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Resumo

O presente estudo descreve as variagfes histologocas e morfométricas do figado de
Phrynops geoffroanus, popularmente conhecido como cagado de barbicha. Foram
examinadas seis fémeas adultas, capturadas nos corregos urbanos de Rio Verde, Goias,
Brasil. A andlise envolveu métodos anatbmicos e histoldgicos. PreparacGes
convencionais de rotina histologica foram empregadas utilizando as coloracGes de
Hematoxilina e Eosina, PAS, Tricbmico de Gomori e reticulina. O figado de P.
geoffroanus é um érgdo largo de formato retangular e cor variando de marrom claro a
vermelho escuro, com pontos pretos que representam depositos de melanina. Esta
dividido em quatro lobos. Os indices hepatossomaticos variaram ao longo do periodo
com maiores médias nos meses de outubro e novembro, quando foram observadas as
menores medias dos indices gonadossomaticos.. Os hepatocitos estdo organizados em
estruturas semelhantes a cordbes. Apresentam aspecto poliédrico, com tamanhos
variados. O citoplasma é vacuolizado e a maioria dos nucleos estdo posicionados na
periferia. Grande quantidade de melanomacrofagos estdo presentes no parénquima
hepaético.
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hepatossomaticos

tAcadémico do curso de Ciéncias Bioldgicas Licenciatura e Bacharelado. Universidade de Rio Verde -
UNIRV.

2Professora Mestre adjunta da Universidade de Rio Verde — FESURV do Curso Ciéncias Bioldgicas
Licenciatura e Bacharelado.



INTRODUCAO

Os Testudines ou Chelonia sdo 0s mais antigos grupos de répteis da atualidade.
Sao caracterizados pela presenca de casco (carapaca e plastrdo), que é a chave do seu
sucesso evolutivo. Contam atualmente com 280 espécies. Na América do Sul sua fauna
é rica e variada, com aproximadamente 20% das espécies catalogadas na regido
neotropical (PRITCHARD e TREBBAU, 1984), incluindo representantes de oito das
treze familias viventes, destacando-se a familia Chelidae, cujos membros sao
conhecidos como cégados de pescogo de cobra. O género Phrynops é um dos mais
comuns, com 20 espécies.

A espécie Phrynops geoffroanus, apresenta ampla distribuicdo na regido
neotropical (Amazonia colombiana, Venezuela, Guianas, Uruguai, norte da Argentina e
Brasil, de norte a sul) (GUIX et al., 1989; DUELLMAN, 1979). Sdo comuns em rios e
corregos urbanos que recebem esgoto de origem domeéstica ndo tratado das cidades
brasileiras, incluindo o cérrego Barrinha e Sapo, que atravessam a cidade de Rio Verde.

Apesar de parecerem bem adaptados ao ambiente degradado, estudos indicam
que ocorrem alteracBes celulares, sendo a espécie considerada como sentinela
(RIBEIRO, et al.,2010) em estudos de monitoramento ambiental.

Os quel6nios sdo animais de vida longa, mesmo espécies pequenas demoram
anos para atingir a maturidade sexual. Espécies maiores tém vida mais longa. A
longevidade dificulta o estudo da histéria de vida do grupo e estd geralmente associada
a uma baixa taxa de reposi¢do de individuos na populacdo, o que pode aumentar o risco
de extincdo em ambientes poluidos (POUGH et al., 2003).

Assim como nos demais répteis, os padrdes de atividade reprodutiva estdo
geralmente associados aos fatores ambientais (MARION, 1982; SAINT GIRONS,
1982), causando variacdes ciclicas na morfologia das génadas, nos niveis de hormonios,
e no figado (CABRAL et al., 2011;MAHMOUD e KLICKA, 1972). Tais modificacdes
influenciam o comportamento reprodutivo da espécie.

Quanto aos aspectos morfoldgicos o sistema urogenital de tartarugas adultas é
constituido em ambos 0s sexos por um par de rins e ureteres, uma bexiga urinaria, um
par de bexigas acessorias, gonadas e cloaca (HILDEBRAND, 1995; MALVASIO,
1986; CABRAL etal., 2011).

O figado da maioria dos vertebrados é formado por dois lobos e situa-se na

frente do estdmago. Em muitos mamiferos € dividido por fissuras. Nos repteis,



delimitam em até 5 a 6 lobos hepaticos, dependendo da especie (HILDEBRAND, 1995;
ROMER e PARSONS, 1985; ASHLEY, 1969)

O figado possui multiplas e complexas fungdes no organismo. E o local de
processos metabdlicos vitais, destacando a sintese, armazenamento e degradacdo de
glicogénio, participando do controle da concentracdo de glicose no sangue, sintese de
colesterol e lipoproteinas, &cido latico, acido piruvico, entre outros. Influencia portanto,
varias atividades, tais como a hibernagdo, comum em muitos Testudines, e a reproducéao
(MOURA, et al., 2009; MARYCZ, et al., 2009; MACHADO-JUNIOR ET AL., 2005).
No que se refere ao ciclo sexual feminino, € o local de sintese da vitelogenina,
substancia precursora da producédo do vitelo, durante a fase vitelogénica dos ovarios.

O hébito aquético da maioria dos quel6nios dificulta as observacdes na natureza
e contribuem para a falta de informacfes detalhadas sobre sua historia natural. Sdo
poucos os estudos com énfase na morfologia e fisiologia dos 6rgdos associados a
reproducéo, e este foi um dos principais fatores que motivou-nos a desenvolver esta
pesquisa. As informacdes referentes a biologia reprodutiva de quelnios brasileiros
estdo direcionadas, geralmente, para estudos da ecologia, estratégias reprodutivas e a
interferéncia da temperatura na determinacdo do sexo.

A reproducdo é um dos imperativos para a perpetuacdo da espécie e esta
diretamente relacionada as condi¢cBes ambientais. No presente trabalho, fémeas de
Phrynops geoffroanus serdo coletadas em seu ambiente natural, ao longo de um ano,
para demonstrar a interferéncia da sazonalidade na morfofisiologia do figado e
relacionar as possiveis alteragdes com o ciclo sexual. Este estudo faz parte de pesquisas
que investigam a biologia reprodutiva da espécie, desenvolvidos no IBILCE/UNESP e
na Universidade de Rio Verde.

Os dados obtidos poderdo contribuir para um maior conhecimento dos aspectos
relacionados a atividade reprodutiva dos cagados permitindo o desenvolvimento de
acles e técnicas de manejo que minimizem o impacto da atividade humana nos
ambientes onde estes animais vivem. A degradacdo dos sistemas aquaticos € uma triste
realidade, e € a principal ameaca a sobrevivéncia do grupo, que sofre com a poluicéo e o
envenenamento da agua por esgoto doméstico e agrotoxicos, com a retirada da
vegetacdo natural, que provoca a perda de sombreamento e nutrientes, erosdo da

margem que diminui os locais de nidificagéo, e a modificagdo do substrato dos rios.



METODOLOGIA

1 Coleta e preparacdo dos animais

Fémeas adultas de Phrynops geoffroanus (N=6) foram coletadas mensalmente no
periodo de agosto de 2012 a junho 2013. (Licenca de captura SISBIO, n° 27636-1,
cédigo de autenticacdo: 93479743). As coletas foram separadas de acordo com as
estacOes do ano, sendo consideradas as estacOes seca (maio a setembro) e chuvosa
(outubro a abril). Os animais foram capturados por meio de pesca manual com a
utilizacdo de anzdis com fisga em cérregos urbanos de Rio Verde, GO, Brasil. Os
pontos de coleta recebem esgoto de origem domeéstica, e estdo bastante degradados
devido & atividade antropica.

Os animais capturados foram transportados ao Laboratério de Zoologia
FESURV/Universidade de Rio Verde. Foram mortos de acordo com as recomendagoes
do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal), utilizando-se dosagens
elevadas do anestésico Cloridrato de Ketamina administrados por injecdo
intraperitonial, e/ou decapitacéo.

Dados biométricos como o comprimento maximo da carapaca (cmc), e
comprimento maximo do plastrdo (cmp) foram obtidos, segundo o método descrito por
Cagle (1939) apud Molina (1998).

Os animais foram abertos com serra circular vibratoria, adequada para
osteotomia. Ap6s a remocdo do plastrdo, os 6rgdos foram afastados para melhor
visualizacdo das visceras e posterior foto documentacdo. O sistema reprodutor e o
figado foram removidos e submetidos aos demais procedimentos.

O figado e gbnadas foram pesados (g) por uma balanca analitica de precisao
(0,01g) e suas massas (peso em gramas), combinadas com o peso do corpo para 0
calculo do o indice hepatossomatico e gonadossomatico (IHS= massa total do figado/
massa total do corpo x 100. IGS= massa total do ovario/ massa total do corpo x 100). Os
indices de cada animal serdo comparados entre si e ao longo do periodo estudado.



2 Preparacédo do tecido para microscopia

Fragmentos do figado, foram retirados de diferentes lobos hepéticos. Apds
serem fixados em solucdo de Formalina 10% por 24 horas, e desidratados em série
crescente de alcool, foram incluidos em parafina. Seccdes de 5 pm cortadas e
posteriormente coradas com Hematoxilina-Eosina e PAS (Periodic Acid Schiff’s),

Tricomico de Gomori e reticulina.

3 Analise Biométrica, histoldgica e fotomicrogréafica

Para analise biométrica o IHS e o IGS foram comparados entre si e ao longo das
estacfes seca e chuvosa. Para analise histoldgica, as laminas montadas foram
observadas por microscopio de luz e analisadas por meio do programa de analise de
imagens, do Laboratério de processamento Histologico e Anélise de Imagens da
UniRV/Universidade de Rio Verde. Trés laminas para cada sec¢do foram analisadas.
Para verificar se houve variacdo morfolégica do figado, os dados biométricos foram
correlacionados entre si, com as esta¢des seca e chuvosa e como status dos ovarios. Para
as analises morfométricas foram analisados 30 hepatdcitos por animal. Foram
fotografados 10 campos diferentes por laminas, padronizando a objetiva de 40X. Em
seguida, foram aleatoriamente selecionados 3 hepatdcitos em corte transversal por
lamina, medindo-se a area e o perimetro do ndcleo e citoplasma.

Para verificar se houve variacdo morfoldgica do figado, os dados biométricos e
morfométricos serdo correlacionados entre si, com as estacdes seca e chuvosa e com 0

status dos ovarios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram peso médio de 2,29 kg (1,69- 2,84). O comprimento
médio da carapaca foi de 31 cm e a largura media de 25,52 cm. A média de tamanho
das fémeas adultas desta espécie e de 25 cm (MOLINA, 1998). Em Phrynops
geoffroanus as fémeas sdo maiores que 0s machos.

O figado de P. geoffroanus é um érgdo bastante volumoso, ocupando grande
parte da cavidade geral do corpo, posicionado na regido pleuroperitoneal.
Topograficamente estd relacionado em sua face ventral com os pulmdes, na porgédo

cranial dos lobos medial e lateral esquerdos com o coragdo, na porcéo ventrocaudal dos



lobos esquerdos com o estdmago e ventrocaudal direita com o intestino. Sua porcéao
caudal esta em contato também com os ovérios e ovidutos. (Figura 1 A)

Apresenta formato retangular e sua cor variou entre marrom claro a vermelho
escuro. Possui grande quantidade de pontos pretos que representam deposito de
melanina. E dividido em 4 lobos, separados por fissura, assim denominados: lateral e
medial direito e lateral e medial esquerdo. (Figura 1B). A vesicula biliar esta inserida na
porcdo ventral do lobo lateral direito, de onde parte o ducto biliar, que desemboca no
duodeno (Figura 1C). Esta descricéo esta de acordo com Moura, Santos e Belleti, 2009
para a mesma espécie, porém difere de outros Testudines como Kinosternon
scorpioides, que possui cinco lobos (Machado Junior, 2005), Trachemys scripta
elegance com dois (PAGANOTTO e RODRIGUES, 2007) e trés nas tartarugas

marinhas Chelonia midas, Lepidochelys olivacea, Eretmochelys imbricata e

Dermochelys coriacea (OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 1. Figado de Phrynops geoffroanus. A. Vista ventral da cavidade geral do corpo
onde sdo indicados os lobos do figado: lobo lateral direito (Ild), lobo medial direito (Imd),
lobo medial esquerdo (Ime), lobo lateral esquerdo (Ime) e sua relacdo com as visceras:
intestino delgado (id), estbmago (es) coracdo (cr). B. Detalhe do lobos hepéticos: lobo
lateral direito (lld), lobo medial direito (Imd), lobo medial esquerdo (Ime), lobo lateral
esquerdo (Ime). Vista ventral do figado indicando a vesicula biliar (vb) no lobo lateral direito.

O peso do figado variou de 55,79 a 77,1g e os indices hepatossomaticos
variaram de 2,46 a 4,76, sendo que os maiores indices foram observados no més de
outubro e 0 menor no més de maio. (Figura 2A). Comparando com a condi¢do dos
ovarios, os indices gonadossomaticos apresentaram as menores médias no més de

outubro e maiores no més de maio. Agrupando 0s animais entre estacao seca e chuvosa



foram observados os menores indices hepatossomaticos e gonadossomaticos na estagédo

seca e maiores na estagéo chuvosa ( Figura 2B).
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Figura 2.Variacdo dos indices hepatossomatico (IHS) e gonadossomatico (IGS). A.
Variagdo mensal do IGS e IHS. B. Variagdo do IGS e IHS entre as estagdes seca e
chuvosa.

As variacBes nos indices hepatossomaticos e gonadossomaticos sdo esperadas
durante o ciclo reprodutivo devido ao papel desempenhado pelo figado no processo
vitelogénico e ao grau de desenvolvimento dos ovécitos nos ovarios, respectivamente. E
no figado que ocorre a sintese de vitelogenina, a partir de substancias precursoras. Este
processo é induzido por estrogénios (PALMER e PALMER 1995). Em seguida, a
vitelogenina é liberada para a circulacdo sanguinea, transportada para 0S Ovarios e
captada pelos ovocitos em crescimento, onde serd convertida em formas de
armazenamento.

Os maiores indices hepatossomaticos observados neste estudo coincidiram com
as menores medias de IGS (Figura2A). No més de outubro, quando foi observada
grande diferenca entre o IHS e IGS, nos ovarios do animal haviam ovdcitos pouco
desenvolvidos e somente alguns de coloragdo amarelada, o que indica o inicio da
vitelogénese nos ovarios. Podemos inferir que o figado de P. geoffroanus neste periodo
estd em fase vitelogénica devido ao seu peso aumentado e a grande quantidade de
granulos de secrecdo. Ndo haviam ovos nos ovidutos do animal.

Histologicamente o figado de P. geoffroanus é revestido por uma cépsula de
tecido conjuntivo denominada capsula hepatica, responsavel pela divisdo do figado em
lobos (MOURA et al., 2009).

Assim como descrito para Testudo graeca, (FERRER, ZUASTI, BALESTRA et

al., 1987) o figado de P. geoffroanus esta organizado em Idbulos em forma de corddes



laminares, sendo cada cordao envolto por vasos do sistema portal e ductos biliares

(Figura 3 A e B). Cada I6bulo contem células parenquimatosas chamadas hepatdcitos.

Figura 3. Fotomicrografia do figado de Phrynops geoffroanus. A. Aspecto geral do
parénquima hepatico organizado em l6bulos (Lb), formando cordGes onde estdo
inseridos os hepatocitos (Hp) hematoxilina e eosina. Seta: nucleo dos hepatécitos. B.
Secgdo onde é visualizado um vaso portal (Vp) e ducto biliar (Db) (HE). C Seccéo
evidenciando reacdo positiva ao PAS. D. Céapsula hepatica (Ch) e parénquima hepatico
evidenciando as fibras reticulares (Reticulina). .E. Cépsula hepatica (Ch) evidenciando
as fibras colagenas( Tricomico de masson). F. Agregacdo de células pigmentares:
melanomacrofagos (Mm) Hematoxilina e Eosina.



Os hepatocitos possuem formato poliedrico e os tamanhos sdo variados. Os
nacleos foram observados no centro e na periferia da célula (maioria). O citoplasma é
altamente vacuolizado e com grande quantidade de granulos.

As diferentes técnicas de coloracdo empregadas no estudo evidenciaram a
presenca de fibras reticulares na capsula e em torno dos hepatdcitos (coloragdo por
reticulina) e fibras colagenas (Figura 3 D e E). A coloracdo por hematoxilina e eosina
revelou um citoplasma pouco eosinofilo e altamente vacuolizado. Os hepatécitos séo
fortemente reativos ao PAS, o que pode ser atribuido a grande quantidade de glicogénio
(Figura 3C).

Todas as técnicas de coloracdo empregadas neste trabalho revelaram grande
quantidade agregacGes de células pigmentares no parénquima hepatico de P.
geoffroanus. Estas células sdo depositos de melanina geralmente denominadas de
melanomacrofagos (Figura 3F). Tais células foram descritas para varios grupos de
vertebrados incluindo peixes, anfibios e répteis (JOHSON et al., 1999), e estdo
distribuidas em diferentes érgdos. As funcdes atribuidas aos melanomacréfagos incluem
a sintese de melanina, e fagocitose e neutralizacdo de radicais livres.

Os hepatocitos apresentaram area média de 302,26 um e perimetro médio de
68,11 um. Os ndcleos dos hepatocitos apresentaram area média de 25,95 um e
perimetro médio de 18,02 um (Tabela 1). Os valores das médias obtidas da area e
perimetro dos hepatdcitos foram mais altas em abril e outubro, quando foram
observados 0s maiores indices hepatossomaticos. As medidas de area e perimetro do

nucleo dos hepatdcitos foram semelhantes entre os meses analisados.

Tabela 1. Variacdo morfométrica dos hepatdcitos de Phrynops geoffroanus durante o
ciclo reprodutivo feminino.

Meses Area do Perimetro Raio do Area dos Perimetro dos
ntcleo do ntcleo nucleo Hepatocitos hepatdcitos

Abril 25,06 17,65 2,79 370,75 73,32

Maio 25,99 18,23 4 261 67,64

Setembro 25,47 17,82 2,91 241,27 60,19

Outubro 27,3 18,4 2,92 336,05 71,32

Médias 25,95 18,02 3,15 302,26 68,11
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Histologicamente os hepatocitos mostraram aumento de area citoplasmatica nos
meses de abril e outubro que coincidem com os periodo de menores valores de IGS. Isto
se d& por ser uma época do ano em que estd havendo reposicdo energética para o
préximo periodo reprodutivo e que inclui a producdo de vitelogenina depositada no

citoplasma destes hepatocitos.

CONCLUSAO

A organizacdo histologica do figado é semelhante as descri¢des de outras
especies, formado por células parenquimatosas chamadas hepatocitos, que possuem
formato poliédrico e tamanhos variados. Os nucleos foram observados no centro e na
periferia da célula. Houve variacdo dos indices hepatossomaticos e gonadossomaticos
durante o ciclo reprodutivo. Por estd havendo reposigdo energética para o proximo
periodo reprodutivo e que inclui a producdo de vitelogenina depositada no citoplasma
destes hepatocitos.

A area dos hepatdcitos aumentou, quando foram observadas as maiores médias de IHS.
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