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ABSTRACT. Histological and histochemical study of Duvernoy’s gland from
Clelia plumbea (Wied) (Serpentes, Colubridae, Xenodontinae). There are report
two human envenenomations for species from Clelia Fitzinger, 1826 (opisthoglyph
snake). The patients exhibited symptoms similar from bothropic accident. Then this
work have with objective, the hystological and histochemical study of Duvernoy’s
gland from Clelia plumbea. For the hystological observation of the Duvernoy’s gland
were using, with paraffin’s cutting edge, two methods: Hematoxylin + Eosin and
Toluidine’s Blue. With historesine’s cutting edge were using three methods: Metilen’s
Blue, Toluidine’s Blue + Floxine and Toluidine’s Blue. For the histochemical detec-
tion were using six techniques, with paraffin’s cutting edge: PAS, PAS + Alcian Blue
pH 2,5, Alcian Blue pH 2,5, PAS + Salivar Amilase, Method of Lars Grimelius and
Method of Lillie. It was evidenced the predominance of serous cells on Duvernoy’s
gland. Inrelation to the histochemical constituion of the duvernoy’s gland, was verified
the presence of glucoconjugates neuters, enzymes and cells with reductive activity.
By fact from this species to kill his preys by constriction, the predominance of serous
cells in the duvernoy’s gland, don” t must be direct related with the subjugation of his
preys, but with the digestive processes. Histological and histochemical analysis
showed cells of Duvernoy’s gland are constituted for two populations: serous cells
(prodution of enzymes) and mucous cells (prodution of glucoconjugates).

KEY WORDS. Serpentes, Colubridae, Clelia plumbea, Duvernoy’s gland, histologi-
cal, histochemical

As serpentes da familia Colubridae ndo apresentam uma glandula de veneno
desenvolvida, como as que sdo encontradas em Elapidae e Viperidae (DATTA & TU
1993). Entretanto, grande parte das espécies de colubrideos apresentam a glandula
de Duvernoy, que é responsavel pela produgdo de uma secreg¢do serosa (TAUB 1967;
DATTA & Tu 1993). Esta glandula localiza-se na regido supralabial, posteriormente
aos olhos (TAUB 1967; KOoCHVA 1987) e € considerada homologa a glandula de
veneno das serpentes das familias Atractaspididae, Elapidae e Viperidae (KOCHVA
1978). Através da inocula¢do dessa secregdo por meio de dentes aumentados e
sulcados existentes na por¢do posterior das maxilas (denti¢do opistoglifa), algumas
espécies subjugam suas presas pelo envenenamento (RODRIGUEZ-ROBLES 1994).
Existem vrios casos de acidentes ofidicos com este grupo de serpentes (MINTON
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1990), inclusive com alguns casos graves e fatais. Devido a importancia médica e
também evolutiva, alguns estudos foram realizados enfocando a morfologia e
composi¢do quimica da glandula de Duvernoy (e.g. TAUB 1967; GIGAX 1971;
SAVITZKY 1980; KOCHVA 1987).

O género Clelia Fitzinger, 1826, compreende nove espécies de serpentes
opistoglifas da regido Neotropical (ZAHER 1996; FRANCO et al. 1997). Existem dois
acidentes ofidicos relatados para espécies deste género (CHIPPAUX 1986; PINTO et
al. 1991), no qual as vitimas apresentaram sintomas similares ao acidente botrépico.
Neste trabalho é apresentado a histologia e histoquimica da glandula de Duvernoy
da serpente Clelia plumbea (Wied, 1820).

MATERIAL E METODOS

Dois espécimes de C. plumbea procedentes do Resgate de Fauna da Usina
Hidrelétrica de Serra da Mesa, Minagu, Goias, Brasil foram sacrificados. Utilizou-se
dose letal de hidrato de cloral (1:10.000). Em seguida através da dissecagdo, as
glandulas de Duvernoy foram retiradas e imersas por duas horas em solugo fixadora
contendo: aldeido glutarico a 0,25%, paraformoldeido a 4% em tampao fosfato de
sodio 0,1M (pH 7,4). A inclusdo foi realizada em parafina e historresina. Os cortes
em parafina com 6 um espessura e os cortes em historresina com 2 pm, foram
realizados em micrétomo.

Para a observagdo histologica da glandula de Duvernoy foram utilizados,
com cortes em parafina, duas coloragdes: Hematoxilina + Eosina e Azul de Tolui-
dina. Com cortes em historresina utilizou-se trés coloragdes: Azul de Metileno, Azul
de Toluidina + Floxina e Azul de Toluidina.

Para a deteccdo histoquimica utilizou-se 6 técnicas, com cortes em parafina:
PAS (detec¢do de glicoconjugados neutros) de acordo com MCMANUS (1946),
associag¢@o de PAS + Alcian Blue pH 2,5 (deteccdo de glicoconjugados neutros e
acidos — carboxilados e sulfatados) (LEV & SPICER 1964), Alcian Blue pH 2,5
(detec¢do de glicoconjugados acidos — carboxilados e sulfatados) (LEV & SPICER
1964), PAS + Amilase salivar (detec¢do de glicogénio), Método de Lars Grimelius
(detecgdo de células argirofilas, ricas em enzimas) e Método de Lillie (detecgdo de
locais com atividade redutora).

Todo o registro fotografico foi realizado em fotomicroscépio.

RESULTADOS

Histologia. A glandula de Duvernoy € revestida por uma camada de tecido
conjuntivo denso onde ocasionalmente encontram-se células fusiformes (Fig. 1).
Esta regido emite septo fino que envolve ¢ delimita conjuntos celulares, muitos
alongados (parecendo tubulos) e alguns arredondados (lembrando écinos) (Figs 1,
2). Tal estrutura sugere uma organizagdo lobular e uma formag@o total de lobo.

De acordo com a andlise feita das células que constituem esta glandula,
observa-se que quanto a forma, as células sdo piramidais.

A maioria das células sdo serosas (produgdo de proteinas e enzimas),
ocorrendo algumas células mucosas (produgdo de glicoconjugados).

Revta bras. Zool. 17 (3): 583 - 588, 2000



Estudo histoldgico e histoquimico da glandula de Duvernoy...

n

Figs 1-8. Fotomicrografia da glandula de Duvernoy de Clelia plumbea. (1) Célula fusiforme
(seta) e tabulo (T), coloragdo: H.E.; (2) tubulo (T), coloragédo: Azul de Toluidina; (3) alta taxa
de glicoconjudados neutros, técnica: PAS + Hematoxilina; (4) baixa taxa de glicoconjudados
acidos, técnica: PAS + Alcian Blue pH 2,5; (5) positividade apenas no tecido conjuntivo para
glicoconjugados acidos (GA), técnica: Alcian Blue pH 2,5 + Hematoxilina; (6) presenga de
outros glicoconjugados neutros, o glicogénio ndo foi revelado nesta reagéo, técnica: PAS +
Amilase salivar + Hematoxilina; (7) células fortemente reativas (seta), técnica: método de Lars
Grimelius; (8) células com atividade redutora, técnica: método de Lillie.
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Histoquimica. Os dados obtidos indicam que o contetdo citoplasmatico das
células que constituem a glandula de Duvernoy contém glicoconjugados neutros, ja
que as células sdo fortemente PAS — reativas (Tab. I, Fig. 3), ou seja, sdo ricas em
granulos cujo contetdo possui radicais do grupamento vic-glicol. Quando realiza-se
a associag¢do do Alcian Blue pH 2,5 ao PAS observa-se que as células sdo reativas
apenas ao PAS e ndo apresentam positividade para o Alcian Blue pH 2,5 (Tab. I,
Fig. 4), o qual detecta presenga de glicoconjugados écidos, indicados pelos radicais
carboxilados e sulfatados. Frente ao Alcian Blue pH 2,5, apenas o tecido conjuntivo
¢ positivo (Tab. I, Fig. 5). Quando em presenga da reagdo PAS + amilase salivar o
contetido celular € positivo, porém mais fraco quando comparado ao PAS apenas
(Tab. I, Fig. 6). Pela reatividade ao PAS + amilase salivar tém-se a indicagdo que
em parte a positividade ao PAS se deve a existéncia citoplasmatica de glicogénio.
Tal reagdo indica que ha presenga de outros elementos PAS reativos, pois o
glicogénio foi quebrado pela amilase salivar, lavado no processamento e portanto
ndo foi revelado nesta ocasido.

As células reativas ao Método de Lars Grimelius apresentam seu contetido
citoplasmatico com goticulas negras bem definidas. Estas células foram observadas
nas proximidades de vasos sagiiineos ou ductos e também na superficie da glandula
(I6bulo) (Tab. I, Fig. 7). Esta reagdo tem por objetivo marcar células argiréfilas que
possuam granulos ricos em proteinas (enzimas). De acordo com esta reag@o pode-se
constatar a presenga de grupos celulares argentafins e ndo argentafins.

Estas mesmas células também sdo positivas ao Método de Lillie que revela
a presencga de células com atividade redutora (Tab. I, Fig. 8).

Tabela |. Dados obtidos através de reagdes histoquimicas sobre a glandula de Duvernoy de
Clelia plumbea. Legenda: Reagéo positiva (+) fraca, (++) forte; () reagao negativa.

Técnica Histoquimica Reagdes das células da glandula de Duvernoy

PAS

PAS + Alcian Blue pH 2,5
Alcian Blue pH 2,5

PAS + Amilase salivar
Método de Lars Grimelius
Método de Lillie

+ o+

+ o+ o+ |

DISCUSSAO E CONCLUSOES

KOCHVA & GANS (1970) mencionam que as células da glandula de Duver-
noy podem ocorrer em formagdo de 4cinos ou tubulos, o que aparece na glandula
de Duvernoy de C. plumbea.

A evolugdo das glandulas de Duvernoy ocorreram em paralelismo e foi
alcangada independentemente pelos diferentes grupos de colubrideos (TAUB 1967).
A mesma situagdo € sugerida para a condi¢do opistoglifa, o qual ndo forma um grupo
natural (KocHVA 1987; SAVITZKY 1980), de tal forma que, torna-se dificil fazer
algumas consideragdes filogenéticas com os dados obtidos neste estudo. TAUB
(1967) descreveu quatro tipos basicos de glandula de Duvernoy em relagdo a
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histologia. A primeira categoria ¢ a presenga de células mucosas na regido suprala-
bial, estando ausente a glandula de Duvernoy. A segunda categoria consiste de uma
glandula de Duvernoy predominantemente serosa, com células mucosas intercala-
das (glandula de Duvernoy mista). A terceira categoria consiste de uma glandula
predominantemente mucosa com esparsas células serosas. A quarta categoria ¢
puramente serosa. A glandula de Duvernoy de C. plumbea enquadra-se na segunda
categoria, apresentando a maioria das células serosas (produgdo de proteinas e
enzimas), ocorrendo algumas células mucosas (producio de glicoconjugados).

TAUB (1967) afirma que Clelia clelia (Daudin, 1803) possui células puramente
serosas. Entretanto, este autor ndo mencionou qual subespécie (C. ¢. clelia ou C. c.
plumbea), as quais foram elevadas a nivel de espécie recentemente (ZAHER 1996).

Foi observado por TAUB (1967), que em colubrideos que apresentam a
glandula de Duvernoy com predominancia de células mucosas, estes subjugam suas
presas por constrigdo. Por outro lado, os colubrideos que apresentam a glandula de
Duvernoy com predomindncia de células serosas, subjugam suas presas pelo enve-
nenamento (TAUB 1967; SAVITSKY 1980; DATTA & Tu 1993).

Na glandula de Duvernoy de C. plumbea ocorre a predominancia de células
serosas. Pelo fato desta espécie subjugar as suas presas por constrigdo, as enzimas
de seu veneno devem estar primariamente relacionadas com os processos digestivos
e ndo com a subjugacdo de presas.

A reagdo ao PAS encontrada nas células da glandula de Duvernoy de Ct
plumbea (células com glicoconjugados neutros), também ¢ encontrada em outros
colubrideos: Spalerosophis cliffordi (Schlegel, 1837), Dispholidus typus (Smith,
1829), Natix natrix (Linnaeus, 1758), Philodryas patagoniensis (Girard, 1858),
Sibynomorphus mikani (Schlegel, 1837), Philodryas olfersi (Lichtenstein, 1823) e
Hydrodynastes gigas (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) (KocHvA & GANS 1970;
LOPES et al. 1982; SALOMAO & SAWAYA 1989; GLENN et al. 1992).

Em relagdo a constituigdo histoquimica da glandula de Duvernoy, foi cons-
tatada a presenga de glicoconjugados neutros, enzimas e células com atividade
redutora. O que sustenta a afirmagdo de que ha ao menos duas populagdes de células
na glandula de Duvernoy, células serosas (produgao de enzimas) e células mucosas
(produgdo de glicoconjugados).
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