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RESUMO

VARGAS, Rosilene Freire. Caracterizacdo morfologica da traqueia e pulméo de
Podocnemis expansa (Podocnemidae, Chelonia). 2015. 46p. Dissertagdo (Mestrado em
Biologia Animal). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2015.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar a traqueia e pulmdo da espécie Podocnemis
expansa,utilizando-se a analise macroscopica, a microscopia estereoscopica e a microscopia
de luz. A P. expansa possui alto potencial para a exploragdo zootécnica com alto valor
econémico de sua carne e seus subprodutos, 0 que ocasionou uma caca predatoria e com isso
esse animal desapareceu de muitos rios, surgindo assim, o interesse por sua criagdo em
cativeiro. Para este estudo, foram utilizados cinco tartarugas machos adultos doados de um
criadouro comercial, os mesmos foram eutanasiados e a traqueia e os pulmdes removidos.
Estes 6rgdos foram clivados e imediatamente fixados por imersdo em formol neutro
tamponado a 10% e/ou liquido de Bouin. Depois disso, os fragmentos foram processados de
acordo com a técnica padrdo histolégica para inclusdo em parafina. Ap6s a microtomia 0s
cortes foram submetidos a técnicas de coloragdo, como a hematoxilina-eosina, tricrémico de
gomori e alcian blue (AB) em pH 2,5. A microscopia de luz revela que a traqueia e 0s
brénquios extrapulmonares sdo longos e apresentam formato cilindrico, sustentados por uma
série de anéis cartilaginosos. O pulméo de P. expansa possui parénquima semelhante a favos
de mel, formado por um Unico brdnquio intrapulmonar e por trés formas distintas de
trabéculas: primaria, secundaria e terciaria. Assim, o pulmdo apresenta-se como um 6rgdo
esponjoso sem lobulacdo, altamente vascularizado e multicameral. A analise histolégica
mostrou que a tragueia € revestida por um epitélio respiratorio do tipo pseudoestratificado
cilindrico ciliado com células caliciformes, sustentados por uma lamina prépria, seguida de
uma peca de cartilagem hialina e de uma camada serosa. A camada submucosa ndo foi
observada. Assim, 0 muco que mantém a mucosa respiratdria umedecida é elaborado apenas
pelas células caliciformes do epitélio. No pulmao as trabéculas primarias sao revestidas por
um epitélio pseudoestratificado composto por células ciliadas, mucossecretoras e basais. Na
superficie luminal das trabéculas secundarias se observa a mudanca progressiva do epitélio
pseudoestratificado para o epitélio pavimentoso simples tipico de troca gasosa. As trabéculas
terciarias sdo revestidas por dois tipos celulares, o pneumdcito tipo I, responsavel pelas trocas
gasosas, e 0s peneumdcitos tipo Il, relacionados com a producao de surfactantes.

Palavras-chave: Tartaruga da Amazonia, Queldnios, Histologia, Sistema Respiratério.
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ABSTRACT

VARGAS, Rosilene Freire. Morphological characterization of the trachea and lung of
Podocnemis expansa (Podocnemidae, Chelonia). 2015. 46 p. Dissertation (Master’s Degree
in Animal Biology). Institute of Biology, Rio de Janeiro Federal Rural University,
Seropédica, RJ. 2015.

This study was carried out to characterize the trachea and lung of the giant South American
turtle, Podocnemis expansa. For this purpose, macroscopy, stereoscopic microscopy and light
microscopy were used. This species was chosen because of its potential for zootechnical
exploitation and the high value of its meat and byproducts, which have caused overhunting
and thus interest in commercial breeding. Five adult male turtles were examined, donated by a
commercial breeder. The specimens were euthanized and the trachea and lungs were removed
and cut into 5-mm thick fragments and immediately fixed by immersion in neutral formal
buffered to 10% and/or Bouin’s fluid. After that, the fragments were processed according to
the standard histological technique for embedding in paraffin. The sections were stained with
hematoxylin-eosin, Gomori’s trichrome and Alcian blue (AB) at pH 2.5. The trachea and
extrapulmonary bronchi are elongated and cylindrical, supported by a series of cartilaginous
rings. The lung of P. expansa has a parenchyma in the shape of a honeycomb, formed by a
single intrapulmonary bronchus and three distinct types of trabeculae: primary, secondary and
tertiary. Therefore, the lung is a spongy, highly vascularized and multi-chambered organ
without lobules. The histological analysis revealed that the trachea is covered with ciliated
columnar pseudostratified respiratory epithelium with goblet cells, supported by a lamina
propria, followed by a piece of hyaline cartilage and a serosa layer. The trachea of P. expansa
does not have a submucosa layer. Therefore, the mucous that maintains the respiratory
mucosa moist is secreted only by the goblet cells of the epithelium. The primary trabeculae
are covered by a pseudostratified epithelium composed of ciliated, mucous-secreting and
basal cells. On the luminal surface of the secondary trabeculae a progressive change can be
observed from a pseudostratified to a simple squamous epithelium, typical of a structure for
gas exchange. The tertiary trabeculae are covered by two cell types, the type | pneumocytes,
responsible for the gas exchange and peneumdcitos type |1, associated with the production of
surfactants.

Keywords: Giant South American turtle, Chelonians, Histology, Respiratory System.
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1. INTRODUCAO

Os répteis surgiram na Terra aproximadamente ha cerca de 325 milhdes de anos ap0os
um periodo onde os anfibios, por mais de 50 milhdes de anos, foram os maiores animais
viventes fora da &gua. Nos dias de hoje, existem 23 ordens de répteis existentes, apenas quatro
sobreviveram até hoje, estando agrupadas em: Crocodilia (crocodilos, jacarés, aligatores e
gavial), Chelonia ou Testudinata (tartarugas, cagados e jabutis), Squamata (lagartos, serpentes
e anfisbena) e Rynchocephalia (tatuara). Essas ordens sdo bastante distintas, tanto em suas
origens como em sua morfologia (POUGH e col., 2003; HICKMAN e col. 2004).

A maioria dos répteis s consegue sobreviver em um ou em poucos ambientes
distintos, sendo desta forma especialista em habitats. A grande maioria das espécies de
lagartos e serpentes das florestas tropicais brasileiras ndo consegue sobreviver em ambientes
alterados, como pastos, plantacGes de diversos tipos e até de florestas monoespecificas para
extracdo de madeira e celulose, como eucaliptais e pinheirais (MARTINS e MOLINA, 2008).

Além da importancia ecoldgica, varias espécies de répteis possuem também
importancia socioecondmica, como, por exemplo alguns quelénios, por servir de alimento a
populaces humanas. Das serpentes venenosas, seus venenos ddo origem a medicamentos
utilizados amplamente no Brasil e ao redor do mundo (MARTINS e MOLINA, 2008).

Varios estudos tem sido realizados sobre o sistema respiratério de diferentes espécies
de répteis, como crocodilos (SOLOMON e PURTON, 1984; PERRY, 1988). No entanto, a
morfologia do sistema respiratorio da Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) ndo tem sido
amplamente estudado.

A P. expansa, conhecida popularmente como tartaruga gigante ou tartaruga da
Amazonia, tem ampla distribuicdo no rio Amazonas e seus afluentes (LUZ e col. 2003),
sendo o maior queldnio de dgua da doce da América do Sul, podendo ter seu comprimento
superior a 80 cm e a largura acima de 60 cm, até 107 cm de comprimento, pesando em torno
de 60Kg (ANDRADE, 2007).

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi caracterizar a morfologia da traqueia e
pulmdo de P. expansa, a fim de ampliar 0os conhecimentos sobre o seu sistema respiratorio,
para isto utilizamos um microscopio estereoscopico, microscopia de luz de campo claro e a

técnica de imuno-histoquimica para a deteccdo de células de serotonina.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Classe Reptilia: generalidades

A classe Reptilia incluem os primeiros vertebrados a conquistarem independéncia total
do ambiente aquatico, hé cerca de 325 milhdes de anos. 1sso se deu principalmente devido ao
surgimento das trés membranas extraembrionarias (dmnion, corion e alantoide), que evitam a
dessecacdo e promovem protecdo do embrido durante seu desenvolvimento, bem como a
excrecdo de metabdlitos e a respiracdo desse embrido (MARTINS e col., 2012). Além disso,
sobre essas membranas desenvolveu-se uma casca suficientemente porosa para permitir a
passagem de gases respiratorios, mas solida o suficiente para propiciar protecdo contra o
ambiente, além de conter uma grande quantidade de vitelo fornecendo assim, o alimento para
o crescimento do embrido, o que favoreceu aos répteis conquistarem ambientes com escassez
de 4gua (ORR, 1986).

Os répteis atuais compreendem duas linhagens de vertebrados amniotas que se
originaram a partir de tetrapodes semelhantes aos anfibios existentes no final da Era
Paleozbica. Essas duas linhagens sdo os amniotas anapsidos (sem fenestras temporais),
representados pelas tartarugas, e os amniotas didpsidos (duas fenestras temporais),
representados pelos lagartos, cobras, crocodilianos e tuataras (HICKMAN e col., 2004).

Embora reunidos em uma mesma classe, os répteis compreendem pelo menos trés
grupos distintos: os escamados (serpentes, lagartos e anfisbenas), os quelénios (tartarugas,
jabutis e cadgados) e os crocodilianos (crocodilos e jacarés) (MARTINS e col., 2012).

Até dezembro de 2012, sdo reconhecidas 744 espécies de répteis naturalmente
ocorrentes no Brasil: 36 quelbnios, 6 jacarés, 248 lagartos, 68 anfisbenas e 386 serpentes
(SBH, 2014). Desta forma, o Brasil ocupa a segunda colocacdo na relacdo de paises com
maior riqueza de espécies de répteis, ficando atrés apenas da Australia (SBH, 2014).

A classe Reptilia esta amplamente distribuida em todos os continentes, apesar de ndo
ocorrer na Antartida, sendo que sua distribuicdo ocorre principalmente nos tropicos e
subtrépicos (HICKMAN e col., 2004). Isso ocorre devido aos répteis serem animais
ectotérmicos, ou seja, eles dependem de fontes externas de calor para manutencdo da
temperatura corporal (MARTINS e col.,, 2012) e por esse motivo sdo mais diversos e
abundantes nas regides mais quentes (MARTINS e MOLINA, 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Continente
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tr%C3%B3pico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Subtr%C3%B3pico

Em geral, os répteis sdo cobertos com escamas (MADER, 2009). A sua pele consiste
de uma epiderme relativamente delgada que se sobrepdem a derme, ndo havendo tecido
adiposo da hipoderme (PARE, 2006). As escamas sdo formadas em grande parte por
queratina, derivadas principalmente da epiderme, ndo sendo assim, homdlogas as escamas dos
peixes, que sdo estruturas Osseas dérmicas (HICKMAN e col., 2004). A distribuicdo e
disposigcdo dessas escamas sobre o corpo sdo notavelmente consistentes dentro de cada
espécie, sendo elas muitas vezes utilizadas na sistematica como chaves de identificacdo de
répteis. Alem disso, possuem a funcdo de evitar a perda de agua quando esses animais
encontram-se expostos ao sol (PARE, 2006).

Em relacdo a anatomia interna dos répteis é possivel tecer algumas consideragdes (Fig.
1). No sistema digestorio existe pouca variacdo entre os répteis. A cavidade oral se abre para
faringe, a qual segue para o es6fago, que se continua com o estbmago, intestinos delgado e
grosso, ceco, finalizando numa cloaca. Os répteis também possuem um figado bem
desenvolvido. Todos os répteis apresentam dentes, exceto os quel6nios que sdo desprovidos

destes, mas apresentam um bico cérneo, que o auxilia no corte do alimento (PARE, 2006).
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Fig. 1: Visdo geral da anatomia interna de um réptil (Storch e Welsch, 1996; modificado)



As maxilas reptilianas sdo projetadas para um rapido fechamento, mas, uma vez que a
presa é capturada, pouca forca pode ser aplicada. Entre os répteis, os musculos das maxilas
tornam-se maiores, mais longos e organizados para uma melhor eficiéncia mecanica
(HICKMAN e col., 2004).

Os ovérios e testiculos sdo pares nos repteis. No crocodilo, 0os machos em estado
maduros possuem dois testiculos arredondados situados perto dos bordos mediano-ventrais
aos rins. De cada testiculo parte um ducto deferente que se dirige para tras em direcdo a
cloaca, na frente do ureter, unindo-se com o pénis mediano no assoalho ventral da cloaca. Nas
fémeas adultas, dois ovarios estdo dispostos em posi¢do semelhante, proximos aos rins (fig.
2). Préximo a parte anterior de cada rim, situa-se o funil aberto de um oviduto, o qual se
dirige para tras até desembocar na cloaca. Nos ovarios, os 6vulos se formam, sendo liberados,
passando para o infundibulo, seguindo pelos ovidutos, onde cada um é fecundado e envolvido

por albumina, membranas da casca e uma casca antes da postura (STORER e col., 1991).
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Fig. 2: Anatomia interna de uma fémea de lagarto.
Fonte: http://universe-review.ca/R10-33-anatomy09.htm; modificado

Para que ocorra a fecundacéo interna, os répteis possuem sempre algum tipo de 6rgéo
copulatério, para que assim ocorra a transferéncia dos espermatozoides dos machos para as
fémeas. Nos lagartos e serpentes ha uma estrutura par na cloaca, chamada hemipénis, que
serve para este propoésito (ORR, 1986).

Os repteis possuem um sistema circulatorio eficiente e com uma pressdo sanguinea
mais alta que a dos anfibios. Em todos os répteis, o atrio direito, que recebe sangue nédo

oxigenado que vem do corpo, € completamente separado do atrio esquerdo, que recebe sangue
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oxigenado dos pulmdes (Fig.3). Ja o ventriculo é parcialmente dividido por um septo, na
maioria dos répteis, o que contribui para a mistura de sangue oxigenado e desoxigenado nessa
regido (ORR, 1986). Nos aligatores e crocodilianos o completamente dividido em duas
camaras, entretanto exista essa separacdo no ventriculo, a mistura de sangue ocorre no
Fordmen de Panizza, que é o local de comunicacdo entre a artéria aorta e artéria pulmonar,

porém essa mistura € menor do que nos demais outros répteis (MORANDINI, 1969).

Fig. 3: Esquema da circulagdo sanguinea em tartaruga.
Fonte: http://www.zo.utexas.edu/faculty/sjasper/images/f29.13.jpg; modificado

Os répteis desenvolveram adaptacdes eficientes de economia hidrica. Muitos deles
possuem glandulas de sal, localizadas perto das narinas ou dos olhos, a finalidade destas
glandulas é promover a rapida eliminacdo de sal no sistema, que passa por meio de um ducto,
ou ductos, para a cavidade nasal. Acredita-se que a eliminacdo de sal por este método
extrarrenal esteja associada a preservacao da dgua. Reduzindo a concentracdo de sal na urina,
uma quantidade maior de urina pode ser reabsorvida na cloaca. Isso seria muito vantajoso
para um réptil que vive em ambientes secos (ORR, 1986).

O sistema nervoso reptiliano é consideravelmente mais complexo que dos anfibios. No
sistema nervoso central dos répteis hd um aumento dos hemisférios cerebrais e com isso

ocorre a mudanca do centro nervoso para a regido do cérebro, 0s répteis assim como 0s



anfibios também apresentam 15 nervos cranianos (ORR, 1986). Apesar do pequeno tamanho
do encéfalo dos répteis, o telencéfalo é maior em relacdo ao resto do encéfalo. Os
crocodilianos possuem o primeiro cortex cerebral verdadeiro (neopéalio). Com excecdo da
audicdo, os orgaos dos sentidos sd@o em geral bem mais desenvolvidos do que os observados
em anfibios. Cobras e lagartos possuem uma estrutura sensorial chamada de 6rgdo de
Jacobson ou 6rgdo vomeronasal, onde os odores sdo transportados através da lingua até érgéo
de Jacobson (Fig. 4) (MADER, 2009).

Fig. 4: Localizagdo do 6rgéo de Jacobson.
Fonte: http://honorsbiologyp6.wikispaces.com/Reptiles+-+Sensory+Systems

2.2 — Ordem Chelonia

A principal caracteristica morfolégica de um quel6nio é a presenca de um casco
(POUGH e col., 2003) que protege os 6rgdos internos, sendo este formado pela fusdo das
costelas, externo e vértebras (Fig. 5). Em geral, denomina-se casco ao conjunto das partes
rigidas dorsal e peitoral. Contudo, a parte superior denomina-se carapaca, sendo achatada,
mais larga na regido posterior, com coloracdo marrom, cinza ou verde-oliva, e a inferior
plastrdo, sendo ambos compostos por placas ossificadas revestidas por uma camada
queratinosa de forma convexa e achatada, quase horizontal, unidas por uma estrutura 0ssea
conhecida por ponte (ANDRADE, 2007).


http://honorsbiologyp6.wikispaces.com/Reptiles+-+Sensory+Systems

Vértebras fusionadas, isto &, Pescoco recolhido para dentro do
soldadas, unidas, ligadas. casco, como forma de protegao.

Costelas Carapaca

Plastrao

Fig. 5: Esqueleto, carapaca e plastrdo de tartaruga.
Fonte: http://4anopurissimo.blogspot.com.br/2013/10/esqueleto-de-tartaruga.html

Em relacdo a taxonomia, os queldnios estdo incluidos nas seguintes categorias: Classe
Reptilia, Ordem Testudines, Subordens Cryptodira e Pleurodira. Sendo que, nos criptodiros o
pescoco se retrai para dentro do casco acompanhando o plano sagital, enquanto que nos
pleurodiros o pescoco se retrai lateralmente (NASCIMENTO e col., 2012).

O créanio dos queldnios se apresenta de forma anapsida, ou seja, cranio sem abertura
temporal, e 0s mesmos séo desprovidos de dentes (LEGLER e GEORGES, 1993).

Entre os quel6nios existem tanto espécies herbivoras quanto carnivoras, e ainda ha
algumas espécies da familia Podocnemididae que sdo onivoras, ou seja, se alimentam tanto de
animais quanto de vegetais (MARTINS e col., 2012).

A anatomia de um animal define como ele pode viver e interagir com o seu ambiente,
sendo assim, a sua forma e estrutura em geral mostram como o animal pode se mover (LUTZ
e col., 2003). Com isso podemos observar em algumas espécies 0s membros em forma de
remo, como nos quelénios marinhos, enquanto que nas demais espécies de queldnios, tanto
nas aquaticas quanto nas semi-aquaticas, os membros tém cinco dedos individualizados, com
unhas, sendo o quinto dedo posterior inerme, palmados ou ndo. Nas espécies terricolas, 0s
membros sdo colunares e robustos, sendo que esta adaptacdo tem a finalidade de suportar o
peso do corpo, além de ndo apresentarem a membrana interdigital e apenas as unhas sao
individualizadas (NASCIMENTO e col., 2012).

Os quelbnios sédo ectotérmicos e por meio da termorregulacéo, ou seja, através da troca
de energia térmica com o ambiente podem atingir um grau considerado de estabilidade da
temperatura corporea. A temperatura corporal desses animais que se aquecem ao sol é mais

elevada do que a temperatura dos que se aguecem na agua. Este maior aquecimento pode
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acelerar a digestdo, o crescimento e o desenvolvimento dos ovos desses animais (ANDRADE,
2007).

Os quelbnios, em geral, possuem um tubo digestério completo, seu estdmago
apresenta-se sendo uma dilatacdo do tubo digestivo, terminando em um orificio chamado de
cloaca, semelhante ao das aves, pelo qual desemboca a urina, fezes e material seminal,
ocorrendo também a vascularizacdo nas paredes como “branquias cloacais”. Essa regido,
possivelmente, realiza uma respiracdo cutanea minima (sangue-parede/vascular-agua). O
figado e o pancreas auxiliam a digestdo, onde ocorre parcialmente no estdmago e € finalizada
no intestino, havendo, neste ltimo, a absorcéo do alimento, que foi digerido no duodeno. No
intestino grosso ocorre a formacao de fezes (ANDRADE, 2007).

Os quelbnios sdo oviparos e ndo exibem o cuidado parietal (POUGH e col., 2003).

2.3 - Aparelho respiratério dos répteis

A troca gasosa nos embrides dos répteis acontece por meio da membrana alantoide
(Fig. 6), que é uma membrana extraembrionaria vascularizada que se estende a partir do
intestino posterior para se unir ao cérion, logo abaixo da casca do ovo (LIEM e col., 2013).

embrido aminio ,
alantoide

corion

saco vitelinico

Fig. 6: Ovo de réptil com embrido em desenvolvimento.
Fonte: http://www.zo.utexas.edu/faculty/sjasper/images/f26.17.jpg, modificado

O sistema respiratério dos répteis € composto pela traqueia, brénquios e pulméo
direito e esquerdo (WYNEKEN, 2001). O ar entra pelas narinas e segue para as coanas,



presente na maioria dos répteis, em seguida flui para a laringe, traqueia e brénquios a partir do
qual entra dos pulmdes (STORER e col., 1991).

Os répteis apresentam um pescoco longo e um tubo laringotraqueal dividido em uma
laringe e uma traqueia (LIEM e col., 2013; HSIA e col., 2013). A parede da laringe apresenta-
se suportada por um par de cartilagens aritenoides que flanqueiam a glote e por uma
cartilagem cricoide em forma de anel (MORANDINI, 1969). Nos répteis, a traqueia, assim
como a laringe, também €é composta por anéis cartilaginosos. Estas estruturas de apoio a
traqueia tem a funcéo de evitar o colapso da luz traqueal (WYNEKEN, 2001).

O enchimento dos pulmdes em répteis é baseado em um mecanismo de bomba de
aspiracdo, onde a mesma atua nas paredes do pulméo alterando sua forma e induzindo o fluxo
de ar para dentro e para fora. As costelas alteram a forma das paredes do corpo ao redor dos
pulmdes e os musculos intercostais que localizados entre essas costelas as movimentam. Nos
lagartos, por exemplo, conjuntos de musculos intercostais movem ativamente as costelas para
frente e para fora durante a inalagdo. O resultado é o aumento da cavidade ao redor dos
pulmdes, a diminuicdo da pressdo entre eles e a suc¢do de ar para dentro dos pulmdes.
Durante a exalacdo ativa, diferentes conjuntos de musculos intercostais se contraem para
dobrar as costelas de volta para tras e para dentro, comprimindo, desta forma, os pulmdes na
sua cavidade e expelindo o ar. Ocasionalmente, a exalagdo é passiva. Nesse caso, a contracao
muscular € minima e a gravidade (e algum recuo elastico) atua nas costelas fazendo-as
comprimir a cavidade do pulmdo. Entre as respiracdes, a glote é fechada para evitar o escape
prematuro de ar (KARDONG, 2011).

Como os pulmdes sdo 6rgdos que necessitam de espaco para se expandirem durante a
respiracdo, possuir dois pulmdes expandindo a cada ciclo respiratorio poderia ser um
problema para as cobras, em funcdo do espacgo interno reduzido do seu corpo. Entdo esse
6rgdo passou por modificagdes anatdbmicas para se ajustar ao formato cilindrico e alongado de
seu corpo, reduzindo o seu tamanho ou ocorrendo a perda completa do pulmao esquerdo. Para
compensar essa perda e garantir que as trocas gasosas sejam realizadas com eficiéncia, 0
pulmdo direito é grande e bem desenvolvido (FRAGA e col., 2013).

Nos crocodilos, a ventilagdo pulmonar acontece por meio de uma bomba de pistéo
hepatica, além da bomba de aspiracdo costal, isto por que seus pulmdes se encontram
anteriores ao figado e a contracdo de um diafragma muscular exclusivo (que ndo é homologo
ao diafragma dos mamiferos), que se estende do figado a cintura pélvica, move o figado
caudalmente e aumenta as cavidades pleurais, provocando a entrada de ar fresco para
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pulmdes. A expiragdo ocorre pela contragdo dos musculos abdominais do flanco, que
aumentam a pressao intra-abdominal e deslocam o figado para frente (Fig. 7) (LIEM e col.,
2013; TAYLOR e col., 2010).

Figado Musculo do
Pulmao diafragma

Musculos abdominais
Cintura pélvica

Exalagcao

Musculos
intercostais

Inalacao
\

Fig. 7: Ventilacdo dos pulmdes no jacaré Caiman. As setas pequenas dentro do corpo mostram a contragéo de
diferentes muasculos. As setas grandes abaixo do animal mostram os movimentos da parede abdominal.
Fonte: LIEM, 2013.

Nos queldnios, os pulmd@es estdo localizados dorsalmente e ligados a carapaca.
Ventralmente e a esquerda, o pulmdo estd ligado ao estdmago através do ligamento
gastropulmonar, sendo que o pulmdo direito estd ligado ao lobo direito do figado pelo
ligamento hepatopulmonar. Posteriormente, os pulmdes estdo ligados ao periténio que recobre
os rins e as glandulas adrenais e sdo adjacentes a gbnadas (WYNEKEN, 2001).

Em razéo dos quelbnios serem, dentre os vertebrados, 0s Unicos animais que possuem
0 seu corpo envolto por casco, 0 que afeta diretamente 0 seu processo respiratorio, estes
precisaram adaptar-se a0 mecanismo de inalacdo e exalacdo para uma estrutura rigida
(ALMONACID e col., 2007). Acreditava-se que esses animais movimentando seus membros
anteriores e posteriores para dentro e para fora, poderia mudar a pressdo dos pulmdes
(TAYLOR e col., 2010); porém, estudos recentes mostraram que esses movimentos nao sao
suficientes para a ventilacdo pulmonar. Para que a respiracdo pulmonar ocorra com sucesso, a

ventilagdo ¢ realizada pela acdo de um musculo transversal do abdémen e um “diafragma”
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muscular, que elevam o plastrdo ventral em direcdo a carapaga, diminuindo o volume da
cavidade do corpo e provocando, consequentemente, a exalacdo do ar dos pulmdes. A
inalacdo ocorre com o aumento do volume da cavidade corpdrea pelo musculo obliquo do
abdémen (Fig. 8 e 9) (LIEM e col., 2013).

ransverso

abdomina

Protrator da cintura
(serrdtil)

Membrana
limitante

" \.:\
i‘ ;j posterior

Traqueia

Obliquo
abdominal

Peitoral
Figado  COr3GA0  Plastrio

Fig. 8: localizacdo do pulmao dentro da carapaca de Fig. 9: masculos envolvidos com os movimentos
um quelénio. respiratorios de um quelénio.
Fonte: KARDONG, 2011 Fonte: KARDONG, 2011

Alguns quelbnios também realizam a troca gasosa através da cavidade bucofaringea
ou mesmo atraves da cloaca, onde existe uma regido vascularizada chamada bursa, onde a
agua é bombeada a fim de absorver oxigénio, além de auxiliar na flutuabilidade

(ALMONACID e col., 2007).

2.4 - Espécie Podocnemis expansa Schweigger, 1812

A espécie Podocnemis expansa (fig. 10) pertence ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
classe Reptilia, subclasse Anapsida, ordem Chelonia (Testudinata), subordem Pleurodira,
superfamilia Chelonioidea, familia Pelomedusidae, género Podocnemis e espécie P. expansa
Schweigger (1812) (CENAQUA, 1992).

Fig. 10: Podocnemis expansa
Fonte: http://combinacionanimal.blogspot.com.br/2010/06/tortuga-gigante-del-orinoco-podocnemis.html
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Essa espécie € o maior pleurodira, e também o maior queldnio de agua doce da
América do Sul (VOGT, 2008), podendo medir de 75 a 107 cm de comprimento, sendo em
média 91 cm, por 50 a 75 cm de largura, com média de 62 cm, pesando em torno de 60 kg
(ANDRADE, 2007). Por ser um pleurodira, retraem 0 pescoco curvando-o0 horizontalmente
(NASCIMENTO e col., 2012) (Fig. 11).

Fig. 11: lustragdo do movimento da retracdo do pescogo de testudinos.
Fonte: http://lwww.testudines.org/mmedia/Articles/biology/anatomy/diagrams/
cryptodira_vs_pleurodira_v_niclos_www_testudines_org_001_002_ful.jpg

A P. expansa também é conhecida popularmente como tartaruga da Amazénia ou
tartaruga-gigante (LUZ e col., 2003). Esse quelnio tem ampla distribuicdo nos rios Orinoco,
Essequibo (IVERSON, 1992) e também nas drenagens do rio Amazonas na Colombia,
Venezuela, Guiana, Noroeste do Peru, Leste do Equador, Norte da Bolivia e Norte do Brasil
(Fig. 12) (VOGT, 2008).
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Fig. 12: Mapa de distribuicdo geografica de P. expansa. Fonte: http://www.testudines.org/en/medias/media/749

Nos individuos jovens ndo h& dimorfismo sexual externo. Ja nos adultos podemos
identificar que, nos machos, a cauda mais espessa e comprida, a cloaca esta localizada mais
proxima da extremidade, o tamanho corporal é menor quando comparado ao da fémea de
mesma idade e sua fenda da placa anal apresenta-se em formato de "U". As fémeas
apresentam a cauda mais curta e menos espessa, enquanto a cloaca se localiza
intermediariamente entre a base e a extremidade da cauda e sua fenda da placa anal tem
formato de V (ANDRADE, 2007).

Apresentam tanto 0 membro anterior quanto o posterior com 5 dedos completamente
palmados, com unhas, 5 no membro anterior e no posterior um 5° dedo € inerme
(NASCIMENTO e col., 2012).

A espécie na natureza é herbivora, se alimenta de frutas, sementes, folhas e demais
partes vegetais (VOGT, 2008). No entanto, em ambiente confinado aceita carnes e,
principalmente racdo preparada com proteina animal e vegetal (NASCIMENTO, 2012).

Em relagdo ao seu habitat, essa espéecie pode ser encontrada em rios e lagos. Durante o
periodo de cheias individuos de todas as faixas etarias adentram os lagos de meandro (lagos
originados da curva acentuada de um rio) e as florestas alagadas para se alimentarem de frutas
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e sementes. Durante a estacdo da seca, adultos adentram aos rios, enquanto juvenis e sub-
adultos frequentemente permanecem em lagos e grandes pocas formados por &guas recuadas.
Assim que o nivel da agua cai, as fémeas sdo estimuladas a migrarem para tributarios acima
do amazonas e rios maiores em busca das mais altas praias para nidificarem (VOGT, 2008).

A P. expansa inicia a sua fase de reprodugdo entre cinco e sete anos de idade
(ANDRADE, 2007). Um estudo realizado no Baixo Rio Branco no Estado de Roraima
mostrou que o periodo de desova, nessa regido, ocorre de novembro a dezembro, e algumas
vezes pode chegar até meados de janeiro (NASCIMENTO, 2002). No final de outubro, a
fémea comeca a se preparar, se expondo ao sol, pois esse comportamento permite a formagéo
mais rapida de ovos (VOGT, 2008). Apos a escolha do local, é feita uma escavacdo da cova
que varia de 50 e 60 cm de profundidade. Neste local ocorrera a ovoposi¢cdo, processo esse
que pode durar de 1,5 a 4 horas, aproximadamente, sendo feito geralmente a noite e,
ocasionalmente, a tarde ou de manhd (ANDRADE, 2007). O periodo de incubagdo dura em
torno de 45 a 50 dias, sendo que a fémea deposita em média 120 ovos de formato alongado
(NASCIMENTO, 2002). Esses ovos podem mostrar um padrdo fémea-macho-fémea ou a
determinacdo do sexo pode ocorrer sob influéncia da temperatura de incubacdo, onde o
periodo termossensivel geralmente ocorre no ultimo terco do periodo de incubacédo, sendo que
praticamente todas as fémeas nascem em temperaturas superiores a 34,5°C (BONACH e col.,
2011).

As tribos indigenas foram os primeiros povos a explorarem a P. expansa, em seguida
foram os europeus. As tribos indigenas exploraram as populac6es de tartarugas por milénios,
sem efeito negativo aparente sobre essas espécies, isto por que os indios ndo possuiam
tecnologia e cacavam somente o que poderiam consumir. Dessa forma, podemos compreender
quanto que as populacGes de tartarugas foram exploradas de forma sustentavel; isso ndo
ocorria de forma planejada, mas sim porque a populagédo humana ndo era grande o suficiente
para causar impactos significativos que resultassem nas extingfes locais das espécies. Mas
essa realidade mudou com o inicio da colonizagdo europeia, ja& que a comercializacdo de
tartarugas e de seus ovos se intensificou. As formas de comércio mercantil europeu resultaram
em um dréstico declinio das populac¢des naturais, sendo que hoje muitas espécies de tartarugas
estdo quase em extingéo local (SOUZA e CASTELLON, 2012).

Esse quelbnio e seus ovos ndo eram explorados apenas para alimentacdo, a gordura e

ovos foram manufaturados em oéleo para ser queimado na iluminagdo publica de Manaus
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(VOGT, 2008). Sua carapaca era utilizada como utensilio ou as misturavam ao barro com a
finalidade de fabricacéo de potes (NASCIMENTO e col., 2012).

Devido a exploracdo predatdria de tantos anos, em 1975 a P. expansa estava incluida
na Lista Oficial da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo e no Anexo Il da Convencéo
sobre o Comércio Internacional de Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de
Extincdo. Para evitar a extin¢do da espécie, em 1979 foi criado o projeto Protecdo e Manejo
de Queldnios da Amazodnia, gerenciado pelo IBDF (Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal), que era o 6rgao federal de protecdo ambiental na época. Este projeto protegia ndo
sO a P. expansa, mas também a P. unifilis, conhecida como tracaja (NASCIMENTO e col.,
2012).

Essa exploracdo ocorre até os dias atuais; inclusive o comércio ilegal de ovos de
tartaruga causa muito mais danos para as espécies, uma vez gque impede o surgimento de
novas geracGes de queldnios reduzindo suas populacfes que ja sdo naturalmente submetidas a
intensa predacdo natural especialmente na fase juvenil, nos rios que eles habitam (SOUZA e
CASTELLON, 2012), visto que esses ovos sdo predados por aves, mamiferos de pequeno
porte, como o Nasua nasua (coati), entre outros (JUNIOR e col., 2009).

Um dos principais motivos para ainda ocorrer essa exploracdo seria o crescimento da
populacgéo local ao longo dos rios, conhecidas como populagdes ribeirinhas. Como sdo muitas
vezes forcadas a viver em tais locais devido a pouca oportunidade no mercado de trabalho,
essas pessoas procuram atividades extrativistas para sobreviverem e com isso alimentam um
mercado ilegal e lucrativo de tartarugas, o qual cresce a cada dia de acordo com o aumento
populacional da regido (SOUZA e CASTELLON, 2012). Assim, a caca, que antes era apenas
para consumo proprio, agora é dividida entre a familia e o comeércio nas cidades (LUZ e col.,
2003).

Uma estratégia para coibir a caca predatoria foi a criacdo de quelénios em viveiros
artificiais. Os pontos principais deste processo foram dados pelas Portarias do IBAMA 142/92
e 070/96, que normatizaram a producdo de quelénios em criadouros licenciados por este
0rgdo. A partir desse momento, surgiram os projetos para produgdo comercial, principalmente
de P. expansa e P. unifilis (NASCIMENTO e col., 2012). Com isso, a exploragdo zootécnica
de queldnios com fins comerciais tem despertado o interesse de produtores para novas formas
de producdo. Por ndo ser somente uma atividade nova, a criacdo comercial contribui na

diminuicdo da pressdo sobre os animais no ambiente natural, como também oferecer
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alternativas econdmicas para utilizagdo sustentada e racional dos recursos da fauna (LUZ e
col., 2003).

Apesar de a maioria das espécies de tartarugas serem protegidas, atualmente essas leis
ndo sdo rigidamente seguidas e as pequenas cidades e vilas do interior da Amazonia tém um
mercado ilegal de tartarugas. As tartarugas da Amazonia ainda estdo entre os animais mais
populares para consumo da regido, uma vez que elas sdo fonte de proteina tradicional para a
populacdo local, bem como pela sua elevada posicdo nas festividades regionais e
comemoracdes familiares (SOUZA e CASTELLON, 2012).
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a estrutura morfoldgica da traqueia e do pulmé&o da espécie Podocnemis

expansa.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

v’ Descrever através da analise estereoscopica a traqueia e pulmédo da P. expansa.

v Analisar as glicosaminoglicanas acidos sulfatados e carboxilados através do
método de alcian blue PH 2,5 na traqueia e pulmao.

v' Identificar através da técnica histoquimica do tricromico de gomori as fibras
colagenosas e tecido muscular.

v Verificar a existéncia de células enteroenddcrinas secretoras de serotonina

(5HT) na traqueia e pulmao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - Captura e transporte

Para este estudo foram utilizados cinco exemplares de tartarugas machos adultos da
espécie P. expansa, doados pela Fazenda Comercial Pro-fauna localizada em Miracatu no
Estado de S&o Paulo.

Esta pesquisa foi aprovada pelo comité de ética, sob a responsabilidade do professor
Marcelo Abidu Figueiredo do Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia,
processo 23083.006101/2011-86. Desta forma, este trabalho atende aos principios bésicos
para a pesquisa envolvendo o uso de animais e esta de acordo com os principios éticos e

praticos do uso de animais em experimentacao.

4.2 - Procedimento para o estudo macroscopico
Os 6rgdos foram observados, obtendo-se imagens através de uma camera fotografica

digital comum da marca Olympus, modelo F-12 com resolugdo de 5 Mega pixels.

4.3 - Procedimento para a estereomicroscopia

Para esse estudo, um dos pulmdes foi retirado e analisado em um microscopio
estereoscopico (Stemi SV 11 Zeiss) para a observacao da superficie macroscopica do pulméo,
tendo sido as imagens obtidas através do sistema de captura Axion Vision 2.05.

4.4 - Procedimento para estudo em microscopia de luz de campo claro (ML)

Ap0s a disseccdo dos animais e a retirada da traqueia e dos pulmdes, esses foram
clivados em fragmentos de 5mm e imediatamente fixados por imersdo em formol neutro
tamponado a 10% e ou liquido de Bouin (KIERMAN, 1990). Em seguida, o material foi
lavado varias vezes em alcool 70% e processado seguindo-se a técnica histologica
padronizada no laboratério para processamento para obtencdo de material incluido em
parafina. Essa etapa consistiu na desidratacéo, utilizando-se alcool etilico em concentragdes
crescentes (alcool etilico a 70%, 80%, 90% e 100% - um banho de 20 minutos em cada),
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clarificacdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina. Posteriormente, cortes de 5 um de
espessura foram confeccionados com o auxilio de um micrétomo modelo Spencer 45, sendo
estes coletados em Iaminas e levados a estufa a 37°C para secagem (Fig. 13). Os cortes foram
submetidos a técnicas de coloragdo com a finalidade de caracterizar a morfologia geral da

traqueia e do pulmao.

DEsidratacao Diafanizagao
=
70% 80% 0%  100% silol
alcool etilico

Inclusao Impregnacgao

<S== @ <= 8 o o

@

parafina

Fig. 13: Etapas da técnica histoldgica (desidratacéo até a inclusdo em parafina)
Esquema: Vanessa Gongalves, 2007

4.4.1 — Técnicas histoquimicas para observacao da morfologia do 6rgéo

4.4.1.1 — Coloragdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) (LILLIE e FULLMER, 1976)

Os cortes foram desparafinados em trés banhos de xilol, hidratados e lavados em agua
destilada. Procedeu-se a coloracdo pela Hematoxilina de Harris por 10 segundos, seguida de
lavagem em &gua corrente por 5 minutos. Posteriormente, os cortes foram corados por 10
segundos pela Eosina. Apos rapida lavagem em agua destilada, os cortes foram desidratados,
clarificados em trés banhos de xilol e montados com laminulas, usando-se entelan (Entellan®

new, Merck).

Neste método os nucleos coram-se em azul, e o citoplasma em rosa.
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4.4.1.2 — Técnica de coloragdo pelo Tricromico de Gomori (LILLIE e FULLMER, 1976)

Os cortes foram desparafinados em trés banhos de xilol, hidratados e lavados em agua
destilada. Procedeu-se a coloracdo pela Hematoxilina de Harris por 10 segundos, que foi
seguida de lavagem em &gua corrente por 5 minutos. Posteriormente, os cortes foram corados
por 15 minutos pela mistura Tricrdomica de Gomori e diferenciados em &cido acético glacial a
0,2%. Apos rapida lavagem em agua destilada, os cortes foram desidratados, clarificados em
trés banhos de xilol e montados com laminulas, usando-se entelan (Entellan® new, Merck).

Os nucleos coram-se em azul, as fibras colagenosas em verde e o tecido muscular em

vermelho.

4.4.1.3 — Técnica de coloracdo pelo Alcian Blue (AB) pH 2,5 (KIERNAN, 1990)

Os cortes, ap6s serem desparafinizados, hidratados e lavados em agua destilada, foram
corados pela solucdo aquosa de AB em pH 2,5 por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram
lavados em solucdo de &cido acético (CH;COOH) a 3% e, ap6s lavagem em agua destilada,
foram submetidos a coloragdo com “nuclear fast red” por 1 minuto. Depois de lavados em
agua destilada, os cortes foram desidratados, clarificados e montados com laminulas, usando-
se entelan como meio de montagem.

Nesta técnica de coloracdo, os polimeros de polissacarideos acidos sulfatados e

carboxilados com caracteristicas de glicosaminoglicanos sdo evidenciados em azul.

4.4.2 — Técnica imuno-histoquimica para detec¢do de células de serotonina

Para a anélise imuno-histoquimica foram utilizadas I1&minas previamente tratadas com
o selante poli-L-lisina, com o objetivo de se evitar o desprendimento do corte durante a
técnica. Em seguida, os cortes sofreram dois banhos em xilol, durante 15 minutos cada, para
remocgdo da parafina. Posteriormente, os cortes foram hidratados através de concentragdes
decrescente de etanol (100%, 90%, 80% e 70%) e com um banho final em &gua destilada.
Para a realizacdo da recuperacdo antigénica, os cortes foram imersos em solucéo tripsina a
0,1% em tampdo TRIS durante 20 minutos e, ap6s lavagem em salina em tampédo fosfato
(PBS — Phosphate Buffered Saline), a peroxidade enddgena foi bloqueada utilizando-se H,0,
3% em PBS. Apos, foi realizado outro banho em PBS e os cortes foram colocados em
albumina sérica bovina (BSA — Bovine Serum Albumin) durante 1 hora para bloguear as
reacOes inespecificas, sendo lavado novamente em PBS. Apds essa etapa, os cortes foram

incubados com anticorpo primario (Mouse monoclonal anti-condroitinsulfato. Abcam,
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codigo: ab11570. Diluicao: 1:200) “overnight”, seguido de lavagem com PBS. Em seguida, os
cortes foram incubados com anticorpo secundario (Multilink suino. Dako, codigo: E0453.
Diluicdo 1:100).

Para mostrar o resultado da reagdo, os cortes foram incubados com diaminobenzidina
(DAB) por 3 minutos lavados com &gua corrente seguida de lavagem em tampdo PBS. Depois
de lavados em &gua destilada, os cortes desidratados, clarificados e montados com laminulas,

usando-se entellan® como meio de montagem.
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5. RESULTADOS

5.1 — Macroscopia

Ao olho desarmado, o aparelho respiratério é formado por uma porcdo condutora de
ar, ou seja, a traqueia e os brénquios principais extrapulmonares, de coloragdo esbranquicada,
com formato cilindrico, sendo facilmente individualizados, que penetram no pulmao.

A traqueia é longa, medindo cerca de 8 cm, acompanhando o comprimento do pescoco
do animal e se bifurca em dois longos brénquios primarios extrapulmonares, um direito e um
esquerdo, que penetram no hilo dos respectivos pulmdes (Fig. 14). A traqueia e os brénquios

priméarios apresentam uma nitida segmentacdo devido a organizacdo de uma série de anéis

cartilaginosos que sustentam essas estruturas (Fig. 14).

Fig. 14: Fotografia de P. expansa. Notar a traqueia se bifurcando, dando origem aos brénquios primarios que
penetram nos pulmaes.

O pulméo, em namero de dois, é grande e esponjoso. Esse 6rgao se dispde na forma de
pequenos sacos aéreos e ndo possui lobulacdo, apresentando uma coloracdo rdésea devido a

grande vascularizacéo.
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5.2- Microscopio estereoscopico
A visualizagdo do pulméo revelou que o brénquio primario penetra no pulmao e se
ramifica pelo interior deste 6rgao, formando varios outros segmentos menores que terminam

diretamente nas cameras alveolares (Fig. 15).

Fig. 15: Fotografia do pulmdo de P. expansa. Dentro do pulmdo, o bronquio se ramifica e, a medida que
penetra no parénquima do 6rgdo, suas dimensdes diminuem e sua parede se torna mais simplificada.

Conforme o brénquio principal penetra no pulmdo, nota-se reducdo dos anéis
cartilaginosos. Os septos esbranquicados apresentam-se de diferentes dimensées, com alturas
e espessuras variaveis, constituindo uma rede altamente anastomosada que delimita as
pequenas camaras alveolares e subdivide os pulmdes internamente (Fig. 16).

O pulmdo de P. expansa € subdividido em compartimento que se abrem em um
bronquio intrapulmonar, sendo que o parénquima pulmonar assemelha-se a favos de mel
(faviform-ing) (Fig. 17).
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Fig. 16: Notar o aspecto esponjoso do parénquima pulmonar. Os septos se apresentam de coloragdo
esbranquigada (%).

Fig. 17: Detalhe das camaras pulmonares com pequenos alvéolos (%).
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5.3 — Microscopia
5.3.1 — Traqueia
A analise ao microscopio de luz revelou que a traqueia de P. expansa é formada por
uma camada mucosa, submucosa e adventicia. A camada mucosa é revestida por um epitélio
respiratorio do tipo pseudoestratificado cilindrico ciliado com células caliciforme (Fig. 18).
As células cilindricas ciliadas é a populagdo celular predominante e, na sua maioria, se
estende do limen até a regido da membrana basal. As células basais repousam sobre a lamina
basal, mas ndo se atinge o lumen da traqueia. Ndo foram observadas glandulas intraepiteliais.
As células caliciformes revelaram citoplasma apical claro apos a coloracdo pela HE e
Tricrébmico de Gomori (fig. 19).

Fig. 18: Fotomicrografia da traqueia de P. expansa. O epitélio respiratorio (epitélio pseudoestratificado
cilindrico ciliado com células caliciformes) reveste lumen, sendo sustentado por tecido conjuntivo. Note que a
cartilagem hialina se estrutura em duas pegas que se sobrepde.

Coloragdo: HE
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Fig. 19: Fotomicrografia da traqueia de P. expansa. Ha vérias células caliciformes (—) por entre as células
ciliadas epiteliais. Notar a peca de cartilagem hialina.
Coloragdo: Tricromico de Gomori

No entanto, essas células mostraram reacdo positiva ao método do AB, indicando a
presenca de mucossecrecao acida (Fig. 20).

Abaixo do epitélio tem-se a lamina propria, uma pequena camada de tecido conjuntivo
frouxo, rica em vasos sanguineos, mas sem limites nitidos distintos para a camada submucosa.
N&do foram observadas a presenca de glandulas ou ductos excretores na lamina prépria e
camada submucosa.

A traqueia possui anéis descontinuos de pecas de cartilagem hialina, envolta pelo
tecido conjuntivo denso do pericondrio. Eventualmente, as pecas de cartilagem se sobrepdem
(Fig. 18). Na cartilagem os condrocitos estdo organizados em grupos isogénicos, ou de forma
isolada, estando imersos em uma matriz extracelular alcianofilica (Fig. 20), indicando a
presenca de polimeros sulfatados e carboxilados com caracteristicas de glicosaminoglicanos.
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Fig. 20: Fotomicrografia da traqueia de P. expansa. Notar que a matriz cartilaginosa é alcianofilica assim

como as células caliciformes (—) presentes no epitélio.
Colocagdo: Método do AB em pH 2,5.

Os grupos isogénicos coronarios sdo circundados por uma matriz territorial mais
alcianofilica em comparagdo com a matriz interterritorial.

Células enteroenddcrinas secretoras de serotonina ndo foram identificadas pela imuno-
histoquimica.

Uma camada de tecido conjuntivo frouxo externa a peca de cartilagem contém vasos
sanguineos, podendo apresentar células adiposas. Essa camada representa a camada serosa do

Orgao, por possuir revestimento de células mesoteliais (Fig. 21).
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Fig. 21: Visdo geral da traqueia de P. expansa, mostrando o epitélio respiratério (E) sustentado pelo tecido
conjuntivo, formando a camada mucosa. Abaixo tem-se a pega de cartilagem hialina (C) e a camada adventicia

(A).
Coloracéo: HE;

5.3.2 — Pulm®es

Ao penetrar no pulmao, o brénquio permeia o paréngquima pulmonar que é formado
por alvéolos de diferentes dimensdes, constituindo um parénquima que se assemelha a favos
de mel (faviform-ing), sendo formado por trés formas de trabéculas: primarias, secundaria e
terciaria.

Os bronquio intrapulmonar € revestido por um epitelio pseudoestratificado cilindrico
ciliado com células mucossecretoras, sustentado por um tecido conjuntivo rico em vasos
sanguineos. Abaixo da Id&mina propria nota-se tecido muscular liso e a presenca de fragmentos

de cartilagem hialina (Fig. 22).
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Fig. 22: Fotomicrografia do pulméo de P. expansa. Notar um brénquio intrapulmonar, revestido por epitélio
respiratério (E). No tecido conjuntivo, nota-se pecas de cartilagem hialina (%).

A medida que o bronquio se ramifica, sua parede torna-se mais simples,
desaparecendo a peca de cartilagem e, concomitantemente, o epitélio de revestimento torna-se
mais baixo e suas células passam de cilindricas a clbica, a sustentacdo se faz a custas de

tecido muscular do tipo liso, dando origem a trabécula primaria (Fig. 23).
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Fig. 23. Fotomicrografia de P. expansa. Notar a trabécula primaria, onde a sustentacdo é feita por tecido
muscular do tipo liso.

Em contraposicdo, da face interna da parede pulmonar partem projecdes, sustentadas
por tecido muscular liso imerso numa matriz conjuntiva. Essas projecdes formam septos de
diferentes tamanhos que se projetam para a luz do pulmdo. Alguns destes septos se
anastomosam entre si, constituindo pequenas camaras (Fig. 24).
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Fig. 24: Fotomicrografia do pulm@o de P. expansa. Notar septos que se projetam para a luz do pulméo. Esses
septos se anastomosam formando compartimentos menores ().
Coloracéo: HE.

Na extremidade desses septos, que sdo sustentados por feixes de células musculares
lisas, nota-se o revestimento de um epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado com células
mucossecretoras (Fig. 25).

A superficie luminal das trabéculas secundarias sao revestidas por epitélio simples, em
intima associacdo com vasos sanguineos. A mudanca do epitélio cilindrico simples, que
reveste a extremidade dos septos, para o epitélio pavimentoso simples, que reveste a lateral do
septo é abrupta (Fig. 26).

Nas superficies luminal das trabéculas terciarias nota-se o epitélio pavimentoso
simples, cujas células encontram-se em intima associacdo com os capilares sanguineos (Fig.
27).

32



50 pm

Fig. 25: Notar células musculares lisas (%) sustentados as extremidades dos septos, 0s quais sao revestidos
por células ciliadas, agora organizadas em uma Unica camada, entremeadas por células caliciformes (—).
Coloracdo: HE.

Fig. 26: Fotomicrografia do pulmdo de P. expansa. Note na trabécula secundéaria a mudanca abrupta do
epitélio cilindrico ciliado (E) para o epitélio simples que reveste a lateral dos septos. Notar a presenca de
eritrocitos que transitam nos vasos sanguineos em intima associacdo com a célula epitelial pavimentosa de
revestimento (—).

Coloracéo: HE.
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Fig. 27: Fotomicrografia de uma trabécula terciéria. Notar os pneumacitos tipo | (=) e tipo 1l (=)
revestindo a superficie da trabécula. O tecido conjuntivo no interior € extremamente escasso.
Notar eritrocitos no interior de capilares.

Coloragédo: HE. —

Provavelmente, nessa regido ocorre a troca gasosa. Visto que foram observados
revestindo esta trabécula dois tipos celulares: os pneumdcitos tipo |, responsaveis pelas trocas
gasosas, € 0s pneumdcitos tipo Il, células cubdides relacionadas a producdo de surfactantes
(Fig. 27).
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6. DISCUSSAO

Assim como Wyneken (2001) descreve em tartarugas marinhas a traqueia de P.
expansa revelou-se a estrutura macroscopica um 6rgdo longo que acompanha o comprimento
do pescoco do animal, possuindo formato cilindrico e se bifurcando em dois longos brénquios
que penetram em cada hilo dos respectivos pulmades.

Histologicamente a traqueia tem sido estudada em varias espécies de répteis, tais
como, em lagarto comum (Lacerta agilis), na tartaruga Testudo horsfieldii (SHADKHAST,
2010). Em P. expansa esta é revestida por um epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado
com células caliciformes que repousam sobre a membrana basal, constituindo a mucosa
traqueal. Shadkhast (2010) descreveram o epitélio traqueal de Testudo horsfieldii consistindo
de células basais, ciliadas e células mucossecretoras. Estes relatam a presenca de células
intermediarias que originam as células basais granulares e caliciformes. Assim como em
outros vertebrados, o epitélio respiratorio nesse queldnio participa na retencdo de particulas
inaladas e no aguecimento assim como na umidificacdo do ar. A retencdo de particulas €
possivel pela presenca do muco secretado pelas células caliciformes e dos cilios que orientam
seus batimentos em direcdo a faringe, impedindo a entrada de particulas estranhas no pulmao
(KIERSZENBAUM, 2008).

Em P. expansa ndo foram observadas glandulas intraepiteliais na traqueia. Entretanto,
a presenca destas glandulas na traqueia de répteis foi relatada no jacaré do papo amarelo
(Caiman latirostris) (SANTOS e col., 2011).

Pelo método imuno-histoquimico ndo foram identificadas células enteroenddcrinas
secretoras de serotonina na traqueia de P. expansa. Estas células do sistema neuroendocrino
difuso ja foram descritas na traqueia do crocodiliano C. latirostris, (SANTOS e col., 2011) e
nas tartarugas Testudo graeca e Pseudemys scripta elegans (PASTOR e col., 1987).

A estrutura da traqueia de P. expansa difere dos outros grupos de vertebrados por nao
possuir glandulas mucosas ou seromucosas secretoras de muco na camada submucosa, que
nos demais vertebrados colaboram para a manutencdo da mucosa respiratoria umedecida
(KIERSZENBAUM, 2008). Assim, nesse quelnio a secre¢cdo mucosa ¢ elaborada apenas
pelas células caliciformes do epitélio. Esse fato sugere que suscetibilidade desses animais as
doencas no sistema respiratorio pode estar relacionada a falta dessas glandulas, visto que o
muco além de contribuir para a protecdo de superficies contra a desidratacdo, também
participa na defesa quimica e de microrganismos como bactérias (KIERSZENBAUM, 2008).
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Lafortune e col. (2005) relata que as doengas respiratorias tem sido identificadas em
pelo menos 18% dos crocodilianos criados em cativeiros. Dentre 0s principais agentes
bacterianos foram descritos Aeromonas hydrophila, Mycobacterium spp., Mycoplasma
alligatoris, Pasteurella multocida, Providencia rettgeri. J& entre os agentes infecciosos
micéticos estdo: Aspergillus austrus, A. fumigatus, Beauveria bassiana, Candida albicans,
Cephalosporidium spp., Fusarium monoliforme, F. solani, Metharhizium spp., Mucor spp.,
Paecilomyces farinosus, and P. lilacinus, estes estdo associados com temperatura abaixo do
ideal do local de criacdo.

Assim como em crocodialianos, 0s quelénios também sdo frequentemente acometidos
por rinites, pneumonias e broncopneumonias infecciosas, que podem levar o animal ao 6bito
(MALTA e NASCIMENTO, 2005). A pneumonia ¢ uma afeccdo comum em répteis de
cativeiro e um grande namero de agentes pode estar relacionado com essa patologia, sendo
que na maior parte dos casos de pneumonia, como principal fator esta relacionado com os
problemas de manejo, higiene e nutrigdo . Dentre os principais agentes bacterianos relatados
tem-se Escherichia coli, klebsiella sp., Pseudomonas sp., Proteus sp., Aeromonas sp.,
Staphylococcus sp., Pasteurella testudinis, podendo também se encontrar Bacterioides,
Peptostreptococcus, Fusobacterium e Clostridium, e algumas bactérias atipicas como
mycoplasma e chlamydia (MADER, 1996). Entre os principais sinais clinicos de pneumonia
em répteis incluem coriza nasal, gorgolejamento, borbulhamento, respiracdo com boca aberta
e anorexia (BIRCHARD e SHERDING, 2003).

Nos répteis a adventicia da traqueia € composta por anéis cartilaginosos que déo
suporte a traqueia, assim como previne o colapso de seu limen (WYNEKEN, 2001), porém,
diferencas morfoldgicas podem ser observadas entre as espécies. Em Testudo horsfieldii,
Shadkhast e col. (2010) descreveram anéis cartilaginosos completos sobrepostos, entretanto
em P. expansa, esses anéis apresentam-se de forma descontinuas.

Os pulmdes sdo orgdos que efetuam as trocas de oxigénio e gas carbbnico entre o
organismo e o ambiente. Nos vertebrados outros 0rgaos executam essa funcdo tais como: as
branquias e as bexigas natatdrias em peixes, e a pele nos anfibios (MORANDINI, 1969). Nos
répteis o pulmao é o principal 6rgdo para a troca gasosa, sabendo-se que algumas espécies de
tartarugas também utilizam a pele, a cloaca, e as bexigas vasculares acessorias que evaginam
da cloaca para esse proposito (LIEM, 2013).

Wyneken (2001) descreve em seu estudo que os pulmdes de quelonios estdo
dorsalmente ligados a carapaca e a coluna vertebral. Em algumas espécies, como L. kempii e
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C. caretta, 0os pulmdes estdo mais fortemente ligados a coluna vertebral do que em outras
espécies. Ventralmente, a esquerda o pulméo esta ligado ao estbmago através do ligamento
gastropulmonar. O pulmdo direito estd ligado ao lobo direito do figado pelo ligamento
hepatopulmonar. Posteriormente, o pulmdes estdo anexados ao peritdbnio que recobre 0s rins e
glandulas suprarrenais e sdo adjacentes a génadas. A margem medial de cada pulméo esta
firmemente ligado através de ligacGes fibrosas para dorsolateral superficies da coluna
vertebral. Sendo assim, conforme Carvalho e Gongalves (2011) relata os pulmdes estéo
localizados na cavidade pleuroperitoneal e ndo existe qualquer diafragma que separe o térax
do cavidade abdominal. Este padrdo pode ser observado através de analise macroscépica em
pulméo de P. expansa.

Oliveira (2003) relata que nos quelbnios o sistema respiratorio apresenta algumas
dificuldades funcionais, decorrentes da auséncia de diafragma.

Powell e Hopkins (2004) relatam que a evolucdo do sistema respiratério no reino
animal produziu uma incrivel variedade de estruturas para satisfazer uma ampla gama de
demandas de oxigénio, devido as diferentes formas de vida dos animais. Nos vertebrados
incluem pulmdes: unicameral, estruturas saculiformes em alguns anfibios e répteis, bem como
estruturas de ramificacbes complexas como os pulmdes alveolares de mamiferos e 0s
parabrénquios nos pulmdes de aves. Os animais com maiores taxas metabolicas demandam de
mais oxigénio e em virtude disto apresentam pulmdes mais complexos.

Conforme Wyneken (2001) e Carvalho e Gongalves (2011) relatam que a morfologia e
funcdo pulmonar variam entre os principais grupos de répteis: tartarugas, cobras, lagartos e
crocodilos. Nestes grupos, trés diferentes tipos de estruturas pulmonares podem ser
identificados: (1) unicameral, (2) de transi¢cdo (uma Unica camara dividida por grande septos),
e (3) multicameral (pulmdes com lobos desenvolvidos internamente geralmente ndo visiveis a
partir da superficie externa do pulmao). Hsia e col. (2013) mencionam gue a maioria as cobras
possuem pulmao unicameral. Wyneken (2001) informa que lagartos apresentam todas as trés
categorias de estruturas pulmonares. As lagartixas tém pulmdes de cdmara Unica, enquanto
gue em individuos da familia Helodermatidae (lagartos de contas) tém pulmdes multicameral
com brénquios ramificados. Iguanas e camaledes tém pulmdes de transicdo ou paucicameral.
Crocodilianos tém pulmdes multi-cAmaras complexos, com alta densidade do paréngquima.

Vitt e Caldwell (2014) descreveram que lagartos, crocodilianos e quel6nios possuem
pulmdo multicameral, sendo que Maina (2002) relata em seu estudo em quelonios, que estes

apresentam um pulméo paucicameral. Este pulmdo possui dois ou trés compartimentos
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periféricos que se abrem para um local central de ar, mas o bronquio intrapulmonar esta
ausente.

O pulméo de P. expansa possui 0 parénquima pulmonar semelhante a favos de mel,
formado por um unico brénquio intrapulmonar e por trés formas distintas de trabéculas:
primaria, secundaria e terciaria. Este mesmo parénquima foi descrito por Pastor e
colaboradores (1989) em Testudo graeca.

Em P. expansa, a estrutura do brénquio principal revela o epitélio respiratorio
sustentado pela lamina prépria de tecido conjuntivo e com alguns feixes de musculo liso; as
pecas de cartilagem se tornam irregulares conforme a interiorizagdo no pulméo. Esses dados
também foram descritos por Pastor e colaboradores (1988) para Testudo graeca, cujo
brénquio é revestido por um epitélio pseudoestratificado com células basais, células mucosas
e células ciliadas e os fragmentos de cartilagem hialina estdo presentes na lamina prépria
bronquiolar. Salomon e Purton (1984), ao analisar Chelonia mydas, relataram que a lamina
propria contém muitas células musculares lisas e fibras elasticas. A analise do sistema elastico
ainda sera objeto de estudo para P. expansa, visto que ndo foi utilizada coloracdo
histoquimica para evidenciacao de fibras elasticas.

No segmento pulmonar de mamiferos os brénquios se bifurcam em unidades menores
chamadas de bronquiolos, estes segmentos originam os bronquiolos terminais e respiratérios,
onde se iniciam as trocas gasosas. Em répteis, Pastor e colaboradores (1988) nomeiam essas
estruturas derivadas dos brénquios de trabéculas, sendo estas classificadas em primarias,
secundarias e terciarias, podendo ocorrer as trocas gasosas nas trabéculas secundéarias e
tercidrias. Estas estruturas trabéculares sdao homologas as estruturas bronquiolares de
mamiferos. Entretanto este conceito de trabéculas ndo é universalmente aceito, visto que,
outros autores descrevem a presenca de bronquiolos respiratorios em répteis, tais como
Solomon e Purton na tartaruga marinha Chelonia mydas L.

Em P. expansa as trabéculas primarias apresentou-se coberta por um epitélio
pseudoestratificado composto por celulas ciliadas, mucossecretoras e basais, assim como
observados em T. graeca (PASTOR, 1988). Nessas trabéculas devido a altura das células
epiteliais e auséncia de pneumdcito ndo sdo realizados trocas gasosas.

A superficie luminal das trabéculas secundérias apresenta uma mudanca epitelial
progressiva, onde se observa a mudanca abrupta do epitélio pseudoestratificado para o epitélio
pavimentoso simples tipico de troca gasosa. Essa mesma conformacgdo histolégica foi
observada nas trabéculas secundarias de T. graeca (PASTOR, 1988).
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Na trabécula terciaria, a superficie encontra-se especializada para promover a difusao
de gases entre os ambientes externos e internos, como ocorre nos alvéolos pulmonares dos
pulmdes de mamiferos, um epitélio formado por pneumacitos do tipo | e Il repousam sobre
uma fina camada de tecido conjuntivo rico em vasos sanguineos, porém diferentemente do
observado em mamiferos esta trabécula é sustentada por uma musculatura lisa conforme
PASTOR e colaboradores (1988) observou nas trabéculas terciarias da tartaruga marinha T.

graeca.
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7. CONCLUSAO

Através da realizacdo desse estudo morfoldgico da traqueia e do pulméo da espécie
Podocnemis expansa foi possivel concluir que:

Histologicamente a camada mucosa da traqueia é revestida por um epitélio respiratorio
caracteristico de um vertebrado, sendo do tipo pseudoestratificado cilindrico ciliado com
células caliciforme. A adventicia da traqueia e os brénquios apresentam-se uma série de anéis
cartilaginosos descontinuos.

Foram observadas trés ordens de trabéculas. As trabéculas primarias séo revestidas por
um epitelio pseudoestratificado composto por células ciliadas, mucossecretoras e basais.

As trabéculas secundarias apresentam uma progressiva diminuicdo das células ciliadas
e escassas células mucossecretoras, sendo o epitélio de revestimento variando de cilindrico a
cubico simples.

As trabéculas terciérias sdo revestidas por dois tipos celulares, o pneumdcito tipo I,
responsavel pelas trocas gasosas, e 0s pneumdacitos tipo Il, relacionados com a producédo de
surfactantes. E possui uma rede capilar abaixo do epitélio trabecular. Feixes de fibras
musculares lisas e tecido conjuntivo propriamente dito estdo presentes no centro das
trabéculas.

As andalises macro e microscopicas revelaram que o pulmdo de P. expansa possui a
estrutura necessaria a permitir a distensdo pulmonar, permitindo que o animal permaneca
imerso na dgua por um logo periodo de tempo, além de ser um 6rgao importante no equilibrio

hidrodinamico.
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