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RESUMO GERAL 
 
 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Caracterização histológica e histoquímica e detecção 
por imuno-histoquímica de células do Sistema Neuroendócrino Difuso do tubo digestivo 
da espécie Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) (Testudine: Chelidae). 2013. 124p. 
Dissertação (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de Biologia, Departamento de Biologia 
Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 
 
 
A compreensão dos processos fisiológicos nos vertebrados é essencial para obtenção de dados 
sobre a biologia das espécies. Os conhecimentos ecológicos e evolutivos são primordiais para 
um manejo apropriado, atividades de conservação e o aprimoramento dos ecossistemas. 
Sendo assim, esclarecer a morfologia do sistema digestório torna-se fundamental uma vez que 
este reflete fielmente as pressões exercidas pelo ambiente sobre o organismo. A adaptação a 
diferentes nichos ambientais leva a mudanças anatômicas e fisiológicas, principalmente do 
sistema digestório, entre e dentro das diferentes ordens de répteis.  Sendo assim, este trabalho 
descreve a histologia, a histoquímica e a imuno-histoquímica do tubo digestivo de Phrynops 
geoffroanus, relacionando as características dos órgãos com o hábito alimentar da espécie. O 
esôfago, estômago e intestino de quatro espécimes fixados em formol 10% e depositados na 
Universidade Federal de Juiz de Fora, foram processados por técnica histológica de rotina 
para obtenção de cortes de 5 µm de espessura.  Posteriormente, corou-se com Hematoxilina-
Eosina (HE), Ácido Periódico de Schiff (PAS) e Alcian Blue (AB) pH 0.4 e 2.5. Observou-se 
que o trato é formado pelas camadas mucosa, submucosa, muscular e adventícia ou serosa. A 
camada mucosa do esôfago e do estômago é revestida pelo epitélio simples cilíndrico com 
células secretoras de muco, onde estão inseridas glândulas intraepiteliais na porção do esôfago 
e fossetas gástricas desembocando em glândulas tubulares no estômago. O estômago divide-
se em anterior, médio e posterior, de acordo com à profundidade das fossetas e a densidade de 
glândulas gástricas. O intestino é revestido pelo epitélio simples cilíndrico com borda estriada 
e células caliciformes e divide-se em anterior e posterior, de acordo com o padrão de 
dobramentos da camada mucosa e o número de células caliciformes. Reatividade ao PAS e 
AB foi observada em todo o TD. A muscular da mucosa está presente em todos os 
compartimentos. A camada muscular é formada por duas subcamadas de músculo liso, exceto 
na porção posterior do estômago. Células imunorreativas (IR) ao anti-soro anti-serotonina (5-
HT) estão presentes entre as células epiteliais e na base das glândulas intraepiteliais no 
esôfago; no epitélio do estômago e do intestino e na base das glândulas gástricas observam-se 
células IR aos anti-soros anti-serotonina (5-HT), anti-somatostatina (SOM) e anti-insulina 
(INS). Nenhuma reação aos anti-soros: anti-gastrina (GAS), anti-glucagon (GLUC) e anti-
polipeptídeo pancreático (PP) é observada. Este estudo vai ajudar no entendimento da 
fisiologia digestiva da espécie investigada e fornecer dados para análises comparativas com 
outros quelônios. 
 

Palavras chaves: Réptil, histoquímica, mucinas, células endócrinas. 
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GENERAL ABSTRACT 
 
 

Histological and histochemical characterization and immunohistochemical detection of 
diffuse neuroendocrine system cells of the digestive tube of Phrynops geoffroanus 
(Schweigger, 1812) (Testudine: Chelidae). 2013. 124p. Dissertation (Master in Animal 
Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 
RJ, 2013. 
  
 
An understanding of the physiological processes in vertebrates is essential to understand the 
biology of species. Knowledge of ecology and evolution is key to appropriate management, 
conservation and improvement of ecosystems. Therefore, clarification of the morphology of 
the digestive system is fundamental because this reflects to pressures exercised by the 
environment on the organism. The adaptation to different environmental niches leads to 
anatomic and physiological changes, mainly in the digestive system, among and within the 
different reptile orders. This work describes the histology  histochemistry and 
immunohistochemical of the digestive tube of Phrynops geoffroanus, to relate the 
characteristics of the digestive organs to the species’ eating habit. The esophagus, stomach 
and intestine of four specimens fixed in 10% formal and deposited in the reptile collection of 
Juiz de Fora Federal University were processed by routine histological techniques to obtain 5-
µm sections. These were stained with hematoxylin-eosin (HE), periodic acid-Schiff (PAS) 
and Alcian Blue (AB) pH 0.4 and 2.5. The tube is formed by the mucosa, submucosa, 
muscular and adventitia or serosa layers. The mucosa layer of the esophagus and stomach is 
lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-secreting cells, with intraepithelial 
glands inserted in part of the esophagus and gastric fossettes emptying into tubular glands in 
the stomach. The stomach is divided into an anterior, middle and posterior region, according 
to the depth of the fossettes and the concentration of gastric glands. The intestine is lined by a 
simple cylindrical epithelium with striated boundaries and goblet cells and is divided into an 
anterior and posterior region, according to the pattern of folds of the mucosa layer and the 
number of goblet cells. Reactivity to PAS and AB was observed in the entire tube. The 
muscularis mucosa is present in all the segments. The muscular layer is formed by two sub-
layers of smooth muscle, except for the posterior part of the stomach. Immunoreactive (IR) 
cells to anti-serotonin (5-HT) are present among the epithelial cells and at the base of the 
intraepithelial glands in the esophagus and epithelium of the stomach and intestine, while at 
the base of gastric glands there are IR sells to anti-serotonin (5-HT), anti-somatostatin (SOM) 
and anti-insulin (INS). There was no reaction observed to anti-gastrin (GAS), anti-glucagon 
(GLUC) and anti-pancreatic polypeptide (PP). This study will help understanding of the 
digestive physiology of P. geoffroanus and provide data for comparative analyses with other 
turtles. 
 

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 
 
Os Testudines são um dos principais representantes das redes tróficas dos 

ecossistemas aquáticos, muitas vezes compondo a maior biomassa destes habitas (BURY, 
1979; SOUZA & ABE, 1997, 2000). Sendo assim, possuem uma posição importante no fluxo 
de energia, no ciclo de nutrientes e na manutenção da qualidade da água dentro destes 
sistemas (MOLL & MOLL, 2004).  Até o presente foram identificadas 327 espécies, destas 
36 ocorrem no Brasil (BÉRNILS & COSTA, 2012). Apesar do grande número de espécie, os 
ambientes aquáticos e o modo de vida destes animais dificultam os estudos In-situ, o que 
justifica a carência de informações sobre a biologia do grupo (CARPENTER & FERGUSON, 
1977) e a pouca utilização destes como modelos para estudos de zoologia (BURY, 1979).   

A degradação dos sistemas aquáticos vinculada à remoção de florestas de galeria, à 
redução de sombreamento e de nutrientes, ao aumento da erosão, assoreamento, poluição 
industrial e doméstica (RODRIGUES, 2005); somada à caça predatória, ao tráfico de animais 
e de produtos medicinais, à competição com espécies invasoras e ao aquecimento global 
(BUJES, 2008) podem acarretar a extinção local de algumas espécies ou abrir oportunidades à 
ocupação por outras (MURPHY, 1997). Se tratando de quelônios, apesar de muitos destes 
danos causarem um declínio na fauna de invertebrados que compõem sua alimentação 
(PINGLE et al., 2000; NILSSON & BERGGREN, 2000) e consecutivamente levar a 
vulnerabilidade de muitas espécies deste grupo, algumas espécies são consideradas 
fisiologicamente oportunistas (MOLL, 1980), tirando proveito do maior aporte de matéria 
orgânica gerado pela ação antrópica (JULIO et al., 1997). 

A alimentação é um dos assuntos mais abordados nos estudos envolvendo cágados 
(ERNST & BARBOUR, 1989, FACHÍN-TERÁN et al., 1995; LIMA et al., 1997; SOUZA & 
ABE, 1995, 1997, 1998, 2000). Os quelônios dulcícolos neotropicais têm hábitos alimentares 
amplos que abrangem invertebrados, pequenos vertebrados, carniça e partes vegetais como 
talos, frutos, sementes e algas (MEDEM, 1960; FACHÍN-TERÁN et al., 1995; PÉREZ-
EMÁN & PAOLILLO, 1997; SOUZA & ABE, 2000; SOUZA, 2004; HAHN, 2005; 
BRASIL, 2008). A disponibilidade de muitos destes recursos alimentares depende de fatores 
climáticos, o que provoca variações sazonais na dieta destes animais (SCHOENER, 1971). O 
desenvolvimento ontogenético também pode ocasionar mudanças no hábito alimentar. 
Quelônios mais jovens precisam de um aporte maior de nutrientes para garantir seu 
crescimento (CLARK & GIBBONS, 1969; BOUCHARD & BJORNDAL, 2006), para isso 
consomem mais alimentos de origem animal. Quando na fase adulta, estes passam a utilizar 
também itens de origem vegetal (CLARK & GIBBONS, 1969; GEORGES, 1982; HART, 
1983; BURY, 1986, BOUCHARD & BJORNDAL, 2006). Algumas espécies de testudines 
também apresentaram diferença na dieta entre os sexos (BURY, 1986; FACHÍN-TERÁN et 
al.,1995; CHEN & LUE, 1999; HAHN, 2005). Esta diferença é explicada pelo micro-habitat 
escolhido pelos machos e fêmeas. As fêmeas tendem a buscar locais com águas mais 
profundas, já os machos preferem águas rasas perto das margens. 

P. geoffroanus, espécie de quelônio integrante da família Chelidae, é intimamente 
dependente do ambiente aquático, sendo a integridade desse ecossistema indispensável para 
as atividades vitais da espécie. Segundo um estudo realizado por BRITES (2002), alterações 
ambientais provocadas pelo homem podem comprometer as funções orgânicas da espécie, 
uma vez que espécimes habitantes de áreas urbanizadas mostraram-se mais propensas à 
aquisição de doença. Sendo assim, informações detalhadas sobre o hábito alimentar deste 
quelônio, com o intuito de esclarecer fenômenos fisiológicos e patológicos do TD, são 
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primordiais na implementação de projetos de manejo e conservação, podendo servir de base 
para estudos com outras espécies de cágados, tendo em vista a carência de estudos com esta 
vertente. Atrelado a isto, os conhecimentos histológico, histoquímico e imuno-histoquímico 
torna-se potencialmente importante uma vez que se encarrega de esclarecer o arranjo e a 
morfologia celular do TD, elucidando a presença e frequência de células endócrinas do 
sistema neuro-endócrino difuso, facilitando o entendimento da biologia do animal.   

 
 1.1 Sistemática da Espécie 
 

Com base na filogenia, os répteis são divididos em quatro ordens: Testudines 
(tartarugas, cágados, e jabutis), Lepidosauria (lagartos, serpentes, anfisbênia e tuatara), 
Crocodylia (crocodilos, jacaré e gaviais) e Aves, cada grupo com características conspícuas 
(RIEPPEL & REISZ, 1999; POUGH & HEISER, 2003). Estes são assim classificados por 
apresentarem peculiaridades que os permitem explorar o ambiente terrestre independente da 
presença de água. Dentre as inúmeras características que os agrupa a mais marcante é a 
presença de uma pele seca, praticamente carente de glândulas, revestida por escamas 
epidérmicas ou placas córneas. 

Os Testudines compõem um grupo parafilético dentro da classe Reptilia, devido a 
especializações morfológica, fisiológica e ecológicas peculiares ao grupo, não sendo 
identificado nenhum estado intermediário que os ligue a outros vertebrados (POUGH & 
HEISER, 2008). São únicos pelo fato de apresentarem as cinturas escapular e pélvica no 
interior de um casco coberto por escudos córneos epidérmicos. Este é formado por uma parte 
convexa dorsal, denominado carapaça, e uma parte achatada ventral, o plastrão. Até o 
presente, foram identificadas 327 espécies, destas 36 ocorrem no Brasil (SBH, 2012).  

Atualmente encontram-se duas sub-ordens entre os Testudines, Cryptodira (Grego, 
crypto = escondido, dire = pescoço)  e Pleurodira (Grego, pleuro = lado) (POUGH & 
HEISER, 2008). A primeira agrupa indivíduos com capacidade de retraírem a cabeça e 
escondê-la dentro do casco (jabutis, tartarugas marinhas e algumas tartarugas de água doce), 
os quais compõem a maioria dos quelônios atuais. Já a segunda sub-ordem reúne aqueles que 
flexionam o pescoço lateralmente sendo incapazes de recolherem a cabeça para o interior do 
casco (cágados). 

Dentre os pleurodira, destaca-se a família Chelidae, representada pelos cágados semi-
aquáticos, a qual agrupa 50 espécies (BONIN et al., 2006) que habitam somente a América do 
Sul e a Austrália (GREER, 2003), das quais 20 são encontradas no Brasil (BÉRNILS & 
COSTA, 2012). São animais de carapaças baixas e com patas anteriores em forma de remos, o 
que facilita a vida aquática, uma vez que tais características diminuem a resistência imposta 
pela água ao deslocamento, potencializando assim a locomoção destes animais (POUGH & 
HEISER, 2008).  

De acordo com METRAILLER (2002), o gênero Phrynops é constituído por quatro 
espécies, sendo a espécie P. geoffroanus (SCHWEIGGER, 1812), de pequeno porte, 
encontrada com frequência em rios, lagos e lagoas de correnteza lenta (ERNEST & 
BARBOUR, 1989). P. geoffroanus tem hábito diurno, expondo-se sobre troncos, pedras ou ao 
longo das margens dos rios nas horas do dia com picos elevados de temperaturas (MEDEM 
1960; MONTEIRO & DIEFENBACH, 1987; MOLINA 1989; SOUZA & ABE, 1999). É 
encontrada desde a Colômbia, Venezuela, Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste, 
centro-oeste e nordeste do Brasil (MOURA, 2009). Apesar da extensa distribuição geográfica, 
são escassas as informação a respeito desta espécie. De acordo com GUIX et al., (1989), por 
esta ampla distribuição geográfica, a qual abrange diferentes biotas, P. geoffroanus pode ser 
um conjunto de espécies crípticas ainda não diferenciadas. 
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De modo geral, o “Cágado de Barbicha”, nome vulgar dado à espécie, chega a medir 
35 cm de comprimento. FERRAREZI (2006) o descreveu como portador de uma carapaça 
achatada e larga com coloração preta ou cinza esverdeada. O plastrão possui um entalhe anal 
e tem uma coloração vermelha rosada com manchas irregulares e pretas. A cabeça é larga e 
lisa, com coloração preta, linhas brancas e irregulares. A parte inferior é branca com linhas e 
pontos pretos. A característica mais proeminente dessa espécie é uma linha preta e larga que 
se estende longitudinalmente pelo olho. Possui também um par de “barbelas” no “queixo”, e 
os membros são cinza com manchas brancas.  

P. geoffroanus foi inicialmente considerado uma espécie quase exclusivamente 
carnívora por MEDEM (1960) e MOLINA (1989). Estudos mais recentes caracterizou a 
espécie como onívora, consumindo desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHÍN-
TERÁN et al., 1995; SOUZA & ABE, 2000; DIAZ & SOUZA, 2005; GUARDIA et al., 
2007; DECONTE, 2012). Estudos sugerem que esta variação no hábito alimentar de P. 
geoffroanus está diretamente ligada a características do ambiente. FACHÍN-TERÁN et al., 
(1995) observaram que em  períodos secos na Amazônia, insetos e crustáceos predominam na 
dieta de P. geoffroanus, porém, na mesma região em período chuvoso apenas frutos foram 
notados. Observou-se também que em locais antropofizados, esta espécie aproveita-se do 
esgoto doméstico (SOUZA & ABE 1999, 2000; SOUZA, 2004; DECONTE, 2012).  
  

1.2 Sistema Digestório de Testudines 
 
1.2.1 Anatomia geral 
 
O sistema digestório é constituído, basicamente, de boca, faringe, esôfago, estômago, 

intestinos delgado e grosso, reto e cloaca, além dos órgãos anexos: glândulas salivares, 
pâncreas e fígado (BERNARDE, 2003). São desprovidos de dentes, possuindo no lugar deste 
um bico córneo rígido, que atuam tanto na apreensão de alimento quanto na defesa do animal. 
Apresentam mandíbula com resistente musculatura, o que facilita na quebra de alimento. A 
língua acomoda-se no assoalho da boca, seguida da glote. As glândulas salivares atuam na 
produção de muco, as quais não sintetizam enzimas digestivas. Estas são fabricadas pelo 
estômago, intestino delgado, fígado, pâncreas e vesícula biliar. O ceco é pouco desenvolvido 
nos animais ainda jovens, aumentando seu volume à medida que estes se tornam adulto, 
indício da crescente ingestão vegetal ao longo do desenvolvimento. O sistema digestório é 
finalizado pela cloaca, composta pelo ânus e pelos orifícios urinário e genital (LUZ & REIS, 
1999; MADER, 1996). 

Anatomicamente, em um estudo realizado por BRITO (2007), caracterizou o TD de P. 
geoffroanus como sendo curto e simples. Observou-se que o estômago faz uma curva 
acentuada para a direita e a transição com o duodeno é notada apenas pelo estreitamento da 
parede do órgão. O duodeno situa-se inteiramente no antímero direito do animal. O jejuno-
íleo tem dimensões maiores que o segmento anterior, sendo mais comprido e mais largo, 
posicionando-se medianamente. Na passagem deste para o cólon-reto, há um considerável 
aumento da luz do órgão que se mantém constante até o final. 
 

1.2.2 Histologia geral 
  
No epitélio gastrintestinal permeiam um conjunto de células, oriundas do SND, 

denominadas células endócrinas, as quais se encarregam, por meio de secreções, de controlar 
o funcionamento eficiente da digestão dos alimentos. Segundo DEVENEY & WAL (1983), 
estas secreções operam na regulação dos processos digestivos, controlando a absorção de 
nutrientes, além de desempenharem importantes funções na secreção intestinal e das 
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glândulas associadas, na motilidade e no fluxo sanguíneo intestinal. Alguns hormônios, 
produtos destas células, estão apontados na tabela a seguir (Tabela 1) e em sequência serão 
discriminados individualmente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Serotonina (5-HT) - Também conhecido como 5-hidroxitriptamina, 5-HT é um 
neurotransmissor produzido por neurônios serotoninérgicos do Sistema Nervoso Central 
(SNC) e por células do SND, estas amplamente distribuídas no TD produzindo mais de 90% 
da serotonina do corpo (AHLMAN & NILSSON, 2001). Este hormônio tem ação moduladora 
geral da conduta afetiva associada a ações sobre cognição e comportamentos homeostáticos. 
Regula o humor, o sono, a atividade sexual, o apetite, o ritmo circadiano, as funções 
neuroendócrinas e autonômicas, a temperatura corporal, a sensibilidade à dor, a atividade 
motora, as funções cognitivas e também age aumentando a motilidade intestinal (RESNICK et 
al., 1961).  

Gastrina (GAS) - A GAS é o maior regulador fisiológico da secreção de suco gástrico e 
também possui importante papel na promoção do crescimento da mucosa gástrica (JOHNSON 
et al., 1975). É sintetizada pelas células G que estão localizadas nas glândulas gástricas, da 
região do antro do estômago e no duodeno. A principal função deste hormônio é estimular a 
secreção de ácido clorídrico e de pepsinogênio pela mucosa gástrica e também estimular a 
contração do músculo liso, aumentar a circulação sanguínea e secreção de água pelo estômago 
e intestino (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).  

Somatostatina (SOM) - A SOM é assim denominada devido à habilidade de inibir a 
secreção do hormônio responsável pelo crescimento (somatotrofina). Elevadas concentrações 
de SOM foram encontradas no pâncreas, estômago e duodeno (ARIMURA et al., 1975) e tem 
função inibidora em muitos órgãos como tireóide, pâncreas, estômago e vesícula biliar. Inibe 
também a liberação de hormônios pelas células enteroendócrinas da vizinhança. A SOM atua 
nas células produtoras de gastrina e nas células semelhantes à enterocromafins inibindo a 
liberação de secreções (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). 

Glucagon (GLUC) - É um hormônio polipeptídio sintetizado pelas células alfa das 
ilhotas pancreáticas e também por células dispersas pelo TD. Inúmeras evidências permitem 
afirmar que os enteroglucagons e o glucagon pancreático são frutos da clivagem enzimática 

Tabela 1- Produtos de algumas células endócrinas. 

Hormônio produzido Efeito principal 

Serotonina Aumento da mobilidade intestinal 

Gastrina Estimulação da secreção ácida gástrica 

Somatostatina 
Inibição localizada de outras celas 

enteroendócrinas 

Glucagon Glicogenólise hepática 

Insulina 
Manutenção da homeostase de glicose e do 

crescimento e diferenciação celular. 

Polipeptídeo 
pancreático 

Atua na musculatura do TD estimulando o 
esvaziamento gástrico 
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diferencial da molécula de um precursor comum a ambos (BERNE & LEVY, 2000). De 
acordo com FOA et al., (1957), o aumento da glicemia, por meio da glicogenólise hepática, é 
uma das ações mais relevantes do GLUC, mas este possui outras ações biológicas, tais como a 
lipólise e a cetogênese.  

Insulina (INS) - Secretado pelas células β das ilhotas pancreáticas, em virtude do 
aumento dos níveis de glicose e aminoácidos na circulação após a ingestão de alimento, a INS 
é um hormônio anabólico fundamental para o controle da homeostase de glicose e do 
crescimento e diferenciação celular. Regula a variação de glicose por meio da redução da 
produção hepática (via diminuição da gliconeogênese e glicogenólise) e também ampliando a 
captação periférica de glicose, principalmente nos tecidos muscular e adiposo. Este peptídeo 
também estimula a lipogênese no fígado e nos adipócitos e reduz a lipólise, bem como 
aumenta a síntese e inibe a degradação protéica (CARVALHEIRA et al., 2002). 

Polipeptídeo pancreático (PP) - A secreção de PP é estimulada pelos hormônios CCK, 
GAS e secretina, e também pelo nervo vago. Este atua na musculatura do TD estimulando o 
esvaziamento gástrico (RODRIGUES, 2005). Os níveis de PP aumentam após a alimentação, 
a ingestão de proteínas, o jejum, o exercício e a hipoglicemia, sendo inibida pela 
somatostatina e glicose intravenosa (GANONG, 1998). Este hormônio controla as secreções 
de ácido gástrico e enzimas, a motilidade do TD e as secreções pancreáticas (RODRIGUES, 
2005).  
  

 

2 OBJETIVO GERAL 
  
 

Os conhecimentos morfológicos do TD da maioria dos Testudines, principalmente das 
espécies que ocorrem no Brasil são ínfimos. Visando ampliar esta linha de pesquisa, o atual 
trabalho objetiva caracterizar através de técnicas histológicas a morfologia e organização 
celular do TD nos segmentos esôfago, estômago e intestino da espécie Phrynops geoffroanus 
pertencente à família Chelidae, relacionando-o com o hábito alimentar deste cágado. Bem 
como evidenciar a produção hormonal do sistema digestório a partir de técnicas de imuno-
histoquímica.  

  
2.1 Objetivos Específicos 
 
• Analisar e descrever a histologia do TD de P. geoffroanus, visando obter dados para 

efetivação de estudos futuros. 
• Avaliar através de técnicas histoquímicas a mucosa do TD deste réptil.  
• Verificar a presença e distribuição de células endócrinas produtoras de serotonina (5-

HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e 
polipeptídeo pancreático (PP) nos segmentos do TD desta mesma espécie.  

• Relacionar a morfologia do TD da espécie analisada à dieta alimentar. 
 

 
3 HIPÓTESE 

 
 
A morfologia do TD e a distribuição de células endócrinas em P. geoffroanus 

obedecem ao padrão alimentar onívoro. 
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4 JUSTIFICATIVA 

 
 

No Brasil, criar animais selvagens visando à reintrodução dos mesmos em seu habitat 
natural, uma vez que este tenha sido afetado negativamente, tem sido uma alternativa para 
amenizar os estragos cometidos pela ação humana. Esta atividade valoriza a sustentabilidade 
dos recursos naturais, promovendo a prevenção da fauna nacional (SÀ et al., 2004). 
Entretanto, a escassez de estudos que possam agregar conhecimentos e informações acerca da 
produção de animais silvestres, restringe e dificulta a atividade. Havendo deficiência em 
abordagens mais amplas como aspectos ecológicos e evolutivos das espécies, que são 
primordiais em eventuais planos de conservação e manejo (SOUZA, 2004). 

 Nota-se, hoje, uma ampliação em pesquisas com animais silvestres em diversas áreas, 
tais como morfologia, nutrição, manejo. Uma vez que, de acordo com Morlock (1979), as 
doenças desenvolvidas em quelônios criados em cativeiros estão ligadas às más condições de 
sanidade. Nesse sentido, diversos estudos têm sido conduzidos com o grupo Testudines, com 
o intuito de esclarecer fenômenos fisiológicos e patológicos do TD (BEREGI et al., 2000, 
2002 apud BRITO, 2007, p. 2). Por estar envolvido com processos digestivos e 
homeostáticos, é fundamental o entendimento de todos os segmentos do TD no 
processamento dos alimentos, de modo a contribuir com fatores nutricionais e assim melhorar 
o manejo e condicionamento das espécies em seus ecossistemas. Se tratando de espécies de 
quelônios brasileiros esta atenção se redobra uma vez que grande parte é classificada como 
espécie vulnerável pela IUCN (2010), devido às alterações antrópicas sofridas por seus 
hábitats naturais. 

O cágado P. geoffroanus não possui importância econômica, pois não é consumido 
com regularidade pelo homem, devido a carne por vezes causar reações alérgicas. Mas alguns 
ribeirinhos da Bacia do Rio Amazonas, ocasionalmente, alimentam-se desta espécie (VOGT 
2008; SCHNEIDER et al., 2011). Apesar de não ser frequentemente predada pelo homem esta 
espécie tem sido afetada negativamente por mudanças em seu habitat natural. Ao longo do 
Rio Guaporé, por exemplo, o desmatamento para criação de gado, além de modificar o nicho 
ecológico da espécie P. geoffroanus, interfere na reprodução, uma vez que por ação mecânica 
o gado destrói seus ninhos e altera seu habitat de nidificação. Além disso, o desmatamento 
também provoca mudanças na oferta de alimentos da região, o que pressiona os organismos a 
buscar novas alternativas, como o lagarto Tupinambis teguxin que aumentou a predação aos 
ovos de P. geoffroanus (SCHNEIDER et al., 2011). Em outras cidades brasileiras é a poluição 
a causa das alterações no ambiente utilizado pela espécie. Um estudo realizado por SOUZA & 
ABE (2000) registrou espécimes de P. geoffroanus em rios poluídos, incluindo o Rio Preto e 
alguns de seus afluentes (Bacia Rio Grande, SP).  
 

 
5 METODOLOGIA 

 
 
5.1 Procedência dos Animais Utilizados 

 
Para realização deste estudo foi coletado o tubo digestivo de quatro espécimes adultos 

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 2) e estão acondicionados em meio líquido, solução de formol 
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10% e devidamente etiquetados. O material coletado foi encaminhado ao Laboratório de 
Histologia e Embriologia da UFRRJ. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
               

 
 
 
 
 
 

 
5.2 Processamento Histológico  
 
 No laboratório os tubos digestivos coletados dos exemplares de P. geoffroanus foram 
clivados em fragmentos seriados transversais e longitudinais (Figura 44). Posteriomente, estes 
foram submetidos aos processamentos de técnica histológica de rotina para obtenção de cortes 
histológicos de 5 µm espessura em micrótomo. Os cortes obtidos foram submetidos aos 
protocolos histológicos convencionais de Hematoxilina-Eosina (HE), Tricrômico de Gomori 
(TG) e aos histoquímicos do Ácido periódico de Schiff (PAS) e do Alcian Blue (AB) pH 0.4 e 
pH 2.5.  
  
 

Tabela 2 - Dados do registro dos espécimes de P. geoffroanus depositados na 
Coleção Herpetológica do Departamento de Zoologia da UFJF, MG. 

Número de 
tombo 

Sexo Procedência 

565 Macho Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG. 

567 Macho Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG. 

568 Fêmea Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG. 

570 Macho Museu Mariano Procópio, Juiz de Fora, MG. 

 

Figura 1: Exemplar de Phrynops geoffroanus. 
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5.3 Método Imuno-histoquímico Utilizado 
 

O complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) foi o método aplicado neste trabalho. 
Nesta técnica são usados três reagentes: Um anticorpoprimário, que se liga ao receptor do 
hormônio específico, o qual se deseja evidenciar; Um anticorpo secundário, que é produzido 
ligado a uma molécula da vitamina biotina (C) e que se une aos receptores do anticorpo 
primário; e o complexo de glicoproteínas - Avidina pronta a partir da biotina e peroxidase - 
(AB), que se liga ao reagente anterior, o anticorpo secundário (Esquema 1). O protocolo 
contendo as etapas do processo foi anexado ao final deste trabalho (Anexo A). 

Neste estudo imuno-histoquímico os cortes histológicos foram submetidos às etapas de 
processamento de rotina da técnica de imuno-histoquímica, entre as quais inclui a incubação 
com os anticorpos específicos listados na Tabela 3. 

 

 

Tabela 3 - Detalhes dos anticorpos primários usados neste estudo. 

Anticorpos  
primários 

Doador Código Diluição Laboratório 

Serotonina (5HT) coelho S5545 1:8.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA 

Gastrina (GAS) coelho G0785 1:1.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA 

Somatostatina (SOM) coelho A566 1:300 Dako Corp., CA, USA 

Glucagon (GLUC) rato G2654 1:2.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA 

Insulina (INS) rato I2018 1:1.000 Sigma-Aldrich, Inc. USA 

Polipeptídeo 
Pancreático (PP) 

coelho RP030 1:25 Diagnostic Biosystems, Inc. 
CA, USA 

Esquema 1. Representação do método imunoenzimático ABC - peroxidase - Complexo 
avidina-biotina-enzima. O complexo é formado pela ligação de uma molécula de (strept) 
avidina com várias de biotina associadas a uma enzima (peroxidase), que tem como função 
a conversão de um cromógeno incolor em um produto final que pode conferir cor aos 
antígenos teciduais marcados. Fonte: www.elmhurst.edu~chmvchemook614hormone.htm 
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5. 4 Observações e Fotomicrografias  
 
 Todas as lâminas foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 
Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. As fotomicrografias foram 
analisadas e a frequência relativa das células endócrinas imunorreativas (IR) aferidas, através 
de um analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o cálculo da média ± 
SD (desvio padrão) por unidade de área (mm2) da mucosa. 
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RESUMO I 
 
 
VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Esôfago de Phrynops geoffroanus: Caracterização 
histológica e histoquímica e detecção por imuno-histoquímica de células do Sistema 
Neuroendócrino Difuso. 2013. 124p. Dissertação (Mestrado em Biologia Animal). Instituto 
de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de 
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 
 
 
O sistema digestório atua no processamento dos alimentos permitindo que compostos sejam 
assimilados e incorporados ao organismo dos animais. Mas a maneira com que cada ser vivo 
desenvolve este procedimento difere devido a fatores como a diversidade dos regimes 
alimentares e o modo de vida. Estes fatores moldam características morfológicas e 
fisiológicas dos órgãos digestores de maneira a potencializar este processo. O objetivo deste 
estudo é analisar a morfologia do esôfago de Phrynops geoffroanus usando métodos 
histológicos, histoquímicos e imunohistoquímicos. A parede do esôfago deste réptil é formada 
por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e adventícia. A camada mucosa é 
revestida pelo epitélio cilíndrico simples mucossecretor, onde estão inseridas glândulas 
intraepiteliais. Ambos apresentam positividade ao PAS e AB (pH 0.4 e pH 2.5). A lâmina 
própria e a submucosa são formadas por tecido conjuntivo e vasos sanguíneos, sendo ausentes 
as glândulas esofágicas. Entre lâmina própria e a submucosa existe a muscular da mucosa que 
consiste de uma camada de fibras musculares lisas em sentido longitudinal ao trânsito da 
ingesta. A camada muscular é composta por uma subcamada interna de fibras musculares 
lisas longitudinais e uma subcamada externa de fibras circulares. Externamente encontra-se a 
adventícia. Células imunorreativas à serotonia estão presentes entre as células epiteliais e na 
base das glândulas intraepiteliais. Nenhuma reação aos anti-soros: anti-gastrina, anti-
somatostatina, anti-glucagon, anti-insulina e anti-polipeptídeo pancreático é observada. Esta 
pesquisa visa colaborar com estudos sobre a fisiologia digestiva dos répteis, possibilitando 
uma futura comparação com outras espécies para maior compreensão dos aspectos evolutivos. 
 
Palavras chaves: Réptil, histoquímica, mucinas, células endócrinas 
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ABSTRACT I 
 
 
The esophagus of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization 
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p. 
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 
 
 
The digestive system allows compounds from food to be assimilated and incorporated in the 
organism. This procedure differs in each living being depending on the eating habits and 
lifestyle. These factors determine the morphological and physiological characteristics of the 
digestive organs. This study analyzes the morphology of the esophagus of Phrynops 
geoffroanus based on histological, histochemical and immunohistochemical techniques. The 
esophagus wall of this reptile is formed of four layers: mucosa, submucosa, muscular and 
adventitia. The mucosa layer is lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-
secreting cells with insertion of intraepithelial glands. Both react positively to PAS and AB 
(pH 0.4 and pH 2.5). The lamina propria and submucosa are formed of connective tissue and 
blood vessels, but esophageal glands are absent. There is a muscular layer between the lamina 
propria and submucosa consisting of smooth muscular fibers in the longitudinal direction of 
the passage of the ingesta. This muscular layer is composed of an internal sublayer of 
longitudinal smooth muscle fibers and an external sublayer of circular fibers. The adventitia 
layer is located externally. Immunoreactive cells to serotonin are present among the epithelial 
cells and at the base of the intraepithelial glands. There was no reaction to anti-gastrin, anti-
somatostatin, anti-glucagon, anti-insulin and anti-pancreatic polypeptide observed. This study 
will help understanding of the digestive physiology of reptiles, enabling comparison with 
other species, to shed light on evolutionary questions. 
  
Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
A compreensão dos processos fisiológicos nos vertebrados é essencial para obtenção 

de dados sobre a biologia das espécies, e a possível utilização como instrumento diagnóstico 
para um manejo apropriado e para conservação.  Sendo assim, a investigação de elementos do 
sistema digestório torna-se fundamental, uma vez que este reflete fielmente as pressões 
exercidas pelo ambiente sobre o organismo. A adaptação dos répteis a diferentes nichos 
ambientais leva a mudanças anatomicas e fisiologicas principalmente do sistema digestório, 
entre e dentro das diferentes ordens de répteis (MITCHELL & DIAZ-FIGUEROA, 2005). A 
literatura ressalta a importância do conhecimento da morfologia do tubo digestivo (TD), por 
este ser muito variável nos répteis relacionando à diversidade dos regimes alimentares e ao 
modo de vida (BICCA et al., 2006). Uma ferramenta eficiente capaz de elucidar estes 
processos são os estudos histológicos (MACHADO-SANTOS et al., 2011).  

Os testudines apresentaram um estilo de vida bem sucedido a partir do Triássico, e 
desde então pouco se modificaram. Estes combinam aspectos primitivos com características 
altamente especializadas não encontradas em nenhum outro vertebrado (POUGH & HEISER, 
2008). Phrynops geoffroanus (cágado-de-barbicha) é um representante onívoro, da família 
Chelidae, consumindo desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHÍN-TERÁN et al., 
1995). A família amplamente distribuída na América do Sul, desde a Colômbia, Venezuela, 
Guiana, no extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil (MOURA, 
2009).  

Um estudo, realizado por BRITO (2007), caracterizou anatomicamente o TD de P. 
geoffroanus como sendo curto e simples, mas nenhuma averiguação acerca da histologia, 
histoquímica ou imuno-histoquímica foi realizada. Alguns estudos dedicados a investigar a 
anatomia microscópica do esôfago podem ser mencionados em: Peixes (SILVA, 2005; 
SANTOS et al., 2007); Anfíbios (SANTANA & MENIN, 1997; GALLEGO-HUIDOBRO et 
al., 2005; CASTRO et al., 2008), Répteis (PEREIRA et al., 2005; AHMED et al., 2009; 
KOCA & GÜRCÜ, 2011), Aves (MONTEIRO et al., 2009) e Mamíferos (CHAVES & 
SILVA, 1988; PEREIRA et al.,  2002; HELENO et al, 2011). 

Células endócrinas, oriundas do Sistema Neuroendócrino (SND), por meio de 
secreções, são indispensáveis para o funcionamento eficiente da digestão dos alimentos, pois 
regulam os processos digestivos, a absorção de nutrientes, a secreção intestinal e das 
glândulas associadas, a motilidade e o fluxo sanguíneo (DEVENEY & WAL, 1983). 

A intenção deste trabalho foi descrever a histologia, a histoquímica e a imuno-
histoquímica do esôfago de P. geoffroanus, de modo a avaliar a presença, distribuição e 
frequência relativa de células endócrinas produtoras de serotonina (5-HT), gastrina (GAS), 
somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e polipeptídeo pancreático (PP), 
possibilitando uma futura comparação com outras espécies para maior compreensão dos 
aspectos evolutivos. 

 
2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
2.1 Processamento dos Tecidos 
 

No laboratório esôfago dos quatro espécimes de P. geoffroanus foi clivado em 
fragmentos seriados transversais e longitudinais (Figura 4). Posteriormente, estes foram 



 33

processados por técnica histológica de rotina: desidratação (em uma série de concentrações 
crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol, impregnação e inclusão em 
Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) para obtenção de cortes histológicos de 5 µm 
espessura em micrótomo. As lâminas com os fragmentos foram coradas pela técnica 
Hematoxilina-Eosina (HE), para análise da arquitetura tecidual e Tricrômico de Gomori (TG), 
para visualização diferencial do tecido conjuntivo e de fibras colágenas. Para identificação de 
células mucossecretoras foi realizado o estudo histoquímico através dos métodos Ácido 
periódico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 / glicoproteínas com diol vicinal oxidável e/ou 
glicogênio) e do Alcian Blue (AB - Lev e Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteínas altamente 
sulfatadas) e com pH 2.5 (glicoproteínas com grupos carboxila - ácido siálico e ácido urônico 
- e/ou com ésteres sulfatados) para evidenciação de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e 
ácidas, respectivamente. 

 
2.2 Imuno-histoquímica 
 

Para o estudo imuno-histoquímico, foram separados cortes histológicos do esofago e 
colocados em lâminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc). 
Posteriormente estes foram desparafinados e hidratados segundo protocolo de rotina. Em 
seguida foi feita a recuperação antigênica dos tecidos por meio de incubação em tampão 
citrato (pH 6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos. Com o intuito 
de bloquear a enzima peroxidase endógena as secções foram incubadas em uma solução de 
H₂O₂ a 3% em metanol por um período de 15 minutos. Feito o bloqueio as mesmas foram 
colocadas em câmara úmida à temperatura ambiente e tratadas com soro não imune por 30 
minutos. Em seguida as seções foram incubadas por 1 hora com anticorpos primários anti-
hormônios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com anticorpo biotinilado 
“universal” secundário diluído a 1:200 durante 30 minutos, logo após com avidina-biotina-
peroxidase complexo (ABC), diluído a 1:200, durante 30 min (ambos da PK 6200, Vector 
Laboratories, Inc., EUA). Subsequentemente, a revelação foi feita por reacção com DAB/Plus 
(K 047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA), preparado de acordo com as instruções do kit. As 
diluições foram feitas com um diluente específico (Antibody Diluent - Spring Biosciencee 
ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se 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). 
Para garantir a especificidade das reações, controles positivos e negativos foram utilizados. 
Por substituição do anticorpo primário por soro não imune os controles negativos foram 
definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos tipos de tecidos indicados no 
datasheet de cada anticorpo (Anexo B). 

 
3 RESULTADOS 

 
 
3.1 Histologia e Histoquímica  
 

Os cortes evidenciam que a parede do esôfago dessa espécie constitui-se por: mucosa, 
submucosa, muscular e adventícia. É característica do esôfago de P. geoffroanus a presença 
de uma camada mucosa com pregas digitiformes longas e espessas (Figura 2). Revestindo 
estas pregas nota-se um epitélio simples cilíndrico alto com células secretoras de muco de 
núcleo basal. Entremeadas no epitélio são observadas glândulas bem definidas, formadas por 
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células claras em disposição semi-circular (Figuras 3 e 4). Na base do epitélio encontra-se a 
lâmina própria bem vascularizada.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2 

A 

Figura 2: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. (A) Superfície interna 
da transição esôfago-estômago.  

 

3 

Figuras 3 e 4: Fotomicrografias do esôfago de P. geoffroanus (corte longitudinal). (3) 
Mucosa pregueada formada por epitélio simples cilíndrico (Ep) com células secretoras de 
muco, seguida por lâmina própria (Lp) vascularizada. Presença de glândulas intraepiteliais 
(seta); Camada submucosa (Sm) evidenciada pela presença da camada muscular da 
mucosa (Mm) representada por feixes de fibras musculares em sentido circular. HE. Barra 
= 50 µm. (4) Maior aumento mostrando a organização de uma glândula intraepitelial. HE. 
Barra = 100 µm. 

 

4 
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Tanto as células secretoras do epitélio quanto as células que compõem as glândulas 
intraepiteliais apresentam positividade aos métodos do PAS e do AB (pH 0.4 e 2.5) o que 
indica a presença de GAG’s neutras e ácidas: altamente sulfatadas e carboxiladas, 
respectivamente (Figuras 4 e 5). A lâmina própria desta região é constituída por tecido 
conjuntivo e desprovida de glândulas. Adjacente a esta, existe uma camada denominada 
muscular da mucosa formada por feixes de fibras de músculo liso em sentido longitudinal.  
Logo abaixo, a camada submucosa é formada por tecido conjuntivo rico em fibras colágenas 
com capilares sanguíneos e vasos linfáticos. 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

5 

Figura 5: Fotomicrografia da transição esôfago-estômago de P. geoffroanus (corte 
longitudinal). Presença de GAG’s neutras nas células que compõem o epitélio (seta), nas 
glândulas intraepiteliais do esôfago (cabeça de seta) e nas glândulas gástricas do estômago 
anterior (*). PAS. Barra = 100 µm. 
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A camada muscular é composta por duas subcamadas de músculo liso, que em cortes 

longitudinais apresenta-se como uma subcamada interna, longitudinal, e uma externa, circular 
(Figura 6). Externamente, o esôfago é envolvido por uma adventícia, constituída de tecido 
conjuntivo e vasos sangüíneos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6: Fotomicrografia da transição esôfago-estômago de P. geoffroanus (corte 
longitudinal). Presença e GAG’s ácidas tanto nas células que compõem o epitélio (seta) 
quanto nas glândulas intraepiteliais (cabeça de seta). AB. Barra = 100 µm. 

Figura 7: Fotomicrografia do esôfago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Camada 
muscular composta por dois feixes de fibras organizados em sentido: interno longitudinal 
(il) e externo circular (ec). HE. Barra = 50 µm. 
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3.2 Imuno-histoquímica  

3.2.1 Serotonina (5-HT) 
 

Dos seis anticorpos testados, foi diagnosticada apenas a marcação de células 
imunorreativas (IR) ao anticorpo anti-5-HT no esôfago de P. geoffroanus (Tabela 4). 
 No esôfago, estas células IR encontram-se tanto na base do epitélio cilíndrico simples 
mucossecretor quanto nas células das glândulas intraepiteliais. Quanto à morfologia das 
células são classificadas de duas formas: células do tipo aberto, nas quais o ápice da célula 
está em contato com o lúmen do órgão e células do tipo fechado, as quais não tem 
comunicação com o lúmen. A frequência relativa destas células na região é considerada baixa 
(Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

4 DISCUSSÃO 
 

 
A parede do esôfago de P. geoffroanus, semelhante ao visto em outros vertebrados, é 

formada por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e adventícia.  
A primeira camada apresenta-se bastante pregueada, com pregas dispostas 

longitudinalmente ao sentido do trânsito da ingesta, como também visto em anfíbios 
(GALLEGO-HUIDOBRO et al., 2005) e répteis (JIN, et al., 1985; MACHADO-SANTOS et 
al.,2011). A presença de pregas bem desenvolvidas é importante para ampliar o diâmetro do 

6
Figura 8: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT no esôfago de P. 
geoffroanus. Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça de seta), compondo o 
epitélio esofágico (Ep) e também as glândulas intraepiteliais (Gl). Contracoloração: 
Hematoxilina de Harris. Barra = 50 µm. 
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órgão, e torna-o mais distensível. (LEGLER, 1993; ZUG et al., 2001). Além disso, as pregas 
possibilitam um aumento da superfície de absorção e a acomodação de grandes quantidades 
de alimentos (MITCHELL & DIAZ-FIGUEROA, 2005).  

Segundo AHMED & COLABORADORES (2009), em quelônios, a mucosa do 
esôfago é formada por papilas cônicas e cornificadas e as glândulas estão ausentes, padrão 
que diverge do visualizado em P. geoffroanus, é semelhante ao observado em tartaruga-da-
amazônia (Podocnemis expansa) e para espécies de quelônios da família Pedocnemididae 
(VOGT et al., 1998). Em P. geoffroanus, no lagarto Tropidurus torquatus (FIRMIANO et al., 
2010) e no jacaré Caiman latirostris (MACHADO-SANTOS et al., 2011) foram identificadas 
glândulas pluricelulares intraepiteliais, com aspecto mucoso, cuja função provavelmente é a 
lubrificação do órgão. Já nas tartarugas Emys europaea e Chelonia virgata, (ZAMITH, 1952) 
e no cágado Kinosternon scorpioides o esôfago apresenta-se aglandular (PEREIRA, 2005).  

Estudos revelam que a transição entre esôfago e estômago é percebida, 
macroscopicamente, por um estrangulamento e, histologicamente, pela mudança abrupta no 
epitélio e pelo aparecimento de glândulas gástricas. Em P. geoffroanus, isto não é visualizado; 
tanto a mucosa do esôfago quanto a mucosa da porção inicial do estômago apresentam 
epitélio cilíndrico simples com células secretoras de muco, sendo possível visualizar a 
transição dos órgãos apenas pela presença de glândulas intraepiteliais no esôfago e a formação 
de fossetas gástricas onde desembocam glândulas tubulares, na porção do estômago. 
Nenhuma divisão macroscópica foi notada. MAGALHÃES (2010), ao estudar cinco espécies 
da família Podocnemididae, identificou a mudança de epitélio do esôfago para o estômago, 
variando de estratificado pavimentoso ou estratificado cilíndrico para estratificado cilíndrico 
mucossecretor. Esta semelhança entre o epitélio esofágico e o gástrico, descaracteriza a 
função primordial do esôfago, que é de apenas armazenar e transportar o alimento da cavidade 
oral para o estômago, e sugere que o esôfago, neste caso, também auxilie na digestão dos 
alimentos, derrubando a ideia de que a digestão inicia-se no estômago, segundo alguns 
estudiosos: WYNEKEN, 2001; LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005. 

Diferente do epitélio esofágico observado na espécie em estudo, em Diplometopon 
zarudnyi (AL-THANI E EL-SHERI, 1996) e P. expansa (SANTOS et al., 1998) descreve-se 
o órgão com epitélio estratificado cilíndrico; Em quelônios da família Pelomedusidae (VOGT 
et al., 1998) descreve-se um epitélio estratificado pavimentoso; Em Tupinambis teguixin 
(ZAMITH, 1952), Xenodon merremii (FERRI & MEDEIROS, 1976), Egernia kingii 
(ARENA et al., 1990), Alligator mississippiensis (URIONA et al., 2005) e C. latirostris 
(MACHADO-SANTOS et al., 2011), o revestimento é do tipo pseudo-estratificado cilíndrico 
com células caliciformes. O epitélio pseudo-estratificado cilíndrico ciliado mucossecretor foi 
registrado no cágado Hydraspis sp. (ZAMITH, 1952), na tartaruga K. scorpioides (PEREIRA 
et al., 2005), nos lagartos Lacerta hispânica (PANIAGUA & NISTAL, 1983) e Lacerta 
lepida (MADRID et al., 1989), na lagartixa Hermidactylus mabouia (SARTORI, 2009), e na 
maioria dos anfíbios (ZAMITH, 1952; GALLEGO-HUIDOBRO et al., 2005; CASTRO et al., 
2008; SANTANA & MENIN, 1997; GEOGE & CASTRO 1998).  

Segundo SANTANA & MENIN (1997), o muco sintetizado pelas células presentes no 
epitélio esofágico auxilia na progressão do bolo alimentar para o estômago, além de protegê-
lo contra lesões mecânicas causadas pelo atrito dos alimentos. MAGALHÃES (2010) 
acrescenta que estas secreções podem também auxiliar na hidratação do alimento. Protocolos 
histoquímicos, PAS, AB pH 0.4 e AB pH2.5, revelam a produção de GAG’s neutras, ácidas 
sulfatadas e ácidas carboxiladas, respectivamente, no esôfago do cágado-de-barbicha. A 
primeira, por formar um muco pouco viscoso, atua na constituição de um fluxo lâminar 
durante a lubrificação e o tratamento de partículas, o que vai permitir que o alimento seja 
transferido do esôfago para o estômago. Já as GAG’s ácidas por possuírem alta viscosidade 
são fundamentais no aprisionamento de partículas (SIBBING & URIBE, 1985). São 
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observadas reações positivas a estes protocolos no epitélio do esôfago de outros répteis 
(ELLIOTT, 2007); A. mississippiensis (URIONA et al., 2005), H. mabouia (SARTORI, 
2009), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009), C. latirostris (MACHADO-SANTOS et al., 
2011);  e de representantes da família Podocnemididae (VOGT et al., 1998), sendo relatada 
positividade apenas ao PAS no esôfago de D. zarudnyi (AL-THANI & EL-SHERI, 1996) e de 
K. scorpioides (PEREIRA, 2005).  

Glândulas esofágicas na lâmina própria e na submucosa não foram identificadas em P. 
geoffroanus, esta ausência também percebida em Agama stellio (AMER & ISMAIL, 1976), 
Lacerta agilis, Natrix matrix e Vipera berus (PRYZYSTALSKI, 1980), C. crocodilus yacare 
(JIN et al., 1985), Agama adramitana (FARAG & AL-ROBAI, 1986), L. lepida e Mauremys 

caspica (MADRID et al., 1989), Natrix tessellata (ABO-TAIRA et al., 1988), Coluber 
florlentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989; AFIFI et al., 1990), A. mississippiensis (URIONA et 
al., 2005), C. latirotris (MACHADO-SANTOS et al.,  2011) e Uromastyx aegyptiaca 
(ZAHER et al., 2012). Já nas espécies Chelonia imbricata e Testudo graeca (MADRID et al., 
1989), Testudo horsfieldii (JEKSAJEWA & KOLOSS, 1964; DILMUHAMIDOV, 1975), e 
Scincus hemprichi (FARAG & EL-ROBAI, 1986) estas glândulas foram registradas. 

A muscular da mucosa, segundo ELLIOTT (2007) está ausente na porção do esôfago 
da maioria dos répteis sendo encontrada apenas em algumas espécies de tartarugas. A 
muscular da mucosa está presente no quelônio K. scorpioides (PEREIRA et al., 2005), na 
lagartixa H. mabouia (SARTORI, 2009) e no jacaré C. latirostris (MACHADO-SANTOS et 
al., 2011). Na espécie em questão esta é formada por apenas uma camada de fibras 
musculares em sentido longitudinal, mesmo padrão visualizado em U. aegyptiaca (ZAHER et 
al., 2012). Esta musculatura é inexistente ou ínfima no esôfago de alguns quelônios 
(ANDREW & HICKMAN, 1974; MAGALHÃES, 2010) e alguns anfíbios (SANTANA & 
MENIN, 1997; GEORGE & CASTRO, 1998; CASTRO et al., 2008). CHAVES & 
VAZZOLER, 1984 e SANTOS et al., 2007 admitem que a existência de tecido muscular 
entre a lâmina própria e a submucosa auxilia na eliminação das substâncias produzidas pelas 
glândulas.  

A estruturação da camada muscular é apresentada como uma subcamada de fibras 
musculares longitudinais interna e outra circular externa, diferente do que ocorre em 
C.florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), em  K. scorpioides (PEREIRA, 2005), em H. 
mabouia (SARTORI, 2009), em C.latirostris (MACHADO-SANTOS et al., 2011) e em 
U.aegyptiaca (ZAHER et al., 2012). Já na tartaruga C. myda esta camada organizou-se em 
apenas uma subcamada longitudinal (MAGALHÃES, 2010).  

Os resultados imuno-histoquímicos comprovam a existência de células que sintetizam 
serotonina no esôfago de P. geoffroanus, não sendo encontradas células que produzem SOM e 
GAS na mesma porção. Identificaram-se células ditas do tipo aberta e do tipo fechada. 
Acredita-se que as células do tipo aberta detectem pequenas alterações do pH ou da 
composição do conteúdo do lúmen, enquanto que as células do tipo fechado responda à 
distensão ou a estimulação humoral (FUJITA & KOBAYASHI, 1977). 
 É papel da 5-HT estimular a contração muscular do TD e promover a secreção 
exócrina (CECCARELLI et al., 1995), incitar os plexos mioentéricos a causar respostas 
vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). Esta é secretada diante de vários estímulos 
no lume como, acidificação, instilação de glicose hipertônica ou solução de sacarose, 
estimulação vagal, aumento da pressão intraluminal, obstrução mecânica do intestino e 
isquemia intestinal (LI et al., 2000). Em P. geoffroanus, células IR à 5-HT são visualizadas 
tanto nas células do epitélio de revestimento quanto na base das glândulas intraepiteliais do 
esôfago. Padrão semelhante é observado no jacaré C. latirostris por MACHADO-SANTOS et 
al. (2011). Estas células também foram identificadas no esôfago de Mabuya quinquetaeniata 
e Chalcides ocellatus (EL-SALHY et al., 1985), T. graeca (PEREZ-TOMAS et al., 1989), E. 
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kingii (ARENA et al., 1990),  Rhabdophis tigrinus tigrinus (LEE et al., 1999), Alligator 
sinensis (WU et al., 1999), Trachemys scripta elegans (KU et al., 2001), Takydromus wolteri 
(LEE & KU, 2004) e Ocadia sinensis (LIU et al., 2007). Estudiosos assumem que todos os 
vertebrados possuem células produtoras deste hormônio no TD, admitindo, então, que a 
localização destas células é um caráter evolutivo (EL-SALHY et. al., 1985).  

Em conclusão, os estudos histológico, histoquímico e imuno-histoquímico do esôfago 
de P. Geoffroanus sugerem que, além de atuar no transporte do alimento até o estômago, o 
órgão possivelmente colabore com processos digestivos. Este estudo visa colaborar e 
complementar estudos sobre a fisiologia digestiva da espécie investigada, possibilitando 
maior compreensão dos aspectos evolutivos, além de fornecer dados histológicos com intuito 
de serem usados como referência à compreensão de alterações histopatológicas que possam 
afetar o TD desta espécie. 
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RESUMO II 
 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Estômago de Phrynops geoffroanus: Caracterização 
histológica e histoquímica e detecção por imuno-histoquímica de células do Sistema 
Neuroendócrino Difuso. 2013. 124p. Dissertação (Mestrado em Biologia Animal). Instituto de 
Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 
Seropédica, RJ, 2013. 

 
 

Associado ao sistema digestório dos vertebrados existem células do Sistema Neuroendócrino 
Difuso que controlam a motilidade e a velocidade da ingesta, e as secreções do tubo digestivo, 
garantindo a ação das enzimas no momento exato. O intuito deste estudo é analisar a 
morfologia e a produção de peptídeos no estômago de Phrynops geoffroanus usando métodos 
histológicos, histoquímicos e imuno-histoquímicos. O estômago é dividido em anterior, 
médio e posterior e é formado por mucosa, submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa 
é revestida pelo epitélio cilíndrico simples mucossecretor que desemboca em glândulas 
gástricas por meio de fossetas, que se tornam mais profundas da região anterior para a 
posterior. As glândulas gástricas são mais numerosas na porção média do estômago. 
Positividade ao PAS e AB (pH 0.4 e pH 2.5) é observada nas três regiões do órgão. A lamina 
própria e a submucosa são formadas por tecido conjuntivo e vasos sanguíneos, e separadas 
pela muscular da mucosa. A camada muscular, nas regiões anterior e média, é composta por 
fibras musculares lisas em sentido circular interno e longitudinal externo, sendo que a região 
posterior apresenta apenas uma camada muscular em sentido circular. Externamente encontra-
se a serosa. São encontradas células imunorreativas aos anti-soros anti-serotonia, anti-
somatostatina e anti-insulina entre as células epiteliais e na base das glândulas gástricas. 
Nenhuma reação a gastrina, glucagon e polipeptídeo pancreático é observada.  A finalidade 
deste estudo é agregar dados sobre a fisiologia digestiva dos répteis, possibilitando uma futura 
comparação com outras espécies para maior compreensão dos aspectos evolutivos. 
 

Palavras chaves: Réptil, histoquímica, mucinas e células endócrinas 
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ABSTRACT II 
 

 

The stomach of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization 
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p. 
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 
 

 
The digestive system of vertebrates contains cells of the diffuse neuroendocrine system. These 
cells control the motility and velocity of the ingesta and the secretions of the digestive tube, to 
assure the action of enzymes at the right moment. This article describes the morphology and 
production of peptides in the stomach of Phrynops geoffroanus based on histological, 
histochemical and immunohistochemical techniques. The stomach is divided into anterior, 
middle and posterior regions and is formed by the mucosa, submucosa, muscular and serosa 
layers. The mucosa is lined with a simple cylindrical epithelium with mucus-secreting cells 
and empties into gastric glands by means of fossettes, which become deeper from the anterior 
to the posterior region. The gastric glands are more numerous in the middle part of the 
stomach. Positivity to PAS and AB (pH 0.4 and pH 2.5) is observed in all three of the organ’s 
regions. The lamina propria and submucosa are formed by connective tissue and blood vessels 
and separated by the muscular layer of the mucosa. This muscular layer, in the anterior and 
middle regions, is formed by smooth muscle fibers arranged circularly in the internal part and 
longitudinally in the external part, while the posterior region only contains a circular muscular 
layer. The serosa is found externally. Immunoreactive cells to anti-serotonin, anti-
somatostatin and anti-insulin are found among the epithelial cells and at the base of the gastric 
glands, but no reaction to gastrin, glucagon and pancreatic polypeptide can be observed. This 
study provides additional information on the digestive physiology of reptiles, enabling 
comparison with other species to better understand evolutionary aspects of species. 
 

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
   

 
 
 



 49

 
 

1 INTRODUÇÃO 
 
 
O sistema digestório atua no processamento dos alimentos permitindo que nutrientes 

sejam assimilados e incorporados ao organismo dos animais. Mas a maneira com que cada ser 
vivo desenvolve este procedimento difere devido a fatores como a diversidade dos regimes 
alimentares e o modo de vida. Estes fatores moldam características morfológicas e 
fisiológicas dos órgãos digestores de maneira a potencializar este processo.  

Os cágados representantes da família Chelidae apresentam uma variedade de hábitos 
alimentares, existindo desde espécies carnívoras a espécies herbívoras, mas a maioria possui 
hábito onívoro (LUZ et al., 2003). Um integrante de hábito alimentar onívoro é Phrynops 
geoffroanus, o qual consome desde sementes e frutos a peixes e insetos (FACHÍN-TERÁN et 
al., 1995). O “Cágado de Barbicha”, nome vulgar dado à espécie, é um animal de pequeno 
porte, com hábito diurno, expondo-se sobre troncos, pedras ou ao longo das margens dos rios 
nas horas do dia com picos elevados de temperaturas (MEDEM 1960; MONTEIRO & 
DIEFENBACH 1987; MOLINA 1991; SOUZA & ABE 1999). É encontrado desde a 
Colômbia, Venezuela, Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste e nordeste 
do Brasil (ERNEST & BARBOUR, 1989). Apesar da extensa distribuição geográfica, são 
escassas as informação a respeito desta espécie. 

As variadas formas adotadas pelo estômago ou as diferentes dimensões dos intestinos 
são algumas das características anátomo-fisiológicas do TD que permitem diagnosticar o 
regime alimentar de uma espécie (GODINHO, 1970). Estas informações, associadas à 
composição alimentar, segundo RODRIGUES et al., (2004), são fundamentais na formulação 
de produtos que possam suprir as necessidades alimentares de quelônios em cativeiro. 

Anatomicamente, BRITO (2007) caracterizou como curto e simples o Tubo Digestivo 
(TD) de P. geoffroanus. Acrescentou que o estômago faz uma curva acentuada para a direita e 
a transição com o duodeno é notada apenas pelo estreitamento da parede do órgão. Mas nada 
ao que se refere à anatomia microscópica, à histoquímica e à imuno-histoquímica do TD do 
animal foi descrito, informações estas importantes para se esclarecer a relação fisiológica do 
TD com o hábito alimentar (FUGI & HAHN, 1991), de modo a facilitar o manejo da espécie, 
as atividades de repovoamento, melhorando assim o condicionamento dos ecossistemas 
(CASTRO et al., 2003).  

 A integração dos fenômenos motores, secretores e absortivos do TD é fundamental na 
redução do alimento ingerido a partículas mais simples viáveis a absorção (SWENSON & 
REECE, 1996). Essa associação é alcançada por ações e interações dos sistemas nervoso e 
endócrino, que no sistema digestório estão representados pelas células endócrinas. O então 
denominado Sistema Neuroendócrino Difuso (SND) atua no controle da motilidade e da 
velocidade do trânsito da ingesta; nas várias secreções do TD, de modo a garantir a ativação e 
ação das enzimas no momento exato. Deste modo, os produtos da digestão podem ser 
absorvidos pelo organismo e chegar às circulações sangüínea e linfática (RODRIGUES et al., 
2005). 

A intenção deste trabalho é retratar a histologia, a histoquímica e a imuno-
histoquímica do estômago de P. geoffroanus, detectando a produção hormonal de serotonina 
(5-HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e 
polipeptídeo pancreático (PP) por células endócrinas ao longo do estômago, averiguando a 
ocorrência, a distribuição e a frequência destas células em cada porção de maneira a colaborar 
com estudos futuros.  
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 
2.1 Processamento dos Tecidos 

 
No Laboratório estômago dos quatro espécimes de P. geoffroanus foi clivado em 

fragmentos seriados transversais e longitudinais (Figura 44). Posteriormente, estes foram 
processados por técnica histológica de rotina: desidratação (em uma série de concentrações 
crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol, impregnação e inclusão em 
Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) para obtenção de cortes histológicos de 5 µm 
espessura em micrótomo. As lâminas com os fragmentos foram coradas pela técnica 
Hematoxilina-Eosina (HE), para análise da arquitetura tecidual e Tricrômico de Gomori (TG), 
para visualização diferencial do tecido conjuntivo e de fibras colágenas. Para identificação de 
células mucossecretoras foi realizado o estudo histoquímico através dos métodos Ácido 
periódico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 / glicoproteínas com diol vicinal oxidável e/ou 
glicogênio) e do Alcian Blue (AB - Lev e Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteínas altamente 
sulfatadas)  e com pH 2.5 (glicoproteínas com grupos carboxila - ácido siálico e ácido urônico 
- e/ou com ésteres sulfatados) para evidenciação de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e 
ácidas, respectivamente. 

 
2. 2 Imuno-histoquímica  
  

Para o estudo imuno-histoquímico, foram separados cortes histológicos do estômago e 
colocados em lâminas previamente tratadas com poly-L-lysina (Sigma Aldrich, Inc). 
Posteriormente estes foram desparafinados e hidratados segundo protocolo de rotina. Em 
seguida foi feita a recuperação antigênica dos tecidos por meio de incubação em tampão 
citrato (pH 6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos. Com o intuito 
de bloquear a enzima peroxidase endógena as secções foram incubadas em uma solução de 
H₂O₂ a 3% em metanol por um período de 15 minutos. Feito o bloqueio às mesmas foram 
colocadas em câmara úmida à temperatura ambiente e tratadas com soro não imune por 30 
minutos. Em seguida as seções foram incubadas por 1 hora com anticorpos primários anti-
hormônios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com anticorpo biotinilado 
“universal” secundário diluído a 1:200 durante 30 minutos, logo após com avidina-biotina-
peroxidase complexo (ABC), diluído a 1:200, durante 30 min (ambos da PK 6200, Vector 
Laboratories, Inc., EUA). Subsequentemente, a revelação foi feita por reacção com DAB/Plus 
(K 047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA), preparado de acordo com as instruções do kit. As 
diluições foram feitas com um diluente específico (Antibody Diluent - Spring Biosciencee 
ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se 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). 
Para garantir a especificidade das reações, controles positivos e negativos foram utilizados. 
Por substituição do anticorpo primário por soro não imune os controles negativos foram 
definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos tipos de tecidos indicados no 
datasheet de cada anticorpo (Anexo B). 
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3 RESULTADOS  
 
 
3.1 Histologia e Histoquímica  
 

O estômago da espécie apresenta túnicas semelhantes às encontradas para este órgão 
em outros vertebrados, ou seja, camadas mucosa, submucosa, muscular e serosa. Em P. 
geoffroanus, a região do estômago foi dividida em três regiões, segundo suas peculiaridades: 
anterior, médio e posterior (Figura 45). Isto porque o estômago da espécie estudada apresenta 
forma tubular, sem nenhum divertículo ou fundo cego, o qual faz apenas uma curva acentuada 
para a direita.  

Na luz do estômago de P. geoffroanus existem pregas longitudinais que variam quanto 
à forma de uma região para a outra. Inicialmente pregas digitiformes altas e delgadas 
compõem as regiões anterior e média, na última fração do órgão estes dobramentos tornam-se 
baixos, espaçados e com lâmina própria mais abundante (Figura 9).  

O epitélio de revestimento da camada mucosa ao longo do estômago é simples, 
constituído por células cilíndricas mucossecretoras, com núcleos basais (Figuras 10, 11, 12 e 
13), as quais demonstram reatividade ao PAS e ao AB (pH 0.4 e pH 2.5), demonstrando a 
presença de GAG’s neutras (Figuras 14, 15 e 16), ácidas sulfatadas e ácidas carboxiladas 
(Figuras 17, 18 e 19) respectivamente. Este epitélio dobra-se formando fossetas que são 
nitidamente menores na região anterior e média quando comparada com a região posterior 
(Figuras 10, 11, 12 e 13). Estas fossetas desembocam em glândulas gástricas nos três 
segmentos do estômago. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 9: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. Superfície interna: (A) 
Esôfago e Estômago anterior (B) Estômago Médio (C) Estômago posterior (D) Transição 
Estômago-Intestino.  
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A 
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Figuras 10 e 11: Fotomicrografias da região anterior do estômago de P. geoffroanus 
(corte longitudinal). (10) Visão geral mostrando camada mucosa formada por epitélio 
gástrico (Ep), lâmina própria (Lp) com glândulas gástricas (Gl) e submucosa (Sm) 
evidenciada pela presença da camada muscular da mucosa (Mm) em sentido longitudinal. 
HE. Barra = 100 µm. (11) Ampliação da camada mucosa evidenciando epitélio simples 
cilíndrico mucossecretor (Ep) formando fossetas gástricas (*), que desembocam em 
glândulas gástricas (Gl) de formato tubular. HE. Barra = 50 µm. 
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Figuras 12 e 13: Fotomicrografias do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal) 
(12) Região média - Maior densidade de glândulas gástricas (Gl) na lâmina própria 
tornando ínfima a porção de tecido conjuntivo. Camada muscular da mucosa (Mm) 
representada por feixe de fibras musculares em sentidos interno circular (ic) e externo 
longitudinal (el). (13) Região posterior (corte transversal) - Epitélio formando fossetas 
gástricas profundas (*) desembocando em glândulas gástricas (Gl). Camada muscular da 
mucosa presente. HE. Barra = 100 µm.  
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Figura 14: Fotomicrografia da transição esôfago-estômago de P. geoffroanus (corte 
longitudinal). Presença de GAG’s neutras nas células que compõem o epitélio (seta), nas 
glândulas intraepiteliais do esôfago (cabeça de seta) e nas glândulas gástricas do estômago 
anterior (*). PAS. Barra = 100 µm. 
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Figura 15: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
média - GAG’s neutras no epitélio (seta) e nas glândulasgástricas (cabeça de seta). PAS. 
Barra = 100 µm.  
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Figura 16: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
posterior - Coloração rósea marcando a presença de GAG’s neutras no epitélio (seta) e nas 
glândulas gástricas (cabeça de seta). PAS. Barra = 100 µm. 
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Figura 17: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
anterior - Presença de GAG’s ácidas na mucosa (seta). Glândulas gástricas apresentando 
positividade alta (cabeça de seta). AB. Barra = 50 µm. 
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Figura 18: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
média - GAG’s ácidas no epitélio gástrico (seta). Glândulas gástricas com positividade 
moderada (cabeça de seta). AB. Barra = 50 µm. 

 

19 

Figura 19: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
posterior Coloração azulada marcando a presença de GAG’s ácidas (seta). Glândulas 
gástricas com positividade baixa. AB. Barra = 50 µm. 
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Outra característica que demarca a divisão do estômago é a abundância das glândulas 
gástricas presentes na lâmina própria, região esta formada por tecido conjuntivo frouxo e 
vasos sanguíneos. Na região anterior, a densidade glandular é baixa (Figura 10), tornando-se 
mais abundante à medida que se afasta do esôfago. Na porção média o número de glândulas 
gástricas é alto tornando ínfima a porção de tecido conjuntivo presente na lâmina própria 
(Figura 12). A fração posterior do órgão é marcada por uma diminuição no número destas 
glândulas (Figura 13).  

As glândulas gástricas são tubulares, ramificadas, e formadas principalmente de 
células escuras oxinticopépticas e células claras mucosas (Figura 11). As oxinticopépticas tem 
formato poliédrico, são acidófilas devido à presença de grânulos de zimogênio (precursores 
enzimáticos), com núcleo de forma irregular. Estas células desempenham papel semelhante às 
células principais e parietais em mamíferos, síntese de ácido clorídrico (HCl) e pepsinogênio. 
Não apresentam reação ao PAS e AB. As células claras são coradas palidamente pelo HE e 
reativas as colorações histoquímicas de PAS e AB, isto porque seu citoplasma é rico em 
muco. Possuem núcleos achatados e situados no polo basal da célula. A coloração das 
glândulas a técnica do PAS é semelhante nas três porções do órgão (Figuras 14, 15 e16), 
havendo variações na reatividade ao AB de uma fração para outra, sendo decrescente a 
produção de GAG’s ácidas da porção anterior para a posterior (Figura 17, 18 e 19). 

Separando a camada mucosa da submucosa, observa-se a muscular da mucosa, que na 
região anterior exibe apenas uma camada de fibras musculares lisas em sentido longitudinal 
(Figura 10). Nas regiões média e posterior notam-se fibras musculares em sentidos: circular 
interno e longitudinal externo (Figura 12). A camada submucosa constitui-se por tecido 
conjuntivo, vasos sanguíneos e linfáticos. 

A camada muscular também é um diferencial para a distinção das regiões do órgão. As 
regiões anterior e média exibem feixes de fibras musculares lisas em dois sentidos: circular 
interna e longitudinal externa (Figuras 20 e 21). Na primeira, ambas apresentam-se com a 
mesma espessura, e na segunda a subcamada circular interna torna-se mais espessa em vista 
da longitudinal externa. Por fim, na parte posterior a camada muscular expõe feixes de fibras 
musculares lisas em um único sentido: circular (Figura 22). Intercalando os feixes de fibras 
desta região notam-se porções de tecido conjuntivo frouxo, o que remete a ideia de que a 
musculatura envolve o tubo de maneira helicoidal.  
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Figura 20: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
anterior - Camada muscular da região anterior apresentando feixes de fibras musculares 
em dois sentidos: interno circular (ic) e externo longitudinal (el). HE. Barra = 100 µm. 
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Figura 21: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte longitudinal). Região 
média - Camada muscular representada por feixe de fibras musculares em sentidos interno 
circular (ic) e externo longitudinal (el). HE. Barra = 50 µm. 
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Apenas na região média do estômago observa-se a existência de plexos mioentéricos 

dispostos em grupos esparsos, compondo o sistema nervoso entérico, entre as subcamadas 
musculares. Subjacente existe uma camada serosa, constituída de tecido conjuntivo com 
algumas fibras nervosas, vasos sanguíneos e o mesotélio.   
 
3.2 Imuno-histoquímica 
 

Foram observadas células imunorreativas (IR) a três dos seis anticorpos utilizados: 5-
HT, SOM e INS, ao longo do estômago de P. geoffroanus (Tabela 4). 
 

3.2.1 Serotonina (5-HT) 
 
 Nas porções anterior e média do estômago, as células IR ao anticorpo anti-5-HT 
situam-se apenas nas glândulas gástricas (Figuras 23 e 24). Na porção posterior a 
imunorreatividade é notada tanto no epitélio de revestimento quanto em células que compõem 
as glândulas (Figura 25).  Quanto ao formato das células que sintetizam 5-HT, observam-se 
células do tipo aberto que se comunicam com a superfície do epitélio, e células do tipo 
fechado, ou seja, células sem contato direto com a luz do órgão. A frequência de células 
marcadas pelo anticorpo aumentou consideravelmente da porção anterior para a porção média 
e posterior do estômago, sendo classificada como moderada a frequência relativa da primeira 
fração tornando-se alta posteriormente nas duas outras regiões. 
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Figura 22: Fotomicrografia do estômago de P. geoffroanus (corte transversal). Região 
posterior - Camada muscular (Mc) formada por feixes de fibras em sentido circular, 
intercaladas por porções de tecido conjuntivo (tc). Camada serosa. HE. Barra = 100 µm. 
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Figuras 23 e 24: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-5-HT no estômago de 
P. geoffroanus. (23) Região anterior - Marcação celular apenas a nível glandular: células 
do tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabeça de seta). (24) Região média - semelhante ao 
encontrado na porção anterior. Células IR do tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabeça 
de seta) apenas na altura das glândulas gástricas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris. 
Barra = 100 µm. 
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3.2.2 Somatostatina (SOM)  

  
 As células IR ao anticorpo anti-SOM são detectadas apenas nas regiões média (Figura 
26) e posterior (Figuras 27 e 28) do estômago. No estômago, assim como para 5-HT, as 
células dos tipos aberto e fechado, que reagiram a anticorpo são vistas apenas nas glândulas 
gástricas na região média, e tanto nas glândulas gástricas quanto no epitélio na região 
posterior. A frequência relativa nas duas áreas é descrita como moderada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 25: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT no estômago de P. 
geoffroanus. Região posterior - Exibiu os dois formatos celulares: tipo aberto (seta) e 
fechado (cabeça de seta), tanto na porção epitelial quanto na porção glandular da região. 
Contracoloração: Hematoxilina de Harris. Barra = 100 µm. 
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Figuras 26 e 27: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no estômago de 
P. geoffroanus. (26) Região média - Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça 
de seta), compondo as glândulas gástricas. Barra: 50 µm. (27) Região posterior - Visão 
geral mostrando células dos dois formatos: aberto (seta) e fechado (cabeça de seta), tanto 
na porção epitelial quanto na porção glandular da região. Barra: 100 µm.  Contracoloração: 
Hematoxilina de Harris. 
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3.2.3 Insulina (INS)  

 
 Assim como para SOM, as células IR ao anticorpo anti-INS são observadas somente 
nas regiões média (Figura 29) e posterior (Figura 30) do estômago. Células dos tipos aberto e 
fechado distribuem-se apenas nas glândulas gástricas da porção média do estômago, e tanto 
nas glândulas gástricas quanto no epitélio na porção posterior do órgão. A frequência relativa 
na região média do estômago é cosiderada baixa tornando-se moderada na porção posterior. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 28: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no estômago de P. 
geoffroanus.  Em destaque células dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça de seta). Barra: 
50 µm. Contracoloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figuras 29 e 30: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-INS no estômago de P. 
geoffroanus. (29) Região média - Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça de 
seta), compondo as glândulas gástricas. Barra: 50 µm. (30) Região posterior - Visão geral 
mostrando células dos dois formatos, tanto na porção epitelial quanto na porção glandular 
da região. Barra: 100 µm. Contracoloração: Hematoxilina de Harris. 
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4 DISCUSSÃO 
 
 

Anatomicamente o estômago de P. geoffroanus apresentou-se como um órgão tubular, 
sem saculações, semelhante ao identificado em Caretta caretta, Dernochelys coriácea 
(MAGALHÃES, 2007) e Mesoclemmys vanderhaegei (PINHEIRO et al., 2010). Não sendo 
este o único formato visualizado em quelônios como assegura MAGALHÃES (2010) em 
estudo com espécies da família Podocnemididae. A anatomia do estômago reflete diretamente 
o tipo de dieta do animal (WORK 2000; ROMER & PARSONS 1985). Répteis carnívoros 
possuem estômago mais simples se comparados aos herbívoros, pois nestes o órgão funciona 
como câmara fermentativa para processamento do material de origem vegetal 
(HILDEBRAND, 1995). 

No estudo desenvolvido por MAGALHÃES (2010) a espécie onívora P. dumerilianus 
dentre outras quatro espécies foi a que apresentou o estômago mais simples e também a que 
consomiu maior quantidade de proteína de origem animal entre os podocnemididae (PEREZ-
EMAN & PAOLILLO, 1977). Este achado vai de encontro ao encontrado na espécie onívora 
P. geoffroanus, a qual também possui estômago simples e, segundo MOLINA (1991), tem 
hábito alimentar preferencialmente carnívoro. Embora alguns estudos identifiquem uma 
preferência alimentar das espécies, ou seja, consumirem determinados itens em detrimento de 
outros, LEGLER (1993) sugere que os testudines são oportunistas, aproveitando-se da 
disponibilidade local de alimento. 

O arranjo da parede do estômago de P. geoffroanus assemelha-se ao padrão 
encontrado nos vertebrados, salvo algumas particularidades relacionadas com seu hábito 
alimentar. São quatro as túnicas que compõem a parede: mucosa, submucosa, muscular e 
serosa.  

Partindo do lúmen para o exterior do órgão, a primeira túnica exibe pregas 
longitudinais, que se mostram mais altas e delgadas nas duas primeiras porções do estômago, 
tornando diminuta a luz do estômago.  Na porção posterior estas são mais discretas, 
ampliando a passagem do bolo alimentar. As mudanças nos padrões de pregas de um 
segmento para outro é relevante uma vez que, ao aumentar ou diminuir a luz do órgão 
controlam o trânsito do bolo alimentar, otimizando assim a absorção de nutrientes 
importantes. Este pregueamento, segundo MITCHELL & DIAZ FIGUEROA (2005) 
representa também o aumento da superfície de absorção, capacidade de distensão e 
acomodação de grandes quantidades de alimentos, pois além das funções digestivas, o 
estômago também funciona como reservatório de alimentos (D’ARCE & FLECHTMANN, 
1985). 

Histologicamente segundo MAGALHÃES (2010) é possível distinguir em quelônios 
as cavidades do TD por uma mudança abrupta no epitélio de revestimento, onde o esôfago é 
revestido pelo epitélio estratificado pavimento ou estratificado cilíndrico e passa a 
estratificado cilíndrico mucossecretor no estômago. Mas em P. geoffroanus, o limite entre os 
órgãos não foi pontual, devido ao epitélio de revestimento ser comum a ambos: epitélio 
cilíndrico simples com células secretoras de muco. A diferenciação ficou clara devido à 
existência de glândulas entremeadas no epitélio esofágico e a formação de fossetas gástricas 
onde desembocam glândulas tubulares na porção do estômago. Estudos revelam que o epitélio 
cilíndrico simples mucossecretor compõe o estômago da maioria dos vertebrados (SILVA 
2005; CAL, 2006; SANTOS et al., 2007; BANKS, 1992; SANTANA & MENIN, 1994; 
GALLEGO-HUIDOBRO & PASTOR, 1996; GEORGE & CASTRO, 1998; PEREIRA et al., 
2005). Dentro da classe dos répteis as espécies Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009) e 
Ghyra mutilate (CHOU, 1977) apresentam este mesmo revestimento no estômago. Outras 
espécies não apresentam células mucossecretoras, Tiliqua scincoides (GIRAUD et al., 1979), 
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Pristurus rupestris (DEHLAWI & ZAHER, 1985), Coluber florulentus (DEHLAWI & 
ZAHER, 1989), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009) e Uromastyx aegyptiaca (ZAHER 
et al., 2012). Para estes autores a provável função das secreções mucosa é resguardar as 
células epiteliais contra o ácido clorídrico produzido pelas glândulas gástricas, permitir o 
trânsito do alimento ao intestino e auxiliar na hidratação do bolo alimentar.  

A produção de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras (reativa ao PAS) e ácidas 
(reativa ao AB) está presente em todo revestimento do estômago do cágado-de-barbicha. As 
GAG’s neutras se encarregam de formar um fluxo laminar responsável pelo transporte das 
partículas ao longo do tubo, o que confirma a semelhança de produção deste muco nas três 
partes do estômago. Já as GAG’s ácidas são mais viscosas atuando no aprisionamento de 
partículas (SIBBING & URIBE, 1985). Isto justifica as taxas decrescentes de produção desta 
mucina da porção anterior para a posterior, estando às porções anterior e média intimamente 
ligadas aos processos digestivos devido ao elevado número de glândulas produtoras desta 
secreção; e a porção posterior, pela concentração menor de glândulas, e assim menor 
produção desta mucina, responsável pelo transporte do alimento para os intestinos. 

Estudos mostram que alguns répteis apresentam positividade apenas à técnica de PAS 
como é o caso de Diplometopon zarudnyi (AL- THANI & EL-SHERIF, 1996), H. mabouia 
(SARTORI, 2009), Eumeces laticutatus (SAGANUMA et al., 1981), Lacerta lepida 
(MADRID et al., 1989), Podarcis sicula (FERRI & LIQUORI, 1992) e Chalcides chalcides 
(FERRI et al., 1999),  Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012), mas diferente  da cobra 
Elaphe climacophora (SAGANUMA et al., 1981) e de muitos mamíferos (SHEAHAN & 
JERVIS, 1976), que produzem principalmente mucinas ácidas. Varanus niloticus (AHMED et 
al., 2009) apresentou positividade epitelial apenas ao PAS, sendo que as glândulas gástricas 
reagiram às duas técnicas. 

Ao longo de toda a extensão do estômago é observada à presença de fossetas gástricas, 
invaginações do epitélio de revestimento, as quais se comunicam com glândulas tubulares 
bem desenvolvidas, havendo apenas variações entre as regiões na profundidade destas e no 
número de glândulas gástricas na lâmina própria. Assim como em Coluber florulentus 
(DEHLAWI & ZAHER, 1989), a porção média apresentou maior quantidade de glândulas 
que a porção posterior. O mesmo foi visualizado para as espécies Podocnemis sextuberculata, 
Peltocephalus dumerilianus e Chelonia myda, mas difere do observado em Podocnemis 
expansa, Podocnemis unifilis e Podocnemis erythrocephala (MAGALHÃES, 2010). O 
aumento no tamanho das fossetas em direção a fração posterior do estômago pode ser 
justificada com o concomitante aumento do número de glândulas gástricas, garantido ao 
alimento contado mais duradouro com as secreções eliminadas nesta câmara. Nas espécies 
Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012), Agama stellio (AMER & ISMAIL, 1976), 
Uromastyx philbi (FARAG, 1982) e Pristurus rupestris (DEHLAWI & ZAHER, 1985) 
glândulas gástricas também foram visualizadas. 

As células oxinticopépticas, correspondentes às células parietais e principais dos 
mamíferos, cuja função já esclarecida é de secretar tanto ácido clorídrico (HCl) quanto 
pepsinogênio (ANDREW & HICKMAN, 1974), não aparecem apenas nas glândulas gástricas 
dos répteis, mas também em outros vertebrados não mamíferos (ARENA et al., 1990; RUIZ 
et al., 1993; GRABOWSKY et al., 1995, GALLEGO-HUIDOBRO & PASTOR, 1996; 
GEORGE & CASTRO, 1998). De acordo com FERRI et al., (1999), exibir dois tipos ou um 
único tipo de células para a síntese de HCl e pepsinogênio não está ligado a filogenia das 
espécies. 

A muscular da mucosa, assim como descrito em Chelonia myda (MAGALHÃES, 
2010), em H. mabouia (SARTORI, 2009), em Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012)  e 
em Coluber florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), está presente nas três porções do 
estômago, seguindo padrões distintos em cada região. Na região anterior, esta camada 
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organiza-se em feixes de fibras musculares em sentido longitudinal, já nas regiões média e 
posterior as fibras musculares passam a conter duas subcamadas, uma circular interna e uma 
longitudinal externa. CHAVES & VAZZOLER, 1984; SANTOS et al., 2007 admitem que a 
existência de tecido muscular entre a lâmina própria e a submucosa auxilia na eliminação das 
substâncias produzidas pelas glândulas, fato comprovado pelo maior espessamento desta 
camada nas regiões com maior densidade glandular.  

Na estrutura da túnica muscular também apresenta diferenças de uma área para outra. 
As porções anterior e média do estômago constituem-se de duas subcamadas, uma circular 
interna e uma longitudinal externa, o mesmo padrão descrito por PARSONS & CAMERON 
(1977). Já a porção posterior apenas uma subcamada circular é observada, semelhante ao 
encontrado ao longo do estômago de Coluber florulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989) e de 
Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009). Nas espécies Diplometopon zarudnyi (AL-THANI 
& EL-SHERI, 1996), Tropidurus peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO, 1974), 
Uromastyx aegyptiaca (ZAHER et al., 2012), Varanus niloticus (AHMED et al., 2009) e 
Chelonia myda (MAGALHÃES, 2010) esta camada apresenta-se de modo semelhante ao 
encontrado nas regiões anterior e médio do estômago de P. geoffroanus, em todos os 
segmentos do estômago. Segundo SILVA (2004) esta camada é responsável por dar 
mobilidade ao TD, transportando e misturando os alimentos com as secreções digestivas.  
Outro tecido que garante este processo são os plexos mientéricos, localizados entre as 
subcamadas de tecido muscular da região do corpo do estômago. Este também foi descrito 
para H. mabouia (SARTORI, 2009). 

Os resultados imuno-histoquímicos comprovam a existência de células imunorreativas 
a três anticorpos dos seis testados: 5-HT, SOM e INS no estômago de P. geoffroanus. 
Aparecendo células ditas do tipo aberta e do tipo fechada em todas as regiões. Crê-se que as 
primeiras detectem alterações do pH ou da composição do conteúdo do lúmen, enquanto que 
as do tipo fechado respondem à distensão ou a estimulação neuro-endócrina (FUJITA & 
KOBAYASHI, 1977). Nenhuma marcação para os anticorpos GAS, GLUC e PP foi 
registrada. 

Em P. geoffroanus, células IR ao anticorpo anti-5-HT dos tipos aberto e fechado são 
encontradas ao longo do estômago com distribuições distintas de uma fração para outra. A 
maior frequência relativa foi visualizada na porção posterior, resultado que corrobora com 
achados para as espécies Egernia kingii (ARENA et al., 1990), Trachemys scripta elegans 
(KU, et al., 2001), Eumences chinensis, Sphenomorphus indicus e Eumences elegans 
(HUANG & WU, 2005) Mauremys caspica caspica (PEREZ-TOMAS et al., 1989; 
TARAKÇI et al., 2005) e para a família Colubridae (LEE et al., 1999). Já as espécies Testudo 
graeca (Perez-Tomas et al., 1989) e Gekko japonicus (HUANG & WU, 2004) apresentaram 
similaridades na frequência destas células nas três regiões. Estas células já foram identificadas 
na extensão do TD de todas as classes de vertebrados (YAMANAKA et al., 1989; 
AGUNGPRIYONO et al., 2000; LEE et al., 2004; PELLI-MARTINS et al., 2011; 
MACHADO-SANTOS et al., 2011; ADNYANE et al., 2011), admitindo que a localização 
destas células é um fator evolutivo (EL-SALHY et. al., 1985). A função da 5-HT é estimular 
a contratura muscular do TD, promover a secreção exócrina (CECCARELLI et al., 1995), 
estimular respostas vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). A secreção deste 
hormônio esta sujeita a estímulos no lúmen como, acidificação, instilação de glicose 
hipertônica ou solução de sacarose, estimulação vagal, aumento da pressão intraluminal, 
obstrução mecânica do intestino e isquemia intestinal (LI et al., 2000).  

A produção de SOM no TD é incitada pela acidez no interior do estômago, pela 
existência de glicose, aminoácidos e gorduras no intestino, por ação de neurotransmissores do 
sistema nervoso autônomo, e ainda pelos hormônios: colecistoquinina e glucagon pancreático 
(ALLEN, 1987; DICKSON, 1996). Neste sistema a função principal deste peptídeo é o de 



 68

bloquear a excreção de outros hormônios tais como: gastrina, colecistoquinina, glucagon, 
insulina, secretina, motilina, peptídio inibidor gástrico (GIP), peptídeo intestinal vasoativo 
(VIP), substância P, polipeptídeo pancreático (PP) e enteroglucagon (TWEDT, 1987; KONG 
et al., 2002). Também cessa a liberação de ácido gástrico, a motilidade do estômago e 
intestino, a função exócrina do pâncreas, a contratura da vesícula biliar e a assimilação de 
nutrientes (GANONG, 1998; BRAZEAU et al., 1973). A síntese de SOM, na espécie em 
estudo, restringiu-se as regiões média e posterior do estômago. Mas já foi descrita a produção 
deste mesmo peptídeo ao longo de todo o estômago das espécies Testudo graeca e Lacerta 
lepida (PEREZ-TOMAS et al., 1989), Trimeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 2001) Trionyx 
sinensis (LIN et al., 2001) Caiman latirostris (YAMADA, et al, 1987),  Alligator sinensis 
(WU et al., 1999), Alligator mississipiensis (BUCHAN et al., 1983), T. scripta elegans (KU 
et al., 2001), E. chinensi, S. indicus e E. elegans, G. japonicus (HUANG & WU, 2004). 
Alguns répteis não apresentam células produtoras de SOM no estômago, como é o caso de 
Takydromus amurensis (LEE et al., , 1995), M. caspica caspica (TARAKÇI, et al.,  2005)  e 
na família Colubridae (LEE et al., 1999). Estudos mostram que células que sintetizam SOM 
são encontradas principalmente no estômago dos vertebrados (BALTAZAR et al., 1998; 
EERDUNCHAOLU et al., 2001; AGUNGRIYONO et al., 2000; ARENA et al.,  1990; EL-
SALHY & GRIMELIUS, 1981).  

Outra marcação visualizada nas porções médio e posterior do estômago de P. 
geoffroanus é de células IR ao anticorpo anti-INS. A produção deste peptídeo por células do 
TD de vertebrados não é comum, devido a migração destas células do intestino para a 
formação de um glândula individualizada durante a evolução do grupo (FALKMER et al., 
1977). Ainda assim, recentemente estas células foram observadas no trato de alguns 
quelônios, concentrando-se preferencialmente nos intestinos (GAPP et al., 1985; PEREZ-
TOMAS et al., 1989; GAPP & POLAK, 1990; MUNIZ et al., 1991;  TARAKÇI et al., 2005). 
Poucos são os relatos de distribuição destas células em porções do estômago, sendo 
encontrado apenas em Chrysemys picta (GAPP et al., 1985), M. caspica (PEREZ-TOMAS et 
al., 1989; TARAKÇI et al., 2005),  Chrysemys dorbigni e Phrynops hilarii (MUNIZ et al., 
1991). A função deste peptídeo e os fatores que controlam a sua secreção neste órgão ainda 
não foram esclarecidos. Acredita-se que as concentrações de glicose e aminoácidos na 
circulação após a ingestão de alimento que dão início a síntese e secreção da insulina gástrica, 
assim como ocorre para a insulina pancreática. 

Em conclusão, os estudos histológico e histoquímico do estômago de P. geoffroanus 
revelaram padrões condizentes com hábito alimentar preferencialmente carnívoro, ou seja, 
estômago simples glandular, produção de mucossecreções ao longo do órgão, não possuindo 
nenhuma especialização para digestão de matéria orgânica vegetal, o que caracteriza a espécie 
como sendo onívora oportunista. Os dados imuno-histoquímicos mostram que na região 
posterior do estômago desta espécie, assim como em outros quelônios, há produção de 
insulina, padrão imcomum em vertebrados. Este estudo vai ajudar no entendimento da 
fisiologia digestiva da espécie investigada e fornecer dados histológicos a serem usados como 
referência à compreensão de alterações histopatológicas que possam afetar o sistema 
digestório de quelônios, facilitando o manejo das espécies. Além disso, permitirá análises 
comparativas dentro do grupo, fornecendo subsídios para estudos evolutivos futuros.  
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RESUMO III 
 

  
VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Intestino de Phrynops geoffroanus: Caracterização 
histológica e histoquímica e detecção por imuno-histoquímica de células do Sistema 
Neuroendócrino Difuso. 2013. 124p. Dissertação (Mestrado em Biologia Animal). Instituto 
de Biologia, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de 
Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

 
  
Informações sobre a morfologia intestinal fornecem dados para pesquisas com enfoque 
fisiológico e nutricional, visando melhorar a dieta dos animais. As variedades morfológicas 
dos intestinos são vistas como consequência da qualidade alimentar e das necessidades 
energéticas dos organismos. Este estudo descreve a histologia e histoquímica do intestino de 
Phrynops geoffroanus e a ocorrência de algumas células endócrinas neste órgão. O intestino 
divide-se em duas regiões: intestino anterior e intestino posterior, de acordo com as 
características da camada mucosa. É revestido por um epitélio simples cilíndrico com borda 
estriada e células caliciformes que é reativo ao PAS e AB (pH 0,4 e pH 2,5). A muscular da 
mucosa é visualizada em ambas as regiões, sendo que na porção posterior do órgão esta 
acompanha a lâmina própria e a submucosa na formação das pregas intestinais, o que não 
ocorre nas vilosidades da porção anterior. A submucosa constitui-se de tecido conjuntivo e 
vasos sanguíneos. Periférico à submucosa está a muscular, consistindo de músculo liso 
arranjado em uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa. Entre as duas 
camadas musculares existem pequenas quantidades de tecido conjuntivo contendo vasos 
sanguíneos, vasos linfáticos e plexos mioentéricos.  Externamente observa-se camada serosa. 
Células imunorreativas aos anti-soros anti-serotonina e anti-insulina são encontradas no 
epitélio das duas porções órgão.  Imunorreatividade ao anti-soros anti-somatostatina é restritas 
ao epitélio do intestino anterior. Este estudo fornece dados sobre a fisiologia digestiva da 
espécie investigada, possibilitando uma futura comparação com outras espécies para maior 
compreensão dos aspectos evolutivos. 
 
Palavras chaves: Réptil, histoquímica, mucinas,células endócrinas. 
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ABSTRACT III 
 

  
The intestine of Phrynops geoffroanus: Histological and histochemical characterization 
and immunohistochemical detection of diffuse neuroendocrine system cells. 2013. 124p. 
Dissertation (Master in Animal Biology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural 
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 
 

 
  
Information on intestinal morphology is important for studies with physiological and 
nutritional focus, to improve the diet of animals. The morphological varieties of the gut are a 
consequence of the food quality and organism’s energy needs. This article describes the 
histology and histochemistry of the intestine of Phrynops geoffroanus and the occurrence of 
endocrine cells in this organ. The intestine is divided into an anterior and posterior region, 
according to the characteristics of the mucosa layer. It is lined with a simple cylindrical 
epithelium with striated boundaries and goblet cells, which are reactive to PAS and AB (pH 
0.4 and pH 2.5). The mucosa layer can be seen in both regions. In the posterior portion this 
layer accompanies the lamina propria and submucosa in forming the intestinal folds, which 
does not occur in the villi of the anterior portion. The submucosa is composed of connective 
tissue and blood vessels. The muscular layer is peripheral to the submucosa, consisting of 
smooth muscle fibers arranged in an internal circular layer and external longitudinal one. 
Between the two muscular layers there are small quantities of connective tissue containing 
blood vessels, lymphatic vessels and a myenteric plexus. Externally there is a serosa layer. 
Immunoreactive cells to anti-serotonin and anti-insulin are found in the epithelium of the two 
parts of the organ. Immunoreactivity to anti-somatostatin is restricted to the epithelium of the 
anterior intestine. This study provides data on the digestive physiology of Phrynops 
geoffroanus, enabling comparison with other species for a better understanding of 
evolutionary aspects of species. 
 

Keywords: Reptiles, histochemistry, mucins, endocrine cells. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

Phrynops geoffroanus SCHWEIGGER, 1812, integrante da classe Reptilia, ordem 
Testudines, família Chelidae, vulgarmente denominado “Cágado de Barbicha”, é um cágado 
sul-americano, de pequeno porte, com a maior distribuição geográfica, incidindo desde a 
Amazônia Colombiana até a região sul do Brasil, Uruguai e norte da Argentina 
(PRITCHARD & TREBBAU, 1984; ERNST & BARBOUR, 1989). Possui hábito onívoro, 
ingerindo sementes, frutos, peixes e insetos (MENDEM, 1960; ERNST & BARBOUR, 1989; 
FACHÍN-TERÁN et al., 1995), porém em cativeiro a dieta é preferencialmente carnívora 
(MOLINA, 1991).  

Informações sobre a biologia alimentar (MEDEN, 1960; FACHÍN-TERÁN et, al. 
1995; DIAZ & SOUZA, 2005), comportamental e reprodutiva (MEDEN, 1960) da espécie em 
ambiente natural ou em criadouros (MOLINA, 1991; MOLINA, 1996) já foram 
documentadas.  Mas nada que trate da anatomia microscópica do tubo digestivo (TD) do 
animal foi investigado. Estudos destacam a importância de se conhecer a morfologia do TD, 
devido à variabilidade da atividade digestiva (NICKEL et al., 1973), e o modo de vida 
(BICCA et al., 2006), manifestos por adaptações e modificações no sistema digestório 
(ANGELESCU & GNERI, 1949). Tais conhecimentos dão suporte ao manejo das espécies, 
atividades de repovoamento, aprimorando assim o condicionamento dos ecossistemas 
(CASTRO et al., 2003). A utilização de répteis para estudos sobre a fisiologia digestiva tem 
sido sugerida por representarem um modelo biológico com respostas melhores à alimentação 
que a de outros animais comumente utilizados, tais como camundongos, ratos, coelhos e 
suínos (SECOR & DI-AMOND, 1998). 

Dos segmentos do TD, destacam-se os intestinos, por sediarem a maior parte da 
digestão e a absorção dos produtos finais do processo digestivo, sendo, a ocorrência do 
desdobramento dos alimentos vista no lúmen do órgão sob a influência de enzimas digestivas 
(CUNNINGHAM, 2004). Informações sobre aspectos morfológicos intestinais fornecem 
dados para pesquisas com enfoque fisiológico e nutricional, almejando melhorar a dieta 
alimentar dos animais (GONZÁLEZ-JIMÉNEZ, 1977). As variedades observadas na 
morfologia dos intestinos são vistas como consequência da qualidade alimentar e das 
necessidades energéticas (GROSS et al., 1985). Vários estudos desenvolvidos tratam desta 
variabilidade na morfologia intestinal em répteis, não só quando se considera o relevo interno 
(JACOBSHANGEN, 1937) como também os aspectos histológicos (BAECKER, 1934; 
MORI, 1935; GABE & SAINT-GIRONS, 1972; PARSONS & CAMERON,1977), sendo a 
maioria referente a intestinos de serpentes e lagartos. 

Dispersas em meio à mucosa do TD dos vertebrados existe um conjunto de células 
oriundas do Sistema Neuroendócrino (SND), evidenciadas por técnica imuno-histoquímica, 
encarregadas de sintetizar diferentes qualidades de hormônios digestivos com papel 
importante na função fisiológica dos intestinos (BELL, 1979). A distribuição e a frequência 
relativa destas células variam de espécie para espécie de acordo com o hábito alimentar 
(SOLCIA et al., 1975; ANDREOZZI et al., 1997). As buscas por células endócrinas no TD 
tem sido importante para estudos filogenéticos (D’ESTE & RENDA, 1995). 

O objetivo do presente trabalho foi analisar a histologia, a histoquímica e a imuno-
histoquímica do intestino de P. geoffroanus, apurando a produção hormonal de serotonina (5-
HT), gastrina (GAS), somatostatina (SOM), glucagon (GLUC), insulina (INS) e polipeptídeo 
pancreático (PP) ao longo do tubo digestivo, de modo a colaborar com estudos futuros.   
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

2. 1 Processamento dos Tecidos 
  
No Laboratório de Histologia e Embriologia da UFRRJ, o intestino dos quatro 

espécimes de P. geoffroanus foi clivado em fragmentos seriados transversais e longitudinais 
(Figura 44). Posteriormente, estes foram processados por técnica histológica de rotina: 
desidratação (em uma série de concentrações crescentes de etanol de 70° GL a 100° GL), 
diafanização em xilol, impregnação e inclusão em Histosec (Merck, Darmstadt, Germany) 
para obtenção de cortes histológicos de 5 µm espessura em micrótomo. As lâminas com os 
fragmentos foram coradas pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE), para análise da arquitetura 
tecidual e Tricrômico de Gomori (TG), para visualização diferencial do tecido conjuntivo e de 
fibras colágenas. Para identificação de células mucossecretoras foi realizado o estudo 
histoquímico através dos métodos Ácido periódico de Schiff (PAS - Mc Manus, 1948 / 
glicoproteínas com diol vicinal oxidável e/ou glicogênio) e do Alcian Blue (AB - Lev e 
Spicer, 1964) com pH 0.4 (glicoproteínas altamente sulfatadas)  e com pH 2.5 (glicoproteínas 
com grupos carboxila - ácido siálico e ácido urônico - e/ou com ésteres sulfatados) para 
evidenciação de glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e ácidas, respectivamente. 
 
2.2 Imuno-histoquímica 
 
 Lâminas tratadas com poli-L-lisina 0.1% (Sigma Aldrich, Inc.) foram utilizadas para o 
processamento imuno-histoquímico dos fragmentos intestinais. Os cortes foram 
desparafinados e hidratados segundo o protocolo de rotina. Por meio de incubação em tampão 
citrato (pH6,0 - 0,01M) e aquecimento no forno microondas por 15 minutos, foi feita a 
recuperação antigênica dos tecidos. Posteriormente, bloqueou-se a enzima peroxidase 
endógena pela incubação em uma solução de H2O2 a 3% em metanol durante 15 minutos. 
Feito o bloqueio, as lâminas foram armazenadas em câmara úmida a temperatura ambiente e 
tratadas com soro normal por 30 minutos. Em seguida, incubou-se as seções por 1 hora com 
anticorpos primários anti-hormônios gastrintestinais (Tabela 2). Depois foram tratadas com 
anticorpo biotinilado “universal” secundário diluído a 1:200 durante 30 minutos, logo após 
com complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC), diluído a 1:200, durante 30 min (ambos da 
PK 6200, Vector Laboratories, Inc., EUA). A revelação foi feita por reação com DAB/Plus (K 
047, Diagnostic Biosystems, Inc., EUA). Todas as diluições foram feitas com um diluente 
específico (Antibory Diluent - Spring Biosciencee ADS-125) e para as lavagens entre fases 
utilizou-se 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). Para garantir a especificidade das reações, controles positivos e 
negativos foram utilizados. Por substituição do anticorpo primário por soro não imune os 
controles negativos foram definidos. Para os controles positivos foram utilizados cortes dos 
tipos de tecidos indicados no datasheet de cada anticorpo (Anexo B). 
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3 RESULTADOS  
 

 

3.1 Histologia e Histoquímica  
 

A parede do intestino de P. geoffroanus, semelhante à constituição vista em outros 
vertebrados, é formada por quatro camadas concêntricas: mucosa, submucosa, muscular e 
serosa. Iniciando a caracterização das camadas intestinais, a mucosa é revestida por epitélio 
simples cilíndrico com borda estriada e células caliciformes (Figuras 31 e 32), o qual 
submetido aos protocolos histoquímicos do PAS e do AB (pH 0.4 e pH 2.5), apresentam 
positividade, indicando a presença de GAG’s neutras e ácidas: altamente sulfatadas e 
carboxiladas, respectivamente (Figuras 33, 34, 35 e 36). O tipo celular predominante é o 
enterócito ou célula de absorção, células altas, prismáticas, com citoplasma acidófilo e núcleo 
basófilo situado próximo à base da célula com eucromatina e nucléolo evidente e 
especialização apical de membrana evidenciada pela borda estriada. Outra célula que também 
compõe o epitélio é a célula caliciforme, assim denominada por lembrar a forma de um cálice, 
possuindo núcleo deslocado para a porção basal e citoplasma apical pouco acidófilo onde é 
observada secreção celular. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

( A )

Figura 31: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal).  Porção 
anterior - Visão geral do intestino anterior, mostrando a organização das vilosidades. 
Detalhe do epitélio simples cilíndrico (Ep) com borda estriada e células caliciformes (seta). 
HE. Barra = 100 µm.  
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Figura 32: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Porção 
posterior (corte transversal) - Espessamento do epitélio causado pelo elevado número de 
células caliciformes (seta). Camada mucosa (M), junto com a submucosa (sm) e a camada 
muscular da mucosa (*), formando grandes pregas longitudinais. HE. Barra = 100 µm. 
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Figura 33: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Porção 
anterior - Presença de GAG’s neutras (seta). PAS. Barra = 50 µm. 
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Figura 34: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Presenças 
de GAG’s ácidas (seta). AB. Barra = 50 µm. 

Figura 35: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Porção 
posterior - Presença de GAG’s neutras (seta). PAS. Barra = 100 µm. 
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 A camada mucosa é a responsável pela divisão do intestino desta espécie em duas 
regiões: intestino anterior e intestino posterior (Figura 45). Uma das características 
divergentes que permite a divisão das regiões é o número de células caliciformes presentes no 
epitélio que se mostrou mais abundante na porção posterior quando comparada a porção 
anterior (Figuras 31 e 32).  
 Os cortes em série do intestino anterior demonstram um padrão alternado de 
vilosidades (Figura 37). São visualizadas vilosidades digitiformes altas, perpendiculares à luz 
do órgão, que por vezes anastomosam-se (Figura 31). Em contra partida observam-se também 
vilosidades delgadas, longas, em forma de folha, as quais tornam reduzida a luz do órgão 
(Figura 38). A altura, frequência e tamanho das vilosidades diminuem à medida que se 
aproximam da cloaca, tornando-se pregas baixas e espaçadas no intestino posterior (Figura 
32). 
 Outra distinção das regiões do intestino está relacionada com o comportamento da 
muscular da mucosa, a qual é formada por feixes de fibras musculares lisas, separando a 
lâmina própria da submucosa, ambas formadas por tecido conjuntivo frouxo, vasos 
sanguíneos e linfáticos. Na região anterior esta se localiza na base dos dobramentos 
intestinais, compostos apenas por epitélio e a lâmina própria, o que caracteriza como 
vilosidade (Figura 31). Na região posterior a muscular da mucosa acompanha a lâmina 
própria e a submucosa para dentro do dobramento, caracterizando a estrutura como prega 
(Figura 32). A camada submucosa é constituída de tecido conjuntivo frouxo com capilares 
sanguíneos e vasos linfáticos, tornando-se mais espessa ao se aproximar da cloaca. Nenhum 
indício de glândulas de Lieberkuihn na lâmina própria ou glândulas de Brunner na submucosa 
é identificado. Observa-se a presença de infiltrado linfocitário disperso nesta camada. 

Na camada muscular de ambos os segmentos do intestino são vistos feixes de fibras 
musculares que correm em sentido circular na parte interna e longitudinal na parte externa, 

Figura 36: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte longitudinal). Presença 
de GAG’s ácidas (seta). AB. Barra = 100 µm. 
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sendo, no entanto, o estrato circular mais desenvolvido (Figuras 38 e 39). Entre estas 
subcamadas observam-se tecido conjuntivo frouxo escasso, e nele plexos mioentéricos 
dispersos aleatoriamente na forma de aglomerados, vasos sanguíneos e (Figura 40). Adjacente 
a esta camada encontra-se a serosa, que envolve externamente o órgão, constituída de tecido 
conjuntivo frouxo, revestido por epitélio simples pavimentoso que repousa sobre uma 
membrana basal, formando o mesotélio.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. Superfície interna: 
(D) Transição Estômago-Intestino (E) Intestino anterior com vilosidades digitiformes (F) 
Intestino anterior com vilosidades em forma de folha (G) Transição Intestino anterior-
posterior (H) Intestino posterior.  
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Figura 38: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Porção 
anterior - Camada muscular de fibras musculares lisas, composta por uma subcamada 
interna circular (ic) e a externa longitudinal (el). HE. Barra = 100 µm. 
 

Figura 39: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Porção 
posterior - Organização da camada muscular, circular interna (ic) e longitudinal externa 
(el). HE. Barra = 100 µm.  
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3.2 Imuno-histoquímica 
 

Observam-se células imunorreativas (IR) a três dos anticorpos utilizados: 5-HT, SOM, 
e INS, ao longo do intestino de P. geoffroanus. A distribuição e a frequência relativa destas 
células variaram dentro das regiões do órgão (Tabela 4). 

 
3.2.1 Serotonina (5-HT) 

 
 Ambas as regiões do intestino apresentam células IR ao anticorpo anti-5-HT (Figuras 
41 e 42). Morfologicamente as células observadas são separadas em dois grupos: células do 
“tipo aberto”, marcada pela presença de um prolongamento citoplasmático comunicante com 
o lúmen do órgão; e células do “tipo fechado”, ou seja, células arredondadas delimitadas sem 
comunicação direta com o lúmen do órgão. Ambos os tipos celulares são observados no 
epitélio intestinal, sendo possível visualizar também algumas marcações entremeadas na 
lâmina própria, as quais não se pode afirmar que sejam células pertencentes ao SND. A 
frequência relativa destas células IR é considerada moderada para a porção anterior e  baixa 
para a posterior. 
 
 
 

Figura 40: Fotomicrografia do intestino de P. geoffroanus (corte transversal). Porção 
posterior - Plexo mioentérico. HE. Barra = 50 µm.  
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Figura 42: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT na região posterior do 
intestino de P. geoffroanus. Marcações de ambas as morfologias celulares inseridas no 
epitélio intestinal: aberto (seta) e fechado (cabeça de seta). Contracoloração: Hematoxilina 
de Harris. Barra 50 µm.  
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Figura 41: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-5-HT na região anterior do 
intestino de P. geoffroanus. Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça de seta), 
compondo a camada epitelial do intestino e também entremeada na lâmina própria. 
Contracoloração: Hematoxilina de Harris. Barra 50 µm.  
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3.2.2 Somatostatina (SOM)  
 
 Células IR ao anticorpo anti-SOM são visualizadas apenas na porção anterior do 
intestino da espécie. Semelhante ao observado para a 5-HT, as células produtoras de SOM 
apresentam dois formatos: células do tipo aberto e do tipo fechado e são observadas 
entremeadas no epitélio intestinal. A frequência relativa é descrita como baixa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3.2.3 Insulina (INS) 
 
 Ambas as regiões do intestino de P. geoffroanus possuem células IR ao anticorpo anti-
INS. As células produtoras destes peptídeos possuem os formatos aberto e fechado, e 
encontram-se inseridas no epitélio de revestimento do órgão. A frequência relativa observada 
é considerada moderada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 43: Fotomicrografia de células IR ao anticorpo anti-SOM na região anterior do 
intestino de P. geoffroanus. Células IR compondo a camada epitelial do intestino. 
Contracoloração: Hematoxilina de Harris. Barra 50 µm.  
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Figuras 44 e 45: Fotomicrografias de células IR ao anticorpo anti-SOM no intestino de P. 
geoffroanus. Intestino anterior – (44) Células IR, dos tipos aberto (seta) e fechado (cabeça 
de seta), compondo a camada epitelial do intestino. (45) Intestino posterior – células do 
tipo aberto (seta) e do tipo fechado (cabeça de seta) Contracoloração: Hematoxilina de 
Harris. Barra 50 µm. 
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4 DISCUSSÃO 
 
 

Partindo do lúmen para o exterior, a primeira camada visualizada é a mucosa, 
composta por um epitélio de revestimento, apoiado em uma lâmina própria, seguida de uma 
muscular da mucosa. Esta camada apresentou numerosos dobramentos longitudinais no 
sentido do trânsito da ingesta, variando a forma e a disposição de uma seção para outra, o que 
permitiu a divisão do intestino desta espécie em duas regiões: um extenso segmento anterior e 
um curto posterior. Estas dimensões para os intestinos são geralmente encontradas em 
carnívoros, sendo o intestino posterior mais longo nos hebívoros (STEVENS & HUME, 
1998), isso porque os alimentos de origem animal são mais facilmente digeridos do que os de 
origem vegetal (RICKLEFS, 2003), o que esclarece o hábito alimentar da espécie como sendo 
um carnívoro oportunista, de acordo com a demanda de alimento (Molina, 1991). Outra 
característica que corrobora o fato é a ausência de ceco na junção dos intestinos, porção 
comum em répteis herbívoros e onívoros (ZUG, 2001; PEREIRA, 2000; SMITH et al., 2001). 

Na porção anterior do intestino, nota-se um padrão de alternância das vilosidades, ora 
visualizam-se vilosidades digitiformes altas, que por vezes anastomosam-se; ora observam-se 
vilosidades foliáceas delgadas, longas, as quais tornam reduzida a luz do órgão. As 
modificações na morfologia das vilosidades de uma fração para outra é fundamental para 
controlar a velocidade de percurso do alimento no intestino, uma vez que, aumenta e diminui 
a luz do órgão, permitindo assim maior aproveitamento de nutrientes importantes, fato que 
justifica o tempo de trânsito intestinal longo em répteis visualizado por DI BELLO et al. 
(2006). Além disso, denota a ampliação da superfície de absorção (POTER, 1972; ROMER & 
PARSONS, 1985; LEGLER, 1993; YOUNG & HEATH, 2000; WYNEKEN, 2001), ou seja, 
regiões com pregueamento complexo possuem maior envolvimento nos processos absortivos 
(ANGELESCU & GNERI, 1949). Em quelônios, é função do intestino anterior absorver 
aminoácidos, carboidratos, açúcares, água, ácidos graxos e sais minerais (WYNEKEN, 2001; 
LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005).  

A porção posterior do intestino apresenta pregas baixas e espaçadas, característica 
justificável pela função limitada de reabsorção de água desta fração do órgão (WYNEKEN, 
2001; LUZ et al., 2003; MACHADO JUNIOR et al., 2005), não sendo necessário um alto 
tempo de permanência no mesmo pelo bolo alimentar.  
  O epitélio de revestimento intestinal visualizado é do tipo simples cilíndrico com 
borda estriada e células caliciformes, o qual justifica o papel absortivo dos intestinos. Epitélio 
similar foi descrito no intestino das cobras Xenodon merremii (FERRI, et al., 1976) e Coluber 
forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), do lagarto Varanus niloticus (AHMED, EL-
HAFEZ & ZAYED, 2009), das tartarugas Podocnemis expansa (OLIVEIRA et al., 1996; 
SANTOS et al., 1998) e da família Podocnemididae (MAGALHÃES, 2010), do crocodilo-do-
Nilo (KOTZÉ et al., 1992) e do Caiman yacare (ALEIXO et al., 2011), do avestruz 
(MONTEIRO et al., 2009), e do roedor Hydrochoerus hydrochaerise (FREITAS et al., 2008) 
e o mesmo é comum a maioria dos vertebrados (JIN et al., 1991; DAVID et al., 1992; 
BANKS, 1992; GEORGE et al., 1998; PEREIRA, 2000; RODRIGUES, 2005). Em 
contrapartida, o epitélio intestinal de algumas tartarugas e crocodilos (LUPPA, 1977) 
demonstraram características de estratificação.  
 Outra característica divergente entre as regiões refere-se ao número de células 
caliciformes presentes no epitélio, o qual se apresenta mais abundante na porção posterior se 
comparada com a porção anterior. Resultado semelhante foi visualizado no anfíbio 
Typhlonectis venezuelensis (MARTÍNEZ-LEONES, 2004) e nos répteis: P. expansa 
(OLIVEIRA et al., 1996) e integrantes da família Podocnemididae (MAGALHÃES, 2010), 
sendo o inverso encontrado na espécie Tropidurus peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO, 
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1974). O produto destas células asseguram a lubrificação do tubo e o aprisionamento de 
partículas a serem eliminadas, viabilizando o deslizamento do bolo alimentar (YOUNGE 
HEATH, 2000).  
 Protocolos histoquímicos com PAS e AB (pH 0.4 e pH 2.5) revelaram a produção de 
glicosaminoglicanas (GAG’s) neutras e ácidas, respectivamente, em ambos os intestinos do 
cágado-de-barbicha. Positividades epiteliais a estes protocolos também foram visualizados no 
intestino de V. niloticus (AHMED et al., 2009), de Hemidactylus mabouia (SARTORI, 2009), 
de Caiman crocodilus yacare (JIN, 1991; ALEIXO et al., 2011) e de Uromastyx aegyptiaca 
(ZAHER et al., 2012). Estas mucinas são classificadas em neutras e subtipos ácidos: não-
sulfatadas (sialomucinas) e sulfatadas (sulfomucinas), de acordo com a composição de seus 
monossacarídeos. As sulfatadas são consideravelmente mais ácidas que as não-sulfatadas 
(MYERS et al., 2008). O muco produzido por estas células encarrega-se de resguardar a 
mucosa contra agressores químicos, físicos e biológicos; facilitar o trânsito dos alimentos; 
criar um obstáculo que modifica a passagem de solutos pelo epitélio (FILIPE & BRANFOOT, 
1976; CARLSTEDT-DUKE, 1987), além de aprisionar partículas (SIBBING & URIBE, 
1985). 
 A lâmina própria e a submucosa mostraram-se aglandulares, condição visualizada na 
mucosa intestinal de Vipera aspis (BEGUIN, 1902), Mabuya quinquetaeniata e Chalcides 
ocellatus (ANWAR & MAHMOUD, 1975), X. merremii (FERRI, et al., 1976), Agama Stellio 
(AMER & ISMAIL, 1976), Natrix matrix e Vipera berus (PRZYSTALSKI, 1980), 
Acanthodactylus boskianus (DEHLAWI & ZAHER, 1985a), Pristurus rupestris (DEHLAWI 
& ZAHER, 1985b), C. forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989), Podocnemididae 
(MAGALHÃES, 2010), C. yacare (ALEIXO et al., 2011) e U. aegyptiaca (ZAHER et al., 
2012). Glândulas intestinais são identificadas pela invaginação do epitélio na lâmina própria 
(Banks, 1992), padrão nítido no lagarto Uromastyx philipyi (FARAG, 1982), em 
crocodilianos (TORO, 1930; KOTZÉ et al., 1992), e  na tartaruga verde (MAGALHÃES et 
al., 2010), comum também em aves (BACHA JR & BACHA 2003, MONTEIRO et al., 
2009), no mamífero H. hydrochaerise (FREITAS et al., 2008) e em animais domésticos 
(BANKS, 1992; BACHA JR & BACHA, 2003).  
 A muscular da mucosa está presente nas duas porções do intestino composta por uma 
única subcamada em sentido circular. Esta também foi descrita no intestino das espécies C. 
forulentus (DEHLAWI & ZAHER, 1989) e Chelonia myda, sendo que nesta as fibras 
musculares dispõem-se longitudinalmente (MAGALHÃES, 2010). Já o crocodilo C. 
crocodilus yacare (JIN, 1991) e a lagartixa H. mabouia (SARTORI, 2009) apresentam mais 
de uma subcamada compondo a muscular da mucosa em pelo menos uma das porções do 
intestino. Vale ressaltar que para P. geoffroanus, na fração posterior do intestino esta 
musculatura ajuda na formação das pregas longitudinais, o que garante a mobilidade das 
pregas, auxiliando no peristaltismo para eliminação dos resíduos alimentares, este mesmo 
recurso foi visualizado nas vilosidades do duodeno de C. yacare (ALEIXO et al., 2011). 

A camada muscular própria de P. geoffroanus exibe duas regiões musculares lisas; a 
circular interna e a longitudinal externa, padrão este já descrito anteriormente por PARSONS 
& CAMERON (1977). A mesma impressão é encontrada nos répteis C. forulentus 
(DEHLAWI & ZAHER, 1989), T. peruvianus peruvianus (PAZ-CASTILLO, 1974), H. 
mabouia (SARTORI, 2009) e C. myda (MAGALHÃES, 2010). É função desta camada é dar 
mobilidade ao órgão, proporcionando a mistura e o transporte dos alimentos com as secreções 
digestivas (SILVA, 2004). Outro fator intrínseco que também garante a motilidade intestinal 
são os plexos mientéricos, ou seja, gânglios de tecido nervoso localizados entre as 
subcamadas de tecido muscular do intestino, presente aleatóriamente ao longo de todo o 
órgão. Assim como em P. geoffroanus este tecido também foi descrito em H. mabouia 
(SARTORI, 2009).   
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Os resultados imuno-histoquímicos comprovaram a existência de células 
imunorreativas aos três anticorpos utilizados: serotonina (5-HT) somatostatina (SOM) e 
gastrina (GAS), no intestino de P. geoffroanus. Ocorrendo células ditas do “tipo aberto” e do 
“tipo fechado”. Acredita-se que as primeiras detectem mudanças no pH ou na composição do 
conteúdo do lúmen, enquanto que as segundas respondem à distenção ou a fatores neuro-
endócrinos (FUJITA & KOBAYASHI, 1977). 
 De acordo com novos estudos, o sistema neuroendócrino gastro-entero-pancreático 
difuso representa a segunda maior fonte de 5-HT (TRANDABURU & TRANDABURU, 
2007). Acredita-se que a existência de células produtoras de 5-HT é um caráter evolutivo, 
pelo fato de todos os vertebrados possuírem células produtoras deste hormônio ao longo do 
TD (EL-SALHY et. al., 1985). Estas já foram descritas em: peixe (LEE et al., 2004b), anfíbio 
(PELLI-MARTINS et al., 2011), réptil (PEREZ-TOMAS et al., 1989; BURRELL  et al., 
1991; LEE et al., 1999; KU et al., 2001; HUANG & WU, 2005; MACHADO-SANTOS et 
al., 2011), ave (YAMANAKA et al., 1989; MENDES et. al, 2009) e mamífero 
(AGUNGPRIYONO et al., 2000; KARADAĞ SARI et al., 2007; MACHADO-SANTOS et 
al., 2009, ADNYANE et al., 2011). Este peptídeo é eliminado mediante a acidificação ou 
aumento da pressão intraluminal, instilação de glicose hipertônica ou solução de sacarose, 
estimulação vagal, obstrução mecânica do intestino e isquemia intestinal (LI et al., 2000). A 
5-HT atua induzindo a contração muscular do TD e impulsionando a secreção exócrina 
(CECCARELLI et al., 1995), estimulando os plexos mioentéricos a causar respostas 
vasodilatadoras na submucosa (VANNER, 2000). Na espécie em estudo, as células 
endócrinas produtoras de 5-HT são visualizadas em ambos os intestino.   

A síntese de SOM, em P. geoffroanus, restringiu-se a porção anterior do intestino. 
Este mesmo peptídeo já foi encontrado no intestino dos répteis Anolis carolinensis (SEINO et 
al., 1979), Alligator mississippiensis (BUCHAN et al., 1983), Caiman latirostris (YAMADA  
et al., 1987), C. tatirostris (YAMADA et al., 1987), Egernia kingii (ARENA et al., 1990), 
Podarcis hispânica (BURRELL  et al., 1991), Alligator sinensis (WU et al., 1999) Trachemys 
scripta elegans (KU et al., 2001), Trimeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 2001), Trionyx 
sinensis (LIN et al., 2001), e Wistor albino (KARADAĞ SARI et al., 2007), não aparecendo 
nas espécies S. indicus e E. elegans (HUANG & WU, 2005). Sendo a porção anterior do 
intestino destes animais a mais ocupada por células produtoras de SOM. A secreção deste 
hormônio no TD é motivada pela acidez do estômago, pela permanência de glicose, 
aminoácidos e gorduras no intestino, por ação do sistema nervoso autônomo, e por outros 
hormônios: colecistoquinina e glucagon pancreático (ALLEN, 1987; DICKSON, 1996). A 
função preponderante neste sistema é o de obstruir a excreção de outros hormônios tais como: 
gastrina, colecistoquinina, glucagon, insulina, secretina, motilina, peptídio inibidor gástrico 
(GIP), peptídeo intestinal vasoativo (VIP), substância P, polipeptídeo pancreático (PP) e 
enteroglucagon (TWEDT, 1987; KONG et al., 2002). Também bloqueia a liberação de ácido 
gástrico, a motilidade do estômago e intestino, a função exócrina do pâncreas, a contratura da 
vesícula biliar e a assimilação de nutrientes (GANONG, 1998; BRAZEAU et al., 1973).  

O último mensageiro químico investigado é a INS. Entende-se que a produção de 
insulina nos vertebrados seja responsabilidade do pâncreas endócrino, exceto no caso de 
algumas espécies de peixes que células positivas à insulina são visualizadas no intestino 
(FALKMER, 1993). Durante a evolução dos vertebrados, células endócrinas produtoras de 
insulina deixaram o intestino para darem origem a um órgão separado (FALKMER et al., 
1977). Mas esta migração não parece ser perfeita em alguns répteis (PEREZ-TOMAS et al., 
1989). Assim como em P. geoffroanus, a presença de células endócrinas produtoras de 
insulina no epitélio de revestimento do intestino já foi descrita para outras espécies de 
quelônios: Chrysemys picta (GAPP et al., 1985), T. graeca (PEREZ-TOMAS et al., 1989), 
Pseudemys scripta scripta, P. scripta elegans, P. floridana, Sternotherus odoratus e Trionyx 
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spinifer asper (GAPP & POLAK, 1990), Chrysemys dorbigni e Phrynops hilarii (MUNIZ et 
al., 1991) e M. caspica (PEREZ-TOMAS, et al., 1989; TARAKÇI et al., 2005). Takydromus 
wolteri, uma espécie de lagarto, também apresentou células IR nas porções do duodeno e 
intestino delgado (LEE & KU, 2004a). A produção de insulina por células epiteliais do 
intestino de quelônios pode representar um caracter derivado secundário ou a retenção de um 
caracter plesiomórfico identificado apenas em protochordates (REINECKE, 1981), larvas 
ciclóstomos (VAN NOORDEN & PEARSE, 1974), e alguns tubarões (EL-SAHLY, 1984). 
Estudos revelaram que as moléulas de insulina produzidas pelos répteis são as mais parecidas 
com a insulina das aves que a produzida por mamíferos, o que é compatível com a relação 
evolutiva entre aves e répteis (EPPLE & BRINN, 1987). Mas os efeitos da insulina na 
fisiologia do intestino ainda não foram determinados. Acredita-se que a insulina intestinal 
atue como um hormônio trófico (CHOPRA et al., 1987), ou seja, aja sobre outras células 
endócrinas, regulando a secreção de outros hormônios. Os controles de produção deste 
hormônio também são obscuros. É possível que as concentrações de glicose e aminoácidos na 
circulação após a ingestão de alimento desencadeiem a secreção de insulina intestinal, assim 
como ocorre para a insulina pancreática.  

Em conclusão, os estudos histológico e histoquímico do intestino de P. geoffroanus 
revelam uma adaptação para o hábito alimentar carnívoro, ou seja, intestino curto, ausência de 
ceco, produção de mucossecreções ao longo do TD, não possuindo nenhuma especialização 
para digestão de matéria orgânica vegetal, o que caracteriza a espécie como sendo onívora 
oportunista. Os dados imuno-histoquímicos mostram que o intestino desta espécie dentre 
outros hormônios, produz insulina, padrão atípico em vertebrados, mas semelhante a outras 
espécies de quelônios. Este trabalho visa colaborar com informações sobre a fisiologia 
digestiva da espécie investigada, podendo servir de base para estudos com outras espécies de 
cágados, tendo em vista a carência de estudos com esta vertente. Além disso, permitirá 
análises comparativas dentro do grupo, fornecendo subsídios para estudos evolutivos futuros. 
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Figura 46: Morfologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. Superfície interna: (A) Esôfago e Estômago 
anterior (B) Estômago Médio (C) Estômago posterior (D) Transição Estômago-Intestino (E) Intestino anterior com 
vilosidades digitiformes (F) Intestino anterior com vilosidades em forma de folha (G) Transição Intestino anterior-
posterior (H) Intestino posterior.  
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Figura 47: Histologia geral do tubo digestivo de P. geoffroanus. (1) Glândulas 
intraepiteliais do esôfago. (2) Células endócrinas. (3) Glândulas gástricas. (4) Fossetas 
gástricas. (5) Células oxinticopépticas. (6) Células caliciformes. (7) Plexo mioentérico.  
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Intensidade de imunorreação: (-) ausente; (+) baixa; (++) moderada; (+++) alta. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4: Frequência relativa e valores médios (±DP) de células endócrinas 
imunorreativas por mm2 da mucosa dos segmentos TD de P. Geoffroanus.  

 
Esôfago 

Estômago 
anterior 

Estômago 
médio 

Estômago 
posterior 

Intestino 
anterior 

Intestino 
posterior 

5-HT 
0,27 ± 0,58 

+ 

1,73 ± 1,2 

++ 

3,93 ± 2,45 

+++ 

4,50 ± 2,94 

+++ 

2,73 ± 2,95 

++ 

1,03 ± 0,89 

+ 
GAS - - - - - - 

SOM - - 
2,87 ± 3,28 

++ 
1,87 ± 1,81 

++ 
0,70 ± 0,91 

+ 
- 

GLUC - - - - - - 

INS - - 
0,5 ± 0,86 

+ 
2,3 ± 2,6 

++ 
1,36 ± 1,27 

+ 
     1 ± 1,11 

+ 
PP - - - - - - 
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CONCLUSÃO GERAL 
  
 

• A morfologia do TD de P. geoffroanus revela padrões de hábito alimentar carnívoro, 
ou seja, esôfago e estômago tubulares, simples, apresentando glândulas, ambos com 
mucosa bem pregueada; intestino curto, com alternâncias de vilosidades e pregas que 
garantem aumento do tempo de trânsito intestinal; ausência de ceco, não possuindo 
nenhuma câmara fermentativa especializada, dirigida à digestão de matéria orgânica 
vegetal.  

• Os estudos histológico e histoquímico demonstram produção de mucossecreções 
ácidas e básicas ao longo do TD da espécie, corroborando, o que caracteriza a espécie 
como sendo onívora oportunista, já que seu TD demonstrou-se especializado para 
digestão de matéria orgânica animal.  

• O estudo imuno-histoquímico revelou a presença, a distribuição e a frequência relativa 
de células endócrinas produtoras de 5-HT, SOM e INS nos segmentos do TD deste 
cágado. Estes peptídeos são normalmente encontrados no TD de vertebrados, exceto a 
insulina, que nos vertebrados foi descrita apenas em alguns quelônios.  

•  Os estudos vão ajudar no entendimento da fisiologia digestiva da espécie investigada 
e fornecer dados histológicos a serem utilizados como referência à compreensão de 
alterações histopatológicas que possam afetar o sistema digestório de quelônios, 
facilitando o manejo das espécies. Além disso, permitirá análises comparativas dentro 
do grupo, fornecendo subsídios para estudos evolutivos futuros. 
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ANEXO A 
 
PROTOCOLO DE IMUNO-HISTOQUÍMICA 
 
Preparação das lâminas com o uso de Poly-L-Lysina 
Preparação dos cortes histológicos (desparafinização e hidratação) 
1. Coloque as lâminas no berço.  
2. Coloque o berço no primeiro xilol (por 15 minutos em temperatura ambiente ou a 
60°C).  

3. Escorra as lâminas e coloque no segundo xilol (por 15 minutos em temperatura 
ambiente). 

4. Álcool absoluto 2 x 3 minutos cada. 
5. Álcool 95% 3 minutos.  
6. Álcool 80% 3 minutos.  
7. Álcool 70% 3 minutos.  
8. Lavar as lâminas em água corrente.  
9. Levar as lâminas para o método de recuperação antigênica.  
Objetivos: Restabelecer os sítios antigênicos e eliminar as ligações cruzadas formadas 
com o formol.    Método - Irradiação por Microondas 

Incubar as lâminas no tampão citrato em um recipiente apropriado. Levá-lo ao forno de 
microondas, potência máxima (900 W), por tempo apropriado (3 x 5 minutos) sempre 
verificando o volume do tampão.  

10. Lavar os cortes com tampão de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos). 
11. Bloqueio da peroxidase endógena 
 Imergir os cortes, durante 15 minutos em uma solução de peróxido de hidrogênio a 3% 
em metanol. 

12. Lavar os cortes com tampão de lavagem (PBS) (3 x 3 minutos).  
13. Bloquear sítios inespecíficos  
 Incubar com soro normal (da espécie em que o anticorpo secundário tenha sido 
produzido) em câmara úmida por 30 minutos em temperatura ambiente. 

14. Lavar o bloqueador de proteína com tampão de lavagem (2 x por 3 minutos).  
15. Incubar com anticorpo primário em câmara úmida, na diluição recomendada.  
16. Lavar o anticorpo primário com tampão de lavagem (3 x 3 minutos) na câmara úmida. 
17. Incubar com anticorpo secundário biotinilado (C) em câmara úmida por 30 minutos. 
18. Lavar os cortes com tampão de lavagem (3 x 3 minutos) na câmara úmida.  
19. Incubar com o Complexo Avidina Biotina (AB) por 30 minutos em temperatura 
ambiente (em câmara úmida). 

20. Lavar os cortes com tampão de lavagem (3 x 3 minutos). 
21. Aplicar a solução de substrato-cromógeno DAB (Em ambiente escuro) por 5 minutos, 
ou até que o preparado adquira cor acastanhada. Fazer controle pelo microscópio.  

22. Lavar em água destilada.  
23. Desidratar as lâminas em uma bateria crescente de álcoois: 80%, 95%, 100% (2x) e 
xilol (2x).  

24. Montar as lâminas com lamínula e Entellan. 
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