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RESUMO

Podocnemis unifilis € a espécie de queldnio semiaquatico mais abundante do género
Podocnemis podendo medir até 50cm de comprimento e pesar até 12.5kg. As bolsas cloacais
s80 Orgdos do sistema urogenital dos quelénios semiaquéticos e sdo utilizadas para trocas
gasosas, controle de flutuabilidade e trocas i6nicas. JA os pulmdes sdo Orgdos do sistema
respiratério que sdo utilizados para trocas gasosas. O presente trabalho teve como objetivo
descrever os aspectos morfol 6gicos e histol 6gicos das bol sas cloacais e pulmdes. Os espécimes
foram coletados nos rios Tocantins e Javags, estado do Tocantins, através do método de pesca
de anzol etécnicado pulo. Apds coletados foram realizadas biometria e eutanédsia. Naeutanasia
foram retiradas as bolsas cloacais e pulmdes, que foram fixados em formol tamponado por 72
horas. Posterior a fixagdo, foram armazenados em frascos com acool 70% até embl ocamento
em parafina, microtomia e coloragdo em Hematoxilina e Eosina para andlise em microscopia
deluz. Paraamicroscopiade varreduradas bolsas cloacais, 0 material foi lavado ap6s afixagao,
armazenado em uma solucdo de 1000uL de glicerol 16% onde permaneceu por 24 horas. As
amostras foram desidratadas ¢ secas em camara de ponto critico para fixagdao em “Stubs”’ e
metalizac8o a partir do banho em ouro. Nas bolsas cloacais foram observadas quatro camadas:
amucosa, a submucosa, a muscular e a serosa, apresentando tecido epitelial cilindrico simples
sobre [&mina propria, a presenca de vasos sanguineos e capilares, e tecido muscular liso. Nos
pulmdes foi observada a presenca de projeces que formam camaras, um epitélio com presenca
de cilios e células caliciformes. Neste 6rgdo foi observada uma grande gquantidade de vasos
sanguineos e capilares, camada mucosa, muscular e a presenca de cartilagem de hialina
Conclui-se que as bolsas cloacais sdo relevantes para trocas gasosas, sendo os pulmdes mais
eficientes, tendo em vista que esse 0rgao apresenta mais capilares abaixo do epitélio e um
nimero maior de células secretoras de muco. Além disso, as bolsas cloacais correspondem a
Orgaos acessorios peculiares e que podem se diferenciar entre as espécies, e desempenham,
além das trocas gasosas, outras funcdes.

Palavr as-chaves: Quel6nios; respiracdo; conservacao; maneo; tracaja.



ABSTRACT

Podocnemis unifilis is the most abundant semi-aquatic turtle species within the Podocnemis
genus, capable of reaching up to 50 cm in length and weighing up to 12.5 kg. Cloacal bursae
are organs in the urogenital system of semi-aquatic turtles, used for gas exchange, buoyancy
control, and ionic exchange. Lungs, on the other hand, are part of the respiratory system and
are utilized for gas exchange. The aim of this study was to describe the morphological and
histological aspects of the cloaca bursae and lungs. Specimens were collected from the
Tocantins and Javaés rivers in the state of Tocantins, Brazil, using hook-and-line fishing and
‘pulo’ technique. After collection, biometrics weretaken, and euthanasiawas performed. During
euthanasia, the cloacal bursae and lungs were removed and fixed in buffered formalin for 72
hours. Following fixation, they were stored in 70% alcohol in containers until paraffin
embedding, microtomy, and Hematoxylin and Eosin staining for light microscopy analysis. For
scanning electron microscopy of the cloacal bursae, the material was washed after fixation,
stored in @1000 pL 16% glycerol solution for 24 hours. Samples were dehydrated and dried in
acritical point chamber, attached to 'stubs,’ and gold-coated. In the cloacal bursae, four layers
were observed: mucosa, submucosa, muscular, and serosa, featuring a simple columnar
epithelium on the lamina propria, the presence of blood vessels and capillaries, and smooth
muscle tissue. In the lungs, there were projections forming chambers, an epithelium with cilia
and goblet cells. This organ showed a significant number of blood vessels and capillaries,
mucosal and muscular layers, and the presence of hyaline cartilage. In conclusion, the cloacal
bursae are relevant for gas exchange, although the lungs are more efficient. Thisis due to the
presence of a higher number of capillaries beneath the epithelium and a greater number of
mucus-secreting cells. Additionally, the cloacal bursae are unique accessory organs that can
differentiate among species and serve various functions beyond gas exchange.

Key-words: Turtles; respiration; conservation; handling; Y ellow-spotted Amazon River turtle.
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1INTRODUCAO
A ordem Testudines ou Chelonia é formada pelos jabutis, cdgados e tartarugas, sendo

essa ordem dividida em duas subordens, Cryptodira e Pleurodira, que sdo diferenciadas de
acordo aforma em que retraem a cabeca para dentro do casco (SHAFFER, 2009). A subordem
Pleurodira retrai a cabeca lateralmente, e a Cryptodira verticalmente em forma de “S”.

Atualmente, estdo descritas 363 espécies de quel 6nios, divididasem 14 familias (UETZ;
HOSEK, 2023); e no Brasil ocorrem 38 espécies, tornando o pais um dos cincos paises mais
ricos em espécies de queldnios (COSTA et al., 2022). A regido amazonica se destaca quanto a
diversidade desse grupo, apresentando 17 espécies, sendo 15 com habitos semiaguati cos e duas
com hébitos terrestres (VOGTV, 2008; VAN DIXK et a., 2014; FERRARA et d., 2017).

Os queldnios, assim como demais répteis e grande parte dos vertebrados, apresentam o
pulmdo como principal orgdo respiratério, podendo ser do tipo unicameral - serpentes -,
paucimera - iguanas -, multicameral - testudines, crocodilos e anguimorpha (PERRY, 1998).
Os pulmdes do tipo unicameral possuem uma Uinicacamara, com seu api ce apresentando tecidos
tipicos para arealizagéo de trocas gasosas e naregido caudal apresenta um tecido avascular. O
paucimeral apresenta poucas camaras e nao apresenta bronguio intrapulmonar. O pulméao
multicameral apresentam muitas cdmaras e possui bronquios intrapulmonares (O’MALLEY,
2005; DEVOE, 2010).

Os cégados e as tartarugas possuem respiracao bimodal, ou seja, podem realizar trocas
gasosas nos ambientes aquéti cos e terrestres (STONE et al., 1992), tendo ent&o o pulméo como
principal 6rgao respiratério (BAU, 2016). Devido arigidez da carapaca e apresentarem acoluna
vertebral e costelas fusionadas a ela, ndo € possivel a expansdo da cavidade abdominal, o que
afeta 0 seu processo respiratério ndo permitindo a ventilagcdo costal (BRAINERD, 1999;
ALMONACID et a., 2007; LYSON et a 2014; CORDEIRO, 2019). Trabalhos indicam que
para auxiliar nas trocas gasosas esse grupo utiliza o integumento, o epitélio bucofaringeal, a
bolsa cloaca e/ou epitdlio da cloaca (GORDOS; FRANKLIN, 2002; JACKSON et al., 2002
CORDEIRO, 2019).

As bolsas cloacais sdo constituintes do sistema urogenital dos testudines semi-aquéticos
(HERNANDEZ-HENAO et d., 2013). Esse 6rgao ocorre como um par de apéndices da cloaca,
€ bastante vascul arizado e utilizado para trocas gasosas na &gua, a partir da difusdo ativa entre
o0 animal e aégua (PETTERS, 1964; KING; HEATWOLE 1994; ROSA, 2008; CORDEIRO,
2019). Além das trocas gasosas, aguns estudos mostram que esta relacionado com estocagem

de &ua, umidificacdo de substrato, controle de flutuabilidade e trocas iénicas (JEFFREE;
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JONES, 1992; JORGESEN, 1998). Esse 6rgdo foi descrito nas familias Pelomedusidae,
Emydidae, Chelydrae, Platysternidae, Chelidae e Podocnemididae, onde o género Podocnemis
estdincluido (SMITH; JAMES, 1958).

Dentro dessa familia estéo incluidos trés géneros que sdo: Podocnemis (Wagler, 1830),
Peltocephalus (Duméril & Bibron, 1835) e Erymnochelis (Baur, 1888). No género Podocnemis
s80 descritas seis espécies. Podocnemis expansa (Schweigger, 1812), Podocnemis
erytrocephala (Spix, 1824), Podocnemis unifilis (Troschel, 1848), Podocnemis sextuber culata
(Cornalia, 1849), Podocnemis lewiana (A. Duméril, 1852) e Podocnemis vogli (Muller, 1935)
(VOGT, 2008; VANZOLINI, 2003); e todas ocorrem na América do Sul (ZUG et a., 2001).
Quatro dessas espécies ocorrem na Amazbnia brasileira, sendo eas. P. unifilis, P.
sextuberculata, P. expansa e P. erytocephala (VAN DIJK, 2014).). A espécie P. vogli ocorre
em territério colombiano no rio Magdalena e na bacia do rio Sind; e P. lewiana é encontrada
na Coldmbia e na VVenezuela, nabaciado rio Orinoco (VANZOLINI, 2001).

A espécie P. unifilis, comumente conhecida como tracaj4, pode pesar até 12.5kg e medir
até 50cm de comprimento. Possui uma ampla distribuicdo na América do Sul com ocorréncia
descrita nos paises Bolivia, Equador, Guianas, Peru, Suriname, Venezuela; e no Brasil nos
estados do Amapa, Acre, Parg, Maranhdo, Rondbnia, Goiés, Mato Grosso e Tocantins (VOGT,
2008). E uma espécie com caracteristicas ecol 6gi cas e reprodutivas estudadas em diversas &reas
de ocorréncia, mas adaptacOes anatdmicas que podem indicar adequagdes do seu modo de vida
ou descrever caracteres peculiares da espécie sd0 pouco pesquisados.

A investigacdo da anatomia e histologia dos Orgéos respiratérios dos Testudines
semiaguéti cos € de sumaimportancia, tendo em vista que esses animais apresentam adaptacdes
respiratérias que permitem respirar em ambiente aguético e terrestre, aém da presenca da
carapaca que, por ser rigida, limita sua capacidade morfofisiol 6gica devido as costel as estarem
fusionadas a essa estrutura, impossibilitando a respiraco através da rotacdo das costelas
(BRAINERD, 1999). Mavasio (1996) destaca a relevancia dos dados anatdmicos dos
Testudines brasileiros tanto para a sisteméti ca dessas espéci es quanto para a preservagao.

Compreender a biologia animal e as caracteristicas das espécies pode contribuir parao
manejo e conservacao, porgue a partir desses estudos € possivel entender a adaptacdo desses
organismos ao ambiente e inferir osimpactos que podem ser ocasionados a partir de mudancgas
em seu habitat. Analises anatémicas e histol gicas de quel 6nios sdo escassas, principamente o
gue se refere a bolsas cloacais. Dados provenientes dessas técnicas sdo importantes para o
melhor conhecimento da biologia desses animais. Dessa forma, o objetivo desse trabalho

descrever os aspectos histol 6gicos dos pulmdes e bolsas cloacais - regido que auxilia as trocas



13

gasosas em quel 6nios semiaquéticos - de espécimes juvenis de P. unifilis. Considerando que
s80 animais que utilizam além do pulma&o as bol sas cloacais como um érgédo acessorio relevante,
podendo redlizar trocas gasosas em alguns grupos, novos dados podem se tornar instrumentos
para caracterizacéo e diferenciacdo de espécies no género. Dessa forma, nossa hipétese € que

as bolsas cloacais sdo 6rgéo capazes de realizar trocas gasosas nessa especie.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Descrever 0s aspectos anatdmicos e histologicos do pulméo e das bolsas cloacais de

juvenis de Podocnemis unifilis.

2.2 Especificos
e Descrever amorfologia do pulméo e das bolsas cloacais;

e Descrever os constituintes dos tecidos do pulméo e das bolsas cloacais;
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3.METODOLOGIA
3.1 Areadeestudo

Os espécimes de P. unifilis foram coletados em dois pontos do rio Tocantins, nas
proximidades do municipio de Tupiratins até o municipio de Tocantinia, € no rio Javaés, na
regido proxima a llhado bananal (Figura 1).

O rio Tocantins apresenta extensdo total de aproximadamente 2400 km e é oriundo da
confluéncia dos rios Almas e Maranh&o, cujas nascente esta localizada no planalto de Goiés, a
cercade 1000m de altitude, ao norte dacidade de Brasilia (ANA, 2006). Cortao pais no sentido
sul-norte, recebendo as aguas do rio Araguaia na divisa dos Estados do Tocantins e Pard. E
formado por trés segmentos distintos: o alto Tocantins, que comega na nascente se perpetuando
até a cachoeira do Laeado, com 1050km de comprimento; o médio Tocantins que vai da
cachoeira do Laeado a cachoeira do Itaboca, medindo 980 km; e o baixo Tocantins, da
cachoeira de Itaboca até afoz (OLIVEIRA, 2008).

No rio Tocantins, os animais foram coletados entre as coordenadas 8°23°11.2” S
48°06°50.1” W e 8°14°16.4” S 48°08°35.5” W, compreendendo as regides de Tocantinia até o
municipio de Tupiratins, locais com bastante acdo antrépica e relevante quando se trata de
expansdo agricola, principal mente na producdo de cana-de-aclcar e soja (IBGE, 2017). Alguns
pontos de amostragem est&o localizados nas proximidades da Usina Hidrel étrica (UHE) Luiz
Eduardo Magalh&es, um relevante fator que altera a dinamicafluvial daregi&o.

O rio Javaés possui sua bacia hidrograficalocalizada no estado do Tocantins, na por¢éo
média da bacia do rio Araguaia abrangendo a regido oeste e sudoeste do estado. Possui
aproximadamente 385 km de extensdo, da nascente que sai do leito do rio Araguaia até afoz,
também no rio Araguaia (Barbosa, 2019).

No rio Javaés, os espécimes foram coletados, entre as coordenadas 10°08°45.3” S
49°59°49.8” W e 9°54°47.9” S 50°06°48.5” W, nas proximidades do Centro de Pesquisa
Cangucu, em uma regido com diferentes areas destinadas a conservacéo ambiental, como o
Parque Nacional do Araguaia e Area de Proteciio Ambiental 11ha do Bananal/CantZo, além das
vériasterrasindigenas (UCAMBIENTAL, 2021). Essaregido trata-se de umaérea de transi ¢éo
formada por el ementos do Cerrado e Floresta Amazénica (SILVA, 2007).
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Figura 1- Area de estudo
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Fonte: Ribeiro, 2023
3.2 Captura dosanimais

As capturas foram aprovadas no Sistema de Autorizacdo e Informacgdo de
Biodiversidade (SISBIO), vinculado ao Ingtituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBIO), sob licenca n° 69837. No rio Javaés foi coletado um espécime em
setembro de 2021 e trés espécimes em outubro de 2021, e no rio Tocantins foram coletados
quatro espécimes em junho de 2022.

O método aplicado de capturafoi a pesca de anzol com iscas vegetais - milho e asoja—
e a técnica do “pulo” onde, apds a visualizagdo do animal na superficie da agua € necessario
pular da embarcacéo e perseguir o animal para capturé&lo (MIORANDO, 2016; MALVASIO
et al., 2019; ATAIDES et a., 2021). Essa técnica € efetiva durante o dia, principalmente entre
as 10h e 13h, quando o sol é incidente perpendicularmente no leito do rio, facilitando a
visualizaggo.

Apdbs a coleta, esses animais foram sexados (Figura 2) observando as caracteristicas de
dimorfismo sexual da espécie, e pesados conforme Ribeiro (2012). Foram ent&o transportados
em caixas organizadoras para a Universidade Federal do Tocantins — Campus Paimas — onde
foram posteriormente eutanasiados, de acordo com a Resolugdo do Conselho Federa de
MedicinaVeterindrian®1000/2012 (CFMV, 2012), pararetirada das bol sas cloacais e pulmdes.
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Figura 2 - Espécimes de P. unifilis - Macho (adireita) e fémea (a esquerda) - Sexagem por
coloracdo da cabeca.

-

Fonte: Acervo pessoal

3.3 Eutanasia

Apdbs a sexagem, os animais foram medidos com auxilio de um paquimetro manual ou
fitamétrica— paraanimais maiores— para 0 comprimento maximo da carapaca (CMC), largura
maxima da carapaca (LMC), comprimento méxima do plastréo (CMP), largura maxima do
plastréo (LMP) (Figura3 — A); e pesados em balanca digital comum (Figura 3 — B).

Figura 3 - (A) Biometria do espécime (B)Pesagem.

Fonte: Acervo pessoal
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Apésredlizada a biometria, os animais foram col ocados em um recipiente com gelo por
60 minutos para dessensibilizagdo. Posterior a dessensibilizaco, os espécimes foram
eutanasiados, com autorizacdo do Comité de Etica no uso de animais da Universidade Federal
do Tocantins (CEUA/UFT) no Processo n° 23101.002389/20-31 (Anexo B). A eutanasia se
iniciou pela sangria (corte da jugular) e separacéo da carapaca e plastrdo com auxilio de um
alicate de corte. Apés aseparacdo, foi feitaa evisceragdo, toalete e aretirada das bolsas cloacais

e pulmdes, respectivamente.

3.4 Microscopiadeluz

Apos retirados, os pulmdes e as bolsas cloacais foram cortados em fragmentos de 0,5 a
1lcm - para facilitar a entrada do fixador no tecido — fixados e armazenados em formol 10%
tamponado em tampé&o fosfato por 72 horas.

A fixagao teve como objetivo preservar a estrutura e a composi¢ao dos tecidos, evitar a
degradacdo do tecido por microrganismos e enzimas da propria célula (autélise) e enrijecer o
material com intuito de facilitar o corte fino para ser analisado no microscopio. Algumas
condi¢des podem influenciar nesse processo como atemperatura, pH, concentragao do fixador,
espessura do tecido e tempo de fixagdo (SANTOS et al., 2021).

Apos fixados, o material foi transferido para acool 70% até o processo de inclusdo em
parafina, sendo o dcool um reagente de armazenamento que nd muda a estrutura e a
composicao dos tecidos (CARVALHO, 2012).

3.4.1 Desidratacdo, diafanizagéo, impregnacao e incluséo

Para inclusdo em parafina, 0 material passou por um processo de desidratacéo para
remover aagua e o fixador, que foi gradativamente substituido pelo agente desidratante, jaque
aparafinando se misturacom aégua. O material foi processado em cinco etapas de desidratacéo
em acool em ordem crescente (alcool 70% - acool 95% | - dcool 95% Il - dcool absoluto | -
alcool absoluto 11), e permaneceu 60 minutos em cada etapa.

Apbs o processo de desidratacdo, esse material passou pelo processo de diafanizacéo,
uma etapa que tem como funcéo remover o acool da amostra visto que o acool ndo é miscivel
em parafina, utilizada paraimpregnacéo do material. Para esse processo as amostras passaram
em duas etapas de diafanizacdo em xilol (xilol 100% I - xilol 10% Il), onde permaneceram por
60 minutos em cada.

Apo6s a diafanizagdo, o material foi impregnado em parafinaliquida. A impregnacéo €

0 processo que retira 0 agente diafanizador para a entrada do meio de impregnacdo. Nesse



19

procedimento as amostras foram colocadas em duas parafinas a 60°C, sendo as duas parafinas
puras, e uma terceira parafina com cera de abelha a 8%, onde permaneceram por 60 minutos
em cada, até o processo de inclusdo.

A inclusdo em parafina teve o objetivo de gerar um bloco para auxiliar no corte do
processo de microtomia. Esse processo faz com que se obtenha um corte sem destruicdo do
tecido. Assim, o material foi colocado em parafina, com intuito de dar suporte ao micrétomo.
Os blocos foram feitos com papel tendo o auxilio de um molde de madeira, onde foi colocado

parafina com cera de abelha a 8% e fragmentos das bolsas cloacais e pulmdes (Figura 4).

Figura 4 - Montagem dos blocos de parafina.

Fonte: Acervo pessoal

3.4.3 Microtomia

Os blocos foram resfriados por 24 horas e desbastados para a remogéo do excesso de
parafina, com o intuito de se obter toda a superficie do tecido parafacilitar a microtomia. Esse
processo foi realizado com um micrétomo rotativo semi-motorizado, modelo RM2245 (Leica
Wetzlar - GER). Os desbastes foram realizados em 10pm e os cortes de tecido no tamanho
maximo de 6um. Esses cortes foram fixados em I&minas de vidro com adesivo de Haupt e
formalina a 5%, aguecidas a 60°C para expansdo dos cortes.

As laminas foram secas em temperatura ambiente e ap0s a secagem foram submetidas

a0 processo de coloragdo com Hematoxilina de Harris e Eosina.

3.4.4 Coloragdo em hematoxilina de Harris e eosina (HE)

Para iniciar o processo de coloragdo, as [aminas foram hidratadas em duas etapas. a

primeiraem xilol (xilol 100% | e xilol 100% II) onde permaneceram por 10 minutos em cada,
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e asegundaem dlcool, com concentragéo diminuindo gradativamente (&l cool absoluto | - 8 cool
absoluto Il - dcool 95% | - dcool 95% I1 - dcool 70%) onde permaneceram por um minuto em
cada etapa.

Apobs o processo de hidratacdo, as laminas foram submetidas a &gua corrente por dois
minutos, e posteriormente permaneceram 2 minutos em hematoxilina de Harris. Apos a
hematoxilina, aslaminas foram col ocadas em agua destilada e passaram por um banho em écido
cloridrico a 1% (diferenciador) para eliminar o excesso da coloracdo inicial. Apds o
diferenciador, ficaram submersas em égua corrente por 10 minutos. Essa etapa de coloracéo
tem como objetivo corar as partes &cidas (0s nucleos) de roxo-azulado.

Posterior aetapade hematoxilina, asl@minasforam col ocadas em eosinapor um minuto.
Apbs a eosina passaram pelo diferenciador e permaneceram por um minuto em agua corrente.

Essa etapa em eosina cora os citoplasmas e fibras do tecido conjuntivo de rosa-al aranjado.

3.4.5 Montagem das |aminas permanentes

Para a montagem de |l&minas permanentes, estas foram submetidas ao processo de
diafanizacdo, onde foram banhadas em acoois (dlcool 70% - dcool 95% - dcool absoluto) e
permaneceram por um minuto em xilol 100% | e xilol 100% Il. Posteriormente, as |aminas
foram submersas em xilol 100% Il onde permaneceram até a montagem. A montagem foi
realizada com laminulas de vidro aderidas as |aminas com basamo do Canada (sintético).

Posterior a secagem das laminas montadas, elas foram fotografadas com um
microscopio Optico, modelo Leica DM 500 com camera Leica ICC 50 HD acoplada (Leica,
Wetzlar - GER) e foram processadas em software especifico. Os processos descritos no item
3.4 foram adaptados pel os protocol os | aboratoriais de Caputo et a. (2010) e Carvalho (2012).

3.5 Microscopia eletrénica devarredura

As amostras foram cortadas de 0,2 a 0,4 mm, lavadas em &gua destilada por 10 minutos
para retirar 0 excesso do fixador e apos isso foram armazenadas em tampao fosfato por 72
horas. Posteriormente, as amostras foram lavadas em é&gua ultrapura e armazenadas em
eppendorf 2,5ml com égua ultrapura por 30 minutos. A dguafoi substituidapor glicerol a 18%,
onde as amostras permaneceram por 24 horas.

Ap0Gs esse processo, as amostras foram desidratadas em série alcodlica (Alcool 50% -
Alcool 70% - Alcool 90% - Alcool 95% - Alcool absoluto |- Alcool absoluto I1) e secas na
camara de ponto critico com etanol para retirada da umidade das amostras, nesse processo foi

utilizado o gés carbdnico que substitui o dcool das amostras - ja que a umidade pode causar
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problemas na formagdo da imagem (OSATCHUCK, 2022). Posterior a secagem, as amostras
foram fixadas em “stubs” e metalizadas a partir do banho em ouro.
Esses procedimentos foram realizados no Laboratorio de Microscopia do INPA —

Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.
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Foram capturados oitos espécimes de P. unifilis, sendo quatro coletados no rio Javags e

quatro coletadas no rio Tocantins. Os espécimes do rio Javaés apresentaram média 19,2 cm de

comprimento, e peso médio de 655,75 gramas. Em contrapartida, os espécimesdo rio Tocantins

apresentaram meédia 15,9 cm de comprimento e peso médio de 377,25 gramas (Tabela 01).

Tabela 1- Dados biométricos dos espécimes de P. unifiliss CMC: Comprimento maximo da carapaca; LMC:
L argura maxima da carapagca; CMP: Comprimento méximo do plastr&o; LMP: Largura maxima do plastréo

Sexo L ocal CMC LMC CMP (cm) | LMP (cm) | Peso(Q)
(cm) (cm)
Fémea Javags 17,4 13,2 14,2 9,7 525
Fémea Tocantins 15,2 14,8 12,5 114 372
Fémea Tocantins 16,5 13,7 13,2 9,2 400
Macho Javags 18,9 17,8 13,4 10,4 581
Macho Javaés 20,2 19 14,6 11,1 744
Macho Javaés 20,3 19,3 14,6 10,7 773
Macho Tocantins 16 15,5 12,1 9,2 384
Macho Tocantins 15,9 14,4 124 9,7 353

Os espécimes col etados se tratava de juvenis da espécie, tendo em vista que para

espécie sO sdo considerados adultos os espécimes machos com comprimento da carapaca > 25

cm, e para as fémeas > 35 cm (SOARES, 2000; FACHIN-TERAN; VOGT, 2004).

4.1 Bolsas cloacais

A cloaca é dividida em trés partes. coprodeu, urodeu e proctodeu; e todas juntas

constituem o sistema digestorio e urogenital. As bolsas cloacais s8o componentes do sistema

urogenital dos Testudines, e estéo localizadas na cintura pélvica, sendo dilataces da parede do

proctodeu que se comunica com o exterior (Figura 5 - A). S0 estruturas anexas da cloaca,

formadas pelo colo — que é ligado a cloaca —, corpo e apice (Figura5 - B).
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Figura5- (A) Cinturapélvicade P. unifilis e bolsas cloacais (B) Anatomiadas bolsas cloacais.
BCe: bolsa cloacal esguerda; BCd: bolsa cloaca direita; Ap: apice; Cp: corpo; Cl: colo, Prot:
protodeu

Fonte: Acervo pessod

As aves possuem 0 proctodeu, que € um segmento que se comunica com exterior
(OLIVEIRA et a., 2004), assim como em P. unifilis. Nas aves o proctodeu esta localizado na
parte posterior da cloaca enquanto as bolsas se encontram na parte anterior, sendo estruturas
anatbmicas distintas. Em contrapartida, em P. unifilis o proctodeu forma dilatacbes que
originam as bolsas cloacais nessa espécie. Além das diferencas anatbmicas entre as bolsas
cloacais de aves e dos Testudines, ha uma diferenca funcional. Em aves esses 6rgaos sao
responsavei s pelaimunidade humoral e € onde ocorre adiferenciacéo e maturacdo dos linfocitos
B (HODGES, 1974). Enquanto nos Testudines ja foram descritas funcdes como trocas gasosas
(CORDEIRO, 2019), estocagem de agua para umidificacdo do substrato, controle de
flutuabilidade e trocas i6nicas (JEFFREE; JONES, 1992; JORGENSEN, 1998).

Em Phrynops geoffroanus (cagado de barbicha) as bolsas cloacais estdo inseridas na
cinturapélvicae sdo dilatacbes da parede do proctodeu (CORDEIRO, 2019), corroborando com
esse estudo e o estudo de Rosa (2008) que caracterizou as bolsas cloacais em posicéo
semelhante em P. expansa (tartaruga da amazonia) e em Chelus fimbriatus (maté&-mata). Além
disso, esses autores também dividiram esse 6rgao em colo, corpo e apice.

As bolsas cloacais séo formadas por quatro camadas. mucosa, submucosa, muscular e a
serosa (Figura 6). Apresentam caracteristicas de 6rgéo ocos, onde a mucosa é Umida devido a
presenca de células secretoras e glandul as exdcrinas que secretam muco, protegendo o epitélio

contra agentes quimicos e biologicos. Além disso, a mucosa tem como fungdo absorcéo e
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secrecdo. O epitélio de revestimento das bolsas cloacais é do tipo estratificado cubico (Figura

7).

Figura 6 - Corte histol6gico bolsas cloacais — 10x. A: camada mucosa, B: camada submucosa,
C: camada muscular, D: camada serosa

Figura 7 - Corte histol6gico das bolsas cloacais - 40x - EPC: Epitélio estratificado cubico, LP:
l&mina prépria, VS: vaso sanguineo

A regido da mucosa é nutrida e sustentada pela [amina propria que faz parte da
submucosa. A submucosa é formada por tecido conjuntivo frouxo e possui a presenca de vasos
sanguineos e capilares, sendo observada a presenca de células produtoras de muco

(caliciformes) no epitélio (Figura 8).
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Figura 8 - Corte histol0gico das bolsas cloacais - 10x - EPC: Epitélio estratificado cubico, VS:
vaso sanguineo, CP: capilares, ML: musculatura lisa, — células caliciformes

T

A regido muscular € formada por tanicas musculares, que se encontram sobre tecido
conjuntivo denso que oferece resisténcia e protecdo, podendo haver a presenca de vasos
sanguineos nessa regido. Essa camada muscular € importante para deslocar e movimentar a
aguano interior do 6rgéo (Figura9).

Figura9 - Corte histolégico das bolsas cloacais - 40x EPC: Epitélio estratificado cubico, CP:
capilar, TM: tlnica muscular

A camada serosa € formada por tecido conjuntivo e € delimitada por um epitéio
pavimentoso simples que é denominado mesotélio (Figura 10).



26

Figura 10 - Corte histol 6gico das bolsas cloacais - 10x EPC: Epitélio estratificado cubico, VS:
vaso sanguineo, TM: tunica muscular, CS: camada serosa

Hernandez-Hernao et. al., (2013) descreveu a anatomia macroscopica e microscopica
do sistema urogenital de P. vogli, uma espécie do mesmo género dos espécimes estudados. As
bolsas cloacais da P. vogli apresentaram um epitélio cilindrico simples sobre uma lamina
propria, presenca de tanicas musculares (muscul aturalisa) e a presenca de uma camada serosa.
Neste estudo com P. unifilis, foram observadas estruturas semelhantes, mas houve uma
distingdo quanto ao tipo de epitélio presente. Nesta espécie foi identificada a presenca de um
epitélio estratificado cubico.

Em P. geoffroanus, o estudo conduzido por Cordeiro (2019) identificou a presenca de
umamucosa formada por epitélio de revestimento estratificado com células colunares no apice,
[&mina propria, submucosa com tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos, tunicas
musculares e uma camada serosa. Estes dados corroboraram com o presente estudo.

Esses dados corroboram com a hipétese de que o tipo de epitélio varia de acordo com
os habitos e habitat desses espécimes, apesar de serem do mesmo género a P. vogli apresentam
habitos distintos da P. unifilis. e P. geoffroanus possui hébitos e habitats semelhantes a da
espécie estudada, mesmo sendo de familia e género diferentes. P. unifilis e Phrynops
geoffroanus possui locais de ocorréncia na regido amazonica da Venezuela, Bolivia e Peru
(FERRARA €. d., 2017) e nos estados brasileiros Amapa, Acre, Pard, Maranhdo, Tocantins,
Goiés, Ronddnia, Mato Grosso (VOGT, 2008; RHODIN et a., 2018), com ocorréncia em
comum em grandesrios e lagos (VOGT, 2008; FERRARA et al., 2017).
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De acordo Rueda-Almonacid et al., (2007) e Portocarrero-Aya (2008), P. vogli ndo é
encontrada em cursos de grandes rios. Essa espécie é descrita em corpos de &gua peguenos e
pouco profundos, tendo preferéncia por aguas turvas com fundo argiloso ou lamacentos com
pouca vegetacdo (SEGURO, 2018).

As imagens obtidas a partir da microscopia eletronica de varredura (MEV)
evidenciaram as camadas de mucosa, muscular e serosa (Figura 11 - A). O 6rgdo apresentou
um aspecto enrugado (Figura 11 - B), e isso ocorre devido a sua capacidade de aumentar aarea
de superficie, pois esses enrugamentos do epitélio criam dobras que aumentam seu volume com
aentrada de agua, melhorando a absor¢ado e reabsorcéo.

Figurall - (A) Camadas das bolsas cloacais (B) Epitélio - CS: camada serosa, CM: camada
muscular, EP: epitélio

SEM MAG: 1.21 kx SEM HV: 15.0 kV VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 618 x SEM HV: 15.0 kV

WD: 25.29 mm Det: SE WD: 26.64 mm Det: SE 100 pm
INPA - LTMOE

Em resumo, as bolsas cloacais de P. unifilis apresentaram estruturas semelhantes a P.
vogli, espécie do mesmo género, diferindo-se apenas quanto ao tipo de epitélio. Os espécimes
estudados apresentaram quatro camadas de tecido: a mucosa (com epitélio estratificado
cilindrico), a submucosa (com tecido conjuntivo frouxo e presenca de capilares e vasos
sanguineos), a camada muscular (com tanicas musculares sobre um tecido conjuntivo denso,
com presenca de capilares e vasos s0 que em menor quantidade quando comparado com a
submucosa) e a camada serosa. A espécie P. geoffroanus apresentou estruturas similares a P.
unifilis, apesar de serem de género distintos.
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4.2 Pulmoes

Os espécimes analisados apresentaram dois pulmdes bem desenvolvidos e com aspecto
esponjoso, com uma coloracdo rosea devido a grande vascularizagdo do 6rgdo. Os pulmdes
encontram-se posicionados dorsalmente em relagdo aos demais 6rgéo do corpo e presos a
parede interna da carapaca.

Os pulmdes estavam dorsalmente ligados a carapaca (Figura12 - A), e ventralmente no
lado esquerdo conectado ao estdbmago pelo ligamento gastropulmonar (Figura 12 - B) e no lado
direito ligado ao figado pelo ligamento hepatopulmonar, como descrito também em P. expansa
(VARGAS, 2015). Os brénquios estdo inseridos no pulméo (Figura 12 - C) e sdo oriundos da
bifurcacéo datragueia, que € um tubo flexivel cartilaginoso que apresenta col oracdo branca que

se encontra proximo ao esdfago (Figura 12 - D).

Figural2 - (A) Pulmé&o direito e esquerdo (B) Ligacdo gastropulmonar (C) Brénquios
(D)Tragueia.

Em P. geoffroanus os pulmdes também se encontraram ligados dorsalmente a carapaca
e ventramente ligados ao figado (ligagdo hepatopulmonar) e estbmago (ligagéo
gastropulmonar) (Cordeiro, 2019), semelhante também em P. expansa (Vargas, 2015).

Vargas (2015) relatou que em P. expansa a tragueia € um tubo curto com anéis
cartilaginosos completos e flexiveis, sendo essa uma condi¢do relacionada com a retracéo da

cabeca desses animais. Este tubo apresenta uma bifurcacdo na regido cervica e origina 0s
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brénquios, corroborando com este trabal ho realizado com P. unifilis. Wyneken (2001) descreve
gue em outros répteis essa bifurcacdo se encontra naregido mais caudal.
Os pulmdes apresentaram projecdes sobre uma camada de tecido muscular liso (Figura
13) que se encontra sobre tecido conjuntivo e essas projecoes se estenderam formando aberturas
gue constituem peguenas camaras. Essas cdmaras permitem uma area adicional de superficie
paraatrocas gasosas (Figura 14).
Figura 13 - Corte histologico do pulméo - 10x - CH: cartilagem de hialina, *: camara, VS.
vaso sanguineo, TM: tecido muscular, E: epitélio, CP: capilar
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Foi observado em algumas regides a estrutura do epitélio que reveste as vias aéreas
associadas com sistema vascular. O epitélio dessa regido é uma Unica camada de células
epiteliais formando um epitélio do tipo simples, que permite uma troca gasosa eficiente,
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facilitando a absorcéo de oxigénio a partir de membranas celulares e capilares sanguineos. H4
uma rede densa de vasos sanguineos abaixo do epitélio, com capilares envolvendo as cadmaras
respiratorias (Figura 15).

Figura 15 - Corte histologico do pulméo - 10x - VS: vaso sanguineo, CP: capilar
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Em P. geoffroanus os pulmdes apresentaram-se ricos em capilares e vasos sanguineos,
a presenca de células secretoras de muco e foi observado projecBes que originam cémaras
(CORDEIRO, 2019), corroborando com trabahos realizados com P. expansa (VARGAS,
2015) e com este trabalho com P. unifilis.

Algumas regides dos pulmdes apresentaram um epitélio cubico simples, com apresenca
de cilios e células especidizadas na producdo de muco. Logo abaixo desse epitélio, foi
observado a presenca de tecido conjuntivo frouxo, cuja funcéo é oferecer suporte e nutricdo a
camada epitelial. Ademais, observou-se a presenca de tecido conjuntivo denso e ndo model ado

sobre o tecido conjuntivo cartilaginoso (cartilagem de hialina) com condrécitos (Figura 16).
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Figura 16 - Corte histol6gico do pulméo - 40x - E: Epitélio cubico simples ciliado, TCF:
tecido conjuntivo frouxo, TCD: tecido conjuntivo denso, c¢: condrécitos, — células
caliciformes

A cartilagem de hialina presente neste 6rgéo tem como funcdo dar forma e evitar que as
vias aéreas se fechem, permitindo a contracdo e expansdo durante o processo de respiracdo. Os
condrdcitos presentes nessa cartilagem sao responsavei s pela producéo e manutencdo da matriz

extracelular (Figura 17).
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Figura 17 - Corte histol6gico do pulméo - 10x - CH: cartilagem de hiaiana

Em P. expansa, no trabal ho realizado por Vargas (2015), aregido datraquel a apresentou
maior quantidade de cartilagem de hialina, e cartilagem vai desaparecendo na medida em
gue os brénguios se ramificam. Além disso, o tipo de tecido epitelial modifica-se de cilindrico
para cubico.

Em sintese, os pulmdes apresentaram projecdes sobre a musculatura lisa que formam
camaras que permitem uma érea adicional para trocas gasosas. Foi observado epitélio do tipo
simples com células secretoras sobre vasos e capilares sanguineos e a presenca de cartilagem

de hialina, assim como o descrito em P. expansa no trabalho realizado por Vargas (2015).
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5 CONSIDERACOESFINAIS

Os resultados corroboram com a hipétese de que as bolsas cloacais podem realizar
trocas gasosas. A partir do estudo histolégico do 6rgéo, foi possivel visualizar a presenca de
capilares e vasos sanguineos abaixo do epitélio e a presenca de células caliciformes que pode
estar relacionada com a producgéo e secrecdo de muco. Dessa forma, sugerimos, gue podem
desempenhar fungdes semelhantes aos pulmdes, confirmando que esse 6rgao em P. unifilis
podem realizar trocas gasosas. Entretanto, os pulmdes séo mais eficientes quando se trata de
trocas gasosas, tendo em vista que esse 6rgdo apresenta mais capilares abaixo do epitélio e um
nimero maior de células secretoras de muco, caracteristicas de 6rgados respiratorios, que
secretam muco para protecdo contralesdes ou desidratacdo, tendo em vistaque o epitélio € uma
camadafina

Se fazem necessérios mais estudos anatdbmicos, fisiolégicos e histol6gicos acerca das
bolsas cloacais em P. unifilis com a finalidade de testar a hipotese de que esse 6rgédo faz o
controle de flutuabilidade, estocagem de é&gua, umidificacdo de substrato, controle de
flutuabilidade e trocas i6nicas fungbes que ja foram descritas em outras espécies. Além disso,
torna-se necessario estudos com espéecies com habitos e habitats diferentes para confirmar a
hipbtese que o tipo de epitélio desses organismos varia de acordo com os habitats, tendo em
vista que em P. vogli apesar de ser do mesmo género apresentou epitélio diferente, enquanto
em Phrynos geoffroanus apresentou epitélio semelhante a P. unifilis mesmo sendo de familiae
género diferentes.

Quanto aos pulmdes ndo houve diferenca, apresentando semel hanga com a Podocnemis
expansa.
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APENDICE

APENDICE A — Protocolo de coloracdo em HematoxilinadeHarris— Eosina (HE)

Hidratacdo

1. Xilol 100% — 10 minutos

2. Xilol 100% — 10 minutos

3. Alcool Absoluto | — 1 minuto
4. Alcool Absoluto | — 1 minuto
5. Alcool 95% | — 1 minuto

6. Alcool 95% | — 1 minuto

7. Alcool 70% — 1 minuto
Coloracéo

8. Agua corrente — 2 minutos

9. Hematoxilina de Harris — 2 minutos
10. Agua corrente — banho!

11. Diferenciador (Acido Cloridrico 1%) — banho

12. Agua corrente — 10 minutos
13. Eosina— banho

14. Diferenciador (Acido Cloridrico 1%) — banho?

15. Agua corrente - 1 minuto
Diafanizacéo:

15. Alcool 70% — banho

16. Alcool 95% | — banho
17. Alcool Absoluto — banho
18. Xilol 100% — 1 minuto
19. Xilol 100% — 1 minuto
20. Xilol 100% — Montagem
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1 0 banho corresponde a passagem rapida e imediata ndo superior a 8 segundos entre a colocagao do material no

produto, retirada e colocagdo no proximo produto.

2A depender do material, a etapa de banho em diferenciador apds a coloragdo em eosina pode ser suprimida.
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ANEXO

Anexo A: Parecer do Comité de Etica no Uso de Animais— CEUA

FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS e
CAMPUS UNIVERSITARIO DE ARAGUAINA CEUA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Araguaina, 10 de novembro de 2020.

O projeto intitulado “Efeito de agrotoxicos em Podocnemis unifilis (Testudines,
Podocnemididae) e possiveis implica¢des em comunidades tradicionais” processo n®
23101.002389/20-31 sob a responsabilidade, Kellen Lagares Silva Ferreira esta de
acordo com as normas éticas estabelecidas pela lei de Procedimentos para o Uso
Cientifico de Animais, de 8 de outubro de 2008, estando aprovado para a sua execug¢ao

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Tocantins.




