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RESUMO

SILVA, Ana Clarisse Dias, Universidade Federal da Paraiba, julho de 2017. Existéncia da al¢a de
Henle em Chelonoides denticulatus e efeitos da furosemida em Chelonoides denticulatus
(linnaeus, 1766) e Chelonoides carbonarius (spix, 1824). Orientador: Ricardo Roméo Guerra.

O objetivo deste trabalho foi analisar histologicamente o néfron do jabuti Chelonoides denticulatus
e verificar a existéncia da alca de Henle no rim dessa espécie, além disso, testar a acdo do diurético
furosemida nos jabutis Chelonoides denticulatus e Chelonoides carbonarius, ja que a presenca
dessa estrutura gera subsidios para a utilizacdo de farmacos que atuem nela. Para histologia foram
coletados fragmentos renais do C.denticulatus e feita a microtomia com espessura de 5 um com
coloracdo de hematoxilina-eosina. A furosemida foi administrada em doze jabutis de diferentes
tamanhos, idades e sexo, sendo seis da espécie C. carbonarius e seis da espécie C. denticulatus.
Foram observadas e registradas a hora em que esses animais urinaram. Os resultados obtidos
comprovam a existéncia da alca de Henle no jabuti da espécie C. denticulatus e o efeito positivo do
diurético furosemida no jabuti da espécie C. carbonarius.

Palavras-chave: Chelonoidis, furosemida, répteis, néfron, diurético.



ABSTRACT

SILVA, Ana Clarisse Dias, Federal University of Paraiba, July 2017. Existence of the Henle loop
in Chelonoides denticulatus and effects of furosemide on Chelonoides denticulatus (linnaeus,
1766) and Chelonoides carbonarius (spix, 1824). Advisor: Ricardo Roméo Guerra.

The objective of this work was to analyze the nephron of the jabuti Chelonoides denticulatus and to
verify the existence of the Henle loop in the kidney of this species, besides, to test the action of the
diuretic furosemide in the jabutis Chelonoides denticulatus and Chelonoides carbonarius, since the
presence of this structure generates Subsidies for the use of drugs that act on it. For histology, renal
fragments of C.denticulatus were collected and microtomy with a thickness of 5 um with
hematoxylin-eosin staining. Furosemide was administered in twelve different sizes, ages and sex, of
which six were C. carbonarius and six were C. denticulatus. The time at which these animals
urinated was observed and recorded. The results obtained demonstrate the presence of the Henle
loop in the C. denticulatus jabuti and the positive effect of the diuretic furosemide on the jabuti of
the C. carbonarius species.

Key words: Chelonoidis, furosemide, repteis, nefron, diuretic
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O trabalho de conclusdo de curso estd sendo apresentado em forma de artigo segundo as normas da revista
Pesquisa Veterindria Brasileira (Anexo 1).

EXISTENCIA DA ALCA DE HENLE EM JABUTI C. DENTICULATUS E EFEITOS DA
FUROSEMIDA EM JABUTIS C. DENTICULATUS (Linnaeus, 1766) E C. CARBONARIUS (Spix,
1824)1

Ana Clarisse D. SilvaZ; Antonio R. A. Neto?; Nailson A. N. Junior?; Thiago Nery3; Kleber Macedo*; Ricardo R.
Guerra®

ABSTRACT.- Silva A.C.D., Neto A.R.A,, Jinior N.A.N., Nery T., Macedo K., Guerra R.R. 2017. [Existence of the
Henle loop in Chelonoides denticulatus and effects of furosemide on Chelonoides denticulatus (linnaeus,
1766) and Chelonoides carbonarius (spix, 1824).] Existéncia da al¢a de Henle em Chelonoides denticulatus e
efeitos da furosemida em Chelonoides denticulatus (linnaeus, 1766) e Chelonoides carbonarius (spix, 1824).
Pesquisa Veterinaria Brasileira. Departamento de Ciéncias Veterinaria, Universidade Federal da Paraiba, Centro
de Ciéncias Agrarias, Cidade Universitaria, Areia, PB 58397-000, Brazil. Email: rromaoguerra@gmail.com

The objective of this work was to analyze the nephron of the jabuti Chelonoides denticulatus and to
verify the existence of the Henle loop in the kidney of this species, besides, to test the action of the diuretic
furosemide in the jabutis Chelonoides denticulatus and Chelonoides carbonarius, since the presence of this
structure generates Subsidies for the use of drugs that act on it. For histology, renal fragments of C.denticulatus
were collected and microtomy with a thickness of 5 pum with hematoxylin-eosin staining. Furosemide was
administered in twelve different sizes, ages and sex, of which six were C. carbonarius and six were C. denticulatus.
The time at which these animals urinated was observed and recorded. The results obtained demonstrate the
presence of the Henle loop in the C. denticulatus jabuti and the positive effect of the diuretic furosemide on the
jabuti of the C. carbonarius species.

INDEX TERMS: Chelonoidis, furosemide, repteis, nefron, diuretic

1Recebido em ......ccceevvevrcvieecienennne

Aceito para publicagdo em .........ccoceeeeiririeiin e

2Estudantes de Medicina Veterinaria, Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Cidade Universitaria, Areia, PB
58397-000, Brazil.

3Médico Veterinario do Parque Arruda Camara (BICA), Centro, Jodo Pessoa-PB 58020325

“Estagiario do Parque Arruda Camara (BICA), Centro, Jodo Pessoa-PB 58020325

5Professor Doutor da Universidade Federal Da Paraiba (UFPB), Cidade Universitaria, Areia, PB 58397-000,
Brazil Autor para correspondéncia: rromaoguerra@gmail.com

RESUMOO objetivo deste trabalho foi analisar histologicamente o néfron do jabuti Chelonoides
denticulatus e verificar a existéncia da al¢a de Henle no rim dessa espécie, além disso, testar a agdo do diurético
furosemida nos jabutis Chelonoides denticulatus e Chelonoides carbonarius, ja que a presenca dessa estrutura gera
subsidios para a utilizacdo de farmacos que atuem nela. Para histologia foram coletados fragmentos renais do
C.denticulatus e feita a microtomia com espessura de 5 um com coloragdo de hematoxilina-eosina. A furosemida
foi administrada em doze jabutis de diferentes tamanhos, idades e sexo, sendo seis da espécie C. carbonarius e
seis da espécie C. denticulatus. Foram observadas e registradas a hora em que esses animais urinaram. Os
resultados obtidos comprovam a existéncia da alca de Henle no jabuti da espécie C. denticulatus e o efeito
positivo do diurético furosemida no jabuti da espécie C. carbonarius.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Chelonoidis, furosemida, répteis, néfron, diurético

INTRODUGAO

Nos vertebrados os rins tém varias fun¢des como filtracdo, homeostase, reabsorgio, funcdes enddcrinas
e metabdlicas (SODRE et al, 2007). Nos répteis os rins desempenham a fun¢io de regulacio hidrica,
osmorregulacdo, excrecdo de produtos metabdlicos, produgdo de metabélitos de vitamina D e hormonios, além
de producio de eritroproetina (CUBAS et al., 2014). O néfron é a unidade funcional e estrutural do rim (WELSCH
& STORCH 1976). Sendo formado, nos mamiferos, por uma sucessdo de segmentos tubulares compostos por
diferentes tipos de células epiteliais. Estes segmentos podem ser topograficamente subdivididos segundo a
morfologia de suas células em: tubo contorcido proximal, al¢ca descendente de Henle, al¢a ascendente medular de
Henle, alca ascendente cortical de Henle, tubo contorcido distal, ducto coletor cortical, ducto coletor medular
externo e ducto coletor medular interno (IBRAHIM, 1997). Os tubulos contorcidos proximal e distal, a alca de
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Henle e o ducto coletor tém funcdo de reabsorver e secretar fons e outras substancias, fazendo com que ocorra o
equilibrio homeostatico (SODRE et al., 2007).

Nos mamiferos, a alca de Henle é uma estrutura localizada na por¢do medular dos rins sendo formada
por células achatadas e nticleo redondo (BACHA & BACHA, 2003), tendo a fungdo principal de reabsorver agua,
s6dio e magnésio. Esta estrutura faz com que os mamiferos consigam reduzir o volume da urina e aumentar sua
concentragdo osmotica em varias vezes em relacdo a osmolaridade do plasma sanguineo (POUGH, 1993).

Os estudos que envolvem répteis (ASHLEY, 1969; POUGH, 1993; MADER, 1996; CHUN-SHENG XU &
PING YANG, 2012; BACHA & BACHA, 2003; CARVALHO, 2013) relatam que os rins dos mesmos niao possuem alca
de Henle em seus néfrons, inclusive, segundo Ashley (1969), tais animais ndo apresentariam nem a regido
medular, na qual est4 alocada grande parte da alca de Henle, em outros animais. Seus néfrons seriam do tipo
cortical sem a presenca desta estrutura. Devido a essa auséncia, os répteis ndo podem concentrar urina como os
mamiferos (MADER,1996), portanto, sua urina nio é hiperosmotica (XU, 2012).

A presenga ou ndo da al¢a de Henle no néfron é de importancia na clinica de animais, uma vez que
existem firmacos que possuem atua¢do exatamente neste segmento do néfron, como a furosemida, que age no
ramo ascendente espesso dessa estrutura, segundo HOECHST (1980). Esse diurético é de ampla utilizagdo por
ter rapida acdo, principalmente em quadros agudos que necessitem de diurese (MARTINDALE, 1991; SILVA,
1994). O farmaco é de grande utilidade na pratica veterinaria, devido a sua pronta atuacio, alta capacidade de
remocao de fluidos intersticiais, média toxicidade e rapida eliminagio do organismo (ADAMS, 2003).

A espécie Chelonoides carbonarius, uma das duas espécies de jabutis do Brasil, apresenta a alca de Henle
em seus néfrons (FARIA, 2003), sendo assim possivel o uso dos farmacos que atuam nessa regido. No estudo
supracitado a presenca da alca de Henle foi comprovada por estudos histolégicos. Como ja citado ha duas
espécies de jabutis no Brasil, o préprio Chelonoidis carbonarius e o Chelonoidis denticulatus, ambos possuem
semelhanca no tamanho corporal, dieta, forma e comportamento, diferindo também quanto as suas areas de
ocorréncia. Podem ser diferenciadas pela coloracdo das patas e por algumas caracteristicas morfologicas
descritas na literatura (WILLIANS, 1960; CASTANO-MORA; LUGO-RUGELES, 1981; PRICHARD; TREBBAU, 1984;
MOSKOVITS, 1998).

A furosemida atua como vasodilatador relacionando-se com a diminuicdo da retencdo de sddio e
aumento na sintese de algumas prostaglandinas, é indicado no tratamento de edema associado com insuficiéncia
cardiaca congestiva, cirrose hepatica e doenca renal cronica, inclusive sindrome nefrética, como adjuvante no
tratamento de edema pulmonar agudo, em crise hipertensiva, em hipertensdo leve e moderada associada a
outros agentes anti-hipertensivos (MARTINDALE, 1991; PONTO & SHOENWALD, 1990a, 1990b). Ainda de
acordo com MATINDALE (1991) e PONTO & SHOENWLAD (1990a, 1990b) a furosemida também é indicada em
casos de hepatopatias e situa¢des acompanhadas de hipercalcemia e oligtria por insuficiéncia renal. Silveira
(2014) relata o uso da furosemida em C. carbonarius, que foi utilizada como adjuvante para o tratamento de
edema pulmonar causado por pneumonia bacteriana.

CUBAS et al. (2014) afirmam que os reptéis perdem uma por¢do ascendente da alga de Henle e a
furosemida age nesse ramo (HOECHST, 1980). Faria (2003) comprovou histologicamente a existéncia da al¢a de
Henle na espécie C. carbonarius, mas ndo ha estudos sobre a espécie C. denticulatus. Sio também inexistente
estudos sobre a acdo de farmacos com a¢do em tal estrutura do néfron. Desta maneira, o objetivo deste trabalho
foi analisar histologicamente o néfron do jabuti C. denticulatus e verificar a existéncia al¢ca de Henle, além disso,
aplicar a furosemida nos jabutis C. denticulatus e C. carbonarius, ja que a presenca dessa estrutura gera subsidios
para a utilizacdo de fArmacos que atuem nela.

MATERIAL E METODOS

Para avaliar a existéncia da al¢ca de Henle no néfron de C. denticulatus, foi coletado fragmentos renais de
um espécime de C. denticulatus oriundo de um criatério da Cidade de Castanhal, Parg, que veio a dbito por causas
desconhecidas. Os fragmentos foram fixados em formol 10% e incluidos em parafina segundo protocolo padrao
(HELENO et al., 2011). Realizou-se microtomia com espessura de 5 pm e coloragdo de hematoxilina-eosina. As
fotomicrografias foram digitalizadas e analisadas em microscopio Olympus BX-60 e camera Zeiss AxioCam
acoplada com programa de captura de imagem Motic Image Plus 2.0.

Para o experimento com a furosemida foram utilizados doze jabutis (SISBIO 58961), de diferentes
tamanhos, idades e sexo, sendo seis da espécie C. carbonarius e seis da espécie C. denticulatus. Os animais
submetidos a esse estudo foram provenientes do Parque Zoobotanico Arruda Camara-Bica localizado na Cidade
de Jodo Pessoa-PB, sendo todo o procedimento realizado no préprio Parque.

Todos os animais passaram por avaliagdo medica veterinaria, onde tiveram seus pesos avaliados para
que pudessem ser calculados os volumes exatos para administragdo do farmaco. Foram utilizadas 23 frascos
ampolas de 2ml de furosemida, na concentra¢do 10 mg/ml, a dose utilizada para os calculos foi de 5mg/kg, de
acordo com Bretas (2014). O farmaco foi administrado por via intramuscular do membro pélvico, utilizando 12
seringas de 5 ml, e agulhas 25x07, sendo descartadas ap6s as aplicacdes.
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A hora de administragdo do farmaco foi registrada. Em seguida, os jabutis foram colocados sobre uma
base cilindrica de alvenaria, dentro de cubas de plastico, a fim de observar o tempo exato em que cada animal
demorou para urinar, o tempo total de observacdo foi de trés horas. Todos os dados foram registrados em
tabelas para que assim fossem calculados os intervalos entre a aplicacdo e a primeira urina excretada pelo
animal apds a aplicacdo da furosemida, intervalo de tempo efeito (TE).

Foi feito o mesmo procedimento no grupo controle com os 12 jabutis sem a aplicacdo da furosemida, em
que eles foram observados durante 3 horas (tempo maximo em que um jabuti passou para urinar apés a
aplica¢ao da furosemida) e registradas as horas em que eles urinaram.

Foram utilizados os métodos estatisticos de média e desvio padrao, para analise dos resultados.

Para o registro das fotografias dos momentos, foram realizados com a caAmera de modelo Motorola, Moto

Figura 1. Imagens fotograficas da metodologia do experimento. A) Aplicacdo da Furosemida em jabuti C.
denticulatus; B) Jabutis das espécies C. denticulatus e C. carbonarius sobre bases cilindricas de alvenaria para
observacdo do momento da micg¢ao

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisarmos histologicamente os rins do jabuti C. denticulatus observou-se a presenca da al¢a de
Henle. As caracteristicas encontradas nos néfrons dessa espécie foram semelhantes as descritas por FARIAS
(2003) para o jabuti C. carbonarius. O glomérulo era semelhante aos dos mamiferos; os tubulos contorcidos
proximais se localizavam na porg¢do cortical, sendo formados por uma camada simples de células cubdides,
possuindo uma pequena luz tubular com borda em escova; os tubulos contorcidos distais concentravam-se na
por¢do medular, diferentemente dos mamiferos que estdo no cértex (SAMUELSON, 2007). Tais tubulos também
eram formados por uma camada simples de células cuboides, com uma maior luz tubular e sem
microvilosidades. A alga de Henle se encontrava também na por¢do medular, formada por uma camada de
células cubicas basdfilas, também diferente das células pavimentosas encontradas em mamiferos (SAMUELSON,
2007). Apo6s os néfrons, encontravam-se os tibulos coletores, os quais eram formados por células prismaticas
acidoéfilas com maior luz que os tibulos contorcidos, a semelhan¢a dos mamiferos (SAMUELSON, 2007) (Figuras
2e3).

Sendo assim, o presente estudo com C. denticulatus corrobora o de Farias (2013) para C. carbonarius e o
de CUBAS et al. (2014) para répteis e contraria os demais estudos (ASHLEY, 1969; POUGH,1993; MADER, 1996;
XU, 2012; BACHA & BACHA,2003; CARVALHO,2013) que descrevem a auséncia de alga de Henle em répteis.
Desta forma, sugere-se que farmacos com ac¢do na alga de Henle possam ser utilizados na clinica veterinaria
dessa espécie.

Quanto a aplicacdo da furosemida nas espécies C. carbonarius e C. denticulatus, de acordo com os
parametros estatisticos de média e desvio padrio, feitos pela relacdo do tempo em que os jabutis dessas duas
espécies levaram para urinar, nos experimentos com a aplicacdo da furosemida e sem a aplicacdo deste diurético,
é possivel afirmar que para espécie C. carbonarius houve efeito positivo do farmaco, ja na C. denticulatus nao
ocorreu esse efeito (Figura 4).
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No teste com a furosemida dos 6 espécimes observados de C. carbonarius, o tempo minimo para o efeito
foi de 13 minutos e o tempo maximo foi de 82 minutos, ocorrendo uma variacdo de 69 minutos, com a média e
desvio padrdo de de 41,83+23,96 minutos. Nos seis jabutis C. denticulatus a variacdo foi de 167 minutos, de
acordo com o tempo minimo de 13 minutos e o tempo maximo de 180 minutos, sendo a média e desvio padrio
de 62,33+ 70,87 minutos.

No teste controle, sem a furosemida, os seis jabutis C. carbonarius apresentaram o tempo minimo para
urinar de 3 minutos e o tempo maximo de 180 minutos, ocorrendo variagdo de 177 minutos, com a média e
desvio padrao de 90,17+68,99 minutos. Nos 6 jabutis C. denticulatus o tempo minimo foi de 7 minutos e o
méaximo de 155 minutos, apresentando média e desvio padrao de 67,5+56,08 minutos.

Esses resultados apontam a eficacia da furosemida na espécie C. carbonarius devido a média entre os
testes com o farmaco ter dado uma diferenca de metade do tempo com relagdo ao teste sem a aplicagido da
furosemida, diferentemente para o C. denticulatus, em que os valores dessas médias foram bem aproximados.
Apesar de positiva da furosemida ter se mostrado eficaz nos C. carbonarius, nio foi possivel observar diferenca
estatistica devido ao grande desvio padrao dos niimeros e ao restrito nimero de animais utilizados.

Torres et al. (2017) fizeram uso da furosemida para o tratamento de blefaroedema em C. carbonaria,
assim como, Silveira (2014) o fez para o tratamento de edema pulmonar por pneumonia bacteriana nesses
jabutis. Os estudos supracitados apontam para um resultado positivo deste farmaco para a espécie, o que
corrobora nossos achados para tal espécie.

Segundo SPINOSA (2011) quando a furosemida é aplicada por via intramuscular, em cies e gatos, em
uma hora pode atingir sua concentracio maxima e o seu efeito dura por trés horas, no maximo. Quando a
furosemida foi aplicada nos jabutis da espécie C. carbonarius o tempo maximo para urinar foi de 1 hora e 22
minutos. Sem a furosemida um animal ndo urinou no tempo de observagio de trés horas. Esse resultado reforga
o efeito positivo da furosemida no jabuti C. carbonarius.

Para a espécie C. denticulatus, ndo houve efeito aparente da atuagdo da furosemida, entretanto, o niimero
amostral utilizado foi pequeno, e o desvio padrio alto, sendo assim, o experimento deve ser repetido com o uso
de mais animais para verificar se realmente a furosemida ndo tem efeito diurético nessa espécie.

Fig. 2: Fotomicrografias de por¢des do néfron de jabuti Chelonoidis denticulatus. A) Tubulo contorcido distal
(asterisco). B) E observado ttbulo contorcido proximal (seta), alca de Henle (cabeca de seta) e vaso sanguineo
(asterisco). Mancha de hematoxilina-eosina. Bar: 100pum.

14



] ™ LA N AR X ; S — B S i B ] W .
Fig. 3: Fotomicrografias da area cortical renal de jabuti Chelonoidis denticulatus. A) Nota-se Alcas de Henle
(setas), glomérulo (asteriscos) e tubulo contorcido proximal (cabeca de seta). B) Observa-se alcas de Henle
(setas), tubulo contocido proximal (cabeca de setas) e tibulo contorcido distal (seta vazada). A,B) Mancha de
hematoxilina-eosina. Bar: 300um.
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Figura 4. Relacdo do tempo urindrio(em minutos) em jabutis C.carbonarius e C.denticulatus com e sem a
aplica¢ao da Furosemida (C.c: Chelonoidis carbonaria/ C.d: Chelonoidis denticulata).

CONCLUSAO
Existéncia da al¢a de Henle no jabuti da espécie C. denticulatus e o efeito positivo do diurético furosemida no
jabuti da espécie C. carbonarius. Uma vez existindo a alga de Henle nas duas espécies de jabutis, ha possibilidade
de utilizacdo da furosemida nesses animais.
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