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RESUMO: O Gracilinanus agilis, também
conhecido como cuica-graciosa, € um marsupial
presente em varios paises sul-americanos e os
dados sobre sua morfologia respiratoria ainda

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica

GRACILINANUS AGILIS

s&o escassos. Para realizagdo do trabalho, foram
utilizados cinco animais, que foram incisados em
sua porgao cervical e toracica, a ap6s divulséo
dos tecidos, realizou-se a avaliacéo "in situ" e,
posteriormente, "ex situ", para analise mais
detalhada, identificando assim, cinco lobos
pulmonares, quatro lobos do lado direito e um
do lado esquerdo. Em seguida, realizou-se
incisdes transversais em cada lobo, para melhor
avaliacdo do parénquima pelo estudo histologico
dos segmentos pulmonares. Foram realizadas
trés coloragdes, hematoxilina e eosina, azul
de toluidina e, picrosirius, através das quais,
observou-se que a cartilagem da traqueia € hialina
com anéis incompletos, reduzida presenca de
cartilagem nos segmentos bronquiais e auséncia
nos bronquiolares. O presente trabalho objetivou
obter mais dados sobre a morfologia da arvore
brébnquica do G. agilis, contribuindo para maior
conhecimento morfolégico da espécie, para a
medicina da conservacgéo e zoologia.
PALAVRAS-CHAVE: Bronquios; Bronquiolos;
Marsupiais; Traqueia.

MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS
STUDY OF GRACILINANUS AGILIS
BRONCHIAL TREE

ABSTRACT: The Gracilinanus agilis, also known
as graceful-cuica, is a South-America marsupial,
and data about its respiratory morphology are
still scarce. For carrying out the work were used
five animals. They were inciseds in its cervical
and thoracic portion, after divulsion of abdominal
wall’s tissues, “in situ” and subsequently “ex situ”
evaluation has been made to obtain more details,
identifying five pulmonare lobes, four on the right
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and one on de left. Then transversal incisions were made in each lobe, for the histologic study
of pulmonary segments. Three colorings were performed, hematoxilin and eosin, toluidine
blue and picrosirius, through witch, it was observed that the tracheal cartilage is hyaline with
incomplete rings, there is reduced presence of cartilage on bronchial segments, absence in
bronchiolar. This work had the objective to get more knowledge about the G. agilis bronchial
tree morphology, contributing to greater morphological knowledge of the specie, conservation
medicine and zoology.

KEYWORDS: Bronchi; Bronchioles; Marsupials; Trachea.

INTRODUCAO

Pertencente a classe Mammalia, interclasse marsupialia e ordem Didelphimorphia,
o Gracilinanus agilis, assim como outros marsupiais, habitam territérios variados, de acordo
com seus habitos alimentares e caracteristicas préprias de cada espécie (HICKMAN JR. et
al., 2016). Comumente conhecido como cuica, o G. agilis vive em regides de vegetacao,
como Mata Atlantica, nos galhos das copas das &rvores, e por isso, sdo animais ageis e
com cauda estrategicamente preénsil (ANTUNES et al., 2006).

Devido aos seus héabitos de frugivoria, desempenha significante papel na dispersao
de sementes, 0 que contribui para 0 aumento no nimero de espécies vegetais das
regides em que vivem, como ja foi comprovado por estudos em determinadas &reas do
Cerrado (CAMARGO et al., 2011). O sistema respiratério € composto por narinas, seios
paranasais, parte nasal da faringe, laringe, traqueia e arvore brénquica. A traqueia segue
como uma estrutura indivisivel até certo ponto da cavidade toracica, onde se ramifica
em dois brénquios classificados de acordo com sua localizacdo, como extrapulmonares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A traqueia € um 6rgéo tubular revestido internamente por um epitélio classificado
como pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes. Em continuidade com
esse epitélio, ha um tecido conjuntivo extremamente vascularizado e rico em glandulas
seromucosas, sendo essas duas caracteristicas histolégicas responsaveis por aquecer e
umedecer o ar inalado, respectivamente. A presenca de células caliciformes é importante,
pois o contedo mucoso formado pela secre¢édo dessas células e das glandulas seromucosas
€ responsavel pela retencéo de sujidades inaladas. O muco e as sujidades retidas nele
séo eliminados em sentido a faringe, tal eliminacdo é possivel gracas ao batimento ciliar
(MONTANARI, 2016).

O G. agilis néo se classifica como um grupo em risco de extingdo (LESSA et al.,
2009; CARMIGNOTTO et al., 2015). O dimorfismo sexual nessa espécie nao é evidente,
néo aparentando diferencas significativas (RIBEIRO, 2011).

Assim, devido a sua presenca em varios cenarios brasileiros, é necessario maior
conhecimento sobre as caracteristicas morfolégicas do G. agilis. O presente trabalho
objetivou analisar as principais caracteristicas anatomicas e histologicas, presentes na
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arvore brénquica desses animais. Os dados obtidos serdo uma importante contribuicao
para somar as caracteristicas ja conhecidas sobre sua morfologia, possibilitando, portanto,

um conhecimento mais amplo sobre a fauna nacional.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Ciéncias Morfolégicas do
Centro Universitario da Fundagéo de Ensino Octavio Bastos — UNIFEOB, localizado na
cidade de Sao Jodo da Boa Vista, SP. Para a classificagdo da arvore brénquica foram
utilizados cinco animais de ambos os sexos, sendo trés machos e duas fémeas, sem
idade definida, pertencentes ao acervo de pecas anatdomicas do Laboratorio de Anatomia
Veterinaria da UNIFEOB. Esses animais foram cedidos com autorizacdo do IBAMA, pelo
processo numero 02001.007176/03-69. Foram respeitados os parametros Internacionais
da bioética e bem-estar animal conforme preconiza a CEUA — Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria de Sao Joédo da Boa Vista — UNIFEOB.

Para a observacao das estruturas pertencentes a arvore bronquica do Gracilinanus
agilis, foi feita inciséo cervical e toracica (da regido do pescoc¢o até proximo a regido
epigastrica). ApOs a realizagdo da incisdo cuténea, foi feito a divulséo dos musculos
esterno-hioide, esterno cefalico, esterno-tireoideo, para localizagéo da traqueia e, divulséo
dos musculos peitorais superficial, transverso e profundo. Em seguida, fez-se a ruptura dos
ossos do gradil costal e retirada do 0sso esterno, o que permitiu acesso ao coragao e aos
pulmdes direito e esquerdo, seguido da avaliagdo das estruturas “in situ”. Em seguida foi
realizada a ruptura dos ligamentos e tracionamento da traqueia em sua por¢éo mais cranial,
juntamente com as cartilagens da laringe, para a retirada dessas estruturas da cavidade
torécica e realizacdo das andlises “ex situ”. Apds a exteriorizacdo do conjunto traqueia,
pulmbes e coracdo, retirou-se o coracdo, desagrupando assim, coracdo e pulmoes,
para o isolamento e melhor visualizagdo dos lobos pulmonares. Cada lobo pulmonar foi
individualizado e incisado duas vezes (Figura 1), sendo uma incisdo cranial e outra caudal,
com lamina de bisturi nimero 21, o que permitiu a obtencdo de trés regides. As regides
obtidas a partir das incisdes foram: cranial, média e caudal, com excecao do lobo pulmonar
cranial direito que devido ao seu tamanho menor, foi incisado apenas uma vez em sua
porcdo mediana e, assim, foi separado apenas nas porg¢des cranial e caudal. O objetivo das
incisdes foi avaliar os ramos da arvore bronquica quanto ao seu calibre e distribuicdo no
parénquima. Desse modo, realizou-se a classificacdo dos bronquios lobares, segmentares
e subsegmentares. Posteriormente a andlise e identificagdo macroscépica, os tecidos

foram submetidos a processos que permitiram a obtencéo das laminas histolégicas.

Colecao Desafios das Engenharias: Engenharia Biomédica Capitulo 2 “



Figura 1: Representacéo ilustrativa das regides onde foram realizadas as incisdes em cada lobo
pulmonar. Observar a traqueia (T), o lobo pulmonar cranial direito (CrD), lobo pulmonar médio (M), lobo
pulmonar acessoério (A), lobo pulmonar caudal direito (CaD) e lobo pulmonar esquerdo (LE).

Os tecidos passaram inicialmente por concentracbes crescentes de alcoois, de
70% a 100%, sendo introduzidos trés vezes no alcool 100%, para que ocorresse sua
desidratacdo. Esses segmentos de pulmdes foram transferidos para xilol, um solvente que
atua clareando os tecidos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013) e posteriormente emblocados
em similar parafina Histosec®. Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo
LEICA®, modelo 2165, com espessura média de 5um e posteriormente corados seguindo
as técnicas de Hematoxilina e Eosina, Azul de Toluidina e Picrosirius.

Todos os resultados obtidos foram descritos de acordo com a Némina Anatomica
Veterinaria (International Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2017)
e com a Nomina Histologica Veterinaria (International Committee on Veterinary Histological
Nomenclature, 2017).

RESULTADOS

ApO6s a dissecacéo, a cavidade toracica do Gracilinanus agilis foi mensurada em 20
mm, sendo esse o comprimento identificado da base do pescoco até o diafragma no inicio
da regidao abdominal. A cavidade toréacica é protegida pelo gradil costal e, em sua superficie
caudal é delimitada pelo diafragma, sendo este responsavel por dividir a cavidade toracica
da cavidade abdominal. A maior parte da cavidade toracica é preenchida pelos pulmoes e
nela encontra-se o mediastino, espaco onde se localiza o coragdo. Através da avaliagao “in
situ” confirmou-se a intima relagdo dos lobos pulmonares com 6rgaos de outros sistemas,
como o coragao e o nervo vago (Figura 2).

Observou-se em avaliacdo “ex situ” que ao todo, o G. agilis possui cinco lobos
pulmonares, sendo quatro deles direitos, divididos em cranial, médio, caudal e acessorio, e
um lobo esquerdo unico (Figura 3).
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Constatou-se que a traqueia possui comprimento de 6mm e que ha ramificagéo das
estruturas correspondentes a arvore brénquica, uma vez que nos parénquimas dos lobos
cortados, visualizou-se brénquios de calibre maior, localizados centralmente no parénquima
e a medida que os bronquios progridem em sentido as por¢cdes mais distais dos lobos
pulmonares, observa-se estruturas de calibre menor em relagéo as que se localizam nas
porches centrais, logo, as estruturas de maior calibre e localizadas na regiéo extralobar,
sd@o os brénquios principais, dos quais se originam os brénquios lobares, presentes nas
porcGes mais proximais dos lobos pulmonares, e as estruturas distais e de calibre menor
correspondem aos brénquios segmentares e subsegmentares.

Assim, a ramificacdo anatdémica da arvore brénquica do G. agilis demonstrou a
traqueia se bifurcando em sua porgéo distal em dois bronquios principais e extralobares,
cuja ramificacdo do brénquio principal direito, formava quatro brénquios denominados
brénquios lobares e, identificados como 0s mais calibrosos presentes nas regides centrais
dos lobos pulmonares. Os brénquios segmentares e subsegmentares foram identificados
de acordo com seus calibres e suas localizagdes mais distais nos parénquimas pulmonares
anteriormente incisados (Figura 4). O brénquio principal esquerdo originou o brénquio
lobar, uma vez que adentrou no parénquima pulmonar sem ramificagbes prévias. Com base
nesses dados, fez-se a representacéo ilustrativa (Figura 5) da orientacao intralobar dos
lobos pulmonares descritos. Os tecidos foram processados e preparados para confeccao
de laminario histoldgico, possibilitando, assim, a obten¢do de dados referentes a sua
morfologia microscopica da traqueia e do parénquima pulmonar.

Microscopicamente avaliou-se que a traqueia (Figura 6) apresenta de anéis
incompletos, constituidos por cartilagem do tipo hialina e seu epitélio de revestimento é
pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes. Na avaliacao do parénquima
(Figura 7), observou-se que os segmentos de cartilagem, quando presentes ao longo das
estruturas bronquiais, sdo minimos, tendo em vista que em nenhum brénquio observou-se
a presenca de anéis incompletos ou de segmentos extensos, mas sim grande quantidade
de musculatura lisa e porgdes extremamente discretas da cartilagem. Observou-se que o
epitélio respiratério, anteriormente observado na traqueia, ndo se estende ao limen das
estruturas bronquiais, que sédo internamente revestidas por um epitélio simples cubico e
as estruturas bronquiolares apresentam epitélio simples pavimentoso em seu limen. Tais
dados condizem com um adelgacamento precoce das por¢cbes de revestimento da arvore
brénquica da espécie em questéo.

A ramificagé@o histoldgica da arvore brénquica do G. agilis, foi descrita de acordo
com as estruturas constituintes de cada segmento observado, onde os brénquios originam
bronquiolos, os bronquiolos se ramificam em bronquiolos terminais. Os bronquiolos
terminais se ramificam em bronquiolos respiratorios e esses por sua vez, se ramificam e
originam ductos alveolares. Os ductos alveolares se ramificam em sacos alveolares e, os

sacos alveolares se ramificam em alvéolos pulmonares, que séo constituidos por células
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distintas, entre as quais, destacam-se pneumdcitos do tipo | e do tipo Il. Com base nesses
resultados, realizou-se um esquema representativo (Figura 8), evidenciando as diferencas

morfologicas entre as principais estruturas supracitadas.

Figura 2: Pulmao “in situ”, & possivel observar o coragdo (CO), revestido pelo pericardio, o diafragma
(D), o lobo pulmonar esquerdo (LE), lobo pulmonar caudal direito (LCaD), o lobo acessorio (LA) e o
nervo vago (NV). Barra: 5mm.

Imm

Figura 3 :Vista ventral do pulmao do Gracilinanus agilis, observa-se a traqueia (T), a subdivisdo do
pulma&o direito em lobo pulmonar cranial direito (CrD), Lobo pulmonar médio (M), lobo pulmonar
acessorio (LA), lobo pulmonar caudal direito (CaD); e lobo pulmonar esquerdo (LE). Barra: 1mm.
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Figura 4: A, porcéo cranial do lobo pulmonar esquerdo. Observar: brénquio lobar, (*); brénquio

segmentar, (+); brénquio subsegmentar (seta). B, porcdo média do lobo pulmonar esquerdo; bronquio

lobar, (*); bronquio segmentar (+); brébnquio subsegmentar (seta). C, por¢éo distal do lobo pulmonar
esquerdo; brénquio segmentar (+) e brobnquio subsegmnetar (seta). Barra: 1Imm

Figuta 5: Observar a traqueia (T), carina traqueal (CT), lobo pulmonar cranial direito (CrD), lobo

pulmonar médio (M), lobo pulmonar acessério (LA), lobo pulmonar caudal direito (CaD), lobo pulmonar
esquerdo (LE). Cada lobo com suas respectivas ramificagbes da arvore brénquica: bréquios principais

(1), brénquios lobares (2), bronquios segmentares (3), bronquios subsegmentares (4).
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Figura 6: Fotomicrografia da traqueia. A, cartilagem hialina (seta grossa); segmento de musculatura lisa
(seta fina). HE, 40x. B- epitélio pseudoestratificado colunar ciliado com células caliciformes (seta fina);
condrdcitos (seta grossa); seta vazia: musculo liso (seta vazia); pericondrio e condroblastos (quadrado).
HE, 100x.

Figura 7: A, Bronquio (BR), bronquiolo terminal (bt), vaso sanguineo (v). Hematoxilina e eosina, 10x.
B, glandula mucosa (GM), musculo liso (seta). Hematoxilina e eosina, 100x. C, brénquio (BR), epitélio
simples cubico (seta fina), musculatura lisa (seta grossa), cartilagem hialina (circulo). alvéolo (A).
Azul de Toluidina, 40x. D- bronquiolo (Br), bronquiolo terminal (bt), bronquiolo respiratério (br), vaso
sanguineo (v), ducto alveolar (Da). Azul de Toluidina, 10x. E, brénquio (BR), bronquiolo (Br), bronquiolo
terminal (bt), vaso sanguineo (V). Picrosirius, 10x. F, bronquiolo terminal (bt); ducto alveolar (Da).
Picrosirius, 40x.
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Figura 8: A, brénquio; epitélio simples cubico (Ep); tecido conjuntivo da lamina prépria (Tc); fibras
musculares (Fm); cartilagem hialina (CH). B, bronquiolo; epitélio simples pavimentoso (Ep); fibras
musculares (Fm). C, bronquiolo terminal; epitélio simples pavimentoso (Ep), fibras musculares (Fm). D,
bronquiolo respiratério; epitélio simples pavimentoso (Ep).

DISCUSSAO

Segundo Hildebrand (1995), os mamiferos em geral, possuem pulm&o ramificado em
lobos. Essa ramificag@o expressiva, que também pode ser observada no Gracilinanus agilis,
esta intimamente relacionada com a alta taxa metabdlica desses animais, que necessitam
de uma acéo mais eficiente do pulmao, por isso, 0 maior nimero de ramificagdes. A divisédo
do pulméo direito em quatro lobos, cranial, médio, caudal e acessoério foi relatada em
animais silvestres como quati (Nasua nasua), descrito por Oliveira et al. (2012), ourigo-
cacheiro (Sphiggurus villosus), descrito por Guimaraes et al. (2012). Penno et al. (2005),
constatou que a cutia (Dasyprocta aguti) também possui o pulméao direito subdividido em
quatro lobos pulmonares, assim como o caititu (Pecari tajacu), descrito por Oliveira et al.
(2015).

Hare (1986) também constatou que todos os animais domésticos apresentam seu
pulmé&o direito subdividido em quatro lobos, com excecdo dos equinos. A subdivisédo do
pulm&o direito em quatro lobos, cranial, médio, caudal e acessério, foi igualmente observada
no G. agilis, assim como nas demais espécies silvestres usadas como comparacgéo. Todavia,
ao contrario do que foi observado por Oliveira et al. (2015) em relacdo a ramificacdo
da arvore brénquica de caititus, o G. agilis, ndo apresenta brénquio traqueal, e assim,
0 unico ponto de ramificacdo da traqueia, presente na espécie estudada, estéa restrito a
carina traqueal. Assim, a morfologia de sua arvore brénquica, se assemelha em partes, a
morfologia de animais domésticos como céaes e gatos, e de outros animais silvestres como
quati, ourico cacheiro e cutia.

Por meio da analise microscépica, observou-se que a traqueia do G. agilis, apresenta
a mesma divisdo histologica descrita por Gartner e Hiatt (2007), sendo este érgéo dividido
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histologicamente na camada mucosa, composta pelo epitélio pseudoestratificado cilindrico
ciliado com células caliciformes, ou simplesmente epitélio respiratério e por um tecido
conjuntivo frouxo, caracterizando a lamina propria.

A submucosa apresentando tecido conjuntivo denso ndo modelado, extremamente
rico em glandulas mucosas. As glandulas mucosas sdo exocrinas, e especializadas na
producdo de mucinogénio, uma variacdo de proteina que em contato com a agua torna-
se mucina, uma secrec¢do pegajosa e principal constituinte do muco. Os ductos dessas
glandulas se abrem no epitélio, ultrapassando as camadas de tecido conjuntivo ricas em
fibras elasticas. Ainda na camada submucosa se identifica aglomerados de tecidos linfoides
(GARTNER; HIATT, 2007). Entretanto, a submucosa da traqueia do G. agilis é delgada,
e nao foi possivel observar nodulos linfoides. A presenca de glandulas serosas no tecido
conjuntivo subjacente ao epitélio respiratério, foi comprovada em gambés (Didelphis sp.)
por Bertassoli et al. (2013), que também observou a presenca de anéis cartilaginosos
constituidos por cartilagem hialina, acompanhada de musculatura lisa. No G. agilis também
se observou essa relagéo intima entre cartilagem e musculatura lisa.

Banks (1992) descreveu a presenca de glandulas mucosas em segmentos
mais profundos da arvore brénquica na espécie felina, e ressaltou que o mesmo nao é
observado em algumas outras espécies, nas quais, essas glandulas se limitam a porcbes
extrapulmonares da arvore brénquica. No G. agilis, assim como na espécie felina, a presenca
de glandulas mucosas pode ser observada ao longo de segmentos mais profundos da
arvore bréonquica.

Conclui-se, portanto, que a arvore bronquica do G. agilis apresenta diversos pontos
semelhantes as outras espécies domésticas e silvestres, mas apresenta particularidades
histol6gicas marcantes, como a diminuicéo e adelgacamento das estruturas do revestimento

interno dos segmentos de sua arvore brénquica.
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