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RESUMO GERAL 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Anatomia microscópica do pâncreas e detecção de 

células neuroendócrinas imunorreativas a insulina, glucagon, somatostatina, serotonina 

e polipeptídeo pancreático de Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) e Hydromedusa 

maximiliani (Mikan, 1825) (Testudines, Chelidae). 2017. 85f. Tese (Doutorado em 

Biologia Animal). Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde, Departamento de Biologia 

Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

 
 

A compreensão dos processos fisiológicos nos vertebrados é essencial para obtenção de dados 

sobre a biologia das espécies. O pâncreas é uma glândula mista que atua em processos 

digestivos e homeostáticos. Entender a morfologia e fisiologia do pâncreas em todas as 

classes de vertebrados é fundamental para esclarecer a função desta glândula na digestão dos 

alimentos, de modo a contribuir com fatores nutricionais e assim melhorar o manejo e 

condicionamento das espécies em seus ecossistemas. Tratando-se de espécies de quelônios 

brasileiros, esta atenção se redobra, uma vez que grande parte é classificada como espécie 

vulnerável pela IUCN (2017) devido às alterações antrópicas sofridas por seus hábitats 

naturais. Logo, este trabalho descreve a histologia e imuno-histoquímica do pâncreas de duas 

espécies da família Chelidae. Para isso, o pâncreas de quatro espécimes adultos de Phrynops 

geoffroanus e quatro espécimes de Hydromedusa maximiliani foram 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.  A histologia do pâncreas 

das espécies P. geoffroanus e H. maximiliani é caracterizada por uma porção endócrina 

dispersa entre os acinos pancreáticos, formando ou não grupamentos endócrinos semelhantes 

a ilhotas pancreáticas. Não é observada nenhuma cápsula de tecido conjuntivo separando as 

ilhotas pancreáticas da porção exócrina circundante. O estudo imuno-histoquímico revelou 

quatro tipos de células endócrinas no pâncreas de P. geoffroanus, células produtoras de 

insulina, glucagon, somatostatina e polipeptídeo pancreático. Na espécie H. maximiliani três 

tipos celulares foram encontrados, células produtoras de insulina, glucagon e somatostatina. A 

organização celular dos grupamentos endócrinos semelhantes a ilhotas pancreáticas é 

diferente nas duas espécies estudadas. Em P. geoffroanus as células produtoras de insulina 

posicionam-se no centro enquanto as células produtoras de glucagon ocupam a periferia. Já na 

espécie H. maximiliani os dois tipos celulares se intercalam, geralmente ao redor de vasos 

sanguíneos. Este estudo irá ajudar no entendimento da fisiologia digestiva da espécie 

investigada e fornecerá dados para análises comparativas com outros quelônios de água doce. 

 

Palavras chaves: Cágados, Histologia, Imuno-histoquímica, Pâncreas. 
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GENERAL ABSTRACT 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Microscopic anatomy of the pancreas and detection 

of immunoreactive neuroendocrine cells to insulin, glucagon, somatostatin, serotonin 

and pancreatic polypeptide of Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) and 

Hydromedusa maximiliani (Mikan, 1825) (Testudines, Chelidae). 2017. 85f. Thesis  

(Doctoral in Animal Biology). Institute of Biological and Health Sciences, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

 

 

Comprehension of the physiological processes of vertebrates is essential to obtain data on the 

biology of the various species. The pancreas is a mixed gland that in involved in digestive and 

homeostatic processes. Understanding the morphology and physiology of the pancreas in all 

classes of vertebrates is fundamental to clarify this gland's function in the digestion of foods, 

to help shed light on nutritional factors that can improve the management and conditioning of 

species in their ecosystems. In the case of Brazilian species, this attention is particularly 

important, since many are classified as vulnerable by the IUCN (2017) due to anthropic 

alterations of their natural habitats. This article describes the histology and 

immunohistochemistry of the pancreas of two species of the Chelidae family. For this 

purpose, the pancreas of four specimens of Phrynops geoffroanus and four of Hydromedusa 

maximiliani that had been fixed in 10% formol and deposited in the collection of Juiz de Fora 

Federal University were routinely processed for histology to obtain sections with thickness of 

5 μm. The histology of the pancreas of P. geoffroanus and H. maximiliani is characterized by 

an endocrine portion dispersed among the pancreatic acini, forming or not forming endocrine 

groups similar to pancreatic islets. No connective tissue capsule is observed separating the 

pancreatic islets from the surrounding exocrine portion. The immunohistochemical analysis 

revealed four types of endocrine cells in P. geoffroanus: cells producing insulin, glucagon, 

somatostatin and pancreatic polypeptide. In H. maximiliani, only three cell types were found, 

producing insulin, glucagon and somatostatin. The cellular organization of the endocrine 

groups similar to pancreatic islets is different in the two species. In P. geoffroanus, the 

insulin-producing cells are positioned in the center, while those producing glucagon occupy 

the periphery. In turn, in H. maximiliani, these to cell types are interspersed, generally around 

the blood vessels. These observations will help understand the digestive physiology of the two 

species and provide data for comparative analyses with other freshwater turtles. 

 

 

Keywords: freshwater turtles, Histology, Immunohistochemistry, Pancreas. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

O pâncreas é uma glândula comum aos sistemas digestório e endócrino, a qual secreta 

o suco pancreático que auxilia na digestão de carboidratos, proteínas e gorduras; e produz 

hormônios reguladores que controlam a secreção, a absorção, a motilidade e a proliferação de 

células do sistema gastroenteropancreático (GEP) (RINDI et al., 2004).  Em humanos, a 

glândula é dividida em dois compartimentos distintos, com funções e morfologias diferentes: 

a porção exócrina é formada basicamente por estruturas denominadas ácinos pancreáticos 

capazes de produzir enzimas digestivas; e a porção endócrina é composta por células 

especializadas destinadas a produção de hormônios reguladores: célula α que sintetiza 

glucagon (GLUC), hormônio conhecido por provocar a hiperglicemia através da glicogenólise 

hepática; célula β que produz insulina (INS), hormônio anabólico fundamental para controlar 

o metabolismo dos carboidratos; célula D que produz somatostatina (SOM), que tem função 

inibitória; e células PP produtoras de polipeptídeo pancreático (PP), hormônio que controla as 

secreções de ácido gástrico e enzimas, a motilidade do tubo digestivo (TD) e secreções 

pancreáticas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).  

A família Chelidae, representada pelos cágados, agrupa 58 espécies (UETZ, 2016). 

Entre elas as espécies Phrynops geoffroanus com distribuição entre o centro-oeste e nordeste 

do Brasil (MOURA, 2009); e a espécie Hydromedusa maximiliani, endêmica da Mata 

Atlântica (ERNEST & BARBOUR, 1989). Os integrantes desta família são animais de 

carapaças baixas e com patas anteriores em forma de remos, o que facilita a vida aquática 

(POUGH & HEISER, 2008), apresentam uma variedade de hábitos alimentares (LUZ et al., 

2003).  

Por estar envolvido com processos digestivos e homeostáticos, estudos que se 

dediquem a explorar a morfologia e fisiologia do pâncreas em todas as classes de vertebrados 

são fundamentais para elucidar a atuação desta glândula, de modo a contribuir com fatores 

nutricionais e assim melhorar o manejo e condicionamento das espécies em seus ecossistemas 

(CASTRO et al., 2003). Tratando-se de espécies de quelônios brasileiros, esta atenção se 

redobra, uma vez que grande parte é classificada como espécie vulnerável pela The 

International Union for Conservation of Nature (IUCN, 2017) devido às alterações antrópicas 

sofridas por seus hábitats naturais.  

No Brasil, criar animais selvagens visando à reintrodução dos mesmos em seu hábitat 

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 (SÁ et al., 2004). 
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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). 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). 

 Sendo assim, este estudo busca elucidar, através de técnicas histológicas e imuno-

histoquímicas, a morfologia e organização celular do pâncreas de quelônios pertencentes à 

família Chelidae, bem como observar a presença e distribuição de células neuroendócrinas 

produtoras de INS, GLUC, SOM, 5-HT e PP no órgão. Uma vez que os diferentes nichos 

ambientais levam a mudanças anatômicas e fisiológicas principalmente do sistema digestório 

e órgãos associados, entre e dentro das diferentes ordens de répteis (MITCHELL & DIAZ-

FIGUEROA, 2005). Além disso, a busca por células endócrinas, segundo D’Este & 

colaboradores (1994), tem sido fundamental para estudos filogenéticos, contribuindo com 

dados morfológico-evolutivos. 

REVISÃO DE LITERATURA 

Sistemática das espécies 

A ordem dos Testudines, que agrupa as tartarugas, os cágados e os jabutis, pertence à 

filogenia dos répteis juntamente com a ordem Lepidosauria (lagartos, serpentes, anfisbênia e 

tuatara) e a ordem Crocodylia (crocodilos, jacaré e gaviais). Os Testudines são únicos pelo 

fato de apresentarem as cinturas escapular e pélvica no interior de um casco, formado por uma 

parte convexa dorsal, denominada carapaça, e outra achatada ventral, denominado plastrão, 

coberto por escudos córneos epidérmicos.  

Atualmente os Testudines são subdivididos em duas sub-ordens: Cryptodira (Grego, 

crypto = escondido, dire = pescoço), animais capazes de recolher a cabeça e escondê-la dentro 

do casco (jabutis, tartarugas marinhas e algumas tartarugas de água doce); e Pleurodira 

(Grego, pleuro = lado), indivíduos que flexionam o pescoço lateralmente, não conseguindo 

abrigar a cabeça no interior do casco (cágados) (POUGH & HEISER, 2008). Atualmente a 

ordem é formada por 14 famílias, totalizando aproximadamente, 326 espécies (UETZ, 2016). 

No Brasil, são encontradas 38 espécies, das quais seis são estritamente brasileiras (MOLINA, 

2001; MCCORD et al., 2001; COSTA & BÉRNILS, 2015). 
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A família Chelidae é uma representante da sub-ordem Pleurodira. São animais de 

carapaças baixas e com patas anteriores modificadas em forma de remos, o que se torna uma 

vantagem para a vida aquática, pois diminue a resistência imposta pela água ao deslocamento, 

potencializando assim a locomoção destes animais (POUGH & HEISER, 2008). Possuem 

treze escudos no plastão, doze pares de escudos marginais e pescoço frequentemente muito 

longo (PRITCHARD & TREBBAU, 1984). São 15 os gêneros que fazem parte desta família, 

as quais agrupam 58 espécies (UETZ, 2016), destas 20 são encontradas no Brasil (BÉRNILS 

& COSTA, 2015).  

No Brasil, o gênero Phrynops (WAGLER, 1830) é representado por quatro espécies: 

Phrynops geoffroanus (SCHWEIGGER, 1812), Phrynops hilarii (DUMÉRIL & BIBRON, 

1835), Phrynops tuberosus (PETERS, 1870) e Phrynops williamsi (RHODIN & 

MITTERMEIER, 1983). A espécie P. geoffroanus (SCHWEIGGER, 1812) possui 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. É observada com freqüência em rios, lagos e 

lagoas de correnteza lenta (ERNEST & BARBOUR, 1989). Possui hábito diurno, expondo-se 

sobre margens dos rios nos picos temperaturas (MEDEM, 1960). É encontrada desde a 

Colômbia, Venezuela, Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste e nordeste 

do Brasil (MOURA, 2009). O “Cágado de Barbicha”, nome vulgar dado à espécie, chega a 

medir 35 cm de comprimento, tem hábito alimentar carnívoro, consumindo peixes, crustáceos 

e insetos, (MEDEM, 1960), fato justificado pela morfohistologia do sistema digestório 

(VIEIRA-LOPES, 2013).  

O cágado P. geoffroanus não possui importância econômica, pois não é consumido 

com regularidade pelo homem, devido à carne por vezes causar reações alérgicas. Mas, apesar 

de não ser frequentemente predada pelo homem, esta espécie tem sido afetada negativamente 

por mudanças em seu hábitat natural. Ao longo do Rio Guaporé, curso de água da Bacia 

Amazônica, no Brasil e na Bolívia, 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 hábitat 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 
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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).  

A espécie H. maximiliani (MIKAN, 1825), vulgarmente conhecido como tartaruga-

pescoço-de-cobra é uma espécie endêmica da Mata Atlântica (ERNEST & BARBOUR, 

1989), que tem distribuição geográfica desde a Bahia (ARGÔLO & FREITAS, 2002), São 

Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo (ERNEST & BARBOUR, 1989; SOUZA et al., 2003) 

até Minas Gerais (MOREIRA, 1994; CHAGAS & RAPOSO-FILHO, 1999; NOVELLI et al. , 

2013; SOUZA et al. 2013; ROCHA-BARBOSA et al., 2014). Habita preferencialmente 

riachos de águas claras, arenosos e rochosos, com margens cobertas por floresta preservada 

(IVERSON, 1992; ARGÔLO & FREITAS, 2002; SOUZA, 2005; SOUZA & MARTINS, 

2009). Possui maior atividade durante períodos chuvosos (SOUZA & ABE 1997). Cágado de 

hábito alimentar carnívoro, alimentandos-se de larvas de insetos, crustáceos, anelídeos, 

aranhas, anfíbios, lagartos e carniça (YASHIMITA, 1990; GUIX  et al., 1992; NOVELLI et 

al. , 2013). As características morfológicas mais marcantes da espécie são: carapaça oval com 

dorso de coloração marrom escura a cinza-oliva, laterais e região ventral do corpo de 

coloração creme; Presença de uma quilha baixa mediana na forma de protuberâncias 

posteriores nas vertebrais 1-4 e como protuberâncias anteriores na quinta vértebra 

(NOVELLI, 2011). Esta espécie encontra-se, atualmente, na lista de vulnerabilidade da IUCN 

(2017). Esta ameaça à espécie é devida a perda de seu hábitat natural ocasionada pelo 

desmatamento das margens dos rios, o assoreamento do leito, poluição e envenenamento 

resultado do despejo de lixo industrial e doméstico e de produtos agroquímicos 

(RODRIGUES et.al., 2005).  

Pâncreas 

Morfologia e Morfometria 

O pâncreas é uma glândula mista com funções endócrinas e exócrinas importante para 

o metabolismo dos nutrientes absorvidos no processo de digestão. Durante o desenvolvimento 

embrionário, este órgão surge a partir de dois brotamentos endodérmicos na porção caudal do 

intestino anterior, um broto dorsal (maior) e outro broto ventral (menor). O broto ventral 

forma a parte inferior da cabeça e o processo uncinado do pâncreas e o restante da glândula é 

produto do broto dorsal. (GARCIA & FERNÁNDEZ, 2012).  
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Em humanos, é um órgão de coloração amarelada, dividido em cabeça, processo 

uncinado, corpo e cauda (NAGAI, 2003), e envolto por uma delgada cápsula de tecido 

conjuntivo, que emite septos para dentro do órgão, formando lóbulos (FALKMER, 1995; 

SLACK, 1995; FRIESS et al, 1996).  

A porção exócrina é responsável pela produção de enzimas e pré-enzimas digestivas, 

como o tripsinogênio, quimiotripsinogênio, proteinases, carboxipeptidase, nucleases, lípase, 

fosfolipase, elastase e amilase, as quais são armazenadas nos ácinos pancreáticos, estruturas 

constituídas por células serosas que se agrupam formando um lúmen central (JUNQUEIRA & 

CARNEIRO, 2013). Os ductos pancreáticos são finos canais que se encarregam de levar as 

secreções da porção exócrina até o duodeno durante a digestão. (MOORE & PERSAUD, 

1998).  

A porção endócrina desempenha um papel importante na síntese de hormônios 

reguladores produzidos por células especializadas: α (GLUC), β (INS), D (SOM) e PP (PP). A 

porção endócrina está organizada em estruturas denominadas ilhotas de Langerhans ou 

pancreáticas inseridas no parênquima da glândula, entremeadas nos ácinos pancreáticos, em 

geral próximo a capilares sanguíneos (FALKMER, 1995). As ilhotas pancreáticas estão 

distribuídas ao longo do parênquima do pâncreas, embora alguns estudos apontem uma maior 

concentração desta estrutura nas regiões da cauda e outros na região da cabeça (WITTINGEN 

& FREY, 1974; MUKAI, 1983).  

A organização das células endócrinas varia entre as espécies, principalmente se forem 

de classes diferentes.  No pâncreas de humanos e de ratos, por exemplo, as células β ocupam 

o centro das ilhotas pancreáticas, enquanto que as células α, D e PP localizam-se na periferia 

(GOLDSMITH et al., 1975; NAKAMURA et al., 1980). Em cães, dois tipos de ilhotas são 

observadas: ilhotas com mais de um tipo de célula endócrina; e ilhotas com apenas células β 

(GOVENDIR et al., 1999). Em macacos (JONES et al., 1980) e cavalos (HELMSTAEDTER 

et al., 1976; ITO et al., 1978; FURUOKA et al., 1989) as células α estão localizadas no 

centro, enquanto que as outras posicionam-se na periferia. Já em cobras, as células α e β estão 

localizadas centralmente e as D e PP estão na periferia (RHOTEN, 1984). 

Alguns estudos dedicados a investigar a morfologia e organização celular do pâncreas 

já foram realizados com espécies de répteis. Pelo menos quatro tipos celulares são 

observados: células α, células β, células D e células PP (RHOTEN, 1984; AGULLEIRO et 

al., 1985; GARCIA AYALA et al., 1987, 1989; PEREZ-TOMAS et al., 1989; PUTTI et al., 

1991a, b, c, 1992, 1996; DELLA ROSSA & PUTTI, 1995; LOZANO, 2000). Mudanças 

estacionais da morfologia e atividade pancreática também já foram observadas em espécies 
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pertencentes a esta classe (AGID et al., 1961; GODET et al., 1983, 1984; GARCIA AYALA 

et al., 1987, 1989). 

Células endócrinas 

As células endócrinas do sistema GEP, por possuírem características similares às de 

neurônios (POLAK, 1993), acreditou-se ter origem ectoderma, sendo derivadas da crista 

neural (PEARSE, 1969; FUJITA & KOBAYASHI, 1977; POLAK, 1993), uma vez que 

alguns de seus mensageiros químicos são encontrados também no sistema nervoso, como por 

exemplo, a substância P, serotonina, colecistoquinina, somatostatina, dentre outros (FUJITA 

& KOBAYASHI, 1977). No entanto, alguns estudos têm sido contrários a esta origem 

ectodérmica, devido algumas destas células não serem capazes de metabolizar aminas. Além 

disso, alguns indícios apontam que estas células surgem de células-tronco capazes de se 

diferenciar e dar origem também às células caliciformes, aos enterócitos e às células de 

Paneth, sendo derivadas, então, do endoderma (SANTOS & ZUCOLOTO, 1996; RINDI et 

al., 1999; MUTOH, 2000; YANG et al., 2001; HASSAN & SHAFI, 2002; MONTUEGA et 

al., 2003; PUZYREV et al., 2003; RINDI et al., 2004; SCHONHOFF et al., 2004). 

As células endócrinas têm como principal função sintetizar hormônios reguladores que 

controlam a secreção, a absorção, a motilidade, a proliferação de células do sistema GEP 

(RINDI et al., 2004), além de operarem na manutenção da homeostase do organismo. As 

principais funções das células endócrinas investigadas no presente estudo estão discriminadas 

abaixo: 

Insulina (INS) – a INS é um hormônio anabólico fundamental para o controle da 

homeostase de glicose e do crescimento e diferenciação celular. Produzido pelas células β, 

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). 

Glucagon (GLUC) - É um hormônio polipeptídio sintetizado pelas células α do 

pâncreas e também por células dispersas no TD. Os principais fatores que estimulam a 

secreção de GLUC é a baixa concentração de glicose sanguínea, a ingestão de proteína e 

exercício físico (ALLEN, 1987; CUNNINGHAM, 1993). O sistema nervoso autônomo e 

vários hormônios gastrointestinais regulam a secreção do GLUC (SMITH et al., 1988). A 

somatostatina, a insulina, a secretina, ácidos graxos e corpos cetônicos inibem a secreção de 
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GLUC, enquanto que a colecistoquinina e a gastrina aumentam (GANONG, 1998). De acordo 

com Foa et al., (1957), uma das ações mais relevantes do GLUC, é o aumento da glicemia, 

por meio da glicogenólise hepática, mas este hormônio possui outras ações biológicas, tais 

como estimular a secreção de INS e de SOM, e também a lipólise e a cetogênese.  

Somatostatina (SOM) - A SOM, sintetizada pelas células D, é considerada um pan-

inibidor, pois age inibindo a secreção de outros hormônios, como INS e GLUC no pâncreas, 

bem como hormônios gastrointestinais como gastrina, colecistoquinina, secretina, 

polipeptídeo pancreático, enteroglucagon e motilina (TWEDT, 1987). A SOM também inibe a 

secreção de ácido gástrico, a motilidade gástrica e duodenal, a secreção pancreática exócrina, 

a contração da vesícula biliar e a absorção de nutrientes (GANONG, 1998). Elevadas 

concentrações de SOM são encontradas no pâncreas, estômago e duodeno (ARIMURA et al., 

1975). A secreção de SOM é incitada pela acidez no interior do estômago, de glicose, 

aminoácidos e gordura no intestino, além dos hormônios colecistoquinina e do GLUC 

pancreático (ALLEN, 1987; DICKSON, 1996).  

Serotonina (5-HT) - Também conhecido como 5-hidroxitriptamina, é um 

neurotransmissor produzido por neurônios serotoninérgicos do Sistema Nervoso Central e por 

células do Sistema Neuroendócrino distribuídas no tubo digestivo, as quais produzem 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 (RESNICK et al., 1961). É secretada em resposta a 

estímulos no lume duodenal, 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 5-HT estimula a contração da musculatura 

lisa do aparelho gastroentérico e provocar a secreção exócrina (CECCARELLI et al., 1995), 

além de estimular os neurônios mioentéricos promovendo respostas vasodilatadoras na 

submucosa (VANNER, 2000). 

Polipeptídeo pancreático (PP) - De acordo com Smith & colaboradores (1988), o PP é 

observado em células acinares e células das ilhotas pancreáticas (células PP). A secreção de 

PP é estimulada pelos hormônios colecistoquinina, gastrina e secretina, e também pelo nervo 

vago. Este atua na musculatura do tubo digestivo estimulando o esvaziamento gástrico 

(RODRIGUES et al., 2005). Os níveis de PP aumentam após a alimentação, a ingestão de 

proteínas, o jejum, o exercício e a hipoglicemia, sendo inibida pela SOM e glicose intravenosa 
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(GANONG, 1998). Este hormônio controla as secreções de ácido gástrico e enzimas, a 

motilidade do tubo digestivo e as secreções pancreáticas (RODRIGUES et.al., 2005).   

OBJETIVO GERAL 

Os conhecimentos morfológicos do sistema GEP da maioria dos Testudines, 

principalmente das espécies que ocorrem no Brasil são escassos. Visando ampliar esta linha 

de pesquisa, o atual trabalho objetiva comparar através de técnicas histológicas, a morfologia 

e organização da porção endócrina e exócrina do pâncreas de duas espécies de quelônios da 

família Chelidae. Bem como evidenciar a produção hormonal da glândula a partir de técnicas 

de imuno-histoquímica.  

Objetivos Específicos 

 Analisar a histologia do pâncreas de duas espécies pertencentes à família Chelidae: P. 

geoffroanus e H. maximiliani. 

 Verificar a presença e distribuição de células neuroendócrinas produtoras de insulina 

(INS), glucagon (GLUC), polipeptídeo pancreático (PP), somatostatina (SOM) e 

serotonina (5-HT) no pâncreas destas mesmas espécies.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Procedência dos Animais Utilizados 

No presente estudo foram analisados quatro espécimes adultos de P. geoffroanus 

(Figura 1) e quatro espécimes de H. maximiliani (Figura 2) que se encontravam 

acondicionados em meio líquido (formol 10%) e depositados na Coleção Herpetológica do 

Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), MG (Tabela 1).  
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Figura 1: Exemplar da espécie Phrynops geoffroanus utilizado nesse estudo, pertencente à 

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

MG. (Fotografia de Iara A. Novelli). 

 

 

 

Figura 2: Exemplares da espécie Hydromedusa maximiliani utilizado nesse estudo, pertencente à 

coleção Herpetológica do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora, MG. 

(Fotografia de Iara A. Novelli). 
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rocessamento Histológico  

 No Laboratório de Histologia e Embriologia da Universidade Federal Rural do Rio de 

Janeiro (UFRRJ), o pâncreas de cada espécime foi dividido em duas porções: região duodenal 

e região esplênica, as quais foram clivadas em cortes seriados transversais e longitudinais e 

posteriormente processados por técnica histológica de rotina: desidratação (em uma série de 

concentração crescente de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol, impregnação e 

inclusão em parafina para obtenção de cortes histológicos de 5 μm de espessura em 

micrótomo. As lâminas foram submetidas a colorações de rotina pela técnica Hematoxilina-

Eosina (HE), para observação da arquitetura tecidual; e Tricrômico de Gomori (TG), para 

visualização diferencial de colágeno e fibras musculares. 

Método Imuno-histoquímico Utilizado 

O complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) foi o método aplicado neste trabalho. 

Nesta técnica são usados três reagentes: Um anticorpo primário, 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).  

Tabela 1 - Dados do registro dos espécimes de Phrynops geoffroanus e Hydromedusa maximiliani 

depositados na Coleção Herpetológica do Departamento de Zoologia da UFJF, Juiz de Fora, MG. 

Nº de 

tombo 

Espécie Sexo Procedência 

565 Phrynops geoffroanus Macho Museu Mariano Procópio 

567 Phrynops geoffroanus Macho Museu Mariano Procópio 

568 Phrynops geoffroanus Fêmea Museu Mariano Procópio 

570 Phrynops geoffroanus Macho Museu Mariano Procópio 

509 Hydromedusa maximiliani Macho Fazenda Experimental de Água Lima 

EMBRAPA CNPGL- Coronel 

Pacheco 

510 Hydromedusa maximiliani Macho Fazenda Experimental de Água Lima 

EMBRAPA CNPGL- Coronel 

Pacheco 

511 Hydromedusa maximiliani Macho Fazenda Experimental de Água Lima 

EMBRAPA CNPGL- Coronel 

Pacheco 

512 Hydromedusa maximiliani Fêmea Fazenda Experimental de Água Lima 

EMBRAPA CNPGL- Coronel 

Pacheco 
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Neste estudo imuno-histoquímico os cortes histológicos foram submetidos às etapas de 

processamento de rotina da técnica de imuno-histoquímica, entre as quais inclui-se a 

incubação com os anticorpos específicos listados na Tabela 2. 

 

  

Observações e Fotomicrografias  

 Todas os cortes foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 

Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. Para cada espécime analisado, 

foram capturadas fotomicrografias de ilhotas pancreáticas de três cortes distintos de cada 

região do pâncreas. De cada corte, foram feitas mensurações semi-automática da área, dos 

diâmetros maiores e menores das ilhotas pancreáticas (Figura 3), no aumento de 400X, 

usando um analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o cálculo da 

média ± SD (desvio padrão) por unidade de área (mm2). Foi definido como ilhota pancreática 

Tabela 2 - Detalhes dos anticorpos primários usados neste estudo. 

Anticorpos primários Doador Código Diluição Laboratório 

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

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

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

Serotonina (5HT) coelho S5545 1:8.000 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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um conglomerado de células, composto por no mínimo quatro células. A frequência relativa 

de células endócrinas foi avaliadas para cada anticorpo, de maneira semi-quantitativa, e 

classificada em: imunorreatividade ausente (-) ou discreta (+), média (+ +) acentuada (+ + +). 
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Figura 3: Representação das mensurações dos grupamentos semelhante à Ilhota pancreática (IP) das 

espécies pertencentes à família Chelidae usando um analisador de imagem computadorizado (Image-J 

software). (A) Medições dos respectivos diâmetros, maiores e menores, de um grupamento semelhante à 

IP do pâncreas da espécie Hydromedusa maximiliani (retas). (B) Linha contínua corresponde ao contorno 

do grupamento semelhante à IP para cálculo da área. 

A 

B 
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CAPÍTULO I 

 

 

  

 

 

 

 

Anatomia microscópica do pâncreas e detecção de células neuroendócrinas 

imunorreativas a insulina, glucagon, somatostatina, serotonina e 

polipeptídeo pancreático na espécie Phrynops geoffroanus (Schweigger, 

1812) (Testudines, Chelidae) 
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RESUMO I 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Anatomia microscópica do pâncreas e detecção de células 

neuroendócrinas imunorreativas a insulina, glucagon, somatostatina, serotonina e polipeptídeo 

pancreático na espécie Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) (Testudines, Chelidae) 2017. 

85f.  Tese (Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Ciências Biológicas e da Saúde, 

Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

Seropédica, RJ, 2017. 

 

Este trabalho visa investigar, através de métodos histológicos e imuno-histoquímico a 

morfologia e organização de células neuroendócrinas produtoras de insulina (INS), glucagon 

(GLUC), somatostatina (SOM), serotonina (5-HT) e polipeptídeo pancreático (PP)  no 

pâncreas da espécie Phrynos geoffroanus. Para isso, quatro espécimes de P. geoffroanus, 

fixados em formol 10% e depositados na Coleção Herpetológica da Universidade Federal de 

Juiz de Fora, foram processados por técnica histológica de rotina para obtenção de cortes de 5 

μm de espessura. Utilizou-se para detecção de células endócrinas o método imuno-

histoquímico Avidina-biotina peroxidase (ABC) com anticorpos específicos para cada 

hormônio investigado. Posteriormente, os cortes foram contracorados pela hematoxilina de 

Harris para melhor visualização ao microscópio de luz. Histologicamente, o ácino é a unidade 

histológica funcional da porção exócrina do pâncreas, composta por células serosas de 

formato piramidal, núcleo esférico localizado perifericamente e citoplasma com grânulos de 

zimogênios. Ao contrário dos mamíferos, não foi observado tecido conjuntivo distinto 

separando em ilhotas pancreáticas a porção endócrina da porção exócrina circundante. A 

porção endócrina do órgão se organiza em grupamentos difusamente distribuídos entre os 

ácinos pancreáticos, formados por células poligonais ou arredondadas, com núcleo esférico 

localizado centralmente. Células endócrinas aparentemente isoladas também são observadas. 

Em P. geoffroanus as células β posicionam-se no centro, enquanto as células α ocupam a 

periferia dos grupamentos endócrinos. As células D são visualizadas na periferia dos 

grupamentos celulares ou aparentemente isoladas no parênquima da glândula. Células PP são 

encontradas apenas distribuídas isoladamente no órgão. Não são observadas células 

produtoras de 5-HT, nas porções endócrinas e exócrinas. A busca por células endócrinas, 

segundo D’Este & colaboradores (1994), tem sido fundamental para estudos filogenéticos. 

Este estudo é fundamental no entendimento da fisiologia digestiva da espécie investigada e 

fornecerá dados para análises comparativas com outros quelônios. 

 

 

Palavras chaves: Quelônios, Histologia, Imuno-histoquímica, células endócrinas. 
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ABSTRACT I 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Microscopic anatomy of the pancreas and detection 

of immunoreactive neuroendocrine cells to insulin, glucagon, somatostatin, serotonin 

and pancreatic polypeptide in the turtle Phrynops geoffroanus (Schweigger, 1812) 

(Testudines, Chelidae) 2017. 85f.  Thesis (Doctorate in Animal Biology). Institute of 

Biological and Health Sciences, Department of Animal Biology, Rio de Janeiro Federal Rural 

University, Seropédica, RJ, 2017. 

 

This study investigated, through histologic and immunohistochemical methods, the 

morphology and organization of neuroendocrine cells producing insulin (INS), glucagon 

(GLUC), somatostatin (SOM), serotonin (5-HT) and pancreatic polypeptide (PP) in the 

pancreas of the turtle Phrynos geoffroanus. For this purpose, the pancreas of four specimens 

of P. geoffroanus, fixed in 1% formol and deposited in the herpetology collection of Juiz de 

Fora Federal University, were routinely processed for histology to obtain sections with 

thickness of 5 μm. The avidin-biotin peroxidase (ABC) method with specific antibodies for 

each hormone investigated was used to detect the endocrine cells. The sections were 

counterstained with Harris hematoxylin for better visualization under a light microscope. 

Histologically, the acinus is the functional histological unit of the exocrine portion of the 

pancreas, composed of pyramidal serous cells with spherical nuclei located in the periphery 

and an acidophilic cytoplasm, due to zymogen granules. Unlike in mammals, no distinct 

connective tissue was observed separating the pancreatic islets from the surrounding exocrine 

portion. The endocrine portion of the organ is organized in groups diffusely distributed among 

the pancreatic acini, formed by polygonal or rounded cells, with spherical nuclei located 

centrally and weakly acidophilic cytoplasm. Apparently isolated endocrine cells were also 

observed. In P. geoffroanus, the β cells are positioned in the center, while the α cells occupy 

the periphery of the endocrine groups. The D cells are visualized in the periphery of the cell 

groups or apparently isolated in the glands parenchyma. PP cells are only found distributed 

sparsely in the organ. No cells producing 5-HT were observed in the endocrine and exocrine 

portions. The search for endocrine cells, according to D’Este et al (1994), has been 

fundamental for phylogenetic studies. This study provides important information to 

understand the digestive physiology of this species e and will supply data for comparative 

analysis with other turtles. 

 

 

Keywords: Turtles, Histology, Immunohistochemistry, Endocrine cells. 
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INTRODUÇÃO  

O pâncreas é um importante órgão endócrino que tem sido extensivamente estudado, 

tanto em nível de conhecimento da sua morfologia e organização, já que a investigação por 

células endócrinas gastroenteropancreáticas (GEP) é considerada uma parte importante dos 

estudos filogenéticos (D' ESTE et al., 1994), quanto à nível patológico, uma vez que estudos 

comparativos podem elucidar sinais celulares que regulam a proliferação e função de  células 

endócrinas, informações que podem conduzir a novas abordagens para o tratamento da 

diabetes (JANSSON & SANDLER, 1988; STEINER et al., 2010). 

 Os estudos realizados com répteis mostraram que pelo menos quatro tipos de células 

endócrinas são encontradas no pâncreas: celulas α produtoras de GLUC, células β produtoras 

de INS, células D produtoras de SOM e células PP produtoras de PP (RHOTEN, 1984; 

AGULLEIRO et al., 1985; GARCIA AYALA et al.,1987, 1889; PEREZ-TOMAS et al., 

1989; PUTTI et al., 1991a, b, c, 1992, 1996; DELLA ROSSA & PUTTI, 1995; LOZANO, 

2000). Mas divergências são observadas quanto a organização destas células no parênquima 

do órgão (FALKMER & PATENT, 1972; EPPLE & BRINN, 1975; FALKMER & 

OSTBERG, 1977).   

Phrynops geoffroanus (SCHWEIGGER, 1812) (Testudines, Chelidae) é uma espécie 

conhecida popularmente por cágado-de-barbicha. Quelônio onívoro, consumidor de sementes, 

frutos, peixes e insetos (MEDEM, 1960; FACHÍN-TERÁN et al., 1995), de hábito diurno, 

expondo-se durante as horas de sol nas margens e em pedras e troncos emersos nos rios, 

remansos e lagoas (MEDEM, 1960; MONTEIRO & DIEFENBACH, 1987; SOUZA & ABE, 

1999). Possui ampla distribuição geográfica, encontrado desde a Colômbia, Venezuela, 

Guiana, extremo sul do Paraguai até sudeste, centro-oeste e nordeste do Brasil (ERNEST & 

BARBOUR, 1989), sendo frequentemente encontrada em áreas alteradas pela ação antrópica 

(SOUZA & ABE, 2000; RIBAS & MONTEIRO FILHO, 2002). Apesar da ampla distribuição 

geográfica, são escassas as informações a respeito da história natural desta espécie (LISBOA 

et al., 2004). Os dados sobre a biologia e a ecologia deste cágado são produtos de estudos 

com animais mantidos em cativeiro (MOLINA, 1992a, b, 1996a, b, 1998; GUIX et al., 1989, 

LISBOA et al., 2004). 

O objetivo deste trabalho é analisar, por imuno-histoquímica, o pâncreas de P. 

geoffroanus, localizando as células produtoras de INS, GLUC, SOM, 5-HT e PP por células 

endócrinas de modo a avaliar a organização, a presença e a distribuição destas células, 
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possibilitando uma futura comparação com outras espécies para maior compreensão dos 

aspectos evolutivos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram analisados quatro espécimes de P. geoffroanus (Tabela 1) que se encontravam 

acondicionados em meio líquido (formol 10%) e depositados na Coleção Herpetológica do 

Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), MG. No 

Laboratório de Histologia e Embriologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro 

(UFRRJ), o pâncreas de cada espécime foi dividido em duas porções: região duodenal e 

região esplênica, as quais foram clivadas em cortes seriados transversais e longitudinais e 

posteriormente processados por técnica histológica de rotina: desidratação (em uma série de 

concentração crescente de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol, impregnação e 

inclusão em parafina para obtenção de cortes histológicos de 5 μm de espessura em 

micrótomo. Para análise da microscopia do órgão 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 de colágeno e fibras musculares. 

Lâminas previamente tratadas com Poli-L-lisina 0.1% (Sigma Chemical Co., Saint Quentin 

Fallavier, France) foram utilizadas para o processamento imuno-histoquímico dos fragmentos. 

Os cortes desparafinados e hidratados foram incubados em tampão citrato (pH 6,0 – 0,01M) e 

aquecimento por 15 minutos em forno microondas para efetivar a recuperação antigênica dos 

tecidos. Posteriormente, bloqueou-se a enzima peroxidase endógena pela incubação em uma 

solução de peróxido de hidrogênio 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, as seções foram incubadas por 1 hora com os seguintes 

anticorpos primários: rato anti-insulina (Sigma-Aldrich, Inc. USA - I2018) 1:1.000;  rato anti-

glucagon (Sigma-Aldrich, Inc. USA - G2654) 1:2.000; coelho anti-somatostatina (Dako 

Corp., CA, USA - A566) 1:300; coelho anti-serotonina (Sigma-Aldrich, Inc. USA - S5545) 

1:8.000; coelho anti-polipeptídeo pancreático (Diagnostic Biosystems, Inc. CA, USA - 

RP030) 1:25. 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, por mais 30 minutos (ambos da PK 6200, Vector Laboratories, Inc., EUA). 

A revelação foi feita por reação com Diaminobenzidina (DAB) (Diagnostic Biosystems, Inc., 

EUA, cod. K 047). Todas as diluições foram feitas com um diluente específico (Antibody 

Diluent - Spring Bioscience, cod. ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se tampão 
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PBS (pH 7,4). As lâminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris, desidratadas em 

séries de concentrações crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com entelan 

(Merck e Co., EUA). Para garantir a especificidade das reações, controles positivos e 

negativos foram utilizados. Por substituição do anticorpo primário com soro não imune o 

controle negativo foi definido. Os controles positivos foram produzidos usando cortes de 

tecido para cada anticorpo respectivo, conforme indicado na bula do produto.  

Todas as lâminas foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 

Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. Para cada espécime analisado, 

foram capturadas fotomicrografias de ilhotas pancreáticas de três cortes distintos de cada 

região do pâncreas. De cada corte, foram feitas mensurações semi-automática da área, dos 

diâmetros maiores e menores das ilhotas pancreáticas, no aumento de 400X, usando um 

analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o cálculo da média ± SD 

(desvio padrão) por unidade de área (mm2). Foi definido como ilhota pancreática um 

conglomerado de células, composto por no mínimo quatro células. A frequência relativa de 

células endócrinas foi avaliadas para cada anticorpo, de maneira semi-quantitativa, e 

classificada em: imunorreatividade ausente (-) ou discreta (+), média (+ +) acentuada (+ + +). 

RESULTADOS 

 Anatomicamente, o pâncreas da espécie P. geoffroanus é compacto, de cor 

acastanhada, posicionado lateralmente ao intestino anterior (Figura 1), dividido em duas 

regiões: região duodenal e região esplênica. O órgão é revestido por uma cápsula de tecido 

conjuntivo denso, a qual por vezes envia septos para o interior do órgão separando-o em 

lóbulos. Histologicamente, se observam duas porções diferenciadas quanto à morfologia e 

função no órgão: uma porção exócrina, a qual sintetiza enzimas digestivas a serem lançadas 

no interior do intestino anterior do animal; e uma porção endócrina, cuja função é produzir 

hormônios que atuam na manutenção da homeostase. 
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Histologia 

O ácino pancreático é a unidade funcional da porção exócrina do pâncreas, composta 

por células serosas de formato piramidal, com núcleo esférico localizado perifericamente e 

citoplasma com grânulos de zimogênios (Figuras 2 e 3). Ductos pancreáticos são observados 

no parênquima da glândula (Figuras 3 e 6). Ductos menores denominados ductos intercalares 

convergem formando os ductos intralobulares que por sua vez unem-se formando os ductos 

interlobulares encontrados nos septos que separam em lóbulos o parênquima da glândula. Os 

ductos intercalares são formados por epitélio simples cúbico, que se torna epitélio 

estratificado cúbico nos ductos maiores. De acordo com o aumento de tamanho dos ductos a 

camada de tecido conjuntivo que reveste os ductos aumenta progressivamente. Células 

centroacinares são observadas no centro dos ácinos pancreáticos. São células claras, cubóides 

com núcleos pálidos e citoplasma escasso (Esquema 1). A porção endócrina do órgão 

encontra-se organizada em grupamentos difusamente distribuídos entre os ácinos 

pancreáticos. Foi definido como ilhota pancreática um conglomerado de células, composto 

por no mínimo quatro células poligonais ou arredondadas, com núcleo esférico localizado 

centralmente (Figuras 2 e 3). Não foi observado tecido conjuntivo distinto separando as 

ilhotas pancreáticas da porção exócrina circundante pelas técnicas histológicas utilizadas. 

Células endócrinas individualizadas também são observadas compondo a parte endócrina da 

glândula. 

 

Figura 1 - Fotografia do tubo digestivo (TD) da espécie Phrynops geoffroanus evidenciando a posição do 

pâncreas lateralmente ao intestino anterior da espécie estudada ().  

1 
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Figura 2 - Fotomicrografias do pâncreas de Phrynops geoffroanus. Visão geral evidenciando a cápsula de 

tecido conjuntivo propriamente dito denso envolvendo o órgão. Porção exócrina formada por ácinos 

pancreáticos. Porção endócrina formada por grupamentos difusos de células (círculo). Hematoxilina-Eosina 

 

 

Figura 3 - Fotomicrografias do pâncreas de Phrynops geoffroanus. Seta indicando grupamento difuso de 

células endócrinas entre os ácinos pancreáticos (). Hematoxilina-Eosina 
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Figura 4 - Fotomicrografias do pâncreas de Phrynops geoffroanus. Evidenciação da organização do tecido 

conjuntivo no órgão. Tricrômico de Gomori. 

 
Figura 5 - Fotomicrografias do pâncreas de Phrynops geoffroanus.  Demonstração da distribuição de tecido 

conjuntivo entre as porções exócrina (ácinos) e endócrina (círculo) do pâncreas. Tricrômico de Gomori.  



 36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Fotomicrografias do pâncreas de Phrynops geoffroanus. Destaque de ducto pancreático. 

Tricrômico de Gomori. 
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Esquema 1: Esquema ilustrativo mostrando a ramificação dos ductos pancreáticos observados no parêncquima do pâncreas da espécie Phrynops geoffroanus.(A) Maior 

aumento destacando a presença de célula centroacinar no lúmen de um  ácinos pancreáticos (seta). (B) Ducto intercalar (círculo) e ducto intralobular (seta) entre os ácinos 

pancreáticos do lóbulo. (C) Ductos interlobular observado no septo que separa em lóbulos o parênquima da glândula. Hematoxilina-Eosina.  

 

 

100 μm 100 μm 

A B C 
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Imuno-histoquímica 

Células endócrinas aparentemente isoladas e organizadas em grupamentos são 

encontradas ao longo de todo o pâncreas sem nenhuma cápsula de tecido conjuntivo distinta 

separando as porções endócrina e exócrina. São identificados quatro tipos de células usando 

anti-soros contra mamíferos: INS, GLUC, SOM, e PP. Nenhuma marcação para 5-HT é 

observada na porção endócrina do pâncreas desta espécie. 

As células IR à INS apresentam formato arredondados ou poligonal. Sua distribuição 

ao longo do órgão se dá na forma de grupamentos celulares semelhante à ilhotas pancreáticas, 

frequentemente associadas a vasos sanguíneos, onde as células produtoras de INS ocupam a 

região mais central do agrupamento (Figura 7). Células aparentemente isoladas também são 

visualizadas distribuídas na porção exócrina do órgão. A frequência relativa de células IR a 

INS é considerada acentuada (+++). 

Células IR a GLUC, arredondadas ou poligonais, estão em sua maioria distribuídas de 

forma agrupada. A frequência relativa de células IR a GLUC é avaliada como moderada (++).  

Nas estruturas semelhantes a ilhotas pancreática, as células produtoras de GLUC encontram-

se mais periféricas se comparadas às células reativas a INS (Figura 8). Ocasionalmente, 

células aparentemente isoladas IR a GLUC são visualizadas (Figura 9).  

As células IR à SOM apresentam distribuição tanto associada a grupamentos 

endócrinos quanto dispersa isoladamente entre os ácinos pancreáticos, sendo sua frequência 

relativa classificada como moderada (++). As células produtoras de SOM, de formato 

arredondado a fusiforme, possuem posição mais periférica nos grupamentos semelhantes a 

ilhotas, estando entremeadas as células produtoras de GLUC (Figura 10).  

Células produtoras de PP são notadas distribuídas aparentemente isoladas entre os 

ácinos pancreáticos, seu formato varia de células arredondadas, poligonais a células 

fusiformes (Figura 11) e sua frequência relativa é considerada baixa (+). 

A média e o desvio padrão das medidas de área (µm2), diâmetros maior e diâmetro 

memor dos grupamentos endócrinos (µm), para cada região do pâncreas (duodenal e 

esplênica) da espécie P. geoffroanus foram calculados e registrados na Tabela 3 do pâncreas 

(Tabela 3). 
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. 

 

Figura 7 - Fotomicrografia de células IR a INS no Pâncreas de Phrynops geoffroanus. Células endócrinas 

formando aglomerados semelhantes a Ilhotas pancreáticas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  

 

Figura 8 - Fotomicrografia de células IR a GLUC no Pâncreas de Phrynops geoffroanus. Células produtoras 

de glucagon localizadas na porção periférica dos aglomerados celulares semelhantes a Ilhotas pancreáticas. 

Contracoloração: Hematoxilina de Harris. 
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Figura 9 - Fotomicrografia de células IR a GLUC no Pâncreas de Phrynops geoffroanus. Células endócrinas 

produtoras de glucagon aparentemente isoladas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  

 

Figura 10 - Fotomicrografia de células IR a SOM no Pâncreas de Phrynops geoffroanus. Células endócrinas 

produtoras de somatostatina localizadas na porção periférica dos aglomerados celulares semelhantes a Ilhotas 

pancreáticas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  
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Tabela 3 - Valores médios (±DP) de area (µm2), diâmetro maior e menor (µm) dos grupamentos endócrinos 

nas regiões do pâncreas da espécie P. geoffroanus.  

 
Região Duodenal Região Esplênica 

Diâmetro Maior 126,502 ± 53,205 110,593± 55,74 

Diâmetro Menor 89,646 ± 36,766 76,573 ± 45,547 

Área 9733,806 ± 7200,730 8173,884 ± 8822,565 

 

DISCUSSÃO 

 A anatomia do pâncreas da espécie P. geoffroanus, é caracterizada como sendo uma 

glândula sólida e compacta semelhante ao encontrado em Testudo graeca (GARCIA AYALA 

et al., 1987), Melanochelys trijuga (CHANDAVAR & NAIK, 2008) e Lissemys punctata 

(SARKAR & MAITI, 2011). Possui coloração amarelada a acastanhada, sendo dividido em 

região duodenal e região esplênica, e localizado lateralmente ao intestino anterior. 

 A porção exócrina do pâncreas da espécie P. geoffroanus é formada por ácinos 

pancreáticos compostos por células serosas de formato piramidal, com núcleo esférico 

localizado perifericamente e citoplasma com grânulos de zimogênios semelhante ao descrito 

por Motta & colaboradores (1997). Células centroacinares são observadas no centro dos 

ácinos pancreáticos. Estas células são responsáveis pela produção de água e bicarbonato que 

compõe o suco pancreático (BURKITT et al., 1994). 

 

Figura 11 - Fotomicrografia de células IR a PP no Pâncreas de Phrynops geoffroanus. Células endócrinas 

isoladas. Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  
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 A porção endócrina do pâncreas da espécie P. geoffroanus é formada por 

grupamentos de células endócrinas, semelhantes à ilhotas pancreáticas; ou por células 

aparentemente isoladas distribuídas aleatoriamente no parênquima da glândula, padrão 

também observado por Garcia Ayala & colaboradores (1989) na espécie de tartaruga 

Mauremys caspica e por Lopez & colaboradores (1988) na espécie de lagarto Podarcis 

hispanica. Os grupamentos endócrinos em P. geoffroanus são irregulares e desprovidos de 

cápsula de tecido conjuntivo, como também descrito para as espécies de répteis: Pseudemys 

scripta elegans (AGULLEIRO et. al., 1985), Testudo graeca e Mauremys caspica (GARCIA 

AYALA et al., 1987), Melanochelys trijuga (Chandavar & Naik, 2008) e Eutropis carinata 

(CHANDAVAR & NAIK, 2011). Esta organização difusa da porção endócrina do pâncreas é 

comum em: tartarugas, crocodilos e alguns lagartos (EPPLE & BRINN, 1987). A baixa 

organização endócrina observada no pâncreas dos répteis, quando comparada ao pâncreas de 

mamíferos, pode estar atrelada a origem ancestral dos grupos (TITLBACH, 1966). Porém, 

não se pode garantir que esta seja uma condição primitiva, ou derivada (GAPP et al., 1985). 

 Entre os vertebrados, a composição das ilhotas pancreática é semelhante, em geral 

quatro tipos de células endócrinas são identificados, através de técnicas de imuno-

histoquímicas, usando anticorpos específicos para INS, GLUC, SOM e PP. Na espécie P. 

geoffroanus os quatro tipos celulares são identificados semelhante ao descrito nos quelônios 

Testudo graeca (GARCIA AYALA et. al., 1987), Chrysemys picta (GAPP et al., 1985) e 

Pseudemys scripta elegans (AGULLEIRO et al., 1985); nos lagartos Uromasyx aegyptia e 

Mabuya quinquetarniata (EL-SALHY & GRIMELIUS, 1981b), Anolis carolinensis 

(RHOTEN & HALL, 1982), Chalcides ocellatus (EL-SALHY et al., 1983); e em 

crocodilianos Alligator  mississippiensis (BUCHAN et al., 1982).  

 As ilhotas pancreáticas em alguns répteis, como é o caso das espécies Alligator 

mississippiensis (MILLER, 1962), Mauremys caspica (PEREZ-TOMAS et al., 1989) e 

Lissemys punctata (SARKAR & MAITI, 2011), são descritas como sendo maiores na porção 

esplênica do pâncreas. Enquanto que em Pseudemys scripta elegans e Chrysemys picta são 

mais abundante na região duodenal (PUTTI et al., 1991c). Segundo Baetens & colaboradores 

(1979), as diferenças de concentração das ilhotas pancreáticas nas regiões do pâncreas seria 

resultado do desenvolvimento embrionário do órgão originado a partir de dois diferentes 

primórdios pancreáticos, ventral e dorsal. Outros pesquisadores sugerem que a distribuição 

desigual das células endócrinas no pâncreas de espécies de classes distintas pode ser devido a 

diferentes tipos de hábitos alimentares (WIECZOREK et al., 1998).  
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 Sobre a organização das células endócrinas nas ilhotas pancreáticas, na maioria dos 

répteis, as células β estão mais centralizadas, enquanto que as células α estão em posição 

periférica (STEINER et al., 2010). O mesmo padrão é visualizado no pâncreas da espécie P. 

geoffroanus e também é descrito para as espécies Mauremys caspica (GARCIA AYALA, 

1989), Pseudemys scripta elegans (AGULLEIRO  et  al.,  1985), Chrysemys  picta  (GAPP  et  

al.,  1985), Chaltides  ocellatus  (EL-SALHY  et  al.,  1983), Mabuya  quinquetaeniata  (EL-

SALHY & GRIMELIUS, 1981a)  e outras 11 espécies de lacertídeos (PUTTI et al., 1992). 

Em cobras, as células α e β localizam-se centralmente, enquanto que as células D e PP estão 

arranjadas na periferia das ilhotas pancreáticas (RHOTEN, 1984). A modificação estrutural 

das ilhotas pancreáticas entre espécies pode resultar da variação nos mecanismos de 

desenvolvimento, no entanto, Steiner & colaboradores (2010) sugere que esta modificação se 

deve a diferentes necessidades metabólicas e as condições fisiológicas. 

 Na espécie P. geoffroanus, a razão entre a proporção de células α e β é a favor das 

células β, como descrita em outras quatro espécies da subclasse Chelonia: Chrysemys 

d’orbignyi e Phrynops hilarii (CARDEZA, 1957), Geoemyda pufcherrima (MILLER, 1962) e 

Melanochelys trijuga (CHANDAVAR & NAIK, 2008). Em outras espécies de répteis notou-

se uma frequência maior de células α em relação à frequência de células β (FALKMER & 

OSTBERG, 1977; BONNER-WEIR & WEIR, 1979; PEREZ-TOMAS et al., 1989; 

CHANDAVAR & NAIK, 2011).  Em lagartos da família Gekkonidae, por exemplo, a 

quantidade de células α e β é igual ou existe uma prevalência de células α (PEREZ-TOMAS 

et al.,1989; PUTTI et al., 1991a, b, c; DELLA ROSSA & PUTTI, 1995). Em crocodilianos, 

as ilhotas da espécie Alligator mississippiensis apresentam a metade de células β e outra 

metade de células não-β (MILLER, 1962). Para a subclasse Squamata, pequenas e grandes 

ilhotas são observadas, sendo a frequência de células não-β maior que a de células β 

(FALKMER & OSTBERG, 1977). A INS, produzida pelas células β, e o GLUC, produzido 

pelas células α, têm o papel de regular os níveis de glicose (HSU & CRUMP, 1989). Segundo 

Garcia Ayala (1989), as células GLUC-IR e INS-IR aumentam do período reprodutivo para o 

período recrudescente. 

 A SOM é um hormônio secretado pelas células D do pâncreas, capaz de bloquear as 

secreções de INS e GLUC (HAZELWOOD, 1984; TOBOADA et al., 1985; WILLIAMS & 

GOLDFINE, 1985; EPPLE & BRINN, 1987).  É também considerado um coordenador 

central da fisiologia gastrointestinal (BAYRAKDAR et al., 2011).  As células IR a SOM são 

distribuídas de forma isolada ou na periferia dos grupamentos endócrinos intercaladas com as 

células produtoras de GLUC no pâncreas de P. geoffroanus. O mesmo é observado em 
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lagartos (EL-SAHLY ET AL., 1983; PUTTI et al., 1992). Nos quelônios T. graeca, Mauremys 

Caspica e Leptachatina lepida células produtoras de SOM são difusamente distribuída no 

pâncreas, não sendo observada nenhuma associação com células IR a INS e GLUC (PEREZ-

TOMAS et al., 1989). De acordo com Gapp & colaboradores (1985) as células IR a SOM e 

PP tem como função controlar a secreção de células de zimogênio através de um mecanismo 

antagonista. 

 O PP é um mensageiro químico sintetizado pelas células D e formado por 36 

aminoácidos (HSU & CRUMP, 1989). Estas células são identificadas distribuídas 

isoladamente no pâncreas da espécie P. geoffroanus. Estas mesmas células também não 

parecem estar asoociadas a quaisquer grupamento semelhante à ilhotas pancreáticas em 

Chrysemes Picta (GAPP et al., 1985), ou T. graeca (GARCIA AYALA et al.,1987). A 

detecção destas células já foi descritas no pâncreas de outros répteis (RHOTEN & SMITH, 

1978; EL-SAHLY et al, 1983; AGULLEIRO et al., 1985; GARCA AYALA et al, 1987; 

PUTTI et al., 1992). Em M. quinquetaeniata, Uromastyx aegyptiu (EL-SALHY & 

GRIMELIUS, 1981b) e Mauremys caspica (GARCIA AYALA, 1989) as células PP são mais 

abundantes na região duodenal da glândula. Em Chrysemes picta (GAPP et al., 1985) e T. 

graeca (GARCIA AYALA et al., 1987) são encontradas apenas na região duodenal. 

Entretanto em Leptachatina lepida, estas células são uniformemente distribuídas ao longo do 

órgão (PEREZ-TOMAS et al.,1989). A distribuição de maneira isolada entre os ácinos 

pancreáticos sugere uma função parácrina em relação às células produtoras de zimogênio 

(GAPP et al., 1985).  

  Células produtoras de 5-HT não são observadas compondo o pâncreas endócrino da 

espécie estudada. Entretanto, estas células endócrinas são descritas no pâncreas do réptil 

Caiman latirostris (YAMADA  et  al., 1986). 

  

CONCLUSÃO 

 O estudo imuno-histoquímico revelou quatro tipos de células endócrinas no pâncreas 

de P. geoffroanus: células produtoras de INS, GLUC, SOM e PP.  

 Os dados histológicos e imuno-histoquímicos obtidos a respeito da morfologia e 

fisiologia digestiva da espécie investigada servirá de referência na análise de 

alterações histopatológicas que possam afetar o pâncreas de quelônios, facilitando o 
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tratamento e manejo da espécie. Além disso, permitirá análises comparativas dentro 

dos Testudines, fornecendo subsídios para estudos evolutivos futuros. 
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CAPÍTULO II 

 

 

 

 

 

 

 

 

Histologia do pâncreas e detecção por imunohistoquímica de células 

neuroendócrinas produtoras de insulina, glucagon, somatostatina, 

serotonina e polipeptídeo pancreático da espécie Hydromedusa maximiliani 

(Mikan, 1820) (Testudines, Chelidae) 
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RESUMO II 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Histologia do pâncreas e detecção por 

imunohistoquímica de células neuroendócrinas produtoras de insulina, glucagon, somatostatina, 

serotonina e polipeptídeo pancreático da espécie Hydromedusa maximiliani (Mikan, 1820) 

(Testudines, Chelidae) 2017. 85f.  Tese (Doutorado em Biologia Animal). Instituto de Ciências 

Biológicas e da Saúde, Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio 

de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017. 

 

Entender a morfologia e fisiologia do pâncreas em todas as classes de vertebrados é 

fundamental para se esclarecer a atuação desta glândula na digestão dos alimentos e no 

controle dos níveis de glicose sanguíneos. O objetivo deste trabalho é investigar, por técnicas 

histológicas e imuno-histoquímicas, a morfologia e organização de células neuroendócrinas 

produtoras de insulina (INS), glucagon (GLUC), somatostatina (SOM), serotonina (5-HT) e 

polipeptídeo pancreático (PP) no pâncreas da espécie Hydromedusa maximiliani. Para isso, 

quatro espécimes de H. maximiliani, fixados em formol 10% e depositados na Coleção 

Herpetológica da Universidade Federal de Juiz de Fora, foram processados por técnica 

histológica de rotina para obtenção de cortes de 5 μm de espessura. Utilizou-se para detecção 

de células endócrinas o método imuno-histoquímico Avidina-biotina peroxidase (ABC) com 

anticorpos específicos para cada hormônio investigado. Posteriormente, os cortes foram 

contracorados pela hematoxilina de Harris para melhor visualização ao microscópio de luz. A 

porção exócrina da espécie estudada é formada por células serosas de formato piramidal, 

núcleo esférico periférico e citoplasma com numerosos grânulos de zimogênios. Nenhuma 

cápsula de tecido conjuntivo é encontrada envolvendo as ilhotas pancreáticas. É característica 

da porção endócrina a presença de grupamentos celulares difusamente distribuídos entre os 

ácinos pancreáticos, constituídos por células poligonais ou arredondadas, com núcleo esférico 

central. Células endócrinas aparentemente isoladas também são observadas. Em H. 

maximiliani  três tipos celulares foram encontrados: células produtoras de INS, GLUC e 

SOM. As células endócrinas intercalam-se, geralmente ao redor de vasos sanguíneos, para 

formar os grupamentos endócrinos semelhantes a ilhotas pancreáticas.Não são observadas 

células produtoras de 5-HT e PP, nas porções endócrinas e exócrinas. A compreensão da 

morfologia e fisiologia digestiva da espécie investigada permitirá análises comparativas 

dentro da classe dos répteis, fornecendo subsídios para estudos evolutivos futuros. Além de 

fornecer subsídios a serem utilizados como referência na compreensão de alterações 

histopatológicas que possam afetar o pâncreas de quelônios, facilitando o manejo das 

espécies.  

 

Palavras chaves: Quelônios, Histologia, Imuno-histoquímica, células endócrinas. 
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ABSTRACT II 

 

VIEIRA-LOPES, Danielle Alcantara. Histology of the pancreas and detection by 

immunihistochemistry of neuroendocrine cells producing insulin, glucagon, 

somatostatin, serotonin and pancreatic polypeptide e pancreatic polypeptide in the 

species Hydromedusa maximiliani (Mikan, 1820) (Testudines, Chelidae) 2017. 85f. 

Institute of Biological and Health Sciences, Department of Animal Biology, Rio de Janeiro 

Federal Rural University, Seropédica, RJ, 2017. 

 

Understanding the morphology and physiology of the pancreas in all classes of 

vertebrates is fundamental to clarify the action of this gland in the digestion of food and 

control of blood glucose levels. The objective of this study was to investigate by histologic 

and immunohistochemical techniques the morphology and organization of neuroendocrine 

cells producing insulin (INS), glucagon (GLUC), somatostatin (SOM), serotonin (5-HT) and 

pancreatic polypeptide (PP) in the pancreas of the turtle Hydromedusa maximiliani. For this 

purpose, the pancreas of four specimens of H. maximiliani, fixed in 10% formol and 

deposited in the herpetology collection of Juiz de Fora Federal University, were routinely 

processed for histology to obtain sections with thickness of 5 μm. The avidin-biotin 

peroxidase (ABC) method with specific antibodies for each hormone investigated was used to 

detect the endocrine cells. The sections were counterstained with Harris hematoxylin for 

better visualization under a light microscope. The exocrine portion of the pancreas is formed 

by pyramidal serous cells with spherical nuclei located in the periphery and an acidophilic 

cytoplasm, due to zymogen granules. No connective tissue capsule is found surrounding the 

pancreatic islets. The endocrine portion is characterized by the presence of cell groups 

diffusely distributed among the pancreatic acini, composed of polygonal or rounded cells, 

with spherical nuclei located centrally and weakly acidophilic cytoplasm. In H. maximiliani, 

three cell types were found (producers of INS, GLUC and SOM). The endocrine cells are 

interspersed, generally around the blood vessels, forming endocrine groups similar to 

pancreatic islets. No cells producing 5-HT and PP were observed, either in the endocrine or 

exocrine portion. Comprehension of the morphology and physiology of the species 

investigated will permit comparative analyses in future studies, besides information to 

understand the histopathological changes that can affect the pancreas of turtles, facilitating 

management of these species.  

 

Keywords: Turtles, Histology, Immunohistochemistry, Endocrine cells. 
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INTRODUÇÃO  

 Tartaruga-pescoço-de-cobra, como é conhecido o quelônio Hydromedusa maximiliani, 

é uma espécie endêmica da Mata Atlântica (ERNEST & BARBOUR, 1989), encontrada nos 

estados da Bahia (ARGÔLO & FREITAS, 2002), São Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo 

(ERNEST & BARBOUR, 1989; SOUZA et al., 2003) e Minas Gerais (MOREIRA, 1994; 

CHAGAS & RAPOSO-FILHO, 1999). É um animal de pequeno porte, sendo os machos 

maiores que as fêmeas (SOUZA & MARTINS, 2009). Sua atividade é influenciada 

principalmente pela pluviosidade e pela temperatura (SOUZA, 1995; SOUZA & ABE, 1997). 

A espécie é encontrada tipicamente em riachos de águas claras, arenosos e rochosos, com 

margem coberta por floresta conservada (IVERSON, 1992; ARGÔLO & FREITAS 2002; 

SOUZA 2005; SOUZA & MARTINS 2009). Possui hábito alimentar carnívoro, consumindo: 

larvas de insetos, crustáceos, anelídeos, aranhas, anfíbios, lagartos e carniça (YASHIMITA 

1990; GUIX  et al. 1992; NOVELLI et. al, 2013). Devido à perda de seu hábitat natural 

ocasionada pelo desmatamento das margens dos rios, o assoreamento do leito, a poluição e o 

envenenamento resultado do despejo de lixo industrial e doméstico e de produtos 

agroquímicos, a espécie é atualmente considerada uma espécie vulnerável pela IUCN (2017).  

O pâncreas tem sido estudado por técnicas de microscopia óptica e eletrônica e mais 

recentemente usando métodos imuno-histoquímicos em espécies de Chelonia (TITLBACH, 

1966; EPPLE & BRINN, 1975; YAGLOV & ELETSKI, 1975; YAGLOV, 1976; 

AGULLEIRO et al., 1985; GAPP et al., 1985; GARCIA AYALA, 1987; CHANDAVAR & 

NAIK, 2008). O pâncreas é uma glândula mista com funções endócrinas e exócrinas, 

importante para o controle dos níveis de glicose sanguíneos e no processamento dos 

nutrientes absorvidos no processo de digestão. É essencial entender a morfologia e fisiologia 

do pâncreas de todas as classes de vertebrados no intuito de facilitar o entendimento sobre 

fatores nutricionais e assim melhorar o manejo, atividades de repovoamento, e 

condicionamento das espécies em seus ecossistemas (CASTRO et al., 2003). Além disso, as 

buscas por células endócrinas no sistema gastroenteropancreático (GEP) tem sido importante 

para estudos filogenéticos (D’ESTE et al., 1995). 

O objetivo do presente trabalho é analisar a histologia e a imuno-histoquímica do 

pâncreas de H. maximiliani, de modo a avaliar a presença e a distribuição de células 

produtoras de INS, GLUC, SOM, 5-HT e PP possibilitando uma futura comparação com 

outras espécies para maior compreensão dos aspectos evolutivos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

No presente estudo foram analisados quatro espécimes adultos de H. maximiliani 

(Tabela 1) que se encontravam acondicionados em meio líquido (formol 10%) e depositados 

na Coleção Herpetológica do Departamento de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora (UFJF), MG. No Laboratório de Histologia e Embriologia da Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), o pâncreas de cada espécime foi dividido em duas porções: 

região duodenal e região esplênica, as quais foram clivadas em cortes seriados transversais e 

longitudinais e posteriormente processados por técnica histológica de rotina: desidratação (em 

uma série de concentração crescente de etanol de 70° GL a 100° GL), diafanização em xilol, 

impregnação e inclusão em parafina para obtenção de cortes histológicos de 5 μm de 

espessura em micrótomo. Para análise da anatomia microscópica do órgão 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 de colágeno e fibras 

musculares. Lâminas previamente tratadas com Poli-L-lisina 0.1% (Sigma Chemical Co., 

Saint Quentin Fallavier, France) foram utilizadas para o processamento imuno-histoquímico 

dos fragmentos. Os cortes desparafinados e hidratados foram incubados em tampão citrato 

(pH 6,0 – 0,01M) e aquecimento por 15 minutos em forno microondas para efetivar a 

recuperação antigênica dos tecidos. Posteriormente, bloqueou-se a enzima peroxidase 

endógena pela incubação em uma solução de peróxido de hidrogênio 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, as seções 

foram incubadas por 1 hora com os seguintes anticorpos primários: rato anti-insulina (Sigma-

Aldrich, Inc. USA - I2018) 1:1.000;  rato anti-glucagon (Sigma-Aldrich, Inc. USA - G2654) 

1:2.000; coelho anti-somatostatina (Dako Corp., CA, USA - A566) 1:300; coelho anti-

serotonina (Sigma-Aldrich, Inc. USA - S5545) 1:8.000; coelho anti-polipeptídeo pancreático 

(Diagnostic Biosystems, Inc. CA, USA - RP030) 1:25. 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, por mais 30 minutos (ambos 

da PK 6200, Vector Laboratories, Inc., EUA). A revelação foi feita por reação com 

Diaminobenzidina (DAB) (Diagnostic Biosystems, Inc., EUA, cod. K 047). Todas as 

diluições foram feitas com um diluente específico (Antibody Diluent - Spring Bioscience, 

cod. ADS-125) e para as lavagens entre fases utilizou-se tampão PBS (pH 7,4). As lâminas 

foram contracoradas com hematoxilina de Harris, desidratadas em séries de concentrações 

crescentes de etanol, diafanizadas em xilol e montadas com entelan (Merck e Co., EUA). Para 
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garantir a especificidade das reações, controles positivos e negativos foram utilizados. Por 

substituição do anticorpo primário com soro não imune o controle negativo foi definido. Os 

controles positivos foram produzidos usando cortes de tecido para cada anticorpo respectivo, 

conforme indicado na bula do produto.  

Todas as lâminas foram observadas e fotografadas com auxílio do microscópio 

Olympus BX41 e câmera digital Sony Cybershot DSCW 230. Para cada espécime analisado, 

foram capturadas fotomicrografias de ilhotas pancreáticas de três cortes distintos de cada 

região do pâncreas. De cada corte, foram feitas mensurações semi-automática da área, dos 

diâmetros maiores e menores das ilhotas pancreáticas, no aumento de 400X, usando um 

analisador de imagem computadorizado (Image-J software) com o cálculo da média ± SD 

(desvio padrão) por unidade de área (mm2) da mucosa. Foi definido como ilhota pancreática 

um conglomerado de células, composto por no mínimo quatro células. A frequência relativa 

de células endócrinas foi avaliadas para cada anticorpo, de maneira semi-quantitativa, e 

classificada em: imunorreatividade ausente (-) ou discreta (+), média (+ +) acentuada (+ + +). 

 RESULTADOS 

 O pâncreas da espécie H. maximiliani é compacto, de cor acastanhada, posicionado 

lateralmente ao intestino anterior (Figura 1). Nenhuma cápsula de tecido conjuntivo é 

observada envolvendo o órgão, e também não é encontrado nenhum septo de tecido 

conjuntivo dividindo o parênquima do pâncreas em lóbulos. O órgão é dividido em duas 

regiões: região duodenal e região esplênica. Duas porções distintas separadas de acordo com a 

morfologia e a função do órgão são visualizadas: uma porção exócrina, a qual produz enzimas 

digestivas a serem lançadas no interior do intestino anterior do animal; e uma porção 

endócrina, cuja função é produzir hormônios que controlam o metabolismo dos carboidratos. 
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Histologia 

A porção exócrina do pâncreas de H. maximiliani é formada por estruturas 

denominadas ácinos pancreáticos. Estruturalmente estes ácinos são constituídos por células 

serosas, em forma de pirâmides, com núcleo esférico posicionado na base da célula e 

citoplasma com grânulos de zimogênio. A porção endócrina da glândula é constituída por 

células poligonais ou arredondadas, com núcleo esférico central (Figura 2). Estas células 

podem ser visualizadas em grupos difusos entremeados nos ácinos pancreáticos, semelhante a 

ilhotas pancreáticas, porém sem nenhum tipo de tecido separando a porção endócrina da 

porção exócrina. Estes grupamentos endócrinos são frequentemente observados envolvendo 

vasos sanguíneos (Figura 3). As células endócrinas por vezes também são encontradas 

solitárias entre os ácinos pancreáticos. Ductos pancreáticos são observados no parênquima da 

glândula formados por epitélio simples cúbico em ductos de diâmetros menores, podendo se 

tornar epitélio estratificado cúbico nos ductos de maiores diâmetros (Figuras 4 e 5). A camada 

de tecido conjuntivo que reveste os ductos também aumenta progressivamente com o aumento 

de tamanho dos ductos. No centro dos ácinos pancreáticos são encontradas células 

centroacinares caracterizadas pelo formato cubóides com núcleos pálidos e citoplasma claro e 

escasso (Esquema 1). 

 

 

 

 

Figura 1 - Fotografia do tubo digestivo (TD) da espécie Hydromedusa maximiliani evidenciando a posição 

do pâncreas lateralmente ao intestino anterior da espécie estudada (*).  

* 
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Figura 2 - Fotomicrografias do pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Visão geral evidenciando porção 

exócrina formada por ácinos pancreáticos e porção endócrina formada por grupamentos difusos de células 

endócrinas (círculo). Seta destacando ducto pancreático.  Hematoxilina-Eosina. 

 

Figura 3 - Fotomicrografias do pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Setas indicando células endócrinas 

compondo grupamento difuso semelhante a ilhotas pancreáticas entre os ácinos. Hematoxilina-Eosina. 
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Figura 4 - Fotomicrografias do pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Setas destacando ductos pancreáticos 

formados por epitélio cúbico simples. Hematoxilina-Eosina. 

 

Figura 5 - Fotomicrografias do pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Demonstração da distribuição de 

tecido conjuntivo no órgão. Seta destacando ducto pancreático. Presença de vasos sanguíneos entre os ácinos 

pancreáticos (vs).  Tricrômico de Gomori. 
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Esquema 1: Esquema ilustrativo mostrando a ramificação dos ductos pancreáticos observados no parêncquima do pâncreas da espécie Hydromedusa maximiliani. (A) 

Maior aumento destacando a presença de células centroacinares no lúmen de um ácino pancreático (seta). (B) Ductos de diâmetros distintos evidenciando o aumento 

gardual da camada de tecido conjuntivo que os sustenta (círculo e seta). (C) Maior aumento de um ducto pancreático mostrando a camada de tecido conjuntivo. 

Hematoxilina-Eosina.  

100 μm 100 μm 

A B C 
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Imuno-histoquímica 

Células endócrinas aparentemente isoladas ou formando grupamentos semelhantes a 

ilhotas são observadas distribuídas no parênquima do pâncreas de H. maximiliani. Nenhuma 

delimitação de tecido conjuntivo é visualizada separando a porção endócrina da porção 

exócrina. São identificados três tipos de células usando anti-soros contra mamíferos: INS, 

GLUC e  SOM. Células IR a 5-HT e PP não são observadas.  

As células IR à INS, de formato arredondado ou poligonal, distribuíram-se 

isoladamente ou formando grupamentos semelhante a ilhotas pancreáticas ao longo do 

pâncreas da espécie H. maximiliani (Figura 6). A frequência relativa de células IR a INS é 

considerada acentuada (+++). 

As células IR a GLUC localizam-se entremeadas as células IR à INS nas estruturas 

semelhantes a ilhotas pancreáticas, as quais envolvem vasos sanguíneos (Figura 7) 

Ocasionalmente, células aparentemente isoladas são visualizadas distribuídas aleatoriamente 

entre os ácinos pancreáticos. As células que sintetizam GLUC apresentam formato 

arredondado ou poligonal, e apresentam frequência relativa avaliada como baixa (+). 

Também são observadas no pâncreas da espécie células IR à SOM. A frequência 

relativa de células IR a SOM é considerada baixa (+).  Nos grupamentos semelhantes a ilhotas 

as células produtoras de SOM apresentam posicionamento periférico, estando próximas as 

células produtoras de GLUC e INS (Figura 8). Algumas células IR à SOM são visualizadas 

aparentemente isoladas entre os ácinos com formatos que variam de arredondados a 

fusiformes. 

A média e o desvio padrão das medidas de área (µm2), diâmetros maior e diâmetro 

memor dos grupamentos endócrinos (µm), para cada região do pâncreas (duodenal e 

esplênica) do pâncreas da espécie H. maximiliani foram calculados e registrados na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Valores médios (±DP) de area (µm2), diâmetro maior e menor (µm) dos grupamentos endócrinos 

nas regiões do pâncreas da espécie H. maximiliani.  

 
Região Duodenal Região Esplênica 

Diâmetro Maior 124,610±43,877 140,899 ± 58,914 

Diâmetro Menor 93,815 ± 33,186 87,466 ± 31,514 

Área 9750,132± 8228,418 10365,357  ± 7195,631 
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Figura 6 - Fotomicrografia de células IR a INS no Pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Células 

endócrinas formando aglomerados semelhantes a Ilhotas pancreáticas. Vasos sanguíneos (vs). 

Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  

 

Figura 7 - Fotomicrografia de células IR a GLUC no Pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Células 

produtoras de glucagon compondo os aglomerados celulares semelhantes a Ilhotas pancreáticas. Vasos 

sanguíneos (vs).  Contracoloração: Hematoxilina de Harris 
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DISCUSSÃO 

 A anatomia do pâncreas de H. maximiliani, apresenta-se como uma glândula sólida 

e compacta semelhante ao encontrado em outros répteis (GARCIA AYALA et al., 1987; 

CHANDAVAR & NAIK, 2008; SARKAR & MAITI, 2011). Possui coloração amarelada a 

acastanhada, posicionando-se lateralmente ao intestino anterior, sendo dividido em duas 

regiões: região duodenal e região esplênica. 

 Ácinos pancreáticos formados por células serosas de formato piramidal, com núcleo 

esférico periférico e citoplasma com grânulos de zimogênios compõem a porção exócrina da 

glândula de H. maximiliani, mesmo padrão descrito por Motta & colaboradoes (1997). 

Células mais claras e de formato cubóides são visualizadas no centro dos ácinos pancreáticos. 

Estas células são denominadas células centroacinares e sua principal função é a produção de 

água e bicarbonato que compõe o suco pancreático (BURKITT et al., 1994). 

 Assim como descrito para as espécies de quelônios Mauremys caspica (GARCIA 

AYALA et al., 1989) e Podarcis hispanica (LOPEZ et al., 1988), a porção endócrina do 

pâncreas da espécie H. maximiliani é formada por grupamentos de células endócrinas 

semelhantes a ilhotas pancreáticas; ou por células aparentemente isoladas distribuídas 

aleatoriamente no parênquima do órgão. Os grupamentos endócrinos em H. maximiliani não 

 

Figura 8 - Fotomicrografia de células IR a SOM no Pâncreas de Hydromedusa maximiliani. Células 

endócrinas produtoras de somatostatina formando aglomerados celulares semelhantes a Ilhotas pancreáticas. 

Contracoloração: Hematoxilina de Harris.  



 59 

apresentam cápsula de tecido conjuntivo delimitando em ilhota pancreática, o mesmo 

observado em Pseudemys scripta elegans (AGULLEIRO et. al., 1985), Testudo graeca e 

Mauremys caspica (GARCIA AYALA et al., 1987), Melanochelys trijuga (CHANDAVAR 

& NAIK, 2008) e Eutropis carinata (CHANDAVAR & NAIK, 2011). Mas diferente do que 

ocorre em Chrysemes picta (CARDEZA, 1957) e Lissemys punctata (SARKAR & MAITI, 

2011). Em H. maximiliani, assim como em Melanochelys trijuga (CHANDAVAR & NAIK, 

2008) e E. carinata (CHANDAVAR & NAIK, 2011) observa-se que os grupamentos 

endócrinos envolvem vasos sanguíneos, indicando sua propriedade endócrina. Esta baixa 

organização da porção endócrina do pâncreas é comum em tartarugas, crocodilos e alguns 

lagartos (EPPLE & BRINN, 1987).  

 Apenas três tipos de células endócrinas IR são identificados em H. maximiliani: 

INS, GLUC e SOM. Mas na maioria dos répteis pelo menos quatro tipos celulares já formam 

encontrados: INS, GLUC, SOM e PP (EL-SALHY & GRIMELIUS, 1981b; BUCHAN et al., 

1982; RHOTEN & HALL 1982; EL-SALHY et al., 1983; BUCHAN, 1984; AGULLEIRO et. 

al., 1985; GAPP et al., 1985; GARCIA AYALA et. al., 1987). Células IR a PP não são 

identificadas em H. maximiliani, carência esta também apontada para as espécies de cobras 

Vipera aspis e Natrix maura (MASINI, 1988). 

 As ilhotas pancreáticas na maioria dos répteis são descritas como sendo maiores na 

porção esplênica do pâncreas (MILLER, 1962; PEREZ-TOMAS, 1989; SARKAR & MAITI, 

2011). Enquanto que em Pseudemys scripta elegans e Chrysemes picta são mais abundante na 

região duodenal (PUTTI et al., 1991c). As divergências de distribuição das ilhotas 

pancreáticas ao longo do pâncreas podem ser explicadas pelo fato do órgão, durante o 

desenvolvimento embrionário, surgir a partir de dois diferentes primórdios pancreáticos, 

ventral e dorsal (BAETENS et al., 1979). Wieczorek & colaboradores (1998) sugerem 

também que esta diferenças na concentração de células endócrinas no pâncreas de classes 

distintas pode ser devido a diferentes tipos de hábitos alimentares.  

 Na maioria dos répteis, as células β estão localizadas no centro das ilhotas 

pancreáticas, enquanto que as células α estão em posição periférica (EL-SALHY & 

GRIMELIUS, 1981a; EL-SALHY  et  al.,  1983;  AGULLEIRO  et  al.,  1985; GAPP  et  al.,  

1985; GARCIA AYALA, 1989; PUTTI et al., 1992; STEINER et al., 2010). Em H. 

maximiliani, as células α e β encontram-se intercaladas como no pâncreas da espécie 

Thamnophis sirtalis (Rhoten, 1984). As diferenças na organização das ilhotas pancreáticas 

pode ser resultado dos diferentes mecanismos de desenvolvimento, contudo, sugere-se que 
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possa ser resultado de diferentes necessidades metabólicas e condições fisiológicas 

(STEINER et al., 2010). 

 No cágado H. maximiliani, as células β são mais numerosas que as células α ao 

longo do pâncreas, o mesmo relatado para os quelônios: Chrysemys d’orbignyi e Phrynops 

hilarii (CARDEZA, 1957), Geoemyda pufcherrima (MILLER, 1962) e Melanochelys trijuga 

(CHANDAVAR & NAIK, 2008). Uma frequência maior de células α em relação à frequência 

de células β também já foi descrita dentro da classe reptilia (BONNER-WEIR & WEIR, 

1979; FALKMER & OSTBERG, 1977; PEREZ-TOMAS, 1989; CHANDAVAR & NAIK, 

2011).  Porém, alguns lagartos da família Gekkonidae, demosntraram quantidades similares 

de células α e β, ou uma prevalência de células α (PEREZ-TOMAS et al.,1989; PUTTI et al., 

1991a, b, c; DELLA ROSSA & PUTTI, 1995). Em crocodilianos, as ilhotas da espécie 

Alligator mississippiensis apresentam a metade de células β e outra metade de células não-β 

(MILLER, 1962). Para a subclasse Squamata, pequenas e grandes ilhotas são observadas, 

sendo a frequência de células não-β maior que a de células β (FALKMER & OSTBERG, 

1977). É função da INS e do GLUC controlar  e manter a homeostase dos níveis de glicose 

(HSU & CRUMP, 1989).  

 A principal função da SOM é inibir as secreções de INS e GLUC (HAZELWOOD, 

1984; TOBOADA et al., 1985; WILLIAMS & GOLDFINE, 1985; EPPLC & BRINN, 1987;).  

Em H. maximiliani as células IR a SOM são distribuídas de forma isolada ou na periferia dos 

grupos de células endócrinas, entremeadas nas células produtoras de GLUC, similar ao que 

acontece em lagartos (EL-SAHLY et al., 1983; PUTTI et al., 1992). Nos quelônios Testudo 

graeca, Mauremys Caspica e Leptachatina lepida células produtoras de SOM são 

difusamente distribuída no pâncreas, não sendo observadas nenhuma associação com células 

IR a INS e GLUC (PEREZ-TOMAS et al., 1989). As células IR a SOM e PP são antagonistas 

trabalhando no controle das secreções de células de zimogênio (GAPP et al., 1985). 

 Nenhuma célula IR a PP é identificada no parênquima do pâncreas da espécie H. 

maximiliani, apesar de ser descrita no pâncreas de outros répteis (RHOTEN & SMITH, 1978; 

EL-SAHLY et al, 1983; AGULLEIRO et al., 1985; GARCIA AYALA et al, 1987, PUTTI et 

al., 1992).  

  Células produtoras de 5-HT não são observadas compondo o pâncreas endócrino da 

espécie estudada. Entretanto, estas células endócrinas são descritas no pâncreas do réptil 

Caiman latirostris e Trachemys scripta elegans (YAMADA  et  al., 1986; KU et al., 2000). 
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CONCLUSÕES 

 O estudo imuno-histoquímico revelou três tipos de células endócrinas no pâncreas de 

H. maximiliani: células produtoras de INS, GLUC e SOM. 

  O estudo fornece dados histológicos e imuno-histoquímicos a serem utilizados como 

referência na compreensão de alterações histopatológicas que possam afetar o 

pâncreas de quelônios, facilitando o manejo das espécies. Além disso, permitirá 

análises comparativas dentro do grupo, fornecendo subsídios para estudos evolutivos 

futuros. 

CONCLUSÃO GERAL 

 A morfologia do pâncreas das espécies P. geoffroanus e H. maximiliani 

confirma o padrão de organização comum nos estudos realizados com répteis, 

onde a porção endócrina encontra-se dispersa entre os acinos pancreáticos 

formando ou não grupamentos endócrinos semelhantes a ilhotas pancreáticas. 

Não foi observado tecido conjuntivo distinto separando as ilhotas pancreáticas 

da porção exócrina circundante. 

 A organização celular dos grupamentos endócrinos semelhantes a ilhotas 

pancreáticas é diferente nas duas espécies estudadas. Em P. geoffroanus as 

células produtoras de insulina posicionam-se no centro dos grupamentos 

endócrinos, enquanto as células produtoras de glucagon ocupam a periferia. Já 

na espécie H. maximiliani os dois tipos celulares se intercalam, geralmente ao 

redor de vasos sanguíneos.  

 O estudo imuno-histoquímico revelou quatro tipos de células endócrinas no 

pâncreas de P. geoffroanus: células produtoras de INS, GLUC, SOM e PP. Na 

espécie H. maximiliani apenas três tipos celulares foram encontrados: células 

produtoras de INS, GLUC e SOM. 

 A frequência relativa de células endócrinas IR a INS, GLUC, SOM e PP é 

diferente quando feita comparação do pâncreas das duas espécies de cágados: P. 

geoffroanus e H. maximiliani. 
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  O estudo ajudará no entendimento da fisiologia digestiva das espécies 

investigadas e fornecer dados histológicos e imuno-histoquímicos a serem 

utilizados como referência na compreensão de alterações histopatológicas que 

possam afetar o pâncreas 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).  

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.  
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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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ANEXO B 
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