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RESUMO

Este trabalho tem por objetivo a atualizacdo da anatomia microscoépica, através da
microscopia oOptica e eletronica de varredura, da Glandula de Sal de Tartarugas-
verdes (Chelonia mydas). Para isso foram utilizadas glandulas de sal de 10
exemplares (5 machos e 5 fémeas) de C. mydas extraidas do acervo do Setor de
Morfologia e Anatomia Patolégica (SMAP) do Laboratorio de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA). As amostras foram processadas para avaliacdo microscopica optica
e eletrbnica de varredura. Para a avaliagdo na microscopia Optica, além do corante
de rotina, foram utilizadas técnicas de histoquimica para diferenciacdo e
identificacéo de tecidos especificos. A Glandula de Sal foi caracterizada sendo uma
glandula multilobulada, constituida por inumeras unidades secretoras (US)
distribuidas por toda a extensdo dos l6bulos. Cada Iébulo é individualizado por um
septo de tecido conjuntivo frouxo com a presenca das vénulas e arteriolas
interlobulares que fazem a irrigacdo do o6rgdo. Ha a presenca de unidades
secretoras, que sao constituidas por um epitélio glandular composto tubular
ramificado, formado por células serosas de formato triangular. Estas células
assumem a funcdo do 6rgdo, de retirada do excesso de sais do organismo para
excreta-los por uma secrecdo serosa para fora do organismo. Na regido periférica
observa-se uma maior concentracao celular, com células de formato mais cuboide,
citoplasma escasso, nucleos com a cromatina mais densa e citoplasma mais
basofilico, caracteristicas que indicam funcdes de células germinativas, possuindo a
funcao de reposicdo celular. Na regido central do lI6bulo e na regido interlobular foi
observada a presenca de tecido conjuntivo rico em fibras colagenas, sendo
identificada, através de teste histoquimico, a presenca de colageno do tipo | na
regido ao redor do ducto central, no tecido conjuntivo intralobular. No tecido
conjuntivo interlobular, observou-se uma variacdo em relacdo ao tipo do colageno
encontrado, no qual foi encontrado, em proporgdes relativamente iguais, a presenca
de colageno do tipo I e Ill. Auxiliando no processo de escoamento da secrecao
produzida pelas US, uma rede de tubulos excretores, que se iniciam a partir do
limen de cada US, vai confluindo e se agrupando em direcdo ao ducto central.
Estes tubulos, assim como os ductos centrais, sdo revestidos por dois tipos
celulares: um epitélio cilindrico pseudoestratificado, com citoplasma escasso e
basofilico na coloracdo de Hematoxilina-eosina, e nucleos esféricos e centrais,
caracterizando células epiteliais de funcdo germinativa; e uma camada de células
apicais, colunares, com citoplasma fracamente corado pela HE, com o nucleo
esférico em seu terco basal, que ao teste histoquimico especifico foi possivel a
observacdo de um conteldo de mucopolissacarideos, insinuando uma funcao
protetora do epitélio dos tubulos excretores e do canal central a acéo lesiva da alta
osmolaridade da secrecao glandular. Conclui-se que este trabalho confirmou o que
era descrito sobre o tema na escassa literatura e trouxe novas informacées, e um
banco de fotomicrografias de qualidade, que servirdo de referéncia para demais
pesquisas sobre 0 6rgdo e apoio para identificacdo de alteracbes morfofuncionais.

Palavras-chave: Histologia, Anatomia, Conservagao, Animais Selvagens.



ABSTRACT

This work aims to update the microscopic anatomy, through scanning electron
microscopy and scanning of the Salt Gland of Green Turtles (Chelonia mydas). For
this, salt glands of 10 specimens (5 males and 5 females) of C. mydas extracted from
the Morphology and Pathological Anatomy Sector (SMAP) of the Laboratory of
Morphology and Animal Pathology (LMPA) were used. The samples were processed
for optical microscopy and scanning electron microscopy. For optical microscopy
evaluation, in addition to routine dye, histochemical techniques were used to
differentiate and identify specific tissues. The salt gland was characterized as a
multilobulated gland, consisting of innumerable secretory units (US) distributed
throughout the lobes. Each lobe is individualized by a loosely connected connective
tissue septum with the presence of interlobular venules and arterioles that irrigate the
organ. There are the presence of secretory units, which are constituted by a
branched tubular glandular epithelium composed of serous cells of triangular shape.
These cells assume the function of the organ, the removal of excess salts from the
body to excrete them by a serous secretion out of the body. In the peripheral region
there is a higher cell concentration, with cells with a more cuboid shape, scarce
cytoplasm, nuclei with more dense chromatin and more basophilic cytoplasm,
characteristics that indicate germ cell functions, having the cell replacement function.
In the central region of the lobe and in the interlobular region the presence of
connective tissue rich in collagen fibers was observed. The histochemical test
identified the presence of type | collagen in the region around the central duct in the
intralobular connective tissue. In the interlobular connective tissue, a variation was
observed in relation to the type of collagen found, in which the presence of type | and
[l collagen was found in relatively equal proportions.By aiding in the process of flow
of the secretion produced by the US, a network of excretory tubules, which start from
the lumen of each US, converge and clump towards the central duct. These tubules,
as well as the central ducts, are covered by two cell types: a pseudostratified
cylindrical epithelium with scarce and basophilic cytoplasm in Hematoxylin-eosin
staining, and spherical and central nuclei, characterizing epithelial cells of germinal
function; and a layer of apical cells, columnar, with cytoplasm weakly stained by HE,
with the spherical nucleus in its basal third, that to the specific histochemical test it
was possible to observe a content of mucopolysaccharides, insinuating a protective
function of the epithelium of the excretory tubules and of the central canal to the
action of the high osmolarity of the glandular secretion. It is concluded that this work
confirmed what was described on the subject in the scarce literature and brought
new information, and a bank of quality photomicrographs, which will serve as
reference for other research on the organ and support for identification of
morphofunctional changes.

Key-words: Histology, Anatomy, Conservation, Wild Animals.
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1. INTRODUCAO

7

A regulagdo osmotica celular € um dos desafios cruciais na conquista de
diferentes ambientes e no estabelecimento de espécies aquéaticas em ambientes
com variacOes de salinidade (SILVA; VALLOTA, 2006).

Para que as células mantivessem 0 seu volume constante, supfem-se que
paralelamente a evolugdo dessas moléculas, sistemas de transporte de solutos
evoluiram primando a preservacao da concentracdo osmotica (CO) interna igual a
do meio e, portanto, garantindo fluxos resultantes de agua nulos. Esta habilidade de
regular a composicdo de seu ambiente interno esta fortemente relacionada a
habilidade de ocupar ambientes que diferem osmoticamente das necessidades de

seus tecidos (SILVA; VALLOTA, 2006).

Os vertebrados marinhos habitam um ambiente no qual a concentracdo de ions
do meio € trés vezes maior que a dos seus fluidos corporais, com isso sao
desafiados com a perda de agua e aumento da concentracdo de ions no organismo.
Com excec¢do dos mamiferos marinhos, os rins desses animais nao possuem uma
capacidade satisfatéria para controlar esse grande influxo de ions, portanto, para
sua sobrevivéncia neste meio necessitam de mecanismos extra renais para realizar
o controle osmotico (NICOLSON; LUTZ, 1989).

As tartarugas marinhas habitam tanto os ambientes marinhos quanto
estuarinos, e, para tal, estdo adaptadas a superar os desafios osméticos que podem
levar a desidratacdo de suas células. Como os demais répteis, elas nao possuem a
capacidade de concentracdo urinaria, portanto, elas desenvolveram outros métodos
para manutencdo de sua concentracdo osmoética (CO), secretando sal ativamente
por um oOrgdo com um epitélio glandular excretor adaptado: a Glandula de Sal
(PRANGE, 1985).

Esta capacidade é um mecanismo fisioldgico fundamental, e provavelmente um
dos mais antigos. Quando as moléculas autorreplicantes foram envolvidas por
membranas de fosfolipideos e iniciou-se a producdo de moléculas nao difusiveis, um
gradiente eletroquimico favoravel ao influxo ou efluxo de agua foi criado com riscos
a ruptura ou desidratacdo destas estruturas, respectivamente variando com a

osmolaridade do meio no qual o animal se encontrava (SILVA; VALLOTA, 2006).
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O conhecimento da anatomia microscopica de um o6rgdo, com definicdo de seu
tecido funcional (parénquima), tecidos de suporte (estroma) e conseguinte
especificacdo de suas células efetoras e suas funcdes é de fundamental importancia
para a identificacdo de possiveis alteragdes morfofuncionais celulares e teciduais em

um processo patoldgico.

A caracterizacdo microscopica da glandula de sal, segundo datam os
trabalhos, foi realizada nas décadas de 50 a 60, decorrendo em escassa
documentacédo fotomicrografica, no ambito da microscopia Optica. Em uma pesquisa
utilizando como palavras-chave os termos “salt gland” AND turtle, na ferramenta de
buscas de artigos cientificos Pubmed, constaram apenas 27 trabalhos, sendo a
maioria relacionada a sua funcdo e ndo a sua anatomia microscopica. Essa
escassez de material pode limitar a identificacdo de possiveis lesdes e/ou
determinacdo de padrbes de normalidade para o referido 6rgdo. Faz-se entdo
necessaria a atualizacdo desta caracterizacao histologica com uma documentacgao
fotomicrografica atualizada, e utilizagdo de novas técnicas para maior auxilio na
definicdo dos parametros de normalidade da glandula de sal de tartarugas-verdes
(Chelonia mydas).

1.1.0BJETIVO

Este trabalho tem por objetivo a atualizacdo da anatomia microscopica, por
meio da microscopia Optica e da microscopia eletrénica de varredura, da glandula de

sal de tartarugas-verdes (Chelonia mydas).

1.1.1. Objetivos Especificos

— Caracterizacdo da anatomia microscopica por meio da utlizacdo da
Microscopia Optica e Microscopia Eletronica de Varredura;
— Criacdo de um banco de fotomicrografia Optica e eletrbnica de varredura da

morfologia normal do érgéo;
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.ORDEM CHELONIA

A ordem Chelonia, grupo no qual estdo classificadas as tartarugas marinhas,
pertencentes a classe Reptilia, é caracterizada por apresentar individuos com
estrutura corpérea bastante singular, carapaca formada pela fusdo dos ossos das
vértebras e das costelas, constituindo uma armadura rigida, que protege o corpo do
animal contra chogues mecanicos e desidratacdo. Esta caracteristica € apresentada
por todos os animais pertencentes a esta ordem e sofreu poucas modificacbes
durante 200 milhGes de anos. A carapaga apresenta duas unidades distintas, uma
dorsal conhecida como carapaca, e uma ventral denominada plastrdo. Elas séo
recobertas por escudos cérneos na maioria das espécies desta ordem (ERNEST,;
BARBOUR, 1989; POUGH et al., 2003).

Os quelbnios séo subdivididos em duas subordens, a Cryptodira e Pleurodira, as
quais se diferem de acordo com a forma de retracdo do pescoco. As espécies da
subordem Cryptodira retraem o pescoco formando um “S” vertical, e as espécies
pertencentes a subordem Pleurodira retraem o pescoc¢o horizontalmente (POUGH et
al., 2003). Das espécies de tartarugas marinhas que sdo encontradas na costa
brasileira, todas pertencem a subordem Cryptodira, agrupadas em duas familias:
Dermochelyidae e Chelonidae (POUGH et al., 2003).

A familia Dermochelyidae apresenta uma grande reducdo dos ossos da
carapaca. Eles sdo formados por um mosaico de pequenos 0ssos de formato
poligonal que ficam imersos em um tecido cartilaginoso, assemelhando-se ao couro.
Diferentemente das outras espécies de tartarugas, o seu corpo é recoberto por pele
e as placas cérneas sao ausentes. Seus cranios nao apresentam palato secundario
e a maxila superior possui duas cuspides que formam uma projecdo em forma de
“W”. Apresentam unhas em suas nadadeiras e 0 pescoco € curto e nao é
completamente retrétil. Esta familia, atualmente, é representada somente por uma
espécie, a Dermochelys coridcea (Linnaeus, 1766), popularmente conhecida como
tartaruga de couro, que é listada como a maior espécie entre os quelbnios
(PRITCHARD, 1997).
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A familia Chelonidae apresenta a carapaca e o plastrdo 0sseos recobertos por
um numero variavel de escudos corneos, assim como sua cabeca e membros. Sao
animais dotados de um palato secundario, a pré-maxila ndo é fusionada ao vémer,
apresenta um contato entre 0S 0ssos parietal e esquamosal. Seus membros
apresentam o formato de nadadeiras, ndo sdo retrateis, com dedos alongados e
firmemente presos por um tecido conjuntivo. Seis espécies representam essa familia
atualmente: Caretta caretta (Tartaruga cabecuda), Chelonia mydas (Tartaruga-
verde), Eretmochelys imbricata (Tartaruga de pente), Lepidochelys olivacea
(Tartaruga oliva), Lepidochelys kempii (Tartaruga kempii) e Natator depressus
(Flatback), ocorrendo na costa brasileira somente as quatro primeiras espeécies
citadas (Figura 01) (PRITCHARD, 1997; MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999).

Tartaruga-de-couro
(Dermochelys coriacea)

Tartaruga—verd :
(Chelonia mydas) §

Tartaruga-de-pente
(Eretmochelys imbricata)

Tartaruga—kempii
(Lepidochelys kampii)

Tartaruga-oliva o
(Lepidochelys olivacea)

e "z
Tartaruga-cabecuda
(Caretta caretta)

Figura 01: llustragdo demonstrando espécies de tartarugas marinha das familias

Dermochelyidae e Chelonidae (Fonte: adaptado de: www.drawingbyjoe.com).
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2.2. TARTARUGA-VERDE (Chelonia mydas LINNAEUS, 1758)

A Tartaruga verde primeiramente foi descrita por Linnaeus em 1758 como
Testudo mydas e posteriormente renomeada por Scheweigger, em 1812, para 0 seu
atual nome. Popularmente ela possui este nome devido a coloracdo de sua gordura
de tonalidade esverdeada (BELLINI et al., 1996).

Esta espécie possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo dos trépicos até as
zonas temperadas, e é a espécie que possui maior habito costeiro, sendo observada
inclusive em estuarios de rios e lagos. Suas desovas ocorrem principalmente em
ilhas oceanicas: llha de Trindade (ES), Atol das Rocas (RN) e Fernando de Noronha
(PE). As éreas secundérias de desova que ocorrem na costa brasileira se
concentram no litoral norte do estado da Bahia, mas esporadicamente ja foram
observados ninhos na costa dos estados do Espirito Santo, Sergipe e Rio Grande do
Norte (MOREIRA et al., 1995; BELLINI et al., 1996; BELLINI; SANCHES, 1996;
HIRTH, 1997; MARCOVALDI; MARCOVALDI, 1999).

Apesar de sua grande area de distribuicdo, a tartaruga-verde esta classificada
como espécie ameacgada pela Lista Vermelha da International Union for
Conservation of Nature (IUCN), sendo protegida contra a exploracdo na maioria dos
paises (IUCN, 2006).

A tartaruga-verde apresenta uma carapaca 0ssea revestida por escudos corneos
justapostos, seus membros possuem a forma de nadadeiras, e 0os membros
anteriores apresentam unhas bastante evidentes. Sua cabeca possui um formato
arredondado e sua mandibula é revestida por uma ranfoteca serrilhada. A coloracao
de seu corpo é variada, abrangendo tons de verde oliva e marrom, apresentando
manchas ou padrbes rajados e estriados (Figura 02). Seu plastrdo € branco ou
amarelo claro, sua pele € acinzentada ou amarronzada e apresenta um halo mais
claro que margeia as escamas, e na parte ventral de suas nadadeiras observa-se a
presenca de um tom amarelo claro (WYNEKEN, 2001; FORMIA, 2002).

Para a sua identificacdo séo utilizadas algumas caracteristicas, tais como a
presenca de quatro pares de escudos laterais em seu casco, sendo que 0 primeiro
par ndo encontra a placa nucal, e um par de escamas pré-frontais em sua cabeca
(Figura 03) (PRINTCHARD; MORTIMER, 2000).
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Como as demais tartarugas, o ciclo de vida das tartarugas-verde é complexo,
durante o qual realizam extensas migracdes entre areas de alimentacdo e suas

praias de incubacgédo, distantes centenas de quilémetros entre si (MORTIMER, 1991).

Tr— S B
Figura 02: Tartaruga-verde (Chelonia mydas) (Fonte: http://seestjohn.com).

O habito alimentar das C. mydas, nos primeiros anos de vida constituem-se
numa dieta onivora com tendéncia a dieta carnivora, e apds a fase pelagica -
guando sua carapaca alcanca entre 30 e 40 cm de comprimento - elas tornam-se
herbivoras, sendo sua dieta composta principalmente por macroalgas e
fener6gamas. Durante a fase imatura pos-pelagica e durante a fase adulta, habitam
areas neriticas, associadas a bancos de fenerégamas submersas e algas
(MORTIMER, 1992; BUGONI, 2003).

Elas atingem a maturidade sexual por volta dos 40 a 60 anos de idade,
realizando as migragdes em busca das areas de reproducdo. Os animais adultos se
agregam durante a fase reprodutiva e espalham-se durante o periodo né&o
reprodutivo (BUGONI, 2003; NARO-MACIEL et al., 2007; PROIETTI et al., 2009).

Um par de
escamas
pré-frontais

Quatrg pares de
escudos laterais

Figura 03: Prancha de identificacdo da Tartaruga verde (Chelonia mydas) (DAWN
WITHRINGTON, 2001).
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2.3.GLANDULA DE SAL

A glandula de sal é um 6érgao responsavel pela eliminagcdo do excesso de sal
presente no organismo de vertebrados marinhos que ndo possuem a capacidade de
concentracdo urinaria, como os Elasmobranquios (raias e tubardes), as aves
marinhas e algumas espécies de répteis, como as tartarugas marinhas (BRIAN;
COWAN, 1971).

Descrita, primeiramente, por Schmidt-Nielsen e Fange (1958), em répteis
marinhos, como uma glandula lacrimal modificada, grande, marrom-avermelhada,
bilobada, apresentando inumeros lobulos separados por vasos sanguineos e tecidos
conectivos e um ducto curto e largo que se abre na borda posterior do olho (Figura
04).

Figura 04: llustracao demonstrando a localizacdo anatomica da Glandula de Sal
(vermelho) (Fonte: Arquivo pessoal)

Microscopicamente € composta por ramificacdes de um epitélio tubular glandular
partindo de um ducto central ou dos canais lobulares, estrutura semelhante a

encontrada nas glandulas de sal em aves marinhas.

O epitélio glandular possui grandes bainhas de tecido conjuntivo intralobular e
uma camada mais delgada, perilobular, findando cada tubulo. No tecido conjuntivo

intralobular foram identificadas um grande numero de artérias. Essas artérias se
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ramificam de um ramo maior em pequenas artérias através do tecido conjuntivo
intralobular, enviando de 8 a 16 arteriolas ao longo dos canais centrais. Essas
ramificacbes das arteriolas formam extensas ramificacbes formando um rico leito
capilar. Na periferia de cada |I6bulo os capilares conectam-se aos seios venosos que
se fundem formando as veias interlobulares. Estdo presentes também dois tipos de
fibras nervosas que percorrem todo o tecido glandular: um grupo de fibras inter e
intralobular, perfazendo um rico plexo ao redor de cada tubulo, e um grupo de fibras
perilobular mais difusas (SCHMIDT-NIELSEN; FANGE, 1958; ABEL; ELLIS, 1966).

A Glandula de sal drena por um ducto no canto posterior do olho dos répteis
marinhos, este ducto conflui com as palpebras superiores e inferiores, formando
uma estrutura saculiforme. Este ducto, ao interiorizar a glandula, se subdivide em:
ducto principal, ductos secundarios e canais centrais. Os canais centrais drenam 0s
tubulos secretores dos lobulos e ao emergirem dos I6bulos se confluem formando os
ductos secundarios, que se unem para se tornarem o ducto principal. Dentro de
cada lébulo, a regido referente a parte distal dos canais centrais é constituida por
células colunares. A regido proximal dos canais centrais possui um padrao
estratificado ou pseudoestratificado, no qual essa estratificacdo aumenta em direcao
aos ductos secundarios como no ducto principal (ELLIS; ABEL, 1964; ABEL; ELLIS,
1966; MARSHAL; SADDIER, 1989).

Funcionalmente a glandula produz um fluido livre de proteinas, composto
basicamente por cloreto de sodio, com concentragdes semelhantes as encontradas
na agua do mar (Na*/Cl = 0,86), diferentemente do que € observado nas
concentracdes destes mesmos ions no plasma sanguineo, onde a concentracao se
encontra em torno de 1/30, indicando que ocorre um ajuste na concentracao desses
ions na formacéao do fluido glandular, em um processo dependente de energia. Essa
composicao do fluido glandular se mantém fixa, ndo dependendo da concentracao
salina do meio em que a tartaruga marinha € submetida. As razbes para este
fendbmeno ainda ndo séo claras (ABEL; ELLIS, 1966; MARSHAL; COOPER, 1988;

NICOLSON; LUTZ, 1989; REINA et al., 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.GRUPO AMOSTRAL

Foram utilizadas glandulas de sal de dez exemplares (cinco machos e cinco
fémeas) de C. mydas. Estas glandulas foram extraidas do acervo do Setor de
Morfologia e Anatomia Patolégica (SMAP) do Laboratorio de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA). Todo o material foi coletado durante a necropsia de espécimes
encalhados no litoral de S&o Paulo, recolhidos mortos ou que vieram a Obito durante
tratamento nas bases do Programa de Monitoramento de Praias (PMP-Petrobras). O
presente trabalho esta licenciado pela Comissdo de Etica no uso de Animais da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, protocolada pelo registro
n°. 357.

3.2.PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA OPTICA

As amostras foram processadas de acordo com o protocolo de processamento
de amostras para avaliacdo microscépica adotado pelo SMAP/LMPA (PROPHET et
al., 1995).

Apo6s conservadas em solucdo fixadora de formol tamponado a 10%, por um
periodo minimo de 48 horas, as amostras foram clivadas e encaminhadas ao
processador de tecidos (Leica TP1020), no qual sofreram processos de
desidratacédo, clarificagdo e impregnagédo com parafina para posterior inclusdo em
blocos de parafina.

Finalizado o processo de inclusédo, foram realizados os cortes seriados de 4um
de espessura para a confecgéo das laminas e coloracdo com Hematoxilina e Eosina
(HE) e coloragBes especiais (Tricromatica de Gomori, Acido Periddico-Schiff (PAS) e

Picrosirius Red.

3.2.1. Coloracbes Especiais

Na avaliacdo da morfologia microscépica da Glandula de Sal foram utilizadas

as técnicas histoquimicas de Tricbmico de Gomori, Acido Periodico-Schiff e
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Picrosirius Red. Todas as técnicas de coloracao utilizadas seguem os protocolos
descritos no Capitulo de Técnicas Histoldgicas do livro de Conceitos e Métodos para

formacdo de profissionais em laboratoérios de saude (MOLINARO et al., 2010).

3.2.1.1. Tricbmico de Gomori

Os cortes corados pelo método de Tricromico de Gomori foram utilizados para
determinar a localizacdo de fibras colagenas, tecidos musculares e tecido conjuntivo.
Nesta técnica as fibras colagenas exibem uma coloracdo azulada, assim como o

tecido conjuntivo, e os tecidos musculares exibem uma coloragdo avermelhada.

3.2.1.2. Acido Periédico-Schiff

Os cortes corados pelo método de PAS foram utilizados para evidenciar as
membranas basais celulares e determinar a localizacdo das células produtoras de
mucopolissacarideos. Nesta técnica essas estruturas supracitadas se apresentam

com uma coloracao em tons fortes de vermelho.

3.2.1.3. Picrosirius Red

Os cortes corados por este método e examinados sob luz polarizada foi
utilizado para fazer uma avaliacdo qualitativa do tipo de colageno predominante nas
regibes Gomori positivas e sua distribuicdo pelo 6rgdo. Nesta técnica foi possivel
realizar a diferenciacdo entre fibras colagenas do tipo | e do tipo Ill. As fibras do tipo
| exibem uma coloracdo vermelho a vermelho-alaranjado, e as fibras do tipo Il

exibem tonalidades variando do amarelo ao amarelo-esverdeado.

3.3.PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA MICROSCOPIA ELETRONICA
DE VARREDURA

As amostras da Glandula de Sal foram lavadas 3 vezes durante 5 minutos cada
em Tampéo Salina Fosfato (PBS, pH 7,2), realizada apo0s fixagdo na proporcao de
1:1 de Tetroxido de Osmio e Ferricianeto de Potassio durante 30 minutos, sendo



20

realizadas 2 lavagens em PBS de 5 minutos cada. ApOs essas etapas, as amostras
foram desidratadas em série crescentes de etanol: 30%, 50%, 70%, 80%, 90%,
100% e duas vezes no etanol super seco, por 30 minutos cada etapa. Em seguida,
as amostras foram secas em camaras de ponto critico Bal - Tec CPD 030 Critical
Point Dryer, montadas em stubs, pulverizadas com palddio (metalizacdo) no
aparelho Sputter Coater SDC 050, no Laboratoério de Biologia Celular e Tecidual do

Centro de Biociéncias e Biotecnologia (LBCT/CBB).

3.4.CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO ORGAO

As laminas foram confeccionadas e analisadas sob microscopia Optica e de luz
polarizada para identificacdo dos diferentes tecidos e células presente no 6rgéao,
assim como suas organizacdes. Para esta analise e realizacdo das fotomicrografias
sera utilizado um microscopio 6ptico Nycon Eclipse 80i, Kurobane Nikon Co., Ltd,

Otawara, Tochigi, Japan) using the NIS — Elements — BR software program.

Para obtencdo das imagens para caracterizagcdo morfolégica pela microscopia
eletrébnica de transmisséo foi utilizado um Microscopio de Varredura Zeiss DSM —
962 a 15 KV.
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4. RESULTADOS

Entre todas as glandulas de sal dos animais avaliados, machos e fémeas, nao
foi observada variagdo em sua morfologia relacionada ao sexo dos animais. A
caracterizacdo morfologica descrita a seguir é equivalente para ambos os sexos da

espécie estudada.

A glandula de sal € um 6rgao multilobulado, em que cada l6bulo é formado
por inimeras unidades excretoras (UE) distribuidas por toda a extenséo dos lobulos
(Figura 06). Estes I6bulos sdo individualizados entre si por um tecido conjuntivo
frouxo, no qual é observado a presenca de vasos — vénulas interlobulares, arteriolas
interlobulares e vasos linfaticos — que fazem a vascularizagdo do 6rgéo (Figura 06 e
07).

4.1. CARACTERIZACAO DO PARENQUIMA DA GLANDULA DE SAL

Visivelmente é possivel dividir a regido do parénquima de cada Iébulo em
duas regides: periférica e central. Na regido periférica € observada maior
concentracdo celular, com células de formato cuboide, citoplasma escasso, ndcleos
com a cromatina densa e citoplasma basofilico (Figura 09). Esta caracteristica
proporciona a esta regidao maior adensamento celular. Na regiéo central observamos
células com maior volume citoplasmatico, formado basicamente pelas células que

compdem as unidades excretoras (Figura 08).

As unidades excretoras sdo constituidas por um epitélio glandular composto
tubular ramificado, formado por células serosas de formato cilindrico a triangular.
Nos tercos mais apicais das células estd localizada a porcdo excretora, com
vacuolos levemente corados pela HE, e no terco basal esta localizado o ndcleo de
formato esférico com a cromatina frouxa e o citoplasma de coloracdo mais uniforme,
sem presenca de vacuolos. Com relacdo bem intima a regido basal das células
excretoras, foram observadas células com citoplasma eosinofilico e muito escasso,
com nucleo fusiforme, que ndo apresentaram um padrdo diferencial a coloracao

Tricomica de Gomori (Figura 10).

Estas UE sao delimitadas, entre si, pelas membranas basais, evidenciadas na

coloracao especial de PAS, escasso septo de tecido conjuntivo denso e por um rico
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leito capilar que se entremeia pelas UE por todo o I6bulo (Figura 11). Estes capilares
sdo provenientes das arteriolas que se encontram no tecido conjuntivo da regido

central do l6bulo.

4.2. CARACTERIZACAO DO ESTROMA DA GLANDULA DE SAL

Foi observada presente por todo o 6rgao a presenca de dois tipos de tecido
conjuntivo, apresentando diferenca em sua estrutura e composi¢cdo conforme a
regido em que eles estdo localizados — o tecido conjuntivo interlobular e o tecido
conjuntivo centrolobular (Figura 06 e 08).

O tecido conjuntivo interlobular possui caracteristicas morfoldgicas de tecido
conjuntivo frouxo, com a presenca de fibroblastos e poucas fibras colagenas,
identificadas apOs a realizacdo da coloracdo especial Tricobmio de Gomori. Nele
encontramos vasos sanguineos, as Vvénulas interlobulares e as arteriolas

interlobulares, e a presenca de vasos linfaticos (Figura 06).

O tecido conjuntivo centrolobular apresenta caracteristicas morfolégicas de
tecido conjuntivo denso ndo modelado, com a presenca de poucos fibroblastos e rico
em fibras coldgenas, identificadas apds a realizacdo da coloracéo especial Tricbmio
de Gomori, dispostas sem um padrédo de organizacéo (Figura 12). Nele é observada
a presenca das arteriolas centrolobulares, que sédo ramificacbes das arteriolas
interlobulares. As arteriolas centrolobulares se ramificam conforme adentram o
parénquima da glandula, em direcdo a periferia, originando um rico leito de capilares
que se entremeiam as UE, até alcancar as vénulas interlobulares (Figura 08).

Realizada a prova histoquimica especifica para diferenciacdo do tipo de
coldgeno presente, a coloracdo Picrosirius Red, foi observada alta concentracdo de
coldgeno do tipo | na regido ao redor do ducto central, no tecido conjuntivo
centrolobular (Figura 13). Esta avaliacdo, quando realizada no tecido conjuntivo
interlobular, observou uma variacdo em relacéo ao tipo do colageno encontrado, no
qual foi encontrado, em proporcdes relativamente iguais, a presenca de colageno do
tipo I e Il (Figura 14).

Em alguns animais pdde ser encontrada a presenca de melandcitos

entremeados ao tecido conjuntivo da regido centrolobular (Figura 15).
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4.3. CARACTERIZACAO DA REDE DE DUCTOS E DO CANAL CENTRAL

Auxiliando no processo de escoamento da secrecdo produzida pelas UE, uma
rede de ductos excretores, que se iniciam a partir do limen de cada UE (Figura 16),

vai confluindo e se agrupando em direcdo ao ducto central (Figura 17).

Estes tubulos, assim como os ductos centrais, sdo revestidos por dois tipos
celulares: um epitélio cilindrico pseudoestratificado, com citoplasma escasso e
basofilico na coloracdo de Hematoxilina-eosina, e nucleos esféricos e centrais; além
de uma camada de células apicais, colunares, com citoplasma fracamente corado
pela HE, com o nucleo esférico em seu tergo basal (Figura 18). Estas células apicais
quando submetidas a técnica histoquimica pelo PAS evidenciaram um padrdo de
coloracdo vermelho intenso em seu citoplasma, identificando a presenca de

mucopolissacarideos (Figura 19).



Figura 06: Fotomicrografia 6ptica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas). Estrela: Lébulos da

Glandula; Pontas de seta branca: Unidades excretoras; Ponta de seta preta: arteriola interlobular; Ponta de seta
cinza: vénulas interlobulares; Seta preta: tecido conjuntivo frouxo interlobular. (Coloragdo: Hematoxilina-eosina,

aumento de 4x. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 07: Fotomicrografia eletrbnica de varredura da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas).
Estrela: L6bulo da Glandula; Ponta de seta branca: Vénula interlobular; Ponta de seta preta: arteriola interlobular
Seta preta: tecido conjuntivo frouxo interlobular. (Barra: 400 um. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 08: Fotomicrografia 6ptica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) evidenciando a regido
periférica com maior adensamento celular e a regido central — linha azul fazendo a delimitacdo das duas regifes.
Ponta de seta preta: Arteriolas centrolobulares; Ponta de seta branca: Seios capilares perialveolar (Coloragéo:
Hematoxilina-eosina, aumento de 10x. Imagem do arquivo pessoal).



Figura 09: Fotomicrografia Optica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) evidenciando as
células da regido periférica: células com formato cubico, citoplasma homogéneo e ligeiramente basofilico, e

ndcleos esféricos com a cromatina densa (Coloragcdo: Hematoxilina-eosina, aumento de 10x. Imagem do arquivo
pessoal).
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Figura 10: Fotomicrografia Optica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) demonstrando a
morfologia celular das unidades excretoras. Sao formadas por células triangulares, com nucleo esférico localizado
no terco basal, e com presenca de vacuolos na extremidade apical (Coloragdo: Hematoxilina-eosina, aumento de
40x. Imagem do arquivo pessoal).



Figura 11: Fotomicrografia Optica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) A: Imagem
evidenciando a membrana basal das UE (Ponta de seta); B: Imagem evidenciado a presenca do septo de tecido
conjuntivo (Ponta de seta preta) e o leito capilar (Ponta de seta branca) entre as UE (Coloracéo: Acido Periédico-
Schiff (A) e Tricrémio de Gomori (B), aumento de 20x (A) e 10x (B). Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 12: Fotomicrografia 6ptica da Glandula d Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) demonstrando a
presenca de fibras colagenas de coloragdo azulada no tecido conjuntivo centrolobular. (Coloragao: Tricrémio de
Gomori, aumento de 20x. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 13: Fotomicrografia éptica sob luz polarizada da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas)
evidenciando a presenca de alta concentracdo de fibras colagenas do tipo | (coloracdo vermelha) no tecido
conjuntivo centrolobular (Coloragéo: Picrosirius Red, aumento de 40x. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 14: Fotomicrografia Optica sob luz polarizada da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas)
evidenciando a presenca majoritariamente de fibras colagenas do tipo Il (coloracdo amarela) e de moderada
guantidade de fibras do tipo | (coloracdo vermelho-alaranjado) no tecido conjuntivo interlobular (Coloragéo:
Picrosirius Red, aumento de 40x. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 15: Fotomicrografia 6ptica
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da Glndula de Sal de Tartar

presenca de melandcitos (Ponta de seta branca) no tecido conjuntivo da regido centrolobular do 6rgéo (Coloragéo:
Hematoxilina-eosina, aumento de 20x. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 16: Fotomicrografia 6ptica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) evidenciando, no
centro da imagem, a interseccao entre a UE e o tlbulo excretor (Coloragao: Hematoxilina-eosina, aumento de 20x.
Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 17: Fotomicrografia eletrbnica de varredura da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas)
demonstrando os ductos excretores convergindo em dire¢céo ao centro do I6bulo glandular (Seta branca). (Barra:
200 pm. Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 18: Fotomicrografia Optica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) demonstrando a
morfologia das células do canal central. As células predominantes séo formadas por um epitélio cibico estratificado
de citoplasma escasso com nucleo esférico e centralizado, e as células apicais sdo colunares com citoplasma mais
abundante e fracamente corado, com nucleo esférico e basal (Coloragdo: Hematoxilina-eosina, aumento de 40x.
Imagem do arquivo pessoal).
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Figura 19: Fotomicrografia éptica da Glandula de Sal de Tartaruga-Verde (Chelonia mydas) evidenciando a
presenca de mucopolissacarideos (coloracdo vermelha) no citoplasma das células apicais do canal central
(Coloragao: Acido Periddico-Schiff, aumento de 20x). Imagem do arquivo pessoal).
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5. DISCUSSAO

Descrita primeiramente por Schmidt-Nielsen e Fange (1958) em seu estudo
sobre as Glandulas de Sal de répteis marinhos, analisando a histologia e
composicdo da secrecdo da glandula, e posteriormente caracterizada
histoquimicamente e por microscopia eletrénica por Abel e Ellis (1966), foi definido
gue se trata de uma grande glandula, vermelho-amarronzada, dividida em lobos,
que sédo subdivididos em I6bulos separados por tecidos conectivos, € compostos por
um tecido glandular tubular ramificado. Estas caracteristicas supracitadas
corroboram com os resultados obtidos no nosso trabalho. Ao microscépio Optico,
utiizando um pequeno aumento, a observagdo das unidades secretoras se
apresentando de forma alongada nos mostra esta caracteristica tubular, orientada

no eixo que percorre da regido periférica a regido central do lobulo.

As células que compdem este tecido glandular podem ser divididas em dois
tipos celulares que diferem em sua morfologia e localizacdo anatbmica, porém
pertencem a mesma estrutura, a unidade excretora. Esta denominacéao relacionada
a funcao excretora da célula, vai de encontro ao que é disposto na literatura, pois
mesmo sendo considerada uma glandula exdcrina, elas sdo classificadas como
unidades secretoras (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O termo secrecdo € corretamente aplicado a produtos celulares que serdo
utilizados pelo proprio organismo, ao contrario do que ocorre com o produto
produzido pelas células do parénquima da glandula de sal, que é encaminhado para
ser excretado por meio da rede de ductos e canais, que ao final, desemboca no
canal lacrimal e é eliminado do organismo. Este tipo de produto é caracterizado
como excrec¢do, portanto o termo mais adequado aplicado a este grupo celular é

unidade excretora.

O grupo celular que se encontra nas regides mais proximas as porcoes
terminais das unidades excretoras, regido mais periférica do l6bulo, apresenta
caracteristicas morfolégicas que sugerem nao participar de forma efetiva na funcao
excretéria do o6rgdo, mas pode estar relacionado a um aporte em relacdo a

renovacao do epitélio glandular.

Holmes e Phillips (1985) denominaram estas células como células periféricas

em seu estudo sobre glandula de sal de aves marinhas, atribuindo a elas a funcao
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de divisdo e reposicao celular, o mesmo ja explicado por Abel e Ellis (1966), que ao
avaliar a ultraestrutura e realizar testes citoquimicos destas células observaram uma
pequena quantidade de mitocondrias, pouca atividade oxidativa, maiores
concentracoes de glicogénio e da atividade da fosforilase e monoamino oxidase, e a
presenca de  tonofilamentos, sendo estes filamentos encontrados,

caracteristicamente, em células basais.

Essa maior concentracdo de glicogénio e maior atividade enzimatica é
observada em células com alta capacidade germinativa, favorecendo a sintese de
proteinas e consequentemente a divisdo celular. Rousset et al. (1984), em seu
trabalho, avaliaram a influéncia de enzimas fosforilativas e do glicogénio em culturas
de células tumorais, observando que estas apresentavam um maior indice de
atividade fosforilativa nos picos de crescimento celular, em contrapartida a uma
menor concentracdo de glicogénio, e o oposto era observado quando a proliferacéo
celular estava diminuida. Assim como Rousset et al. (1984), Nagy et al. (2018)
também constataram que esta atividade fosforilativa interfere de forma incisiva na

sobrevivéncia e reposicao das células.

O segundo tipo celular observado na constituicdo da UE, as células de maior
prevaléncia no 6rgdo, apresenta caracteristicas morfologicas relacionadas a funcéo
exercida pelo mesmo, a retirada do excesso de sais do organismo do animal. Estas
células, em estudos prévios, foram denominadas como células principais, e no
presente trabalho, foram observados vacuolos intracitoplasmaticos nos dois tercos
mais apicais desta célula. Estes vacuolos, segundo descritos por Abel e Ellis (1966)
e Brian e Cowan (1970), estdo frequentemente associados as cisternas do
Complexo de Golgi, que fica localizado supranuclearmente, estendendo-se até a
porcao apical da célula. Eles possuem um diametro aproximado de 2 microns, uma

Unica membrana, e seu contelido é eletro-denso.

Esta eletrodensidade do conteddo vacuolar é devida a sua composicao rica
em ions. Segundo Nicolson e Lutz (1989) e Reina et al. (2002), os ions que
compdem sédo o sbdio e cloro, em concentracfes semelhantes a 4gua do mar, e ions
magnésio. Tambéem relatam a presenca de tampé&o bicarbonato, e auséncia de

proteinas.
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Anexa as ceélulas das EU foram observadas células mais alongadas com
nacleos de formato fusiforme. Normalmente, agrupada as unidades secretoras das
glandulas, observa-se a presenca de um tipo de célula epitelial especializada em
contracdo, para auxiliar a eliminacdo do conteudo glandular, estas células sao
denominadas células mioepiteliais e se coram em vermelho nas coloracdes
especiais para evidenciacdo de células musculares (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). No presente trabalho esta diferenciacdo do padréao de coloracéo na coloracao
especial de Tricrémio de Gomori nao foi observada nessas células, ndo identificadas
como células mioepiteliais. Este mesmo padrdo também foi observado por outros
autores que realizaram a caracterizacdo do orgdo (ABEL; ELLIS, 1966; BRIAN;
COWAN, 1970; HOLMES; PHILLIPS, 1985), ndo sendo observada a presenca das

células mioepiteliais.

ApoOs ser excretada, a solucdo produzida segue para os tubulos excretores,
gue posteriormente desembocam no canal central. Todo o epitélio que reveste esta
rede de tubulos e do canal, possui em sua regido mais apical, a presenca de células
mucosas PAS-positivas. Estas células, produtoras de mucopolissacarideos, podem
estar envolvidas na impermeabilizacdo e protecédo deste epitélio luminal, pois a alta

concentracdo de solutos no fluido tubular pode gerar lesGes celulares.

Estes danos celulares ocorrem devido ao efluxo hidrico promovido pela alta
concentracdo de solutos no fluido extracelular, podendo acarretar a desidratacao
com consequente perda de volume celular. Essa perda hidrica culmina em
alteracdes morfofuncionais devido a alteragcbes na atividade enzimatica nos

processos metabdlicos celulares (BROCKER et al., 2012).

Abaixo desta camada celular, o epitélio pseudoestratificado observado,
relatado também por outros pesquisadores (SCHMIDT-NIELSEN e FANGE, 1958;
ABEL e ELLIS, 1966; BRIAN; COWAN,1970), mas caracterizado mais precisamente
por Marshal e Saddlier (1989), teria como fun¢éo o revestimento de todo o tubulo e

canal central, como também a fungéo de reposicao celular, da renovacgéao do epitélio.

Margeando todas estas estruturas, de tubulos, canais, unidades secretoras, e
I6bulos, esta o tecido estromal rico em fibras colagenas. O estroma encontrado na

regido interlobular € composto por um tecido conjuntivo frouxo que possui

basicamente a funcdo de sustentacdo. As fibras observadas nesta area caracterizam
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um tecido maduro, pois estas séo fibras colagenas largas, e ndao séo tao
abundantes. Através do teste histoquimico para diferenciacdo de colageno podemos
classificar estas fibras como pertencentes as fibras do tipo Ill, e, em menor
guantidade, do tipo I. Segundo Gelse et al. (2003) as fibras colagenas do tipo Il
estdo intimamente ligadas as fibras do tipo | e as fibras reticulares, ricamente
presentes nos tecidos epiteliais. Aléem de fornecerem uma capacidade adaptativa
para resistir as forcas de tensao, eles atuam também na fibrilogénese do colageno

do tipo I.

Quando observado o tecido estromal da regido centrolobular da glandula,
verificamos a presencga de um tecido conjuntivo denso irregular, abundante em fibras
colagenas. Apesar de exercer funcdo semelhante ao tecido conjuntivo interlobular, a
tipificacdo das fibras colagenas foi distinta. Nesta localizacdo o tipo de colageno
majoritariamente presente foi do tipo I, com rara observacédo de colageno do tipo 3.
Outra caracteristica marcante é a abundancia desse tipo de fibra na regido, o que
implica em uma maior sustentacao e protecao contra forcas mecanicas de todas as

estruturas ali presentes.

Esta caracterizacdo estromal, com analise da sua composicéo e identificacao
da densidade normal das fibras colagenas € de grande importancia, pois alteracées
nestas caracteristicas podem estar ligadas a processos patologicos, as vezes,
anterior a outras alterac6es no parénquima do 6rgdo. Exemplificando isso, temos um
trabalho realizado por Drifka et al. (2015), em que verificou-se que a quantificacéo
das fibras coldgenas presentes no estroma dos ductos pancreaticos pode auxiliar na
diferenciacdo de duas afeccdes, adenocarcinoma ductal pancreatico e pancreatite
cronica, que, dependendo do estagio, ao avaliar somente o tecido parenquimatoso,

podem ser confundidos.
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6. CONCLUSAO

A glandula de sal € um 6rgdo multilobulado, com a presenca de um tecido
conjuntivo frouxo, escasso em fibras colagenas, sendo elas do tipo | e lll,
individualizando cada I6bulo. Em cada I6bulo encontramos as unidades excretoras,
gue compdem o parénquima da glandula, que € composta por dois tipos de células
epiteliais, uma com funcéo de reposicdo celular e renovacdo do epitélio, situada na
periferia de todo o I6bulo, e o outro tipo celular composto por células epiteliais
serosas, com presenca de vacuolos que exercem a funcdo depurativa do 6rgéo,

situada entre a regido periférica e a central do l6bulo.

Nesta regido central e permeando todo o interior do I6bulo, temos a presenca de
um tecido conjuntivo denso ndo modelado rico em colageno do tipo I, e a presenca
do canal central que advém de varios ductos excretores nas EU, que levaréo o fluido
glandular para o exterior do corpo do animal. Estes ductos e o canal central sdo
compostos por dois tipos celulares, uma mais basal, com células epiteliais
pseudoestratificadas com funcédo de reposicdo celular, e uma camada de células
produtoras de muco na regido luminal, cuja funcdo é de impermeabilizacdo para

protecao e facilitar a excrecdo do fluido glandular.
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