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ABSTRACT. Histology of the salivary glands of the Limacoidea and Milacidae (Gastropoda, Pulmonata).
The histology of the salivary glands of six species of Limacoidea, Boettgerilla pallens Simroth, 1912, Deroceras laeve
(Miiller, 1774), Deroceras reticulatum (Miiller, 1774), Deroceras rodnae Grossu & Lupu, 1965, Malacolimax tenellus (Miiller,
1774) and Lehmannia marginata (Miiller, 1774), and a species of Milacidae, Tandonia budapestensis (Hazay, 188l) is
comparatively described herein. In the glandular parenchyme four to five secretory cell types are distinguished
and characterised, besides a cell type which is probably undifferentiated. The secretory cell types are classified
into two groups, mucous and serous cells. Two types of mucous cells and two to three types of serous cells are
distinguished. The salivary glands of the herein studied Limacoidea and Milacidae show a duct system composed
of intralobular, interlobular and main ducts, each one presenting a characteristic type of epithelial lining. The
results are comparatively discussed with the data available in the literature, in order to verify the correspondence
between the different cell types described for other Pulmonata.
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Nos gastropodes pulmonados, as glandulas salivares tiveram
sua histologia e/ou ultraestrutura descritas para poucas espécies,
podendo-se mencionar Arion ater (Linnaeus, 1758) (Mova et al.
1992), Deroceras reticulatum (WaLker 1970), Eobania vermiculata
(Miiller, 1774) (Bant 1964), Helix aspersa Miiller, 1774 (BraiN
1957, MoreNo et al. 1982, CHARRIER 1988), Limax maximus
Linnaeus, 1758 (Berrz & GeLperIN 1979), Lymnaea stagnalis
Linnaeus, 1758 (Bokr et al. 1967) e Phyllocaulis soleiformis
(Orbigny, 1835) (LeAL-ZANCHET et al. 1991), dentre outros. Uma
revisdo dos estudos histologicos e ultraestruturais realizados
sobre a estrutura das glandulas salivares dos gastropodes pode
ser encontrada em HymaN (1967), LeaL-ZANCHET et al. (1991) e
LucHtEL et al. (1997). Esses estudos tém se concentrado em espé-
cies isoladas, ndo havendo estudos comparativos sobre a consti-
tuicdo das glandulas salivares em espécies filogeneticamente
proximas, como, por exemplo, de uma mesma familia ou super-
familia. Notando a diversidade da organizacdo celular das
glandulas salivares dos pulmonados, LucHrEL et al. (1997) suge-
rem que os estudos estendam-se a um maior namero de espécies
de pulmonados.

No presente trabalho, descreve-se comparativamente a
histologia da glandula salivar de seis espécies de Limacoidea e
de uma espécie de Milacidae, caracterizando-se os tipos de cé-
lulas secretoras e o epitélio de revestimento dos ductos excre-
tores.

MATERIAL E METODOS

Espécimes de Boettgerilla pallens Simroth, 1912,
Malacolimax tenellus (Miller, 1774), Lehmannia marginata
(Mtiller, 1774), Deroceras laeve (Miller, 1774), Deroceras
reticulatum (Miiller, 1774), Deroceras rodnae Grossu & Lupu, 1965
e Tandonia budapestensis (Hazay, 1881) foram coletados nas
proximidades de Tiibingen, Baden-Wiirttemberg, Alemanha, e
mantidos em sala climatizada a 15°C (LEAL-ZANCHET 1998).

Para analise da anatomia microscopica e histologia, os
exemplares foram processados, conforme descrito em LeaL-
ZANcHET (1998), para inclusdo em paraplasto. Cortes seriados
transversais e sagitais, de 6 mm de espessura, foram corados
com hematoxilina/eosina ou com os tricrdbmicos de Masson/
Goldner e Azan/Heidenhain (Romtis 1989).

Para detec¢do de mucopolissacarideos e proteina, material
adicional incluido em paraplasto foi submetido as seguintes
rea¢des histoquimicas: 4cido periédico/Schiff (PAS) (Horcukiss
apud PeARSE 1968) com amilase como controle, alcian blue 8GS
pH 2,5 (Steepman apud Romers 1989), alcian blue 8GS pH 1,0
(Lev & Spicer apud Romers 1989), carmim (Best apud Pearst 1968),
azul de bromofenol (BoNHAG apud Prarst 1968) e tetrazonium
(BoNHAG apud PEARSE 1968).

Para inclusdo em histo-resina, os espécimes foram proces-
sados conforme descrito em Lear-Zancher (1998) e cortes de
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Figuras 1-8. Glandulas salivares em inclusao: histo-resina e coloracado: azul de metileno/fucsina basica. (1-2) Boetgerilla pallens: observam-
se as abundantes células mucosas do tipo | (m1), além de células mucosas do tipo Il (m2) e células serosas dos tipos | (s1), Il (s2) e Il
(s3); (3-4) Tandonia budapestensis: observam-se as abundantes células mucosas do tipo I (m1), bem como células serosas dos tipos I (s1)
e Il (s3); (5) Lehmannia marginata: sendo visiveis todos os tipos de células secretoras — células mucosas dos tipos | (m1) e Il (m2) e
células serosas dos tipos | (s1), Il (s2) e lll (s3), além de células baséfilas (cb); (6-8) Deroceras laeve: observam-se os abundantes granulos
citoplasmaticos (seta) das células de revestimento de um ducto intralobular (di). Barra: 25 ym.
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2 um de espessura foram corados com azul de metileno/fucsina
bésica (AM/F) (Bennert et al. 1976). As glandulas salivares foram
analisadas principalmente com base no material incluido em
histo-resina, por ser esta, dentre as técnicas testadas, a que me-
lhor preservou a estrutura dessas glandulas, possibilitando a
observacdo de detalhes, tais como o aspecto geral do citoplasma,
a morfologia dos granulos secretores ou a presenca de secrecdo
amorfa, bem como a diferenciacdo de estruturas como micro-
vilos e cilios, dentre outras.

RESULTADOS

O parénquima das glandulas salivares das espécies estu-
dadas é composto, em B. pallens, L. marginata e D. reticulatum,
por cinco tipos de células secretoras, enquanto em D. laeve, D.
rodnae e M. tenellus identificam-se apenas quatro tipos (Tab. I).
As células secretoras possuem um corpo celular, de forma oval
a poligonal, e um prolongamento celular estreito, o qual desem-
boca nos ductos intralobulares. Uma fina camada de tecido
conjuntivo frouxo preenche os espacos entre as células que
compodem o parénquima glandular.

Dois grupos de células secretoras podem ser diferenciados:
células mucosas, cuja secrecdo apresenta rea¢cdo positiva para

alcian blue e/ou PAS, contendo, portanto, glicosaminoglicanas
ou glicoproteina, e células serosas, apresentando reacdo positiva
ao azul de Bromophenol, e algumas também ao tetrazonium,
o que indica a presenca de secrecdo proteica basica. Adicional-
mente, hd um tipo celular, provavelmente indiferenciado, deno-
minado célula basofila.

As células mucosas do tipo I (Figs 1-5, 8, 9, 11) sdo as mais
abundantes nas glandulas salivares. Apresentam pequenos gra-
nulos secretores basofilos, entre os quais visualiza-se o citoplasma
acidofilo (AM/F). Em L. marginata e nas trés espécies de Deroceras
estudadas, os granulos sdo fortemente basofilos, enquanto em
B. pallens, M. tenellus e T. budapestensis, fracamente basoéfilos
(azul-claro com AM/F).

As células mucosas do tipo II (Figs 2, 5, 7, 9, 11) sdo fre-
qlientes e possuem granulos com uma porcdo periférica
fortemente basofila e por¢ao central fracamente basofila. Assim
como as células mucosas do tipo I, seu citoplasma é acidofilo.

As células serosas do tipo I (Figs 1-3, 5, 7, 8, 10, 12) sdo as
mais numerosas dentre os tipos de células serosas. Possuem
citoplasma baséfilo e granulos secretores de grande diametro,
especialmente em D. laeve, D. reticulatum, D. rodnae e M. tenellus,
0s quais coram-se geralmente em purpura (AM/F). Em M.
tenellus, D. laeve e D. rodnae, a coloracdo dos granulos varia de

Tabela I. Dimensdes médias (um) do corpo celular, do ndcleo e dos granulos secretores das células das glandulas salivares de espécies de
Limacoidea e Milacidae. (CB) célula baséfila, (CC) corpo celular, (CM) célula mucosa, (CS) célula serosa, (GS) granulos secretores, (N) nicleo,
(-) provavelmente ausente; (—-) granulos secretores ausentes. Os algarismos romanos indicam os diferentes tipos de células mucosas e serosas.

B. pallens L. marginata D. laeve D. reticulatum D. rodnae M. tenellus T. budapestensis

cC 23,5x13,5 41,5 x 26,5 33,0x 15,0 380x150 41,5x23,0 43,0x23,0 23,0x 18,0
CB N 11,5x 8,0 13,5x 12,0 13,0x9,5 15,5x 8,5 12,5x11,0 13,5x10,5 9,0 x 8,0

GS - - - - - - -

CcC 65,0 x 39,3 47,0 x 23,0 41,0 x 26,5 43,5x26,5 455x255 34,0x21,0 53,0 x 39,0
CMI N 12,5 x7,0 13,0x 10,5 13,0x 9,0 13,0x 11,5 13,5x7,0 11,0x9,3 14,3x 11,5

GS 2,6 23 2,6 3,2 3,0 1,6 4,0

CcC 46,0 x 23,5 36,0 x 21,5 36,5x 32,5 350x255 47,0x34,0 39,0x33,0 31,5x 19,5
CMII N 85x75 8,5x8,0 11,0x 6,5 85x55 9,0x7,5 9,5x8,0 11,5x7,0

GS 3,6 2,7 2,8 2,8 3,0 3,0 3,0

CcC 53,5 x 28,5 40,0 x 26,5 41,0 x 35,0 36,3x20,3 485x39,0 54,0x34,5 28,0x17,5
Csl N 11,5x7,5 13,0x 11,5 13,5x 12,5 14,0x9,3 13,5x7,5 13,0x 10,0 14,0x 9,0

GS 53 4,0 7,6 6,4 7,0 8,0 5,0

CcC 67,0 x 50,0 59,5 x 32,0 28,0x 19,0 37,5x170  51,5x29,0 33,5x250 -
CSil N 14,0 x 8,5 13,5x 11,3 9,5x6,0 12,5x 8,5 11,5x 8,5 13,0x 10,5 -

GS 5,6 4,0 3,6 9,0 5,0 4,5 -

cC 19,5x 16,0 30,5 x 23,0 - 38,0 x 20,0 - - 33,0x 21,5
CSil N 9,0x 6,5 14,0 x 5,0 - 10,0 x 10,0 - - 11,0x 9,0

GS - - - -
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Figuras 9-15. Glandulas salivares em inclusdo histo-resina e coloracdo azul de metileno/fucsina béasica. (9) Deroceras reticulatum: observa-
se o epitélio clbico de um ducto interlobular (dil); (10-11) Malacolimax tenellus, na figura 11, indicam-se os longos cilios (seta) do
epitélio de revestimento de um ducto intralobular (di); (12) Deroceras rodnae: observa-se um ducto interlobular (dil) de grande calibre;
(13) Malacolimax tenellus: observa-se um ducto interlobular de grande calibre, apresentando estriacdo no citoplasma basal (setas),
nucleos (n) deslocados para a metade apical das células e microvilos (mi); (14) ducto excretor principal de Lehmannia marginata, no
percurso entre a glandula salivar e o bulbo bucal: observam-se estriacéo basal (seta) e os nicleos apicais (cabecas de seta) do epitélio
de revestimento, bem como a musculatura subjacente (m); (15) ducto excretor principal de Deroceras laeve, no interior da parede do
bulbo bucal, préximo a desembocadura na cavidade desse 6rgdo. Nota-se o epitélio de revestimento, cujas células variam de pavimentosas
a clbicas com citoplasma homogéneo (seta). (cb) Célula basdfila, (m1) célula mucosa do tipo I, (m2) célula mucosa do tipo II, (s1)
célula serosa do tipo |, (s2) célula serosa do tipo Il. Barra: 25 pm.
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Tabela Il. Altura média do epitélio de revestimento dos ductos das glandulas salivares de espécies de Limacoidea e Milacidae (um). (1)
externamente ao bulbo bucal; (2) no interior da parede do bulbo bucal.

B. pallens L. marginata D. laeve D. reticulatum  D. rodnae M. tenellus  T. budapestensis
Ductos intralobulares 3,8 5,0 4,7 4,3 6,3 5,5 3,5
Ductos interlobulares 10,0 11,8 12,5 8,0 12,5 14,0 6,8
o ) 20,3 23,0 10,0 17,0 30,0 23,7 14,0
Ductos principais
2 6,8 8,5 3,3 8,0 8,0 7,3 8,0

purpura a rosa, enquanto em D. reticulatum, esses granulos apre-
sentam-se corados mais freqiientemente em azul-escuros ou,
mais raramente, em purpura.

As células serosas do tipo II (Figs 1, 5, 6, 8, 9), pouco
numerosas, exceto em L. marginata, apresentam citoplasma
basofilo e granulos secretores corados em rosa (AM/F). Este tipo
celular apresenta-se raro em D. laeve e ndo foi observado em T.
budapestensis.

As células serosas do tipo III (Figs 2, 4, 5) sdo raras, ndo
tendo sido observadas em D. laeve, D. rodnae e M. tenellus. Em
D. reticulatum e T. budapestensis, no entanto, esse tipo celular é
relativamente mais freqiiente, em comparacdo com as outras
espécies estudadas. Sdo facilmente identificadas por apresen-
tarem secrecdo amorfa fortemente acidéfila (corada em rosa-
escuro com AM/F), ocupando a maior parte do volume celular.
O citoplasma basoéfilo e o nacleo oval encontram-se na regido
periférica da célula.

As células basoéfilas (Figs 5, 6, 12) sdo pouco numerosas.
Possuem citoplasma fortemente baséfilo, com ntcleo algo
excéntrico. As vezes, observam-se alguns granulos secretores
dispersos no citoplasma.

Trés tipos de ductos podem ser diferenciados nas glan-
dulas salivares dos Limacoidea e Milacidae: ductos intralo-
bulares, ductos interlobulares e ductos principais.

Os ductos intralobulares (Figs 6, 8, 10, 11) sdo revestidos
por epitélio plano a ctibico simples (Tab. II), com longos cilios.
Suas células possuem ntcleo fusiforme a esférico e citoplasma
com numerosos granulos diminutos e fortemente acidéfilos
(Figs 6, 8).

Os ductos interlobulares (Figs 9, 12, 13) apresentam maior
didmetro do que os intralobulares e sao revestidos por epitélio
cubico simples (Tab. II) contendo microvilos. Possuem nucleo
esférico a oval. Distalmente suas células de revestimento podem
apresentar caracteristicas similares as do epitélio de revesti-
mento dos ductos excretores principais. Algumas células muco-
sas das glandulas salivares desembocam nestes ductos. Sob o
epitélio de revestimento dos ductos interlobulares ocorre uma
camada fina de tecido conjuntivo frouxo, a qual contém nos
segmentos distais desses ductos fibras musculares esparsas.

Os ductos principais (Figs 14, 15) partem das glandulas
salivares, dirigem-se anteriormente, lateralmente ao esofago, e
penetram na parede dorsal e posterior do bulbo bucal,
atravessando a musculatura desse 6rgdo para desembocar dor-
salmente na sua cavidade geral, ao nivel da regido do odon-
toforo, na sua porgdo posterior (LEarL-ZancHer 1998, 2001). No
seu percurso livre, entre a glandula salivar e o bulbo bucal (Fig.
14), esses ductos sdo revestidos por epitélio cabico simples (Tab.
II) contendo microvilos. Suas células possuem caracteristica

estriacdo no citoplasma basal, enquanto o nucleo localiza-se
na metade apical da célula. Subepitelialmente ocorrem tecido
conjuntivo frouxo e fibras musculares. A altura do epitélio de
revestimento dos ductos excretores principais diminui na
direcdo do bulbo bucal. No seu percurso no interior da parede
do bulbo bucal, esses ductos sdo revestidos por epitélio plano a
cubico simples (Fig. 15, Tab. I), cujas células possuem citoplasma
homogéneo, sem qualquer estriacdo, e nucleo fusiforme.

DISCUSSAO

As caracteristicas gerais das glandulas salivares, no que
se refere a constitui¢do do parénquima glandular e dos ductos,
sdo similares nas diferentes espécies de pulmonados, havendo,
no entanto, pouca clareza sobre o namero de tipos celulares
secretores presentes em diferentes espécies. Em parte, isso pode
estar relacionado com o fato de que em geral os estudos sobre
as glandulas salivares tém sido realizados, por cada autor, em
espécies isoladas, em vez de serem estudadas diversas espécies
de uma mesma familia.

A ocorréncia de dois grandes grupos de células secretoras
observadas no presente trabalho, para os Limacoidea e
Milacidae, concordam com os resultados encontrados para
Limax maximus e Arion ater, respectivamente, por Berrz &
GELPERIN (1979) e Mova et al. (1992).

Dois tipos de células secretoras mucosas, similarmente
ao observado para os Limacoidea e Milacidae, foram também
diferenciadas por Borr et al. (1967), WaLker (1970), Berrz &
GELPERIN (1979), MoreNo et al. (1982) e CHARRIER (1988).

As células serosas sdo mais dificilmente comparaveis com
as descritas por outros autores, excetuando-se as aqui deno-
minadas células serosas do tipo III, pelas suas caracteristicas
peculiares. Esse tipo celular corresponde as “cellules cystiques”
descritas por Bramn (1957), Bani (1964) e CHarrIEr (1988), bem
como as células cisticas de P. soleiformis (LEAL-ZANCHET et al. 1991)
e “cells with an acidophilic inclusion” (Botr et al. 1967).

Pelas suas caracteristicas gerais, as células serosas do tipo
I das espécies estudadas no presente trabalho correspondem
provavelmente as “grain cells” descritas por Bokr et al. (1967) e
WaLker (1970), assim como as “cell type I1I” de Bertz & GELPERIN
(1979) e “type P2 cells” de Mova et al. (1992).

As células serosas do tipo II do presente trabalho devem
corresponder as “pseudochromosomic cells” de Bokr et al.
(1967), WaLKER (1970) e MoreNo et al. (1982), bem como as “type
P1 cells” de Mova et al. (1992).

Células basofilas similares as aqui descritas sdo também
diferenciadas por Braix (1957), Bokr et al. (1967) e CHARRIER
(1988). Pelas caracteristicas histolégicas e ultraestruturais que
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apresentam, essas células provavelmente correspondem a
células indiferenciadas (Boer et al. 1967). O termo células
basofilas foi também utilizado para designar um tipo de célula
secretora em P. soleiformis por LEAL-ZANCHET et al. (1991), o qual,
porém, ndo corresponde as células basofilas das espécies
estudadas no presente trabalho.

WaLker (1970) descreve “Leydig cells” como um tipo de
célula secretora das glandulas salivares de D. reticulatum. Este
tipo de célula ¢, no entanto, bem conhecido como um tipo de
célula do tecido conjuntivo dos Limacoidea, sendo reco-
mendavel evitar-se a mesma denominacdo para uma célula
secretora da glandula salivar. Este mesmo autor descreveu, para
as glandulas salivares de D. reticulatum, tipos celulares, de
ocorréncia rara, denominados “mixed cells I e II” e “o.e B cells”,
as quais ndo puderam ser identificadas na presente investigacao.

As células presentes nos ductos intralobulares que contém
granulos acidoéfilos, conforme descritas no presente trabalho,
correspondem as “granular cells” de Bokr et al. (1967) e WALKER
(1970), bem como as “cell type IV” de Berrz & GELPERIN (1979).
Ao contrario das observagoes realizadas por WaLker (1970) para
D. reticulatum, este tipo celular ndo foi observado nos ductos
interlobulares das espécies aqui estudadas. Em relacdo as demais
caracteristicas dos diversos ductos ocorrentes nas glandulas
salivares dos Limacoidea e Milacidae, as observacdes aqui
descritas concordam com as descricdes de Warker (1970),
QUATTRINI (1967) e LeaL-ZANCHET et al. (1991). As células do
epitélio de revestimento dos ductos principais apresentam
caracteristicas de células que realizam transporte de ions,
similarmente ao indicado por WaLker (1970) & Quattrint (1967),
devendo atuar na absorcdo de ions das secrecdes salivares. Nao
observam-se cilios no epitélio desses ductos, nem nos ductos
interlobulares, mas apenas nos intralobulares. A presenca dessas
estruturas nos ductos intralobulares, e ndo nos demais tipos de
ductos, deve estar relacionada com a auséncia de fibras
musculares na parede desses ductos, sendo os cilios necessarios
a movimentac¢dao da secrecdao. Nos ductos interlobulares e
principais essa func¢do passa a ser exercida pelas fibras muscu-
lares subjacentes.

Sobre a fisiologia das glandulas salivares, Runtawm (1975)
comenta as possiveis funcdes desempenhadas pela saliva, nos
pulmonados, a saber: lubrificacdo durante o processo de
ingestao de alimento, retirada de residuos alimentares da radula
e auxilio na passagem do bolo alimentar para o esd6fago. Para
os Limacoidea e Milacidae aqui estudados, é importante
salientar que ndo ocorrem células mucosas no bulbo bucal (LeaL-
ZancHET 2001). Adicionalmente, enzimas como amilase e trip-
sina foram identificadas na saliva de Helix pomatia e Deroceras
reticulatum (GUARDABASSI & FERRERT 1954, WaLkER 1970), indicando
a atuacdo da saliva também na digestao extracelular do alimento
ingerido.
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