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RESUMO

A regido amazodnica abriga 17 espécies de queldnios, onde a familia Podocnemididae tem
relevancia na ecologia e cultura local, atuando na ciclagem de nutrientes e subsisténcia de
comunidades locais. Entre elas, Podocnemis unifilis, de ampla distribui¢do, que possui habito
alimentar onivoro com tendéncia a herbivoria. Essa pesquisa investigou aspectos anatomicos e
histologicos do esofago de P. unifilis, para colaborar com dados sobre a espécie e caracteristicas
especificas desta. Neste estudo, foram coletados cinco espécimes juvenis de P. unifilis do rio
Tocantins, entre os municipios de Itapiratins e Tupiratins, a partir de coleta ativa (linha e anzol),
transportados para o laboratério de Anatomia Vegetal e Técnicas histologicas (UFT- Campus
Palmas), submetidos a protocolos biométricos ¢ de eutanasia. As amostras foram fixadas em
formol 10% e armazenadas em &lcool 70% para analise em microscopia de luz, iniciado na
desidratagdo das amostras de esdfago, emblocamento em parafina para microtomia a 4um,
aderindo os cortes a laminas histoldgicas com adesivo de Haupt e formalina. Apos isso, as
laminas foram coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricromio de Masson (TM). Ainda,
amostras foram analisadas em microscopia eletronica de varredura, para comparagao com
analises em microscopia de luz. Na andlise histoldgica foi observada uma regido mucosa,
constituida por epitélio estratificado; uma submucosa, formada por tecido conjuntivo frouxo,
havendo adaptagdes como projecdes destas, originando papilas e invaginagdes e formando
pregas longitudinais na por¢ao anterior do 0rgao, atuando na expansdo de volume do esdfago
de modo a acomodar diferentes tamanho de alimentos. As adaptacdes anatdmicas e histologicas
observadas, foram reflexos de seu aspecto alimentar. O es6fago é anatomicamente tubular,
composto por camadas de mucosa (producdo de muco e enzimas), submucosa (produgao
enzimatica, sustentacdo e nutri¢do) revestidas por musculatura lisa. Esta € responsavel por
movimentos peristalticos que impulsionam o alimento em direcdo ao estdmago. A regiao
mucosa possui regido superficial irregular com a presenca de fendas, responsavel pela liberacao
de muco que lubrifica e libera enzimas pré-digestivas. Conclui-se que as adaptacdes do esdfago
correspondem as caracteristicas alimentares indicadas para a espécie. Ainda que, se tratando de
espécimes juvenis, essas adaptacdes podem modificar-se ao longo do seu desenvolvimento,
conforme relatado na literatura para espécies do mesmo género. Esses dados podem colaborar
com a identificacdo e caracterizacdo da espécie ¢ estratégias de manejo e conservagdo dos
aspectos alimentares.

Palavras-chaves: Tracajd, Projecao papilares, Pregas longitudinais.



ABSTRACT

The Amazon region is home to 17 species of chelonians, where the Podocnemididae family is
relevant to local ecology and culture, acting in nutrient cycling and the subsistence of local
communities. Among them, Podocnemis unifilis, widely distributed, which has an omnivorous
feeding habit with a tendency towards herbivory. This research sought to investigate anatomical
and histological aspects of the esophagus of P. unifilis, to collaborate with data on the species
and its specific characteristics. In this study, five juvenile specimens of P. unifilis were collected
from the Tocantins River, between the municipalities of Itapiratins and Tupiratins, through
active collection (line and hook), transported to the Plant Anatomy and Histological Techniques
laboratory (UFT- Campus Palmas), subjected to biometric and euthanasia protocols. The
samples were fixed in 10% formaldehyde and stored in 70% alcohol for analysis under light
microscopy, starting with dehydration of the esophageal samples, embedding in paraffin for
microtomy at 4um, adhering the sections to histological slides with Haupt's adhesive and
formalin. Afterwards, the slides were stained with Hematoxylin and Eosin (HE) and Masson's
Trichrome (TM). Furthermore, samples were analyzed using scanning electron microscopy, for
comparison with analyzes using light microscopy. In the histological analysis, a mucous region
was observed, consisting of stratified epithelium; a submucosa, formed by loose connective
tissue, with adaptations such as projections of these, originating papillae and invaginations and
forming longitudinal folds in the anterior portion of the organ, acting to expand the volume of
the esophagus in order to accommodate different sizes of food. The observed anatomical and
histological adaptations were reflections of its dietary appearance. The esophagus is
anatomically tubular, composed of layers of mucosa (mucus and enzyme production),
submucosa (enzyme production, support and nutrition) covered by smooth muscles. It is
responsible for peristaltic movements that propel food towards the stomach. The mucous region
has an irregular surface region with the presence of cracks, responsible for the release of mucus
that lubricates and releases pre-digestive enzymes. It is concluded that the adaptations of the
esophagus correspond to the dietary characteristics indicated for the species. Although, in the
case of juvenile specimens, these adaptations can change throughout their development, as
reported in the literature for similar species in the same genus. These data can collaborate with
the identification and characterization of the species and management and conservation
strategies for food aspects.

Key-words: Yellow-spotted Amazon River turtle; Papillary projection; Longitudinal folds.
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1 INTRODUCAO

A ordem Chelonia ou Testudine corresponde a linhagem mais antigas dentre os répteis,
tendo os fosseis datados em carbono com idade aproximada de 200 milhdes anos, apontando
que os ancestrais dos queldnios atuais tenham surgido no periodo Jurassico (SHAFFER, 2009;
PERAZ-GARCIA, 2011; RABI, 2014; PERAZ-GARCIA, 2022). O é&xito evolutivo do grupo
estd intimamente relacionado as modificagdes dos tegumentos dsseos e epidérmicos destes
animais, possibilitando o surgimento do casco na linhagem, conferindo um alto nivel de
protecao ao grupo (SHAFFER, 2009). A apomorfia do casco ¢ considerada uma das principais
sinapomorfia de queldnios, formado pela fusdo das costelas vertebrais, originando a carapaga
(dorsalmente); e plastrdo, originado pela fusao das costelas abdominais (ventralmente). Outras
adaptacdes exclusivas do grupo podem ser citadas como bico cérneo similar ao de aves,
adaptacdo anatomica da cintura pélvica e abdominal (SHAFFER, 2009)

Os quelonios surgiram inicialmente em ambiente terrestre, e ao longo da evolucdo se
adaptaram para habitar também em ambiente dulcicola e marinho. Dessa forma, adaptagdes na
fisiologia desse grupo também surgiram, como por exemplo maturacdo sexual tardia, alta
producao de ovos no periodo reprodutivo e alternancia de geragdo demorada (LUSCHI et al.,
2003; WYNEKEN, 2007; NAFUS, 2022). A expansdo dos quelonios contribui para a alta
exploracdo de diferentes espécies que apesar de serem resguardadas por lei, sao altamente
exploradas através do consumo de sua carne e ovos, e comercializagao de filhotes e adultos
(FERREIRA, 2003).

Atualmente, os representantes da ordem Chelonia estdo distribuidos em 14 familias
pertencentes a duas subordens, que se diferenciam de acordo com a forma que os animais
retraem o pescogo para dentro do casco. Sdo elas: subordem Cryptodira, no qual agrupa os
animais que retraem o pescoco para o interior do casco de forma vertical (tartarugas, jabutis) e
algumas espécies de cagados, como o tigre d’agua; e subordem Pleurodira, com animais que
retraem o pescoco no plano lateral ao casco (LEGLER, 1993; MEYLAN, 1999). Embora os
Cryptodira apresentem a maior diversidade de familias, globalmente totalizando 11 familias, no
Brasil sdo representados apenas por 7 espécies em 3 familias (Cheloniidae, Dermochelyidae e
Testudinidae). Os Pleurodira possuem apenas trés familias (Chelidae, Pelomedusidae e
Podocnemididae) e contam com a ocorréncia de 30 espécies em territdrio brasileiro,
apresentando 15 espécies na regido amazonica (VOGT, 2008; COSTA, 2018; VAN DIJK, 2019;
SOUSA, 2021).
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A regido amazbnica comporta uma gama de espécies de cdgados, e a familia
Podocnemididae tem um importante papel de destaque na fauna e cultura local (ROCHA;
FACHIN-TERAN, 2011). O género Podocnemis pertencente a esta familia, conta com seis
espécies: Podocnemis unifilis (Troschel, 1848), Podocnemis expansa (Scheigger, 1812),
Podocnemis sextuberculata (Cornalia, 1849) Podocnemis erythrocephala (Spix, 1824),
Podocnemis vogli (Muller,1935) e Podocnemis lewyana (A. Duméril, 1852), sendo apenas as
duas Ultimas ndo ocorrem em territorio brasileiro.

A espécie P. unifilis (tracaja) toma destaque na regido amazonica por apresentar papel
crucial na ecologia e conservacao dos habitats que estdo inseridas, atuando no controle
populacional de plantas aquaticas, auxiliando na ciclagem de nutrientes terrestres e aquaticos,
uma vez que seus ovos apos a eclosao fertilizam o solo em que foram depositados. Além disso,
filhotes e adultos servem de presa para diversos nichos ecoldgicos (VOGT, 1993; VOGT, 2008).
P. unifilis é vista como simbolo de programas de conservagdo e possui um forte lago com
comunidades tradicionais, sendo utilizada em cerimonias, culinaria, até mesmo como forma de
subsisténcia (IBAMA, 1989; PEZZUTI, 2018).

De acordo com Vogt (2008), espécimes de P. unifilis (tracaja) em estagio maduro podem
medir 50cm e possuir um peso aproximadamente de 12.5kg, tornando essa a segunda maior
espécie do género Podocnemis em dados biométricos, estando atras apenas de P expansa
(Tartaruga da Amazonia). O tracaja por nao ser seletivo em relacdo as areas de desovas, podem
construir ninhos em locais de praias ou em substratos nos leitos dos rios, depositando de 15 a
30 ovos que levam de 50 a 90 dias para eclodirem (VOGT, 2008; FONSCECA, 2020). As
populacdes do tracajé sdo generalista em quanto a seus habitats, sendo amplamente distribuidas
ao longo da América do sul e da bacia amazonica (IBAMA, 1989; RAN/ICMBio, 2016), com
registro de ocorréncia em nove paises do norte da América do Sul (Brasil, Venezuela, Equador,
Colombia, Bolivia, Suriname, Guiana, Peru e Guiana Francesa), ocorrendo em lagos, rios,
riachos e em regides de planalto inundavel, (RHODIN et al., 2017; SILVA et al, 2022),
associadas a habitats de dguas claras, escuras e turvas (VOGT, 2008),

Essa variagdo de habitats pode ter influenciado diretamente nos aspectos alimentares do
Tracaja, por apresentarem habitos alimentar tipicamente onivoro, tendo sua dieta constituida
majoritariamente por material vegetal, chegando a compor 90% da dieta da espécie como,
caules, folhas, raizes, talos e sementes, variando sua dieta em pequenos invertebrados como
crustaceos ou mesmo consumindo pequenos peixes (PORTAL, 2002; SANTOS-JUNIOR, 2009;
GARCEZ, 2012). A plasticidade alimentar ¢ diretamente relacionada aos diferentes nichos e

habitats que essa espécie pode ocupar (FACHIN-TERAN, VOGT, 2004; AGOSTINI, 2016).
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Diversos animais herbivoros apresentam adaptagdes morfologicas que auxiliam
diretamente em seus habitos alimentarem, como por exemplo a presenca de dentes
especializados (FELIX, 2012), ou modificacdes no sistema digestorio, podendo possuir
compartimentos extras no caso dos ruminantes (RIBEIRO, 1983) ou cecos extremantes
desenvolvidos nos herbivoros monogastricos (DOMINGUES, 2009).

Vogt (2004) descreve o tubo digestivo de quelonios adaptados a sua alimentacdao e com
presenga de papilas e pregas longitudinais ao longo do es6fago, ou mesmo ao longo da cavidade
bucal como presente em tartarugas marinhas das espécies Dermochelys coriacea e Chelonia
mydas (MAGALHAES, 2010; REIS, 2017). Estas papilas sdo modificagdes anatomicas a partir
de alteragdes estruturais do epitélio e tecido conjuntivo do tubo digestivo desses animais, assim
como descrito por Magalhaes (2012).

Desta forma o levantamento de dados cientificos sobre espécies silvestres desempenha
papel significativo para a compreensdo das caracteristicas, ecologia e conservacido destes
grupos. A histologia ¢ um meio de se levantar esses dados, podendo ajudar no entendimento de
sua biologia, monitoramento da saude populacional e até na compreensdo das adaptagdes dos
organismos ao ambiente natural.

No caso dos esdfagos de quelonios, diversos individuos apresentam projecoes de papilas
em diferentes graus de desenvolvimento e quantidade delas, no qual podem estar presente em
diferentes nichos ecoldgicos havendo diferentes habitos alimentares, embora seja uma
caracteristica comum em diferentes linhagens de quelonios, pouco se sabe do desenvolvimento
das mesma ou como se comparta a anatomia do es6fago neles grupos nos primeiros estagios de
desenvolvimentos, do embrido ao juvenil, uma vez que em sua maioria os trabalhos que
englobam o trato digestério de queldnios estio voltados ao estagio adulto dos queldnios.

Dito isso, o presente trabalho objetifica o estudo histologico e anatomico do es6fago de
P unifilis em estagio de desenvolvimento juvenil, visando gerar descrigdes quanto a sua

organizagao histologica e anatomica.
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2  OBJETIVOS
2.1 Geral
Caracterizar os aspectos morfologicos dos tecidos presentes no esofago de P. unifilis,

elevando o acervo de dados a respeito deste 0rgao, a partir de descrigdes histoldgicas.

2.2 Especificos

e Identificar a organizacdo dos tecidos do esofago de P. unifilis;
e Descrever a morfologia do esdfago da espécie;

e Discorrer sobre a anatomia do esdfago.
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3 METODOLOGIA

3.1 Aespécie

Morfologicamente, destacam-se possuindo manchas em amarelo na cabega e nas bordas
da carapaca quando filhotes (figura 1A), o que confere a essa um de seus nomes populares como
“tartaruga de cabeca amarela”. Essas “manchas” se perdem nas fémeas ao longo da maturacao
sexual, permanecendo uma tonalidade de marrom-escuro (figura 1B). Os machos as mantém na

cabega, em uma tonalidade menos vibrante (VOGT, 2008).

Figura 1: Imagens de exemplares de P. unifilis em dois diferentes estagios de desenvolvimento. A: espécime filhote,
caracterizados pela presenca de manchas amarela vibrante ao longo do casco e cabeca; B: fémea adulta,
caracterizadas pela coloragdo de suas manchas em marrom-escuro. Fonte: autor, 2023.

3.2 Area de Estudo

Os espécimes estudados neste trabalho foram coletados no Rio Tocantins, entre os
municipios de Itapiratins e Tupiratins (figura 2), proximos as coordenadas 8°23°11.2”S
48°06°50.1”W e 8°14°16.4”S 48°08°35.5”W. Essa regido é drenada pela Bacia Tocantins
Araguaia, correspondendo a bacia mais drenada na América do Sul para atividades com fins
agricolas, pecudrios, abastecimento municipais e geragao de energia elétricas (SOUZA, 2002;

AQUINO et al, 2009).
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Figura 2: Pontos de amostragem e municipios ao entorno (Itapiratins e Tupiratins). Fonte: IBGE, 2020.
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A coleta dos juvenis de P. unmifilis ocorreram com a autorizagdo do Sistema de
Autorizagdo e Informacao de Biodiversidade (SISBIO/ICMBio), através de técnicas de capturas
de queldonios desenvolvidas em Instituto Nacional de Meio Ambiente ¢ Recursos Naturais
Renovéveis (IBAMA, 1989) como “linha e anzol”. O método consiste na utilizacdo de iscas
atrativas, acoplada em anzol pequeno, encastoada em linha de nylon ou multifilamento.

Foram coletados cinco espécimes juvenis entre junho e agosto de 2022, que foram
transportados ao Laboratério de Anatomia Vegetal e Técnicas Histologicas da UFT- Campus
Palmas). Os animais foram aclimatados em tanque com agua, com o intuito de manter a

hidratagdo destes.
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3.3 Biometria e eutanasia

O protocolo biométrico seguido ocorreu conforme descrito em Ribeiro (2012), utilizando
de paquimetro para as seguintes medidas: nas proje¢des longitudinais: comprimento da
carapacga — Ccar e comprimento do plastrdo — Cpla; e transversal: largura da carapaga — Lcar e

largura do plastrao — Lpla.

Figura 3: medicdo dos dados biométricos de espécime de P. unifilis, utilizando-se de paquimetro manual em
escala. Fonte: autor, 2023.
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Logo apos a biometria deu-se inicio ao protocolo de eutandsia animal, efetuados em
consonancia com o Conselho Federal de Medicina Veterindria na Resolucao n® 1000/2012
(CFMV, 2012) e assegurado pela autorizagio do Comite de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFT) no processo n°23101.002389/20-331 (anexo 1), seguindo as etapas:

e Dessensibilizagao em gelo por 60 minutos;
e Sangria;
e Serragem da carapaca — plastrdo;

e Dissecagdo dos orgaos (esdfago);
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e Fixacdo das amostras em formol 10% tamponado em tampao fosfato e estoque
em alcool 70%.

A dessensibilizagdo ¢ um protocolo comum e obrigatorio em protocolos de eutandsia,
fazendo-se o uso de medicamentos, substincias, entre outros, com o intuito de reduzir as
atividades metabdlicas dos animais, deixando-os em estado dormente de modo que a dor seja
minimizada no momento da sangria. Para quelonios, por pertencerem ao grupo dos repteis e
possuirem a regulacdo corporal pelo meio externo (ectotérmicos), utiliza-se gelo para reduzir a
temperatura dos animais, colocando-os em um modo similar a a “hibernagdo” induzida.

Ap6s a retirada da dessensibilizagdo, iniciou-se o procedimento da sangria através de
uma incisdo na regido jugular do animal, interrompendo a circula¢do sanguinea e possibilitando
o extravasamento do maior aporte de sangue possivel, com o intuito de facilitar visualizagao
dos 6rgaos no momento da dissecagao.

A serragem constitui da separagao da carapaga e plastrao na regido da ponte pélvica e
escapular, caracterizado pelo ponto no qual as costelas vertebrais se fundem com as costelas
abdominais. Essa separagdo foi efetuada com alicates de corte, por se tratarem de espécimes
juvenis e a ossificagdo ndo apresentar maior resisténcia.

A dissecacdo ocorreu com o auxilio de bisturis e tesouras cirargicas, e todos os 6rgaos
foram removidos de forma a ndo prejudicar os tecidos. O esdfago foi seccionado em duas
porg¢des: a primeira sendo logo apds o encerramento da boca, no inicio do tubo esofagico; e o
segundo ponto préximo ao inicio do estomago. Em razdo de auséncia de esfincter visivel na
espécie, ndo ha uma delimitacao exata de onde finaliza o es6fago e inicia-se o estomago, sendo
a ultima porcao seccionada no inicio da regido cardica do estdmago.

Apos a separacdo do esdfago, este foi seccionado em amostras menores para facilitar a
fixacdo. As amostras foram fixadas em formol 10% tamponado com tampdo fosfato,
permanecendo por 72 horas, no intuito de interromper os processos celulares, como a autdlise,

preservando assim os tecidos, e apos foi substituido por alcool 70% para estoque.

3.4 Microscopia de Luz

3.4.1 Emblocamento

As amostras dos esdfagos seguiram protocolos de emblocamento em parafina que se
inicia na desidratacdo das amostras. A desidratacdo ¢ necessaria devido a insolubilidade da
parafina em 4gua, caracteristica que impede a infiltracdo direta da parafina nos tecidos animais.

A desidratacao ocorreu através da imersao das amostras em diferentes concentragdes de alcool
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etilico, de forma a seguirem uma escala crescente de concentracao (alcool 70% - alcool 95% 1
- 4lcool 95% 1II - alcool 100% I - alcool 100% II) durante o intervalo de tempo de 1 (uma) hora
cada. O protocolo finalizou com a adigdo das amostras em duas etapas de xilol 100% com
duracdo de 40 (quarenta) minutos cada. Esse protocolo ¢ adaptado de Carvalho (2012).

A inclusdo da parafina aos tecidos do esofago ocorreu através da imersao das amostras
em parafina derretida a 60°C, posteriormente submetidas a parafina contendo 8% de cera de
abelha e mantidas em estufa aquecedora por 60 minutos a 60°C. O processo de inclusdo ou
parafinizacdo ¢ caracterizado por adesdo de parafina nas estruturas celulares, visando manter a
amostra integra durante a confeccdo das laminas histologicas e corte no micrétomo. Aas
amostras ja inclusas foram transferidas para moldes de papel em formato ctbico e preenchidos

com parafina derretida contendo 8% de cera de abelha.

3.4.2 Microtomia e montagem de ldminas

Os blocos obtidos foram armazenados em ambiente refrigerado e, apds o endurecimento
da parafina, se iniciaram as etapas de microtomia, executando cortes a 10um para remover o
excedente da parafina; e apos a remogao passou a ser cortado a uma espessura entre Sum e 4um

(figura 4).
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Figura 4: Etapa de microtomia, obtengdo de “fitas” contendo amostras de conteudo animal. Fonte: autor, 2023.

Foram obtidos cortes do tecido que foram aderidos a ldmina histoldgica com auxilio de
adesivo de Haupt, utilizando de formalina 5% e chapa aquecedora, impedindo que houvesse
sobreposi¢do tecidual ou enrugamento da amostra.

3.4.3 Coloragao de laminas

3.4.3.1 Hematoxilina e Eosina (HE)

Incialmente as laminas foram hidratadas a partir de imersdes (figura 6) em
concentragdes decrescentes de alcool (absoluto, 95%, 95%, 70%). Apos a hidratagdo passa-se
a etapa de coloragdo propriamente dita, iniciada com a imersao das ldminas em Hematoxilina
de Harris, coloracdo caracterizada por ser base e apresentar uma reacdo de coloragdo em
componentes acidos das células de forma a atribuir coloragdo em tons de roxo. Em seguida
foram submetidas ao diferenciador (acido cloridrico 1%), e posteriormente coradas com Eosina
que, por ser um corante de pH baixo (4cido), tende a reagir com os componentes basicos,

atribuindo a essas tonalidades alaranjadas.
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Figura 5: Desidratagdo das amostras em alcool. Fonte: autor, 2023.

Posterior a coloragdo, os cortes passaram por etapa de desidratacdo em élcool e xilol
para montagem das ldminas permanentes, tendo a fixacdo das laminulas de vidro com auxilio
de balsamo-do-canada (sintético). Apos essa etapa as laminas permaneceram em secagem para

analise em microscopio.

3.4.3.2 Tricromio de Masson (TM)
A coloragdo em Tricromio de Masson ¢ composta de trés corantes (hematoxilina, mix

de corantes acidos e azul de anilina), responsaveis por corar nucleo, citoplasmas e colageno,
respectivamente. Foi utilizado para verificacdo e coloragdao de segmentos de fibras coldgenas e
musculares nos tecidos presente no eséfago de P. unifilis.
Para este protocolo de coloragdo foi utilizado kit de coloragdo rapida, produzido pelo
Grupo Erviegas “HistoKit™: Masson Trichrome (with aniline blue) revisdo 01/2023” e
utilizados de matérias e métodos produzidos e recomendados pelo fabricante.
A montagem final das laminas permanentes ocorreu apos protocolo de desidratagdao
designado pelo kit e auxilio do balsamo-do-canadé (sintético) para fixacdo das laminulas de

vidro.
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3.4.4 Analise das laminas

As laminas produzidas seguiram para analises em microscopia de luz (Leica DM500)
com imagens capturadas pelo software Leica (Las EZ). Utilizando de trabalhos comparativos e
revisoes bibliograficas referentes a histologia do trato digestorio de quelonios e do género

Podocnemis foi elaborada a descrig¢ao histologica do esdfago de P. unifilis.

3.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

3.5.1 Preparacao das amostras

O protocolo se iniciou com a preparagdo das amostras fixadas, cortadas em espessuras
variando de 0,2 a 0,4mm. Posteriormente, as amostras passaram por uma etapa de lavagem em
agua destilada, com duracao de aproximadamente 10 minutos. Essa lavagem teve como objetivo
a remocao do excedente de fixador contido nas amostras, a fim de prepara-las para etapas
subsequentes do processo.

Ap0s a lavagem, as amostras foram imersas em tampao fosfato, por um periodo de 72 horas.
Posteriormente, as amostras foram conduzidas a uma lavagem em agua ultrapura através das
transferéncias das amostras para tubos de eppendorf de 2,5mL contendo agua ultrapura,
permanecendo aproximadamente 30 minutos. Na sequéncia, as amostras foram imersas em
1000uL de glicerol 16%, sendo mantidas por 24 horas. Essa etapa visa impedir danos estruturais
aos tecidos.

Apbs 24h, as amostras foram submetidas a uma fase de desidratacdo alcodlica (alcool 50%,
alcool, alcool 70%, alcool 90%, alcool 95%, alcool absoluto, alcool absoluto) em duracao de
(20 min) respectivamente. Posteriormente as amostras foram realocadas a uma cAmara de ponto
critico. Esse equipamento possibilita uma secagem de forma a substituir gradualmente o alcool
contido nas amostras por CO2, 0 que preserva integralmente as caracteristicas estruturais das
amostras, ocorrendo em uma variavel de temperatura de 0 a 4°C. O método de secagem ¢
executado sem a necessidade de evaporagdo, assegurando a preservagdo da estrutura das
amostras.

ApoOs a conclusdo da etapa de secagem, as amostras foram transferidas para “stubs”
metalicos, onde foram fixadas, facilitando o manuseio destas e preparando-as para a etapa final
de metalizagdo em ouro. Devido a sua natureza organica, sdo submetidas ao processo de
metalizagdo por pulverizacdo, no qual sdo revestidas com camadas de ouro. Essa metalizagdo
desempenha um papel essencial na garantia da condutividade das amostras para o feixe de

elétrons no microscopio eletronico de varredura (MEV). Todas as etapas para preparagdo das
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amostras para analise em microscopia eletronica de varredura seguiram protocolos adaptados

de Osatchuck (2022).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 5 espécimes de P unifilis no rio Tocantins nas proximidades do
municipio de Tupiratins. Foram obtidas as seguintes medidas médias retilineas: comprimento
da carapaca 15,44cm, largura da carapaca 14,42cm, comprimento do plastrao 12,28cm e largura
do plastrao 9,64cm (Tabela 1), o que levou a caracterizar os mesmos como juvenis, confirmando
ainda, apds a eutanasia, que os animais ainda nao haviam atingido maturagdo sexual. O tamanho
de quelonios reflete diretamente ao seu estdgio de desenvolvimento e maturacdo sexual,
cabendo-os considerar adultos ou juvenis pelo tamanho do espécime, confirmado apods

verificagdo das gonadas (FACHIN-TERAN e VOGT, 2004).

Tabela 1: Dados biométricos de cinco exemplares juvenis de P. unifilis coletados no Rio Tocantins. Sendo CCAR: comprimento
do casco; LCAR: largura da carapaga; CPLA: comprimento do plastdo; LPLA: largura do plastrdo. Fonte: autor, 2023

CCAR (cm) LCAR (cm) CPLA (cm) LPLA (cm)
Espécime I 16.0 15.5 12.1 9.2
Espécime II 15.2 14.8 12.5 11.4
Espécime 111 15.9 14.4 12.4 9.4
Espécime IV 13.6 13.7 11.2 8.7
Espécime V 16.5 13.7 13.2 9.2
Média (cm) 15.44 14.42 12.28 9.64

4.1 Anatomia e histologia do es6fago

O esdfago de P unmifilis apresenta uma anatomia classificada como
"musculomembranaceo”" (MAGALHAES, 2010). Este 6rgao demonstrou ser tubular e ocupar
uma posi¢do proeminente no sistema digestorio, localizado entre a boca e o estdmago (Figura

6).
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Figura 6: Tubo digestivo dissecado de P. unifilis em escala com paquimetro manual. a: eséfago; b: estomago, c:

baco, d: intestino. Fonte: autor, 2023.
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Anatomicamente, o es6fago pode ser dividido em duas regides distintas. A primeira na
porcao anterior do 6rgdo e proximal a boca (papilar) e uma segunda regido proximal ao
estomago (pregueada), sendo caracterizadas pela formacao de papilas e pregas longitudinais,
respectivamente. As papilas auxiliam na degluti¢ao dos alimentos e estdo presente em diferentes
familias de queldnios, sendo observadas em todas as familias de tartarugas marinhas, podendo
se estender por todo o esdfago, iniciando suas projecdes na boca, seguindo até¢ o inicio do
estdmago, como ocorre na espécie Dermochelys coriacea (Fitzinger, 1843) (OLIVEIRA, 2022),
divergindo do relatado na familia Podocnemididae, onde tem-se a presenca de papilas restrita a
primeira porcao do esdfago.

Embora comum em tartarugas marinhas devido seus habitos alimentares, cagados da
familia Emydidae que apresentam habitos alimentares onivoros, alimentando-se principalmente
invertebrados aquaticos e plantas, apresentam o desenvolvimento das papilas (PEREIRA, et al.,

2005), podendo ser presentes até mesmo em quelonios terrestres. Uma vez que estes sdo
majoritariamente herbivoros, tendem a possuir papilas esofagicas pouco desenvolvidas quando

em comparagdo aos cdgados e tartarugas marinhas.



25

Nos espécimes coletados observou-se papilas pouco desenvolvidas, cabendo considerar
que os espécimes estudados estavam em estagio juvenil. Pela presenga descrita na literatura,
sugere-se que o surgimento e desenvolvimento das papilas esta intimamente relacionado ao
tamanho do animal. Logo, essas caracteristicas papilares se correlacionam as estimativas de
idade dos espécimes: animais maiores € maduros apresentam papilas maiores e mais
desenvolvidas (FACHIN—TERAN e VOGT, 2004; MAGALHAES, 2012).

Uma vez que nao foi possivel observar as estruturas papilares a olho “na”, sendo vistas
apenas com auxilio de imagens de microscopia de varredura (Figura 7) e observagdo em lupa,
de acordo com Magalhaes (2010, p.61), quando estdo plenamente desenvolvidas, sdo voltadas
ao estdmago e apresentam tamanhos significativos sendo facilmente observadas. Isso corrobora
com o fato de atuarem impedindo a regurgitacdo dos alimentos e diminuir o atrito do alimento
com a parede do esofago, por diminuir a superficie de contado com a parede do es6fago ao

alimento na regiao anterior do 6rgdo, assim como informado por Reis (2017).
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Figura 7: Eletromicrografia das papilas esofagicas e suas projegdes voltadas ao estomago de P. unifilis. sendo a
papila (P) bi ponteada apresentando um cume maior (C1) no apice da papila e um cume originado na porgéo.
Fonte: autor, 2023.
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As analises histologicas apontaram que as papilas, formadoras da primeira regido
esofagica, sdo projecdes das camadas mucosa e submucosa, sendo essas estruturas compostas
por epitélio estratificado diferenciados em dois tipos: pavimentoso e cilindrico. O pavimentoso
disposto ao longo de toda a papila, enquanto o epitélio cilindrico concentrava-se na superficie

da regido mucosa da papila (Figura 8).
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Figura 8: Fotomicrografia das papilas esofagicas direcionadas ao estomago. (a—): epitélio estratificado

pavimentoso, (—b): epitélio estratificado cilindrico. corada em HE. imagem aumentada em 4x, barra: 100um.
Fonte: autor, 2023.

Na segunda porcdo do esdfago encontram-se pregas longitudinais, representando a
maior parte do 6rgdo, corroborando com o obtido por Magalhaes (2012, 21p) para dados da
espécie. Todos os quelonios podem possuir pregas longitudinais em algum grau de
desenvolvimento, sendo mais comum em tartarugas e cagados. A presenca de pregas bem
desenvolvidas ao longo do esdfago esta associada principalmente a queldnios que possuem em
sua alimentacdo habitos de ingerirem alimentos dificeis de triturar, como crustaceos, moluscos
ou alguns conteudos vegetais (sementes, gravetos ou folha). Essas pregas auxiliam na
degluticdo alimentar de forma a aumentar a superficie interna do esdfago, permitindo uma
trituragdo eficiente e processamento

dos alimentos (QUEIROZ, 2009; MAGALHAES, 2010; CALAIS; DAVID; NUNES, 2016;
CAVALCANTE, 2020).

A fungdo, portanto, dessas pregas ¢ conferir ao es6fago uma caracteristica eléstica
permitindo que ele se amplie, de modo que os animais possam consumir alimentos de maior

volume, como presas grandes ou plantas. Tal expansao auxilia a acomodagdo do alimento em
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seu sistema digestivo antes de serem processados no estomago, além do auxilio no transporte
do alimento em dire¢do ao estdmago (AI-HUSSAINI, 1949; GODINHO, 1970, MELO et al.,
2019).

A segunda porcao do esdfago apresentou formagao de mucosa pregueada, composta por
epitélio estratificado do tipo cilindrico em sua maioria alongado. O es6fago exibe uma estrutura
complexa, que se desdobra em trés regides sucessivas interconectadas: a mucosa, a submucosa
e a camada muscular (MAGALHAES, 2012; CALAIS; DAVID; NUNES, 2016), conforme

descrito na Figura 9.

Figura 9: Fotomicrografia dos es6fagos de P. unifilis evidenciando as divisdes do esdéfago em: mucosa, submucosa
e muscular. A: epitélio estratificado. a: regido mucosa; B: transi¢do entre camada muscular e submucosa, b: regido
muscular propriamente dita; C: regido de transigdo entre mucosa e submucosa. c: regido mucosa propriamente dita,
constituida por tecido epitelial estratificado cilindrico, d: submucosa constituida por tecido conjuntivo frouxo; D:
regido mucosa, e:epitelial pavimentoso. Imagem corada em HE em aumento de 10x, barra: 100pum. Fonte: autor,
2023.

A mucosa, a camada mais interna entre essas trés, ¢ revestida por um epitélio
estratificado cilindrico ndo queratinizado, cuja fungdo primordial ¢ a de resguardar a superficie
interna do esdfago contra os rigores da degluticao de alimentos (RODRIGUES, 2009). Esse
epitélio € particularmente especializado para suportar o atrito mecanico decorrente do processo
de transporte de alimentos, através da secre¢ao de muco e enzimas (OLIVEIRA, 2022). Essa
informagdo corrobora com dados alimentares da espécie, que tende a variar entre proteina
animal e estruturas vegetais, sendo comumente encontrados também sedimentos de solo

superficial e leitosos dos rios (MOLINA, 1998; BALENSIEFER, 2003; CUNHA, 2013).
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Adaptagdes como pregas (reentrdncia da regido de mucosa e submucosa) atribui ao
esofago flexibilidade, alterando o volume do 6rgdo de acordo com a natureza dos alimentos
ingeridos, otimizando o processo de degluti¢do e auxiliando na protecao do epitélio, devido a
auséncia de queratina (MAGALHAES, 2012). De acordo com a literatura, o eséfago apresenta
incrementos adaptativos adicionais como glandulas mucosas que secretam muco para facilitar
o transporte dos alimentos, lubrifica e protege o 6rgao de possiveis danos ao tecido epitelial do
orgado, devido sua alimentagdo variada (GARCEZ, 2012; SANTOS, 2009). E possivel atribuir
a presenca de alta quantidade de vasos sanguineos e inervacdes a presenca dessas glandulas
auxiliadoras nos processos de movimentagao peristaltica (LOPES, 2013).

Assim, as andlises histologicas do esofago revelam uma complexa e adaptativa
morfologia, especializada para o suporte na fungdo do es6fago em transportar alimento desde a
cavidade bucal ao estomago, protegendo a por¢cdo do tubo digestivo que o compreende,
minimizando os danos ao seu epitélio de revestimento interno.

Através da histologia foi possivel observar na regido mucosa porcoes glandulares
formadas por glandulas exo6crinas, sendo constituidas de tecido epitelial estratificado cilindrico
com células alongadas (Figura 10; Figura 11). Isso corrobora com dados obtidos em Magalhaes
(2010) e Vogt (1998) para dados histologicos da familia Podocnemididae e Pelomedusidae,

possuindo esta regido pregueada constituida por células agranulares.

Figura 10: Fotomicrografia da regido mucosa de P. unifilis. a: epitélio estratificado cilindrico e pavimentos; b:
células secretoras, c: células superficiais cilindricas alongadas da mucosa, d: rompimento do tecido epitelial, e:
vasos sanguineos irrigando a regido submucosa; (—) pregas longitudinais. Imagem coradas em HE em aumento de

10x. Fnte: autor, 2023.
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Figura 11: Fotomicrografia da mucosa, evidenciando regides secretoras de muco. A: mucosa esofagica formada
por células estratificadas pavimentosa, imagem corada em HE em aumento de 4x, barra: 100um, (—) complexo de
células secretoras e formagao de glandulas exocrinas; B: epitélio pavimentoso, (a) glandula exdcrina corado em
HE em aumento de 40x, barra 50 pm, Fonte autor 2023.
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O muco produzido por essas glandulas desempenha um papel importante na lubrificacao
da mucosa esofagica, facilitando a passagem do alimento em dire¢ao ao estdmago e protegendo
a mucosa contra lesdes causadas pelo atrito (LOPES, 2014). A liberacdo de muco em P. unifilis
esta disposta ao longo de todo o esdfago, distribuido em fendas de liberacdo, observaveis a
partir de imagens de Varredura (Figura 11) observadas ainda por Magalhaes (2010, p.36) em

espécimes de P. unifilis.
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Figura 12: Eletromicrografia da regido papilar do es6fago de P. unifilis, A: regido entre papilas, papila 1 (P1) e
papila 2 (P2), abordando pontos de excre¢do de muco através de fendas de liberagdo (F); B: disposicéo do epitélio
superficial do es6fago na regido papilar. Fonte: autor, 2023.
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Observou-se na regido da mucosa a presenga de feixes cartilaginosos (Figura 13B),
possivelmente atuando como estrutura de sustentagdo do esofago, promovendo suporte
estrutural para o mesmo, mantendo este em seu formato tubular e impedindo o colapso das
paredes do 6rgao (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013). Essa regido ¢ dotada de pregas

esofagicas (Figura 13A), células caliciformes e ausente de tecido muscular.
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Figura 13: Fotomicrografia da regido posterior do es6fago, A:caracterizado pela presenca de pregas longitudinais,
(—) pregas, formacdo originadas a partir de reentrancias da mucosa e submucosa. imagem corada em HE em

aumento de 4x, barra: 100um; B: (—) feixes cartilaginosos na mucosa (fibras azuis). imagem corada em TM em

aumento de 10x, barra: 100 um. Fonte: autor, 2023.
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A regido submucosa desempenha um papel fundamental na anatomia e na fisiologia do
trato gastrointestinal dos quelonios. Esta regido € caracterizada por uma alta densidade de vasos
sanguineos e glandulas secretoras de muco (Figura 14A). A presenca significativa de vasos
sanguineos ¢ essencial para a irrigagdo do 6rgdo (Figura 14B). Lopes (2013) observou ainda a
presenca de vasos linfaticos e células nervosas o que, por sua vez, possibilita a respiragao
celular, fornecendo a energia necessaria para o pleno funcionamento do 6rgao (SARTORI,
2009; LOPES, 2013). A respiracado celular ¢ um processo crucial para a produg¢do de adenosina
trifosfato (ATP), a principal fonte de energia para as fun¢des metabolicas do organismo
(MARZZOCO, 2017).

A submucosa nio ¢ apenas uma regido responsavel pela nutri¢do e suporte da mucosa,
sendo constituida em sua maior parte por tecido conjuntivo frouxo. Esse tecido conjuntivo ¢é
rico em fibras coldgenas e elasticas (Figura 14B) conferindo a submucosa a efici€éncia necessaria
de distensdo e elasticidade. Essas caracteristicas sdo fundamentais para acomodar o alimento
durante o processo de degluti¢do, garantindo a passagem segura dos alimentos (LOPES, 2013).
E importante destacar que essa adaptac¢io corrobora com dados da dieta onivora de P. unifilis,

conforme relatado por Garcez (2012).
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Figura 14: Fotomicrografia do es6fago de P. unifilis. A: glandula secretora, imagem corada em HE em aumento de
40x, barra: 50 um; B: atribuida colorag¢@o avermelhada para fibras musculares, citoplasma, ceratina, acidéfilo e
tons azul para colageno. (-) regido submucosa, a: fibras coldgenas, representado a maior parte da regido
submucosa, b: musculatura lisa, c: vasos sanguineos, d: ramificacdo de feixes cartilaginosos no epitélio
estratificado pavimento e circular; (—) ramificagdo de fibras colagenas entre a musculatura lisa. Imagem corada
em TM em aumento 10x, barra: 100pum; Fonte: autor, 2023.

A regido submucosa conecta-se a mucosa e a camada muscular (Figura 15A),

desempenhando um papel fundamental na funcdo do esdéfago e na manutencdo da saude do
orgdo através do transporte de nutrientes e oxigénio entre as camadas (CORMACK, 2003).
Além da composicao por tecido conjuntivo frouxo cartilaginoso, foi identificado alto grau de
vascularizagdo nessa regido (Figura 15B), corroborando com achados por Magalhaes (2012)
para o género e espécie P. unifilis, Lopes (2013) para Phrynops geoffroanus e Cavalcante (2020)

para tartarugas marinhas.
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Figura 15:Fotomicrografia da submucosa do esdfago de P. unifilis caracterizada por nutri a mucosa e sustentar os
tecidos adjacentes. A: regido de submucosa composta por células pavimentosas, (—) zona de transi¢do entre a
derme e epiderme constituida de l1dmina basal. imagem corada em HE em aumento de 4x, barra 100um; B: vasos
sanguineos observados na regido submucosa em P. unifilis. imagem corada em HE em aumento de 40x, barra: 50
pm. Fonte: autor, 2023.

A regido muscular do es6fago é composta por musculatura lisa, sendo dividido em duas

camadas, na qual a mais interna origina-se posteriormente a regido de submucosa, e atua
executando movimentos peristalticos que impulsionam o alimento em dire¢do ao estobmago. Ja
a camada mais externa executa movimentos de contragdo e relaxamento do 6rgdo, de modo a
possibilitar que o es6fago se adeque ao volume do alimento ingerido € o conduza ao estdmago
(LOPES, 2014).

O padrao anatomico observado em P. unifilis condiz com esses apontamentos, uma vez
que refletem a adaptagdo para aos quelonios, como abortado em Legler (1993), no qual a regido
muscular desempenha um papel na eficiéncia do funcionamento do esdfago.

Na camada muscular do es6fago de P. unifilis, identificamos a presenga de duas camadas
distintas: a camada muscular circular interna e a camada muscular longitudinal externa (Figura
18A e 18B). A camada muscular circular interna ¢ composta por fibras musculares lisas
dispostas em circulos concéntricos ao longo da regido submucosa (Figura 18), corroborando
com o levantamento feito por Magalhdes (2012) caracterizando os aspectos morfologicos e
histologicos do esdfago e atribuindo suas adaptagdes aos aspectos alimentares pertencentes a
familia Podocnemididae. A contracdo coordenada dessas fibras desempenha um papel na
geracdo de movimentos peristalticos ritmicos. Esses movimentos peristalticos atuam no
transporte eficiente do bolo alimentar do esofago até o estomago. A capacidade de realizar essa

acdo de forma coordenada otimiza o processo de digestdo.
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Figura 16: Fotomicrografia da regido mais externa do esdfago de P. unifilis, caracterizada pela presenca de
musculatura lisa responsavel pelo movimento peristaltico do 6rgdo. A: regido muscular corada em Tricromico de
Masson. a: fibras musculares dispostas em circulos concéntricos; b: fibras musculares dispostas paralelamente ao
longo de todo o segmento do esdfago. B, regido muscular corada em Hematoxilina e Eosina. a: camada muscular

circular; b: camada muscular longitudinal. Ambas as imagens em aumento de 4x, barras: 100um. Fonte: autor,
2023.

Por outro lado, a camada muscular longitudinal externa (Figura 18b) apresenta fibras
musculares distribuidas longitudinalmente ao longo de todo o es6fago, paralelamente ao seu
eixo. A contracdo ou relaxamento dessas fibras confere a capacidade de alongamento ou
encurtamento do esofago durante a degluticdo e a acomodagdo de alimentos de diferentes
tamanhos. Essa caracteristica anatdmica torna o esofago de P unifilis adaptado ao tipo de
alimentag@o onivora da espécie. A capacidade de ajustar o comprimento do eso6fago de acordo
com o tamanho e a natureza dos alimentos ingeridos ¢ uma vantagem para a espécie que
contribui para a eficiéncia da alimentagao.

Essa anatomia esofagica adaptada em P. unifilis demonstra a complexa relagdo entre a
estrutura anatomica e a fun¢do fisiologica. Essa adaptacdo ¢ essencial para o sucesso da
alimenta¢do onivora da espécie (SOUZA, 2004; OLIVEIRA, 2022, garantindo a eficiéncia na
passagem dos alimentos pelo esdfago e, por conseguinte, otimizando o processo de digestao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A importancia do presente trabalho se dar ao elevar os dados a respeito da biologia do
Podocnemis unifilis, uma vez que os estudos voltados a histologia ¢ anatomia do esofago e
demais orgaos do tubo digestorio da espécie concentrasse em exemplares adultos, fazendo cada
vez mais necessarios trabalhos como este que investigue o desenvolvimento dos 6rgdos e sua
histologia em diferentes estagios de vida da espécie.

Onde as analises anatomicas e histologicas do esofago de P. unifilis juvenil indicaram
caracteristicas de sua biologia e adaptagdes anatomicas que refletem diretamente os habitos
alimentares da espécie, embora a presenca das papilas de acordo com a literatura esteja
relacionada a uma alimentacdo herbivora, o pouco desenvolvimento da mesma me faz
questionar, se as caracteristicas alimentares dos exemplares juvenis e filhotes da espécie se
mantem os mesmos dos adultos?

Observamos a regido anterior do oOrgdo apresentou a presenga de papilas em
desenvolvimento, sendo estas papilas formadas de proje¢des do epitélio estratificado, originado
das camadas histologicas da mucosa e submucosa, auxiliando na degluticdo de alimento e
impedindo que ele seja regurgitado pelo animal. O desenvolvimento das papilas esta
relacionado com a maturacao e crescimento dos animais, podendo ser utilizado como parametro
para estimar o estagio de desenvolvimento de espécimes.

Ja na regido posterior correspondo uma porgao pregueada que se estende até o inicio do
estomago, sendo essas modificagcdes do epitélio capazes de proporcionar o aumento da
superficie interna do 6rgdo para acomodar alimentos de maior volume.

Na analise histologica, observou-se no esdfago trés tipos de tecidos: epitelial, conjuntivo
frouxo e muscular. H4 adaptagdes, em especial, do epitélio e tecido conjuntivo, a partir de
proje¢des dos mesmos, formando papilas esofagicas que sao estruturadas por epitélio cilindrico
em sua superficie e pavimentoso abaixo das células cilindricas.

As pregas longitudinais sdo originadas a partir da invaginagdo do epitélio e camada
conjuntiva, formadas por células do tipo cilindricas (alongadas em algumas regides) e células
pavimentosas.

A camada mucosa ¢ formada por células cilindricas e pavimentosas, havendo
especializacao de células secretoras de muco (caliciformes e glandulas exocrinas), atribuindo

eficiéncia na degluticao dos alimentos e atuando em processos enzimaticos pré-digestivos.
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A camada submucosa ¢ uma camada formada por tecido conjuntivo frouxo rico em fibras
cartilaginosas e elasticas, moldando a anatomia tubular do es6fago e responsavel pela
sustentacao deste.

Por fim, a camada muscular originada por tecido muscular do tipo liso, apresenta duas
configuracdes distintas: circular originando movimentos peristalticos e de expansao do 6rgao.

Sugiro que novos trabalhos sejam realizados com novas metodologias, utilizando-se de
outros corantes para a obten¢do de novos dados, quais hematoxilina e Eosina ou Tricromio de

Masson, ndo permitem o inferir a respeito do 6rgao.
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ANEXO A: Autorizacao do comité de ética no uso de Animais - CEUA/UFT

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

Araguaina, 10 de novembro de 2020.

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

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




