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Resumo 

FIRMIANO, Enely Maris da Silveira. Descrição histológica e detecção imuno-

histoquímica de células do sistema neuroendócrino difuso no oviduto de Phrynops 

geoffroanus (Testudines, Chelidae). 2013. Dissertação (Mestrado em Biologia Animal). 

Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

  

Phrynops geoffronus é uma espécie de réptil representante da ordem dos Testudines, 

popularmente conhecida como cágado-de-barbichas ou cágado-de-barbelas. Como os demais 

representantes desta ordem, é uma espécie ovípara, ou seja, as fêmeas colocam ovos no 

ambiente durante a reprodução. Os objetivos deste trabalho foram a descrição histológica do 

oviduto das fêmeas de P. geoffroanus com auxílio da microscopia de luz, após ser submetido 

às técnicas histológicas e histoquímicas (AB pH 2,5, PAS, Tricrômico de Mallory, Xylidine 

Ponceau), além de procurar identificar células endócrinas produtoras de motilina, serotonina e 

somatostatina através da imuno-histoquímica, ao longo dos diversos segmentos do oviduto. O 

oviduto deste cágado é composto por cinco diferentes regiões: infundíbulo, que recebe o 

ovócito liberado no momento da ovocitação; a tuba uterina (magno), região espiralada 

produtora do albúmen; o istmo, uma região de transição; o útero, responsável pela produção 

da casca do ovo, e a vagina, porção final do oviduto que leva à cloaca. A estrutura do oviduto 

de P. geoffroanus é semelhante à de outras espécies de répteis ovíparos e pode ser utilizada 

para comparações morfológicas filogenéticas. O estudo imuno-histoquímico revelou ausência 

de células neuroendócrinas produtoras de motilina, serotonina e somatostatina em todas as 

regiões do oviduto da espécie estudada. Entretanto, a existência dessas células foi verificada 

no intestino deste cágado (teste-controle), tornando possível sugerir que provavelmente os 

peptídeos regulatórios produzidos por tais células, sejam transportados pela corrente 

sanguínea e atinjam receptores específicos em células-alvo localizadas ao longo do oviduto 

para atuarem na regulação dos movimentos peristálticos deste órgão. 

  

Palavras-chave: Testudines, oviduto, microscopia de luz, morfologia, imuno-histoquímica. 
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Abstract 

FIRMIANO, Enely Maris da Silveira. Histological description and immunohistochemical 

detection of diffuse neuroendocrine system cells in the oviduct of Phrynops geoffroanus 

(Testudines, Chelidae). 2013. Dissertation (Master Science in Animal Biology). Instituto de 

Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

  

Phrynops geoffroanus is a freshwater turtle popularly known as Geoffroy's toadhead turtle or 

Geoffroy's side-necked turtle. Like other species of the Testudines order, it is oviparous, 

meaning the females lay their eggs in the environment. The objectives of this article are to 

describe the morphology of the oviduct of P. geoffroanus as observed through light 

microscopy after performing standard histochemical techniques (AB pH 2.5, PAS, Mallory’s 

trichrome, xylidine Ponceau), besides identifying the endocrine cells in the various regions of 

the oviduct that produce motilin, serotonin and somatostatin through immunohistochemistry. 

The oviduct of this turtle is composed of five regions: the infundibulum, which receives the 

oocyte released at the moment of oocytation; the tube uterine (magnum), the spiraled region 

that produces the albumen; the isthmus, a transition region; the uterus, responsible for 

producing the egg shell; and the vagina, the final portion of the oviduct, which leads to the 

cloaca. The structure of the oviduct of P. geoffroanus is similar to that of other oviparous 

reptile species. Its description can be used for phylogenetic morphological comparisons. The 

immunohistochemistry study revealed the absence of neuroendocrine cells that produce 

motilin, serotonin and somatostatin in all regions of the oviduct. However, the existence of 

these cells in the gut of this turtle was verified, enabling the suggestion that the regulatory 

peptides produced by these cells are carried by the bloodstream and reach specific receptors 

on target cells located along the oviduct, to regulate the peristaltic movements of this organ. 

  

Keywords: Testudines, oviduct, light microscopy, morphology, immunohistochemistry. 
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1.0 - INTRODUÇÃO  

 

 Os répteis formam um grupo proeminente em quase todas as taxocenoses 

terrestres, sendo conhecidas atualmente 9.596 espécies (UETZ & HALLERMANN, 

2012). Estes vêm sofrendo grandes perdas de espécies no decorrer da história e, das 23 

ordens existentes no passado, restaram apenas quatro: Testudines, constituída por 

jabutis, cágados e tartarugas; Crocodylia com jacarés, crocodilos, aligátores e gaviais; 

Rhynchocephalia com os tuataras e Squamata formada por serpentes, lagartos e 

anfisbenas (ORR, 1986; GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994; STORER et al., 

2000; GOULART, 2004). 

 A ordem Testudines está subdividida em duas subordens: Cryptodira (cripto: 

escondido; dire: pescoço), retraem a cabeça horizontalmente para dentro do casco; 

dividida em três superfamílias: Testudinoidea, Trionychoidea e Chelonioidea, que 

incluem tartarugas, cágados e jabutis encontrados, em sua maioria, no Hemisfério Sul, 

com formas terrestres e aquáticas na América do Sul, terrestres na África e sem 

representantes na Austrália. Pleurodira (pleuro: lado), retraem a cabeça e o pescoço 

lateralmente, dividida em duas famílias: Chelidae e Pelomedusidae encontrados apenas 

no Hemisfério Sul (POUGH et al., 2003; GOULART, 2004). 

 Entre os Pleurodira a família Chelidae é considerada a mais rica, com 19 

espécies ocorrendo no Brasil sendo estas distribuídas em cinco gêneros: Achantochelys, 

Chelus, Hydromedusa, Phrynops e Platemys, sendo o gênero Phrynops o menos 

conhecido da família e também o mais complexo e diverso taxonomicamente. 

(MITTERMEIER et al., 1980; MOLINA, 1998).  
De todos os membros da família Chelidae, Phrynops geoffroanus apresenta a 

distribuição geográfica mais ampla. A espécie é amplamente distribuída em regiões 

neotropicais (Amazônia Colombiana, Venezuela, as Guianas, Uruguai, norte da 

Argentina, e no Brasil de norte a sul). E, como outros quelônios, são ovíparos com 

fertilização interna e têm um sistema reprodutor adaptado para essa condição (GUIX et 

al., 1989; MCCORD et al., 2001.) 

No geral, as fêmeas dos répteis possuem um par de ovários e um par de ovidutos 

que conduzem o ovo desde a ovocitação até a oviposição e/ou parturição; sendo ainda o 

local para a fertilização e estocagem de espermatozóides (GIRLING, 2002). Nos 

indivíduos ovíparos, o oviduto participa ativamente da produção da casca que envolve o 

ovo e nos vivíparos atua na formação da placenta (GIRLING, 2002). O termo oviduto, 

em répteis, designa as estruturas derivadas dos ductos de Müller no período embrionário 

(WAKE, 1985). Em geral, o oviduto pode ser dividido anatomicamente em cinco 

regiões, seguindo a orientação da porção cranial para a caudal: infundíbulo, tuba uterina 

(magno), istmo, útero e vagina (GIRLING, 2002). 

As Células Neuroendócrinas (PEARSE, 1977) ou paraneurônios (FUJITA, 1976, 

1980) produzem bio-aminas e/ou peptídeos hormonais e estão distribuídas por todo o 

organismo das muitas espécies de animais. Estas células, que compõem o Sistema 

Neuroendócrino Difuso, podem ser detectadas através de técnicas imuno-histoquímicas 

para a localização de aminas específicas. Mais de 35 tipos diferentes de células do 

referido sistema estão descritas na mucosa do estômago, nos intestinos delgado e 

grosso, no pâncreas endócrino, no sistema respiratório, na tireóide, na hipófise e na 

próstata (GARTNER & HIATT, 1999; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Este é um 

dos campos da pesquisa que mais rapidamente se desenvolve especialmente no que diz 
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respeito aos hormônios gastrintestinais (WU et al., 1997; ZHANG & LI, 1997; ZHU et 

al., 1999). 

A estrutura e função do oviduto de répteis são pouco estudadas, principalmente 

em tartarugas. No Brasil, os trabalhos referentes à biologia reprodutiva de P. 

geoffroanus, são principalmente relacionados à descrição do comportamento reprodutor 

e nidificação; não existindo estudos relativos à descrição histológica e imuno-

localização de células endócrinas ao longo do oviduto.  

O estudo tem por objetivos a descrição da anatomia microscópica com auxilio de 

técnicas histológicas e histoquímicas e a detecção de células endócrinas específicas 

utilizando método imuno-histoquímico em cada segmento do oviduto de Phrynops 

geoffroanus. Esta pesquisa fornecerá subsídios para comparações morfológicas entre 

espécies de répteis, embasando estudos filogenéticos. 

 

 

2.0 - REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 - A classe dos Répteis 

 

Os répteis constituem uma classe de animais vertebrados tetrápodes, 

ectotérmicos e todos amniotas. Grande parte das espécies dos répteis é carnívora ou 

onívora. Herbívoros são limitados a algumas espécies de lagartos. A maioria dos répteis 

é ovípara, alguns são ovovivíparos e poucos são vivíparos (POUGH et al., 2003).  

Os répteis e os demais amniotas são classificados em Anapsida, Diapsida e 

Sinapsida. Os primeiros são representados pelos répteis que não possuem nenhuma 

fossa temporal, denominados Chelonia ou Testudomorpha. Os Diapsidas possuem duas 

aberturas temporais no crânio e são representados pelos Lepidosauromorpha (lagartos, 

serpentes, tuataras e anfisbenias) e pelos Archosauromorpha (crocodilianos e aves). Os 

Sinapsidas apresentam uma abertura temporal lateral, tendo como representantes os 

Pelycosaurias e os Therapsidas, ambos extintos, e os mamíferos dos dias atuais 

(POUGH et al., 2003). 

 

2.2 - A ordem Testudines 

 

A ordem Testudines, constituída por 302 espécies de tartarugas, cágados e 

jabutis encontra-se dividida em duas subordens. A principal característica dessa ordem é 

o casco que reveste o corpo do animal, formado pela fusão das costelas, vértebras 

torácicas, lombares e sacrais e alguns ossos das cinturas pélvica e torácica. A carapaça é 

a porção convexa - dorsal e o plastrão é a porção ventral plana ou côncava.  

Possuem espécies que ocupam diferentes hábitats: algumas exclusivamente 

terrestres, como os jabutis (Geochelonia sp.); outras que vivem em ambientes fluviais e 

lacustres, como os cágados (Phrynops sp.); algumas exclusivamente marinhas, como as 

tartarugas (Caretta caretta), e ainda, aquelas que vivem em ambientes terrestres e de 

água doce como a Aperema (Rhynoclemmys punctularia) (GARCIA-NAVARRO & 

PACHALY, 1994; GOULART, 2004).  
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2.3 - A espécie estudada  

 

A espécie Phrynops geoffroanus, popularmente conhecida como cágado-de-

barbelas ou cágado-de-barbicha, foi descrita pela primeira vez no Brasil por Schweigger 

(1812). Também é conhecida por cangapara, lalá, cágado-do-rio, tartaruga-do-pescoço-

de-cobra (português); Geoffroy’s Side-Necked Turtle (inglês) e bachala, huele feo 

(espanhol). São animais de hábitos diurnos, com alimentação basicamente carnívora 

constituída por pequenos peixes, coleópteros, minhocas, insetos aquáticos e aves 

aquáticas encontrados em rios, lagos e lagoas com correnteza lenta (PRITCHARD & 

TREBBAU, 1984).  

Taxonomicamente ela é classificada como:  

Filo Chordata  

    Subfilo Vertebrata  

        Superclasse Tetrapoda  

           Classe Reptilia 

               Subclasse Anapsida  

                   Ordem Testudines 

                      Subordem Pleurodira 

                         Família Chelidae 

                            Subfamília Austrochelidinae 

                                Gênero Phrynops 

No Brasil, a espécie é registrada na Região Norte, nos estados do Pará, 

Amazonas e Rondônia; na Região Sudeste, em Minas Gerais, São Paulo e Rio de 

Janeiro; na Região Centro-Oeste, no Mato Grosso do Sul e Goiás; na Região Nordeste, 

no Maranhão, Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte; e na Região Sul, Paraná e Rio Grande 

do Sul (FACHÍN-TERÁN et al., 1994; SOUZA & ABE, 2001; SOUZA et al., 2008; 

VOGT, 2008; FERRONATO et al., 2009; PINÃ et al., 2009; SCHNEIDER et al., 

2009). 

A cabeça de P. geoffroanus é larga e lisa, com coloração preta, linhas brancas e 

irregulares e, na parte inferior, branca com linhas e pontos pretos. Os olhos estão 

deslocados lateralmente e a característica mais proeminente dessa espécie é uma linha 

preta e larga que se estende longitudinalmente pelo olho, e um par de barbelas na 

mandíbula com a extremidade preta, que a difere da Phrynops hilarii, cujas 

extremidades são brancas. Os membros são cinza com manchas brancas (PRITCHARD, 

1979; PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ERNST & BARBOUR, 1989). 

Existe dimorfismo sexual em tamanho e massa: machos são menores e menos 

pesados, possuem caudas mais compridas, grossas e aberturas cloacais mais distais em 

comparação com as fêmeas. Indivíduos jovens podem apresentar uma quilha mediana 

na carapaça, que desaparece nos adultos (ERNST & BARBOUR, 1989). 

 

 

2.4 - Sistema Reprodutor Feminino de Phrynops geoffroanus  
  

O sistema reprodutor feminino do cágado-de-barbelas é constituído por um par 

de ovários, um par de ovidutos, cloaca e clitóris e apresenta as mesmas características 

anatômicas descritas para a maioria dos répteis (ASHLEY, 1974). Este sistema em 

Phrynops geoffroanus encontra-se posicionado na região posterior da cavidade 

pleuroperitoneal do animal, juntamente com outros órgãos como o intestino, rins, 

vesícula urinária e as vesículas urinárias acessórias (ZAGO, 2007).  
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Os ovários são estruturas saculiformes com folículos ovarianos em vários 

estágios de desenvolvimento. Dos ovários partem os ovidutos, estruturas tubulares e 

sinuosas de coloração esbranquiçada (GOULART, 2004; ZAGO, 2007). Na maioria dos 

répteis, ambos os ovidutos são funcionais e separados em toda sua extensão, juntando-

se posteriormente em uma cloaca (FOX, 1977).  

 

 

2.5 - Peptídeos reguladores e aminas biogênicas pesquisadas 

 

Serotonina 

 

A 5-hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT) é um neurotransmissor sintetizado 

por neurônios serotoninérgicos do sistema nervoso central (SNC) e por células 

endócrinas no sistema digestório. A serotonina tem uma ação moduladora geral da 

conduta afetiva associada a ações sobre a cognição e comportamentos homeostáticos. 

Assim sendo, a 5-HT influi sobre quase todas as funções cerebrais, inibindo-a ou 

estimulando múltiplos sistemas de neurotransmissão. A serotonina também age 

aumentando a motilidade intestinal (GARTNER & HIATT, 1999; JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2008). 

O papel funcional da serotonina em relação ao sistema urogenital é 

desconhecido, entretanto no sistema gastro-entero-pancreático a serotonina estimula a 

secreção exócrina dos epitélios, particularmente das células mucosas (FURNESS & 

COSTA, 1982). 

 

Somatostatina 

 

O termo somatostatina refere-se a uma família de peptídeos: somatostatina-14, 

somatostatina-28 e somatostatina 28 (FRANKS, 1998; BACHELOT et al., 2002). A 

somatostatina tem a capacidade de inibir secreções endócrinas e exócrinas no trato 

gastrintestinal (REICHLIN, 1983a), geralmente é liberada através de processos 

citoplasmáticos em espaços intersticiais, atuando de forma parácrina nas células 

vizinhas (REICHLIN, 1983b).  

 

Motilina 

  

 A motilina é um peptídio de 22 aminoácidos, originalmente extraído da mucosa 

duodeno-jejunal, estando presente nas células argentafins ou enterocromafins (CE) do 

intestino delgado de vários mamíferos (POITRAS et al., 1994). A motilina é secretada a 

cada 100 minutos para estimular o complexo motor de migração que ajuda a limpar o 

estômago e intestino delgado de material não digerido. Participa no controle das 

contrações do músculo liso no tubo digestivo superior (CHAN-PALAY et al., 1982; 

FANG et al., 2004). 
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CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descrição histológica e histoquímica do oviduto de  

Phrynops geoffroanus (Testudines, Chelidae) 
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3.1 - OBJETIVOS  

 

 Descrever com auxílio do microscópio de luz a morfologia das distintas regiões 

do oviduto de P. geoffroanus. 

 

 Analisar as reações histoquímicos da mucosa nos segmentos do oviduto deste 

cágado. 

 

 Originar dados morfológicos que possam contribuir para estudos filogenéticos 

entre os Testudines e os demais répteis. 

 

 

3.2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para realização deste estudo foram coletados o oviduto de quatro espécimes de 

fêmeas adultas de P. geoffroanus (Figura 1) que se encontram depositados na Coleção 

Herpetológica do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora 

(UFJF), MG. Estes animais são tombados (Tabela 1) e estão acondicionados em meio 

líquido, solução de formol 10%, e devidamente etiquetados. Os ovidutos coletados 

foram encaminhados ao Laboratório de Histologia e Embriologia da UFRRJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Exemplar de Phrynops geoffroanus. 
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3.2.1 - Preparação dos cortes histológicos 

 

No Laboratório os órgãos foram clivados em seções transversais e submetidos 

aos processamentos de técnica histológica de rotina que incluíram: desidratação (em 

uma série crescente de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol I e II, 

impregnação e inclusão em Histosec (Merck, Darmstadt, Germany). Posteriormente 

foram obtidos em micrótomo cortes histológicos de 5 μm espessura. Para o exame da 

arquitetura do oviduto de P. geoffroanus ao microscópio de luz, as secções foram 

coradas pelas técnicas histológicas de Hematoxilina-Eosina (HE), para descrição 

histológica do órgão e do Tricrômico de Mallory, para diferenciação de fibras colágenas 

e musculares e para avaliação do padrão morfológico das fibras musculares 

(KIERNAN, 1990). Também foram utilizadas as técnicas histoquímicas do Alcian Blue 

(AB) pH  2.5 e do Ácido Periódico-Reativo de Schiff (PAS) para detecção de 

glicosaminoglicanas ácidas e neutras, respectivamente e de Xylidine Ponceau para 

observação de proteínas gerais (KIERNAN, 1990). Após as colorações específicas todas 

as lâminas foram montadas com lamínula e Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). 

 

3.2.2 - Observações e Fotomicrografias 

          

Todas as lâminas foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 

Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. 

 

 

3.3 - RESULTADOS 

 

P. geoffroanus apresenta um oviduto esquerdo e um direito, ambos 

morfologicamente desenvolvidos e fisiologicamente funcionais, que se iniciam junto 

aos ovários até se inserirem na cloaca, sendo localizados dorsalmente um em cada lado 

do corpo. A análise microscópica desses ovidutos demonstrou que estes tubos podem 

Número 

tombo 
Procedência 

 

564 

 

Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG.  

566 Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG.  

568 Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG.  

___ 

IBAMA: Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis de Juiz de Fora, MG. 

 Tabela 1. Fêmeas de P. geoffroanus utilizadas nesse estudo, pertencentes à Coleção 

Herpetológica do Departamento de Zoologia da UFJF, MG. 
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ser subdivididos em cinco regiões histologicamente distintas, partindo do ovário em 

direção à cloaca: infundíbulo, tuba uterina (magno), istmo (região de transição), útero e 

vagina (Figura 2). 

Histologicamente, o oviduto do cágado-de-barbicha encontra-se organizado em 

três camadas distintas do lúmen para a cavidade celomática: mucosa, muscular e serosa. 

A camada mucosa é composta por duas camadas funcionalmente relacionadas; o 

epitélio e a lâmina própria altamente vascularizada, formada por tecido conjuntivo. A 

camada muscular é composta por fibras musculares lisas dispostas formando uma ou 

mais camadas de acordo com a região específica do oviduto e a serosa que consiste de 

uma fina camada de tecido conjuntivo coberta por uma única camada de epitélio 

pavimentoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.1 - Infundíbulo 

 

O infundíbulo é definido como a região mais cranial do oviduto, que apresenta o 

óstio na porção próxima ao ovário, responsável por receber o ovócito liberado após a 

ovocitação.  

A histologia do infundíbulo evidenciou uma delgada camada mucosa, formando 

pequenos sulcos, revestida por um epitélio simples cilíndrico com células ciliadas e não 

ciliadas (Figura 3A). Logo abaixo das células epiteliais, encontra-se uma lâmina própria 

aglandular formada por tecido conjuntivo frouxo, ricamente vascularizado por vênulas, 

arteríolas e vasos linfáticos (Figura 3B). As células epiteliais desta região não 

apresentam produção de glicosaminoglicanas ácidas e neutras (Tabela 2), uma vez que 

reagem negativamente ao AB (pH 2,5) e ao PAS (Figuras 4A e 4B).  

A camada muscular, pouco desenvolvida nesta região, apresenta feixes de fibras 

musculares lisas orientados em um sentido visualmente longitudinal, visto que são 

histologicamente organizados em espiral (Figura 5A). A camada serosa, que envolve a 

camada muscular, é formada por um epitélio simples pavimentoso recobrindo uma 

delicada camada de tecido conjuntivo. Ao serem submetidas à técnica de Xylidine 

Ponceau todas as estruturas foram fracamente coradas (Figura 5B), demonstrando um 

baixo teor de proteínas no infundíbulo (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Infundíbulo 

Tuba Uterina 

Istmo 
Útero 

Vagina 

Figura 2: Oviduto de Phrynops geoffroanus com tamanho médio de 23 cm subdivido em cinco 

regiões. 
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4A 4B 

Figura 4: Fotomicrografias do infundíbulo de P. geoffroanus. 4A: Camada mucosa com epitélio negativo para 

glicosaminoglicanas (GCs) ácidas (e). AB. 4B: Camada mucosa com epitélio negativo para glicosaminoglicanas 

(GCs) neutras (e). PAS. Barra de 100 µm. 

  

       

      

3A 3B 

Figura 3: Fotomicrografias do infundíbulo de P. geoffroanus. 3A: Camada mucosa com epitélio simples 

cilíndrico com células ciliadas e não ciliadas (e). HE. 3B: Camada mucosa com epitélio (e) e lâmina própria (l) 

vascularizada (v), camada muscular pouco desenvolvida (m) e camada serosa (s). HE. Barra de 100 µm. 

m 
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Reação: -, negativa; ±, fraca a moderada; +, positiva. 

Regiões Colorações Histoquímicas 

  AB PAS XYLIDENE 

PONCEAU 

Infundíbulo Epitélio - - ± 

Tuba 

Uterina 

Epitélio + + - 

Glândulas - ± + 

Istmo Epitélio + + - 

Glândulas - - + 

Útero Epitélio - - ± 

Glândulas ± ± + 

Vagina Epitélio ± ± ± 

Epitélio das 

glândulas 
+ + ± 

Tabela 2: Reações histoquímicas do epitélio e das glândulas das diferentes regiões do 

oviduto de P. geoffroannus.  

Figura 5: Fotomicrografias do infundíbulo de P. geoffroanus. 5A: Camada mucosa com epitélio (e) e lâmina 

própria vascularizada (v) e camada muscular (m). Tricrômico de Mallory. 5B: Região do infundíbulo com todas 

as camadas coradas fracamente para proteínas gerais. Xylidine Ponceau. Barra de 100 µm.  

 

  
5A 5B 
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3.3.2 - Tuba Uterina (Magno) 

 

Macroscopicamente, a tuba uterina é a maior região do oviduto situada entre o 

infundíbulo e o istmo, caracterizada por apresentar criptas rasas e algumas profundas 

(Figura 6A). 

A camada mucosa da tuba uterina, mais desenvolvida que a observada no 

infundíbulo (Figura 6B), encontra-se protegida por um epitélio pseudoestratificado 

cilíndrico com células mucossecretoras, algumas células ciliadas e células basais 

(Figura 7A e 7B). O epitélio da tuba demonstrou atuar ativamente na produção de 

glicosaminoglicanas ácidas e neutras, visto que o mesmo apresentou intensa reação 

positiva ao AB e PAS, respectivamente (Figuras 8A e 8B) (Tabela 2). A lâmina própria 

é formada por tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado e uma grande 

quantidade de glândulas tubulares, que reagem fracamente ao PAS e não apresentam 

reação ao AB (pH 2,5), indicando que estas glândulas podem atuar na produção de 

glicosaminoglicanas  neutras.  

A camada muscular, situada logo abaixo da mucosa, é formada por feixes de 

fibras musculares lisas orientados visualmente longitudinal (Figura 9A), assim como o 

observado no infundíbulo. A camada serosa que aparece envolvendo toda essa região é 

formada por um epitélio simples pavimentoso recobrindo uma delgada camada de 

tecido conjuntivo, da mesma forma como no infundíbulo.  

As glândulas da lâmina própria reagiram positivamente à técnica de Xylidine 

Ponceau (Figura 9B), o que demonstra presença de proteínas ao longo da tuba uterina e 

em suas secreções (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 6A: Camada mucosa com criptas rasas; lâmina 

própria glandular (g) e vascularizada (v) e camada muscular (m). HE. 6B: Camada mucosa mais espessa com 

epitélio (e) e glândulas (g) na lâmina própria; camada muscular (m) e camada serosa (s). HE. Barra de 100 µm.  

 

  
6A 6B 
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Figura 7: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 7A: Camada mucosa recoberta por epitélio 

pseudoestratificado cilíndrico com células mucossecretoras, células ciliadas e células basais. HE. 7B: Camada 

mucosa protegida por epitélio com diferentes tipos celulares (setas). HE. Barra de 100 µm.  

 

  
7A 7B 

Figura 8: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 8A: Camada mucosa com epitélio positivo (e) e 

glândulas negativas (g) para glicosaminoglicanas ácidas. AB. 8B: Camada mucosa com epitélio positivo (e) e 

glândulas fracamente coradas (g) para glicosaminoglicanas neutras. PAS. HE. Barra de 100 µm.  

 

  
8A 8B 
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3.3.3 - Istmo 

 

A microscopia de P. geoffroannus revela o istmo como uma zona de transição 

do oviduto, ou seja, uma junção entre a tuba uterina e o útero. 

A mucosa é caracterizada por apresentar criptas mais profundas que as 

observadas na tuba uterina (Figura 10A). O epitélio é pseudoestratificado cilíndrico com 

células mucossecretoras, células ciliadas e células basais (Figura 10B), que reagem 

positivamente ao AB (pH 2,5) e ao PAS indicando a produção de glicosaminoglicanas  

ácidas e neutras (Figuras 11A e 11B) (Tabela 2). A lâmina própria do istmo apresenta 

uma redução em número das glândulas quando comparadas às observadas na tuba 

uterina, sendo que estas apresentam reação negativa às técnicas histoquímicas do AB 

(pH 2,5) e PAS (Tabela 2). Esta lâmina própria de tecido conjuntivo frouxo é marcada 

por uma intensa vascularização (Figura 12A). 

Na camada muscular observam-se fibras de músculo liso visualmente orientadas 

em dois sentidos, um circular interno e um longitudinal externo. Esta camada é mais 

espessa que a da tuba, no entanto menos que a dupla camada de músculo observada no 

útero e vagina. A serosa do istmo é semelhante à descrita para os outros segmentos. 

A técnica de Xylidine Ponceau marcou as glândulas da lâmina própria (Figura 

12B)(Tabela 2), assim como ocorrido na tuba uterina, indicando um elevado teor de 

proteínas no istmo e em suas secreções. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Fotomicrografias da tuba uterina de P. geoffroanus. 9A: Região da tuba uterina com camada mucosa 

formada por epitélio (e) e glândulas (g) e camada muscular (m). Tricrômico de Mallory. 9B: Região da tuba 

uterina com glândulas coradas intensamente. Xylidine Ponceau. Barra de 100 µm.  

  9A 9B 
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Figura 10: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 10A: Camada mucosa com criptas profundas formada 

por epitélio (e) e lâmina própria glandular (g); nota-se um número reduzido de glândulas (*). HE. 10B: Camada 

mucosa com epitélio pseudoestratificado cilíndrico mucossecretor (e) e lâmina própria da mucosa (l) com 

glândulas (g). HE. Barra de 100 µm.  

  
10A 10B 

Figura 11: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 11A: Camada mucosa com epitélio positivo para 

glicosaminoglicanas ácidas (e) e glândulas negativas (g). AB. 11B: Camada mucosa com epitélio positivo para 

glicosaminoglicanas neutras (e) e glândulas negativas (g). PAS. Barra de 100 µm.  

  
11A 11B 
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3.3.4 - Útero 

 

O útero é uma das regiões mais espessas do oviduto, a mucosa é caracterizada 

por pregas longas que formam recessos profundos (Figura 13A). As células que formam 

o epitélio desta região, em P. geoffroannus, não são tão altas como as da tuba uterina e 

do istmo, entretanto, também foram evidenciados três tipos celulares, células cilíndricas 

secretoras com núcleos basais, células cilíndricas ciliadas com núcleos apicais e células 

basais, assim como observado na tuba uterina e no istmo. As células epiteliais 

demonstram reação negativa ao AB (pH 2,5) e PAS (Tabela 2), portanto estas não 

atuam na produção de glicosaminoglicanas ácidas e neutras.  

A lâmina própria de tecido conjuntivo frouxo é intensamente vascularizada. 

Verificou-se a presença de glândulas tubulares na lâmina própria, aqui denominadas 

glândulas uterinas ou glândulas da casca (Figura 13B). As glândulas uterinas reagem 

negativamente às técnicas histoquímicas utilizadas para detecção de 

gliocosaminoglicanas ácidas e neutras. Contudo, as células cúbicas que revestem o 

ducto das glândulas apresentam grânulos AB (pH 2,5) e PAS positivos (Figuras 14A e 

14B) (Tabela 2). 

No útero observa-se uma espessa camada de músculo liso, distinguindo uma 

circular interna e uma longitudinal externa (Figura 15A), separadas por uma fina 

camada tecido conjuntivo. A camada serosa que circunda a muscular é semelhante aos 

demais segmentos anteriores. 

Quando submetida á técnica de Xylidine Ponceau, a região uterina apresentou 

uma reação mais intensa nas glândulas uterinas (glândulas da casca) (Figura 15B) 

(Tabela 2) e algumas células dispersas entre as células epiteliais demonstraram uma 

coloração ainda mais forte. 

 Identifica-se no final do segmento uterino, uma mudança gradativa desta região 

para a vagina, observando características histológicas similares a ambas (Figura 16). 

 

 

Figura 12: Fotomicrografias do istmo de P. geoffroanus. 12A: Camada mucosa com epitélio (e) e lâmina própria da 

mucosa (l) vascularizada (v). HE. 12B: Região do istmo com epitélio negativo (e) para proteínas gerais e glândulas 

intensamente coradas (g).  Xylidine Ponceau. Barra de 100 µm.  

  
12A 12B 
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Figura 14: Fotomicrografias do útero de P. geoffroanus. 14A: Camada mucosa com epitélio (e) e glândulas uterinas 

(g) negativas para glicosaminoglicanas ácidas e ductos (d) das glândulas com células positivas. AB. 14B: Camada 

mucosa com epitélio (e) e glândulas uterinas (g) negativas para glicosaminoglicanas neutras. PAS.  Barra de 100 

µm.  

  
14A 14B 

Figura 13: Fotomicrografias do útero de P. geoffroanus. 13A: Camada mucosa pregueada com lâmina própria da 

mucosa (l) com glândulas uterinas (g). HE. 13B: Camada mucosa com epitélio pseudoestraficado cilíndrico com 

células ciliadas e não ciliadas (e) e glândulas uterinas (g). HE. (e) e glândulas negativas (g). PAS. Barra de 100 µm.  

  
13A 13B 
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Figura 16: Fotomicrografia da região de transição (t) útero-vaginal de P. geoffroanus. PAS. 

Barra de 100 µm.  
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Figura 15: Fotomicrografias do útero de P. geoffroanus.  15A: Camada mucosa com epitélio (e), lâmina própria da 

mucosa (l) com glândulas uterinas (g) e camada muscular (m). Tricrômico de Mallory. 15B: Região do útero com 

reação para proteínas gerais mais intensa nas glândulas. Xylidine Ponceau.  Barra de 100 µm.  

  
15A 15B 
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3.3.5 - Vagina 

 

A vagina de P. geoffroannus é o último e mais espesso segmento do oviduto, 

responsável por transportar o ovo até a eliminação pela cloaca.  

A vagina possui uma mucosa pregueada sustentada por uma lâmina própria de 

tecido conjuntivo frouxo pouco vascularizado. A mucosa vaginal encontra-se revestida 

por um epitélio pseudoestratificado cilíndrico ciliado com células mucossecretoras 

(Figura 17A) que reage levemente às técnicas para detecção de glicosaminoglicanas 

ácidas e neutras (Tabela 2). Deve-se ressaltar a quantidade de tecido linfático (células 

linfocitárias) observado na lâmina própria desta região (Figura 17B).  

As pregas desta camada mucosa formam glândulas tubulares compostas 

revestidas por um epitélio simples cilíndrico ciliado, que desembocam diretamente no 

lúmen do órgão (Figura 18). O epitélio destas glândulas apresenta intensa positividade à 

técnica de AB (pH 2,5) e PAS (Figuras 19A e 19B), o que indica a produção de 

glicosaminoglicanas  ácidas e neutras, respectivamente. 

A musculatura vaginal é a mais espessa (Figura 20A), quando comparada com 

os segmentos anteriores, apresenta uma camada circular interna e uma longitudinal 

externa, recoberta igualmente por uma serosa como nas demais regiões. 

A técnica de Xylidine Ponceau apresenta uma fraca reação em todas as camadas 

que constituem a vagina de P. geoffroannus (Figura 20B) (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus.  17A: Camada mucosa recoberta por epitélio 

pseudoestratificado cilíndrico ciliado com células mucossecretoras (e). HE. 17B: Camada mucosa com infiltrados 

linfocitários (i). HE. Barra de 100 µm.  

  
17A 17B 
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Figura 18: Fotomicrografia da vagina de P. geoffroanus. Camada mucosa formando glândulas 

tubulares recobertas por epitélio simples cilíndrico ciliado (e). HE. Barra de 100 µm.  

     
18 

Figura 19: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus.  19A: Camada mucosa com epitélio positivo (e) para 

glicosaminoglicanas ácidas nas glândulas. 19B: Camada mucosa com glândulas protegidas por epitélio positivo para 

glicosaminoglicanas neutras. PAS. Barra de 100 µm.  
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3.4 - DISCUSSÃO 

 

Na maioria dos répteis, os ovidutos são estruturas emparelhadas, situadas 

dorsalmente nos dois lados do corpo, sendo ambos funcionais e separados, juntando-se 

na entrada da cloaca. Excetuam-se alguns lagartos que podem exibir um oviduto 

vestigial, normalmente o esquerdo (FOX, 1977). Assim como o referido para os répteis 

no geral, a espécie cágado-de-barbichas também apresenta dois ovidutos, localizados 

um em cada lado do corpo e ambos fisiologicamente ativos. 

Morfologicamente, o oviduto de tartarugas e cágados é dividido em cinco 

regiões distintas; o infundíbulo; a tuba uterina; o istmo ou zona de transição; útero e 

vagina (FOX, 1977; GIST & JONES, 1988; PALMER & GUILLETE, 1988; GIRLING, 

2002; ALKINDI et al., 2006). Esta organização também foi observada no oviduto de P. 

geoffroannus, que apresenta as mesmas cinco regiões histologicamente divididas. No 

entanto, em outros répteis, o oviduto foi subdivido em três ou quatro regiões, como nos 

lagartos ovíparos Crotaphytus collaris e Eumeces obsoletus (GUILLETE et al., 1989), 

na serpente Diadophis punctatus (PERKINS & PALMER, 1996), no lagarto vivíparo 

Hoplodactylus maculatus (GIRLING et al., 1997), em outra serpente Seminatrix pygaea 

(SEVER et al., 2000) e na lagartixa Hemidactilus mabouia (NOGUEIRA et al., 2011). 

A parede do oviduto de P. geoffroannus apresenta três camadas histológcias 

básicas que são da superfície externa para o lúmen: a serosa, a muscular e a mucosa, 

assim como observado nos ovidutos de alguns répteis, como na serpente S. pygaea 

(SEVER et al., 2000) e na lagartixa H. mabouia (NOGUEIRA et al., 2011).  

O infundíbulo do cágado-de-barbicha, região responsável por receber o ovócito 

proveniente do ovário, não se encontra subdividido, diferente do observado na tartaruga 

Gopherus polyphemus (PALMER & GUILLETE, 1988) e nos lagartos ovíparos C. 

collaris e E. obsoletus (GUILLETTE et al., 1989) que apresentam duas distintas 

porções: a anterior e a posterior. A região do infundíbulo é caracterizada por delgadas 

camadas histológicas, com a muscular pouco desenvolvida e a lamina própria da 

mucosa desprovida de glândulas, assim como verificado por Giersberg, 1923; Hansen & 

Riley, 1941; Ashley, 1974; Palmer & Guillette, 1988 E Guillette et al., 1989. 

Figura 20: Fotomicrografias da vagina de P. geoffroanus.  20A: Lâmina própria da mucosa (l) e camada muscular 

(m). Tricrômico de Mallory. 20B: Lâmina própria da mucosa (l) e glândulas (g) com reação fraca para proteínas 

gerais. Xylidine Ponceau. Barra de 100 µm.  
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 A lâmina própria de P. geoffroannus encontra-se subjacente a um epitélio 

simples cilíndrico formado por células ciliadas e não ciliadas, resultado análogo ao 

observado na serpente D. punctatus (PERKINS & PALMER, 1996), no vivíparo H. 

maculatus (GIRLING et al., 1997) e na lagartixa H. mabouia (NOGUEIRA et al., 

2011).  A camada muscular é delgada, mas visível, entretanto não foi possível delimitar 

uma camada circular interna e uma longitudinal externa, do mesmo modo como o 

observado em H. maculatus (GIRLING et al., 1997). O infundíbulo demonstra uma 

fraca reação à técnica de Xylidine Ponceau, o que indica que neste local não ocorre 

produção de proteínas gerais, do mesmo modo como notado em H. mabouia 

(NOGUEIRA et al., 2011). Girling (2002) ressalta que apesar da literatura 

disponibilizar uma descrição detalhada do infundíbulo, há pouca discussão sobre as 

funções desta região do oviduto. 

A tuba uterina de P. geoffroannus apresenta as mesmas camadas histológicas 

observadas no infundíbulo, no entanto têm paredes mais espessas. O epitélio 

pseudoestratificado cilíndrico que protege esta região é constituído por células 

cilíndricas mucossecretoras, células cilíndricas ciliadas e células basais. Girling et al., 

(1998) afirmam que as células secretoras não ciliadas da tuba uterina em tartarugas e 

crocodilianos são responsáveis pela produção de albumina. O epitélio da tuba de P. 

geoffroannus responde positivamente às técnicas para glicosaminoglicanas ácidas e 

neutras (AB pH 2,5 e PAS), resultado também notado por Perkins & Palmer (1996) em 

D. punctatus, por Girling (1998), em Hemidactylus turcicus, Saltuarius wyberba e H. 

maculatus, por Sever et al. (2000), em S. pygaea e também por Nogueira et al. (2011) 

na lagartixa H. mabouia.  Essas secreções podem estar relacionadas com a proteção e 

lubrificação das superfícies epiteliais, que facilitam a passagem do ovócito através do 

oviduto (BOTTE, 1973; GIRLING, 2000; SEVER et al., 2000). 

A mucosa da tuba uterina do cágado-de-barbicha é preenchida por numerosas 

glândulas, semelhantes àquelas encontradas na tuba de outras tartarugas (HATTAN & 

GIST, 1975; AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETE, 1988). Em 

répteis estas glândulas podem ser tubulo-alveolares, tubulares ou acinosas (PALMER & 

GUILLETTE, 1988; ABRAMS MOTZ & CALLARD, 1991; SARKER et al., 1995). 

As glândulas observadas nesta região secretam apenas glicosaminoglicanas neutras, já 

que reagiram positivamente apenas ao PAS, resultado análogo ao obtido por Palmer & 

Guillete (1988), que não visualizou reação à técnica histoquímica para 

glicosaminoglicanas ácidas (AB). 

As glândulas da tuba uterina de P. geoffroannus podem atuar na secreção de 

albumina, visto que reagiram positivamente ao Xylidine Ponceau, indicando a presença 

de secreção de proteínas gerais neste local. Na tartaruga marinha Chelydra mydas 

(AITKEN & SOLOMON, 1976) e na tartaruga G. polyphemus (PALMER & 

GUILLETTE, 1988) estas glândulas atuam na produção da proteína albumina. Girling 

(2002) afirma que em tartarugas e crocodilianos a região da tuba uterina é responsável 

pela produção de albumina, proteína da clara que circunda o ovo antes da oviposição. A 

camada muscular do cágado-de-barbicha é organizada em apenas um sentido, diferente 

do observado em H. maculatus (GIRLING et al., 1997). 

O istmo é uma região glandular que conecta a tuba uterina ao útero. Esta região 

é secretora de proteínas, função confirmada através da reação positiva à coloração de 

Xylidine Ponceau. Apesar da função, nota-se um número reduzido dessas glândulas na 

mucosa, quando comparadas as da tuba uterina. Este achado foi símile ao observado por  

ALkindi et al. (2006) em Chelydra serpentina, mas contrário ao analisado por Aitken & 

Solomon (1976), Palmer & Guillete (1988) e Girling et al.(1998, 2002), que observaram 
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um istmo aglandular. A lâmina própria do istmo encontra-se subjacente a um epitélio 

pseudoestratificado cilíndrico com células secretoras, células ciliadas e células basais, 

assim como as observadas na tuba uterina desta espécie. Estas células epiteliais de P. 

geoffroannus atuam na secreção de glicosaminoglicanas ácidas e neutras, da mesma 

forma que as observadas em Tarentola m. mauritanica (PICARIELLO et al., 1989). 

O útero é a região onde os ovos ficam retidos até a oviposição. O útero de P. 

geoffroannus é formado por uma camada mucosa glandular, uma muscular bem 

desenvolvida e uma serosa recobrindo o órgão, similar ao descrito para alguns répteis 

(AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETTE1988; ABRAMS MOTZ & 

CALLARD,1991; SARKER et al.,1995). O epitélio desta região é pseudoestratificado 

cilíndrico constituído por células ciliadas e não ciliadas semelhante a outros répteis 

(PALMER & GUILLETE, 1988; GUILLETTE et al., 1989; PICARIELLO et al., 1989; 

PALMER et al., 1993; PERKINS & PALMER, 1996; GIRLING et al., 1997, 1998, 

2000; GIRLING, 2002; ADAMS et al., 2004). O epitélio uterino reage negativamente 

às técnicas histoquímicas para detecção de glicosaminoglicanas ácidas e neutras, 

resultado confirmado em H. maculatus por Girling et al., (1997). 

 A lâmina própria uterina é repleta de glândulas da casca relacionadas à secreção 

da casca do ovo, sendo estas também observadas em alguns lagartos ovíparos 

(GUILLETTE et al., 1989; GIRLING et al., 1998; PALMER et al., 1993; NOGUEIRA 

et al., 2011) e tartarugas (AITKEN & SOLOMON, 1976; PALMER & GUILLETTE, 

1988; ALKINDI et al., 2006). Estas glândulas reagem negativamente às técnicas para 

identificação de glicosaminoglicanas ácidas e neutras, conforme também observado em 

H. maculatus, H. turcicus e H. mabouia (GIRLING et al., 1997; GIRLING et al., 1998; 

NOGUEIRA et al., 2011). As glândulas da casca presentes no útero do cágado-de-

barbicha comunicam-se com o lúmen através de ductos, similar ao observado em H. 

maculatus (GIRLING et al., 1997). Estes ductos, em P. geoffroannus, apresentaram 

grânulos que produzem glicosaminoglicanas ácidas e neutras. A técnica histoquímica 

utilizada para detecção de proteínas mostra reação positiva tanto para o epitélio quanto 

para as glândulas uterinas, diferentemente do visualizado em H. mabouia (NOGUEIRA 

et al., 2011). 

O útero desta espécie apresenta, abaixo da mucosa, uma espessa parede 

muscular, na qual se pode distinguir uma camada circular interna e uma longitudinal 

externa, que possivelmente atuam na expulsão do ovo embrionado ou não durante 

oviposição. Resultado também verificado por Palmer & Guillette, 1988; Guillette et al., 

1989; Picariello et al., 1989; Palmer et al., 1993; Perkins & Palmer, 1996; Girling et al., 

1998; ALkindi et al., 2006; Nogueira et al., 2011.  

A vagina de P. geoffroannus é altamente muscular e conecta todo o oviduto ao 

seio urogenital (cloaca). Baseando-se em características morfológicas da parede vaginal 

esta região não foi subdividida em mais de um segmento, resultado similar ao 

observado por Adams & Cooper, 1988; Girling et al., 1997; Sánchez-Martinez et al., 

2007. No entanto, este resultado difere do visualizado em distintas espécies de répteis 

(WHITTIER et al., 1994; SEVER & RYAN, 1999; NOGUEIRA et al., 2011), que 

afirmaram existir diferenças morfológicas consistentes que justifiquem esta subdivisão 

da vagina. 

 A camada mucosa da vagina encontra-se revestida por epitélio 

pseudoestratificado cilíndrico com células mucossecretoras e células ciliadas. Este 

resultado difere do observado na vagina da tartaruga C. serpentina ALkindi et al. 

(2006), a qual possui o epitélio composto apenas por células ciliadas. No entanto, 
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existem estudos que descrevem o epitélio vaginal com células ciliadas e não-ciliadas em 

outros répteis (GIRLING et al., 1997, 1998; SEVER et al., 2000; GIRLING, 2002).  

A camada muscular visualizada como circular interna e a longitudinal externa da 

vagina de P. geoffroannus são as mais desenvolvidas em todo o oviduto, assim como 

visto em H. maculatus (GIRLING et al., 1997). Fox (1977) relata que em alguns 

lagartos a função do canal vaginal está relacionada a este espessamento da camada 

muscular. 
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3.5 - CONCLUSÕES 

 

 Verificou-se que o oviduto de P. geoffroanus é subdividido em cinco regiões: 

infundíbulo, tuba uterina, istmo, útero e vagina. Sendo, portanto, semelhante ao 

descrito para tartarugas e cágados. 

 

 Histologicamente, o oviduto deste cágado encontra-se organizado em três 

camadas distintas do lúmen para a cavidade celomática: mucosa, muscular e 

serosa. 

 

 A mucosa do oviduto possui diferentes tipos de células, alguns produtores de 

glicosaminoglicanas ácidas, outros de glicosaminoglicanas neutras, além dos 

tipos produtores de proteínas gerais. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detecção imuno-histoquímica de células do  

Sistema Neuroendócrino Difuso no oviduto de 

Phrynops geoffroanus (Testudines, Chelidae) 
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4.1 - OBJETIVOS 

 

  Verificar sobre a ocorrência e possível distribuição de células secretoras de 

serotonina (5-HT), somatostatina e motilina, ao longo do oviduto do cágado P. 

geoffroanus, através de método imuno-histoquímico específico. 

 

 Fornecer dados sobre células do Sistema Neuroendócrino Difuso desta espécie 

para estudos comparativos com os demais quelônios e também outros répteis 

ovíparos. 

 

 

4.2 - MATERIAL E MÉTODOS 

 

Para o estudo imuno-histoquímico, foram separados cortes de 5 μm de espessura 

das cinco regiões (infundíbulo, tuba uterina, istmo, útero e vagina) do oviduto e 

colocados em lâminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc), a 

fim de promover a maior adesão do corte à lâmina. 

 

 

4.2.1 - Estudo Imuno-histoquímico  

 
 O método utilizado para a realização deste trabalho foi o Complexo avidina-

biotina-peroxidase, através do Kit ABC (Vector Laboratories). Nesta técnica são usados 

três reagentes: o anticorpo primário, o anticorpo secundário e o complexo de 

glicoproteínas (avidina pronta a partir da biotina e peroxidase) (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Representação do método imunoenzimático ABC - peroxidase (Complexo avidina-

biotina-enzima). www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm 
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No procedimento imuno-histoquímico, primeiramente os cortes histológicos 

foram incubados em tampão citrato (pH 6,0 0,01M) e colocados em forno de 

microondas durante 15 min para recuperação antigênica e em seguida, incubados com 

uma solução de H2O2 a 3% em metanol durante 15 min para bloquear a peroxidase 

endógena. As secções foram incubadas à temperatura ambiente em câmara úmida com 

soro não-imune por 30 minutos, com a finalidade de neutralizar sítios inespecíficos. 

Após esse processo, as lâminas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo primário 

diluído conforme recomendações dos laboratórios (Tabela 3), formando o complexo 

antígeno-anticorpo. 

 

 

  

 

 

Na sequência as lâminas foram incubadas com o anticorpo secundário 

biotinilado “universal” na diluição de 1:300 µl por 30 min em temperatura ambiente. 

Posteriormente, os cortes foram incubados com o complexo avidina-biotina-peroxidase, 

em uma diluição de 1:200 µl, por 30 minutos. Por fim, foi feita a revelação da reação 

utilizando o substrato cromógeno 3,3-diaminobenzidine-DAB que forma um precipitado 

castanho visível à microscopia de luz. Após cada etapa, entre uma incubação e outra, 

Anti-soro  Diluição  Laboratório 

Anti-Motilina 1:2000 µl Yanaihara Institute, Inc. 

Anti-Serotonina 1:8000 µl Sigma Aldrich, Inc. 

Anti-Somatostatina 1:300 µl Dako 

Kit ABC - Vector 

DAB 20 µl:1ml Diagnostic Biosystems 

Diluente de anti-soro  - Spring Bioscience 

Poli-L-lysina 1:10 ml Sigma Aldrich, Inc. 

Tabela 3: Anticorpos e reagentes utilizados. 
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todas as lâminas foram submetidas a lavagens com Tampão PBS (pH 7.4). Os cortes 

foram contracorados com hematoxilina de Harris e após desidratação em álcool e 

diafanização em xilol, as lâminas foram montadas com lamínula e Entellan (Merck, 

Darmstadt, Germany). 

 

 

4.2.2 - Teste controle 

 

 Para confirmar a especificidade e eficácia das reações imuno-histoquímicas, 

foram utilizados controles negativos e positivos para cada anti-soro utilizado. Por 

substituição do anticorpo primário por soro não-imune, os controles negativos foram 

definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes de intestino de P. 

geoffroannus, submetidos às técnicas imuno-histoquímicas juntamente com as lâminas 

do oviduto deste animal. A escolha deste material se baseou em testes realizados 

previamente. 

 

 

4.2.3 - Células endócrinas Argirófilas (GRIMELIUS, 1968) 

 

 Visando confirmar a presença ou ausência de grânulos de neurossecreção em 

células endócrinas argirófilas dispersas ao longo do oviduto de P. geoffroanus, cortes 

histológicos das cinco regiões do oviduto foram submetidos ao Método de Grimelius, de 

acordo com o seguinte protocolo: desparafinização dos cortes em xilol, hidratação em 

série decrescente de alcoóis, hidratação em água corrente e depois em água destilada, 

incubação dos cortes em solução de AgNO3 com tampão acetato, revelação em solução 

de hidroquinona com sulfito de sódio e água destilada e por fim desidratação em série 

crescente de álcool, diafanização em xilol e montagem das lâminas com Entellan. Para 

confirmar a veracidade dos resultados obtidos, através do método empregado, foram 

utilizadas lâminas de intestino de P. geoffroanus como controle positivo. 

 

 

4.2.3 - Observações e Fotomicrografias 

 

         Todas as lâminas foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 

Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. 

 

 

 

4.3 - RESULTADOS 

 

 

        Através da técnica imuno-histoquímica utilizada verificou-se a ausência de células 

neuroendócrinas produtoras de motilina (Figuras 22A e 22B), serotonina (Figuras 23A e 

23B) e somatostatina (Figuras 24A e 24B) em todas as regiões do oviduto (infundíbulo, 

tuba uterina, istmo, útero e vagina) do cágado P. geoffroannus. 
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Figura 23: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 23A: Região da tuba uterina com reação negativa para 

células endócrinas produtoras de serotonina. 23B: Região da vagina com reação negativa para células endócrinas 

produtoras de serotonina. Barra de 100 µm.  

  

23A 23B 

Figura 22: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 22A: Região do istmo com reação negativa para células 

endócrinas produtoras de motilina. 22B: Região do útero com reação negativa para células endócrinas produtoras de 

motilina. Barra de 100 µm.  

  

22A 22B 
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As cinco regiões do oviduto também apresentaram reação negativa ao método de 

Grimelius (Figuras 25A e 25B), confirmando assim a ausência de outras células 

endócrinas argirófilas ao longo do oviduto deste réptil, o que provavelmente indica que 

esta região não atua como parte do Sistema Neuroendócrino Difuso. Entretanto, o corte 

de intestino de P. geoffroanus utilizado como controle, apresentou resultado positivo 

para o método supracitado (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 24A: Região da tuba uterina com reação negativa para 

células endócrinas produtoras de somatostatina. 24B: Região da vagina com reação negativa para células endócrinas 

produtoras de somatostatina. Barra de 100 µm.  

  
24A 24B 

Figura 25: Fotomicrografias do oviduto de P. geoffroanus. 25A-B: Tuba uterina de P. geoffroanus com resultado 

negativo para o Método de Grimelius. Barra de 100 µm.  

  
25A 25B 
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É importante salientar que a eficácia e especificidade dos anti-soros utilizados no 

presente estudo foram confirmadas no intestino de P. geoffroannus, no qual foram 

observadas células endócrinas produtoras de motilina (Figuras 27A e 27B), serotonina 

(Figuras 28A e 28B) e somatostatina (Figura 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus. Células endócrinas argirófilas na 

camada mucosa (Método de Grimelius). Barra de 100 µm.  

     
26 

Figura 27A-B: Fotomicrografias de células endócrinas produtoras de motilina entre as células epiteliais do 

intestino (seta). Barra de 100 µm.  

  
27A 27B 
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Figura 28A-B: Fotomicrografias de células endócrinas produtoras de serotonina próximo às glândulas 

intestinais (seta). Barra de 100 µm.  

  
28A  

Figura 29: Células endócrinas produtoras de somatostatina entre as células epiteliais do 

intestino. Barra de 100 µm.  
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4.4 - DISCUSSÃO 

 

O sistema neuroendócrino difuso é composto por células secretoras de 

hormônios polipeptídicos, aminas e substâncias afins. A secreção dessas células pode 

ser transportada pelo sangue (secreção endócrina) atingindo células-alvo em todo o 

organismo, ou atuar localmente em células vizinhas (secreção parácrina), ou ainda, atuar 

como mediador químico através de fibras nervosas (secreção neurócrina) (LAI et al., 

2006). As células desse sistema não constituem um órgão específico, mas encontram-se 

dispersas por vários órgãos, dentre eles, órgãos do sistema digestório, respiratório e 

urinário (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).  

A realização do estudo com oviduto de P. geoffroanus, baseou-se na hipótese da 

existência de células endócrinas produtoras dos hormônios motilina, somatostatina e 

serotonina na camada mucosa deste órgão. Desta forma, estes hormônios que auxiliam 

na regulação da motilidade, quando liberados poderiam agir na camada muscular do 

oviduto e exerceriam influência nos movimentos peristálticos deste órgão. Função 

essencial para a ocorrência de vários eventos, como por exemplo: a passagem do ovo do 

útero até a cloaca e a oviposição (ARJAMAA & TALO, 1983). No entanto, em P. 

geoffroanus estas células não foram detectadas em nenhuma região do oviduto.  

No estudo, através da utilização de cortes histológicos de intestino de P. 

geoffroanus como controle positivo no teste imuno-histoquímico, foi identificada a 

presença de células endócrinas produtoras de motilina, somatostatina e serotonina na 

mucosa deste órgão. Assim sendo, além de ter sido confirmada a especificidade e a 

eficácia das reações, também foi verificado que este cágado apresenta estas células 

endócrinas no intestino.  

Em diferentes espécies de répteis, vários estudos mostraram a existência de 

vários tipos de células neuroendócrinas que secretam hormônios no trato gastrintestinal 

(PEREZ-TOMAS et al., 1989; ARENA et al., 1990; BURREL et al., 1991; KU et al., 

2001; LEE & KU, 2004; TRANDABURU & TRANDABURU, 2007). Entretanto, até o 

presente momento, não existe relato sobre a presença de células endócrinas no sistema 

urogenital de répteis e poucos são os trabalhos que descrevem este tipo de achado em 

outras espécies (CECIO & VITTORIA, 1989; VITTORIA et al., 1989; RZAS et al., 

1991; CZAJA et al., 1996; ARRIGHI et al., 2004; RUSSO & VITTORIA, 2006; 

BAKST & AKUFFO, 2008). Nestes estudos foram detectados no sistema urogenital de 

algumas espécies de aves e de mamíferos os mesmos tipos de células endócrinas 

pesquisadas no oviduto do cágado P. geoffroanus.  

Sobre a detecção de células endócrinas produtoras de somatostatina: Vittoria et 

al., (1992) descreveram a presença no epitélio da uretra de vacas, ovelhas e porcas; 

Czaja et al., (1996) relataram a ocorrência nas glândulas vestibulares, nos cornos 

uterinos, nos ovidutos (tubas uterinas) e uretra de porcas; Russo & Vittoria (2006) 

verificaram a existência nas glândulas vestibulares de porcas e vacas e Russo et al., 

(2007) detectaram na uretra de búfala.  

Sobre a detecção de células endócrinas produtoras de serotonina: Bakst & 

Akuffo (2008) relataram células dispersas por todo o epitélio vaginal e na junção útero-

vaginal em peruas, no entanto estas células não ocorreram na região de estocagem de 

espermatozóides; Rzas et al., (1991) através da espectrofluorometria detectaram-nas na 

região anterior ao útero do oviduto de galinhas adultas; Hanyu et al., (1987) verificaram 

na uretra e no vestíbulo vaginal de cães e afirmaram que a serotonina pode induzir a 

contração da musculatura lisa no trato urogenital destes animais e Czaja et al., (1996) 

detectaram nas glândulas vestibulares e na uretra de porcas. Russo & Vittoria (2006) 
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observaram estas células nos ácinos e ductos secretores das glândulas vestibulares em 

porcas e vacas. Cabe ressaltar, que a ação da serotonina no sistema urogenital não é 

ainda totalmente compreendida, mas é provável que a serotonina desempenhe um papel 

determinante na contração e relaxamento muscular de várias estruturas urogenitais 

(CECIO & VITTORIA, 1989). 

Não foi encontrado nenhum trabalho que relate a presença de células endócrinas 

produtoras de motilina no sistema urogenital de répteis como também de outros 

animais, porém Yamamoto et al., (2008) observaram níveis notáveis de receptores de 

motilina ao longo do oviduto de galinhas jovens e adultas. No entanto, estes autores 

afirmaram que a função fisiológica deste hormônio, neste local, é ainda desconhecida, 

mas sugerem que este possa estar envolvido na regulação do movimento peristáltico 

para expulsão do ovo. 

É importante salientar que todo e qualquer resultado de estudos sobre a 

verificação da presença de células do sistema neuroendócrino difuso pode ser 

considerado uma importante parte no estudo filogenético de vertebrados (D’ESTE et al., 

1994). 
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5.0 – Conclusões 
 

Com a não detecção das células endócrinas pesquisadas no oviduto de P. 

geoffroanus e a verificação da existência dessas células no intestino deste cágado, torna-

se possível sugerir que provavelmente os peptídeos reguladores produzidos, por essas 

células, são transportados pela corrente sanguínea e atinjam receptores específicos em 

células-alvo localizadas ao longo do oviduto para atuarem na regulação dos movimentos 

peristálticos deste órgão. Entretanto, não se pode afirmar a existência destes receptores, 

visto que não foram utilizados anti-soros anti-receptores destes peptídeos no presente 

estudo.  
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7.0 - ANEXOS 

 

7.1 - Anexo 1: Artigo aceito para publicação 
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7.3 - Anexo 2: Data sheet do Kit ABC 
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7.3 - Anexo 3: Data sheet do Anti-soro diluente 
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7.4 - Anexo 4: Data sheet do DAB 
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7.5 - Anexo 5: Data sheet do anti-soro anti-motilina 
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7.6 - Anexo 6: Data sheet do anti-soro anti-serotonina 
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7.7 - Anexo 7: Data sheet do anti-soro anti-somatostatina 

 

 


