido conjuntivo (Fig. 12). Em catetos os septos de tecido conjuntivo, oriundos da
capsula, dividiam a glandula em I6bulos, acinos, ductos intralobulares de menor calibre e ductos
interlobulares excretores de maior calibre. Além disso, podia-se observar malhas de fibras
coladgenas em porgdes onde esta estava exposta. Esta conformacdo estd em equivaléncia ao
observado, em glandulas salivares mandibulares do méo-pelada (Procyon cancrivorus), por
Santos et al. (2013).

A glandula mandibular de cateto possui apenas &cinos mucosos. As células mucosas nao
apresentam um formato fixo, variando de cubica a piramidal. Em seu citoplasma é observado
inmeros granulos de secrecdo com tamanhos e eletrondensidades diferentes. A
eletrondensidade dos granulos variou de pouco a moderadamente eletrondenso e alguns
granulos apresentaram um ponto muito eletrondenso em seu interior. As células mucosas, em
seu citoplasma, possuem RER, um protuberante complexo de Golgi e algumas poucas
mitocondrias, todas localizadas basalmente. Isso decorre da grande quantidade de granulos de
secrecdo, distribuidos por todo o citoplasma. O nucleo destas células é esférico, esta localizado
na regido basal da célula e possui um nucléolo proeminente (Fig. 12). Essa descrigdo diferiu
das glandulas mandibulares mistas de camundongos (PICOLI et al. (2011), do rato de campo
listrado coreano (Apodemus agraius) (JEONG e JEONG, 2017) e do musaranho aranha coreano
(Sorex caecutiens) (JEONG et al., 2012).

Com relacdo a eletrondensidade dos granulos, enquanto em catetos eles sdo,
eletronlucentes, em rato de campo listrado coreano (Apodemus agraius) e em musaranho aranha
coreano (Sorex caecutiens) eles sdo eletrondensos. No entanto, a disposicdao das organelas é
semelhante entre essas espécies (JEONG et al., 2012; JEONG e JEONG, 2017).
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A

]

Figura 12 - Eletromicrografias da glandula mandibular de cateto (Pecari tajacu,
Linnaeus, 1758). Células acinares produzem granulos de secrecdo eletronlucentes
(setas vermelhas) e estas se dirigem ao apice celular, alguns granulos continham um
ponto eletrondenso em seu interior (Setas amarelas). A base celular estava voltada
para o tecido conjuntivo (setas verdes) enquanto o apice celular formava o limen do
acino (L). O ndcleo celular (N) apresentou-se esférico, com um nucléolo proeminente
e estava localizado na base celular. Proximo aos nucleos foi observado reticulo
endoplasmatico rugoso (setas azuis).
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Semelhancga observada entre catetos e camundongos diz respeito a eletrondensidade dos
granulos. Além disso, catetos, camundongos e camelos (Camelus dromedarius) se
assemelharam com relacdo a disposicdo de suas organelas, pois sob alta ampliacdo era
observado RER adjacente ao complexo de Golgi. O RER estava na regido basal, proximo ao
nacleo, ja as mitocondrias estdo distribuidas aleatoriamente (MANSOURI e ATRI, 1994;
PiCOLI et al., 2011).
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5.5 CONCLUSAO

Os catetos apresentam um par de glandulas mandibulares. Essas glandulas seguem o
mesmo padréo estrutural das glandulas de outras espécies de mamiferos. A mandibular possui
forma oval, esta localizada préxima ao angulo da mandibula, sob a parétida. A mandibular é
uma glandula mucosa, sintetizando mucinas &cidas e neutras ao longo do desenvolvimento do
animal. O seu peso diminuiu com o avancar da idade do cateto, enquanto seu comprimento,
largura e espessura aumentaram. Podendo-se inferir que a mandibular possui uma grande
importancia na vida uterina dos catetos.

O seu parénquima é constituido por acinos e ductos. Os &cinos sdo globosos e estdo
dispostos em forma de cacho de uvas. Os &cinos estdo aderidos uns aos outros por meio de uma
malha de fibras colagenas. Os ductos estdo em intima relacdo com os &cinos. A sua
ultraestrutura revelou a presenca de acinos estritamente mucosos, em intensa atividade de
sintese e secrecdo de material para a luz ductal. Os granulos sintetizados por estas células sdo

eletronlucentes e alguns destes granulos possuem um ponto eletrondenso em seu interior.
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6 CAPITULO 3 - MORFOLOGIA DA GLANDULA SUBLINGUAL EM CATETOS
(Pecari Tajacu LINNAEUS, 1758).

6.1 RESUMO

A atividade das glandulas salivares maiores consiste na sintese e secrecdo de saliva na cavidade
oral, auxiliando na lubrificacéo oral, iniciando a digestdo de alimentos, no sabor e imunidade.
Esse trabalho objetiva estudar as glandulas sublinguais de cateto ao longo do desenvolvimento
etario do animal, de modo a poder fornecer informacdes sobre a morfologia dessas glandulas.
As glandulas foram analisadas por meio de descricdo macroscopica e também por microscopia
de luz e eletrdnica. A microscopia de luz seguiu metodologia para caracterizacao histoquimica
dos granulos de secrecdo e também de técnicas de imunohistoquimica para caracterizacdo dos
carboidratos de membrana. Seguindo a metodologia constatou-se que a sublingual é uma
glandula par e possui duas porcdes, a polistoméatica e a monostomatica. A polistomatica
localiza-se no assoalho da cavidade oral, enquanto a monostomatica localiza-se proxima a
mandibular. O peso, comprimento, largura e espessura dessas glandulas aumentou ao longo do
crescimento do animal. Microscopicamente sdo glandulas mucosas, sintetizando mucinas
neutras e acidas em grandes quantidades, além disso, demonstraram positividade para algumas
lecitinas. A ultraestrutura glandular revelou que os &cinos sdo globosos, dispostos em forma de
cacho de uvas, aderidos uns aos outros por meio de uma malha de fibras colagenas. Os ductos
estdo em intima relacdo com os &cinos. A ultraestrutura demonstrou que as glandulas sdo
revestidas por uma capsula de tecido conjuntivo e dessa capsula partem septos que dividem a
glandula em l6bulos. As células acinares mucosas apresentam inimeros granulos de secrecao
em variadas eletrondensidades, mas em sua maioria eletronlucentes.

Palavras-chaves: Carboidratos de membrana, desenvolvimento pds-natal, animais silvestres,
taiassuideos.
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6.2 INTRODUCAO

A atividade das glandulas salivares maiores consiste na sintese e secrecdo de saliva na
cavidade oral, auxiliando na lubrificacdo oral, iniciando a digestdo de alimentos, no sabor,
imunidade e homeostase oral. A saliva é produzida por &cinos, esses sdo constituidos por células
acinares dispostas a formar um lamen central. S&o as células acinares as sintetizadores de saliva
e por meio da coordenagdo nervosa aumentam ou diminuem a atividade salivar. As células
acinares produzem secrecdo serosa ou mucosa, que contém agua, sais e proteinas, enquanto as
células ductais modificam a secrecdo, principalmente pela reabsorcéo do sal. Alem das células
acinares e ductais, ha também a presenca de células contrateis, as células mioepiteliais. Essas
celulas circundam o limen acinar e os ductos intercalares. As células mioepiteliais sdo células
epiteliais com funcdo de contracdo semelhantes as fibras musculares (MARTINEZ-
MADRIGAL e MICHEAU, 1989). As células mioepiteliais sdo uma parte importante das
glandulas salivares. Essas células compartilham recursos de células musculares lisas, estdo
aderidas a membrana basal por meio de placas basais, seus nucleos séo fusiformes e paralelos
ao eixo das células. RER e complexo de Golgi séo escassos (YOUNG e VAN LENNEP, 1978).
Nem todos os cortes favorecem a visualizacdo das células mioepiteliais, seccdes transversais
tornam sua diferenciagdo das células acinares mais aparentes, pois nestes cortes o perfil nuclear
torna-se fusiforme, com o eixo longo paralelo a base do acino associado (HAN, KIM e CHO,
1976).

Para Denny et al. (2008) a saliva humana evoluiu para desempenhar inimeras funces,
iniciando, ainda na cavidade oral, a digestdo de carboidratos e lipideos, secretando mucinas
auxiliadores da protecdo e cicatrizagdo oral, mucinas tipo MUC5b e MUC7 associadas e
proteinas ricas em prolina sdo responsaveis por formar uma pelicula protetora aos dentes
prevenindo a adesdo bacteriana ao dente. As células acinares, tanto mucosas quanto serosas,
sdo as responsaveis pela sintese da saliva. A saliva sintetizada permanece na célula armazenada
em granulos de secrecdo. A secrecdo salivar ocorre quando a membrana do granulo de secrecéo
une-se a membrana celular na porcéo apical da celula acinar, a consequéncia dessa uniéo resulta
na juncdo da membrana granular a membrana plasmatica, enquanto o contetido do granulo é
despejado no lumen acinar (AMSTERDAM, OHAD e SCHRAMM, 1969).

Apos a secre¢do limen acinar, a saliva segue em diregdo ao liumen do ducto intercalar,

o0 primeiro e menor ducto de uma serie de ductos que a saliva ird percorrer antes de finalmente
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ser liberada na cavidade oral. Durante esse percurso, a saliva é modificada pelas células ductais,
deixando de ser um liquido isot6nico e tornando-se hipoténico (TURNER e SUGIYA, 2002).
As glandulas sublinguais, de um modo geral, ainda sdo pouco estudadas, no entanto,
juntamente com a par6tida e a mandibular, sdo responsaveis pela manuten¢éo as saude bucal e
conhecer sua morfologia. Levando-se em consideragdo a importancia das glandulas salivares
para digestdo, e que os trabalhos abordando a morfologia de tayassuideos ndo envolvem
informacdes acerca da morfofisiologia das glandulas salivares, este trabalho objetiva preencher

a lacuna existente sobre a morfologia faz glandulas sublinguais de cateto.
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6.3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho utilizou oito catetos de idades diferentes, de ambos os sexos, obtidos do
Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres — CEMAS/UFERSA, criadouro cientifico,
registrado junto ao IBAMA com o numero 1478912. Ocupa uma area de 20 ha, esta
aproximadamente 16 metros acima do nivel do mar e suas medidas de georreferenciamento
estdo entre as coordenadas geograficas 5° 11° S e 37° 20” W Gr. Os animais eram mantidos em
piquetes, alimentados com ragdo e frutas, e a 4gua era ad libitum.

6.3.1 Protocolo de eutanasia

A metodologia utilizada no projeto foi aprovada pelo SISBIO (Parecer n® 47439-2) e
também pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFERSA (Parecer n°
23091.007472/2016-24). Todos os procedimentos foram realizados nas dependéncias da
UFERSA, no Laboratério de Morfofisiologia Animal Aplicada do Departamento de Ciéncias
Animais.

Os animais foram primeiramente submetidos a pré-anestesia com a utilizacdo de

.9 .10 . . . « . :
xilazina e cetamina aplicadas no musculo semimembranoso. A inducdo anestésica era feita
pela via intravenosa (veia cefalica) com administracdo de tiopentall. Em seguida, uma solucéo

de cloreto de potassio*? era infundida, pelo mesmo acesso venoso.

® Xilazina a 10%, na dose de 1mg/kg.

10 Cetamina 5%, na dose de 10mg/kg.

11 Tiopental 1g na dose de 25mg/kg.

12 Cloreto de potassio a 19,1% na dose de 1mL/kg.
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6.3.2 Procedimento de macroscopia e coleta de material

Os animais apo6s a eutanasia eram dissecados. Previamente era realizada uma incisdo
ventral, sentido craniocaudal, até a porcdo cervical do musculo esterno-hidideo. Novas incisdes
eram feitas no contorno dos olhos e das orelhas para, so entdo, ser feito o rebatimento do tecido
cutaneo, tela subcutanea e do musculo parotidoauricular, para que dessa forma as glandulas
salivares maiores pudessem ser exteriorizadas, analisadas, fotografadas e avaliadas quanto a
topografia, textura, coloracdo, forma e cor. Para documentacdo macroscopica foi utilizada uma
camera fotografica (Nikon D7200).

6.3.3 Medicdo morfométrica e de volume glandular

As glandulas foram pesadas utilizando uma balanca de precisdo (AL200C, Marte,
Brasil, 200g — 0,001g), seguindo a metodologia de Scherle (1970). Pesava-se um frasco
contendo solucdo fisiologica e em seguida mergulhava-se a glandula e obtinha-se nova
pesagem. A diferenca entre as pesagens correspondia ao peso glandular, que é igual ao seu
volume em milimetros cubicos. Por convencdo 1g equivale a 1000 mmg3. Para a avaliacdo de
comprimento, largura e espessura as glandulas foram medidas por meio de um paquimetro
digital (Digimatic Caliper, Mitutoyo, 150 mm - 6 Pol). O comprimento era medido tomando
por base a maior extensdo da glandula e a largura por sua menor extensdo. Como a glandula
paroétida possuia uma superficie irregular, na medicdo da largura e espessura, trés locais eram

medidos e fazia-se uma média aritmética dos trés locais para inferir a medicdo da glandula.

6.3.4 Procedimento para microscopia de luz

Para diminuir os vieses e possiveis interferéncias, 0s espécimes passaram por um
processo de isotropizagdo, ou seja, passaram por um processo para que todas as regides da

amostra tivessem a mesma oportunidade de serem vistas ao microscopio. As sec¢des foram
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feitas de forma aleatéria. Fragmentos de tecido com cerca de 0,5 cm, eram retirados e
acondicionados em frascos contendo solucdo dos fixadores Bouin ou paraformaldeido a 4%
tamponado com fosfato de sodio 0,1M, pH 7,4 a 4° C.

Apos fixacdo, o material era lavado em &gua corrente para retirada do excesso de
fixador e submetido & metodologia adaptada de Tolosa et al. (2003) para obtencdo das
laminas. As laminas eram submetidas & coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE); Acido
Periodico de Schiff (PAS) para detec¢do de mucinas neutras e sialomucinas labeis, Alcian Blue
(pH 2,5) para deteccao de sialomucinas e sulfomucinas; PAS associado com Alcian Blue (pH
2,5) para deteccdo de acinos sintetizadores de determinadas mucinas e Tricromico de Gomori
para marcacao de fibras colagenas. Para a metodologia de PAS e Alcian Blue (pH 2,5) foi
utilizado um grupo controle sabidamente positivo para estas coloragoes.

Finalizada a coloracdo, era realizada a montagem das laminas. A anélise das mesmas
era realizada em microscopio de luz (LEICA ICC50W) em objetivas com aumento variando
entre 10X a 100X (objetiva de imersdo). As laminas mais representativas eram

fotomicrografadas em um aparelho da marca Leica, modelo ICC50W.

6.3.5 Procedimento para imunohistoquimica

Para esta etapa, foi seguido o protocolo adaptado de Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).
Cortes de 5 um de espécimes com quatro e sete meses, foram aderidos em laminas silanizadas,
desparafinizados em xilol (dois banhos de 5 minutos), reidratados em concentracGes
descrescentes de etanol (100%, 95% e 70%) por 5 minutos, imersos em peroxido de hidrogénio
a 3% por 30 minutos, lavados em 3 imers@es de 5 minutos em agua destilada e depois 3 imersdes
de 5 minutos em PBS 01 mM em cada lavagem.

A exposi¢do antigénica dos tecidos foi realizada em tampdo citrato (10 mM, pH 6,0),
acondicionamento em aparelho de micro-ondas (60°C por 15 minutos), seguida por trés
lavagens em PBS. Na etapa seguinte foi realizado o bloqueio da peroxidase enddgena e das
reacOes inespecificas utilizando o Kit DAKO em cadmara imida por 30 minutos, seguido de 3
lavagens de 5 minutos em PBS e prosseguindo-se com a incubagdo dos espécimes com as
lecitinas em camara Umida. Foram utilizadas quatro lecitinas Canavalia ensiformis — Con-A
(Referéncia: C2272, Sigma-Aldrich®), Bandeiraea simplicifolia — BSA-1-B4 (Referéncia:
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L2140, Sigma- Aldrich®), Triticum vulgaris — WGA (Referéncia: L5142, Sigma- Aldrich®),
Arachis hypogaea — PNA (Referéncia: L6135, Sigma- Aldrich®). O controle negativo foi feito

utilizando PBS em camara Umida ao invés das lecitinas.

Tabela 5 - Lecitinas e concentracdes utilizadas para imunohistoquimica das glandulas salivares
maiores de catetos (Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

Lecitina Abreviatura Ligacao de carboidratos Concentracéa
especificidade P o (mg/mL)°
Canavalia Con-A aMan>aGlc>aGIlcNAc 0,29 mg/mL
ensiformis
Bandeiraea BSA-I-B4 aGal>aGalNAc 0,5 mg/mL
simplicifolia
Triticum vulgaris WGA GlcNAc(B1,4GlcNAc)12> BGleNAc 0,1 mg/mL
>Neu5Ac
Arachis hypogaea PNA GalR1,3GalNAc>a and BGal 0,1 mg/mL

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

b — Abreviagdo: Man, manose; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Gal, galactose; GalNAc, N-
acetilgalactosamina; Neu5SAc, Acido 5-acetilneuraminico; NeuSAc, acido 5-acetilneuraminico; NeuNAc, Acido
N-acetilneuraminico.

¢ — Tabela modificada de acordo com Cinar, Oztop e Ozkarasu (2016).

Apdbs uma incubacédo de aproximadamente 8 horas, procedeu-se a retirada das lecitinas
em 3 lavagens de 5 minutos com PBS, seguido de sua incubagéo 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 revelacio ocorreu com o cromogeno
Diaminobenzindina (Scytek DAB Sustrate Cromogen - Bioscience®) diluido em substrato
especifico (Scytek DAB Sustrate - Bioscience®). As laminas foram montadas com uso de
Permount® (Fisher Scientific), analisadas e fotografadas (LEICA ICC50W).

6.3.6 Procedimento de material para microscopia eletrénica de transmissao

Porgoes distintas das glandulas salivares eram coletadas com dimensdo de cerca de 0,5

mm? e imersas em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de sodio 0,1
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molar em pH 7,4 a 4°C para fixagdo. Apos fixacdo, eram feitas lavagens das amostras
em solucdo tampdo fosfato de sodio e em seguida pds-fixadas em tetroxido de dsmio a 2%
e em sequéncia contrastadas com acetato de uranila a 3%. Posteriormente, o material era
desidratado em concentragdes crescentes de alcool etilico, lavados com oOxido de propileno,
Oxido de propileno-resina e resina Spurr. A polimerizagdo da resina era completada quando o
material era levado a estufa a 60°C por 72 horas. Ap0s isso, 0s blocos eram cortados com 0
auxilio de um ultramicrotomo (Ultracut R, Leica Microsystems, Germany) e em seguida,
contrastados com acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo a 5% para posterior
visualizacdo em microscopio eletrénico de transmissdo (Morgagni 268D, FEI Company, The
Netherlands; Mega View Ill camera, Soft Imaging, Germany) e as regifes mais
representativas eram eletromicrografadas. As andlises através da microscopia eletrénica foram
realizadas no Laboratério de Histologia do setor de Anatomia da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de S&o Paulo.

6.3.7 Procedimento de material para microscopia eletrénica de varredura

Apds a coleta, os espécimes selecionados para a andlise eram fragmentados ou
criofraturados com nitrogénio liquido e obtinha-se fragmentos com cerca de 0,5 a 1 cm, em
seguida, o material era fixado em solucdo de glutaraldeido a 2,5% tamponado com fosfato de
sodio 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Completada a fixacdo os fragmentos eram lavados 3 vezes, de 5
minutos cada, em agua destilada e em seguida eram pos-fixados com tetroxido de 6smio a 0,5%
tamponado com fosfato de sédio 0,1M e pH 7,4, por 40 minutos. Concluida a pds-fixacdo
lavava-se o material, 3 vezes de 10 minutos cada, em agua destilada. Em seguida procedia-se a
desidratacdo do material imergindo-os em concentracdes diferentes e ascendentes de alcool,
(7,5% por 10 minutos, 15% por 10 minutos, 30% por 10 minutos, 50% por 10 minutos, 70%
por 15 minutos, 90% por 15 minutos e 100% por 10 minutos) em cada concentragéo as amostras
eram imersas 2 vezes.

Completada a desidratacdo o material era seco em aparelho de ponto critico (Quorum
K 850) utilizando gas carbonico (CO,), afixado em suporte do ponto de amostra (Stub) e
metalizado com ouro por “sputtring” (Quorom Q 150R ES), para observagdo € obtengdo de

imagens em microscépio eletrdnico de varredura (TESCAN VEGA 3 LMU), pertencente ao
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Laboratorio de Microscopia Eletrdnica do Centro de Pesquisas Vegetais do Semi-Arido
(CPVSA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido.
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6.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A gléndula sublingual dos catetos est4 divida em duas por¢fes, a monostomatica e a
polistomatica. A porcdo polistoméatica é maior que a por¢cdo monostomatica. A porcao
polistomatica da glandula sublingual esta localizada no assoalho da cavidade oral, proxima a
sinfise da mandibula. O segmento cranial esta préximo ao musculo génio- hioideo, o dorso da
glandula repousa sobre o musculo milo-hidideo e ventralmente a glandula faz sintopia com o
musculo hipoglosso, esse aspecto macroscopico é semelhante ao observado em humanos
(BRADLEY, 2016). Na por¢do ventral da glandula passa o ducto principal da glandula
mandibular e varios pequenos ductos da glandula sublingual convergem para o ducto
mandibular. A irrigacdo sanguinea e a drenagem venosa ocorrem por ramos da artéria e veia
linguais, assim como em humanos (BRADLEY, 2016).

A analise morfométrica da por¢do polistomatica demonstrou que o seu peso, a largura,
espessura e comprimento da glandula aumentaram com o avancar da idade do animal, além

disso, os antimeros direito e esquerdo apresentavam divergéncias (Tab. 6).

Tabela 6 - Medidas morfométricas e peso das glandulas sublinguais polistomatica do cateto
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

Sublingual polistoméatica

Meses Antimero direito Antimero esquerdo
c | L [ E [ P c | L] E | P
4F 3508 5,19 280 08186 | 32,33 6,44 255 0,6738
4F 34,78 7,67 326 08671 | 26,82 6,37 2,83 09401
5F 34,62 6,33 2,29 0,8056 | 33,13 6,62 2,48 0,6538
5M 23,90 7,84 2,58 0,839 | 22,01 8,52 2,64 0,9265
6F 33,30 7,43 374 11818 | 32,88 7,15 3,83 1,0788
6M 28,52 9,04 423 08511 | 2958 10,05 3,65  0,7884
7F 31,52 8,54 4,19 1,5468 | 32,55 10,11 3,44 1,7033
™ 32,27 9,34 3,97 1,2518 | 31,44 9,75 3,88 1,3398

C: comprimento (mm); L: largura (mm); E: espessura (mm) e P: peso (gramas). Fémea (F) e macho (M).
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A monostoméatica € a menor glandula, estd localizada rostralmente a glandula
mandibular e seu tamanho diminuto faz parecer que esta € uma continuacdo da glandula
mandibular, a diferenciacdo sé € possivel por meio da microscopia. Sua forma lembra um feijao
e seu ducto converge para o ducto mandibular e deste parte para a cavidade oral.

A anélise morfométrica da por¢do monostomatica demonstrou que o seu peso, a largura,
espessura e comprimento da glandula aumentaram com o avancar da idade do animal, além

disso, os antimeros direito e esquerdo apresentavam divergéncias (Tab. 7).

Tabela 7 - Medidas morfométricas e peso das glandulas sublinguais monostomatica do cateto
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758).

Sublingual monostomatica

Meses Antimero direito Antimero esquerdo
c | L | E | P c | L | E | P
4F 12,30 8,84 2,13 0,4833| 12,01 7,47 2,20 0,2764
4F 12,25 4,91 1,27 0,3826 | 12,40 517 1,68 10,2774
5F 16,98 7,60 3,74 0,2685| 15,64 8,78 3,54 0,4397
5M 10,62 7,18 361 0,4676 | 11,96 6,45 4,16  0,3986
6F 14,14 7,61 3,06 0,3211| 13,40 9,88 3,52 0,5843
6M 17,78 8,45 347 0,4725| 16,34 8,76 3,11 0,5663
7F 17,96 9,37 3,69 09533 | 17,70 9,78 3,11 0,7434
™ 17,38 9,48 3,47 0,7206 | 18,36 9,45 3,66 0,6892

C: comprimento (mm); L: largura (mm); E: espessura (mm) e P: peso (gramas). Fémea (F) e macho (M).

Microscopicamente as glandulas sublinguais assemelharam-se, pois ambas sdo mucosas,
diferindo das glandulas salivares sublinguais de humanos (YOUNG e VAN LENNEP, 1978) e
ratos (KIM, NASJLETI e HAN, 1971). Os acinos apresentaram células produtoras de muco
caracterizadas por possuirem citoplasma repleto de granulos de secrecdo, o nucleo estava na
porcdo basal das células e sua forma era achatada em decorréncia da grande quantidade de
granulos de secrecdo. Além disso, o parénquima glandular estava dividido por septos de tecido
conjuntivo denso ndo-modelado, oriundos da capsula (Fig. 13 e 14). No estroma e no parénquima
glandula e ha também inumeros ductos, os ductos mais proximos dos acinos sdo menores do que

0s ductos observados na regido interlobular.
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Figura 13 - Fotomicrografias da glandula sublingual polistomética do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A, D, G e J Os &cinos e ductos (setas amarelas) séo individualizados por
tecido conjuntivo (setas pretas). Em B, E, H e K Os &cinos e ductos (setas amarelas) sdo
individualizados por tecido conjuntivo (setas pretas). As células acinares organizam-se de modo
a formar o limen acinar (setas azuis), os nucleos dessas células sdo esféricos e coram-se
fortemente por hematoxilina (setas vermelhas). Em C, F, I e L o tecido conjuntivo (setas pretas)
delimitava os &cinos e os ductos (*). A, B, D, E, G, H, J, e K coloragdo Hematoxilina-Eosing;
C, F, I e L coloracéo Tricromico de Gomori.
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Figura 14 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). Em A, D, G e J Os 4cinos e ductos (setas amarelas) sdo individualizados por
tecido conjuntivo (setas pretas). Em B, E, H e K tecido conjuntivo (setas pretas) delimitam os
acinos e os ductos (setas amarelas), os ndcleos sdo achatados, coram-se fortemente por
hematoxilina e estdo na regido basal (setas vermelhas) As células acinares estdo com seu apice
voltado ao limen acinar (setas azuis). C, F, | e L os &cinos e ductos estdo individualizados por
malhas de fibras colagenas. A, B, D, E, G, H, J, e K coloracdo Hematoxilina-Eosina; C, F, | e
L coloragdo Tricrémico de Gomori.

A

Seu estroma era pouco desenvolvido, todavia, seus 4cinos sdo maiores que 0s acinos da

mandibular e da parétida e fortemente eosinofilicos. Esses achados morfoldgicos estdo em acordo
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ao observado em quatro espécies de Macropodiae (LENTLE et al., 2002), diferindo com relacdo
a presenca de células serosas. As sublinguais apresentaram maior positividade as coloragdes
PAS, Alcian Blue (pH 2,5) e também na associacdo PAS e Alcian Blue (pH 2,5) do que as
glandulas mandibular e pardtida, reforcando a hipétese de que produzem mucopolissacarideos
acidos e neutros em grande quantidade (Fig. 15 e 16). Esta estrutura histoquimica diferiu das
sublinguais do tammar wallabie (Macropus eugenii), pois, nessa espécie, 0S acinos sao
fracamente PAS-positivas (LENTLE et al., 2002).
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Alcian Blue PAS Associagdo de Associagao de
PAS com Alcian PAS com Alcian
Blue Blue

meses

meses

Linnaeus, 1758). As imagens A, E, | e M representam a forte positividade da sublingual ao
método Alcian Blue (pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao
método Acido Periddico de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior
atividade secretora de polissacarideos acidos, visto que ha sobreposi¢do do Alcian Blue (pH
2,5) sobre a positividade ao Acido Periodico de Schiff.
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Figura 16 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto (Pecari tajacu
Linnaeus, 1758). As imagens A, E, | e M representam a forte positividade da sublingual ao
método Alcian Blue (pH 2,5). As imagens B, F, J e N demonstram uma forte positividade ao
método Acido Periddico de Schiff. As imagens C, D, G, H, K, L, O e P demonstram uma maior

atividade secretora de polissacarideos acidos, visto que ha sobreposicéo do Alcian Blue (pH
2,5) sobre a positividade ao Acido Periddico de Schiff.
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A reagdo imunohistoquimica por meio de lecitinas demonstrou reacGes positivas de
variadas intensidades para diferentes glicoconjugados nas glandulas sublinguais do cateto.
Estas marcac6es também variaram de acordo com a idade dos animais. Aos quatro meses e sete
meses de idade, a sublingual polistomatica € moderadamente positiva para PNA, BSA I-Bse
Con-A. Com relacdo a lecitina WGA, a sublingual polistomatica é fracamente positiva aos

quatro meses e moderadamente positiva aos sete meses (Fig. 17).
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Figura 17 - Fotomicrografias da glandula subllngual polistomética do cateto
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Em A moderada reacdo a lecitina PNA aos
quatro meses. Em B moderada positividade para lecitina PNA aos sete meses.
Em C moderada reacédo a lecitina BSA 1-B4 aos quatro meses. Em D moderada
positividade para lecitina BSA 1-B4 aos sete meses. Em E moderada reacéo a
lecitina Con-A aos quatro meses. Em F moderada positividade para lecitina Con-
A aos sete meses. Em G fraca reacdo a lecitina WGA aos quatro meses. Em H
moderada positividade para lecitina WGA aos sete meses.
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Com relacdo a glandula sublingual monostomética houve positividade moderada aos
quatro meses para a lecitina PNA e forte aos sete meses. Moderada positividade tanto aos quatro
meses quanto aos sete meses para a lecitina BSA 1-Ba. Forte positividade para a lecitina Con-
A tanto aos quatro meses quanto aos sete meses. Para a lecitina WGA a sublingual foi
moderadamente positiva aos quatro meses e fraca aos sete meses (Fig. 18).
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4 Meses 7 Meses

Figura 18 - Fotomicrografias da glandula sublingual monostomatica do cateto
(Pecari tajacu Linnaeus, 1758). Em A moderada reacdo a lecitina PNA aos quatro
meses. Em B forte positividade para lecitina PNA aos sete meses. Em C moderada
reacdo a lecitina BSA 1-B4 aos quatro meses. Em D moderada positividade para
lecitina BSA 1-B4 aos sete meses. Em E forte reacdo a lecitina Con-A aos quatro
meses. Em F forte positividade para lecitina Con-A aos sete meses. Em G moderada
reagdo a lecitina WGA aos quatro meses. Em H fraca positividade para lecitina WGA
aos sete meses.
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A sublingual polistomatica é uma glandula mucosa, ou seja, seus acinos séo constituidos
apenas por células mucosas. As células mucosas da glandula sublingual polistomatica se
assemelharam as células mucosas da mandibular. No citoplasma sdo encontrados inimeros
gréanulos de secrecdo de baixa a moderada eletrondensidades. Organelas celulares s&o
encontradas na regido basal, proximas ao nucleo celular (Fig. 24). A composicao estritamente
mucosa da glandula sublingual dos catetos diferiu da glandula sublingual adulta de ratos
(YAMASHINA, TAMAKI e KATSUMATA, 1999), e também das glandulas sublinguais de
cutias (Dasyprocta leporina) (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016), pois nessas espécies sio
observados dois tipos celulares com caracteristicas distintas.
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A

Figura 19 - Eletromicrografias da glandula sublingual polistomética de cateto
(Pecari tajacu, Linnaeus, 1758). Células acinares produzem granulos de
secrecdo de variadas eletrondensidades (setas vermelhas) e estas se dirigem ao
apice celular. A base celular estava voltada para o tecido conjuntivo (setas
verdes) enquanto o apice celular formava o Iimen do &cino (L). O nucleo (N)
celular apresentou-se esférico, com um nucléolo proeminente e estava
localizado na base celular. Proximo aos nucleos foi observado reticulo
endoplasmatico rugoso (setas azuis). No entorno dos &cinos foi possivel
observar células mioepiteliais (M). Em contato intimo com o0s &cinos,
observou-se ductos intercalares (seta amarela).
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6.5 CONCLUSAO

Os catetos apresentam um par de glandulas sublinguais divididas em porgdes, a
polistomética e a monostomatica. A polistomatica é maior que a por¢cdo monostomatica. A
monostomatica possui forma que lembra um feijao e esta localizada em contato com a glandula
mandibular, enquanto a polistomatica esta localizada no assoalho da cavidade oral. Ambas
sintetizam mucinas neutras e acidas em grandes quantidades.

O parénquima dessas glandulas é constituido por &cinos e ductos. Os &cinos sdo
globosos e estdo dispostos em forma de cacho de uvas. Os &cinos estdo aderidos uns aos outros
por meio de uma malha de fibras colagenas. Os ductos estdo em intima relagdo com o0s 4cinos.
A ultraestrutura dessas glandulas revelou a presenca de &cinos estritamente mucosos, em
intensa atividade de sintese e secrecdo de material para a luz ductal. As suas células mucosas
possuem inimeros granulos de secrecdo por todo o citoplasma, os maiores granulos ficam na
porcdo apical das celulas. Os granulos sintetizados por estas células sdo, em sua maioria,

eletronlucentes.
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ANEXOS

ANEXO A — Autorizacdo da CEUA

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Afassora, 1Y de cimhro Je 2006,

CERTIFICARO

Certiffcamos gque o profeso niibdwd “UORFOLOGI4A DAY GLANDELAS SALIVARES
MAIORES DE CATETOS (Pecari tujecu Linnaeus, 175837, protocelo v 2369700747220 14-
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