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RESUMO

Philodryas nattereri € uma serpente conhecida popularmente como corre-campo ou tabuleiro, sendo
encontrada em regides de caatinga e no semidrido brasileiro. Essas serpentes possuem uma glandula
de Duvernoy bem desenvolvida, conectada a um dente sulcado, especializado para a inoculagéo de
toxinas. O trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo histoldgica da glandula de
Duvernoy da serpente P. nattereri. Para o estudo foram utilizados quatro pares de glandulas de
animais oriundos de projetos de pesquisa em historia natural e distribuicdo da herpetofauna,
tombadas e depositadas na Colecdo Herpetologica do NUROF. Apds a disseccdo, as glandulas
passaram pelo processamento histologico, onde foram fixadas em formol tamponado a 10%,
desidratadas em concentracdes crescentes de alcool e posteriormente diafanizadas em xilol. Apés a
inclusdo em parafina, realizou-se a microtomia dos blocos, com cortes de 5 um para a confeccéao
das laminas. Utilizou-se para a coloracdo hematoxilina-eosina e azul de toluidina. Para o estudo
histoquimico, utilizou-se é&cido peridédico de Schiff (PAS) e PAS + Amilase salivar.
Macroscopicamente, a glandula de Duvernoy possuia forma ovulada, lobulada e alongada,
apresentando coloracdo esbranquicada. A média do comprimento foi de 6 mm para a glandula
esquerda e 7 mm para a direita. Com relacdo a medicdo da altura, as glandulas esquerda e direita
tiveram uma média de 3 mm cada. As fotomicrografias revelaram que a glandula de Duvernoy é
revestida por uma capsula de tecido conjuntivo denso, dividida em Iébulos por septos de tecido
conjuntivo. Cada I6bulo contém tubulos secretores formados por células serosas, o que indica
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producdo de proteinas como enzimas. Foi observado glandulas com células mucosas no ducto
excretor, o que pode estar relacionado a producédo de glicoproteinas. Concluimos que a glandula de
Duvernoy da serpente P.nattereri enquadra-se na segunda categoria histolégica segundo Taub
(1967), que consiste em uma glandula predominantemente serosa, com células mucosas
intercaladas.

Palavras-chave: Glandula de Duvernoy, Philodryas nattereri, histologia.

ABSTRACT

Philodryas nattereri is a snake known popularly as field-runner or board, founded in regions of
caatinga and in the Brazilian semiarid region. These snakes have a well-developed Duvernoy gland,
connected to a grooved tooth, specialized for toxin inoculation. The work aimed to perform the
histological characterization of the Duvernoy gland of the P. nattereri snake. For the study, four
pairs of animal glands from research projects in natural history and distribution of herpetofauna
were used, which were registered and deposited in the NUROF Herpetological Collection. After
dissection, the glands underwent histological processing, where they were fixed in 10% buffered
formaldehyde, dehydrated in increasing concentrations of alcohol and later diaphanized in xylol.
After inclusion in paraffin, the blocks were microtomized, with 5 um cuts to make the slides.
Hematoxylin-eosin and toluidine blue were used for staining. For the histochemical study, Schiff's
periodic acid (PAS) and PAS + salivary amylase were used. Macroscopically, the Duvernoy gland
had an ovulated, lobulated and elongated shape, with a whitish color. The average length was 6 mm
for the left gland and 7 mm for the right. Regarding height measurement, the left and right glands
had an average of 3 mm each. Photomicrographs revealed that the Duvernoy gland is lined by a
dense connective tissue capsule, divided into lobes by septic connective tissue. Each lobe contains
secretory tubules formed by serous cells, which indicates production of proteins as enzymes. Glands
with mucous cells were observed in the excretory duct, which may be related to the production of
glycoproteins. We conclude that the Duvernoy gland of the snake P.nattereri falls into the second
histological category according to Taub (1967), which consists of a predominantly serous gland,
with intercalated mucous cells.

KeyWords: Duvernoy gland, Philodryas nattereri, histology.

1 INTRODUCAO

Philodryas nattereri Steindachner, 1870 é uma espécie de serpentes que esta incluida na
familia Dipsadidae (ZAHER et al., 2009). E uma serpente conhecida popularmente como corre-
campo ou tabuleiro, sendo encontrada em regides aridas e semiaridas da América do Sul com
predominancia no nordeste brasileiro (MESQUITA et al., 2011; NERY et al., 2014). Essa serpente
possui denticdo opistoglifa, apresentando uma glandula de Duvernoy bem desenvolvida, homologa
as verdadeiras glandulas de veneno de serpentes proterdglifas e solendglifas. A glandula de
Duvernoy localiza-se na regido temporal, pos-orbital, justaposta a glandula supralabial. Essa
glandula esta conectada a um dente sulcado, especializado para a inoculacdo de toxinas
(MACKESSY, 2002; NERY etal., 2014).
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O veneno da serpente P. nattereri € uma mistura de proteinas e peptideos que provocam
alteracdes locais e sistémicas, similares aos acidentes ocorridos por serpentes do género Bothrops.
Os mecanismos envolvidos que levam a essas alteragdes séo desconhecidos (NERY et al., 2014).

As serpentes da tribo Philodryadini utilizam a constri¢cdo e/ ou o envenenamento para ingerir
suas presas (HARTMANN; MARQUES, 2005). Ao mesmo tempo que realizam a constri¢do, as
serpentes do género Philodryas inoculam o veneno ao morder e se fixar em um Unico local,
movimentando alternadamente os maxilares direito e esquerdo. A glandula de Duvernoy esta
conectada aos dentes opistoglifos sulcados por onde o veneno escorre (CARDOZO et al, 2009).

O esvaziamento da glandula se da por um fluxo de baixa pressédo e a secrecao € liberada em
aberturas proximas a base das presas, diferentemente do que ocorre com 0s viperideos, onde o
veneno é estocado em amplo limen e o fluxo de secrecdo se da por alta presséo via canal das presas
(KARDONG, 2002; LOPES, 2008).

Diante disso, o trabalho teve como objetivo caracterizar a morfologia, macro e

microscopicamente, das glandulas de Duvernoy da serpente Philodryas nattereri.

2 METODOLOGIA

Para o estudo morfologico foram utilizados quatro pares de glandulas de Duvernoy de
serpentes adultas da espécie Philodryas nattereri, coletadas sob licenca do ICMBIio n°18596-1 para
projetos de pesquisa em Historia Natural e Distribuicdo da Herpetofauna Regional. Os animais
foram eutanasiados segundo protocolo da Resolu¢cdo CFMV n°1000/2012, tombadas e depositadas
na Colecdo Herpetoldgica da Universidade Federal do Ceara (CHUFC). Para a pesquisa foram
utilizadas serpentes da colecdo sob a seguinte numeracdo: CHUFC3602, CHUFC3617,
CHUFC3618 e CHUFC3640.

Para a extracdo das glandulas de Duvernoy das serpentes da colecdo, foi realizada uma
incisdo para maior abertura da comissura labial e disseccdo da regido lateral do maxilar superior
(Figura 1C e 1E).

As glandulas foram fixadas in situ com formaldeido tamponado a 10%, por ocasido da
fixacdo das serpentes para tombamento na colecdo cientifica. Para a extracdo das glandulas de cada
serpente da colecdo foi realizado uma incisao para maior abertura da comissura labial e dissec¢édo
da regido lateral do maxilar superior, como descreve Serapicos e Merusse (2006).

Apos a disseccdo, as glandulas foram medidas em comprimento e largura através do
paquimetro digital 150 mm Black Bull 5234 e os dados tabulados. Em seguida, as glandulas de

Duvernoy passaram pelo processamento histoldgico, onde foram desidratadas em concentracfes
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crescentes de alcool 70% até alcool absoluto e posteriormente diafanizadas em xilol. Apds a
inclusdo em parafina, realizou-se a microtomia dos blocos, com cortes de 5 um para a confeccéo
das laminas.

As colorac@es histoldgicas empregadas foram hematoxilina-eosina e azul de toluidina, com
objetivo de caracterizacao de rotina do tecido glandular e destaque para as estruturas acidas. Para o
estudo histoquimico, utilizou-se acido periédico de Schiff (PAS) e PAS + Amilase salivar, para
caracterizacdo dos mucopolissacarideos (neutros) e glicogénio, segundo descrito por Serapicos
(2006).

Para a caracterizacdo histoldgica, foi utilizado o microscopio trinocular polarizado e com
fluorescéncia (NIKON Eclipse Ni, Japan; Software Nis 4.0).

No presente estudo utilizou-se a analise qualitativa descritiva.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As serpentes P. nattereri utilizadas para a extracdo das glandulas, se caracterizaram como
serpentes de porte méedio, com coloracdo verde-acinzentada, apresentando algumas manchas nas
escamas (Figura 1A). Na andlise da serpente (Figura 1B), foi possivel observar pupilas redondas e
denticdo do tipo opistoglifa (dentes desenvolvidos presentes no maxilar superior-porcao posterior),
equivalente a descricéo realizada por Vitt; Colli (1994).

Macroscopicamente, as glandulas de Duvernoy possuiam forma ovulada, lobulada e
alongada, apresentando coloracdo esbranquicada (Figura 1D e 1E), e ap6s a medi¢cdo com o
paquimetro digital, verificou-se que a média do comprimento foi de 6 mm para a glandula esquerda
e 7 mm para a direita. Com relacdo a medicédo da altura, as glandulas esquerda e direita tiveram uma

média de 3 mm cada.
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Figura 1. Caracterizacdo macroscopica e disseccdo das glandulas de Duvernoy da serpente Philodryas nattereri. A.
Exemplar da Serpente P. nattereri. B. Pupilas redondas e denticdo opistdglifa (seta). C. Disseccdo da glandula de
Duvernoy. D. Glandula de Duvernoy extraida da serpente P. nattereri. E. Glandula de Duvernoy (seta) da serpente P.
nattereri.

A andlise histologica das glandulas de Duvernoy demonstrou a presenca de tubulos

secretores, ductos excretores, nervos e vasos sanguineos (Figura 2B, 2C e 2F). A glandula é
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revestida por uma capsula de tecido conjuntivo denso modelado com presencga de fibras colédgenas
e fibroblastos. A cdpsula emite septos ricos em fibras colagenas que dividem a glandula em I6bulos
(Figura 2A e 2C) e cada Iébulo € constituido por tubulos secretores (Figura 2B e 2D).

A glandula de Duvernoy foi caracterizada predominantemente como serosa, Com a presenga
de células mucosas intercaladas, enquadrando-se na segunda categoria, dentre as quatro das
glandulas de Duvernoy, como uma glandula mista (TAUB, 1967). Os tubulos, formados por células
serosas em formatos triangulares a prismaticos com nucleos em posi¢do basal, convergem para uma
regido onde encontra-se o ducto excretor. Nas paredes do ducto foi possivel verificar a presenca
tanto de células mucosas como de células serosas (Figura 2F). As células serosas sdo capazes de
secretar substancias toxicas que auxiliam na imobilizacdo e captura das presas, na lubrificacdo do
alimento e também desempenham funcdes digestivas, evitando a putrefacdo do alimento
(SERAPICOS; MERUSSE, 2006; CARDOZO et al., 2009).

As estruturas glandulares que descrevemos, sdo semelhantes as descritas por Serapicos;
Merusse (2006), demonstrando que a glandula de Duvernoy é dividida em I6bulos constituidos por
tubulos secretores, ramificados ou ndo, e cada l6bulo é delimitado por um septo de tecido conjuntivo
rico em fibras colagenas. As células serosas colunares constituem os tubulos secretores e o
citoplasma ¢ aciddfilo. Cada tabulo secretor apresenta uma luz com conteudo acidofilo e esses
tubulos convergem para a regido central da glandula, onde se encontra um ducto excretor, que corre

em sentido longitudinal, constituido por células mucosas.
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Figura 2. Fotomicrografias das glandulas de Duvernoy e supralabial da serpente Philodryas nattereri. A. Glandula de
Duvernoy dividida em I6bulos (L) e separados por septos (S); 100X. B. Capsula (Cp), nervo (N), vaso (Vs) e Tubulos
secretores serosos (Ts) presentes na glandula de Duvernoy; 400X; C. Glandula supra- labial (Gsp) e Glandula de
Duvernoy (Gd). D. Células serosas (Cs) com formato triangular e ntcleo basal (seta); 400x. E. Células serosas formando
Tubulos secretores (Ts); 200X. F. Ducto excretor (De) apresentando em sua parede células mucosas (Cm) e células
serosas (Cs) 100X. Método de coloragdo HE. Microscopio optico trinocular Nikon/ Software Nis 4.0.

] S X _g»:@”g?‘
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Nas margens do ducto excretor, células mucosas e a glandula supra-labial reagiram
positivamente ao emprego do método PAS, apresentando coloracdo magenta (Figura 3A e 3B). A
reacdo do PAS é utilizada para detectar células ricas em granulos cujo contetdo possui radicais vic-
glicol. Estes radicais sdo encontrados em alguns carboidratos, como o glicogénio por exemplo
(RENNER; SABOIA- MORAIS, 2000).

A reacdo ap6s PAS + amilase salivar ainda revelou positividade nas paredes de ductos
excretores e células mucosas, embora mais fraca quando comparado somente ao PAS isoladamente
(Figura 3C e 3D). Isso indica que ha presenca de outros elementos PAS reativos além do glicogénio,
como o0s mucopolissacarideos neutros. Observamos ainda, a fraca positividade ao PAS + amilase
salivar em tabulos secretores da glandula de Duvernoy. Em estudo realizado por Serapicos; Merusse
(2006), os autores verificaram que a glandula de Duvernoy das serpentes Philodryas olfersii e
Philodryas patagoniensis caracterizaram-se por uma forte positividade a proteinas e mostraram
reatividade ao PAS + Alcian blue, revelando ser uma glandula seromucosa.

A caracterizacdo bioquimica do veneno de cinco espécies de colubrideos, incluindo P.
nattereri, indicou que a quantidade de proteinas (ug/mg) presentes no veneno de Philodryas
nattereri foi maior do que a quantidade encontrada nas espécies P. patagoniensis e Tomodon
dorsatus. Uma maior quantidade de proteinas encontradas no veneno de P. nattereri deve-se ao fato
da glandula de Duvernoy dessa espécie possuir um maior numero de células serosas (ZELANIS et
al., 2010), corroborando com a nossa caracterizacdo histoldgica anteriormente descrita.

As glandulas de Duvernoy de outras serpentes, incluindo o género Philodryas, se mostram
positivas ao PAS no epitélio do ducto excretor, apresentando coloracdo magenta apos a reagédo
(SERAPICOS; MERUSSE, 2006; AKAT, etal, 2011; OLIVEIRA et al, 2016). Em nossas analises
a mesma coloracdo magenta foi observada no epitélio do ducto excretor da glandula.

A glandula supralabial reagiu positivamente ao PAS. Sendo composta predominantemente
por células mucosas, que apresentaram um nucleo esférico e em posicdo basal (Figura 2C). As
células mucosas, presentes tanto na glandula supralabial quanto na glandula de Duvernoy, coraram-
se mais fortemente com o azul de Toluidina. Sugere-se que isso pode ser devido ao fato das células
mucosas produzirem glicoproteinas. O azul de Toluidina é um corante basico que se liga a estruturas
basofilas das células e dos tecidos, ou seja, € um corante catiénico carregado positivamente que vai
reagir com um substrato carregado negativamente. Os principais componentes dos tecidos, que
reagem com 0s corantes basicos contém acidos em sua composicdo, como o0s acidos nucleicos,
glicosaminoglicanos e glicoproteinas acidas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2013).
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As células mucosas apresentavam formatos que variavam de cubdides a colunares e com
nucleo oval. Essas células se agrupavam e formavam tdbulos que circundavam o limen. A coloragéo
com azul de toluidina demonstrou forte reatividade das células mucosas presentes tanto na glandula
supralabial (Figura 3F) como nas células mucosas intercaladas entre as células serosas ou que
margeavam o ducto excretor da glandula de Duvernoy (Figura 3E).

Figura 3. Fotomicrografias da glandula de Duvernoy da serpente P. nattereri. A. Margens do ducto excretor (De), com
presenca de células mucosas (Cm) coradas em magenta; 100x. B. Células mucosas (setas) coradas em magenta; 100x.
C e D. Células mucosas reativas (setas) mesmo apés a reacdo PAS + amilase salivar; 200x. E. Células mucosas (setas)
reativas a coloracdo de azul de toluidina; 100x. F. Glandulas mucosas (setas) da glandula supralabial mais fortemente
coradas com azul de toluidina; 100x. Acido Periddico de Schiff (PAS) (A e B); PAS + amilase salivar (C e D); Azul de
quidina (E e F). Microscopio optico trinocular Nikon/ Software Nis 4.0.
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Concluimos que a glandula de Duvernoy da serpente P. nattereri consiste em uma glandula
mista com predominéancia de células serosas e células mucosas intercaladas. A caracterizagdo
histoldgica desta glandula serve como ferramenta para tentar caracterizar a composi¢do quimica do
veneno, bem como evidenciar a correlacdo entre a morfologia dessa glandula com o habito, o
comportamento alimentar e investigar os mecanismos morfofisioldgicos envolvidos nos acidentes

ofidicos provocados por essa espécie estudada.
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