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Resumo. O presente estudo conheceu em detalhes a estrutura e fun¢ao da glandula ovidu-
cal do tubarao-azul, Prionace glauca, de fundamental importancia na reproducao e perpetu-
acdo da espécie no Atlantico Sul, melhorando o conhecimento da biologia da espécie. Foram
aplicadas técnicas histologicas em glandulas oviducais de duas fémeas adultas no estagio 3 e
de trés no estagio 5, segundo os critérios de Colonello. Cortes histologicos longitudinais de
7um de espessura inicialmente foram corados com hematoxilina e eosina. Posteriormente,
testes histoquimicos também foram aplicados, utilizando as coloraces Acido Periédico-
Schiff (PAS) e o Azul Alciano (AB). Quatro zonas foram identificadas: Club, Papillary, Baffle
e Terminal. Na zona Baffle foi observada uma intensa atividade secretora de colageno da
capsula, sinal de fase ovulatoria. Na zona Terminal, foi observado armazenamento de esper-
ma. Os testes histoquimicos indicaram reacao positiva com o corante PAS nas regioes epite-
liais e glandulares das quatro zonas, bem como nos agrupamentos de espermatozoides, indi-
cativo da presencga de glicosaminoglicanos neutros. Por outro lado, a reagio foi positiva com
o corante AB apenas nas regioes glandulares das zonas Club e Papillary, nos espermatozoi-
des, bem como nas secrecoes dentro dos cistos que os armazenam, indicativo de atividade
secretora de glicosaminoglicanos acidos (sulfatados e nao sulfatados). Com os resultados
obtidos, conforme constatado também em outros estudos, observou-se que a glandula ovi-
ducal é extremamente especializada em termos fisioldgicos, pois além da sua capacidade de
armazenamento de esperma por longos periodos, apresenta uma elevada atividade secretora
e que, em conjunto com os movimentos ciliares na sua regiao luminal, propiciam a formagao
da gelatina e da cobertura terciria protetora do ovo, sendo este posteriormente depositado
no interior do ttero, para dar inicio a fase gestacional.

Palavras-chave: armazenamento de espermas, histoquimica, elasmobranquios.
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Abstract. Histological observations in oviducal glands of the blue shark, Pri-
onace glauca Linnaeus (17558), caught by the surface longline fleet based in
Itajai, Santa Catarina State, Brazil. The study aimed at understanding the structure
and function of the oviducal gland of the blue shark, Prionace glauca, extremely important
for its reproductive cycle and conservation in the South Atlantic. Histological technics were
tested in oviducal glands of five adult females, i.e., two in stage 3 and three in stage 5, fol-
lowing the criteria of Colonello. Longitudinal sections of 7 um were sliced and dyed with he-
matoxiline and eosine. Afterwards, histochemical tests were also applied with the dyes Peri-
odic Acid-Schiff reaction (PAS) and Alcian Blue (AB). Four zones were detected: Club, Papil-
lary, Baffle and Terminal. The Baffle zone showed an intensive collagen secretory activity, a
sign of ovulation. In the Terminal zone sperm storage was observed. The histochemical tests
showed positive reaction with PAS in the epithelial and glandular regions of the four zones,
as well as in the sperm, indicating the presence of neutral glycosaminglicans. Conversely
there was only positive reaction with AB in the glandular regions of the Club and Papillary
zones, sperm, as well secretions within the cists that storage it, indicating secretory activity
of acid glycosaminglicans (sulphated and non-sulphated). The histological technics showed
that the physiology of the oviducal gland - as known from other studies - is highly special-
ized, storing sperm for long periods, also having high secretory capacity. Together with its
ciliary movements in the lumen, it allows the production of jelly and collagen to protect the

egg and deposit it in the womb, as to begin pregnancy.

Keywords: sperm storage, histochemistry, elasmobranch.

Introducao

Em quase todas as espécies de Chon-
drichthyes, independente do modo reproduti-
vo, 0os ovos sao inicialmente envoltos por um
revestimento (envelope terciario) (Hamlett et
al., 1998a). Este revestimento é produzido por
uma glandula especializada denominada de
glandula oviducal (GO), também chamada
glandula nidamentar ou glandula da casca
(Koob & Callard, 1991).

As GOs sao estruturas especializadas na
regiao anterior do oviduto na maioria dos
Chondrichthyes (Knight et al., 1993, Prasad,
1945) e sdo de fundamental importancia para a
reproducdo nos condricteos, jA que nessas es-
truturas ocorre, além da ovulagdo, também o
armazenamento do esperma, possibilitando
desta forma a fertilizacio em um momento
adequado. As raias elétricas dos géneros Narci-
ne e Tetronarce sdo os tnicos Chondrichthyes
que nao apresentam glandulas oviducais
(Prasad, 1945).

A maioria da literatura publicada sobre
a estrutura e funcdo da GO foi relativa ao pe-
queno cacao-gato Scyliorhinus canicula Lin-
naeus (1758) oviparo (Metten, 1939, Thread-

gold, 1957, Rusaouén, 1976, Knight et al., 1996)
e descrigoes morfologicas das GOs de quimeras
(Holocephali) foram publicadas por Dean
(1895, 1906, 1912), Prasad (1948) e Stanley
(1963), mas sem analises histoquimicas. Smith
et al. (2004) trabalharam com a histologia e
histoquimica da glandula oviducal da quimera
Callorhynchus milii Bory de Saint-Vincent
(1823). Rangel et al. (2015) por meio de mi-
croscopia eletronica e otica, realizaram estudos
morfolégicos da GO do tubarao-azul P. glauca,
porém sem uso de métodos histoquimicos.

A variagdo no tamanho da GO esta dire-
tamente relacionada com o ciclo reprodutivo,
acompanhando o desenvolvimento folicular e
atingindo tamanhos méaximos um pouco antes
da ovulacdo, e diminuindo posteriormente (e.g.
Hamlett, 1999, Serra-Pereira et al., 2011).

As GOs sao genericamente compostas
por quatro zonas, caracterizadas pela morfolo-
gia de suas lamelas e funcoes secretoras, o que
possibilita a comparacao entre as espécies, in-
dependente do modo reprodutivo (Hamlett et
al., 1999a): Club, Papillary, Baffle e Terminal.
As variacOes entre as espécies existem em nivel
morfologico, mas a organizagao basica das qua-
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tro zonas é de certa forma mantida.

As zonas Club e Papillary sao responsa-
veis pela producao das diversas coberturas ge-
latinosas que rodeiam o ovo. Essa gelatina fun-
ciona como uma estrutura para suportar hidro-
dinamicamente o ovo e embrides em desenvol-
vimento (Koob & Straus, 1998). Foi sugerido
que a gelatina produzida pela GO tem um papel
critico para o desenvolvimento do embrido, pe-
lo menos nos estagios iniciais. A gelatina su-
porta o embrido durante o periodo fragil da
embriogénese, quando este apresenta filamen-
tos branquiais externos. A gelatina é progressi-
vamente liquefeita a medida que o embriao
cresce (Hamlett et al., 1998a, Koob & Straus,
1998). Nao ha evidéncias de que as camadas de
gelatina sejam nutritivas para o embrido (Koob
& Straus, 1998).

A zona Baffle é responsavel pela secre-
cdo dos diversos tipos de revestimentos ou en-
velopes terciarios encontradas nos Chon-
drichthyes, que podem ter a forma de uma sim-
ples membrana em espécies viviparas ou de
uma capsula dura em espécies oviparas
(Hamlett et al.,, 1998a, Knight et al., 1996).
Existe o caso da raia-de-esporao-pintada, Uro-
batis jamaicensis Cuvier (1816), que pelo fato
de na3o produzir envoltério sobre o ovo, nao
apresenta zona Baffle (Hamlett et al., 1998b,
Hamlett et al., 2005).

Finalmente, a zona Terminal armazena
o esperma, produz finos pelos que decoram a
parte externa da capsula do ovo de algumas
espécies oviparas e tem também um papel lu-
brificante (Metten, 1939, Prasad, 1945, Hamlett
et al., 1998a).

A morfologia interna da glandula ovidu-
cal do tubardo-azul, P. glauca é semelhante a
de outros elasmobranquios, a exce¢ao do tuba-
rao-peregrino, Cetorhinus maximus Gunnerus
(1765), que ndo apresenta divisGes evidentes na
GO e secrecoes de envoltorios sobre os embri-
oes (Mattews, 1950, Hamlett et al., 1998a,
2002a, 2002b, Storrie et al., 2008, Moura et
al., 2011).

O armazenamento do esperma em fé-
meas, embora ocorra em diversos grupos zoolo-
gicos como insetos, moluscos, peixes, aves, rép-

teis e mamiferos, é um fenémeno ainda pouco
conhecido, e que abre possibilidades para pes-
quisas futuras (Holt & Lloyd, 2010). O esperma
é retido em estruturas especializadas pelo me-
nos até ao momento da ovulacdo, momento em
que o esperma se aproxima do limen da glan-
dula préximo do local de passagem dos 6vulos
(Pratt, 1993, Hamlett et al., 1998a, Serra-
Pereira et al., 2011). Varios répteis, e.g. Alliga-
tor mississipiensis Birkhead & Mgller (1993),
Crotalus durissus terrificus Almeida-Santos &
Salomao (1997), apresentam tubulos de fundo
cego para essa funcdo. A cobra asiatica, Acro-
chordus javanicus Hornstedt (1787), possui a
capacidade de armazenar seu esperma por um
periodo de até sete anos (Magnusson, 1979). O
avestruz, Struthio camelus Linnaeus (1758),
consegue armazenar o esperma por até 4 sema-
nas (Malecki et al., 2004). Os mamiferos pos-
suem o habito de armazenar os espermatozoi-
des na vagina, cérvix, atero ou oviduto, e no
caso do morcego-marrom, Myotis lucifugus Le
Conte (1831), uma coorte de espermatozoides
formam complexas e intimas associacoes com
as células epiteliais uterinas e oviducais, especi-
almente na jung¢do utero-tubal, podendo per-
manecer armazenados por um periodo de até
seis meses (Racey et al., 1987). Os peixes como
os Poeciliidae e Sebastidae por sua vez desen-
volveram iniimeros mecanismos, como o direto
armazenamento do esperma dentro dos folicu-
los ovarianos. No caso do peixe-de-pedra de
boca azul, Helicolenus dactylopterus Delaroche
(1809), o esperma pode ficar armazenado no
ovario por um periodo de até dez meses (Vila et
al., 2007).

O armazenamento de esperma na zona
Terminal é um fenOmeno também comum em
Chondrichthyes (e.g. Metten, 1939, Prasad,
1944, 1945, Pratt, 1993, Knight et al., 1996,
Hamlett et al.,, 1998a, 2005, Storrie et al.,
2001, 2008, Smith et al., 2004, Moura et al.,
2011). Dependendo da espécie, o esperma pode
ser armazenado por curtos ou longos periodos,
que podem ir de meses ou até mesmo de mais
de um ano antes da fertilizacdo (Smith et al.,
2004, Hamlett et al.,, 2005, Storrie et al.,
2008). Por meio dessa estrutura as chances de
ocorrer uma inseminacdo bem-sucedida au-
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mentam consideravelmente (Pratt, 1993). No
caso de algumas espécies, como o tubarao-
martelo-entalhado, Sphyrna lewini Griffith &
Smith (1834), os tibulos secretores que rece-
bem o esperma sao especializados e funcionam
como  verdadeiras  vesiculas  seminais
(McMillan, 2007). Nos tubaroes, o armazena-
mento geralmente ocorre nas GOs, mas tam-
bém pode ocorrer em outras partes do aparelho
reprodutivo (Hamlet et al., 2002a). No cacao-
gato Scyliorhinus retifer Garman (1881), o es-
perma pode ficar armazenado além de dois
anos (Castro et al., 1988).

Portanto, estudos com métodos histo-
quimicos envolvendo outras espécies de elas-
mobranquios sao necessarios, ampliando o co-
nhecimento de sua histofisiologia reprodutiva,
para analises comparativas, tanto para melhor
conhecimento da biologia da espécie, como de
conservagao. Sendo assim, o presente estudo
teve como objetivo descrever e comparar a es-
trutura e funcio da GO nas fémeas de P. glau-
ca, por meio da aplicacao de técnicas histologi-
cas de rotina (HE) e histoquimicas (PAS e Alci-
an Blue), sendo esta considerada uma espécie
de alto interesse econo6mico, pois é a principal
espécie de tubarao capturada pelas frotas in-
dustriais de espinhel-de-superficie operantes
no Atlantico Sul.

Material e métodos

Os exemplares de P. glauca foram cap-

turados por meio de espinhéis-de-superficie, e
amostrados a bordo de uma embarcacao de
pesquisa (amostras 1, 2 e 3) e outra comercial
(amostras 4 e 5), operantes na Zona Economica
Exclusiva do Sul do Brasil (Tabela 1).

A embarcacao comercial utilizou 1500
anzoéis/lance, sendo os anzo6is do tipo “J” 13/0,
sem estropo de aco em todos os anzoéis, sendo a
isca a sardinha e a lula. Neste caso nao foi utili-
zado Lightstick e o comprimento do espinhel
ficou em 28 milhas nauticas. J& no caso do es-
pinhel utilizado pela embarcacao de pesquisa,
as informacoes técnicas do petrecho de pesca
podem ser encontradas em Sales et al. (2010).
Como em ambos os cruzeiros o principal inte-
resse dos pesquisadores e observadores de bor-
do foram a seletividade de anzobis para as espé-
cies de peixes pelagicos e as capturas de tarta-
rugas, apenas cinco amostras da espécie foram
obtidas. Todos os exemplares chegaram vivos
ao convés da embarcacdo, onde foram imedia-
tamente sacrificados pelos pescadores, por
meio de degola e insercdo de um arame de ago
inoxidavel no arco neural do tubarao (perda de
consciéncia — método mecéanico). Esse procedi-
mento é utilizado de praxe pelos pescadores,
baseado em suas experiéncias na manipulacao
das capturas, com o objetivo de evitar possiveis
acidentes no convés, ocasionados por mordidas
desses animais, bem como minimizando o so-
frimento dos animais capturados (Resolucdo
Normativa n° 25, de 29 de setembro de 2015,
publicado no Diario Oficial da Unido, Ministé-

Tabela 1. Informagoes sobre as capturas dos exemplares de P. glauca que foram utilizados para a realiza-

cdo dos cortes histologicos nas glandulas oviducais.

Codigo da Data da captura e

Local da captura

TemPeratura Profundidade
da agua de

Amostra  extracio das GOs Latitude Longitude superficie °C local (m)
1 01/12/2004 28°36'468" 46°04'937" 22,7 2588
2 23/01/2008 27°37'610" 46°46'315" 24,8 1114
3 24/01/2008 27°01'291" 46°15'777" 24,2 1021
4 07/12/2015 27°54'465" 48°07'211" 2292 91
5 07/12/2015 27°54'465" 48°07'211" 2292 91
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rio da Ciéncia, Tecnologia e Inovacao/Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Ani-
mal; Guia Brasileiro de Boas Praticas para a
Eutanésia de Animais — Conceitos e Procedi-
mentos Recomendados, 2013). Apo6s o sacrifi-
cio das fémeas, foram obtidas as medidas de
comprimento total (CT — da ponta do focinho
até a extremidade superior da nadadeira cau-
dal, com o animal alinhado ao longo do eixo do
corpo), comprimento furcal (CF — da ponta do
focinho até a furca caudal). Essas medidas de
comprimento foram registradas com uma trena
em cm. Para a extragdo do aparelho reprodutor
foi realizado um corte longitudinal na regiao
abdominal, desde a abertura cloacal até a altura
das duas nadadeiras peitorais. O trato digestivo
foi previamente removido, para melhor visuali-
zacdo e medicdo (Figura 1). A seguir o estagio
reprodutivo foi avaliado segundo os critérios
macroscopicos para fémeas adultas viviparas
de Colonello et al. (2011). Ap6s a avaliagdo do
estagio reprodutivo, o aparelho reprodutor foi
extraido da fémea e estendido sobre uma mesa,
onde foram medidas com uma trena a largura e
o comprimento do ovario e dos tteros em cm.

Figura 1. Aparelho reprodutor de P. glauca. Estagio reprodutivo - adulta 3 nao

No caso das GOs foi obtida com um paquime-
tro apenas a largura em mm. As duas GOs fo-
ram extraidas com bisturi e tesoura cirargica,
sendo fixadas a bordo em formalina a 10% e
posteriormente, chegando em terra, conserva-
das em &lcool absoluto a 70% durante alguns
dias até o momento do corte (Figura 2). Apds a
decapitacdo e evisceracdo do animal a bordo,
foi obtido com uma trena o comprimento da
carcaca (CC) em cm, segundo Amorim et al.
(1997). Os tubarbes nao foram pesados, por
conta da movimentacao da embarcagio, o que
interferia na precisdo dessa medida. As medi-
das obtidas com trena foram em cm. As obtidas
com paquimetro foram em mm.

No laboratoério de histologia cortes lon-
gitudinais (ou sagitais), de aproximadamente 5
mm de espessura, com facas descartaveis de
microtomia, foram realizados na regiao media-
na das GOs obtidas (Figura 2). As pecas foram
posteriormente submetidas a desidratagao pro-
gressiva em banhos com alcool etilico de con-
centracdo crescente (70%, 90% e 100%), troca-
dos a cada oito horas. A seguir foram diafaniza-
dos com trés banhos de trinta minutos, cada

gravida. Cruzeiro espinhel de superficie (NPq. Soloncy Moura). O - Ovério; U -
Utero; GO - Glandula oviducal; OV - Ovocitos maturos.
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Figura 2. Anatomia externa da glandula oviducal in situ, mostrando as extensoes
laterais (EL) do lamen da gldndula e que dao a forma de “chifre de cabra”. As po-
sicoes do oviduto (OV) e do Isthmus (ISTH) sdo indicadas. A linha pontilhada in-
dica a posicao da dissec¢do. A GO ja esta fixada. Foto: Jorge Eduardo Kotas.

um, em xilol. Finalmente efetuou-se a inclusao
em parafina liquida dentro de uma estufa a
60°C. Apos o esfriamento da parafina, os blo-
cos com tecidos foram cortados em um micr6-
tomo Bright 5040, obtendo-se cortes com 7 um
de espessura, o que possibilitou o ganho de de-
finicdo e clareza nas imagens. Finalmente, co-
raram-se os cortes com hematoxilina de Harris
e eosina amarela (0,25%), seguindo o protocolo
descrito em Bancroft et al. (1996).

Como as diferentes zonas da GO apre-
sentam afinidade com determinados corantes
como o Acido Peri6édico-Schiff (PAS, McManus,
1946) e o Azul Alciano (AB, Haddock, 1948),
relacionados com as suas atividades secretoras
(Hamlett et al.,, 1998a), testes histoquimicos
foram também aplicados nos cortes das GOs de
P. glauca, com o objetivo de se detectar a pre-
senca de glicosaminoglicanos (mucopolissaca-
rideos) nessas estruturas (Bancroft et al.,
1996). No caso da reagdo ser PAS-positiva, o
corte histologico exibe a coloracdo vermelha
(Stoward, 1967), detectando-se a presenca de

glicosaminoglicanos neutros. Ja no caso da rea-
cdo ser AB-positiva, o corte apresenta colora-
¢do azulada, indicando a presenca de glicosa-
minoglicanos 4cidos sulfatados e nao sulfata-
dos. As coloragdes PAS e AB foram efetuadas
em separado nos cortes, com o fim de caracteri-
zar melhor a reacdo positiva ou negativa para
cada reagente. Desta forma as diferentes regi-
Oes foram avaliadas em maior detalhe.

O material histoldgico utilizado no pre-
sente estudo foi extraido das GOs de duas fé-
meas adultas no estigio 3 (maturas nao gravi-
das) e de trés fémeas adultas no estagio 5
(maturas gravidas) (Figura 1) e cujas caracte-
risticas constam na Tabela 2.

Os cortes foram analisados em micros-
copio de luz transmitida, e documentados com
fotomicrografias obtidas com fotomicroscopio
optico binocular OLYMPUS BX50. As anélises
das imagens coradas com HE foram feitas por
meio do software Image Pro Plus. Por sua vez,
na histoquimica as imagens foram captadas
com o software HD digital microscope imager
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da CELESTRON.

Resultados

As GOs de fémeas maturas de P. glauca
(Figura 1, neste caso adulta 3, ou seja, matura
nao gravida, pois ainda nao havia ocorrido a
ovulagdo e o utero se encontrava vazio) apre-
sentam uma morfologia externa peculiar, de
formato aproximadamente triangular invertido
e com duas protuberancias semelhantes a pe-
quenos chifres (Figura 2). Os cortes sagitais
evidenciam diferentes zonas na glandula e que
sdo mais bem evidenciados com a utilizagdo de
um corante histologico especifico, como é o ca-
so da Hematoxilina-Eosina (HE) (Figura 3).
Nesta ultima figura, embora tenha havido todo
um esfor¢co manual de realizar o corte passando
0 mais proximo do eixo central do limen da
glandula, a abertura para o oviduto nao apare-
ceu. Possivelmente houve um desvio no corte,
ou a direita ou a esquerda do eixo central do
limen, e que gerou a nao visualiza¢ao da aber-
tura do oviduto. No entanto, foi possivel obser-
var a localizacao das quatro zonas secretoras da

e

GO. A seguir serao apresentados os resultados
referentes a cada uma das zonas mencionadas.
Como os cortes apresentados nos resultados
foram relativos a fémeas adultas em estagio 5,
nao foi possivel verificar diferencas histoquimi-
cas e histologicas nas diferentes zonas da GO
para as diferentes fases de desenvolvimento.

Morfologia geral
Zona Club

Na zona Club as papilas sdo constituidas
por um tecido conjuntivo frouxo, pobre em va-
sos sanguineos e externamente revestido por
epitélio cilindrico simples ciliado (Figura 4A),
caracterizado pela presenca de uma camada
Unica de células cilindricas de varios tamanhos
e cujos nucleos se apresentam no mesmo nivel.
Ocorrem cilios na regido epitelial e nos tibulos
glandulares dessa Zona (Figura 4B). As papilas
da zona Club parecem menos organizadas, co-
mo reflexo do angulo do corte na GO, a seme-
lhanca do que ocorreu na Figura 3.

Figura 3. Prionace glauca. Sec¢io longitudinal de uma GO (Estagio de maturacao - adulta 5) mostrando a
organizagdo estrutural interna e as diferentes zonas. HE. ZC - Zona Club; ZP - Zona Papillary; ZB - Zona

Baffle; ZT - Zona Terminal; LU - Lamen.
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Figura 4. Corte longitudinal na Zona Club. Fémea adulta 5. Coloraciao HE. Figura A. Imagem da papila e
regido epitelial ciliada. Figura B. Tubulos glandulares com epitélio ciliado. PA - Papila; TG - Tabulos glan-
dulares; TC - Tecido conjuntivo pobre em vasos; C - os cilios do EC - epitélio cilindrico simples.

Zona Papillary zado, e externamente epitélio cilindrico simples
ciliado (Figura 5A). Ali também ocorrem as
glandulas tubulares em grande quantidade e
que sdo também revestidas com o mesmo teci-
do cilindrico simples ciliado (Figura 5B). Vasos

Nesta zona as papilas ja sdo mais defini-
das morfologicamente, mas a histologia é se-
melhante a zona Club, ou seja, internamente
tecido conjuntivo frouxo, fracamente vasculari-

12pm 12pm

Figura 5. Corte longitudinal na Zona Papillary. Fémea adulta 5. Coloracao HE. Figura A. Papila com epi-
télio ciliado. Figura B. Tubulos glandulares com epitélio ciliado. TG - Tabulo glandular; EC - Epitélio cilin-
drico simples ciliado; TC - Tecido conjuntivo fracamente vascularizado; VS - Vaso sanguineo; CI - Cilios; PA
- Papila da zona Papillary.
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sanguineos sdo também visualizados no tecido
conjuntivo frouxo.

Zona Baffle

O revestimento epitelial das lamelas
apicais é do tipo cilindrico simples ciliado, pois
ocorre apenas uma camada de células, tendo
cada célula, por defini¢ao, contato com a super-
ficie (Figura 6A). Na zona Baffle ha também a
presenga de glandulas tubulares que sao reves-
tidas desse epitélio cilindrico simples ciliado,

constituido por células granulares secretoras,
intercaladas com células colunares ciliadas
(Figura 6B). Cada tabulo é rodeado por uma
membrana basal e tecido conjuntivo fracamen-
te vascularizado. Nao ocorre tecido muscular
liso ou células mioepiteliais na parede desses
tabulos (Figura 6B).

Nos cortes realizados em uma fémea
adulta 5, foi observada intensa atividade secre-
tora (Figura 6B), indicando que a fémea matu-
ra de P. glauca em questdo se apresentava na
fase ovulatoria.

Figura 6. Corte longitudinal na Zona Baffle. Fémea adulta 5. Coloragdo HE. Figura A. Papilas revestidas
pelo epitélio ciliado. Figura B. Ttubulos glandulares revestidos pelo epitélio ciliado no limen. TG - Tabulos
glandulares; ES - Espinerete; EC - Epitélio cilindrico simples ciliado; PA - Papilas da zona Baffle; TC - Teci-
do conjuntivo fracamente vascularizado.

Zona Terminal

O tecido epitelial na zona Terminal é do
tipo simples colunar e ciliado, tanto na regiao
luminal como glandular (Figura 7A). Tal epité-
lio foi observado em todas as zonas da GO de P.
glauca. O preenchimento nessa zona também é
de tecido conjuntivo fracamente vascularizado
(Figuras 7A e 7B). Na fémea adulta 5 foi obser-
vado esperma na zona Terminal. Este foi ob-
servado como uma massa de filamentos corada
de roxo, localizada no limen dos tibulos glan-
dulares (Figura 7B).

Histoquimica
Acido Periédico-Schiff (PAS)
Zona Club

A reacdo com o corante PAS foi positiva
apenas na regiao glandular, onde estdo os tibu-
los secretores, havendo a coloracgio tipica ma-
genta, indicativo da presenca de glicosamino-
glicanos neutros (Figura 8A). No tecido conjun-
tivo fracamente vascularizado, a reac¢ao foi ne-
gativa. No epitélio cilindrico simples ciliado da
regidao glandular, as células PAS+ sdo granulo-
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Figura 7. Corte longitudinal na Zona Terminal. Fémea adulta 5. Coloraciao HE. Figura A. Regiao luminal
revestida de epitélio ciliado e tabulo glandular também com células ciliadas no epitélio. Figura B. Ttubu-
los glandulares revestidos de epitélio ciliar, armazenando “tufos” de esperma. S - Esperma; PA - Papila. TG
- Tabulos glandulares; TC - Tecido conjuntivo fracamente vascularizado; TE - Tecido epitelial simples co-
lunar e ciliado; CI - Cilios. O esperma, armazenado na zona Terminal, ocorre sob a forma de filamentos
escuros no limen dos tabulos glandulares.

sas, com nucleos grandes basais, cheias de vesi- nao atingem a superficie, mas todas se apoiam
culas e possuem cilios em suas extremidades. sobre a membrana basal, que foi PAS- (Figura
No epitélio cilindrico simples, algumas células 8B).

Figura 8. Histoquimica efetuada na Zona Club da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P. glauca.
PAS+ foi a regido glandular (GL). Figura A. Papilas e tabulos glandulares revestidos com epitélio ciliado.
Figura B. Tabulos glandulares revestidos com epitélio ciliado no limen. Tecido conjuntivo fracamente
vascularizado (TC), regido epitelial (RE) e a membrana basal foram PAS-.
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Zona Papillary

Nesta zona o corante PAS atuou de ma-
neira semelhante a zona Club, ou seja, a reacao
foi PAS+ apenas na regiao glandular e PAS- na
regido epitelial, no tecido conjuntivo fracamen-

Figura 9. Histoquimica efetuada na Zona Papillary da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P.

te vascularizado e na membrana basal (Figuras
9A e 9B). As células do tecido cilindrico simples
ciliado coraram positivamente ao redor dos
tabulos glandulares (Figura 9B). Também nes-
sas células a atividade secretora € intensa pela
presenca de granulos e vesiculas.

>’ s = J
% A4 « 25 -
s 8 0 LB : & 7=

N P

glauca. PAS+ foi a regido glandular (GL). Figura A. Papilas e tibulos glandulares revestidos com epitélio
ciliado. Figura B. Tabulos glandulares revestidos com epitélio ciliado no limen. Tecido conjuntivo fraca-
mente vascularizado (TC), regiao epitelial (RE) e membrana basal foram PAS-.

Zona Baffle

Nesta zona, a reacao foi totalmente
PAS-, ou seja, tanto na regido epitelial como na
glandular (Figuras 10A e 10B). No tecido con-
juntivo fracamente vascularizado, bem como na
membrana basal a reacdo também foi PAS-
(Figuras 10A e 10B). Nesta zona portanto, nao
se observou atividade secretora de glicosamino-
glicanos neutros (Figura 10B).

Zona Terminal

Da mesma forma que na zona Baffle, a
reacao foi PAS- na zona Terminal (Figuras 11A
e 11B). Mesmo os feixes de espermatozoides
nos tibulos glandulares apresentaram a reacao
PAS- (Figuras 11B). Também no tecido conjun-
tivo fracamente vascularizado e na membrana
basal a reacdo foi PAS- (Figura 11B). Portanto

nao ha sinais de secregdo de glicosaminoglica-
nos neutros nessa zona.

Azul alciano (AB)
Zona Club

Nesta zona a colorac¢ao foi AB+ nas regi-
Oes epitelial e glandular (Figura 12A e B). Ape-
nas a zona apical das células do tecido cilindri-
co simples ciliado foi AB+ (Figura 12B). A rea-
¢do AB+ foi indicativa de atividade secretora de
Glicosaminoglicanos Acidos (sulfatados e nio
sulfatados).

Zona Papillary

Fenomeno semelhante foi observado
nesta zona, ja que a coloracdo foi AB+ na regido
glandular e gradativamente AB+ na regiao epi-
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Figura 10. Histoquimica efetuada na Zona Baffle da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P. glau-
ca. Figura A - Papilas e tabulos glandulares revestidos de epitélio cilindrico ciliado. Figura B - Ttabulos glan-
dulares revestidos de epitélio ciliado no limen. Regides PAS- foram a regido epitelial (RE), a regido glandu-
lar (GL), tecido conjuntivo fracamente vascularizado (TC) e membrana basal. Nao houve reacdo PAS+.

Figura 11. Histoquimica efetuada na Zona Terminal da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P.
glauca. Figura A. Regido epitelial e tibulos glandulares cobertos com epitélio cilindrico ciliado. Figura B.
Tabulos glandulares revestidos com epitélio cilindrico ciliado e armazenando “tufos” de espermatozoides.
Regites PAS- foram a regifo epitelial (RE), a regido glandular (GL), o tecido conjuntivo fracamente vascula-
rizado (TC), a membrana basal e os espermatozoides (S). Nao houve reagcdo PAS+.
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Figura 12. Histoquimica efetuada na Zona Club da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P. glauca.
Figura A. Papilas cobertas com epitélio cilindrico ciliado. Figura B. Tabulos glandulares com epitélio ci-
lindrico ciliado no lamen. Reagdo AB+ foi na regiao epitelial (RE) e zona glandular (GL). Tecido conjuntivo
fracamente vascularizado (TC) e membrana basal foram AB-.

telial, no sentido externo e interno das papilas
(Figura 13A). Neste ultimo caso, este fen6meno
parece estar associado a um artefato de desco-
lamento do tecido glandular, devido ao proces-

—

Figura 13. Histoquimica efetuada na Zona Papillary da glandula oviducal de uma fémea adulta 5 de P.
glauca. Figura A. Papilas e tabulos glandulares cobertos com epitélio cilindrico ciliado. Figura B. Tabu-
los glandulares revestidos com epitélio cilindrico ciliado no limen. Reacdo AB+ ocorreu na zona glandular
(GL). Na regiao epitelial (RE) houve gradacio na intensidade da coloragao e, portanto, foi gradualmente
AB+ no sentido externo-interno das papilas. Tecido conjuntivo fracamente vascularizado (TC) e membrana
basal foram AB-.

samento. Nos tubulos glandulares, apenas a
zona apical das células do tecido cilindrico sim-
ples ciliado foi AB+ (Figura 13B). O tecido con-
juntivo fracamente vascularizado e a membra-

o
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na basal foram AB- (Figuras 13A e 13B) .

Zona Baffle

Neste caso a reacao foi AB- desde a regi-

—

3o epitelial (limen da GO), tecido conjuntivo
fracamente vascularizado e membrana basal
(Figuras 14A e 14B). A reacdo também foi AB-
na regiao glandular (Figura 14 B).

50 um
—

Figura 14. Histoquimica efetuada na Zona Baffle da glandula oviducal de uma fémea
adulta 5 de P. glauca. Figura A - Papilas e tabulos glandulares. Figura B - Tabulos glan-
dulares. Reacdo foi AB- na regiao epitelial (RE), no tecido conjuntivo fracamente vascula-
rizado (TC) e na membrana basal. Foi também AB- na regiao glandular (GL).

Zona Terminal

Nao houve reacio AB+ nas zonas epite-
lial e glandular, onde ha o tecido colunar sim-
ples e ciliado (Figura 15A). As secrecbes dentro
dos tdbulos, “banhando” os espermatozoides
também ndo sofreram reacao AB+ (Figura
15B).

Uma sintese dos experimentos de histo-
quimica é apresentada na tabela 3.

Como os melhores cortes obtidos para a
analise histologica e histoquimica foram ape-
nas de fémeas adultas em estagio 5, nao foi
possivel avaliar e demonstrar, se existentes, as
diferencas na estrutura histolégica e secretora
da GO entre estados de maturacao.

Discussao

Estudos histoldgicos sobre a GO em tu-
barGes-azuis ja foram previamente realizados
por alguns autores (Stevens, 1974, Pratt, 1979,
1993, Rangel et al., 2015). Entretanto, este é o
primeiro envolvendo a histoquimica na GO
desta espécie. Apesar do pequeno nimero de
amostras obtidas (5), como o objetivo deste
trabalho foi de apenas caracterizar a estrutura e
funcdo da GO desta espécie e ndo de conhecer
todo o ciclo reprodutivo e as possiveis variagoes
histologicas/histoquimicas entre as fémeas do
mesmo ou de diferentes estados de maturidade
sexual, este tamanho amostral foi suficiente.

A comparagido da histoquimica da GO
entre os diferentes modos reprodutivos obser-
vados (Tabela 4), evidenciou para a zona Club
das espécies viviparas analisadas, reacdo PAS+
nas regioes epiteliais e glandulares, embora
esta tenha sido apenas AB+ na regiao glandular
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Figura 15. Histoquimica efetuada na Zona Terminal da glandula oviducal de uma fémea
adulta 5 de P. glauca. Figura A. Regido epitelial e tabulos glandulares. Figura B. Tabu-
los glandulares com armazenamento de “tufos” de espermatozoides no limen. Reacio nao
foi AB+ na regiao epitelial (RE) e na regido glandular (GL). Os espermatozoides (S), bem
como as secrec¢oes dentro dos cistos que os armazenam também nao apresentaram reacao

AB+.

de P. glauca e AB- em ambas as regides de M.
antarcticus. Na zona Club de P. glauca ha, por-
tanto, a producdo de aglcares neutros, acidos
(sulfatados e nao sulfatados) e sialoglycoprotei-
nas e em M. antarcticus apenas aglicares neu-
tros. Essa diferenca entre ambas espécies vivi-
paras quanto a rea¢ao ao AB possivelmente es-
teja relacionada com a diferenca na viviparida-
de entre as espécies (placentada - P. glauca;
aplacentada - M. antarcticus). Nas espécies
oviparas, como € o caso de C. milii, S. canicula
e S. bonapartii as células secretoras na zona
Club produzem uma mistura de material secre-
tor AB+ e PAS+. (Rusaouén, 1976, Smith et al.,
2004, Galindez et al., 2010).

Na zona Papillary de P. glauca a reacao
foi PAS+ e AB+ apenas na regiao glandular. Em
M. antarcticus, outra espécie vivipara, porém
aplacentada, a reacdo foi PAS+ e AB- em ambas
regides (Storrie et al., 2008) (Tabela 4). Essas
diferencas na reacdo ao PAS e AB possivelmen-
te se expliquem pelas distintas modalidades de
viviparidade. Por sua vez nas espécies oviparas
houve positividade ao AB nas duas regides para
S. bonapartii, C. milii e S. canicula (Knight et

al., 1996, Smith et al., 2004, Galindez et al.,
2010). Entretanto a reacdo foi PAS+ apenas em
S. bonapartii (Tabela 4). Portanto, ocorrem
diferencas interespecificas nas reagbes ao co-
rante PAS dentro do grupo dos condricteos ovi-
paros.

A morfologia das zonas Club e Papillary
em P. glauca foram semelhantes a de M. an-
tarcticus, espécie vivipara nao placentaria, com
diferencas no formato e numero de tabulos
glandulares (Storrie et al., 2008). Geralmente a
zona Club é conhecida como “Zona de produ-
¢do de Albumina” e a zona Papillary como
“Zona de produgdo de Muco” (Hamlett et al.,
1998a, Hamlett & Koob, 1999). De acordo com
Pratt (1979) a zona Papillary no tubarao-azul é
ausente quando imaturo, ou reduzida em ma-
turagdo. Rangel et al. (2015) observou que a
largura dessa zona varia de acordo com o ciclo
reprodutivo, sendo visualizada em fémeas nos
estagios iniciais de gravidez, como foi o caso do
presente estudo. O material secretado nas duas
zonas basicamente é composto de mucopolissa-
carideos neutros, havendo, entretanto, uma
variacdo na composicdo quimica em funcao do
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Tabela 3. Resultados dos testes de histoquimica aplicados a glandula oviducal de fé-
meas maturas de P. glauca. PAS - Acido Periédico-Schiff; AB - Azul alciano.

Glandula oviducal Reacio ao corante
(Zonas) PAS AB
(1) Zona Club

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico simples ciliado - +
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
(b) Regiao glandular
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
Epitélio cilindrico simples ciliado + +

Membrana basal - -

(2) Zona Papillary

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico simples ciliado - -
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -

(b) Regiao glandular

Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
Epitélio cilindrico simples ciliado + +
Membrana basal - -

(3) Zona Baffle

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico simples ciliado - -
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
(b) Regiao glandular
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
Epitélio cilindrico simples ciliado - -

Membrana basal - -

(4) Zona Terminal

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico simples ciliado - -
Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -

(b) Regiao glandular

Tecido conjuntivo fracamente vascularizado - -
Epitélio cilindrico simples ciliado - -
Membrana basal - -

Espermatozoides - -
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modo reprodutivo da espécie, ou seja, em M.
antarcticus (vivipara aplacentada) nao houve
reacdo AB+ tanto na zona Club como Papillary,
diferente de P. glauca (vivipara placentada)
que apresentou reacdo AB+ nas regides glandu-
lares, porém PAS- na regido epitelial da zona
Papillary (Hamlett et al., 2005, Moura et al.,

2011). Na raia U. jamaicensis, espécie matro-
trofica com leite uterino, segundo La Marca
(1961) a zona anterior da GO apresenta tubulos
secretores PAS+. Neste caso, os tabulos nao
secretam gelatina, ndo havendo, portanto, zo-
nas Club ou Papillary (Hamlett et al., 2005)
(Tabela 4).

Tabela 4. Comparacio da histoquimica aplicada nas GOs de elasmobranquios com diferentes modos re-
produtivos.

Espécie P.glauca M. antarcticus S.bonapartii  C.milii  S. canicula U. jamaicencis
Presente Storrie et al. Galindezet  Smithet Knight et Hamlett et
Fonte
estudo (2008) al., 2010 al., 2004 al., 1996 al., 1998a
Viviparidade Viviparidade Matrotrofia ¢/

Modo reprodutivo Oviparidade Oviparidade Oviparidade

placentaria  aplacentaria leite uterino

Reacdoaocorante PAS AB PAS AB PAS AB PAS AB PAS AB PAS
(1) Zona
(1) Zona Club anterior!
. er qs (2) Zona
(a) Regiao epitelial posterior

Epitélio cilindrico sim-
ples ciliado

(b) Regiio glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(2) Zona Papillary
(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regiio glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(3) Zona Baffle

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regiao glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(4) Zona Terminal

(a) Regiao epitelial

Epitélio cilindrico

simples ciliado

(b) Regiio glandular

Epitélio cilindrico

simples ciliado

Espermatozoides - -

1 Nao ocorre zonas Club, Papillary e Terminal. Zona Baffle sem papilas.
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Na zona Baffle das espécies oviparas,
nao foi detectada a presenca de reacido positiva
aos corantes. No tubardo-azul, o fendémeno foi
semelhante (Tabela 4). Entretanto, em P. glau-
ca por ser uma espécie vivipara placentada, nao
ha a necessidade da secrecao de uma verdadei-
ra “casca”, mas apenas de um envoltério mem-
branoso e quase transparente, ao contrario das
espécies oviparas (Hamlett & Koob, 1999). Ja o
material da casca do ovo da quimera C. milii é
semelhante a um polimero de cristal liquido.
Em S. canicula, espécie ovipara, a casca do ovo
é composta de fibrilas de colageno (Knight et
al., 1996). Em S. bonapartii, espécie ovipara
costeira, a zona Baffle também foi PAS- e AB-
tanto na regido epitelial como glandular, haja
vista a auséncia da secrecao de carboidratos
(Galindez et al., 2010). Na zona Baffle de C.
milii, a superficie das lamelas é composta de
epitélio colunar simples ciliado, da mesma for-
ma que em P. glauca. Por sua vez, na raia U.
jamaicensis, a zona Baffle ndo apresenta papi-
las, perdendo-se a capacidade de produzir al-
gum tipo de capsula (Hamlett et al., 1996,
1998a, 1999a, 1999b, Spieler et al., 2013).

Finalmente para a zona Terminal do
tubarao-azul nao houve reacdo AB+ nas duas
regioes e nos espermatozoides. Por sua vez, nas
espécies oviparas houve reacoes PAS+ e AB+,
nas regioes glandulares (Tabela 4). Knight et al.
(1996) e Gilbert et al. (1968) consideram que
este fendmeno nas oviparas possa se explicar
pela capacidade que os tibulos glandulares te-
riam de secretar substincias nutritivas aos es-
permatozoides e que reagem positivamente a
esses corantes. No caso das regides epiteliais,
dependendo da espécie, a reacdo foi PAS-
(Tabela 4). Em C. milii a reacao foi também
AB+ nos espermatozoides (Smith et al., 2004).
Nessa espécie ovipara, apenas glandulas tubu-
lares estdo dispersas na zona Terminal, onde
desempenham duas funcGes: (1) armazenar
esperma e (2) producao de finos pelos que re-
cobrem o lado externo da capsula do ovo
(Smith et al., 2004). Esses tabulos sdo compos-
tos de células colunares curtas ciliadas a seme-
lhanca do que ocorre em P. glauca. Concentra-
¢cOes de esperma sdo encontradas nas regides
mais profundas desses tabulos em C. milii, ca-

racterizados por células secretoras (AB+)
(Smith et al., 2004). Na raia ovipara, S. bona-
partii, a zona Terminal serve como depésito de
esperma nos tabulos da regiao glandular. Neste
caso a histoquimica foi PAS+ e AB+ tanto na
regido epitelial como glandular, havendo, por-
tanto, a secrecdo de glicosaminoglicanos neu-
tros e acidos (Galindez et al., 2010). Em P.
glauca essa zona esti apenas relacionada com
o armazenamento de esperma e com alguma
secrecao final da membrana que envolve o em-
brido.

No presente estudo uma fémea adulta
gravida em estagio 5 (Colonello et al., 2011) foi
observada em dezembro de 2004 inseminada,
ou seja, com esperma na zona Terminal da GO,
como massas de filamentos coradas de roxo,
localizadas na regido glandular. A presenca de
espermatozoides na GO dessa espécie é fre-
quente, e também foi detectada por Pratt
(1979) em 49% das fémeas analisadas em um
periodo de trés anos. Por sua vez, Hazin (1991)
encontrou esperma em 86% das fémeas obser-
vadas (20 na fase pré-ovulatoéria, trés na pos-
ovulatoria, duas subadultas e 13 gravidas).
Storrie et al. (2008) encontraram ao longo do
ano esperma armazenado nas GOs de fémeas
de M. antarcticus imaturas, maturas nao-
gravidas, gravidas e poOs-parto. Moderadas
quantidades de esperma foram observadas em
fémeas adultas gravidas, em fase pos-ovulatoria
por Rangel et al. (2015). A sazonalidade do ci-
clo reprodutivo ira estabelecer o momento em
que o esperma sera armazenado (Rangel et al.,
2015). No caso desta espécie, a primavera-
verao seria a época na costa sul do Brasil
(Amorim, 1992).

A ocorréncia de glandula oviducal em
diferentes espécies de tubardes pelagicos, como
é o caso do tubarao-azul, P. glauca, seria uma
adaptacdo evolutiva a um estilo de vida migra-
torio, e densidades populacionais baixas (Pratt,
1993). Neste caso, o tempo de residéncia do
esperma nas glandulas oviducais seria da or-
dem de semanas a meses, com o esperma fraca-
mente “empacotado” nos tubulos secretores,
com as cabecas posicionadas no sentido
“contracorrente”, bem como afastados da saida
para o limen central. Os espermatozoides nos
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tubaroes, dependendo da espécie, podem ficar
armazenados nas glandulas oviducais em um
periodo de dias, meses a alguns anos, antes de
fecundarem os ovocitos. No tubardo-azul o
tempo de armazenamento de esperma é relati-
vamente curto, se comparado a S. retifer, cujo
periodo de armazenamento pode ultrapassar os
dois anos. Ja em M. antarcticus seria de 13 me-
ses (Castro et al., 1988, Storrie et al., 2008).

Com as informacgdes obtidas na Tabela 4
nao foi possivel estabelecer um padrao histo-
quimico que diferenciasse as espécies viviparas

das oviparas. Ao que tudo indica, existem rea-
cOes positivas ou negativas aos corantes, de-
pendendo do modo reprodutivo, da espécie,
zona e regiao dentro da glandula.

Ao comparar a histoquimica da GO de
P. glauca com outras espécies viviparas (Tabela
5), de inicio se observa que nas zonas Club e
Papillary as secrec¢oes produzidas nos tabulos
glandulares apresentam positividade ao PAS,
ou seja, sao muccinas neutras. Isso ja havia si-
do observado por Hamlett et al. (2002a) em
outra espécie vivipara placentada, como é o

Tabela 5. Comparacao da histoquimica aplicada nas GOs de elasmobranquios viviparos. As cores amarelas
representam semelhancas no PAS e as azuis semelhancas no AB.

Espéci Prionace Mustelus Iago Mustelus Etmopterus
spécie . . P .
glauca antarcticus omanensis schmitti spinax
Fonte Presente Storrie et al. Hamlett et al. Elias Porcu et al.
estudo (2008) (2002b) (2015) (2015)
Modo reprodutivo V1v1par1c,1a.de V1V1par1d,a<_ie V1v1par1@a_de Vlwparld’ade V1V1par1d,a<_ie
placentaria aplacentaria placentaria  aplacentaria aplacentaria

Reacdo ao corante PAS AB PAS

AB PAS AB PAS AB PAS AB

(1) Zona "Clubdb"

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regido glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(2) Zona "Papilar"
(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regiao glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(3) Zona "Baffle"

(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regiao glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(+ na (+ na
regiao regiao
caudal caudal
da GO) da GO)

(4) Zona "Terminal"
(a) Regiao epitelial
Epitélio cilindrico
simples ciliado

(b) Regidao glandular
Epitélio cilindrico
simples ciliado
Espermatozoides - -
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caso de Iago omanensis. Por outro lado, P.
glauca (viviparo placentado) e Mustelus sch-
mitti (viviparo aplacentado) apresentaram em
comum também positividade ao AB na zona
Club, o que indicou também secrecoes de muc-
cinas acidas nos seus tubulos glandulares. Na
zona Papillary houve apenas positividade ao
AB nos tabulos glandulares de P. glauca e nas
regides mais caudais dessa zona em I. omanen-
sis e M. schmitti (Tabela 5). Percebe-se, pois,
que mesmo entre as espécies viviparas ocorrem
pequenas diferencas nas composi¢des quimicas
das secrecOes, possivelmente como resultado
das variacOes interespecificas da viviparidade
(Elias 2015), bem como pelo fato de algumas
serem placentadas (P. glauca, Iago omanensis)
e outras nao (Mustelus antarcticus, M. schmitti
e Etmopterus spinax) e possivelmente haver
diferencas na constituicdo quimica das gelati-
nas produzidas (Hamlett et al., 2002a). Na zo-
na Baffle em geral, para as espécies viviparas
nao foi detectada reagdo positiva tanto para o
PAS, quanto o AB, com excecdo de Etimopterus
spinax (Porcu et al., 2015), onde foi observado
acimulo de materiais secretores PAS+ e PAS-
na regido mais profunda dos tabulos glandula-
res, proximo ao tecido conectivo. Uma caracte-
ristica comum em espécies viviparas é a redu-
cdo da cobertura do ovo a uma membrana flexi-
vel, como é o caso dos géneros Mustelus, Squa-
lus, onde essa membrana apresenta o formato
de uma “vela” e rodeando os embrides (Serra-
Pereira et al., 2011). Na zona Terminal os epi-
télios de M. schmitti e E. spinax foram AB+,
produzindo muccinas sulfatadas acidas (Tabela
5). Ja no caso de P. glauca, nao houve reacao
positiva aos corantes PAS e AB nessa regiao. A
positividade ao PAS foi observada na regiao
epitelial de I. omanensis e nos tabulos glandu-
lares dessa zona em I. omanensis e E. spinax.
Os espermatozoides coraram AB+ e PAS+ em
E. spinax, porém nao reagiram positivamente a
esses corantes em P. glauca.

Foram constatados problemas com a
coloracdo de PAS, uma vez que em zonas espec-
taveis de haver uma reagdo positiva (e.g. zona
Club e Papillary), nao é apresentada a cor ma-
genta caracteristica. Uma possivel explicacao
para esse problema, embora tenham sido feitas

novas tentativas para corrigir isso, por meio de
novas coloracbes em diferentes laminas, seja
devido a validade ou qualidade do corante utili-
zado no procedimento histoquimico. A colora-
cdo PAS é muito sensivel a qualidade dos rea-
gentes, devendo ter especial atencao com a vali-
dade dos reagentes e se necessario ensaiar com
reagentes de diferentes fabricantes, pois pode
levar a melhores resultados. Nas imagens apre-
sentadas também se observa uma desidratagao
severa dos tecidos devido ao processamento.
Lamentavelmente esses fatores limitaram a
qualidade dos resultados histoquimicos com a
coloracgio PAS e futuramente havera de se con-
siderar cuidadosamente a qualidade do corante
bem como na maneira em que ¢é feita a desidra-
tacdo progressiva em banhos com alcool etilico
de concentracio crescente (70%, 90% e 100%),
para assim nao danificar os tecidos.

A arquitetura e o desenvolvimento da
glandula estdo relacionados com a espécie, o
modo reprodutivo, estdgio de maturidade, e a
época do ano (Hamlett et al., 1998a, Galindez
et al., 2010, Serra-Pereira et al., 2011). No caso
de P. glauca, a GO é semelhante a de outros
elasmobranquios viviparos, como é o caso de
Squalus acanthias, Mustelus antarcticus e M.
canis e os cacoes-anjo do género Squatina
(Capapé et al., 1990, Conrath, 2000, Hamlett et
al., 2002a, Hamlett et al., 2005, Storrie et al.,
2008), ou seja, morfologia externa simétrica,
com duas protrusoes nas superficies anteriores
laterais (Rangel et al., 2015), dando-lhe um
formato de “coracdo”. Neste caso, a zona Baffle
apresenta menos fendas transversais, se com-
parado aos oviparos, pois a cobertura do ovo é
reduzida a uma membrana flexivel que rodeia
os embrides e desaparece antes do parto. Por
sua vez, nas raias elétricas viviparas da familia
Narcinidae se observa auséncia da GO (Prasad,
1945). Em outra espécie vivipara, Urobatis ja-
maicensis (Hamlett et al., 1998a) a GO nao
apresenta as quatro zonas tradicionais (Club,
Papillary, Baffle e Terminal), mas apenas du-
as, e os tubulos nao secretam gelatina ou mate-
rial da capsula ovigera. Adicionalmente para o
viviparo tubardo-baleia Cetorhinus maximus,
nao ha divisdes evidentes na GO e secregoes de
envoltorios sobre os embrides (Mattews, 1950,
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Hamlett et al., 1998a, 2002a, Storrie et al.,
2008, Moura et al., 2011).

No caso das espécies oviparas, como as
raias Raja clavata (Serra-Pereira, et al., 2011),
R. erinacea (Knight et al., 1996), R. eglanteria
(Hamlett et al., 1998a), Sympterygia bonapar-
tii (Galindez et al, 2010), o cacdo-gato
Scyliorhinus canicula (Knight et al., 1996) e o
holocéfalo Callorhynchus milii (Smith et al.,
2004), estas apresentam as maiores GO em
Chondrichtyes, com maior nimero de fendas
transversais na zona Baffle, para assim produ-
zir uma cipsula ovigera mais grossa (Nalini,
1940, Knight et al., 1993, Hamlett et al., 1998a,
Hamlett et al., 2005). As zonas Club, Papillary,
Baffle e Terminal se mantém, porém, a morfo-
logia das capsulas ovigeras diferem. A GO das
raias oviparas quando maturas se assemelham
morfologicamente a um “feijao” (Serra-Pereira
et al., 2011). Ja no caso da quimera C. milii,
durante a época da postura das capsulas ovige-
ras, a GO aumenta de tamanho e suas margens
laterais expandidas se fundem com o ttero
(Smith et al., 2004). Serra-Pereira et al. (2011)
observaram que o tamanho da glandula ovidu-
cal em R. clavata aumenta com a maturidade,
sendo que toda a morfometria (largura, altura e
espessura) foi estatisticamente distinta entre os
estagios de maturidade. Também se observou
variacao no tamanho da GO em fémeas do mes-
mo tamanho.

Em termos histologicos, o epitélio cilin-
drico simples ciliado que recobre as paredes do
lamen da glandula oviducal nos tubaroes-azuis,
se assemelhou ao encontrado na zona Terminal
do cagdo Mustelus antarcticus (viviparo apla-
centado), em M. canis (viviparo placentado),
nas GOs das raias emplasto Sympterygia acuta
e S. bonapartii, na raia de espordo Raja clava-
ta, na quimera C. milii e no tubarao gato S. ca-
nicula, que por sua vez sdo espécies oviparas
(Hamlett et al., 1998a, Smith et al., 2004, Stor-
rie et al., 2008, Galindez & Estecondo, 2008,
Galindez et al.,, 2010, Serra-Pereira et al.,
2011). Esse epitélio apresentou uma grande
atividade secretora conforme observado em
varias técnicas histoquimicas em mamiferos
(Ross et al., 1993), elasmobranquios (Smith et
al., 2004, Serra-Pereira et al., 2011) e constata-

do no presente estudo pela sua positividade ao
PAS nas regites glandulares das zonas Club e
Papillary e pela positividade ao AB na regiao
epitelial da zona Club (secre¢cdo de mucopolis-
sacarideos acidos) e nas regides glandulares
das zonas Club e Papillary. O PAS ¢ indicativo
de muccinas neutras e glicogénio (Bancroft et
al., 1996), sendo estes geralmente epiteliais. As
células PAS+ sdo mais granulosas, com nucleos
grandes, basais e cheias de vesiculas, com fun-
coOes secretoras e cilios. Rangel et al. (2015)
também observaram a presenca de células ci-
lindricas ciliadas e secretoras nas diversas zo-
nas da GO do tubarao azul, tanto nas regioes
epiteliais como glandulares, porém sem ter rea-
lizado ensaios com histoquimica, mas apenas
coloragdo com HE.

Segundo Amorim (1992) o tubarao-azul
no sul do Brasil copula na primavera-verao, ou
seja, entre os meses de novembro a marco. Isto
foi confirmado no presente estudo pela presen-
ca de marcas de copula em duas fémeas em ja-
neiro de 2008 e em outras duas no més de de-
zembro de 2015.

No presente estudo, além do ganho na
experiéncia de conhecer um pouco da histolo-
gia e histoquimica da GO de P. glauca e poder
compara-las com outras espécies de elasmo-
branquios e seus modos reprodutivos distintos,
conclui-se que ha necessidade de mais estudos
de histoquimica nas GOs das diferentes espé-
cies de elasmobranquios, com o objetivo de en-
tender a composicdo quimica das secregoOes
produzidas nas diferentes zonas ao longo da
filogenia e ontogenia desse grupo de vertebra-
dos. Também é sugerida microscopia eletronica
para estudar a ultraestrutura de cada uma das
células em cada uma das regiées na GO do tu-
bardo-azul e de outras espécies de peixes carti-
laginosos.
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