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Resumo

A glandula pineal deve ser analisada e estudada em animais da fauna
brasileira, para que dados da pesquisa basica possam ser aplicados em
novas técnicas de manejo reprodutivo destes animais, inclusive em
cativeiro, face a intima relacdo deste 6rgio fotorreceptor com o ciclo
reprodutivo. Para este estudo, foram utilizados 10 gambas (Didelphis
5p), provenientes do Departamento de Anatomia da USP e da
UNIFEOB, ja mortos e fixados. Nenhum animal foi submetido a
situagdes de dot/softimento e ao sacrificio de sua vida. A glandula
pineal foi encontrada em todos animais estudados ¢ apresentou-se
com diminutas dimensdes, ndo sendo possivel, portanto descrever-
lhe caracteristicas macroscopicas. Através da analise microscopica
pudemos localizar a glandula no espago correspondente ao plano
mediano, em rela¢ao ao encéfalo, rostral e dorsalmente aos coliculos
rostrais, ventralmente aos hemisférios cerebrais e caudalmente 2a
comissura habenular. Consiste de uma evaginacio do teto do
diencéfalo e mostra-se em forma de “U” invertido. Comparativamente
a caracteristicas de glandulas pineais de outras espécies animais, a do
Didelphis genus, que estudamos, revela peculiaridades tanto em relacio
a0 seu tamanho, apenas perceptfvel microscopicamente, quanto ao
fato de apresentar células semelhantes as secretoras, dispersas também
em areas vizinhas. Tais peculiaridades motivam reflexdes sobre o
papel funcional da glandula, na espécie considerada.

Palavras-chave:
Gamba.

Glandula pineal.
Morfologia animal.

Introducao

A ¢landula pineal ¢ uma glandula
endécrina cujas secregoes sao influenciadas
pelos petiodos de luz/escuridio do dia. Ela
¢ uma projecdo mediana em forma de cone,
que parte do diencéfalo, com um recesso
do terceiro ventriculo!. Hofer, Merker e
Oksche? referem que, no Didelphis sp, uma
consideravel por¢ao do parénquima pineal
localiza-se dentro da regiao da comissura
habenular, em posi¢io subependimal, subpial
e interfascicular.

A glandula pineal, apesar dos estudos
intensivos, a seu respeito, nas tltimas décadas,
continua desconhecida em muitos de seus
aspectos, particularmente em alguns grupos
de animais, como ¢é no caso dos marsupiais.

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 44, n. 3, p. 222-229, 2007

A glandula pineal deve ser analisada e
estudada em animais da fauna brasileira, para
que possamos, através de dados obtidos
nestas pesquisas basicas, aplicar novas técnicas
de manejo reprodutivo destes animais
inclusive em cativeiro, tendo em vista a intima
relagdo deste 6rgao fotorreceptor com ciclos
circadianos e ciclo reprodutivo. Este projeto
teve por objetivo a caracterizacao
morfologica da glandula pineal de Didelphis
§p pela analise macroscopica, microscopia de
luz e microscopia eletronica de varredura.

Material e Método
Para a realizacio desta pesquisa foram

coletados 10 encéfalos de gambas (Didelphis
sp) adultos, sendo quatro machos e seis



fémeas. Destes 10 animais, trés foram
destinados ao estudo macroscépico, cinco
ao estudo pela microscopia de luz e dois
para a Microscopia eletronica de varredura.
Estes animais, j4 mortos, encontravam-se
fixados no Setor de Anatomia da FMVZ/
USP e do Departamento de Anatomia da
UNIFEOB, oito com formaldeido a 10%
e dois fixados por glutaraldeido a 4%. Estes
animais ja foram utilizados em outras
pesquisas e encontravam-se acondicionados
em cubas. Para esta pesquisa, nenhum animal
foi submetido a situacdes de dor/sofrimento
e ortotanasia.

COLHEITA E ANALISE
MACROSCOPICA

Oito animais fixados com
formaldeido a 10% e injetados com latex
vermelho (para artérias) e latex azul (para
veias) foram utilizados para analise
macroscopica. Os encéfalos foram retirados
e foi realizada uma incisio da pele, no plano
mediano, desde a regido supra-orbitaria até
a regido occipital. A musculatura ao redor
da calota craniana foi removida, expondo-
se a superficie 6ssea que, com auxilio de
costotomo, foi seccionada em fragmentos,
o que possibilitou o isolamento dos encéfalos
mediante seccio dos nervos cranianos. As
pecas foram devidamente etiquetadas com
os nimeros correspondentes aos animais e
data de colheita. Os encéfalos foram
seccionados manualmente na fissura
mediana, expondo-se a pineal. A regido
anatomica correspondente a glandula pineal
foi fotografada. A documentacio fotografica
macroscopica da glandula pineal foi
feita através de uma camara digital Sony
Mavica 3.2 MP.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS
PARA OBSERVACAO AO
MICROSCOPIO DE LUZ

As glandulas foram retiradas com
uma zona de seguranc¢a de tecido nervoso
para posterior inclusdo rotineira em similar
parafina (Histosec-Mercka) e historesina
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(resina glicol metacrilato historesin,
702218500) fabricado por LEICA
Instruments da Alemanha. As laminas que
receberam os cortes de historesina foram
previamente preparadas com 50% de cola
branca e agua. Foram obtidos cortes com
espessura de 5 micrometros para o material
incluido em parafina e com 2 micrometros
para os em resina glicolmetacrilato. A
documentagio fotografica microscopica da
glandula pineal foi feita através do
fotomicroscopio Nikon Eclipse E-400

PROCESSAMENTO EM
HISTOSEC® (MERCK)

As glandulas pineais de gambas foram
pos-fixadas em solucdo fixadora de
paraformaldeido a 4 % em PBS (Dulbecco’s
phosfate buffer saline-DPBS, Gibco Co.,
USA) posteriormente o material foi
desidratado em uma série de etanol em
concentragoes crescentes (de 70 a 100%) e
diafanizado em xilol, seguido-se inclusio em
Histosec®.

PROCESSAMENTO EM
HISTORESINA
(HYDROXYETHYL
METHACRYLATE-HISTORESIN,
LKB 218-500, SWEDEN)

Para inclusao em metacrilato, as
amostras também foram pods-fixadas em
paraformoldeido a 4 % em PBS, o material
foi lavado em PBS, desidratado em etanol
(concentracoes crescentes de 50 a 100 %) e
finalmente infiltrado na proporc¢ao de 1:1
em solucao infiltradora (50 ml de resina
basica |glicol-metacrilato] e 0,5 ml de
ativador [peroxido de benzoila] /alcool 95%
durante 2 horas e deixado para polimerizar
em uma mistura de resina (15 ml de solu¢io
infiltradora e 1 ml de endurecedor, derivado
do 4cido barbitirico-DMSO) em estufa a
37 °C, overnight). Apéds feitos os cortes o
material foi corado por H&E, hematoxilina-
eosina-floxina, azul de Toluidina’® e
Picrossitius *.
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PROCESSAMENTO PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

O material fixado em glutaraldeido a
2,5 % foi lavado em tampio fosfato por 3
vezes, colocado posteriormente em solugao
de 4cido tanico a 2% durante duas horas a
temperatura ambiente e lavado em tampao
fosfato. Em seguida, o material foi pos-
fixado em solucio de tetroxido de Osmio
a 2% durante 90 minutos. As amostras
foram lavadas em tampao fosfato e,
posteriormente, também lavadas em agua
destilada. O material ficou em imersio em
acido tanico por meia hora e depois foi
lavado em agua destilada. As amostras
passaram pelo processo de desidratagio em
alcool etflico em concentragdes de 50% (2x
-15 minutos); 70% (15 minutos); 80% (15
minutos); 90% (2x — 15 minutos) e 100%
(4x — 15 minutos), posteriormente foi feita
a secagem em aparelho de ponto critico
Balzers, CPD-030, utilizando CO, liquido.
Os fragmentos foram montados em bases
metalicas de aluminio (s#bs) com cemento
de carbono e cobertas com ouro (Au)
através do aparelho Iom Sputter Balzer —
SCD - 040 e foram analisados em
microscopio eletronico de varredura Zeiss
Leo 435 VP do Setor de Anatomia dos
Animais Domésticos e Silvestres - USP.

Resultados

A nomenclatura utilizada foi referida
conforme International Commitee on
Vetetinary Gross Anatomical Nomenclature’®.

A glandula pineal de gamba (Didelphis
$p), em estudos preliminares apresentou-se
microscopica, impedindo que avaliagoes de
peso e medidas pudessem ser efetuados.

O encéfalo de Didelphis sp foi
abordado no inicio dorsalmente sendo
notada auséncia de circunvolu¢des no
cortex cérebral, com o bulbo olfatorio
extremamente desenvolvido. Afastando-se
os lobos occipitais, do cerebelo, visualizou-
se a regido onde se situava a glandula pineal
que era provida de muitos vasos sanguineos
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(Figura 1).

A glandula pineal foi encontrada em
relagdo ao plano mediano, proxima a
comissura habenular e rostralmente aos
coliculos rostrais (Figura 1).

Quanto a observacdo microscopica,
foi possivel visualizar a glandula pineal em
todos os animais analisados. Apos a analise
dos cortes histolégicos em diferentes
coloragbes, pudemos observar a presenca
da glandula pineal em correspondéncia ao
plano mediano, rostralmente aos dois
coliculos rostrais, representando diminuta
evaginacao do teto do diencéfalo. Seu
formato caracteristico assemelhou-se ao da
letra “U” invertida, particularmente
evidenciado em cortes sagitais medianos
(Figura 2)

Observamos o corpo pineal, em
intima relacdo com a base da glandula, que
se inseria no teto do diencéfalo. A comissura
habenular foi identificada em relacao a
porgao superior do corpo pineal. O recesso
pineal era evidente e revestido por epitélio
cilindrico baixo ciliado. O 6rgio
subcomissural apresentou-se ascendente a
curvatura que divide o recesso pineal do
recesso intercomissural (Figura 2).

Quando foram observados cortes
seqlienciais, observou-se que na por¢ao
mediana existiam células muito semelhantes
aos pinealécitos na base do o6rgao
subcomissural e também permeando a
estrutura dos coliculos rostrais. Pudemos
notar que estas células do corpo pineal
(pinealdcitos) possuiam  nucleos
arredondados e grandes com cromatina
evidente e citoplasma pouco aparente. As
células encontradas na base do 6rgao
subcomissural (coliculos rostrais) possufam
0 mesmo aspecto, porém com citoplasma
mais evidente (Figura 2).

Areas com fibras nervosas eram
evidentes principalmente no o6rgao
subcomissural. Nervos com fibras mielinicas
foram observados em abundancia nesta
regido.

Todas as porg¢oes do corpo pineal e
do 6rgiao subcomissural apresentaram
grande quantidade de vasos . Foram



Figura 1 - Fotografia de encéfalo de Didelphis sp, em vista dorsal, com
afastamento lateral dos hemisférios cerebrais (HC). Cerebelo (CB);
comissura habenular e localizagio da glandula pineal (seta); rede vascular
(ponto branco); coliculos rostrais (CR). Técnica de injecao de latex e
fixagao —azul, veias e em vermelho, artérias. Barra 1cm

< N3

Figura 3 — Eletromicrografias da glandula pineal de Didelphis sp. Notar
o aspecto da glandula pineal, vista ventral. CP — corpo pineal; OS —
6rgao subcomissural; RP — recesso pineal; TV - terceiro ventriculo.
Barra = 200 mm

encontrados mastocitos na regido periférica
externa dos vasos sanguineos justapostos ao
endotélio. Nao pudemos notar na glandula
pineal de Didelphis sp. uma capsula de tecido
conjuntivo evidente, sendo caracterizada por
um endotélio simples.

A microscopia eletronica de varredura
pudemos notar tridimensionalmente os
aspectos da superficie pineal em formato de
“U” invertido caracteristico (Figura 3).

A medida que se afastavam do plano
mediano, a figura de “U” invertido da
glandula pineal deixava progressivamente de
ser caracterizada identificando-se entdo sua
estrutura em faixa alongada (Figura 3).

No epitélio do recesso pineal
pudemos observar presenca de cilios.

Discussao

Os aspectos microscépicos da
glandula pineal de Didelphis sp sao muito
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Figura 2 - Fotomicrografiada glandula pineal de Didelphis sp, em formato
de “U” invertido. CH —comissura habenular; CP — corpo pineal; RP —
recesso pineal; OS — 6rgao subcomissural; Rl - recesso intercomissural;
CR - coliculo rostral. Fotomicrografia — Tricromo de Masson,
Barra=90mm

interessantes e importantes tendo em vista
seu tamanho microscopico.

Diferentemente do “formato de
pinha”, da glandula pineal humana segundo
Dyce, Sack e Wensing’, outras formas tem
sido identificadas em varias espécies como
no caso deste trabalho sobre Didelphis sp, em
que pudemos observar uma forma de “U”
invertido, cujo arranjo final s6 pode ser
elucidado através de Microscopia Eletronica
de Varredura.

Ao iniciarmos os nossos estudos nos
indagamos sobre a afirmacio de Schaffe,
Symington e Bryce®, de que todos animais
possufam pineal, exceto o anfioxo. Quando
decidimos averiguar sobre a glandula pineal
de Didelphis sp, tanto o D. virginiana quanto o
Didelphis albiventris, esperamos encontrar a
glandula evidente macroscopicamente.
Entretanto, neste trabalho, foi identificado a
glandula pineal apenas microscopicamente
sendo, portanto, dificil comparar esta
glandula com achados macroscépicos de
outros autores, em outras espécies. Vollrath’
também descreveu que os crocodilianos,
edentatas e sirenios nao possufam um 6rgao
pineal definido. No Didelphis, a caracterizagio
do corpo pineal foi trabalhosa pois os
pinealécitos também pareciam estar
presentes na regidao dos coliculos rostrais,
sugerindo ser esta pineal, uma glandula com
parte do parénquima disseminada.

Foi encontrada a glandula pineal de
Didelphis sp em correspondéncia ao plano
mediano entre os dois hemisférios cerebrais
rostralmente aos coliculos rostrais, apensa ao
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teto do diencéfalo, conforme referem
Gartner e Hiatt' e Vollrath'”.

A estrutura pineal de Didelphis sp, por
ser microscopica, era muito peculiar, com
formato unico em “U” invertido, o que
difere dos achados em roedores que
possuem, segundo Branco etal.'" e Vollrath',
formato de bastio e, em serpentes, que
segundo Holanda-Barros'?, tem formato
ovoide. Segundo Silvino et al.”; esta estrutura
em roedores (cutia) era desprovida de
limen, o que no Didelphis também nao
foi observado.

Ja em bufalos e caes, Carvalho' e
Gomes" notaram que essa glandula
mostrava-se macroscopicamente com
formato de “amendoim” e globosa,
respectivamente, com grande varia¢ao de
formato em relacdo ao Didelphis,
confirmando os dados de dados de Jordan'®
que trabalhou com marsupiais.

As diferentes classificagoes propostas
por Blin e Maurin'” e Oksche' nio
satisfizeram os meios cientificos e
posteriormente em 1981, Vollrath'
classificou a glandula pineal com maior rigor.
Pudemos comparar os nossos achados com
informagdes exaradas por Blin e Maurin'’,
classificando a glandula desses animais como
pés-calosa. Pela classificacio de Oksche'®,
como alongada e, pela de Vollrath'’, como
do tipo A.

Histologicamente observou-se que a
glandula pineal de Didephis sp possuia uma
delgada camada de mesotélio disposta
envolvendo fina rede de fibras colagenas que
se encontram em contato com o 6rgiao
pineal. Este fino tecido conjuntivo supre,
através de seus vasos e nervos, a glandula
pineal, porém niao ha divisao distinta da
glandula em I6bulos, como o descrito por
Lesson e Lesson®.

Os achados histologicos em Didelphis
sp assemelharam-se aos de Branco et al."’,
Carvalho', Gomes', Holanda-Barros'?
Jordan'®e Moller e Baeres™. No parénquima
encontramos pinealdcitos, além de células
gliais, vasos nervosos, nervos e algumas
caracteristicas especiais que serao discutidas

a seguir.
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Os pineal6citos sao o tipo celular
predominante com citoplasma baséfilo e
nucleos arredondados contendo, na maioria
das vezes, mais de dois nucléolos,
organizados em corddes. Esses achados
assemelham-se aos encontrados por Ross,
Reith e Romrell?!.

Todas as caracteristicas morfolégicas
das células estudadas foram compativeis com
a identificagdo de pinealécitos, o que nao
dispensa a efetuacdo de procedimentos de
imunohistoquimica com marcadores
especificos para essas células, o que
pretendemos realizar em etapas futuras. A
aplicagdo técnica sera importante
principalmente na elucidaciao das areas
expandidas (6rgao subcomissural e coliculos
rostrais) além do corpo pineal, onde essas
células também se apresentaram. Alids, o fato
de encontrarmos presenca de células
(sugestivas de serem pinealdcitos) em areas
expandidas alem do corpo pineal (6rgio
subcomissural e coliculos rostrais) encontra
ressonancia no exarado por Hofer, Merker
e Oksche?, para quem, no Didelphis uma
consideravel por¢ao do parénquima pineal
localiza-se dentro da regiao da comissura
habenular, em posi¢io subependimal, subpial
e interfascicular.

Segundo Tulsi*?, estudos em
microscopia eletrénica de varredura
mostraram que o recesso pineal de Trichourus
vulpeca possuia areas ciliadas e nao ciliadas,
inferindo a este respeito que algumas regioes
sdo mals secretoras que outras. Apesar de
nossos estudos nio terem sido baseados
apenas no recesso pineal, pudemos observar
a presenga de cilios na regido do recesso pineal
compativeis com os achados de Samarasingle
e Delahunt®.

Finalmente, diante destas compara¢des
e buscando complementar informacdes
inerentes a morfologia da pineal de
marsupials, esperamos ter, com este trabalho,
dado a nossa contribui¢io a um assunto tao
vasto e tdo questionado. Portanto, outros
projetos serdo necessarios para melhor
elucidagio das estruturas da glandula pineal
de Didelphis sp, principalmente para se
averiguar a difusdo de pineal6citos para areas



vizinhas (6rgdo subcomissural e coliculos
rostrais) ao corpo da glandula.

Conclusoes

Do que foi exposto, julgamos validas
as seguintes conclusoes:

A g¢landula pineal estava presente
em todos os animais analisados, porém nao
pode ser visualizada macroscopicamente
devido a0 seu diminuto tamanho. A glandula
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pineal localizou-se em correspondéncia
ao plano mediano, entre os dois hemistérios
cerebrais, rostralmente aos coliculos
rostrais e caudalmente a comissura habenular.
Microscopicamente apresentou-se em
formato de “U” invertido e apresentou células
semelhantes aos pinealdcitos dispersos em
areas vizinhas (orgdo subcomissural e
coliculos rostrais) ao corpo da glandula. A
glandula pineal do Didelphis sp pdde ser assim
classificada: como sendo do tipo A, alongada
e pos calosa.

Morphology of the pineal gland in opossum (Didelphis sp)

Abstract

The pineal gland must to be analyzed and studied in animals of the
Brazilian fauna, to apply the data obtained in the basic research of
new techniques at reproductive handling of these animals, including
in captivity, in view of the close relation between this photoreceptor
organ with the circadian and reproductive cycle. For this study, 10
opossums (Didelphis sp), had been used, already died and fixed,
proceeding from the Department of Anatomy of USP and UNIFEOB.
None animals were submitted to pain/suffering situations and their
no life sacrifice. The pineal gland was found in all studied animals
with and smaller dimention, not possessing, therefore goss features.
By microscopy analysis we could found the gland in the correspondent
space to median plan in relation to the encephalon, rostral and dorsally
to the rostral coliculli, ventrally to the brain hemispheres and caudally
to the habenular comissure. That consistes like an evagination of the
diencephalons tectum showing the “U” shape. Considering other
pineal glands and its features in different species, we note the gland is
extremely small for it specie, possessing dispersed secretory cells in
the nervous parenchyma whose form, sufficiently irregular, suggests
a small hormonal performance to them in the Didelphis genus.
Comparativelly of the pineal gland feactures in different animals, the
Didelphis genus, that was our aim, shows pecualirity as in size relation,
only microscopically visible, than the fact to prossessing similar
secretory cells also dispased in neighbor areas. All pecualiarites suggest
refletion about the function action of the gland at the studied specie.
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