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RESUMO

Comumente reconhecido como mucura, sarué ou sarigué, o Didelphis marsupialis, € um
animal que desempenha importantes papéis no meio ambiente, auxiliando na dispersao
de sementes bem como na regulagdo biologica de populacdes, demonstrando tambem
importante valor no ambito de salde populacional. A relevancia do estudo anatdmico,
funcional, evolutivo e filogenético dos mamiferos para o desenvolvimento da morfologia
comparada apresenta um extenso apanhado documental, uma vez que, este tipo de
conhecimento contribui para o entendimento acerca dos habitos bioldgicos de cada
espécie. No entanto, pesquisas acerca da morfologia e fisiologia dos marsupiais sdo
bastante escassas ou inexistentes. Neste contexto, objetivou-se através dessa pesquisa
descrever morfologicamente e ultraestruturalmente o bago do D. marsupialis. Para tanto,
foram utilizados cinco gambas, de ambos 0s sexos, provenientes de capturas nas
proximidades do Campus do Centro de Ciéncias de Chapadinha (CCC) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA) em armadilhas do tipo Tomahawk. Apds captura, 0s
animais foram transportados ao Laborat6rio de Anatomia Animal e Comparada LAAC -
CCC/UFMA onde procedeu-se com o protocolo de anestesia e eutanasia. Todos 0s
protocolos experimentais ocorreram de acordo com as diretrizes do CONCEA,
CEUA/UFMA e ICMBIo. Seguiu-se entdo com a fixacdo dos espécimes com solucédo
aquosa de formaldeido a 10%, e apos 48 horas, os espécimes foram lavados em agua
corrente, e iniciou-se 0 processo de disseccdo para as analises anatdbmicas. Posteriori, a
esta andlise, fragmentos do baco foram coletados para realizagdo das analises histologicas
e de ultraestrutura. Para as andlises histologicas, os fragmentos foram desidratados em
séries crescentes de alcool etilico, diafanizados em xilol, incluidos em parafina,
seccionados na espessura de 5 um e corados em HE. Para as analises ultraestruturais, as
amostras foram seccionadas e lavadas em ultrassom por um periodo de 15 minutos e
acondicionadas em A&lcool 70% overnight, com posterior desidratacdo em séries
crescentes de alcool, secagem em ponto critico e metalizados com ouro para analise no
microscopio eletrénico de varredura. Os resultados demonstraram gque anatomicamente o
baco do D. marsupialis mostrou-se como um érgdo macico de coloragcdo marrom escuro,
e formato irregular, localizado no hipocondrio esquerdo junto a curvatura maior do
estdbmago, evidenciando duas superficies, duas extremidades e duas bordas.
Microscopicamente é organizado em capsula, trabéculas, polpa branca e polpa vermelha,
apresentando também segmentos arteriolares, que de igual forma, puderam ser
observados em sua analise ultraestrutural. Diante do exposto, conclui-se que o bago do
D. marsupialis, assemelha-se morfologicamente as descri¢des atribuidas aos mamiferos
domeésticos.

Palavras-chave: Marsupiais; microscopia eletrénica de varredura; 6rgdos linfoides.



ABSTRACT

Commonly recognized as mucura, opossum, or possum, Didelphis marsupialis is an
animal that plays an essential role in the environment, helping in seed dispersal and the
biological regulation of populations, also demonstrating significant value in the context
of population health. The relevance of the anatomical, functional, evolutionary and
phylogenetic study of mammals for the development of comparative morphology presents
an extensive documentary collection since this knowledge contributes to understanding
each species' biological habits. However, research on the morphology and physiology of
marsupials is very scarce or non-existent. In this context, this research aimed to describe
the morphology and ultrastructure of the spleen of D. marsupialis. For this purpose, five
animals of both sexes were used. In Tomahawk traps, the animals were captured near the
Chapadinha Science Center (CCC), Campus of the Federal University of Maranhdo
(UFMA). After capture, the animals were transported to the Laboratory of Animal and
Comparative Anatomy LAAC - CCC/UFMA, where the anesthesia and euthanasia
protocol were performed. All experimental protocols followed the guidelines of
CONCEA, CEUA/UFMA, and ICMBio. Then, the specimens were fixed with a 10%
aqueous solution of formaldehyde, and after 48 hours, the specimens were washed in
running water, and the dissection process for anatomical analysis began. After this
analysis, spleen fragments were collected for histological and ultrastructural analyses. For
histological analyses, the pancreas fragments were dehydrated in increasing series of
ethyl alcohol, diaphanized in xylene, embedded in paraffin, sectioned at 5 um 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.
Anatomically the spleen of D. marsupialis is a massive organ of dark brown color and
irregular shape, located in the left hypochondrium along the greater curvature of the
stomach, showing two surfaces, two ends, and two edges. Microscopically, a capsule,
trabeculae, white pulp, and red pulp also presenting arteriolar segments, were observed,
which in the same way, could be observed in its ultrastructural analysis. In conclusion,
morphologically, the spleen of D. marsupialis resembles the descriptions attributed to
domestic mammals.

Keywords: Marsupials; lymphoid organs; scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

Classificados taxonomicamente dentro do Reino Animallia, Filo Chordata,
Classe Mammalia, Ordem Didelphimorphia, Familia Didelphidae (EMMONS & FEER,
1997; NOWAK, 1999) e Género Didelphis (LINNAEUS, 1758), os gambas diversificam-
se em seis espécies, onde nestas, quatro podem ser observadas no territorio brasileiro:
Didelphis albiventris (LUND, 1840), Didelphis aurita (WIED-NEUWIED, 1826),
Didelphis marsupialis (LINNAEUS, 1758) e Didelphis imperfecta (MONDOLFI &
PEREZ-HERNANDEZ, 1984), que distribuem-se dentro dos biomas Amazonia, Cerrado,
Caatinga e Mata Atlantica (PAGLIA et al., 2012), sendo conhecidos por diferentes nomes
populares, tais como: gamba, sarué, sarigué e mucura, apresentando um grau de
variabilidade nominal ainda maior em detrimento de sua localizacdo regional
(MACHADO et al., 2010; MARQUES-AGUIAR et al., 2002; PAGLIA et al., 2012).

De ocorréncia comum na Amazénia e nas margens no Cerrado (PAGLIA et al.,
2012), o Didelphis marsupialis apresenta habitos noturnos e solitarios (CASSELA &
CASSERES, 2006; MACHADO et al., 2010), podendo ser facilmente encontrados em
ocos de arvores, raizes e forros de casas (ARGONA & MARINHO-FILHO, 2009). Sao
animais onivoros, que ao expor uma denti¢cdo ndo especializada (JURGELSKI 1974),
acabam por desenvolver o habito alimentar generalista com uma dieta variada que vai
desde insetos, pequenos vertebrados e passaros até fontes vegetais como folhas e frutos
(TOTARO, 2013) conferindo a essa espécie certa versatilidade de adaptacio tanto em
ambientes urbanos quanto rurais (DELCIELLOS et al., 2011).

Em linhas gerais, 0os marsupiais sdo utilizados como modelos didaticos de
estudos na area de salde, uma vez que, sdo vetores, e reservatorios de protozoarios que
ocasionam doencas tais como Leishmaniose e a doenga de Chagas (JANSEN et al., 2002).
Podem-se destacar estudos que colocam em teste as altas taxas de imunidade que 0s
gambéas possuem ao veneno de serpentes do género Bothrops, que incluem Bothrops
erythromelas, a jararaca-malha-de-cascavel, constantemente observada no Nordeste do

Brasil e cujo veneno propicia insuficiéncia renal aguda (WEN et al., 1989).

Estas caracteristicas peculiares podem ser atribuidas aos 6rgdos linfdides, e
dentre eles, destaca-se o0 baco, um érgdo intraperitoneal, de coloracdo avermelhada a
cinzenta, localizado no hipocdndrio esquerdo, ao longo da curvatura maior do estbmago,
de formato falciforme ou triangular, variavel, assim como seu o volume. Sua posicao é

bastante influenciada pela distenséo do estbmago pela prépria capacidade de ingurgitar,
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contudo é bem profundo as costelas (EVANS, 1993; DYCE, 1996; CARVALHO, 2004).

De forma geral, o bago morfologicamente apresenta duas faces: a face
diafragmatica e a face visceral, sendo que esta ultima é marcada pelo hilo em todos 0s
mamiferos domésticos, com exce¢do dos ruminantes (KONIG & LIEBICH, 2016). O
tecido macio contido dentro da estrutura de sustentacéo € dividido em polpa vermelha e
polpa branca; a primeira consiste em espagos em série com vasos sanguineos e € ocupada
por uma concentracao de elementos celulares do sangue. A polpa branca, que é dividida
em focos que geralmente podem ser vistos a olho nu, é formada por nddulos linfaticos em

uma trama reticuloendotelial de sustentacdo (DYCE et. al., 2010).

A este orgdo, varias funcbes sdo atribuidas: armazenamento e liberacdo de
eritrocitos quando necessario. Filtragdo do sangue e remocao de eritrocitos desgastados
da circulagéo. Extracéo de ferro da hemoglobina e liberagdo novamente para reutilizagao.
Producdo de linfdcitos e monadcitos e producdo de anticorpos, o que lhe confere essenciais
fungdes dentro do organismo (KONIG & LIEBICH, 2016).

Nesse contexto, considerando a importancia funcional do 6érgéo, sobretudo no
que diz respeito a sua atuacdo dentro do sistema imunoldgico, o valor biolégico da
espécie, bem como a escassez ou quase inexisténcia de referéncias presentes na literatura
especializada acerca dos 6rgdos linfoides de marsupiais, os dados obtidos neste estudo
servirdo como base para o estabelecimento de parametros que contribuirdo de maneira
relevante no estudo morfoldgico desta espécie, assentando assim, bases anatébmicas e
fisiologicas que poderdo dar seguimento as investigages comparativas entre 0s
marsupiais, enriquecendo a literatura bem como as diversas areas do conhecimento

dentro das Ciéncias Bioldgicas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2. 1 Masupiais e Didelphideos

Pertencentes a classe Mammalia, & subclasse Theria e a infraclasse Metatheria,
inicialmente os marsupiais foram agrupados na Ordem Marsupialia. Segundo Malta &
Luppi (2006), estes animais foram redistribuidos em ordens distintas, sendo reconhecidos
por nomes diferente em cada regido do Brasil, onde podem ser destacados: gamba,
mucura, cassaco, mocura, sorigué, sariga, serigué, seringlé, sarigué, sarué, raposa, taibu,

mescla, timbu, micuré, micura, bicure, mocoré, sariguéia, ticaca, caugued, sariud,
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sariuéna.

Segundo o Dicionario de Palavras Brasileiras de Origem Indigena (Clovis
Chiaradia), o nome “gamba” teve sua origem na lingua tupi-guarani, como uma alteracao
da palavra “guaamba” (gua= ventre + mba= aberto) significando seio oco, ventre aberto
ou saco vazio em alusdo ao marsupio das fémeas, caracteristica extremamente marcante
dessa ordem, que destacam-se ao apresentar como caracteristicas principais a presenca do
marsupio, uma estrutura que contém as glandulas mamarias, onde os filhotes séo
alimentados ap06s o nascimento e mantidos apds a gestacao em curto periodo. O marsupio
fica localizado na regido ventral, protegendo as glandulas mamarias. A presenga do
marsupio € de grande importancia para a espécie, pois ap6s 0 nascimento os filhotes
utilizam o mesmo para se alimentarem e terminar o seu desenvolvimento (TYNDALE-
BISCO & RENFREE, 1987).

Estes animais representam um dos trés principais grupos de mamiferos atuais,
junto com os monotremados e placentarios. A diferenca entre estes grupos de mamiferos
se baseia principalmente no modo de reproducéo, sendo que 0s marsupiais apresentam o
periodo de gestacdo menor que o periodo de lactacdo. As fémeas com vagina e (tero
duplos, machos com saco escrotal anterior ao pénis, abertura urogenital comum, 0ssos

epipubicos associados a cintura pélvica (REIS et al., 2006).

No Brasil, os marsupiais sdo representados pela familia Didelphidae, ordem
Didelphimorphia. De acordo com Paglia et al. (2012) é composta por 16 géneros e 55
espécies. Nesta classificacdo estdo incluidas espécies de pequeno a médio porte, com
menos de 10 gramas a 5000 gramas. Mas como o numero de estudos aumentam, esta lista
sofre constante atualizacdo devido a revisfes taxondmicas e a descri¢do de novas espécies
(PAVAN etal. 2012). J4 Caceres & Monteiro Filho (2006) descreveram em seus trabalhos
que séo 47 espécies, que pesam entre 10 gramas a 4000 gramas, facilmente encontrados
em ambientes de floresta ombrofilas densas, bem como distribuidos nos biomas
Amazonia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal e Pampa, onde sua extrema
adaptabilidade a diferentes nichos, inclusive ambientes degradados pelo homem, resulta

na ampla distribuicdo dos representantes desta ordem.

As espécies do género Didelphis possuem habitos generalistas e sdo muito
flexiveis aos ambientes degradados pelo homem. Sédo solitarios, noturnos e forrageiros,
com uma dieta ampla sendo considerados oportunistas (BRITO et al., 2008). Ocorrem

em areas com caracteristicas ambientais com fatores abioticos bem variados, regime de
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chuvas, umidade, balanco hidrico e temperatura. Para Cerqueira (1985) embora seja
considerada uma espécie silvestre, frequenta e coloniza domicilios do homem podendo
atuar como vinculo entre os ciclos silvestres e domésticos, lhe conferindo carateristicas
de sinatropia, que se carateriza pela habilidade de certos animais silvestres (mamiferos,
aves, insetos) de frequentar habitacfes humanas; isto €, sdo capazes de circular entre 0s
ambientes silvestre, rural e urbano, muitas vezes, veiculando patégenos (PINHO et al.,
2000).

De acordo com Nunes (2011) os motivos, causas e/ou fatores para o aumento
significativo desta migragdo para os grandes centros urbanos, incluem: “abundéancia de
alimento”, gerados pelos desperdicios organicos dos seres humanos; auséncia quase total
de predadores, ja que no seu habitat considerado normal (florestas) ele é predado por
corujas, mamiferos de maior porte e serpentes (JOHN, 2011); abundancia de abrigos e
nichos ecologicos; desmatamento dos habitats naturais desses animais; condi¢des
climaticas mais acolhedoras, sobretudo em termos de temperatura, funcionando como
“ilhas de calor”, registrando temperaturas médias de 1,5 ° C acima dos valores verificados

fora do espago urbano”.

As investigagdes acerca dos marsupiais vém ganhando cada vez mais forca, uma
vez que 0s mesmos apresentam valor significativo como modelo de mamifero primitivo,
permitindo assim o estudo da ontogénese de diferentes sistemas organicos e aspectos
fisiologicos importantes, que fazem desse animal objeto de pesquisas que buscam
solucBespara questdes relacionadas a salide humana (NOGUEIRA, 1989), bem como,
estudos voltados para o manejo, manutencdo e preservacdo da espécie (ALVES et al.,
2007: TEIXEIRA et al., 2015).

2.2 Didelphis marsupialis

O Didelphis marsupialis (LINNAEUS, 1758), € um marsupial pertencente a
familia Didelphidae, com ocorréncia comum na Amaz6nia e nas margens no Cerrado. E
conhecida popularmente como, mucura e gamba (PAGLIA et al., 2012), de habitos
noturnos (CASELLA & CACERES, 2006; MACHADO et al., 2010), e se refugiam em
ocos de arvores, entre raizes e forros de casas (ARAGONA & MARINHO-FILHO, 2009;
CHEREM et al., 1996). Apresentam habito alimentar generalista, onivoros (PAGLIA et

al., 2012), com uma dieta variada de fontes animais, como insetos, pequenos vertebrados
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e passaros, além de fontes vegetais, folhas, frutas e frutos. A proporcdo ingerida
normalmente fica em torno de 40% em vegetais, e 60% em forma animal (TOTARO,
2013), assim como sdo considerados oportunistas, por consumirem os alimentos com
maior disponibilidade no ambiente que frequentam (LESSA & GEISE, 2010).

Segundo Rossi et al. (2012), Silva et al. (2007), a morfologia externa dessa
espécie e caracterizada por uma coloracdo dorsal grisalha ou negra pela presenca de
longos pélos brancos que sobressaem os pélos negros com a textura da pelagem aspera.
A coloracdo da pelagem ventral corresponde ao um creme-amarelado. A coloragao facial
geralmente negra ou grisalha, com auséncia de marcas conspicuas na face. Ja as orelhas

sdo grandes com coloragdo inteiramente negras sem pélos.

Estes animais apresentam dentes caninos superiores e inferiores, e ndo sdo
considerados ferozes. Quando se encontram em situacdo de ameaca se defendem abrindo
a boca e mostrando os dentes fazendo sons caracteristicos (rosnado), além de uma outra
estratégia de defesa, que se carateriza pela eliminacdo de todo o seu conteddo intestinal
juntamente com uma secrecdo armazenada em glandulas anais, adotando ainda o
comportamento de tanatose, que € se fingir de morto e afastar o predador (CIMARDI,
1996).

Quanto a morfologia reprodutiva os machos apresentam um pénis bifido que fica
localizado na frente da bolsa escrotal (NOGUEIRA, 2012). Abreu (2013) descreve nas
fémeas a presenca de dois Uteros e duas vaginas, que sdo ligadas a um unico orificio
externo. Duracdo do periodo gestacional de 12 a 14 dias, dando por volta de 10 a 12
filhotes, podendo ocorre duas vezes ao ano (SILVA, 1984). Gardner (2005) cita um
periodo gestacional de 13 dias, com numero de filhotes que variam de 5 a 12 que nascem
com comprimento de um centimetro, onde 0s mesmos permanecem no marsupio preso as
tetas por 70 dias (CHEREM et al., 1996; PAIVA et al., 1992, RODRIGUES, 2007), e
atingem o estagio adulto por volta de 9 ou 10 meses de idade (CACERES & MONTEIRO-
FILHO, 1999).

O Didelphis marsupialis apresenta dimorfismo sexual, que pode serobservado
na analise da relagdo entre a largura e o comprimento do cranio, onde a fémea possui a
cabeca mais estreita. Os machos apresentam vantagens no seu desenvolvimento, € mais
acelerado em comparacéo aos das fémeas da mesma espécie, isto porque 0s machos néo
apresentam os mesmos gastos energéticos em relacdo a gestacao e lactacao. Esses animais

acumulam gordura no corpo durante a estacdo do outono e utilizam durante a estacdo
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seguinte o inverno. Esse fato foi comprovado pela observacéo do ganho e posterior perda
de pesos nos animais nas respectivas estacdes (CACERES & MONTEIRO-FILHO,
1999).

Como modelo biolégico, os animais do género Didelphis sdo reconhecidos como
0 mais importante reservatério do Tripanossoma cruzi. Os estudos de Deane et al. (1984),
indicam esse género como sendo o unico taxon de mamiferos a manter os dois ciclos de
reproducdo do parasito citado, sendo observado tanto em condi¢Ges naturais ou
experimentais, 0 que 0s torna Unicos quando comparados aos demais hospedeiros do
parasito T. cruzi: a capacidade de atuar como hospedeiros e vetores a0 mesmo tempo.
Quando infectados, alguns parasitos alcancam a glandula de cheiro desses animais e
atingem seu limen. Mesmo existindo varios relatos sobre a possivel presenca de
Tripanossoma cruzi na glandula de cheiro naturalmente infectada, a capacidade vetorial
é desconhecida. Podem ser destacados estudos que testam as taxas de imunidade que
estes animais possuem ao veneno de serpentes do género Bothrops, que incluem Bothrops
erythromelas, a jararaca-malha-de-cascavel, observada no Nordeste do Brasil e cujo

veneno propicia insuficiéncia renal aguda (WEN et al., 1989).

2.3 O bago

O baco é um oOrgdo intraperitoneal, de coloracdo avermelhada a cinzenta,
localizado no hipocdndrio esquerdo, ao longo da grande curvatura do estbmago, orientado
dorsoventralmente. Seu formato é um tanto falciforme ou triangular, podendo ser
variavel, assim como o volume. Sua posicao é bastante influenciada pela distensdo do
estdmago pela propria capacidade de ingurgitar, contudo é bem profundo as costelas
(EVANS, 1993; DYCE, 1996; CARVALHO, 2004).

A forma béasica é muito diferente nas varias espécies domésticas, sendo em forma
de haltere no cdo e no gato, semelhante a uma fita no suino, com forma oblonga mais
larga no bovino e falciforme no equino. Sua capsula envia trabéculas para seu interior.
Em algumas espécies (carnivoros), a capsula e as trabéculas sdo muito musculares, em
outras (ruminantes) muito menos; essas diferencas determinam a extenséo de variacédo

fisioldgica que pode ocorrer no tamanho (DYCE et. al., 2010).

Apresenta duas faces: a face diafragmatica e a face visceral, sendo que esta

Gltima é marcada pelo hilo em todos os mamiferos domésticos, com excecdo dos
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ruminantes (KONIG & LIEBICH, 2016). O tecido macio contido dentro da estrutura de
sustentacéo é dividido em polpa vermelha e polpa branca; a primeira consiste em espacos
em série com vasos sanguineos e é ocupada por uma concentracdo de elementos celulares
do sangue. A polpa branca, que é dividida em focos que geralmente podem ser vistos a
olho nu, é formada por nodulos linfaticos em uma trama reticuloendotelial de sustentacéo.

Esse tecido possui as usuais propriedades linfogénicas e fagociticas (DYCE et. al., 2010).

O baco é envolvido por uma capsula de tecido mole, rica em fibras musculares
lisas e que projeta trabéculas no 6rgdo. O parénquima do baco compde-se de polpa
esplénica vermelha e branca A polpa vermelha é formada pelos seios venosos, 0s quais
sdo revestidos com endotelio. A polpa branca, que responde por cerca de um quinto do
volume do bago, é constituida por tecido linfoide folicular (KONIG & LIEBICH, 2016).

O orgédo, em sua extremidade dorsal alcanga o pilar esquerdo do diafragma,
passando entre o fundo gastrico e o pélo cranial do rim esquerdo, sob a cobertura das duas
Gltimas costelas. Sua extremidade ventral maior se estende abaixo do arco costal e pode
cruzar a linha mediana ventral, para atingir o lado direito sob as cartilagens costais. A
superficie parietal, por sua vez tem contato com o diafragma, em seqliéncia dorsoventral,
0 arco costal e os musculos abdominais laterais do lado esquerdo. A superficie visceral,
dividida pela crista hilar numa faixa cranial relacionada com a grande curvatura do
estdmago e numa faixa caudal relacionada com o intestino e o rim esquerdo. As bordas
cranial e caudal, s&o contornos finos e irregulares. Extenso ligamento gastresplénico liga
0 bago a curvatura maior do estdmago. A artéria e a veia esplénicas passam pela
extremidade dorsal do baco. Os vasos gastrepipléicos esquerdos se originam ao redor do
meio do hilo e cruzam a curvatura maior do estdbmago dentro do ligamento gastresplénico
(EVANS, 1993; DYCE, 1996).

Os vasos sanguineos que banham o baco sdo a artéria esplénica e a artéria
celiaca. A veia esplénica desemboca na veia porta. Os vasos sanguineos atravessam o hilo
e percorrem as trabéculas, ramificando-se repetidamente a medida que diminuem seu
didametro. Eles finalmente deixam as trabéculas e sdo envolvidos por tecido linfoide,
formando artérias centrais dentro da polpa branca. As artérias centrais penetram a polpa
vermelha, onde se ramificam em cerca de 50 pequenas arteriolas retas que se abrem nos
leitos capilares (KONIG & LIEBICH, 2016), e apresentam um fluxo sangiiineo de
aproximadamente 200-300 ml/min para cada 100 a 150 gramas do 6rgdo (ALTAMURA,
2001; KNUTSON & WESSLING-RESNICK, 2003).
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Existem importantes caracteristicas especificas na disposicdo desses vasos. A
artéria e a veia podem passar sem se dividirem através de um hilo limitado (ruminantes),
seguir pelo comprimento do 6rgdo, emitindo ramos em determinados intervalos (equino,
suino) ou se dividir conforme se aproximam do baco em ramos que irrigam
compartimentos esplénicos normalmente independentes, embora se comuniquem (céo,
gato). Os vasos linfaticos encontrados na capsula e nas trabéculas ndo se estendem até a
polpa. Os nervos simpaticos e parassimpaticos acompanham a artéria. (DYCE et. al.,
2010).

No homem, o baco é o maior 6rgdo linfoide secundario, € maci¢co, muito
vascularizado e esta situado a esquerda do abdome, abaixo do diafragma (ALTAMURA,
2001; KNUTSON & WESSLING-RESNICK, 2003) fazendo parte, como componente do
sistema imunoldgico, que € constituido por células, tecidos, 6rgdos linfoides primarios
(timo e medula 6ssea) e 6rgdos linfoides secundarios (baco, linfonodos, apéndice, placas
de peyer e tonsilas) que funcionam em sincronia para manutencao da integridade corporal
(JANEWAY et al., 2006).

Cabe ao bago o0 armazenamento de sangue, a remoc¢édo de material particulado da
circulacdo, a destruicao de eritrocitos desgastados e a producdo de linfécitos. A primeira
funcdo ¢ familiar a todos que experimentaram uma “pontada” de dor que as vezes
acompanha o estresse fisico e esta associada a contracdo da capsula esplénica (DYCE et.
al., 2010). King & Schumacker Jr. (1952), descreveram 0 bago como principal
responsavel pela fagocitose e pela depuracdo de particulas, bactérias, virus, fungos e
parasitas da corrente sanguinea. Um papel fundamental exercido pelos macréfagos da
polpa vermelha, assim como os macréfagos do figado, é a fagocitose de eritrocitos e
também a reciclagem do ferro. E ainda, a polpa vermelha esplénica é o principal sitio de
fagocitose de microrganismos recobertos de anticorpos (opsonizados), como as bactérias
encapsuladas (ALTAMURA, 2001; KNUTSON & WESSLING-RESNICK, 2003).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Descrever morfologicamente e ultraestruturalmente o bago do D. marsupialis.

3.2Especificos

e Caracterizar anatomicamente, histologicamente e ultraestrtuturalmente o baco do

D. marsupialis;
e Realizar o estudo da anatomia topografica no que discerne ao 6rgao estudado;

e Estabelecer parametros morfologicos que contribuirdo para o estudo da

morfologia comparada e morfologia da espeécie;

e Assentar bases morfologicas que poderdo ser aplicados aos estudos de ecologia,

zoologia e areas mais aplicadas dentro das Ciéncias Bioldgicas



23

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos Eticos da Pesquisa

A pesquisa ocorreu no periodo entre julho de 2021 a junho de 2022, sendo
realizada no Laboratorio de Anatomia Animal Comparada (LAAC) do Centro de Ciéncias
de Chapadinha (CCC) - Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Campus de
Chapadinha, em parceria com Laboratério de Anatomopatologia (LAMP) da
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA), e com o Centro Avancado em Diagndstico
por Imagem (CADI) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S&o Paulo (FMVZ/USP) que auxiliaram nas analises histoldgicas e ultraestruturais.
Esta pesquisa tem aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais, (CEUA/UFMA),
sob o protocolo n®23115.013669/2017-26 e possui licenca IBAMA sob o numero 58272-
1 SISBIO/IBAMA, onde todos os procedimentos de utilizacdo de animais estdo de acordo

com a legislagdo imposta pelos 6rgdos competentes.

4.2 Animais

Foram utilizados 05 gambés D. marsupialis adultos, trés machos e duas fémeas,
provenientes de capturas realizadas nas proximidades do Campus do Centro de Ciéncias
de Chapadinha (CCC) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e nas areas de
maior incidéncia dessa espécie no municipio de Chapadinha — MA (localizado na regido
Leste do Maranhdo e na Microrregido de Chapadinha, com populagdo estimada em
78.348 habitantes, area territorial de 3.247,385 kmz2, 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. As capturas ocorreram entre os meses de agosto de 2018 a julho de 2019.
Os detalhes sobre as técnicas de captura podem ser encontrados em Varejao & Valle
(1982).

Apos captura, os animais, foram anestesiados com a utilizacao de cloridrato de
quetamina (100 mg/kg) e cloridrato de midazolan (15mg/kg) e ap6s 20 minutos, com a
confirmacéo da anestesia, foram eutanasiados com overdose de Thiopental Sodico (200
mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida, foram lavados em agua corrente, e procedeu-se a
biometria de todos os espécimes a serem estudados, sendo registrados os dados
individuais referentes ao comprimento do ponto médio anterior da crista nucal ao extremo

da Gltima vertebra caudal, com posterior afericdo de peso.
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O processo de fixacdo dos espécimes foi realizado com utilizacao de formaldeido
a 10%, o qual administrado via sistémica - artéria carétida externa, apos dissec¢do da
musculatura ventral do pescoco e canula¢do da mesma. Além disso, a mesma solucao foi
administrada em toda musculatura e cavidades corporais. O material foi entdo imerso em
caixas plasticas, com a mesma solucdo, 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

disseccao fosse iniciado.

O material ap6s a pesquisa, ficou depositado no acervo do Laboratério de
Anatomia Animal e Comparada do Centro de Ciéncias de Chapadinha da Universidade

Federal do Maranhdo.

4.3 Anélise Anatémica do Bago

Para o estudo macroscopico do baco fora obersavada a morfologia desta estrutura
mediante dissecacdo e inspecao visual. Os animais foram colocados em decubito dorsal,
onde se efetuou a abertura da cavidade abdominal mediante incisdes pré-retroumbilical
na linha branca e perpendiculares a esta, propiciando amplo rebatimento da parede
abdominal lateral esquerda, permitindo a identificacdo, observacéo e coleta do bago, que
foi retirado cuidadosamente, preservando-se a integridade de seu parénquima e
ligamentos. Em seguida as pecas passaram por lavagem em agua corrente onde coletou-
se simultaneamente, as seguintes observacdes: forma, medidas longitudinal e transversal,
efetuadas com o auxilio de paquimetro digital, bem como a localizacdo e meios de
fixacdo. Ao final das analises, as pecas foram fotodocumentadas, etiquetadas e

armazenadas em formaldeido.

4.4 Anélise Histoldgica do Bago

Para esta andlise, posteriormente ao estudo anatdmico, fragmentos com
aproximadamente 2 cm? do bago foram coletados e imersos em solugdo fixadora de
paraformaldeido a 4% tamponado com solugéo de fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2. Apo6s
fixacdo, procedeu-se com o protocolo de desidratacdo em uma série de etandis em
concentragOes crescentes (de 70 a 100%), seguido de diafanizacdo em xilol e inclusdo em
similar de parafina histoldgica — Ervplast. A posteriori foram obtidos cortes com 5um de

espessura em microtomo LEICA 2165, que passaram por coracdo com Hematoxilina-
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eosina. A coleta do material, os cortes histoldgicos, bem como a preparacédo e coloracdo
das laminas tiveram como base a metodologia descrita por Tolosa et al. (2005) e a
documentacdo dos cortes histoldgicos se deu por meio de fotomicroscépio binocular

Olympus CX31 acoplado a cdmera Olympus SC-20.

Esta analise foi realizada no Laboratorio de Anatomopatologia da Faculdade de

Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranh3o.

4.5 Anélise Ultraestrutural do Baco

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

Para este fim, as amostras do baco, fixadas, foram lavadas em ultrassom por um
periodo de 15 minutos em &gua 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 series 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
analise dos resultados, os mesmos foram fotodocumentados atraveés de microscopio

eletrénico ME Leo 435 VP, para comprovacao cientifica dos achados.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
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5.1 Analise Anatémica do Baco

No Didelphis marsupialis, o baco (Figura 1) apresentou-se como um orgéao
macio de coloragdo marrom escuro a acinzentada, localizando-se dentro da parte cranial
do hipocondrio esquerdo e cauldamente ao diafragma, junto a curvatura maior do
estdbmago por meio da fixacdo do ligamento gastroesplénico do omento maior. Konig &
Liebich, (2016) afirmaram que a inclusdo ajuda a fixa-lo em sua posicao, que ndo pode
ser definida com grande precisao, ja que depende do grau de preenchimento do estbmago
e de seu proprio contetido de sangue, o que nos leva inferir sobre caracteristica semelhante

para o D. marsupialis.

Quanto ao formato, na espécie estudada apresenta-se irregular, sendo
considerado mais longo do que largo, aproximando-se ao descrito por Cesta (2006) para
ratos e camundongos, diferenciando-se do baco do cdo e do gato cujo formato € de haltere
(DYCE etal. 2010), do suino e bovino que é eliptico alongado e dos pequenos ruminantes,
que € triangular (SCHALLER, 1999). No entanto, pode-se encontrar outras definicdes
para o formato do baco. Segundo Sisson (1986) o baco é um 6rgdo comprido e achatado
com eixo longitudinal com direcdo dorsoventral e curvado de modo a acompanhar a

curvatura maior do estdmago.

No D. marsupialis, com excec¢do do hilo, o baco tem todas as suas superficies
revestidas por peritdnio visceral, o configurando como um 0rgao intrapenitorial (Figura
2). Anatomicamente, apresenta: duas superficies, duas extremidades e duas bordas
(Figura 3), assemelhando-se ao descrito para o D. albiventris (SILVA et. al., 2005) e Felis
catus (SILVA et al., 2009). Evans & Christensen (1979), tém um estudo mais detalhado,
sobre a anatomia do céo, onde descrevem o baco do animal com duas extremidades, dorsal

e ventral, duas superficies, parietal e ventral e duas bordas, cranial e caudal.

A superficie parietal € convexa e obliqua, mostrando-se junto ao diafragma e a
parede abdominal lateral esquerda. Ja a superficie visceral mostrou-se relativamente
cdncava, onde fora possivel observar em seu eixo longitudinal com o hilo que acompanha
a curvatura maior do estdmago, onde sua parte medial apresenta relacdo a superficie
visceral caudal esquerda do pancreas. Segundo Konig & Liebich (2016) a superficie
visceral é marcada pelo hilo em todos os mamiferos domésticos, com exce¢do dos

ruminantes.



Figura 1 — Cavidade abdominal do D. marsupialis “in situ”. Vista lateral esquerda.
Notar: o figado com o lobo hepético esquerdo (LHe), o lobo caudado (seta branca),
vesicula biliar (seta amarela), baco (B) e estdmago (E). Nota-se que a posi¢do do bago
(B) acompanha a curvatura maior do estdmago.

Figura 2 — Cavidade abdominal do D. marsupialis “in situ”, em vista dorsal.
Evidenciar o figado e o lobo hepético direito (LHd) e esquerdo (LHe). Notar o Bago
(B) onde pode-se evidenciar a sua superficie parietal e sua relacdo topogréfica com o
estdbmago (E), e intestino. Legenda: D — Diafragma; Pp — Peritbnio parietal; Seta
amarela: vesicula biliar.
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As margens esplénicas apresentam regularidade em seu contorno, onde a borda
cranial limita a area gastrica, relacionando-se com a grande curvatura do estdmago e a
borda caudal limita a &rea renal tendo relacdo com o intestino grosso e o rim esquerdo
(Figura 3). Essas caracteristicas anatdbmicas também foram observadas em Didelphideos
(SILVA et. al. 2005) e em primatas (DRAKE, et al., 2015; MOORE et al., 2014).

Embora em nossa pesquisa ndo tenhamos utilizado nenhuma angiotécnica para
evidenciarmos a vascularizacdo esplénica, em processo de disseccdo, foi possivel
observar a artéria esplénica, a qual percorre o bago, adentrando pelo hilo esplénico. Silva
et al (2009) em sua pesquisa sobre D. albiventris relata que esta segmentacdo arterial
ocasiona a divisdo do orgdo em regioes distintas: cranial, caudal, ventral e dorsal.
Entretanto esta caracteristica ndo foi bem evidenciada no D. marsupuialis, 0 que pode ser

apontado como uma limitacdo das nossas analises anatdmicas.

Nos trabalhos de Gupta et al. (1981) estudando cdo, Gupta et al. (1978a, 1979)
referindo-se a caprinos, Rays et al. (1981a), em caprinos, Rays et al. (1981b) em ovinos
e Rays (1982) em bufalos, pode-se observar que a divisdo do baco ocorre em virtude da
distribuicdo vascular arterial, 0 que oportuniza a essas espécies certa variabilidade ao
namero de ramos originados na artéria lienal e quanto a irrigagdo arterial no paréquima

do orgdo.

Figura 3 - Vista lateral esquerda do baco de alguns elementos anatémicos do sistema
digestério do D. marsupialis - “ex situ”. Notar as margens esplénicas cranial (tracejado laranja)
e caudal (tracejado branco) e suas relacbes topogréficas com o estdmago (E), Figado (F) -
cranialmente e intestinos (ID e IG) — caudalmente, e Rim esquerdo (R) - caudodorsalmente.
Observar o formato irregular do Baco e sua superficie parietal. Legenda: Vb — vesicula biliar;
ef -es6fago; p — pancreas.
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5.2 Analise histoldgica do Bago

Histologicamente, o baco do D. marsupialis apresenta as caracteristicas
semelhantes no tocante as suas principais estruturas, quando comparado com a descri¢cao
realizada para mamiferos e animais domésticos (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017;
BANKS, 1992). Na espécie estudada apresenta capsula, trabéculas, polpa branca e polpa
vermelha, apresentando também segmentos arteriolares. Descricdo e analises semelhantes

foram realizadas para Cuniculus paca (RIBEIRO et al., 2016).

O bago apresentou um parénquima composto pela polpa branca e polpa vermelha
(Figura 4), a semelhanca do que ocorre nos mamiferos e animais domésticos (KONIG &
LIEBICH, 2016; BANKS, 1992). Na polpa branca (Figura 4C) pode-se observar o tecido
linfatico por meio dos foliculos linféides, que encontramram-se proximalmente a arteriola
central a circundando, formando as bainhas linfaticas periarteriais, podendo-se observar
também a centro germinativo que ddo forma aos nddulos linfaticos. Esta descri¢do
assemelha-se a realizada por Steiniger (2005) em ratos. De acordo com Dyce et al.
(2010), a polpa branca, é dividida em focos que geralmente podem ser vistos a olho nu,
sendo formada por nodulos linfaticos em uma trama reticuloendotelial de sustentag&o,

atribuindo a esse tecido usuais propriedades linfogénicas e fagociticas.

Segundo Dyce et al (2015), a polpa vermelha, apresenta espacos em série com
vasos sanguineos e é ocupada por uma concentracdo de elementos celulares do sangue.
Caracteristica semelhante foi observada no D. marsupialis (Figura 4B). Além disso, pode-
se observar ao redor da polpa branca os sinusoides que apresentam um lumem irregular
(Figura 4D), e situam-se entre os corddes celulares denominados corddes expléncicos ou
de Billroth, que segundo Banks (1999), em algumas espécies animais, ndo se verifica a

presenca de fibras musculares lisas.

A cépsula (Figura 4C), pouco evidenciada, apresentou em sua formacéo tecido
conjuntivo com fibras musculares lisas, segregando trabéculas (Figura 4B e 4C) que se
projetaram ao longo do 6rgdo com mais evidéncia. A capsula emite trabéculas de tecido
conjuntivo que dividem o parénquima ou polpa esplénica em compartimentos
incompletos e intercomunicantes. Na espécie humana (JUNQUEIRA E CARNEIRO,
2017), o tecido conjuntivo da cépsula e das trabéculas apresenta pequena quantidade de
fibras musculares lisas. Contudo, em certos mamiferos (gato, cdo, cavalo), essas fibras
sdo abundantes, e sua contracdo provoca a expulsdo do sangue acumulado no bago
(BANKS, 1999).
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Figura 4 - Histologia do baco do D. marsupialis. Em A — Observar o parénquima esplénico e as
estruturas da Polpa branca (Pb) e Polpa vermelha (Pv). Em destaque, a arteriola central da polpa
branca (seta branca); B — Notar as trabéculas (Tb) e os corddes esplénicos ou de Billroth (circulos
amarelos). Em C — Evidencia-se o centro germinativo (cg) e o foliculo linfoide () préximo &
arteriola central. Em destaque, a arteriola central da polpa branca (seta branca). Em D — Em
evidéncia, sinuséide esplénico(S) e corddo esplénico (tridangulo amarelo). Coloracdo em HE, e
andlises realizadas em cortes transversais.

5.3 Analise Ultraestrutural do Bago

A Microscopia Eletronica de Varredura, o bago do D. marsupialis apresentou as
estruturas comuns presentes em seus componentes estruturais, sobretudo aos que dizem
respeito a polpa branca e vermelha, a semelhanca do descrito para mamiferos
(JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017).

De acordo com Miyoshi & Fujita (1971) e Junqueira & Carneiro (2017), a polpa
vermelha é formada por cordBes celulares e os corddes esplénicos, separados por
sinusoides que sdo vasos revestidos por células endoteliais alongadas, projetando um
revestimento endotelial descontinuo. Esta descrigdo assemelha-se ao observado no D.
marsupialis (Figura 5). Neste ponto, é importante destacar que literatura classica afirma

que os cordBes espléncios sdo cordBes de células, continuos com diferentes graus de
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espessura, e constituem-se por uma rede frouxa de células e fibras reticulares, onde ficam
armazendos os linfécitos B e T, macrofagos, plasmacitos, granulécitos, leucdcitos,
mondcitos, plaquetas e eritrocitos.

No D. marsupialis, na polpa branca (Figura 6), evidenciou-se o centro
germinativo que apresentou em toda sua extensdo formacdo dos nddulos linfaticos.
Segundo Dyce et al. (2010) estes demonstram uma coloracdo esbranquicada quando
vistos a olho nu. Na espécie estudada, observou-se juntamente ao nddulo a arteriola da
polpa acompanhada da bainha periarterial constiuida de tecido linfatico. Esta organizagao
morfoldgica nos leva a inferir que nesta espécie, essa regido é considerada o local de
ativacéo e proliferacao de linfécitos, que se deslocam para polpa vermelha, alcangando o
limem dos sinusoides, incorporrando-se ao sangue presente nesses vasos, assim como
descrito para mamiferos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2017).

L £7) ~ . d 2o =

Figura 5 - Microscopia eletrénica de varredura do bago do D. marsupialis — polpa branca.
Nota-se a presenca de sinusoides (S), e em destaque a presenca de arteriolas esplénicas no
parénquima do 6rgdo (circulos amarelos).
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Figura 6 - Microscopia eletrdnica de varredura do bago do D. marsupialis — Polpa
Vermelha. A estrutura de suporte é formada por células reticulares fibroblasticas com

longos processos, entre eles, linfdcitos (seta azul) e eritrocitos (estrelas amarelas). Em
destaque os macrdfagos (seta amarela) e a artéria terminal (A).
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que morfologicamente, o baco do D. marsupialis
apresenta a mesma organizagao anatémica, histoldgica e ultraestrutural, assemelhando-se
as descri¢cbes observadas na literatura especializada para mamiferos domésticos e

silvestres.
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