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Resumo: O Gambé-de-Orelha-Branca (Didelphis albiventris) é um marsupial de médio porte, da familia Didelphidae, ocupa grande
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o intuito de fomecer os aspectos andtomo-histoldgicos para o estudo de animais silvestres pertencentes a fauna brasileira, Para tal
serdo utilizados 10 animais adultos e juvenis, recolhidos de estradas ef ou rodovias e que forem a ébito no Nicleo de Reabilitagdo
da Fauna Silvestre, do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas.
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RESUMO

SCHAFER, B. T. Observacdes sobre a mucosa lingual em Gambas-de-Orelha-Branca
(Didelphis albiventris), empregando os métodos de microscopia de luz, microscopias
eletronicas de varredura e de transmisséo. [Observations about the tongue mucosa in
White-Eared-Opossum (Didelphis albiventris), employing scanning and transmission electron
microscopy methods]. 2018. 94 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2018.

O Gamba-de-Orelha-Branca (Didelphis albiventris) € um marsupial que ocupa uma
ampla variedade de habitats, desde florestas até areas urbanas, em diversos biomas brasileiros
e apresenta um importante papel na disseminacdo de sementes. O objetivo desta pesquisa é
estudar a morfologia lingual desta espécie. As linguas foram coletadas de animais de trés
idades diferentes encontrados mortos em estradas no estado do Rio Grande do Sul ou de
cadaveres de animais oriundos do Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre (NURFS/
UFPel). As amostras foram submetidas para processamento para as técnicas de microscopias
de luz (ML) e eletronicas de varredura (MEV) e transmissdao (MET). Através da ML
observamos o epitélio estratificado pavimentoso e o brotamento das papilas em fetos, o
desenvolvimento das papilas linguais em animais infantis e as caracteristicas das papilas
totalmente desenvolvidas em adultos. Pelas coloraces de Azan e Picrosirius observamos que
0 colageno esta localizado principalmente sob o epitélio. Através da MEV a analise da
camada epitelial revelou trés tipos de papilas filiformes com diferentes morfologias de acordo
com a regido. As papilas fungiformes estdo dispersas pelo apice e corpo linguais, e
parcialmente cobertas por uma elevacdo de mucosa. Papilas circunvaladas sdo em nimero de
3 e formam um tridngulo na raiz lingual. Papilas foliadas sdo pequenas e delgadas elevactes
no bordo caudolateral da lingua, em ndmero varidvel de 13-18 projeces. Os tecidos
subepiteliais das papilas fungiformes, circunvaladas e foliadas apresentam uma superficie
irregular com algumas depressdes dorsalmente. Através da MET o estrato corneo demonstrou,
para adultos e fetos, o processo de renovacdo epitelial através da liberacdo das células mais
superficiais; na camada granular observamos tonofilamentos e granulos de querato-hialina; a
camada espinhosa se mostrou similar em ambas as idades e esteve marcada pela grande
quantidade de desmossomos intercelulares. As caracteristicas observadas na lingua de D.
albiventris sdo semelhantes as observadas em outras espécies de marsupiais. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/FMVZ/USP).

Palavras-chave: Morfologia. Marsupial. Anatomia. Animais silvestres. Ultraestrutura



ABSTRACT

SCHAFER, B. T. Observations about the tongue mucosa in White-Eared-Opossum
(Didelphis albiventris), employing scanning and transmission electron microscopy
methods. [Observacdes sobre a mucosa lingual em Gambas-de-Orelha-Branca (Didelphis
albiventris), empregando os métodos de microscopia de luz, microscopias eletrénicas de
varredura e de transmissdo]. 2018. 94 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2018.

The White-eared Opossum (Didelphis albiventris) is a marsupial that occupies a wide
variety of habitats, ranging from forests to urban areas, in several Brazilian biomes and plays
an important role in the dissemination of seeds. The objective of this research is to study the
lingual morphology of this species. The tongues were collected from animals found dead on
roads in the state of Rio Grande do Sul or by cadaver donation from the Nucleo de
Reabilitacdo da Fauna Silvestre (NURFS / UFPel). The samples were submitted to light and
scanning (SEM) and transmission (TEM) electron microscopy techniques. Through light
microscopy we observed the epithelium stratified squamous and the budding of the papillae in
fetuses, the development of the lingual papillae in infants and the characteristics of the fully
developed papillae in adults. By the staining of Azan and Picrosirius we observed that the
collagen is located mainly under the epithelium. Through the SEM the analysis of the
epithelial layer revealed three filiform papillae with different morphologies according to the
region. The fungiform papillae are scattered at the apex and body lingual, and partially
covered by an elevation of mucosa. Circumvallate papillae are 3 in number and form a
triangle at the lingual root. Foliate papillae are small and slender elevations in the caudolateral
border of the tongue, in varying numbers of 13-18 projections. The subepithelial tissues of
fungiform, circumvallate and foliate papillae have an irregular surface with some dorsal
depressions. Through MET, the stratum corneum demonstrated, for adults and fetuses, the
process of epithelial renewal through the release of the most superficial cells; in the granular
layer we observed tonofilaments and granules of kerato-hyaline; The spinous layer was
similar in both ages and was marked by the great amount of intercellular desmosomes. The
characteristics previously observed in the tongues of D. albiventris are similar to those
observed in other species of marsupials. The experimental procedures were approved by the
Committee on Ethics in the Use of Animals (CEUA / FMVZ / USP).

Keywords: Morphology. Marsupial. Anatomy. Wild animals. Ultrastructure
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1. INTRODUCAO

A Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza, relata que existem quatro
espécies de gambés no Brasil, sendo: Didelphis albiventris; Didelphis aurita; Didelphis
marsupialis e Didelphis imperfecta (IUCN, 2016).

Considerando o género Didelphis, a espécie Didelphis virginiana é a que foi mais
utilizada em estudos anatémicos, por isso, utilizamos os dados desta espécie como principal
referéncia no presente trabalho, visto que a literatura anatémica para D. albiventris é escassa.

O Didelphis albiventris ¢ um marsupial de médio porte, da familia Didelphidae,
pesando cerca de 1500g. E uma espécie comum em todo o estado do Rio Grande do Sul,
ocupando uma variedade de habitats, desde florestas até areas urbanas (FARIA-CORREA;
VILELLA; JARDIM, 2007). E um animal onivoro podendo se alimentar de pequenos
vertebrados, frutos, ovos, artropodes e invertebrados (MARINHO FILHO et al., 1998).

O periodo de gestacdo do Didelphis virginiana é pequeno, sendo de apenas 12 dias em
média. O recém-nascido rasteja sem ajuda desde o canal de nascimento para 0 marsupio, onde
anexa-se a um mamilo. Por ser muito imaturo ao nascimento, este animal prossegue seu
desenvolvimento, tanto crescimento quanto diferenciacdo, no marsupio durante o periodo pés-
natal (KRAUSE et al., 1978).

Krause (1998) descreve para Didelphis virginiana que a formacéo da lingua inicia no
10° dia pré-natal a partir de dois intumescimentos laterais e um outro mediano. Devido a
rapida proliferacdo do mesoderma préximo ao centro do arco mandibular, a lingua torna-se
uma estrutura proeminente no final do 10° dia e, devido ao seu crescimento acelerado, fica
saliente na cavidade oral a partir do 11° dia pré-natal. Sua superficie externa é relativamente
lisa neste momento, ndo apresentando papilas diferenciadas. Com o desenvolvimento do
corpo lingual forma-se a camada epitelial estratificada escamosa que recobre toda a extensédo
da superficie dorsal.

No inicio da formacdo da lingua, os miotubos com cadeias de nucleos em posicao
central e miofibrilas dispostas perifericamente caracterizam a musculatura intrinseca lingual
com a maioria dos miotubos orientada perpendicularmente ao seu dorso. Ao nascimento, estas
fibras musculares esqueléticas diferenciadas continuam a exibir multiplos nucleos localizados
centralmente, mas, em cerca de uma semana, células tipicas do musculo esquelético comegam

a caracterizar os musculos intrinsecos, 0s quais apresentam-se divididos em metades direita e
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esquerda por um septo lingual incompleto, refletindo o seu desenvolvimento inicial
(KRAUSE, 1998).

A lingua de D. virginiana € ricamente inervada, particularmente na sua superficie
dorsal, contendo feixes nervosos abundantes de varias espessuras, bem como ganglios
nervosos no inicio do periodo po6s-natal (KRAUSE, 1998).

A lingua do gambé adulto possui uma forma alongada e ovalada e a superficie dorsal
apresenta cinco tipos de papilas: filiformes, fungiformes, coénicas, filiformes compostas e
valadas (KRAUSE; CUTTS, 1982; KRAUSE, 1998; KRAUSE, 2008).

Em D. virginiana, papilas filiformes e fungiformes séo encontradas dispersas no dorso
da lingua no final da quarta semana poOs-natal, com botdes gustativos associados
principalmente com as papilas fungiformes (KRAUSE, 1998).

As trés papilas circunvaladas que estdo localizadas na base da lingua no adulto de D.
virginiana (SONNTAG, 1924; KRAUSE; CUTTS, 1982; KRAUSE, 1998; KRAUSE, 2008)
também sdo observadas na quarta semana pds-natal. No entanto, elas ndo estdo totalmente
desenvolvidas e ndo possuem os botbes gustativos (BEG & QAYYUM, 1976). Em animais
adultos de D. virginiana o epitélio escamoso estratificado esta associado com as superficies
laterais das papilas valadas, onde se encontram a maioria dos botdes gustativos (KRAUSE;
CUTTS, 1982; KRAUSE, 1998; KRAUSE, 2008). Ductos de glandulas serosas adjacentes,
que se dispdem entre fasciculos musculares da musculatura lingual, abrem-se em na fenda
profunda que circunda cada papila valada (KRAUSE, 1998).

Krause (1998) relata que gambas mostram aparentemente pouca discriminacdo
gustativa ao responder aos alimentos muito amargos ou muito doces. A metade anterior da
lingua € mais sensivel aos estimulos acidos e a parte posterior da lingua aos amargos.
Respostas de sabor de didelfideos sdo relatados como sendo mais préximas as dos carnivoros
do que as de roedores (TAMAR, 1961; PRESSMAN; DOOLITTLE, 1966).

A literatura menciona que, a boca aberta e a lingua bem desenvolvida sdo essenciais
para a fixagdo no mamilo e suc¢do durante o periodo pés-natal. Uma vez dentro do marsupio,
0 gamba recém-nascido localiza e suga um mamilo pelos proximos 60 dias de vida pds-natal
(CUTTS et al., 1978). Este periodo é muitas vezes referido como o periodo de fixagdo
(KRAUSE, 1998).

Estudo feito por Beg e Qayyum (1976) descreve a anatomia, histologia e inervacéo da
lingua de um embrido de 60 mm de Didelphis marsupialis. Cita que a lingua possui 13 mm de
comprimento e 4,5 mm de largura. Segundo os autores, a extremidade livre pontiaguda €

contornada por uma franja de papilas filiformes simples e com provavel agéo tatil. Ainda,
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estas estruturas foram vistas em varios estagios de formacdo e sempre ao longo de todo o
dorso lingual, enquanto que, no mesmo local, também foram descritas papilas fungiformes
pequenas, arredondadas e semelhantes a granulos.

As papilas circunvaladas, em D. marsupialis, sdo em namero de trés e dispostas numa
forma de um “V” invertido e ndo estavam totalmente desenvolvidas. Os botbes gustativos das
papilas fungiformes encontravam-se no seu dorso, enquanto as papilas foliadas estavam
ausentes (BEG; QAYYUM, 1976).

Este mesmo estudo de Beg e Qayyum (1976) ainda relata que a inervacéao da lingua de
D. marsupialis € semelhante a de outros mamiferos. A face dorsal deste 6rgdo mostra-se
recoberta por um espesso epitélio escamoso e inervada por espessos feixes de fibras nervosas,
enquanto a superficie ventral era delgada e relativamente pobre em inervacdo. Os musculos
esqueléticos e o tecido conjuntivo sdo ricamente inervados tanto por espessas quanto por finas
fibras nervosas. Um grande nimero de células ganglionares distribuia-se isoladamente ou em
grupos irregulares nos plexos de entrelacamento das fibras nervosas.

As papilas filiformes em embrido de D. marsupialis mostram-se profundamente
inervadas por fibras nervosas espessas. Papilas fungiformes séo inervadas por fibras delgadas
enquanto que nas papilas circunvaladas ndo puderam ser observados elementos nervosos
(BEG; QAYYUM, 1976).

Segundo Okada e Schrafnaugel (2005), Didelphis marsupialis possui pregas de
mucosa nas regides postero-laterais da lingua, local onde encontram-se papilas foliadas. As
papilas conicas, que sdo queratinizadas, estdo localizadas em uma depressdo proxima a
extremidade anterior da lingua. Cada papila filiforme estava composta por dois tipos de
subunidades, um processo principal semelhante a uma ponta de langa, direcionado
posteriormente com 6 a 16 processos acessorios espinhosos que cercavam a porcao anterior
do processo principal. (OKADA; SCHRAFNAUGEL, 2005).

Em estudo realizado por Martinez et al. (1998) em linguas de Didelphis albiventris
esta descrita a presenca de duas papilas circunvaladas, ambas localizadas no terco posterior e
com formato ovalado, estando circundadas por epitélio escamoso estratificado queratinizado e
por um pequeno valo. Foi descrito também a presenca de varios botdes gustativos de formatos
ovalados ou arredondados. As células epiteliais apresentaram formato poligonal com margens
intercelulares distintas, presenga de micropregas ndo muito desenvolvidas e presenca de poros
gustativos com formato circular. Apds remocéo do epitélio encontrou-se, feixes de fibras de

colagenas dispostas em varias dire¢des formando uma complexa trama.
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Segundo Okada e Schrafnaugel (2005) e Okada e Schrafnaugel (2005b), a lingua dos
mamiferos evoluiu para funcbes especializadas em diferentes espécies e as estruturas das
papilas linguais podem indicar os habitos do animal, a dieta e até relagcdes taxonémicas.

Para os neonatos de mamiferos, a lingua é um 6rgdo de extrema importancia mas,
especialmente em gambas e nos demais marsupiais, exige considera¢Bes particulares visto
que, além de auxiliar na succéo do leite, também possui a funcdo de manter a fixacdo do
filhote ao mamilo da fémea. Esta fixacdo atuard como uma sustentacdo para protecdo no
interior do marsupio que ird favorecer a organogénese.

A literatura sobre a anatomia de Didelphis albiventris, embora este possua ampla
distribuicdo nos biomas brasileiros, ¢ pouco conhecida em comparagdo aos estudos em
Didelphis virginiana. O estudo detalhado das estruturas linguais torna-se importante e
fundamental para o controle da normalidade das camadas epitelial e muscular da lingua.

A escassez de estudos anatdbmicos em espécies silvestres interfere na pratica dos
profissionais das areas clinica, cirdrgica, patoldgica e outras. Ainda, é fundamental para o
manejo de populacdes e conservacdo da fauna silvestre o conhecimento morfofuncional, visto
gue muitas espécies hoje em dia, como é o caso do Gambéa-de-Orelha-Branca, ocupam o

ambiente urbano juntamente com a espécie humana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OS MARSUPIAIS

Os marsupiais, juntamente com 0s monotremados e placentarios, formam os trés
principais grupos de mamiferos. A diferenca entre estes grupos se baseia no modo de
reproducdo, onde 0s marsupiais sdo caracterizados por apresentarem um curto periodo
gestacional e um longo periodo de lactacdo, além de apresentarem abertura urogenital
comum, vagina e Gtero duplos em fémeas e escroto cranial ao pénis em machos (CACERES;
CHEREM, 2012).

Os neonatos, ainda na fase embrionaria, deslocam-se desde a cloaca até as mamas
maternas, as quais estdo localizadas no marstpio (CACERES; GRAIPEL,2012).

O marsupio, também conhecido como bolsa, é encontrado em muitas espécies, poréem
nos marsupiais sul-americanos, 0 mesmo esta presente apenas em espécies de maior porte,
como as do género Didelphis; em algumas outras espécies o desenvolvimento do marsipio
ocorre apenas durante o periodo reprodutivo, como no género Lutreolina (CACERES;
CHEREM, 2012).

Atualmente, os marsupiais sdo encontrados apenas nas Américas, Australia e ilhas
proximas, entretanto fosseis de marsupiais ja foram registrados na Africa, Asia, Europa e,
inclusive, Antartida (CACERES; CHEREM, 2012). Fdsseis encontrados na Antartida
sugerem que esta regido possa ter feito parte da rota de passagem dos marsupiais entre a
América do Sul e Australia (MALTA; LUPPI, 2007).

Diante desta atual distribuicdo geografica, os europeus s tiveram o primeiro contato
com marsupiais no final do século XV, apds o inicio das Grandes Navegagdes. Em 1500,
durante um desembarque na costa da Guiana ou llha do Marajo, no Para, capturaram, por
entre as arvores, uma fémea de marsupial com filhotes na bolsa, possivelmente da espécie
Didelphis marsupialis, a qual foi levada para a Espanha por Vicente Yafiez Pinzon. Tal
morfologia, bem distinta daquela dos animais com que 0s europeus estavam acostumados,
causou espanto e curiosidade (GARDNER, 2007; CACERES; CHEREM, 2012).
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2.2 DIDELFIDEOS

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Mammalia

Ordem: Didelphimorphia

Familia: Didelphidae

Dentro do género Didelphis estdo agrupadas seis espécies. Destas, cinco estdo
distribuidas na América do Sul e quatro sdo registradas no Brasil, sendo elas: Didelphis
albiventris, D. aurita, D. imperfecta e D. marsupialis. As outras duas espécies que nao sdo
registradas no Brasil sdo D. pernigra e D. virginiana (IUCN, 2016; MELO; SPONCHIADO,
2012).

De acordo com o relato de Rossi, Bianconi e Pedro (2006), a maioria das espécies da
familia Didelphidae apresenta habitos noturnos e dieta onivora que inclui frutos, artrépodes,

pequenos vertebrados e néctar.

2.3 0 GAMBA-DE-ORELHA-BRANCA

As descricdes mostram que o Gambéa-de-Orelha-Branca (D. albiventris) (figura 1),
assim como D. aurita, esta amplamente distribuido no Brasil. D. albiventris ocupa formacGes
florestais e abertas, distribuindo-se em toda a Caatinga, Cerrado, Pampa e pode ocorrer
também na Mata Atlantica (GARDNER, 2007; MELO; SPONCHIADO, 2012) como
demonstrado na figura 2.

Ainda, esta espécie é nominada popularmente por outros diversos nomes em regides
diferentes do Brasil, tais como sarigué, mucura, cassaco e timbu (ALMEIDA et al., 2010).

O Gamba-de-Orelha-Branca é uma espécie considerada oportunista e que tolera
ambientes alterados, sendo encontrado em ambientes fragmentados assim e, inclusive, centros
urbanos (MELO; SPONCHIADO, 2012).

Assim como ocorre com outros marsupiais, € uma espécie solitaria, com excecao do
periodo reprodutivo, o qual ocorre, no minimo, uma vez por ano. E uma espécie com habitos

noturnos e crepusculares, procura arvores ocas ou troncos caidos para se abrigar. A gestacao
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tem duragéo entre 12-14 dias e nascem de 4-14 filhotes. O desmame inicia a partir do 60° dia
de idade dos filhotes e estd completo entre 70-100 dias (ROSSI; BIANCONI; PEDRO, 2006;

Fonte: SCHAFER (2018)
Legenda: Fémea de D. albiventris em cativeiro para reabilitacdo no NURFS-UFPEL

REIS et al., 2006).

O Gamba-de-Orelha-Branca tem importante acdo na disseminacdo de sementes, como
demonstrado em pesquisa realizada por Céceres (2002), onde a dieta foi determinada através
de analise fecal e a dispersdo de sementes testada através de experimentos de germinacéao
pois, de 71 gambas, 51 destes apresentaram sementes nas fezes. Ainda segundo Céceres
(2002), a diversidade de itens da dieta foi similar entre gambés de diferentes idades.

Cantor et al. (2010), em estudo sobre o potencial de D. albiventris em dispersar
sementes, apos analise de 222 amostras fecais obtidas, relatou que a dieta dos animais foi
composta principalmente de invertebrados (sendo 34,9% de artrépodes e 7,8% de moluscos) e
frutos (28,8%), seguidos de vertebrados (10,5% de mamiferos, 10,8% aves e 7,2 de peixes).
Ainda segundo o mesmo trabalho, machos e fémeas apresentaram uma dieta similar, de
acordo com o encontrado nas fezes.

Essa ampla distribuicdo de D. albiventris, por outro lado, faz com que encontremos
muitos desses espécimes mortos em estradas, vitimas de atropelamento. Rosa e Mauhs (2004)
relatam atropelamentos de animais na rodovia RS-040, a qual liga a regido da Grande Porto
Alegre ao litoral central do Rio Grande do Sul, onde Didelphis albiventris, durante o periodo
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de dois anos de pesquisa, apresentou a maior frequéncia de atropelamentos, ou seja, de 57,1%,

entre mamiferos, aves e répteis.

Figura 2 - Mapa da &rea de distribuicdo de Didelphis albiventris
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Legenda: A area em amarelo indica a regido em que o D. albiventris € encontrado.

Rosa e Mauhs (2004) sugerem ainda que a alta frequéncia de atropelamentos de D.
albiventris esta possivelmente relacionada com a abundéncia da espécie nesta na regido, por
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tratar-se de um mamifero comum em todo o estado do Rio Grande do Sul e, adicionam que
houve uma maior frequéncia de atropelamentos durante a primavera.

Santana (2012) estudou trechos de quatro rodovias que cortam a regido central do Rio
Grande do Sul, mais especificamente na regido do municipio de Santa Maria, a saber: BR-
158, BR-287, BR-392 e RS-241; com analises mensais durante 1 ano. Durante este periodo, 0
autor contabilizou 829 vertebrados vitimados por atropelamentos, sendo que 428 destes eram
mamiferos e, destes, 136 eram da espécie D. albiventris, representando 16,4% do total de
atropelamentos, sendo novamente a espécie mais registrada. Através de analise estatistica,
Santana (2012) demonstrou que machos de D. albiventris tendem a serem mais atropelados
que fémeas nestes trechos citados. Além disso, 0 maior nimero de atropelamentos ocorreu
durante o verdo e primavera (SANTANA, 2012). Santana (2012) também sugere que a
espécie D. albiventris foi a mais vitimada devido sua caracteristica oportunista e por ser um
animal bastante comum e que ocupa diversos tipos de habitats no Rio Grande do Sul.

Hengemiihle e Cademartori (2008) estudaram os casos de atropelamentos em um
trecho de 12km da RS-389, rodovia localizada no norte do Rio Grande do Sul e que liga os
municipios de Osorio e Torres, durante o periodo de 1 ano, através de andlises quinzenais. As
autoras (2008) relatam a ocorréncia de 143 vertebrados silvestres vitimados por
atropelamentos, sendo que a classe dos mamiferos foi a segunda mais atingida, representando
29% do total, na qual as ordens mais atingidas foram Didelphimorphia e Carnivora, cada uma
com 15 individuos cada e, juntas, representam mais de 70% dos registros de atropelamento
dentro da classe e, novamente, D. albiventris ocupa o primeiro lugar dos mamiferos mais
atropelados, com 14 animais contabilizados.

Coelho, Kindel e Coelho (2008), em pesquisa realizada na BR-389 e na BR-101
durante o periodo de janeiro de 2003 a janeiro de 2004, descrevem os casos de atropelamentos
nessas estradas. Durante 1 ano os autores registraram 869 vertebrados atropelados, onde 548
individuos foram mamiferos e, destes, 240 espécimes foram classificados como D.
albiventris.

Para Coelho (2003), esse grande numero de gambas atropelados pode estar
relacionado com a diminuigdo ou extingdo de outros animais, mesmo que D. albiventris seja
comum em ambientes fragmentados, assim esta espécie estaria compensando a falta das
demais realizando os papéis de predagdo e dispersdao de sementes, 0 que é extremamente

importante para a dinamica e conservacgdo da fauna e flora.
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2.4 MORFOLOGIA DA LINGUA DE MAMIFEROS MARSUPIAIS

Kobayashi et al. (2003), Jackowiak e Godynicki (2007) e Emura, Okumura e Chen
(2014), em estudos realizados em alguns marsupiais, relatam para esta infraclasse as seguintes
caracteristicas: presenca de uma papila filiforme principal circundada por papilas filiformes
acessorias; papilas fungiformes arredondadas; papilas circunvaladas em ndmero de 3,
formando um triangulo proximo a raiz da lingua, com o &pice voltado posteriormente, onde
uma papila posiciona-se sobre a linha média enquanto as demais séo lateralizadas. H& também
papilas cbnicas derivadas da margem postero-lateral da lingua, local onde séo identificadas
papilas foliadas em outras espécies animais pertencentes as ordens dos primatas (EMURA,
2002a), dos roedores (EMURA 2011) e perissodactilos (PFEIFFER, 2000).

No marsupial Bettongia penicillata, um marsupial australiano micofago
(GARKAKLIS; BRADLEY; WOOLLER, 1998; WAYNE et al., 2016) foi descrito que o
tecido conectivo do interior das papilas fungiformes apresenta diversas depressdes no topo e
que as papilas circunvaladas sdo circundadas por uma estrutura semelhante a uma almofada,
além de um sulco caracteristico (EMURA; OKUMURA,; CHEN, 2014).

Em coalas, um marsupial estritamente herbivoro (MOORE; FOLEY, 2000), além das
caracteristicas ja citadas para marsupiais, apresentam uma saliéncia no ter¢o posterior da
lingua denominada de proeminéncia lingual ou ainda proeminéncia intermolar, estrutura
caracteristica de animais herbivoros (KOBAYASHI, 2003).

A espécie Wallabia bicolor, marsupial herbivoro que consome gramineas, arbustos,
samambaias e fungos (HOLLIS et al., 1986; OSAWA, 1990), assim como coalas, também
apresenta a proeminéncia lingual ou intermolar, embora pouco desenvolvida. As papilas
filiformes também sdo identificadas como sendo semelhantes a pontas de langa com longos
processos acessorios; apos a remocao do epitélio, apresenta um formato semelhante a uma pa,
com 6-10 processos acessorios, porém o formato e nimero de processos variam ao longo da
superficie dorsal da lingua. As papilas fungiformes, apds retirada do epitélio, mostraram
diversas cavidades para os botbes gustativos (ABE; KOIZUMI; KOBAYASHI, 2001).

Wallabia bicolor, assim como outros marsupiais relatados também apresentam as trés
papilas circunvaladas na porc¢éo posterior da lingua. Papilas foliadas ndo foram identificadas,
porém os autores relatam diversas projecfes conicas sem botdes gustativos na por¢éo pdstero-
lateral da lingua. Os autores relatam que algumas caracteristicas estruturais de Wallabia

bicolor sdo similares com as de cées e gatos e com a espécie Tupaia glis, um mamifero nao
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marsupial, mas que apresenta também trés papilas circunvaladas (ABE; KOIZUMI,;
KOBAYASHI, 2001).

2.5 MORFOLOGIA DA LINGUA EM OUTRAS ESPECIES DE MAMIFEROS

Com relagdo aos detalhes ultraestruturais da lingua de mamiferos, demonstrando a
grande diversidade de caracteristicas entre as espécies, citamos aqui algumas pesquisas
semelhantes que deixam evidente essa variagdo interespecies.

O trabalho ultraestrutural realizado com lingua de Tatus-de-nove-cintas (Dasypus
novemcinctus) — animal onivoro, cuja alimentacdo compreende insetos, invertebrados,
anfibios, répteis, aves, ovos, matéria vegetal e frutos (MCBEE; BAKER, 1982) - relata a
presenca de duas papilas circunvaladas contornadas por papilas filiformes; papilas foliadas
estdo ausentes e papilas fungiformes ndo apresentam botbes gustativos (MORAIS;
WATANABE; LOPES, 1991).

Linguas de capivaras (Hydrochaeris hydrochaeris), animal herbivoro semiaquatico
(BARRETO; QUINTANA, 2013), apresentam papilas foliadas na superficie lateral da lingua,
duas papilas circunvaladas, papilas fungiformes em maior quantidade no apice e margens
laterais da lingua evidenciando os poros gustativos (WATANABE et al., 2013).

Ja os pinipedes (Ordem Carnivora, Subordem Pinnipedia), sdo carnivoros marinhos
semiaquaticos, que possuem ancestrais em comum com o0 cdo, em que podemos considerar
lobos-marinhos, ledes-marinhos, morsas, focas e elefantes-marinhos, (RUOPPOLO, 2007).
As espécies Arctocephalus australis (Lobo-Marinho-do-Sul) e Otaria flavescens (Leéo-
Marinho-do-Sul) possuem registros de ocorréncia no Brasil e sdo as espécies de pinipedes
registradas com maior frequéncia no estado do Rio Grande do Sul (CECLIMAR, 2018).
Naya, Arim e Vargas (2002) relatam que a dieta de Arctocephalus australis, na Isla de Lobos,
Uruguai, é composta predominantemente de peixes teledsteos e cefalopodes. Pauly et al.
(1998), em pesquisa que levou em consideracdo uma série de outros estudos com mamiferos
aquaticos, relata que as dietas de Arctocephalus australis e Otaria flavescens incluem
invertebrados bénticos (moluscos, sendo principalmente bivalves e gastropodes), pequenos
crustaceos, lulas, peixes pelagicos e mesopelagicos, peixes demersais, outros mamiferos

marinhos, aves aquaticas e, ainda, tartarugas.



36

Estudo feito em pinipedes por Erdogan, Arias e Pérez (2015) relata que a espécie
Arctocephalus australis (Lobo-Marinho-Sul-Americano) apresenta o apice lingual bifido; as
papilas filiformes ndo possuem projecfes secundarias, sendo mais pontiagudas no corpo
lingual e rombas no apice; as papilas fungiformes, as Unicas que apresentam botdes
gustativos, distribuem-se aleatoriamente na superficie da lingua, na porcdo caudal do corpo
lingual foram encontrados grupos de 2 ou 3 dessas papilas e as que possuem formato de
cUpula apresentam numerosos botdes gustativos, além disso ha um aumento gradual de
papilas fungiformes distribuidas no sentido caudal da lingua. Os autores Erdogan, Arias e
Pérez (2015) relataram auséncia de papilas circunvaladas para esta espécie.

Ainda, para Arctocephalus australis ainda se encontram papilas conicas relativamente
longas na regido da raiz e varias com formato alongado, semelhante a um fio, limitando um
sulco terminal nesta regido (ERDOGAN; ARIAS; PEREZ, 2015).

Também Erdogan, Arias e Pérez (2015) relatam o apice lingual bifido para o pinipede
Otaria flavescens (Ledo-Marinho-Sul-Americano). A superficie dorsal da lingua apresentou-
se coberta de projecGes rombas, oferecendo uma aparéncia de mosaico ao 6rgao e, cada uma
destas projec@es difere em tamanho e diametro, sendo projecées menores na metade rostral da
lingua e projecBes maiores em didmetro na metade caudal. Entre a metade caudal do corpo
lingual e sua raiz estd descrita a presenca de uma papila circunvalada, sendo circundada por
um grande sulco e a superficie dorsal desta assemelha-se a uma couve-flor.

Ozotoceros bezoarticus, € uma espécie de veado, portanto um ruminante, que
alimenta-se de uma variedade de plantas, especialmente gramineas, de acordo com a
preferéncia e disponibilidade das mesmas ao longo do ano (JACKSON; GIULIETTI, 1988;
LACERDA, 2008). Erdogan e Pérez (2013) relatam nesta espécie a presenca de um toro
lingual; auséncia de papilas lentiformes; uma média de 5 a 9 papilas circunvaladas presentes
na metade caudal do toro lingual onde ficam enfileiradas, em ambos os lados; papilas
filiformes e fungiformes tanto na superficie dorsal quanto na superficie ventral da lingua; e

auséncia de papilas mecénicas na raiz.

2.6 MORFOLOGIA DA LINGUA EM OUTRAS ESPECIES DE ANIMAIS

Existem ainda diversos outros estudos sobre a morfologia da lingua de diversas

espécies de animais de outras classes, como em peixes (CINAR; SENOL; KURU, 2008);
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répteis: Trachemys scripta elegans (BEISSER et al., 1998), Manouria emys emys (HEISS et
al., 2011), Eretmochelys imbricata bissa (IWASAKI; ASAMI; WANICHANON, 1996) e
Lepidochelys olivacea (IWASAKI; WANICHANON; ASAMI, 1996).

Para diversas espécies de aves esta descrita também a morfologia da mucosa lingual:
Trichoglossus haematodus (EMURA; OKUMURA; CHEN, 2011), Caprimulgus indicus
(EMURA; OKUMURA,; CHEN, 2010), Dendrocopos kizuki (EMURA; OKUMURA; CHEN,
2009), Otus scops (EMURA; OKUMURA; CHEN, 2009) e Falco peregrinus e Falco
tinnunculus (EMURA; OKUMURA; CHEN, 2008).

Emura, Okumura e Chen (2010) salientam ainda que o estudo morfologico da mucosa
lingual de aves pode fornecer dados a respeito do formato da lingua, método de apreenséo dos

alimentos, o tipo de alimentacéo e ainda o tipo de habitat de cada ave.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir com o estudo da morfologia lingual em animais silvestres nativos dos
biomas brasileiros, utilizando, em especifico, Gambas-de-Orelha-Branca (Didelphis

albiventris) obtidos no estado do Rio Grande do Sul.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Descrever as caracteristicas morfologicas das células epiteliais e tecidos subepiteliais
linguais assim como a distribuicdo das papilas linguais em Didelphis albiventris empregando
os métodos de Microscopia de Luz, Microscopia Eletronica de Varredura e Microscopia
Eletronica de Transmiss&o;

- Analisar a arquitetura do tecido subepitelial lingual,

- Comparar as alteracdes a nivel intracelular nas diversas fases do desenvolvimento de
D. albiventris através da Microscopia Eletronica de Transmissao;

- Quantificar a densidade de colageno dos tipos I e Ill ao longo do desenvolvimento
lingual de D. albiventris, desde os espécimes neonatos até os adultos;

- Estabelecer comparacdes interespécies afim de tentar justificar o formato de cada
papila de acordo com diversos fatores tais como: distribuicdo geogréafica, alimentacéo,
habitat, entre outros;

- Dar um destino aos animais atropelados, contribuindo tanto com as pesquisas
cientificas que podem beneficiar outros animais e areas de atuacdo de médicos veterinarios e

bioldgos, quanto criar alternativas ao uso de animais vivos no meio cientifico.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 16 animais de ambos os sexos e diferentes idades, da espécie
Didelphis albiventris obtidos por doacdo do Nucleo de Reabilitacdo da Fauna Silvestre
(NURFS) e do Departamento de Morfologia (Setor de Anatomia Animal) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), além de animais encontrados mortos por atropelamentos em
estradas.

As coletas foram realizadas na primavera, por ser o periodo em que se relata uma
maior visualizacdo destes animais, fase em que ficam mais expostos para buscar alimentos,
visto que também corresponde ao periodo de reproducdo dos mesmos, além disso, as fémeas
ficam mais lentas pela necessidade de carregar seus filhotes e, com isso, acabam ficando mais
suscetiveis aos atropelamentos e agressdes humanas.

Foram utilizados animais de diferentes idades, o que possibilitou a formacéo de trés
grupos para andlises: fetos, infantis e adultos. A tabela 01 descreve as caracteristicas dos
animais utilizados.

As fémeas que foram encontradas mortas, porém com filhotes vivos no marsupio,
foram levadas imediatamente ao NURFS, os filhotes foram delicadamente descolados dos
mamilos das fémeas, os mesmos foram mantidos em incubadora e aleitados artificialmente via
oral, com intuito de preservar a vida dos mesmos, quando possivel.

Os animais considerados fetos sdo aqueles que foram encontrados ainda no interior do
marsapio, com apenas alguns pelos pouco visiveis, olhos fechados e aderidos ao mamilo da
fémea adulta. Os infantis j& apresentam uma cobertura de pelos caracteristica da espécie,
podem ja ter saido do marsupio, e, portanto, ndo sdo mais lactentes. Os animais adultos foram
classificados assim pelo porte, tamanho, peso, denticdo, além de serem animais aptos para a

reproducéo.
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Tabela 1 — Dados dos animais utilizados nos experimentos

Animais Comprimento Peso (g) Faixa Sexo Comprimento da
(cm) etaria lingua (mm)

GO01 41 3200 Adulto Macho 80

G02 41,5 * Adulto Macho *

G06 36,5 2100 Adulto Fémea 75

GO07 4,8 8,81 Feto Macho 13

G08 50 6,63 Feto Macho 10

G09 4,2 6,33 Feto Fémea 11

G10 4,0 5,65 Feto Fémea 10

Gl1 4,3 6,25 Feto Macho -

G12 5,2 8,06 Feto Fémea 8

G13 51 5,83 Feto Fémea 12

G17 - 2100 Adulto Fémea 75

G18 - - Adulto Macho 69

G19 12,7 81 Infantil Fémea 31

G21 10,6 56 Infantil Fémea 32

G22 10,3 40 Infantil Fémea 28

G27 - 2290 Adulto Macho 71

* Dados inexistentes, material oriundo de necropsia

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Dados dos espécimes de Didelphis albiventris coletados e utilizados nos
experimentos. Os animais foram identificados por nimeros conforme a obtencdo dos mesmaos.
Os exemplares recebidos que encontravam-se em avancado estagio de autdlise foram

excluidos da amostragem.
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A figura 3 mostra um comparativo entre as 3 diferentes idades dos animais utilizados.

Figura 3: Fotografia dos animais coletados, comparando as diferentes faixas etarias

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Gambés-de-Orelha-Branca em trés diferentes faixas etarias. (A) Feto; (B)
Infantil; (C) Adulto.

Apoés recebimento, os animais adultos foram canulados pelas artérias Cardtidas
Comuns e perfundidos com a solucéo fixadora mais adequada conforme o tipo de técnica a ser
realizada posteriormente, os mesmos foram mantidos imersos na solucéo fixadora e, ap6s um
periodo de 24h foi realizada a retirada da lingua mediante cautelosa dissecacdo. Os animais
das demais idades, devido aos tamanhos dos mesmos, ndo foram canulados, logo, as linguas
foram coletadas ap6s o0 recebimento e imersas na solucdo fixadora de acordo com a técnica a

ser executada.
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A escolha das técnicas seguiu um padrdo de acordo com o estado do animal no post-
mortem, ou seja, animais recebidos logo ap6s a morte foram destinados para a técnica de
microscopia eletronica de transmissdo; animais recebidos algumas horas ap6s a morte ou
ainda que tivessem sido refrigerados foram destinados para a técnica de microscopia de luz; e,
animais em estagio mais avancado de putrefacdo ou ainda que foram em algum momento
congelados ou provenientes de cole¢do, foram destinados a técnica de microscopia eletrénica
de varredura.

Apls a coleta das linguas, estas foram fotografadas e tiveram suas medidas
mensuradas. A figura 4 ilustra a diferenca macroscépica das linguas entre as diferentes faixas

etarias.

Figura 4: Fotografia das linguas dos animais coletados

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Comparacdo entre as linguas das trés idades utilizadas. (A) Feto; (B)
Infantil; (C) Adulto.

Os animais, apos a coleta da lingua, passaram a fazer parte do acervo do Departamento
de Morfologia da UFPel, como previamente acordado entre as partes envolvidas, e serdo
utilizados para outras pesquisas e atividades de ensino.

Tanto a coleta quanto o transporte destes animais foram previamente autorizados pelo

Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade (ICMBio — Ministério do Meio
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Ambiente), através do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) sob
0 numero 47912-1.

Além disso, todas as coletas e experimentos aqui utilizados foram aprovados pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMVZ/USP sob o niimero 2275060215.

4.2 MICROSCOPIA ESTEREOSCOPICA (MESOSCOPIA)

As linguas, antes de serem seccionadas, foram analisadas e fotografadas em
microscopio estereoscopico ZEISS Discovery V20, do Departamento de Ecologia, Zoologia e
Genética (Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas) com o intuito de registrar as
caracteristicas e disposicGes das papilas linguais, visto que esta analise permite a visualizagdo
das papilas linguais no 6rgdo ainda inteiro, ficando mais clara a localizagdo destas ao longo da

lingua.

4.3 MICROSCOPIA DE LUZ

As amostras foram coletadas e imediatamente imersas em solucdo fixadora de
paraformaldeido 4%. O material passou por uma série de concentracfes crescentes de alcoois
para desidratacdo, com posterior diafanizacdo em série de xil6is e incluidos em parafina. Em
seguida os tecidos foram submetidos a cortes seriados transversais e longitudinais com 7 pm
de espessura em microtomo Leica RM2145 do Departamento de Anatomia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP. Os cortes foram corados com Hematoxilina-Eosina (HE), Azan
e Picrosirius.

Os cortes corados em Picrosirius foram examinados sob luz polarizada para evidenciar
as fibras de colagenos tipos | e IlI.

Apbs as coloragbes, as laminas foram montadas com Entellan®, analisadas em
microscopio Nikon Eclipse E600 (Laboratorio de Biologia Celular e Anatomia Funcional —
Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP) e as imagens obtidas

através de camera Nikon DS-Ril e programa NIS-Elements AR 3.2.
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Ainda, ap6s obtencdo de imagens, foi realizada a quantificacdo dos colagenos tipos | e
I11, nos cortes corados por Picrosirius e analisados sob luz polarizada. Através do programa
Adobe Photoshop CC® isolamos as fibras colagenas por tipos, utilizando filtros para as cores
“vermelho” e “verde” e, entdo, através do programa Image J® fizemos a quantificacio destas
fibras isoladas por campo (7,067 mm?) resultando em porcentagem com valor arbitrério. A
comparagao das densidades das fibras coladgenas foi feita para cada faixa etéria.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os tecidos foram coletados para microscopia eletronica de varredura e fixados em
solucdo de Karnovsky modificada contendo glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2% e
tamponada com fosfato de sédio 0,1M (pH 7,2) por 24h a 4 °C, segundo a técnica descrita por
Watanabe e Yamada (1983). As amostras foram pos-fixadas com solugdo de tetréxido de
o6smio 1% por 2h a 4 °C e desidratados em séries crescentes de etanol (70-100%).
Posteriormente as amostras foram submetidas a secagem, através do uso de CO: liquido,
utilizando o aparelho de ponto critico Balzers CPD-030 (Processo FAPESP). Por fim, as
amostras foram coladas em “stubs” utilizando fita dupla face de carbono ou cobre e esmalte
de unhas, formando pontes entre o material bioldgico e o stub, e posteriormente cobertos com
ions de ouro usando o aparelho metalizador Balzers SDC-040 (Departamento de Anatomia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP) (Processo FAPESP). Os stubs revestidos foram
examinados no microscopio eletrdnico de varredura LEO 435VP (Departamento de Cirurgia —
FMVZ/ USP) e NEOSCOPE JCM-5000 (Instituto de Quimica / USP).

45 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA EMPREGANDO O
METODO DE CORROSAO

As amostras foram fixadas em solugdo de Karnovsky modificada (WATANABE;
YAMADA, 1983). Apos, as amostras foram imersas em solucdo aquosa de hidréxido de sodio
10% durante 3 a 5 dias, em temperatura ambiente (WATANABE et al., 1994). As amostras

foram lavadas com &gua destilada durante 24 horas, até que os espécimes estivessem claros e
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pos-fixados com solugdo de tetroxido de 6smio 1%, durante 2h a 4 °C. Os espécimes entdo
foram desidratados em série crescente de alcoois até o alcool absoluto. Posteriormente os
especimes foram submetidos a secagem utilizando o aparelho Balzers CPD-030 (Processo
FAPESP). Por fim, as amostras foram montadas em “stubs” utilizando fita dupla face de
carbono ou cobre e cobertos com ions de ouro usando o aparelho metalizador Balzers SDC-
040 (Processo FAPESP). As amostras revestidas foram examinadas nos microscépios
eletronicos de varredura LEO 435VP (FMVZ-USP) e NEOSCOPE JCM-5000 (Instituto de
Quimica / USP).

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Foram coletados pequenos fragmentos de 3 mm3 das linguas e colocados em solucao
fixadora de Karnovsky modificada (WATANABE; YAMADA, 1983) e/ou em solucédo
aquosa de glutaraldeido a 2,5%, a 4 °C por 8 horas. Os tecidos foram lavados 3 vezes em
tampdo fosfato de sddio, e pds-fixados com tetroxido de 6smio a 1% por 2 horas a 4 °C. Os
tecidos foram colocados em solucdo aquosa de acetato de uranila a 5% por 1 hora e 30
minutos & temperatura ambiente. As amostras foram desidratadas em série crescente de
alcoois por 15 minutos cada até o alcool absoluto. Em seguida, o material foi imerso em
Oxido de Propileno, duas vezes de 15 minutos cada. Os espécimes foram imersos em Resina
Spurr com Oxido de Propileno por 1 hora (proporgéo de 1:1). Ap6s, o tecido foi imerso nessa
solugdo na proporc¢éo de 3:1 por 1 hora e 30 minutos, estas duas ultimas etapas em misturador
rotatério. Finalmente as amostras foram colocadas em resina pura pelo periodo de 24 horas.
No dia seguinte, foi realizada a inclusdo do material em Resina Spurr em moldes de silicone,
que foram mantidos por 3 dias em estufa a 60 °C para polimerizagdo. O corte semi-fino foi
feito com faca de vidro em ultra micrétomo Leica Ultracut UCT (ICB-USP - Processo
FAPESP) com 400 nm de espessura e corado com Azul de Toluidina 1% para a observacéo
das estruturas em microscopio de luz. Foi realizada nova trimagem para corte ultrafino, com a
faca de diamante em mesmo microtomo, com 60 nm de espessura. Os cortes foram coletados
em telas de cobre de 200 “mesh”, contrastados com acetato de uranila por 3 minutos
(WATSON, 1958; WATANABE; YAMADA, 1983) e citrato de chumbo por 3 minutos
(REYNOLDS, 1963; WATANABE; YAMADA, 1983) e examinados em microscépico
eletronico de transmissdo JEOL 1010 (Departamento de Biologia Celular — ICB/ USP).
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Os termos anatdmicos e histoldgicos utilizados na presente pesquisa estdo de acordo
com a Nomina Anatomica Veterinaria (INTERNATIONAL COMMITTEE ON
VETERINARY GROSS ANATOMICAL NOMENCLATURE, 2012) e Nomina histologica
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON VETERINARY HISTOLOGICAL
NOMENCLATURE, 1994).



Resulfodos
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5. RESULTADOS

51 ANATOMIA MACROSCOPICA E ESTEREOMICROSCOPICA [/
MESOSCOPICA

Primeiramente, antes de qualquer anélise, estabelecemos os parametros para limitar as
trés regides linguais. O &pice lingual compreende a regido que se estende desde a extremidade
livre da lingua até a regido onde surge o freio lingual. O corpo lingual é o seguimento
imediatamente caudal ao apice, ou seja, consideramos como corpo lingual o segmento que
esteve entre o surgimento do freio lingual até a regido onde percebemos a papila foliada mais
rostral, ou ainda, outra referéncia, a presenca do pilar palatoglossal. A raiz lingual, portanto, é
a regido que se estende desde o pilar palatoglossal até a extremidade caudal da lingua.

Macroscopicamente, as linguas de fetos de D. albiventris possuem um aspecto liso,
porém durante a coleta foi possivel identificar as trés papilas circunvaladas no terco caudal, a
margem livre do apice possui um aspecto serrilhado e a superficie dorsal apresenta dois sulcos
discretos paralelos ao plano longitudinal mediano. As linguas de fetos tiveram comprimentos
entre 8 e 12mm.

As linguas de animais infantis mostram aspectos da lingua do animal adulto. S&o
perceptiveis as trés papilas circunvaladas na raiz lingual, as papilas foliadas nas margens
caudo-laterais do terco caudal da lingua, papilas fungiformes que surgem como pontos
brancos no corpo lingual, a superficie irregular do dorso do apice lingual que indica a
localizacdo de papilas filiformes e também a margem irregular e serrilhada na extremidade do
apice lingual. As linguas de animais infantis tiveram comprimentos entre 28 e 32mm.

Observando a anatomia de superficie da lingua do Gambéa-de-Orelha-Branca adulto,
podemos afirmar que esta possui um formato achatado dorso-ventralmente e alongado,
medindo aproximadamente entre 69 e 80mm de comprimento (figura 5D).

A observacao foi feita dividindo a lingua em 3 segmentos: &pice, corpo e raiz.

Macroscopicamente sdo evidentes 4 tipos de papilas: filiformes, fungiformes,
circunvaladas e foliadas.

Algumas papilas filiformes sdo pontiagudas na regido central do &pice, com longas
projecbes de queratina (figura 5A). No corpo e raiz, também sdo visualizadas papilas

filiformes conferindo um aspecto aveludado as regides (figuras 5B e 5C).
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As papilas fungiformes sdo observadas como pequenos pontos brancos dispersos pela
superficie do dorso do apice e corpo linguais, e nas margens laterais destas regides (figura
5E). Na raiz lingual ndo observamos papilas fungiformes.

Além disso, observamos também diversas estruturas puntiformes, semelhantes as
papilas fungiformes, contornando a margem livre do apice lingual, o que nos fetos e animais
infantis deu o aspecto serrilhado & extremidade rostral do 6rgéo.

As papilas circunvaladas, localizam-se na regido de raiz lingual e sdo em nimero de 3,
formando um tridngulo onde o vértice deste é voltado caudalmente (figura 5F). Estas papilas
estdo em regido que pode ser delimitada rostralmente pelos pilares palatoglossais e,
caudalmente, pela orofaringe.

As papilas foliadas estdo localizadas na porcdo caudo-lateral da raiz lingual e revela
varias projecdes elevadas formando uma fileira no sentido rostro-caudal (figura 5G).

A figura 6 é uma ilustracdo onde procuramos representar a distribuicdo das papilas
linguais em D. albiventris como vimos macroscopicamente. A figura 6A representa uma vista
dorsal da lingua, e salientamos a presenca das papilas filiformes pontiagudas no centro do
apice, as papilas fungiformes na extremidade desta mesma regido, papilas fungiformes
dispersas pelo &pice e corpo, as trés papilas circunvaladas na raiz lingual, papilas foliadas
localizadas na lateral desta regido, e, ainda, as papilas filiformes que recobrem toda a

superficie dorsal lingual dando um aspecto aveludado a mucosa lingual.

A figura 6B é uma representacdo da vista lateral direita da lingua de D. albiventris. A
intencdo desta ilustracdo é salientar a presenca de papilas fungiformes na borda do corpo

lingual, também dispersas por entre as papilas filiformes menores.



Figura 5 — Aspectos macroscopicos e estereomicroscépicos de lingua de D.
albiventris

10 mm

S mm

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Lingua de D. albiventris adulto sob analise macroscopica (D) e em
microscopio estereoscopico (A-C; E-G). A: Papilas filiformes presentes no apice
lingual; B: Papilas filiformes presentes no corpo lingual; C: Papilas filiformes presentes
na raiz lingual; D: Aspecto geral do dorso lingual; E: Papilas fungiformes no &pice
lingual, vistas como pequenos pontos esbranquicados (setas brancas); F: Papilas
circunvaladas (setas brancas) formando um tridngulo na raiz lingual; G: Fileira de
papilas foliadas (setas brancas) na regido caudo-lateral da raiz lingual. Barras: 2 um (A-
C); 5 um (F-G); 10 um (E).
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Figura 6 — llustracdo baseada na observacdo macroscopica de lingua de D.
albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: llustragdes de lingua de D. albiventris adulto. A: Vista dorsal da lingua
onde as estruturas pontiagudas e puntiformes representam, respectivamente, papilas
filiformes e fungiformes; na raiz lingual destacamos as trés papilas circunvaladas e,
na lateral desta regido estdo as papilas foliadas. Notar que toda a superficie dorsal
lingual estd coberta com papilas, também filiformes, porém, por serem menores e
menos robustas ddo uma caracteristica aveludada ao 6rgdo. B: Vista lateral direita da
lingua onde destacamos a presenca de papilas fungiformes na lateral do corpo
lingual.
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5.2 MICROSCOPIA DE LUZ

Através da microscopia de luz observamos que fetos de D. albiventris apresentam uma
superficie lingual praticamente lisa (figura 7A), ou seja, ndo possuem ainda papilas totalmente
desenvolvidas, com exce¢do das circunvaladas (figuras 7B, B’), pouco salientes. Além disso
ndo identificamos botbes gustativos nas papilas circunvaladas de fetos. Nas regiGes do corpo
(figuras 7C, C’) e apice (figuras 7D, D’) o tecido epitelial estratificado pavimentoso forma
estruturas semelhantes a placas, que correspondem aos brotamentos das papilas linguais.

Em animais infantis observamos papilas filiformes, fungiformes, circunvaladas e
foliadas mais estruturadas. As papilas filiformes ja sdo estruturas alongadas e bem
desenvolvidas (figuras 8A, A’). As papilas fungiformes apresentam uma superficie
arredondada e a base afunilada (figuras 8B, B’). As papilas circunvaladas ja possuem um valo
no entorno (figuras 8C, C’), estdo rodeadas de papilas filiformes, e observamos a
desembocadura dos ductos das glandulas salivares linguais no espaco que envolve a papila
circunvalada. As papilas foliadas surgem como pequenas estruturas alongadas na porc¢éo
lateral da raiz lingual, revelando a disposicdo de folhas, porém também ndo estdo
completamente desenvolvidas (figuras 8D, D’).

Em animais adultos, todas as papilas mostram-se bem desenvolvidas. Papilas
filiformes com aspecto alongado e longas projeces com o revestimento de células epiteliais
queratinizadas (figuras 9A, A’). Papilas fungiformes mais arredondadas e com formato de
cupula (figuras 9B, B’). Papilas circunvaladas apresentam um profundo valo (figura 9C),
chamado de fossa circular, localizado entre o que aqui chamaremos de parede lingual e parede
papilar; e botdes gustativos na metade ventral das paredes papilares destas (figura 9C”). Em
algumas papilas foliadas (figura 9D) também identificamos botbes gustativos (figura 9D’),
porém apenas na metade ventral das mesmas.

Através da coloracdo Azan foi possivel realizarmos uma primeira analise da
distribuicdo das fibras colagenas, as quais ficam coradas de azul. Nos cortes de linguas de
fetos notamos a presenca das fibras, principalmente como tecido subepitelial e entre as fibras
musculares (figura 10A). Em animais infantis, observamos a marcagédo das células acinares
das glandulas salivares linguais (figura 10B). Em adultos, é visivel a trama de fibras
coldgenas que envolvem 0s vasos sanguineos presentes na porcdo ventral da lingua (figura
10C), além de notarmos, também as fibras coldgenas que penetram nas papilas, como no caso

das papilas fungiformes presentes na extremidade do apice lingual (figura 10D). Ainda, pela
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coloragdo de Azan pudemos identificar também os botdes gustativos na papila fungiforme
recém mencionada, que ndo haviamos identificado nas analises com HE (figura 10D).

Nos cortes histologicos seriados de linguas de fetos e de animais infantis, corados com
Picrosirius observamos uma fraca marcacdo de fibras colagenas, talvez por ser ainda um
6rgdo em desenvolvimento. Nestas idades o colageno predominante foi o tipo Il (fibras
verdes) e localizado principalmente na regido subepitelial, especialmente na porc¢ao dorsal da
lingua onde atua como um sustento para as papilas que estdo se desenvolvendo e ao redor dos
vasos de maiores calibres, encontrados na metade ventral da lingua (figuras 11A, A’, B, B’).

Examinando as laminas de cortes de linguas de animais adultos, corados com o
método de Picrosirius, identificamos, visualmente, uma maior densidade de colageno tipo I
(fibras vermelhas ou amarelas) se compararmos aos demais grupos, este distribuido tanto no
interior da lingua, perpassando entre as fibras musculares, (figuras 12A, A’) como no interior
das papilas (figuras 12B, B”). Nota-se a presenca expressiva de coldgeno ao redor dos vasos
da metade ventral lingual (figuras 12C, C”). Porém, na andlise quantitativa, obtivemos dados
gue indicam uma maior porcentagem de fibras colagenas tipo | para as trés idades. Segundo a
analise quantitativa, fetos possuem 7,6% de fibras tipo Il para 8,4% de fibras tipo I; infantis
possuem 5,7% de fibras tipo Il e 6,6% de fibras tipo | e; para adultos, 8,5% de fibras tipo 11
para 8,7% de fibras tipo I.

Nos cortes histoldgicos de linguas de diferentes idades, observamos 0s acinos serosos
das glandulas salivares linguais, embora em fetos estes acinos estejam mais restritos no terco
caudal da lingua, nas proximidades das papilas circunvaladas. Fibras musculares foram
notadas nas trés idades tanto perpendiculares quanto paralelas em relacdo a superficie dorsal
da lingua.

Fibras musculares foram visualizadas em varios sentidos e camadas. Na porc¢édo
profunda e ventral das linguas foram identificados varios feixes de fibras nervosas e

vasculares.



Figura 7 — Analise por Microscopia de Luz de lingua de feto de D. albiventris
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Legenda: Analise por Microscopia de Luz de lingua de fetos de D. albiventris,
cortes longitudinais corados com HE. A: Aspecto geral da lingua de um feto, as
linhas pontilhadas (b, ¢, d) indicam as regiGes das fotos seguintes (B, C, D)
respectivamente; B, B’: Raiz lingual, indicando uma papila circunvalada (a) em
desenvolvimento e tecido glandular (b); C, C’: Corpo lingual, com uma superficie
dorsal sem papilas (a); D, D’: Apice lingual, com o epitélio formando estruturas
semelhantes a placas (a). Barras: 100 um (B, B’, C, C’, D, D).
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Figura 8 — Analise por Microscopia de Luz de lingua de espécimes infantis de D.
albiventris

S AL

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018

Legenda: Andlise por Microscopia de Luz de lingua de espécimes infantis de D.
albiventris, cortes corados com HE. A, A’: Papilas filiformes (Fi) com proje¢des
de queratina; B, B’: Papila fungiforme (Fu), papilas filiformes (Fi); C, C’: Papila
circunvalada (Cv), papila filiforme (Fi) e fossa circular (Fc) que circunda a papila
circunvalada; D, D’: Papila foliada (Fo). Barras: 100 um (A, A’, B, B’, C, C’, D,
D).
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Figura 9 — Anélise por microscopia de luz de lingua de adulto de D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2017)

Legenda: Analise por microscopia de luz de lingua de espécimes adultos de D.
albiventris, cortes corados com HE. A: Papilas filiformes do apice lingual (Fi); A’:
Projecdo de queratina (Fi) em papila filiforme; B: Papila fungiforme (Fu) presente
no corpo lingual; B’: Vista aumentada da papila fungiforme (Fu) anterior,
indicando a fossa circular (Fc) entre esta e uma papila filiforme adjacente; C:
Papila circunvalada (Cv) e a fossa circular (Fc), a linha pontilhada indica a regiéo
da foto seguinte; C’: Botdes gustativos (Bg) na por¢do lateral de uma papila
circunvalada; D: Papilas foliadas (Fo), a linha pontilhada indica a regido da foto
seguinte; D’: Botdes gustativos (Bg) em uma papila foliada. Barras: 500 um (A, B,
C, D), 100 um (A’, B>, C’, D).
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Figura 10 — Analise por Microscopia de Luz de lingua de D. albiventris, nas
diferentes idades, utilizando coloragdo Azan

1000 pm

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por Microscopia de Luz de lingua de fetos, infantis e adultos de D.
albiventris, cortes corados com Azan. A: Vista geral de lingua de feto, demonstrando a
presenca de fibras coldgenas subepitelialmente (setas pretas) e entre os feixes musculares;
B: Raiz lingual de D. albiventris infantil onde podemos observar a marcacdo em azul das
células acinares das glandulas salivares linguais (seta preta), a cabeca de seta preta indica
uma papila circunvalada; C: Regido ventral de lingua de D. albiventris adulto mostrando a
presenca de fibras colagenas (seta preta) ao redor dos vasos sanguineos linguais; D: Corte
de lingua de animal adulto destacando a penetracdo das fibras colagenas (seta preta) no
interior das papilas linguais, no caso uma papila fungiforme presente na extremidade do
apice. Barras: 1000 um (A, B, C), 100 um (D).
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Figura 11 — Anélise por Microscopia de Luz de lingua de feto e especime infantil de D.
albiventris, utilizando coloracao de Picrosirius

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por Microscopia de Luz de linguas de espécimes feto e infantil de D.
albiventris, cortes corados com Picrosirius. A, A’: Lingua de feto, as setas indicam o
coldgeno subepitelial, visto em campo claro (A) e sob luz polarizada (A’); B, B’: Lingua
de espécime infantil, as setas indicam novamente o colageno subepitelial, visto em campo
claro (B) e sob luz polarizada (B’). Em ambas fotos visualizadas sob luz polarizada (A’,
B’) podemos notar o predominio de colageno tipo Il (fibras verdes). Barras: 500 um (A,
A’, B, B).



Figura 12 — Analise por Microscopia de Luz de lingua de adulto de D.
albiventris, utilizando coloragédo de Picrosirius

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Anélise por Microscopia de Luz de lingua de espécimes adultos de D.
albiventris, cortes corados com Picrosirius. A, A’: As setas indicam fibras
colagenas no 4pice lingual; B, B’: Setas indicam as projecdes de coldgeno que
ascendem pelas papilas foliadas; C, C’: Setas indicam a expressiva quantidade de
colageno ao redor de vasos localizados na metade ventral da lingua. A, B, C:
Cortes visualizados em campo claro. A’, B’, C’: Cortes visualizados sob luz
polarizada indicando fibras colagenas do tipo | (vermelhas) juntamente com fibras
do tipo Il (verdes). Barras: 500 um (A, A’, B, B’, C, C°).
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5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

5.3.1 Analise da superficie de interface epitélio-tecido conjuntivo

Ao microscopio eletrdnico de varredura foi possivel observar a superficie de interface
epitélio-tecido conjuntivo revelando a organizacdo do tecido subepitelial. Para esta analise
temos apenas resultados em animais adultos.

O tecido subepitelial das papilas filiformes préximas a extremidade livre da lingua, no
apice lingual, forma estruturas que assemelham-se a pequenas maos, onde em uma das
extremidades hd uma projecdo arrendondada que lembra um coxim seguido de diversas
projecBes que parecem dedos, os quais variam em quantidade, indo de 10 até 28 projecOes
(figuras 13A, A”).

Papilas filiformes em que sdo visualizadas as projecdes de queratina apresentam este
coxim mais desenvolvido, achatado e alongado, em comparacdo com as anteriores. As
projecdes que antes se assemelhavam a dedos nestas também sdo mais alongadas e delgadas,
dificultando a contagem (figuras 13B, B’).

As papilas filiformes que dédo a aparéncia aveludada ao corpo e a raiz parecem perder a
projecdo semelhante a um coxim, ficando somente com as projecbes alongadas e finas
(figuras 13C, C°).

As papilas fungiformes presentes na margem do apice lingual se projetam para além
da superficie lingual, sendo bem proeminentes, tortuosas e achatadas (figura 14A).

Na porcéo dorsal do apice e do corpo, encontram-se papilas fungiformes dispersas por
entre as filiformes e apresentam, algumas vezes, formato de uma concha bivalve (figura
14A%).

Todas as papilas fungiformes encontradas apresentaram diversas depressées na por¢ao
dorsal do tecido subepitelial que as sustenta. Ndo foram identificadas fungiformes em regido
de raiz.

As duas papilas circunvaladas localizadas mais rostralmente apresentam formato
ovalado, enquanto que a terceira papila, localizada mais caudalmente, mostra uma forma
arredondada. Tanto a papila em si, como a margem da vala que a circunda, apresentam

superficie irregular (figuras 14B, B’).
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As papilas foliadas compreendem diversas projecoes digitiformes lembrando pequenas
folhas alongadas com varias depressdes na superficie, especialmente nas porcBes centrais
destas (figuras 14C, C’).
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Figura 13 — Andlise das amostras empregando a Microscopia Eletrnica de Varredura, com
aplicacdo da técnica de corrosao, de lingua de adulto de D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por MEV do tecido subepitelial de lingua de espécimes adultos de
D. albiventris. A: Papilas filiformes (*) e papila fungiforme (seta preta) em apice
lingual; A’: Papila filiforme do épice lingual com formato de mao; B: Papilas
filiformes (*) do corpo lingual; B’: Papila filiforme do corpo lingual com as suas
diversas projecdes acessorias; C: Papilas filiformes (*) do corpo lingual, préximas a
raiz lingual; C’: Papilas filiformes da foto anterior, ampliadas para mostrar como o0s
processos sdo mais delgados nesta regido. Barras: 300 um (A, B, C); 100 um (B’,
C’)e 30 um (A’).



Figura 14 — Andlise por Microscopia Eletrénica de Varredura, com aplicacdo da
técnica de corrosdo, de lingua de adulto de D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por MEV do tecido subepitelial de lingua de espécimes adultos de
D. albiventris. A: Papila fungiforme (seta branca) na extremidade livre do apice
lingual; A’: Papila fungiforme (seta preta) na superficie dorsal do &pice lingual onde
¢ possivel observar com clareza as depressfes (*) que acomodam os botdes
gustativos; B: Papilas circunvaladas (setas brancas); B’: Papila circunvalada
evidenciando as diversas depressdes em sua superficie; C: Papilas foliadas (setas
pretas); C’: Papila foliada destacando as depress@es na superficie. Barras: 1mm (B,
C); 300 um (A, B”); 100 pum (A, C).
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5.3.2 Andlise da camada epitelial

Nas amostras de linguas de fetos, verificamos que estes apresentam uma superficie
lingual com poucas saliéncias, dando a impressdo de haver escamas na superficie lingual
(figura 15A). As papilas fungiformes mostram-se como discretos brotamentos arredondados
(figura 15B). Na superficie dorsal da raiz lingual notamos a presenca das trés papilas
circunvaladas, porém o sulco que as circunda parece raso (figura 15C). As papilas foliadas
também foram identificadas, estas surgem como Vvérias projecfes que partem de uma base
comum (figura 15D).

Em animais infantis, observamos que no éapice lingual as papilas filiformes
apresentam-se como diversas hastes, bem desenvolvidas, voltadas caudalmente, com diversas
projecdes acessorias ao redor (figura 16A). Ja no corpo e raiz linguais, estas papilas filiformes
parecem delicados fios de cabelo (figura 16A"). Ainda no &pice lingual, na extremidade livre,
observamos uma série de projecdes arredondadas, possivelmente papilas fungiformes (figura
16B). Na superficie dorsal do apice e corpo linguais, as papilas fungiformes sdo vistas como
pontos arredondados dispersos por entre as papilas filiformes (figura 16B’). As duas papilas
circunvaladas rostrais, com formato ovalado, indicam o limite caudal até onde se estende a
cobertura de papilas filiformes; a papila circunvalada mais caudal, localizada sobre o plano
mediano, é mais arredondada e ndo é rodeada por papilas filiformes (figuras 16C, C’). As
papilas foliadas ja estdo mais alongadas e ndo mostram claramente a base em comum (figura
16D).

Em animais adultos, observamos, assim como nas analises descritas anteriormente,
que as papilas filiformes apresentam morfologias distintas nas diferentes regifes da lingua.

As papilas filiformes que apresentam a projecdo de queratina sao vistas como colunas
pontiagudas cercadas de diversas projecdes alongadas e delgadas (figura 17A).

As papilas filiformes presentes no corpo lingual e que ddo um aspecto aveludado a
esta regido na analise macroscopica, aparecem como varias e delicadas projecdes pontiagudas
que juntas, em grupo de nimero variavel, compartilham uma base em comum, ao redor de
uma projecdo achatada (figura 17B). As papilas filiformes presentes na raiz lingual, assim
como nas outras analises, parecem diversos fios de cabelo que se sobrepdes, dificultando a

contagem (figura 17C).
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As papilas fungiformes estdo dispersas pelo &pice e corpo por entre as papilas
filiformes e estdo parcialmente cobertas numa elevacdo da mucosa, dando a impresséo de
apresentar um valo ao seu redor como € visto nas papilas circunvaladas (figura 17D).

As papilas circunvaladas, por sua vez, sdo estruturas globosas que ndo se elevam
muito acima da superficie lingual como as demais papilas (figura 17E).

As papilas foliadas nos animais adultos sdo vistas como pequenas e delgadas
elevacdes na margem caudo-lateral da lingua e, nesta idade, estas papilas estdo separadas por
profundos sulcos (figura 17F). Através da microscopia eletrénica de varredura foi possivel,
ainda, medir a altura destas papilas, onde a menor papila apresentou 0,70mm de comprimento
e, a maior 1,85 mm de comprimento. Aproximadamente 20% das papilas foliadas apresentam
1,5 mm de comprimento, como demonstrado no gréafico 01.

Em todas as amostras analisadas notamos o tecido em processo de renovacéo, atraves
da descamagéo epitelial.

Nas amostras das trés idades analisadas observamos um numero variavel de 13-18
papilas foliadas.

Gréafico 1 — Histograma de frequéncia de distribuicdo das alturas das papilas foliadas
em adultos de D. Albiventris
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Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: O grafico demonstra que, aproximadamente, 20% das papilas foliadas
apresentam em torno de 1,5 mm de altura. As papilas de menores tamanhos
representam as papilas das extremidades das fileiras de papilas foliadas.
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Figura 15 — Andlise por Microscopia Eletronica de Varredura de lingua de feto de D.
albiventris
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Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Andlise por MEV de lingua de fetos de D. albiventris. A: Superficie dorsal do
apice lingual com papilas em desenvolvimento (seta branca); B: Brotamento das papilas
fungiformes (setas brancas) na superficie dorsal da lingua; C: As 3 papilas circunvaladas
na raiz lingual (setas brancas); D: Papilas foliadas (setas brancas) compartilhando uma
base em comum. Barras: 1 mm (A); 500 um (B); 200 um (C, D).
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Figura 16 — Anélise por Microscopia Eletronica de Varredura de especime infantil de D.
albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por MEV de lingua de espécimes infantis de D. albiventris. A: Papilas
filiformes (*) formando hastes; A’: Superficie dorsal do corpo lingual onde identificamos
papilas filiformes filamentosas; B: Papilas fungiformes (*) na extremidade livre do apice
lingual; B’: Papilas fungiformes (setas brancas) presentes na superficie dorsal do corpo
lingual; C: Papilas circunvaladas (setas pretas) e limite caudal (seta branca) da extensdo
das papilas filiformes; C’ Papila circunvalada (seta preta) envolva por uma saliéncia de
mucosa (seta branca) com auséncia de papilas; D: Papilas foliadas (setas pretas). Barras: 1
mm (A, A’, B, B, C, D); 200 pm (C”).



Figura 17 — Analise por Microscopia Eletronica de Varredura de lingua de adulto de
D. albiventris
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Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por MEV de lingua de espécimes adultos de D. albiventris. A:
Papilas filiformes (*) em formato de hastes com diversos processos acessorios ao
redor, no apice lingual; B: Papila filiforme (*) do corpo lingual com processos
acessorios delgados e alongados; C: Papilas filiformes na raiz lingual, lembrando
fios de cabelo; D: Papila fungiforme (seta preta) por entre papilas filiformes (*); E:
Papila circunvalada (seta preta); F: Papilas foliadas (setas pretas). Barras: 300 pm
(C, D, E, F); 100 um (A, B).
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5.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Na microscopia eletronica de transmissdo foi possivel distinguir com clareza as
camadas epiteliais que compdem a mucosa lingual, nas trés diferentes idades analisadas.

A camada superficial estratificada cdrnea, nos trés grupos analisados, mostrou-se como
diversas sobreposicdes de células achatadas, com margens irregulares e serrilhadas, as quais
realizam o contato entre as superficies das membranas citoplasmaticas. Em algumas regides
desta camada foi possivel identificar areas de desmossomos remanescentes realizando estes
contatos intercelulares (figuras 18A, 18B, 19A, 19B, 20A).

Na porcéo citoplasmatica das células da camada granulosa identificamos a presenca dos
tonofilamentos e granulos de querato-hialina. Em fetos essa composi¢do nédo foi tdo marcante
como nas demais idades, os tonofilamentos sdo mais afilados (figura 18C). Em fetos (figura
18C) e animais infantis (figuras 19C, D) ndo observamos tantos granulos de querato-hialina
como em adultos (figura 20B). Animais infantis e adultos apresentam feixes de
tonofilamentos espessos (figuras 19D, 20B).

Em meio a camada granulosa na regido das papilas circunvaladas encontramos algumas
células das glandulas salivares linguais, onde os citoplasmas estdo preenchidos com granulos
de secrecéo eletron-densos (figuras 20C, D). Estes granulos possuem entre 0,4 e 1,8 um de
didametro. Aproximadamente 16% dos granulos possuem 0,9 um de diametro e outros 16%
possuem 1,2 um de didmetro, conforme demonstrado no gréafico 02.

A camada espinhosa, nas trés idades é marcada pela grande quantidade de desmossomos
realizando a conexdo intercelular. Em algumas células desta camada encontramos também
grande quantidade de mitocondrias e nucleos bem evidentes (figuras 18D, 18E, 19E, 19F,
20E, 20F).



Gréafico 2 — Histograma de frequéncia de distribuicdo dos diametros dos granulos de
secrecdo das glandulas salivares linguais em adultos de D. Albiventris
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Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: O grafico demonstra que, aproximadamente 16% dos granulos de secrecdo que
encontramos no interior de algumas células, na analise de MET, possuem 0,9 um de
didametro e outros 16% possuem 1,2 um de didametro. Encontramos granulos com tamanhos
variados com diametros entre 0,4 e 1,8 um.
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Figura 18 — Andlise por Microscopia Eletrénica de Transmissao de lingua de feto de
D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Andlise por MET de lingua de fetos de D. albiventris. A: Células (*) da
camada cdrnea; B: Desmossomos remanescentes (setas brancas) entre as células da
camada cérnea e camada granulosa, mitocondrias (*); C: Tonofilamentos (setas
pretas) e grénulos de querato-hialina (*) na camada granulosa; D: Conexdes
intercelulares (setas pretas), mitocondrias (cabeca de seta preta), e nucleo (*) na
camada espinhosa; E: Desmossomos (setas pretas) e mitocondrias (cabeca de seta
preta). Barras: 2 um (A; D); 500nm (B; C; E).

73



Figura 19 — Andlise por Microscopia Eletronica de Transmissdo de lingua de
espécime infantil de D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Andlise por MET de lingua de espécimes infantis de D. albiventris. A: Células
(*) da camada cornea; B: Desmossomos remanescentes (setas brancas) entre as células
da camada coérnea; C: Tonofilamentos (setas pretas) na camada granulosa; D:
Tonofilamentos (setas pretas) e mitocondrias (cabeca de seta preta) na camada
granulosa; E: Conexdes intercelulares (setas brancas) e ndcleo (*) na camada espinhosa;
F: Desmossomos (setas pretas) e nucleo (*). Barras: 2 um (A; C; E); 500nm (B; D; F).
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Figura 20 — Analise por Microscopia Eletronica de Transmissdo de lingua de adulto
de D. albiventris

Fonte: SCHAFER, B. T. (2018)

Legenda: Analise por MET de lingua de espécimes adultos de D. albiventris. A:
Células (*) da camada cornea; B: Tonofilamentos (setas pretas) e granulos de
querato-hialina (*) na camada granulosa; C: Granulos de secrecdo serosos (cabecas
de setas brancas) e nucleo (*) no tecido subepitelial; D: Granulos de secrecdo em
maior aumento (cabecas de setas brancas); E: Conexdes intercelulares realizadas
pelos desmossomos (setas brancas) e nacleo (*) na camada espinhosa; F:
Desmossomos (setas brancas). Barras: 2 um (A - E); 500 nm (F).
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6. DISCUSSAO

E importante que, num primeiro momento facamos a discussdo sobre o
desenvolvimento embrionario e fetal de D. albiventris, pois ainda é um tema bastante
controverso. Na primeira fase, dita embrionaria, consideramos o desenvolvimento intrauterino
e, na segunda fase, dita fetal ou intramarsupial, consideramos o desenvolvimento extrauterino,
ou seja, 0 neonato desloca-se, ap06s 0 nascimento, até o interior do marsupio, onde ira
identificar os mamilos maternos e fixar-se em um pelos proximos meses até a completa
organogeénese.

Durante um dos processos de coleta foi preciso fazer a retirada dos fetos dos mamilos
da fémea que havia ido a 6bito. Observamos que os labios dos fetos estavam aderidos com 0s
mamilos maternos, além disso, as bocas dos fetos também ndo tinham capacidade de abertura
total, havia também um tecido que ligava os labios dorsais e ventrais, restando apenas um
pequeno orificio o qual alojava o0 mamilo da mée. Isto nos parece uma estratégia de
seguranca, para gque o filhote ndo caia do marstpio durante o periodo de amamentacgéo e de
consequente organogénese. Além disso, os sulcos que descrevemos na superficie dorsal da
lingua de fetos podem ajudar o 6rgdo a formar uma calha que ira envolver o mamilo materno
e facilitar a succgéo do leite.

De acordo com Beg e Qayyum (1976), a extremidade livre pontiaguda, ou seja, 0
apice, é contornada por uma franja de papilas filiformes simples que possuem uma provavel
acdo tatil. Na presente pesquisa, o que identificamos formando uma “franja” na extremidade
livre lingual foram papilas fungiformes, tanto na Microscopia de Luz (ML) como na MEV. A
MEV revelou as depressdes onde estdo localizados os botBes gustativos, os quais foram
identificados pela ML.

Em nossos resultados verificamos numerosas e longas papilas filiformes com
projecdes queratinosas pontiagudas na superficie dorsal da lingua de espécime adulto de D.
albiventris, as quais assemelham-se as papilas filiformes de felinos domésticos (KONIG;
LIEBICH, 2004).

O conjunto destas papilas filiformes em D. albiventris, assim como em felinos, parece
funcionar também como um pente durante o processo de higiene por parte do préprio animal,
que tem o habito de se lamber, observacdes que fizemos a partir do acompanhamento de
gambéas em cativeiro. Além disso, 0 modo como o gamba movimenta a lingua durante a

mastigacéo, arrastando a superficie lingual dorsal no palato enquanto coloca a lingua para fora
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da cavidade oral, pode auxiliar a manter as papilas filiformes direcionadas no sentido caudal
conforme v&o crescendo e renovando o epitélio.

Ainda, em observacdo de gambas em cativeiro, foi possivel perceber que a lingua é
essencial para a preensdo de alimentos, pois as papilas filiformes funcionam como ganchos
que facilitam o direcionamento e conducdo dos alimentos para o interior da cavidade oral.

Para Tatus-de-Nove-Cintas (Dasypus novemcinctus) também foram descritas papilas
filiformes onde o tecido conjuntivo subepitelial apresentou-se com formatos de méos, porém
0 numero de projecdes digitiformes variou entre 2 a 6 (WATANABE et al.,1992). As papilas
filiformes de Dasypus novemcinctus possuem um formato simples, cénico, ou podem ser
bifurcadas (MORAIS; WATANABE; KONIG, 1994). Esse suporte de tecido conjuntivo com
ramificacOes, as projecdes digitiformes, certamente aumentam a area de superficie para
garantir uma base mais firme e estruturada para as papilas filiformes, que sdo papilas
mecanicas e, como ja discutido, sdo exigidas em diversos momentos como os de alimentacdo
e higiene.

Para a espécie Didelphis marsupialis foi relatado que cada papila filiforme estava
composta por dois tipos de subunidades, um processo principal semelhante a uma ponta de
lanca, direcionado posteriormente com 6 a 16 processos acessorios espinhosos que cercavam
a porcdo anterior do processo principal (OKADA; SCHRAFNAUGEL, 2005). Os nossos
resultados indicam que estruturacdo semelhante é encontrada em D. albiventris,
principalmente nas papilas filiformes do &pice lingual onde o processo principal é bem
robusto e resistente pela espessa camada de queratina que o reveste.

Por outro lado, estudo realizado por Martinez et al. (1998) em linguas de 10 espécimes
de D. albiventris relatou a presenca de duas papilas circunvaladas, ambas localizadas no terco
posterior e com formato ovalado. Nossas analises revelaram que todas as amostras de linguas
estudadas, para a mesma espécie, apresentaram 3 papilas circunvaladas, sendo as duas papilas
circunvaladas localizadas rostralmente de forma ovalada e a terceira, localizada mais
caudalmente e sobre o plano mediano, de forma arredondada. Nossa suspeita é de que a papila
circunvalada mais caudal ndo tenha sido coletada, ja que a mesma se localiza proximo do
limite caudal da lingua e, portanto, pode ndo ter sido observada no momento em que a lingua
foi seccionada para a sua retirada.

Os autores Kobayashi et al. (2003), Jackowiak e Godynicki (2007) e Emura, Okumura
e Chen (2014), em estudos realizados em alguns marsupiais, relataram as seguintes
caracteristicas: presenca de uma papila filiforme principal circundada por papilas filiformes

acessorias; papilas fungiformes arredondadas; papilas circunvaladas em ndmero de 3,



79

formando um tridngulo préximo a raiz da lingua, com o apice voltado posteriormente, onde
uma papila posiciona-se sobre a linha média enquanto as demais sdo lateralizadas. Estes
dados sdo similares aos descritos no presente trabalho sobre D. albiventris, mostrando que,
mesmo apos o distanciamento das diversas espécies de marsupiais, ap0s a separacdo dos
continentes, 0s mesmos mantiveram suas caracteristicas morfologicas, ou seja, € uma
conformagdo ja bem antiga, mostrando que as influéncias ambiental e nutricional néo
implicam em mudancas a curto prazo.

Ainda para coalas, foi descrito que a papila circunvalada central possui uma bolsa
posterior revestida com células epiteliais ciliadas e ndo-ciliadas (KOBAYASHI et al., 2003).
Para D. albiventris visualizamos uma saliéncia direcionada caudalmente na papila
circunvalada central, porém ndo sabemos justificar a presenca da mesma ou se possui alguma
funcao especifica.

Destaca-se que em coalas foi descrita a presenca de papilas conicas, localizadas na
margem postero-lateral da lingua, na regido onde sdo identificadas papilas foliadas em outras
espécies animais (KOBAYASHI et al., 2003) como no caso dos pertencentes as ordens dos
primatas (EMURA, 2002), dos roedores (EMURA 2011) e perissodactilos (PFEIFFER,
2000). De acordo com nossos resultados, considerando que constatamos a presenca de botdes
gustativos nas papilas das margens caudo-laterais nas linguas de D. albiventris, descrevemos
as mesmas como papilas foliadas, e consideramos que tenham apenas uma morfologia
diferenciada da que estamos habituados a observar em diversas outras espécies animais.

Segundo Okada e Schrafnaugel (2005), em estudo feito com D. marsupialis, 0s
gambas possuem pregas de mucosa nas regifes poéstero-laterais da lingua e ndo papilas
foliadas propriamente ditas. Em nossa pesquisa, em D. albiventris, consideramos a presenca
de papilas foliadas propriamente ditas, pois apresentam botBes gustativos e estdo localizadas
em regido correspondente a regido de papilas foliadas em outros mamiferos. Além disso, estas
papilas surgem como elevagbes em formato de colunas na lateral da lingua estando fixas
apenas pela base e, inclusive apresentam robustas projecdes internas de tecido conjuntivo, ou
seja, ndo surgem como um simples pregueamento de mucosa.

Além disso, Gozdziewska-Harlajczuk et al. (2016), em estudo realizado com linguas
de Canguru-Vermelho (Macropus rufus), subdivide as papilas filiformes em trés grupos:
pequenas, gigantes e alongadas, e relata que cada tipo estd em uma regido diferente da lingua.
Descrevem que as papilas filiformes pequenas estdo na superficie anterior, as gigantes na
porcao posterior do &pice e no corpo e as alongadas na raiz. Tais caracteristicas coincidem

com 0s nossos resultados para D. albiventris.
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Com relacdo a quantificacdo de fibras coldgenas através da coloracdo de Picrosirius,
vimos que ha muita discussdo na literatura cientifica com argumentos favoraveis e contrarios
a utilizacdo da mesma. Na coloracdo por Picrosirius analisada sob luz polarizada, as fibras
espessas sdao consideradas como sendo o colageno tipo | e apresentam uma coloragdo que
varia entre o laranja amarelado e o laranja avermelhado, enquanto que as fibras delgadas,
consideradas como sendo o coldgeno tipo Il apresentam uma coloracdo entre amarelo
esverdeado e verde (MONTES; JUNQUEIRA, 1991; GOPINATHAN et al., 2015). Por este
motivo, Montes e Junqueira (1991) consideram que as fibras espessas, amarelas ou vermelhas,
séo fortemente birrefringentes e, que as fibras delgadas séo fracamente birrefringentes.

Por outro lado, Lattouf et al., (2014) relata uma série de a¢Bes que podem levar a um
resultado ndo fidedigno. O autor cita que uma simples manipulacdo do microscopio pode
inverter as cores e, consequentemente gerar resultados contraditérios, logo, considera que a
técnica ndo deveria ser utilizada para diferenciar os tipos de fibras colagenas.

Sobre os granulos de secrecdo, que encontramos através da MET, acreditamos num
primeiro momento que pudessem ser corpos lamelares, estruturas pouquissimo relatadas em
estudos sobre epitélio lingual, porém como encontramos estas estruturas apenas em regido de
papilas circunvaladas concluimos que se tratam de células das glandulas salivares linguais.
Encontramos apenas o trabalho de Takeda et al. (1993) a respeito de corpos lamelares em
linguas, os mesmos relataram a presenca de corpos globulares eletron-densos no citoplasma
apical de células de botdes gustativos de ratos como sendo corpos lamelares. Takeda et al.
(1993) descreve que estas estruturas sdo formadas por fosfolipideos e sugerem que este
material age como um surfactante para solubilizar materiais sapidos e favorecendo a absor¢édo
através das membranas de células com receptores gustativos.

O trabalho de Kim et al. (2002) relata a presenca de duas massas firmes,
multinodulares, esbranquicadas com centros necréticos, amarelados e fridveis na superficie
ventrolateral direita em uma lingua de Didelphis virginiana com diagndstico de carcinoma de
células escamosas, atraves de exame histopatoldgico. Os autores salientam ainda que as
informacBes sobre doencas que ocorrem de forma espontanea em Didelphis virginiana sao
bem limitadas. Este relato de caso mostra a importancia e a aplicacdo da nossa pesquisa, pois
ndo é possivel diagnosticar o que é anormal sem antes sabermos o que € o normal ou o que é
anatomicamente esperado. O relato de Kim et al. (2002) mostra que mesmo em D. virginiana,
uma espécie de gamba que ja foi muito estudada, existem muitas lacunas a serem preenchidas

nos estudos de morfologia.
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Podemos enfatizar que, durante os anos 2000 e 2008 o Nucleo de Reabilitagdo da
Fauna Silvestre (NURFS), da Universidade Federal de Pelotas, atendeu 4641 animais, sendo
573 mamiferos onde o grupo prevalente foi 0 de marsupiais (NURFS, 2018).

Analisando ainda os dados apresentados pelo NURFS, é possivel afirmar que houve
uma expressiva busca pelos servicos oferecidos pelo mesmo, dentre eles a triagem,
tratamento, reabilitacdo e soltura dos animais recebidos (NURFS, 2018). Isso indica que ha
uma maior preocupacao por parte da populacdo com a fauna, seja ela nativa ou exotica,
somada a uma maior exigéncia de preparacdo dos profissionais de tal area, sejam veterinarios,
bidlogos ou zootecnistas, para que haja sucesso no tratamento destes animais, independente
das mais variadas caracteristicas interespécies.

Além disso, existem também muitos animais silvestres que sdo criados como animais
de estimacdo, logo existe mais uma demanda por servicos especializados para estes animais.
Porém, considerando a grande diversidade da fauna, nativa e exética, hd& uma grande
deficiéncia de dados na literatura, especialmente a anatdmica.

A escassez de literatura anatdbmica de animais silvestres leva médicos veterinarios a
utilizarem outros meios para auxiliar os diagndsticos, e 0 que vem ganhando espago Sdo0 0S
exames de imagem, entre eles a radiografia, ultrassonografia, tomografia e ressonancia.

Médicos veterinarios da Fundacdo Parque Zooldgico de Sdo Paulo, na tentativa de
contornar essa deficiéncia de literatura, realizaram um trabalho em que radiografaram
tamanduas com intuito de obter detalhes anatbmicos do térax destes animais e afirmam que os
achados tornam o diagnostico de doencgas mais preciso e ainda contribuem para a conservacao
da espécie em questdo (CIENCIA NO Z0OO0, 2014).

Diante dos resultados até entdo obtidos e da discussdo aqui explanada, observamos
que a lingua de D. albiventris segue um padrdo morfolégico em comparacdo aos demais
marsupiais, além de compartilhar determinadas caracteristicas similares a outras espécies de
mamiferos, o que é compreensivel se levarmos em consideracdo a variedade de itens da dieta
da espécie.

A importancia desta pesquisa esta em fornecer informacGes a respeito da morfologia
da lingua de animais silvestres, contribuindo com as areas clinica, cirdrgica, entre outras.
Ainda, € fundamental para 0 manejo de populacdes e conservacao da fauna silvestre o melhor
conhecimento morfofuncional, visto que muitas espécies, como € o caso do Gamba-de-

Orelha-Branca, dividem o ambiente urbano com a espécie humana.
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7. CONCLUSOES

O Gambaé-de-Orelha-Branca possui uma morfologia lingual semelhante ao que é
descrito para outros marsupiais, com algumas excegdes para marsupiais estritamente
herbivoros;

Considerando que D. albiventris é uma espécie onivora, a mesma parece apresentar
morfologia lingual mais proxima de mamiferos carnivoros;

O Gamba-de-Orelha-Branca possui trés tipos diferentes de papilas filiformes nas trés
diferentes regides linguais;

As papilas circunvaladas sdo as primeiras a se desenvolverem, possivelmente pela
complexidade das mesmas;

A deficiéncia de literatura anatdmica impacta diretamente e negativamente na forma
como profissionais de outras areas lidam com os animais selvagens.
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