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Em continuacdo dos nossos estudos s6bre as glandulas peconhentas
dos Artropodos, apresentamos, neste trabalho, os resultados das nossas
observacoes a respeito da microanatomia e histologia das chamadas

“olandulas repugnatoérias” de um Diplopode (Rhinocricus padbergii).
Encontra-se em cada segmento duplo um par de glandulas que desem-
bocam quase na linha lateral de cada lado. Uma glandula consta de
um canal condutor com aparelho de fechamento € com a citada aber-
tura na linha lateral, e de uma vesicula que funciona como reserva-
torio das secrecoes e cuja parede é formada por um epitélio simples,
que é glandular, sendo éste revestido externamente por uma mem-
brana basal, muito forte, e internamente por uma lamela de substan-
cia cuticular.

A respeito desta glandula, especialmente sobre a composigao qui-
mica da secrecdo e suas propriedades, ja foi publicada uma série de
resultados em comunicacoes das quais algumas serao discutidas nos
paragrafos seguintes. Como diversos autores mostraram, a secregao
contém componentes toxicos, diferentes nas diversas espeécies, sendo
assim esta “glandula repugnatoria” caracterizada como ‘“glandula pe-
conhenta”. Em alguns laboratoérios do nosso Instituto, estudam-se, atual-
mente, a composicio quimica da secrecdo, sua toxicologla e sua far-
macologia, de modo que o estudo histologico detalhado da glandula é
de interésse malior.

A descricio da anatomia do aparelho glandular de varias especies
de Diplopodes ja foi comunicado por numerosos autores. TREVIRANUS
(1817) considerou as aberturas externas da glandula como espiraculos
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do sistema respiratorio, sendo éle porém, em 1328, corrigido por Savi
que reconheceu a funcao verdadeira destas aberturas. Outros autores,
como BURMEISTER (1834), LEypic (1855) e VoOGES (1878), classificaram
Os 0rgaos em questdo como aparelhos glandulares. Uma descricao mais
detalhada encontramos no trabalho de WEBER (1882) sobre a microa-
natomia do complexo glandular de uma espécie do género FONTARIA.
Este autor, porém, ndo comunica resultados histologicos e citoldgicos

novos em comparagao com os conhecimentos sobre as glandulas, conhe-
cidos naquela época, com excessio da sua observacao da presenca de
“granulos refringerentes de tamanho variavel que nao sao nada mais
do que goticulas de secrecdo de tamanho muito reduzido”; uma ob-
servacao que nao foi feita por autéres mais antigos. £ de interésse notar
que LEYDIG (1857) ja observou o fato que a secrecdo nio reage a adicao
de acido acético, “mas que se torna verde escura depois da adicao de
hidroxido de potassio”, observacdes estas que se referem a Julus terres-
tris e Julus sabulosus,; éste fato foi comunicado também por RossI
(1903) a respeito de Julus communis. Em nossa espécie, Khinocricus
padbergii, constatamos o mesmo fato, apenas que a cor natural, ver-
melha intensa, da secrecao, sob a reacdo de hidréxido de potassio, passa
para azul escura. No trabalho de WeBer (1882), tratando-se de uma
especie proxima de Fontaria gracilis, cita-se um “anel de musculos cir-
culares” que deveria funcionar como uma forma de esfincter. Nio foi
encontrado nenhum musculo circular no aparelho glandular em varias
espéecies estudadas por néds: também na bibliografia, na antiga bem
como na mails moderna, nao é mencionada qualquer musculatura. Ape-
nas ATTEMs (1930), no seu resumo sobre os atuais conhecimentos sObre
Diplopodes, menciona um esfincter em Polydesmus e Orthomorpha,

porem sem indicacdo da fonte bibliografica.

WEBER (1882) considera os revestimentos externo e interno do epi-
télio glandular de “natureza quitinosa”. Tratando-se porém, no apa-
relho glandular inteiro de uma formacao ectodermal (veja abaixo),
éste revestimento externo, chamado por WEBER e outros autores coma
‘membrana propria” é um elemento homologo & membrana basal da
hipoderme; em cortes favoraveis observa-se facilmente a transgressao
da membrana basal da hipoderme do esqueleto para a membrarna basal
do epitelio glandular.

A camada muscular externa da vesicula glandular, descrita por
HEATHCOTE (1888), nao foi observada em nosso material de estudo e,
também, nao foi mencionada por nenhum dos autores anteriores. Este
autor escreve sObre o desenvolvimento ontogenético déste Orgao em
Julus terresiris: “The stink glands are formed as Invaginations of the
epiblast, and a second coat (muscular) is added later in the develop-

ment’’.

Também os trabalhos de SILVESTRI (1902) e de Rossr (1903) soObre
Julus communis nao oferecem maiores detalhes 2 respeito da forma-

cao intracelular das secrecoes, ou ainda outras observacoes histolo-
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gicas e citologicas, sendo porém a anatomia e a morfologia bem apre-
sentadas. O resumo mais recente dos nossos conhecimentos das glan-
dulas peconhentas dos Diplépodes encontramos na monografia de
ATTEMS (1930). Os trabalhos de EisNer et col. (1963 a -- b) contém
apenas fatos anatomicos e histoldgicos, ja conhecidos por outros au-
tores anteriores, servindo apenas como recapitulacdo necessaria para
as excelentes pesquisas biogquimicas déste gruro de trabalho.

Numerosos autores tratam, exclusivamente, das descricées de ca-
sos de envenenamento pela secrecao das glandulas laterais dos Di-
plopodes, incluindo apresentacoes abreviadas dos fatos anatémicos, ja
conhecidos de autores anteriores, sem entrar em detalhes a respeito
da estrutura mais fina da glandula. Uma outra série de trabalhos sobre
estes orgaos dedica-se a estudos quimicos que foram realizados a res-
peito da secrecao.

Para orientacao sObre a bibliografia déste assunto, aconselha-se
consultar a publicacao de EisNEr et col. (1963 a).

MATERIAL E METODOS

A especie, estudada por nés a respeito das glandulas peconhentas,
€ a Rhinocricus padbergii. Segundo ATTEMs (1930), a espécie pertence
a um genero de vasta distribuicdo, que se encontra desde a América
Central, inclusive das Antilhas e Bermudas, até Paraguai, sendo porém
observada também nas Molucas, ilhas Fidschi, em Nova Guinea e na
Australia. A familia dos Rhinocricidae pertence a ordem Juliformia

(Proterandria eugnatha) que, a respeito das glandulas peccnhentas é
caracterizada pelo ducto excretor simples. Ao contrario disto, na ordem
de Polydesmoidea, todas as espécies possuem um reservatdorio ou ves-
tibulo, bem acentuado, como descrito por EIsNEr et col. (1963 a) em
Aphelaria corrugata (Wood), uma espécie desta dltima ordem. Nossa
especie € uma das mais freqlientes das formas maiores de Diplépodes
no Rio de Janeiro. Sua criacdo é facil em madeira decomposta e félhas,
sendo em geral, alimentado por cenouras, abdbora ou bananas.

Os animais foram decapitados e divididos em pedacos de 4 a 5 seg-
mentos duplos. Depois, remove-se facilmente o intestino sem forcar por
meio de uma pinca, de modo que a microtomagem nao é mais dificul-
tada por particulas resistentes do conteudo intestinal. Estas secoes do
corpo foram colocadas diretamente nos fixadores como: mistura alcood-
lica, segundo Bouin — Duboscq — Brasil, Susa, segundo Heidenhain,
liquido de Carnoy e acido 6smico a 1% em 4acido crémico a 1,1%. Depois
de uma ligeira pré-fixacdo (15 a 30 minutos) as secdes cilindricas do cor-
po foram cortadas, ao longo das linhas laterais, e pequenas porcées do
integumento, junto com as glandulas, foram isoladas e fixadas conven-
clonalmente. E importante, decapitar os animais antes da fixacdo, sem
aplicar eter, cloroférmio ou outros anestésicos, para evitar que as vesi-
culas glandulares sejam esvaziadas pela contracdao da musculatura geral
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do corpo (choque de fixacao). Este vazeamento nao ocorre devido a deca-
pitacao, pois apo6s abrir a cavidade do corpo, nao se pode formar uma
pressao no interior. As séries de cortes foram coradas pelos métodos his-
tolégicos convencionais. Citamos a seguinte coloracao multipla que for-
nece bons contrastes e pode ser aplicada com boa seguranca: Colora-
cao com hematoxilina férrica, diferenciar em alumen de ferro até, no
nucleo, apenas os nucléolos aparecerem pretos. Interromper a diferen-
ciacao e lavar por 2 — 4 horas em agua corrente. Segunda coloracgao
em “Kernechtrot” (nuclear fast red) (30 minutos em 60°C) e, depois,
em verde naftol ou verde luz (0,19% em alcool a 96%) durante 15 mi-
nutos. Resultado: Cromatina vermelha; ficando pretos nucléolos, to-
nofibrilas e estrias anisotrdépicas da musculatura; protoplasma e deri-
vados verde e verde-cinza; cuticula vermelha. Para contrastar, ainda
mais, cuticula e musculatura, usamos, antes da coloracao com verde
naftol, vermelho Congo e Orange GG (solutos saturados em alcool a
60% ), misturados em partes iguais.

A preparacao das glandulas é feita também em secoes do animal
decapitado. Depois de ter extirpado o intestino, corta-se o cilindro
restante nas suas linhas dorsal e ventral. Assim é facil de separar os
anéis de cada segmento, um do outro, e em seguida, sempre mergu-
lhado os objetos em soluto fisiolégico (0,7% NaCl e 0,3% KCl), isolar
as glandulas. As vesiculas glandulares encontram-se bem acentuadas
nas linhas laterais, incluidas na massa clara do corpo gorduroso e da
musculatura em virtude da sua cOr vermelha intensa.

Depois da fixacdo com ‘“Susa”, segundo Heidenhain, a cuticula
mesmo dos animais adultos, nao oferece dificuldades ao cortar no mi-
crotomo; apos as outras fixacoes precisa-se aplicar o “diafanol” acido
nitrico e diéoxido de cloro, na proporcao de 1:10. Os desenhos foram
feitos com auxilio do aparelho de desenho (Zeiss-Oberkochem). Para
obter luz polarizada no microscopio, usamos placas “Polaroid”, corta-
das em formas adequadas e colocadas na placa de vidro horizontal gi-
ratoria, embaixo do condensador, e em uma janela nao ocupada do
portador de filtros de blocagem para luz ultravioleta no “Ortholux”
(Leitz-Wetzlar). As fotografias foram tomadas com a camara fotogra-
fica automatica “Orthomat” (Leitz-Wetzlar).

ANATOMIA DA GLANDUILA

Os resultados das nossas observacoes a respeito da antomia da
glandula, nao diferem muito dos de outros autores, citados na introdu-
cao. Descreveremos a estrutura do aparelho glandular pelo esquema
da figura 1, entrando em detalhes apenas em alguns pontos necessarios
para a melhor compreensao da funcao do orgao.

Cada lado de um segmentc duplo possui uma glandula, situada
aproximadamente na linha lateral, sendo ausente nos primeiros 4 seg-
mentos. No quinto segmento, a glandula, as vézes, encontra-se apenas



Barth: Glandulas pecoithentas de Rhinocricus padbergi

W Vi Wt — B B e — - — e . - — - -r - - - — - — il

em um dos lados, em casos raros pode faltar nos dois lacios. O sistema
glandular abre-se, na linha lateral do metazonito, por uma abertura
redonda ou ligeiramente oval, em forma de um funil, externamente
nao protegida (foto 1). O canal condutor das secrecoes, que atravessa
a cuticula grossa, esta inclinadc para tras (fotos 2, 3, 4 ¢ 5).

FOTO 6

Foto 1 — Abertura externa do aparelho glandular: foto 2 — Corte trans-

versal do canal condutor (luz semi-polarizada). Embaixo: a vesicula glandular
colabida; foto 3 — Canal condutor com pistao de fechamento, em corte longi-
tudinal (luz polarizada); foto 4 — Canal condutor com o pistao de fechamento,
em corte transversal (luz de xenonio). Embaixo: a vesicula glandular colabida;
foto 5 — O mesmo corte como na foto 4, em luz polarizada; foto 6 — Prepara-
cao total do canal condutor sem aparelho de fechamento, em luz semi-polarizada
para mostrar as dobras anulares de reforco.
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Cada aparelho glandular compoe-se de uma vesicula volumosa, po-
rém delicada, de um canal condutor cilindrico e de um aparelho de
fechamento, situado dentro déste canal. Interpretamos todo o sistema
como sendo uma invaginacao da cuticula, sendo a abertura do canal
condutor o lugar da invaginacao. A compaosicao do 6érgao inteiro é apre-
sentada na figura 1.

a) Vesicula glandular.

A parte secretora da glandula é uma vesicula esferica, muito deli-
cada, (fig. 1, VES) com um diametro de, aproximadamente, 800 u. Esta
e as seguintes medicoes baseam-se em animais adultos de um compri-
mento total de 8,0 a 8,5 cm. Dissecando-se o animal, a vesicula sempre
aparece repleta, cheia de liquid» de cér vermelho brilhante.

Observamos que durante e imediatamente apos a muda da cuti-
cula, a quantidade de secrecoes contidas na vesicula é ocnsideravel-
mente maior do que em exemplares com esqueleto fortemente calcifi-
cado. Estes animais, quando irritados, soltam imediatamente a peco-
nha enquanto que os outros expulsain o liquido, apenas, raras Vezes.
Isto leva-nos a crer que uma das funcoes principais da secrecao é a
protecao a animais nao protegidos e, mais ou menos, imoveis na época
da muda.

Apesar da delicadeza da sua parede, a vesicula € relativamente re-
sistente, de modo que a glandula isolada suporta a pressao de uma
laminula microscopica normal, sem arrebentar. Correspondendo ao seu
didmetro, ela contém 0,268 mm? de conteudo. Este liquido esta sofrendo
uma pressao constante, mesmo quando se prepara a glandula inteira,
inclusive o aparelho de fechamento. Perfurando-se a vesicula com uma
agulha, a secrecao vermelha é parcialmente expulsa. Supomos, assim,
que a parede da vesicula é extremamente elastica, pois nao contem

elementos musculares, fato confirmado também pela mailoria dos ou-

tros autores. A parede consta de um epitélio simples, sendo éste reves-
tido, no seu lado interno, por uma lamela cuticular de uma espessura
de 0,8 — 0,9 u (fig. 1; CUL), e separado da cavidade do corpo por uma,
membrana basal de 0,6 — 0,7 n de espessura (BM). Estas propriedades
nao podemos encontrar na lamela cuticular, porque esta, correspon-
dendo ao estado de funcao das células, as vézes é dobrada ou projetada
para dentro da vesicula. Ao contrario disto, a membrana basal sempre
esta estendida e nunca forma dobras; além disto, ela é relativamente
espéssa. A elasticidade da parede é causada pela micro-estrutura da
sua membrana basal. Este problema pode ser investigado apenas por
estudos no microscopio eletronico.

b) Canal condutor.

C canal condutor é um cilindro com 615 n de comprimento e um
diametro médio interno de 130 u (fig. 1; CA). Sua parede € formada
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por uma camada cuticular, relativamente grossa, mostrando dobras

circulares, irregulares, mas profundas (fig. 1). Esta cuticula é reves-

& VES

Fig. 1 — Esquema da estrutura do aparelho glandular em corte longitu-
dinal. BM — Membrana basal; CA — Canal; CU — Cuticula; CUL — Lamela
cuticular da vesicula glandular - (VES); FE — Parte elastica da parede do Canal;
IK — Cone de insercao; MU — Musculo do Avarelho de fechamento; TO — Tono-
fibrilas: VE — Aparelho de fechamento; I — IV — 1.2 — 4.0 estadio de funcao
das células glandulares.
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tida externamente por um sincicio hipodérmico tipico (fig. 2), sendo
éste separado da cavidade geral do corpo por uma membrana basal
forte, que nao acompanha as dobras da cuticula. Em virtude desta
construcao, a parede do canal, ganha uma resisténcia mecanica muito
elevada, de modo que, na ocasido de um aumento da pressdo na hemo-
linfa, a obstrucao do canal é evitada. Entre o canal e a vesicula nio
se encontra um mecanismo de fechamento: assim, as duas cavidades
servem como reservatorio da secre¢dao. O canal possui um conteido de
0,08 mm?; o reservatorio inteiro contém finalmente 0,276 mm?* de liquido.

Fig. 2 — Secao da parede do canal condutor. BM — Membrana basal: CU —
Cuticula; FA — Dobras; HY — Hipoderme. Semi-esquematico.

c) Aparelho de fechamento.

Na extremidade distal do canal, antes da abertura externa do com-
plexo glandular, situa-se um aparelho de fechamento complicado
(fig. 1; VE), que interpretamos como modificacido da parede do canal.
Esta, perto da abertura externa, forma, no seu lado ventral, uma inva-
ginacao volumosa (fig. 1; VE) que preenche o canal inteiro, possuindo
um anexo mals ou menos cilindriforme que, como uma rélha, fecha
hermeticamente a extremidade distal do canal. Este dispositivo é for-
mado por uma cuticula grossa, de modo que sua configuracdo nio pode
ser deformada. No lado dorsal, a parede do canal, bem como a parte
oposta da rolha de fechamento, sao completamente lisas. Em direcéo
a abertura, o canal estreita-se ligeiramente. A forma da rélha adap-
ta-se a esta forma, sendo a ultima impossibilitada de sair pela abertura.
Este dispositivo fecha, em estado de repouso, completamente o sistema
glandular (fotos 3, 4 e 7). Em corte transversal, o aparelho de fecha-
mento aparece em forma de meia lua {(foto 8).

Na cavidade da invaginac¢ao penetra um musculo forte que se es-
tende, em diregao lateroventral, deniro do grande anel muscular seg-
mental, prolongando-se sobre uma distancia de 1225 u até sua insercao
na parede do corpo. Em estado de contracao, c comprimento déste muis-
culo foi medido com 821 u, ou sendo 2/3 do seu comprimento em repou-
so. E de interésse notar que o grau de contracdo, com aproximada-



Barth: Gldndulas peconhentas de Rhinocricus padberg? 183

mente 33¢:, corresponde as contracoes musculares maximas em mul-
tos artrépodes, medidas por noés. Toda a cavidade de invaginacao ¢&
preenchida por um epitélio simples, porém muito alto, sendo éste atra-
vessado por feixes compostos por tonofibrilas (fig. 1; TO). Estes reu-
nem-se em um sé feixe e saem da cavidade da invaginacao, empur-
rando ainda a membrana basal para fora, formando-se assim um cone
no qual se insere o citado musculo (foto 8; fig. 1; IK).

Entre a invaginacao e a abertura externa do sistema glandular,
a parede do canal, no seu lado ventral, sofreu uma modificacao espe-
cial (fig. 1; FE): A cuticula desta regiao forma numerosas dobras anu-
lares que, ao contrario das dobras circulares do canal (fig. 2), sao pre-
enchidas por uma massa epicuticular que, como um cimento, cola as
dobras uma 2 outra (fig. 3). Esta formacao estende-se apenas sobre

Fig. 3 — Secao da parede elastica na regiao do aparelho de fechamento.
BM - Membrana basal; CU — Cuticula; EP — Epicuticula; FA — Dobras gru-
dadas: HY — Hipoderme.

3/4 da circunferéncia do canal, ficando o lado dorsal déste liso. Na
figura 4 apresentamos a regido de transgressao da parte inferior da
parede do canal para esta formacao especializada. Esta composicao da

all

Fig. 4 — Zona entre a parede do canal condutor e a parede do aparelho
de fechamento. BM — Membrana basal;: CU — Cuticula; EP — Massa epicutl-
cular: FA — Dobras grudadas; HY — Hipoderme.
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a parede desta regido do canal propriedades altamente elasticas, fun-
clonando como uma mola que forca a citada rélha de fechamento a
entrar no lumen do canal, fechando assim herméticamente o canal e
sua abertura externa. Pela contracdo d» musculo do aparelho de fe-
chamento a mola é deformada e desloca a rdélha parcialmente do in-
terior do canal, de modo que a secrecio pode passar através do canal
ate o orificio externo do sistema. Quando a pressdo no interior da
cavidade do corpo é grande e provocada, por exemplo, por chogue elé-
trico (usado para extracdo da peconha) o liquido pode ser lancado a
uma certa distancia. A tensdo da mola provoca, quando o musculo re-
laxa, a volta da r6lha para sua:posicdo inicial, fechando novamente o
canal. L

A expulsao da secrecdo efetua-se por meio de contracdo do mus-
culo do aparelho de fechamento e da musculatura inteira do COrpo,
especlalmente dos troncos de musculos longitudinais que reduzem o
comprimento do animal, e, com isto, aumentam a pressdo no interior
da cavidade do corpo. Na ocasido do encurtamento extremo do COTrpo,
a borda posterior de segmento anterior (fig. 5) comprime ainda a ve-
sicula glandular, reforcando o mecanismo de expulsao.

OBSERVACOES HISTOLOGICAS NAS CELULAS
GLANDULARES

Como mencionado, o aparelho glandular é de origem ectodérmica,
representando uma invaginacao complicada do integumento. Este fato
aplica-se tambeém ao componente secretor do érgdo. As células glan-
dulares compoem a citada vesicula glandular em forma de um epitélio
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Fig. 5 — Esquema da expulsio da secrec2o. Embaixo: posicao de repouso:
em cima: expulsio por contracio geral da musculatura do corpo. DB — Vesi-
cula glandular; LM — Miusculo longitudinal, relaxado: IM’ — em contracao;
MI — Membrana intersegmental; SE — Secrecio expulsa.
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simples. As células apdiam-se, na sua base, sbbre a membrana basal
forte, que atinge 0,6 — 0,7 1 de espessura. Ela contém, isoladamente,
nucleos celulares disciformes (figs. 6 e 7). Sua lamela limiar no lado
do esquizocélio aparece mais fina do que a lamela do lado oposto. Isto
leva a supor que se encontra mais uma membrana, nao celular e muito
fina, situada entre a membrana forte com nucleos e a face basal das
células. Esta suposicido é confirmada por nossas observacoes feitas na
hipoderme em animais em fase de muda da cuticula quando, em con-
sequiencia da proliferacdo de células hipodérmicas para o interior da

- B\\.
T g Y lea -
s .';I-. ‘I- L T, ™ W
L X] L ...' ,:' - R, \‘
< o R
= A, .' .__' r

Fig. 6 — Célula glandular do estadio 1:; fixacdo seg. Bouin. PI — Granulos
de pigmento.

cavidade do corpo, se observam duas membranas das quais aquela perto
da celula é muito fina enquanto que a outra é espéssa e de composicio
celular. Esta observacdo podemos interpretar no sentido que a verda-
deira membrana basal, que é formada pelas proprias células, é muito
fina (aproximadamente 0,1 n), sendo esta secundariamente reforcada
por uma outra, mais espéssa, composta por células muito achatadas
que, em forma de sincicio, se apresentam agora como uma membrana
uniforme e resistente.

Fig. 7 — Célula glandular do estiadio: avds tratamento com OsO,. MI —
Mitocondrios; SE — Goticula de secrecio.

A face apical da célula glandular é revestida por uma lamela cuti-
cular de uma espessura de 0,8 — 0,9 u (foto 10), que indica a origem
ectodérmica das células glandulares. Na fotografia 11, que representa
um corte quase tangencial da vesicula glandular, a cuticula foi deslo-
cada, mecanicamente, da face apical das células. Tratando-se a vesi-



FOTO 12

Foto 7 — Pistao de fechamento do canal condutor da foto 3, aumentado.
A cavidade do pistdo abriga feixes de tonofibrilas; foto 8 — Corte transversal
do canal condutor na altura do dispositivo de fechamento; foto 9 — O corte
da foto 8 menos aumentado, nara mostrar o musculo do pistao. Em cima, em luz
de xenodnio: embaixo, em luz polarizada; foto 10 — Parte da parede da vesi-
cula glandular em luz polarizada, nara mostrar a lamela cuticular; foto 11 —
Corte semi-tangencial da vesicula glandular com células em diferentes esta-
dios de funcao. A lamela cuticular é parcialmente afastada das ceélulas pela
cortagem: foto 12 — Preparacio total da vesicula glandular, vista de clma.
Grupos de células glandulares no quarto estadio de funcao, cheias de esferas
de secrecio, entre éstes, regioes com células no inicio da formacao de secre-
cao; foto 13 — Corte da vesicula glandular, intercalada entre corpo gorduroso
e musculatura: na periferia inferior: feixes de traqueias.
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cula com KOH, a lamela pode ser isolada facilmente. A vesicula, em
preparacao total, mostra células polimorfas, irregulares (fig. 8), pos-
suindo um nucleo ligeiramente oval e poucos granulos de pigmento
em posicao periférica, iguais aos encontrados nas células hipodérmicas.
O didmetro meédio da célula é 40 u, o dos nucleos 6,5 — 7,5 uw. A res-
peito do conteudo celular, nota-se, na observacio de uma preparacao
total, diferentes densidades, mesmo em células vizinhas (fig. 8), que

Fig. 8 — Semi-esquema de uma parte da parede da vesicula glandular, visto
de cima. Explicacoes veja no texto.

aparecem em parte vazias, em parte com protoplasma finamente gra-
nulado, ou ainda preenchidas com concretos esféricos, maiores ou me-
nores (fig. 8; foto 12). Trata-se, como sera ainda comunicado, de di-

ferentes fases de funcionamento das células glandulares (fig. 1;
I — IV):

Fase I: As celulas déste estadio (fig. 9) correspondem aquelas
que, visto de fora, se apresentam quase transparentes com ligeira pig-
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mentacao. Sao muito achatadas, com altura de 6-7 u; sua lamela cuti-
cular é sempre dobrada e enrugada, em escala variavel. Depois de fi-
xacao no liquido, segundo Bouin (fig. 6), o protoplasma aparece em
forma de filamentos finos, irregulares, sem qualquer inclusoes, com
excessao de alguns granulos de pigmento (fig. 6, PI) em posicao peri-
férica e basal; por tratamento com ClO. o5 pigmentos sao branquea-
dos. A célula, apresentada na figura 6, ¢ deformada por embebicao
provocada pelo acido acético do fixador. Depois de fixacao com OSSO,
(fig. 9), o protoplasma oferece um aspecto mais denso, incluindo, po-
rém, alguns pequenos vacuolos. Os limites celulares sao nitidos. En-
contram-se alguns granulos de pigmento, na célula da figura 9 bran-
queados por ClO.. Distribuidos, mais ou menos igualmente, sdbre toéda
a face basal, localizam-se numerosos pequenos mitocondrios esféricos
(fig. 9; MI), iguais aqueles que se encontram nos musculos do mesmo
corte. Além disto, na altura meédia da célula, observam-se condensa-
coes (fig. 9; VS), nao bem limitadas, que se condensam, gradativa-
mente, e que se localizam finalmente nos vacuolos em forma de esferas
compactas, muito pequenas (fig. 9; SE). Trata-se, nestas condensacoss,
do inicio da formacao das secrecoes. Nao encontramos, em nossas pre-
paracoes, celulas do primeiro estagio sem tais inclusoes, de modo que
nao podemos falar de células em “estado de repcuso”.
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Fig. 9 — Cclula glandular do estadio 1, apos tratamento com OsO, e bran-
queamento posterior. MI — Mitocondriocs; SE — Goticula de secrecao: VS —

Inicio da formacao de secrecdes.

Fase II: A célula glandular ainda nao aumentou em altura; atin-
ge, neste estadio, no maximo 10 p. Sua cuticula é ainda dobrada po-
rém menos do que na fase anterior. No protoplasma aparecem cavi-
dades em forma de fendas, formadas por filamentos irregulares, porém
nitidos. Ndo observamos nenhuma substancia contida nestes espacos,
mesmo apos fixacao com OsO, (fig. 7). O numero dos mitocondrios
aumentou sensivelmente; éstes localizam-se na face basal da célula
oem como nos filamentos e, em parte, na face apical. Os granulos de
pigmento das ceélulas da figura 7 foram branqueados por ClO., a fim
de diferencia-los dos mitocondrios. Em algumas regioes da altura meé-
dia da celula, ocorrem granulos de secrecao maiores (fig. 7; SE), fixa-
dos por OsO4 bem como por todos os outros fixadores (Bouln Zenker,
Carnoy). Nesta partlcularldade os granulos comportam-se do mesmo
modo que secrecoes das glandulas hipodérmicas pluricelulares déstes
animais, que tomam parte na formacao da nova epicuticula no inicio
da muda da cuticula.
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Fase III: A celula aumenta muito o seu volume em virtude da
elevacao do numero das cavidades protoplasmaticas, que crescem con-
tinuamente, bem como pela formacao continua das secrecoes. Sua face
apical projeta-se, mails e mais, no interior da vesicula (Fig. 10). Os
vacuolos com suas goticulas de secrecao entram em comunicacéao entre
s1l, formando algumas cavidades maiores, preenchidas densamente com
granulos de secrecao. Nao podemos dizer, com certeza, se estas secre-
¢coes no interior da célula se apresentam como granulos solidificados
ou como goticulas. Depois da fixacao, a secrecao intracelular é, sem
duvida, solidificada; na célula supravital, as esferas se mantém inte-
gras, mesmo destruindo a célula com micro-agulhas. Conclui-se que o
produto glandular intracelular tem uma consisténcia semi-solida ou
solida, porque nao se dissolve no liquido isotonico. Chamamos a aten-
cao para o fato que seu comportamento é diferente do da secrecao de-
finitiva, contida no interior da vesicula; éste se dissolve facilmente
em qualquer liquido e nao é fixado pelos fixadores usados neste tra-
balho. Sendo assim, as duas substancias diferem-se entre si por pro-
priedades fisicas, talvez também pela sua composicio quimica. Esta
diferenca da-nos o direito de considerar o produto glandular intrace-
lular como pré-secrecao, diferenciando-se nitidamente da secrecao de-

finitiva.

Fig. 10 — Celula glandular do estadio 3, fixacao seg. Bouin. Embaixo: seu
nucleo (NU) do corte seguinte da mesma série de cortes. PI — Granulos de
pigmentc; SE — Esferas de secrecao: TR - Traquéia intracelular: VA —
Vacuolo.

Na figura 10, apresentamos uma celula em corte sagito-lateral; o
nucleo desta celula foi desenhado do corte seguinte na série (NU).
Nesta celula, fixada no liquido, segundo Bouin, e que ¢ ligeiramente
embebida, observamos alguns granulos de pigmento (PI). Também
aparece no interior da c€lula a parte da porcao terminal de uma tra-
quéola (TR), fato éste que indica o grande consumo de O. pela célula,



190 Mem. Inst. Oswaldo Cruz, 65(2), 1967

€ que ainda e provado pela concentra¢do acentuada de traquéias e fei-
xes de traqueias perto da superficie externa da vesicula (foto 13). Te-
mos que mencionar que ja foram encontradas terminacdes intracelu-

lares de traquéias ou traquéolas em células glandulares, altamente ati-
vas, de Artropodes (BARTH (1954).

A preé-secrecao no interior da célula mostra diferentes reacoes aos
varios fixadores. Ndo se dissolve, mas coagula em todos os fixadores
histologicos usados. Em liquidos, contendo sublimado ou OsO,, a pré-
-secrecao solidifica-se densamente e nido altera sua cor, que fica mar-
rom-clara como em células supravitais; com hematoxilina férrica cora-
se uniformemente em préto (figs. 7 e 12). Depois da fixacao, segundo
Bouln e coloracao com hematoxilina férrica, os granulos mostram va-
riacoes da tonalidade (figs. 10 e 11). Na figura 11 apresentamos, na
mesma escala, varias inclusdoes de uma célula glandular da fase III
(fixacao segundo Bouin): a) um grupo de mitocéndrios: b) um gra-
nulo de pigmento e ¢) um grupo de esferas de pre-secrecao em dife-
rentes estadios de condensacao. Observa-se que a condensacao se inicia
no centro da esfera e, progredindo em sentido centrifugo, finalmente
se estende sobre todo o granulo. Uma modificacio muito semelhante
ao fato descrito encontramos no interior de granulos de secrecao em
celulas da parte lipécrina da glandula salivar de Aedes scapularis
BARTH (1956). Os granulos déste Diptero sido lipéides ou contém uma
alta porcentagem em substancias lipoides e podem ser fixados apenas
por liquidos contendo OsO,. Em nosso Diplopode, a pré-secrecao nao
possul componentes gordurosos e pode ser fixada por todos os fixadores.

Fig. 11 — Algumas inclusdes na célula do estidio 3, apos tratamento com
OsO,, sem branqueamento. MI — Mitocdéndrios: PI — Granulos de pigmento;
SE — KEsferas de secrecao em diferentes fases de condensacao.

Fase IV: A celula é mais volumosa pelo fato que o nimero das
esieras aumentou e, conseqiientemente, a cavidade intracelular cres-
ceu. Esta fol formada por fusdo das grandes cavidades em forma de
fenda no protoplasma do estadio anterior. Agora a célula da Fase IV
possul apenas um corpo protoplasmatico central, mais ou menos vo-
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lumoso, contendo o nucleo, e um revestimento protoplasmatico nas pa-
redes, mostrando uma espessura variavel. Em cortes nao tratados com
diafanol (fig. 12) aparecem algumas particulas de pigmento. Os mi-
tocondrios, que se localizam durante a Fase I na parte basal da célula
e nas Fases II e III espalhados sobre tdéda a celula, acumulam-se du-
rante a Fase IV em numero muito elevado imediatamente embaixo da
face apical, enquanto que na regiao basal e nas outras partes do corpo
protoplasmatico se encontram apenas poucos. Estas observacoes indi-
cam que, citologicamente, a atividade secretorial da célula é distribuida
em trés zonas: na primeira fase o acne da funcao deve ser procurado
na parte basal da célula, nas fases II e III no corpo protoplasmatico
inteirc e na ultima fase na zona apical. Citologicamente nao podemos
observar uma relacao entre a concentracao dos mitocondrios na zona
apical da célula da quarta fase e a expulsao das secrecoes que ocorre
no {im déste estadio. A passagem das secrecoes através da membrana
cuticular consideramos como um processo ‘“micro-apocrino’.

Fig. 12 — Célula glandular do estadio 4, apos tratamento com OsO,, sem
diafanol. MI — Mitocondrics: NU — Nucleo: PI — Granulos de pigmento; SE —
Esferas de secrecao dentro do unico vacuolo.

A secrecao no interior da vesicula glandular nao pode ser precipi-
tada com qualquer dos fixadores aplicados. Apenas depois tratamento
com OsO, constatamos a presenca de um sistema delicado e nao con-
tinuo de filamentos finos e irregulares, como indicado no esquema da
figura 13d. Além disto, encontram-se acima das células do ultimo esta-
dio, alguns concretos, de forma irregular, frequentemente semi-lunares,
que, apos branqueamento por H.O., se coram em marrom por hematoxi-
lina férrica. Estes corpusculos nao ocorrem na parte central da vesicula.

Pelo fato que a secrecao dentro da célula pode ser facilmente fi-
xada, fora da célula porém nao, podemos concluir que a secrecao sofre
uma alteracao quimica imediatamente antes ou durante a passagem
através da cuticula, processo éste provavelmente influenciado pela acao
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enzimatica dos mitocondrios acumulados na parte apical da célula.
Este problema pode ser solucionado apenas por estudos bioquimicos.

Na figura 13 apresentamos, esquematicamente, os quatro estadios
de funcao das células glandulares.
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Flg. 13 — Esquema dos quatro diferentes estiddios de funcao da célula glan-
dular: a) primeiro; b) segundo; c¢) terceiro e d) quarto estadio.

RESUMO

No presente trabalho, descreve-se a estrutura microanatomica e
citologica, bem como a funcao das glandulas laterais de um Diplopode,
Rhinocricus padbergii. Chegamos aos seguintes resultados principais:

1 — Do ponto de vista anatomico, o aparelho glandular representa
uma invaginacao complicada do integumento. O epitélio glandular é
uma formacao homologa a hipoderme, fato provado pela presenca de
um revestimento cuticular e de pigmentos nas células de todo o apa-
reltho. O sistema compoe-se de uma vesicula glandular, de um canal
condutor e de um dispositivo de fechamento.

2 — Os detalhes da construcao do aparelho glandular inteiro apre-
sentamos na figura 1. Todo o complexo possui apenas um forte muis-
culo para o movimento do aparelho de fechamento; seu antagonista é
uma regiao elastica do proprio aparelho de fechamento que funciona
a maneira de mola em virtude de numerosas dobras grudadas.

3 — A hipoderme glandular possui uma membrana basal muito
fina, sendo porem reforcada, secundariamente, por uma membrana ce-
lular mais forte.

4 — A expulsao de secrecao através da abertura externa (‘“poro
glandular”) da-se por meio de aumento da pressao no interior da ca-
vidade geral do corpo (contracoes generalizadas da musculatura inteira
do corpo) e pela pressao da borda posterior do segmento anterior, exer-
cida sobre a vesicula glandular devido & contracdo dos troncos da mus-
culatura longitudinal.

o — A respeito da funcao das células glandulares diferenciamos
quatro estadios:

a) Fase I: Na zona média da célula formam-se concentracoes de
secrecao difusas. Os mitocondrios localizam-se, quase exclusivamente,
sobre a face basal da célula.

b) Fase II: As concentragdes de secrecdo difusas tornam-se mais
densas; as esferas de secrecdo aumentam, gradativamente, de didme-



P — -

Barth: Glandulas peconhentas de Rhinocricus padbergi 193

tro e localizam-se em vacuolos, em forma de fendas, no protoplasma.
Os mitocOndrios aumentam de numero, distribuindo-se sbébre todo o

interior da célula.

c) Fase III: Os vacuolos pequenos confluem em alguns gran-
des, preenchendo-se com esferas de secrecao, maiores e menores. Os
mitocondrios deslocam-se em direcao & zona apical da célula, encon-
tram-se porém, ainda, também em numero elevado no protoplasma.

d) Fase IV: Os vacuolos juntam-se, formando um sé vacuolo
grande que ocupa mais do que a metade do volume da célula e que é
preenchida por esferas de secrecao. Os mitocondrios encontram-se agora
quase exclusivamente na face apical da célula.

6 — Durante a formacao das esferas de secrecao ocorre no seu
interior uma condensacao secundaria, que se inicia no centro de cada
esfera, € que pode ser comparada com o mesmo fato observado nas
esferas de secrecao das células lipocrinas das glandulas salivares de
Aedes scapularis.

7 — A secrecao nao é de natureza lipodide.

8 — A expulsao da secrecao da célula é um processo micro-apo-
Crino.

9 — As esferas de secreczo no interior da célula e a secrecao con-
tida na vesicula glandular tém uma composicao quimica diferente.
Baseando-se na migracao dos mitocondrios (veja os itens 5 a-d déste
resumo) conclui-se que, antes ou durante sua passagem através da
face apical da celula, a secrecaoc sofre uma modificacao quimica por

acao enzimatica.

ZUSAMMENFASSTING

Es werden in dieser Arbeit die mikroanatomische und cytologische
Struktur, sowie die Funktion der Seitendruesen eines Tausendfuessers,
Rhinocricus padbergii, beschrieben. Es ergaben sich folgende Haup-
tergebnisse:

1: Anatomisch gesehen ist der Druesenapparat eine komplizierte
Invagination des Integuments, so dass das Druesenepithel der Hypo-
dermis homolog ist, was durch die Existenz einer Cuticularbedeckung
und von Pigmentkoernern bestaetigt wird. Er besteht aus einer Drue-
senblase, dem Ausfuehrgang und dem Verschlussapparat.

2: Einzelheiten des Aufbaus des Druesenapparates ergeben sich
aus dem Schema der Figur 1. Der gesamte Komplex besitzt nur einen
kraeftigen Muskel, der den Verschlusszpparat oeffnet; sein Antagonist
ist eine durch verkittete Falten elastische Region des Ausfuehrganges,
die wie eine Blattfeder wirkt.

3. Die Druesenhypodermis besitzt eine sehr duenne Basalmem-
bran, de durch eine sekundaer aufgelagerte, zellige, dlckere Mzmbran

Versta,erkt wird.
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4: Die Austreibung des Sekrets aus der aeusseren Muendung des
Apparates (Druesenporus) erfolgt durch Druckerhoehung in der
Lelbeshoehle (allgemeine Kontraktion der gesamten Skelettmuskeln)
und durch Druck des Hinterrandes des vorhergehenden Segments auf
die Druesenblase infolge Kontraktion der Laengsmuskelstaemme.

0! An den Druesenzellen lassen sich vier Funktionsstadien
unterscheiden:

a) 1. Stadium: In der mittleren Zellzone bilden sich diffuse
Sekretkonzentrationen. Die Mitochondrien befinden sich fast aussch-
liesslich auf der Basalflaeche der Zelle.

b) 2. Stadium: Die diffusen Sekretkonzentrationen werden
dichter, nehmen laufend an Groesse zu und liegen in vakuolenaehnlc-
hen Spaltraeumen des Protoplasmas. Die Mitochondrien nehmen an
Zahl zu und verteilen sich ueber den gesamten Zellraum.

c) 3. Stadium: Die kleinen Spaltraesume fliessen zu einigen
groesseren zusammen, die sich mit groesseren und kleineren Se-
kretkugeln fuellen. Die Mitochondrien wandern zur apikalen Zell-
flaeche, finden sich aber auch in groesserer Anzahl im Protoplasma.

d) 4. Stadium: Die Vakuolen vereinigen sich zu einer ein-
sigen grossen, die ueber die Haelfte des Volumens der Zelle einnimmt.
Sie ist dicht mit Sekretkugeln gefuellt. Die Mitochondrien finden sich
jetzt fast ausschliesslich an der apikalen Zellflaeche.

6. Waehrend der Bildung der Sekretkugeln erfolgt in diesen eine
sekundaere Kondensation, die im Zentrum beginnt, vergleichbar mit
dem gleichen Vorgang in den Sekretkugeln der lipokrinen Zellen der
Speicheldruese von Aedes scapularis.

7: Das Sekret ist nicht lipoider Natur.
8: Der Ausstoss des Sekrets aus der Zelle ist micro-apokrin.

9: Die Sekretkugeln in den Zellen und das Sekret in der Druesen-
blase haben unterschiedliche chemische Zusammensetzung. Aus der
Wanderung der Mitochondrien (siche Punkt 5 a-d dieser Zusammen-
fassung) wird geschlossen, dass vor oder waehrend seines Durchtritts
durch die apikale Zellflaeche das Sekret auf enzymatischem Wege
chemisch veraendert wird.
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