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RESUMO

Estudos morfolégicos e funcionais voltados aos marsupiais contribuem com
informaces apliciveis a propria biologia da espécie. Sabendo disto, e considerando-se
que nos ultimos anos o Didelphis marsupialis tem se apresentado como uma espécie
sinantropica, com modificacdes de seus habitos alimentares, que isto pode modificar as
caracteristicas morfoldgicas dos constituintes anatdbmicos do sistema digestorio, esta
pesquisa objetivou estudar morfologicamente e ultraestruturalmente o pancreas do D.
marsupialis. Para tanto foram utilizados 05 animais adultos provenientes de capturas
realizadas nas proximidades do Centro de Ciéncias de Chapadinha (CCC) - UFMA.
Todos os protocolos experimentais desta pesquisa foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais e do ICMBio. Apos captura, os animais -foram encaminhados
ao Laboratorio de Anatomia Animal e Comparada, seguindo-se de protocolo anestésico
e de eutandsia. Procedeu-se entdo com o processo de fixagdo dos espécimes pela
administracao sistémica de solugdo aquosa de formaldeido a 10%, via artéria cardtida
comum, e inje¢cdo da mesma solu¢do na musculatura e cavidades corporais, além de
imersdo dos especimes em mesma solucdo em caixas plasticas por um periodo de 48
horas. Apos esse periodo, os especimes foram lavados em agua corrente, e a dissec¢do
foi iniciada, mediante abertura da cavidade abdominal e disseccdo das estruturas
associadas ao pancreas. Apos as analises anatdbmicas in situ, os pancreas foram retirados
da cavidade abdominal e fragmentos de 2 cm? foram coletados para os estudos
histologicos e ultraestruturais. Para as analises histologicas, os fragmentos dos pancreas
foram desidratados em séries crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol,
incluidos em parafina, seccionados na espessura de 5 um e corados em HE e Tricromico
de Masson. Para as andlises ultraestruturais, as amostras foram seccionadas e lavadas
em ultrassom por um periodo de 15 minutos e acondicionadas em alcool 70% overnight,
com posterior desidratacdo em séries crescentes de alcool, secagem em ponto critico e
metalizados com ouro para analise no microscépio eletrénico de varredura. Os
resultados demonstraram o pancreas do D.marsupialis apresentou-se como 6rgdo macio,
de coloracdo marrom-claro, com lobacdo Unica, o que lhe confere um aspecto
retangular. Microscopicamente, apresentou duas partes distintas: uma exocrina
composta pelos acinos, e outra enddcrina, formada pelas ilhotas pancreaticas. Desta
forma, pode-se concluir que este 6rgdo apresenta similaridades morfoldgicas
apresentadas para os animais domésticos e silvestres presentes descritas na literatura.

Palavras-chave: Didelphideos; glandulas; marsupiais; morfologia.; marsupiais;

\andulas: Didelohideos.




ABSTRACT

Morphological and functional studies focused on marsupials contribute information
applicable to species biology. Knowing this, and considering that in recent years
Didelphis marsupialis has presented itself as a synanthropic species, with changes in its
eating habits, which can modify the morphological characteristics of the anatomical
constituents of the digestive system, this research aimed to study morphologically and
ultrastructurally the pancreas of D. marsupialis. For that, 05 adult animals from captures
carried out in the vicinity of the Chapadinha Science Center (CCC) - UFMA were used.
After capture, the animals were sent to the Laboratory of Animal and Comparative
Anatomy, followed by an anesthetic and euthanasia protocol. The Ethics Committee on
the Use of Animals (CEUA/UFMA) and ICMBIo approved all experimental protocols
for this research. After capture, the animals were sent to the Laboratory of Animal and
Comparative Anatomy, followed by an anesthetic and euthanasia protocol. The
specimens were then fixed by systemic administration of a 10% aqueous solution of
formaldehyde via the common carotid artery and injection of the same solution into the
musculature and body cavities, in addition to the immersion of the specimens in the
same solution in plastic boxes for 48 hours. After this period, the specimens were
washed in running water, and the dissection was started by opening the abdominal
cavity and dissecting the structures associated with the pancreas. After anatomical
analyses, histological and ultrastructural studies were performed. For histological
analyses, the pancreas fragments were dehydrated in increasing series of ethyl alcohol,
diaphanized in xylene, embedded in paraffin, sectioned at 5 pum thickness, and stained
in HE and Masson's Trichrome. For the ultrastructural analyses, the samples were
sectioned and washed in ultrasound for 15 minutes and conditioned in 70% alcohol
overnight, with subsequent dehydration in increasing series of alcohol, drying at a
critical point, and metalized with gold for analysis in the Scanning Electron
Microscope. The results showed that the pancreas of D.marsupialis presented itself as a
soft organ, light brown, with a single lobe, which gives it a rectangular appearance.
Microscopically, the exocrine part was composed of the acini, and the pancreatic islets
formed the endocrine part. Thus, it can be concluded that this organ presents
morphological similarities to domestic and wild animals described in the literature.

Keywords: Didelphids; glands; marsupials; morphology.; wmarsupials;—glands:
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1 INTRODUCAO

Os marsupiais representam um dos trés principais grupos atuais de mamiferos,
junto aos monotremados (ornitorrincos e equidnas) e placentarios ou eutérios. Esta
divisdo se baseia principalmente no modo de reprodugdo, sendo 0S marsupiais
caracterizados por uma gestacdo curta e lactagdo prolongada. Também sdo
caracteristicos por apresentarem placenta vitelinica (corioalantica apenas em alguns
casos, mas sem as vilosidades tipicas dos eutérios), fémeas com vagina e utero duplos,
machos com saco escrotal anterior ao pénis (exceto em Notoryctidae), abertura
urogenital comum, 0ssos epipubicos associados a cintura pélvica (também presentes em
monotremados), entre outros. A bolsa ou marsupio estd presente em muitas espécies,
mas nos marsupiais sul-americanos ocorre apenas nas espécies de maior porte, como em
Didelphis, e por vezes ela se desenvolve apenas no periodo reprodutivo, como em
Lutreolina (EMMONS & FEER, 1997; NOWAK, 1999).

A espécie Didelphis marsupialis, ou gamba comum, distribui-se do Nordeste
da Argentina e Sul do Brasil até o México, em Trinidad e Tobago e em ilhas das
Pequenas Antilhas mais préximas do continente (HONACKI et al., 1982). No Brasil,
devido a ampla distribuicdo geografica dos marsupiais didelfideos esta familia
apresenta-se representada em grande parte dos estudos de ecologia de comunidades e de
populacbes de pequenos mamiferos realizados no pais. Em consequéncia, 0
conhecimento sobre a ecologia dos membros desta familia tem sido acrescido também
de informacGes sobre seus habitos alimentares (LESSA; GEISE, 2010).

Embora estejam distribuidos em todos os biomas brasileiros, a maior parte das
informacdes sobre a esses didelfideos no Pais, sdo da ordem de 10 estudos realizados
em areas de Mata Atlantica. Enquanto para outros Biomas como o Cerrado a Amazonia
as informacOes para espécie D. Marsupialis sdo bastante excipientes: (LESSA &
GEISE, 2010).

Em linhas gerais, os marsupiais didelfideos tém sido considerados, em sua
grande maioria, como mamiferos de habitos alimentares generalistas, com algumas
excecdes, podendo variar de “insetivoros/onivoros” a “frugivoros/onivoros” (PAGLIA
et al.,, 2012). Algumas das principais compilacfes sobre habitos alimentares, que
incluem dados sobre a familia Didelphidae, fazem uso de categorias tréficas, pela sua

capacidade de condensacdo e simplificagdo das informacgdes existentes para fins
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comparativos (ROBINSON; REDFORD, 1989; REIS et al., 2010; PAGLIA et al.,
2012).

Estudos generalizados sobre a ecologia alimentar dos marsupiais brasileiros
ndo demonstram informacBGes precisas e especificas para estudos diretamente
relacionados com a ecologia e morfologia das espécies, estrutura trofica das
comunidades e suas implica¢bes ecoldgicas (LESSA; GEISE, 2010). Assim, 0 uso
destes tipos de categorias tréficas pode ser contestavel, sobretudo quando o
conhecimento preciso sobre os habitos alimentares e morfologia das espécies é escasso
(HUME, 1999; VIEIRA; ASTUA DE MORAES, 2003; LESSA; GEISE, 2010).

Os gambas, sarués, cassacos ou timbus sdo as espécies mais generalistas entre
os Didelphidae e séo consideradas frugivoras/onivoras (PAGLIA et al., 2012), incluindo
em suas dietas pequenos vertebrados, invertebrados e frutos, usados de uma maneira
oportunista. Os dados disponiveis, no entanto, concentram-se em D. aurita, D.
marsupialis e D. albiventris, ndo existindo informacdes disponiveis sobre a dieta de D.
imperfecta. Em mata de restinga, D. aurita inclui em sua dieta pequenos roedores
(Akodon cursor), aves, lagartos (Mabouya e Tropidurus), serpentes, anfibios anuros e
uma grande diversidade de invertebrados, como Diplopoda e Chilopoda e, 0s insetos
das ordens Blattodea, Formicidae e Orthoptera, e frutos (Araceae, Bromeliaceae,
Cactaceae, Sapindaceae e Passifloraceae) (SANTORI et al., 1995).

Neste contexto, com base na diversidade alimentar que modifica a morfologia
do sistema digestdrio dos vertebrados, e devido a escassez de dados sobre a anatomia e
morfologia do trato digestério do D. marsupialis, esta pesquisa apresenta-se
extremamente relevante, uma vez que, objetiva descrever morfologicamente e
ultraestruturalmente o pancreas destes gambas, uma das glandulas anexas do sistema
digestorio, glandula demasiadamente importante que atua diretamente na fisiologia da

digestao.

Tem-se entdo o0 aumento do interesse pelos estudos morfofuncionais de animais
silvestres, pois caracteristicas morfologicas dos érgdos sdo elementos de pesquisa basica
que podem ser aplicados a varias areas das Ciéncias Bioldgicas. Especificamente, este
estudo fornece bases anatdbmicas, e consequentemente contribui para o estudo da

anatomia comparada de marsupiais, o que fundamenta a realizacdo desta pesquisa.
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2 JUSTIFICATIVA

O valor do marsupial como modelo de mamifero primitivo de interesse
biomédico é incontestavel. Pesquisas experimentais voltadas a captura, alimentacéo,
manutengdo em cativeiro e manuseio do mesmo na rotina laboratorial em anestesias
(KRUPP; QUILLIN, 1964), coletas e amostragens de liquidos corporais (JURGELSKI,
1974; MOORE, 1984) e em perfus@es para fixa¢do histologica de tecidos (SPAGNOLI
et al., 1979) sdo frequentes. Além disso, a relevancia do estudo anatémico, funcional,
evolutivo e filogenético dos marsupiais para o desenvolvimento da anatomia comparada
é documentada, por exemplo, nos estudos do seu aparelho cardiovascular (BULL et al.,
1992; SOUZA et al., 1982; FRAGOSO NETO, 1994; FRAGOSO NETO et al., 1997).

O gamba é uma espécie que permite o estudo da ontogénese de diferentes
sistemas organicos e aspectos fisioldégicos importantes, que fazem desse animal objeto
de pesquisas que buscam solucdes para questdes relacionadas a saude humana. Estudos
ontogenéticos sdo facilitados pelo curto periodo de gestacdo, podendo-se neste periodo
observar importantes diferencas entre as regides proximal e distal do intestino delgado
(NOGUEIRA, 1989). Os marsupiais do género Didelphis s&o utilizados com frequéncia
como modelo no estudo das células enteroendocrinas, abordando aspectos da sua
identificacdo, distribuicdo e quantificacdo (RIBEIRO et al., 2011) e ontogénese
(KRAUSE et al., 1989; FONSECA et al. 2002).

Portanto, pela importancia biologica desta espécie, e tomando-se como
parametro a morfologia, ainda existem inimeros aspectos que merecem estudos mais
aprofundados, como os aspectos morfologicos do pancreas, enfoque desta pesquisa.
Este ponto, constitui-se um assunto de grande importancia, uma vez que pode ser
intimamente associado aos aspectos alimentares, ecologicos e morfoldgicos
comparativos. Em relacdo a esta tematica, os dados da literatura classica sao
inexistentes, e mesmo em trabalhos especificos os achados sdo escassos, sendo alguns

deles imprecisos. Com base no exposto, justifica-se a realizacdo desta pesquisa.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Didelphideos

Cerqueira (1985) discute sobre a distribuicdo do género Didelphis na América
do Sul como constituido por duas espécies: D. marsupialis, 0 gamba-de-orelha-preta e
D. albiventris, o gambéa de orelhas brancas. Os gambas pertencem a subclasse Theria,
infraclasse Metatheria, ordem Marsupialia e Familia Didelphidae (Luo et al., 2003).
Gardner (2007) reconhece 95 espécies de marsupiais agrupadas em Didelphidae, a
maioria das quais com ocorréncia para a America do Sul, e Reis et al. (2006) listam

cerca de 16 géneros e 55 espécies para o Brasil.

Culau et al. (2010) descreveram o gamb& como um animal onivoro, que se
alimenta de pequenos roedores, aves, ovos, anfibios, frutas e vegetais. McNamus (1970)
citou estudos sobre os habitos alimentares do gamba onde mostram que D. Marsupialis
€ um onivoro altamente oportunista, aceitando uma gama extremamente ampla de tipos
de alimentos, incluindo uma variedade de mamiferos, principalmente roedores,
passaros, cobras, sapos, salamandras, insetos, minhocas, moluscos (lesmas), frutas e

vegetais.

Em fragmentos de mata de Araucéaria do estado do Parana, sua dieta inclui aves
(Turdus rufiventris), roedores e serpentes (Liotyphlops), invertebrados (Blattodea,
Coleoptera, Diplopoda, Hymenoptera — Formicidae, Opiliones, Decapoda e
Gastropoda), e 21 espécies de frutos (principalmente Melothria — Cucurbitaceae,
Passiflora - Passifloraceae, Piper - Piperacaeae e Solanum - Solanaceae), com diversos
itens apresentando variacdes sazonais (CACERES; MONTEIRO-FILHO, 2001).

Os membros da familia Didelphidae possuem cabecas conicas e grandes em
relacdo ao corpo; focinho pontudo e nariz descoberto, olhos grandes e orelha
membranosas e sem pelos. Com membros toracicos e pélvicos curtos, com cinco dedos
em cada perna, onde o primeiro dedo dos membros posteriores € oponivel, com cauda
do tipo preénsil (STEIN & PATTON, 2008), o que lhes permite segurar objetos e
melhorar sua capacidade de escalar (VONHOF, 2000). Alguns géneros ndao possuem
marsUpio (Marmosa, Monodelphis, Metachirus) ou possuem apenas um par de dobras
laterais (SOLARI et al. 2001), e no género Didelphis, Philander e Chironectes é bem
desenvolvida (PATTON et al., 2000).
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Como descrito por Moussatché et al. (1981), Moussatché e Leonardi (1982),
Domont et al. (1991) algumas espécies de Didelphideos possuem uma propriedade
imune natural resisténcia aos venenos de diversas serpentes da familia Crotalidae, como
a Bothrops jararaca, Bothrops alternatus, Bothrops cotiara, Bothrops jararacussu,
Bothrops neuwiedi e Crotalus adamanteus. S0 animais que possuem habito noturno,
sendo generalistas de habitats e ocupando principalmente o solo (OLIVEIRA et al.,
2010). S&o encontrados em ocos de arvores, entre as raizes ou sob monte de folhas secas
(CHEREM et al., 1996).

3.2 Didelphideos e Marsupiais como modelos biolégicos para estudos

Historicamente animais silvestres tém sido reconhecidos como potenciais
fontes de infeccdo para doencas em humanos. No entanto, a grave ameaca que a doenca
pode impor é cada vez mais reconhecida, assim como a importancia da preservacdo da
biodiversidade em ecossistemas de vida selvagem para prevenir e controlar doencas
(TOMPSON et al., 2009).

Os marsupiais da familia Didelphidae sdo apontados como as principais
espécies de reservatérios no ambiente silvestre para Leishmaniose viceral. Para
Leishmaniose cutanea, ja foram registrados algumas espécies marsupiais, juntamente
com roedores como Bolomys lasiurus, Rattus rattus, Nectomys squamipes, e canideos
silvestres, que parecem ter importancia significativa na epidemiologia desta zoonose
(QUINTAL, 2010). Roque & Jansen (2014) descreveram uma relacdo bastante antiga
entre Tripanossoma cruzi e marsupiais, apontando os marsupiais do género Didelphis,

como reservatorios naturais e vetores, a0 mesmo tempo, parao T. Cruzi.

Animais pertencentes ao género Didelphis sdo constantemente encontrados em
areas urbanas (MICHALICK e GENARO, 2005). Diversos estudos detectaram a
presenca de Leishmania spp. em gambés nas cidades de Barra de Guarituba-RJ
(CABRERA et al., 2003), em Amaraji-PE (BRANDAO-FILHO et al., 2003), Manaus-
AM (GUERRA et al., 2007), Belo Horizonte-MG (SCHALLING et al., 2007) e Bauru-
SP (SANTIAGO et al., 2007). Observacdes, mostram taxas de infeccao por triatomineos
de animais do genero Didelphis, que variaram entre 11 e 90% entre animais coletados
em diferentes localidades no estado do Rio de Janeiro (FERNANDES et al. 1999).
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Pesquisas que integram observacfes caracteristicas, parasitoldgicas e
ecoldgicas demonstram que informagfes sobre esses marsupiais silvestres sdo essencias
para a compreensdo da transmissdo dessas doencas por hospedeiros naturalmente
infectados, de ambientes silvestres, integros ou modificados (TRAVI et al., 1998).
Estudos de potenciais reservatorios permite observar a abrangéncia de animais que
podem participar na manutencdo e/ou disseminacdo do parasita no ambiente, uma vez
que ndo estdo consideradas esgotadas todas as variaveis envolvidas no processo
epidemiolégico dessas doencas (ROQUE & JANSEN 2014).

O gamba, portanto, € uma espécie que permite o estudo da ontogénese de
diferentes sistemas organicos e aspectos fisiologicos importantes, que fazem desse
animal objeto de pesquisas que buscam solugdes para questdes relacionadas a saude
humana (NOGUEIRA, 1989).

3.3 Aspectos gerais do pancreas

O péncreas de vertebrados € uma glandula mista que contém tanto
componentes exacrinos, responsaveis pela secrecdo de enzimas para o intestino, como
enddcrinos, que secretam hormonios na corrente sanguinea (THURLO, 1937).
Anatomicamente, o pancreas dos vertebrados € dividido em trés regibes: duodenal
(cabeca), anulo; (corpo) e esplénica (cauda), apresentando trés componentes estruturais
principais: 0s 4&cinos, 0 sistema de dutos e as ilhotas de Langerhans
(NOMENCLATURA ANATOMICA VETERINARIA ILUSTRADA 1999).

Além de enzimas, o pancreas participa da atividade endocrina mediante a
producdo de horménios. A sua porcdo exocrina abrange a maior parte do parénquima
pancreatico e atua na producdo de enzimas digestivas (bicarbonato e mucinas)
secretadas no limen intestinal (AHNFELT-RONNE et al., 2010). Em contrapartida, a
porcdo endocrina desempenha a funcdo sintetizadora hormonal que regula a absorcao
alimentar e o metabolismo celular do organismo (PAN & WRIGHT, 2011;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A porcdo exocrina, local de producdo do suco pancreatico, tem sua estrutura
organizada por acinos, e a porcdo enddcrina, é responsavel por sintetizar horménios

como a insulina e o glucagon, sendo composta por grupamentos de células denominadas
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de ilhotas pancreédticas. A estrutura destas ilhotas pancreéticas consiste em diferentes
celulas que secretam diversos hormonios e possuem um papel vital na manutencdo da
homeostase (YUKAWA, TAKEUCHI et al., 1999).

A distribuicdo, arranjo e proporcdo destas células enddcrinas nas ilhotas
pancreéaticas variam conforme as espécies e podem diferir conforme a origem da ilhota
ou até mesmo da idade do animal (MCEVOQY, 1981). Nos marsupiais, 0 pancreas € um
6rgdo que completa o seu total desenvolvimento apenas na gestagdo “‘externa,” no
periodo de desenvolvimento que dura aproximadamente noventa dias no marsupio.
Apb6s 0 nascimento, a medida que o desenvolvimento progride, 0s componentes
exocrinos e enddcrinos tornam-se mais evidentes, através de ductos &cinares e ilhotas

expansivas, que sustentaréo as necessidades do individuo adulto (KING et al., 1978).
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral

e Caracterizar morfologicamente e ultraestruturalmente o pancreas do D.

Marsupialis;
4.2 Especificos

e Realizar o estudo anatomico, histoldgico e ultraestrutural do péancreas do D.
marsupialis;

e Estabelecer parametros morfoldgicos que contribuirdo para o estudo da anatomia
comparada e morfologia da espécie;

e Assentar bases morfolégicas que poderéo ser aplicados aos estudos aos estudos

de ecologia, zoologia e areas mais aplicadas dentro das Ciéncias Biologicas.
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5 MATERIAL E METODO
5.1 Animais e Aspectos Eticos

OFedos—os procedimentos experimentais propostos nesta pesquisa foram

aprovados pela Comissio de Etica no uso de Animais — CEUA/UFMA, sob o protocolo
n°® 23115.013669/2017-26 e IBAMA sob o numero 58272-1 SISBIO/IBAMA

(documentacdo em anexo).

Foram utilizados neste estudo 05 gambéas D. marsupialis adultos, de ambos os
sexos (trés machos e duas fémeas), capturados, de forma aleato6ria, durante o periodo de
execucdo da pesquisa (de agosto de 2018 a julho de 2019), nas proximidades do Centro
de Ciéncias de Chapadinha — CCC/UFMA, no municipio de Chapadinha — MA
(localizado na regido Leste do Maranhdo e na Mircrorregido de Chapadinha, com
populacdo estimada em 78.348 habitantes, area territorial de 3.247,385 km2, com
temperatura média de 24°C e umidade relativa do ar de 75%), com a utilizacdo de

armadilhas do tipo Tomahawk, com isca de banana. Os detalhes sobre as técnicas de

captura podem ser encontrados em Varejdo & Valle (1982). .

Ap0s o recebimento captura, os animais foram anestesiados com a utilizacdo de
cloridrato de quetamina (100 mg/kg) e cloridrato de midazolan (15 mg/kg) e
eutanasiados com overdose de Thiopental Sodico (100mg/kg) via intraperitoneal. O

material apds pesquisa é depositado no acervo do Laboratério de Anatomia Animal e

Comparada do Centro de Ciéncias de Chapadinha. €

eutanasia, os espécimes foram lavados em agua corrente, para evitar sujeira e em

sequida, aferiu-se a biometria de todos os espécimes, sendo registrados os dados
individuais referentes ao comprimento do ponto médio anterior da crista nucal ao

extremo da Ultima vertebra caudal, com posterior afericdo de peso.

O processo de fixacdo dos espécimes foi realizado com utilizacdo de

formaldeido a 10%, o qual administrado via sistémica - artéria carétida externa, apos
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disseccdo da musculatura ventral do pescogo e canulacdo da mesma. Além disso, a
mesma solucdo foi administrada em toda musculatura e cavidades corporais. O material
foi entdo imerso em caixas plésticas por um periodo de 48 horas, e apds esse tempo, as
pecas foram retiradas e lavadas em agua corrente por 24 horas, para que 0 processo de
disseccdo fosse iniciado. Para tanto, os animais foram posicionados em decubito dorsal,
e apos incisdo na linha média sob a cavidade abdominal, procedeu-se o processo de
disseccao dos pancreas e estruturas topograficamente associadas a este 6rgdo. Apos as
analises macroscopicas (in situ), fragmentos do péncreas foram coletados para 0s

estudos histoldgicos e ultraestruturais.

Para as analises histologicas e ultraestruturais, essa pesquisa contou com a
parceria com o Laboratério de Anatomopatologia da Universidade Estadual do
Maranhdo (UEMA) e com o Centro Avangado em Diagndstico por Imagem (CADI) da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo
(FMVZ/USP).

5.2 Analise anatdmica do pancreas

Para o estudo macroscopico do pancreas foi observada a morfologia deste
orgdo mediante dissecacdo e inspecdo visual. Os animais foram colocados em decubito
dorsal, e em seguida foi efetuada a abertura da cavidade abdominal mediante incisdes
pré-retroumbilical na linha branca e perpendiculares a esta, propiciando amplo
rebatimento da parede abdominal lateral direita, permitindo a identificacdo e coleta da
viscera em questdo. O pancreas foi retirado cuidadosamente, preservando-se a
integridade de seu parénquima e ligamentos. Em seguida as pecas foram lavadas em
agua corrente, procedendo-se simultaneamente, as seguintes observacGes: forma,
medidas longitudinal e transversal, efetuadas com o auxilio de paquimetro digital, bem
como a localizacdo, meios de fixacdo e lobacdo desta glandula. Para documentagdo

foram realizadas fotografias.

5.3 Andlise histolégica do pancreas

Para as analises microscopicas do pancreas, fragmentos com aproximadamente

2 cm? foram coletados e imersos em solucdo fixadora de formaldeido a 10% tamponado
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com solucdo fosfato de sddio 0,1M, pH 7,2. Apds fixacdo, procedeu-se com o protocolo
de desidratacdo em uma série de etandis em concentracfes crescentes (de 70 a 100%),
seguida de diafanizacdo em xilol e inclusdo em similar de parafina histoldgica —
Ervplast. Foram obtidos cortes com 5um de espessura em microtomo, seguido de
coloragdo com Hematoxilina-eosina e Tricomico de Masson. A coleta do material, 0s
cortes histologicos, bem como a preparacéo e coloracdo das laminas foram realizadas
com base na metodologia descrita por (TOLOSA et al., 2005). O processamento foi
realizado no Laboratério Anatomopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Estadual do Maranhdo. A documentacdo dos cortes histologicos foi
realizada no departamento de Patologia da UEMA, em fotomicroscépio binocular
Olympus CX31 acoplado a camera Olympus SC-20.

5.4 Analise ultraestrutural do pancreas

A analise de microscopia eletronica de varredura foi realizada em parceria com
o0 Centro Avancado em Diagnostico por Imagem (CADI), do Departamento de Cirurgia
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o
Paulo (USP). Posterior aos procedimentos de dissecacdo do péancreas, a analise de
microscopia eletronica de varredura foi utilizada para avaliagdo de estrutura fisica e

arquiteténica tecidual.

Para este fim, as amostras do pancreas, fixadas, foram lavadas em ultrassom
por um periodo de 15 minutos em agua destilada, trocada a cada lavagem (3 lavagens
com duracdo de 5 minutos cada). As amostras foram acondicionadas em overnight no
alcool 70% e em seguida, passaram por uma desidratacdo em séries crescentes de
alcool, secagem em aparelho de ponto critico (LEICA EM CPD 300%), e na sequéncia
foram coladas em superficie de stubs, com cola de carbono e metalizados com ouro.
Apds andlise dos resultados, os mesmos foram fotodocumentados através de

microscopio eletrdnico ME Leo 435 VP, para comprovacdo cientifica dos achados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Anatomia do pancreas

Macroscopicamente, o pancreas do D. marsupialis apresentou-se como um
6rgdo macio, de coloracdo marrom-claro, com lobacdo Unica, o que Ihe confere um
aspecto retangular, diferenciando-se quanto ao formato descrito na literatura para
animais domeésticos com o0s suinos, o qual assemelha-se a letra “Y”; carnivoros, com
formato de “V” e nos felinos, com formato de “U” (KONIG & LIEBICH, 2011). No D.
marsupiais é formado de l6bulos organizados em ramificagdes difusas, pouco espessas,
entremeadas nos omentos e mesos, adjacente a porcdo cranial do duodeno (Figura 1).
Esta caracteristica, da organizacdo anatdmica, assemelha-se ao descrito para os pancreas
de animais silvestres, como a paca (Cuniculus paca), que pode ser atribuida pela
semelhanca do habitat que estes animais possuem (FIORI et al., 2019), uma vez que,
pode-se atribuir a caracteristica anatdbmica do sistema digestorio aos habitos alimentares

das espécies.

Ainda nessa analise pode-se evidenciar a vascularizagdo pancreatica
relacionada ao sistema porta-hepatico. Em nossas analises, ndo foram observados os
ductos pancreaticos relacionados ao colédoco ou até mesmo, as papilas pancreéaticas no

duodeno.
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Figura 1 - Aparelho digestério (e Pancreas em destaque) “ex situ” do D.
Marsupialis, em vista dorsal. Podemos evidenciar o pancreas (P), figado (F),
estdmago (E) e duodeno (Du). Notar que o Pancreas (P) encontra-se envolto pelas
pregas do meso, membrana serosa de aspecto transparente que envolve os 6rgaos na
cavidade abdominal. Observar a coloragdo, o aspecto lobulado e a posi¢do adjacente
deste 6rgéo.

Quanto a sua localizacdo, o pancreas situou-se na regiao craniodorsal média da
cavidade abdominal. Apresentou duas porc¢des, uma cranial que se relaciona com o
piloro e outra caudal, em sintopia com o duodeno, margeando o duodeno, estdémago,
figado e baco, com projecdes ventrais e caudais, acompanhando 0 omento maior e 0

mesoduodeno (Figura 2).
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Figura 2 - Vista anatomica da cavidade abdominal “in situ” do D. marsupialis”, em
vista dorsal, ap6s a abertura da cavidade abdominal e retirada do lobo hepatico
esquerdo. Em destaque (amarelo) o pancreas, onde pode-se observar as relacdes
topograficas (sintopia) com os 6rgdos da cavidade abdominal. Notar a parte cranial
deste 6rgdo relacionando-se com o figado, e a parte caudal com o duodeno. A
localizacdo do péancreas evidencia relagdes topograficas com o figado, estémago,
duodeno e com o rim esquerdo. As membranas serosas (pregas de meso) estdo presentes
(membranas transparentes e translicidas) envolvendo estes 6rgaos abdominais.

Anatomicamente, o pancreas do D. marsupiais apresenta uma face gastrica
(voltada ao estdbmago), na qual 2/3 deste 6rgdo compde uma borda livre que acompanha
a curvatura maior do estdmago, tal descri¢do néo difere de autores como Iglesias (2014)
que cita que o pancreas acompanha a curvatura do ventriculo gastrico, em tamanduas-
bandeira. A outra parte 1/3 desta glandula sobrepbe-se a curvatura inicial do duodeno,
concordando com a descricdo feita por Dyce (2010) onde, convencionalmente, em
animais domésticos, o péancreas € delimitado pelo duodeno. Este 6rgdo também
demonstrou uma face dorsolateral voltada para a cavidade abdominal (Figura 3). E
importante destacar que a disposi¢do anatdmica desta glandula permite tambeém que o

pancreas se relacione ventralmente com o rim esquerdo.
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Figura 3 - Aparelho digestério do D. marsupialis “ex situ”, em vista dorso-lateral
esquerda. Notar o pancreas (P), com sua relacdo topografica com o figado (F), estbmago
(E) e baco. Observar que o Pancreas (P) encontra-se envolto pelas pregas de meso e
pelo omento Em evidéncia as margens (faces) pancreaticas: face gastrica (tracejado
vermelho), face duodenal (tracejado azul) e a face abdominal (tracejado preto) voltada
aos demais 6rgaos da cavidade abdominal. IG- Intestino grosso.

6.2 Histologia do pancreas

Histologicamente, o pancreas do D. marsupialis assemelha-se ao pancreas do
Tamandua-bandeira (Myrmecophaga tridactyla), que é coberto por uma delgada capsula
de tecido conjuntivo (Figura 4A), que se projeta para o interior da glandula por meio de

septos, e estes, a subdividem em Iébulos, como descrito por Iglesias (2014).

De modo geral, a glandula apresentou duas partes distintas: uma exocrina
composta pelos acinos, e outra enddcrina, formada pelas ilhotas pancreéaticas (Figura
4B) nas mesmas caracteristicas que os animais domésticos. Cada I6bulo contém um
numero variavel de &cinos, que representam a parte exdcrina, concordando com a
descrigéo feita por Ozdemir (2005). Destaca-se que 0s acinos pancreaticos representam
a maior parte da glandula, e eram formados por células piramidais dispostas em
camadas simples e ductos intralobulares. Os &cinos possuem formato ovalado
compostos por células cubicas em torno de um Iimen central. Os seus nucleos tém

formato esférico e sdo basais. Pela coloracdo de HE, devido a caracteristica basofilica,
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sua coloracdo tem aspecto arroxeado, enquanto no citoplasma apical destas células, pela
caracteristica acidofilica, apresentam caracteristica rosa intensa (4B).

As ilhotas pancreéticas presentes em menor area do parénquima do 6rgdo, e
apresentaram-se altamente vascularizadas, com células claras apoiadas em tecido
conjuntivo reticular. Estas apresentaram células poligonais e compactas. As ilhotas
pancreaticas manifestaram-se de forma isolada, distribuidas em toda extensdo do 6rgéo
estudado e o ducto excretor da glandula pode ser evidenciado (Figura 4C).

Destaca-se que pela coloracdo de Tricromico de Masson pode-se demonstrar a

presenca de colageno corado em azul (Figura 4D), no parénquima pancreatico.
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Figura 4 - Fotomicrografia do pancreas do D. Marsupialis. Em A — Notar a cdpsula de tecido conjuntivo (seta) e os l6bulos pancreéticos (LP). Em B —
Observar 0 parénquima pancreatico, composto por acinos serosos (*) o qual representa a parte exdcrina. Evidencia-se também uma ilhota de Langerhans,
responsavel pela parte endocrina. Em C — Em destaque, o ducto secretor (seta). Em D - Observar a presenca de colageno, marcado em azul, pela coloracéo de

Tricrémico de Masson. Em A, B e C — coloracédo de Hematoxilina- Eosina.
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6.3 Ultraestrutura do pancreas

A microscopia eletronica de varredura o pancreas do D. marsupialis assim
como a do tamandua-bandeira, presentou lébulos pancreéticos divididos por septos de
tecido conjuntivo, local onde foram localizados os vasos sanguineos. Fibras colagenas
compunham uma delgada camada que abrigava o parénquima pancreatico. Estas
estruturas estavam envoltas por uma capsula de tecido conjuntivo. Ainda, puderam ser
evidenciados 0s acinos pancredticos (Figura 5) que representam a parte exdcrina da
glandula parenquimatosa e as ilhotas pancreéaticas (Figura 6) que representam a parte
enddcrina do pancreas (IGLESIAS, 2014). Estas caracteristicas estruturais também se
assemelham as descritas para carnivoros domésticos (KONIG & LIEBICH, 2011).
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Figura 5 — Microscopia eletrénica de varredura do pancreas do D. marsupialis. Notar
0S &cinos pancreaticos.

Figura 6 — Microscopia eletronica de varredura do pancreas do D. marsupialis. Seta
amarela — area sugestiva de uma ilhota pancreética
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7 CONCLUSAO

De acordo com nossos achados podemos concluir que o péncreas do

D.marsupialis apresenta_um padrao anatdmico no que diz respeito a forma e

lobacdo peculiar a espécie, diferenciando-se das descricoes anatomicas

apresentadas na literatura para animas domésticos, mesmo que apresente

pequenas semelhancas com animais silvestres como a paca, tamandua bandeira,

porco espinho, e até aves silvestres como 0 ganso.

Podemos concluir ainda, que o pancreas do D.marsupialis apresentou

estruturas _enddcrinas e exocrinas _nas _mesmas _caracteristicas histologicas e

ultraestruturais descritas para os animais domésticos e silvetres como o tamandua-

bandeira.

Entretanto, pela escassez de dados na literatura especializada em

marsupiais ou até inexisténcia de descricoes anatomicas deste 6rgdo, para este

grupo de vertebrados, ndo podemos inferir que nossos achados possam ser

considerados o padrao anatomico desta glandula para os Didelphideos.
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