UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

DANDARA FRANCO FERREIRA DA SILVA

ABSORCAO DO VITELO EM Trachemys sp (TESTUDINES: EMYDIDAE)

UBERLANDIA - MG
2019



DANDARA FRANCO FERREIRA DA SILVA

ABSORCAO DO VITELO EM Trachemys sp (TESTUDINES: EMYDIDAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
coordenacdo do curso de graduacdo em
Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Uberlandia como exigéncia parcial para
obtengao do titulo de Médica Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Quagliatto
Santos

Coorientadoras: Prof* Dr* Liria Queiroz Luz
Hirano
Médica Veterinaria Thais Aparecida Silva

UBERLANDIA — MG
2019

10



DANDARA FRANCO FERREIRA DA SILVA

ABSORCAO DO VITELO EM Trachemys sp (TESTUDINES: EMYDIDAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado a
coordenacdo do curso de graduacdo em
Medicina Veterinaria da Universidade Federal
de Uberlandia como exigéncia parcial para
obtengao do titulo de Médica Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Quagliatto
Santos

Coorientadoras: Prof* Dr* Liria Queiroz Luz
Hirano
Médica Veterinaria Thais Aparecida Silva

Prot. Dr. Andre Luiz Quaghatto Santos, UFU/MG

Prot® Dr* Lucelia Gongalves Vieira, UFG/GO

Meédica Veterinaria Thais Aparecida Silva, UFU/MG

11



Dedico este trabalho aos meus avos, em especial
minha avo materna Antonina Canuta da Silva,
carinhosamente apelidada como Dindinha, da qual
me lembro sempre com saudades de suas risadas e
ensinamentos.

12



AGRADECIMENTOS

Agradego primeiramente a Deus por ter me concedido forga, coragem, comprometimento e fé
no meu potencial durante toda a graduagdo. Agradeco a minha mae pela paciéncia,
compreensao, lutas e sacrificios sem sequer demonstrar tristeza ou cansaco; também agradeco
por ter suprido todas as minhas necessidades durante a vida e sempre ter feito o melhor por
mim, mesmo que eu ainda ndo tenha compreendido isso. Agrade¢o ao meu pai e @ minha familia
pelo apoio e dedicagdo.

Agradeco a todos os meus amigos pelos momentos de alegria, apoio, medo coletivo dos finais
de periodo, reconciliagdes e amigos-secretos. Em particular, a Bia por ter me dado o apoio
tecnologico necessario na reta final do trabalho e ao Julio por ser meu irmao cientifico e ter me
auxiliado na confeccdo e interpretacdo dos graficos. Agradecgo a Juliana, Geovanna, Sthéfany,
Ana Carolina, Marco Aurélio, por sermos tao diferentes um do outro ¢ ainda assim termos o
anseio de nos encontrar todos os dias. Agradeco também a Leticia e a Bruna e aos meus amigos
de Franca/SP Nayara, Poliana, Jéssica, lago, Luana, Isadora e Izabella porque me ajudaram a
formar personalidade e a ter conhecimento de mundo, caracteristicas sem as quais eu nao teria
chegado até aqui. Agradego ainda as amizades que cultivei no ambiente
universitario/académico, todas sempre enriquecedoras para minha formacdo pessoal e
profissional.

Agradeco ao meu orientador, Professor Doutor André Luiz Quagliatto Santos por ter depositado
em mim a confianga para execugdo desse trabalho, pelas inimeras oportunidades oferecidas
durante a graduagdo e pelos conhecimentos agregados durante aulas e conversas. As minhas
coorientadoras, Professora Doutora Liria Queiroz Luz Hirano que, mesmo longe fisicamente,
foi crucial para adequadas escrita e agregacdo de conhecimentos técnico-cientificos ao trabalho
e a Médica Veterinaria Thais Aparecida Silva, de grande importancia nas logisticas implicitas
a parte pratica do experimento e por toda ajuda antes e durante a defesa do TCC. Agradego
ainda a MSc Juliana Mendonga, sempre muito atenciosa e paciente, ¢ a Pds-doutoranda
Carolina Salomao, cuja ajuda para confec¢do e interpretacdo de dados estatisticos me gerou
muito animo em relagdo aos resultados do trabalho.

Agradeco também a todos os colaboradores do LAPAS, em especial David, Marli, Dona
Magna, Flavio, Paola, Gabriel, Fabiana e Aline, que foram pecgas-chave no desenvolvimento
pratico dos procedimentos e sempre demonstraram gentileza, paciéncia e atencdo para com a
minha pessoa, tornando o ambiente de trabalho mais leve e agradavel.

Agradego ao meu namorado Epifanio Marcos Dju pela ancestralidade, pelos momentos de amor
e carinho e por me ensinar que ¢ muito importante viver um dia de cada vez e, finalmente, a
mim mesma, Dandara Franco Ferreira da Silva, por sempre manter a mente aberta as novas
ideias e concepgoes e por ter habitos de autocuidado e autopreservagdo a fim de tentar ser uma
pessoa melhor.

13



RESUMO

Os tigres d’agua sdo répteis pequenos e de facil manejo quando comparados a outras espécies
de Testudines, o que torna comum sua criagdo como animais de estimacdo. Entender aspectos
nutricionais e fisioldgicos desses individuos, desde a fase neonatal, ¢ relevante para a sua
adequada manutencao em cativeiro. Assim, o presente trabalho teve como objetivo acompanhar
a absor¢do do vitelo em filhotes de Trachemys sp. apds a eclosdo dos ovos. Foram utilizados
90 filhotes de tigres-d’agua, pertencentes ao Laboratorio de Ensino ¢ Pesquisa em Animais
Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS-UFU), cujos ovos foram recolhidos
dos ninhos e incubados artificialmente por periodo médio de 63 dias. A cada eclosao, os filhotes
foram avaliados macroscopicamente em relagdo ao padrio de internalizacdo do vitelo.
Adicionalmente, foi realizada eutanasia dos animais € os cadaveres foram individualmente
dissecados para a avaliagdo do vitelo. As variaveis analisadas foram: comprimento, largura e
altura. Formaram-se seis grupos de 15 individuos cada, de forma que cada grupo representava
um intervalo de idades, a fim de obter diferencas estatisticas baseadas nas dimensdes dos
vitelos. O tempo médio de absor¢ao do vitelo foi equivalente a 90 dias. Foi observado que a
dimensdo comprimento diminuiu de forma constante (a partir dos 15 dias de idade) e a largura

e a altura tiveram suas reducdes ao final do experimento (60 e 75 dias, respectivamente).

PALAVRAS-CHAVE: Anexos embrionarios. Trato gastrointestinal. Embriologia. Incubagao

artificial. Morfometria.
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ABSTRACT

Tortoises are small animals, easily handled and quite sympathetic, qualities that turn them one
of the most usual pet. Understanding the type of nutritional management that tortoise demand
and watching the physiology related to it, since the neonatal development, are important items
to keep captive animals healthy. In this manner, the present research aimed to accompany the
yolk absorption in Trachemys sp. hatchling. There was used 90 hatchling tortoise from the
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres of Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS-UFU), whose eggs were taken and artificially incubated for an average period of 63
days. After hatchling, the yolk internalization pattern was evaluated. Addionaly, euthanasia was
done with thiopental sodium diluted in lidocaine aplied into the celoma cavity and each body
was individually dissected in order to evaluate the yolk. Analyzed variables were: length, width
and height. Six groups of 15 individuals, each one, were formed, each group being represented
by a different age range, in order to obtain statistical differences based on yolk sizes. The mean
time of yolk’s absorption was 90 days. It was observed that the length dimension decreased
steadily (from 15 days of age) and width and height had their reductions at the end of the
experiment (60 and 75 days, respectively).

KEY-WORDS: Embryonic attachments. Gastrointestinal tract. Embryology. Artificial

incubation. Morphometry.
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1 INTRODUCAO

Os representantes da ordem Testudines, outrora conhecidos como quelonios, sdao
répteis que possuem como principal caracteristica anatdmica um casco rigido, que confere
protecdo contra predadores, variagdes de temperatura e pressdes ambientais. Esses animais
surgiram ha cerca de 200 milhdes de anos e pertencem a classe Reptilia e subclasse Anapsida.
Essa ultima se divide em duas subordens, a Cryptodira, que compreende os jabutis e as
tartarugas dulcicolas e marinhas, com flexdo do pescoco em sentido craniocaudal, e a
Pleurodira, representada por cagados, que recolhem o pescoco lateralmente (CUBAS &
BAPTISTOTTE, 2007).

Os tigres-d’agua sdo Testudines do género Trachemys pertencentes a familia
Emydidae. No Brasil, duas espécies sdo comumente encontradas em cativeiro, a 7. dorbignyi
(Duméril & Bibron, 1835) e a T. scripta elegans (Wied, 1838). A primeira tem por habitat
ambientes como lagos, rios e acudes, e se distribui na Argentina, no Uruguai e no estado
brasileiro do Rio Grande do Sul (ICMBio, 2015), enquanto a segunda ocorre nos Estados
Unidos, nos estados do Texas, do Novo México, do Oklahoma, do Tennessee € do Alabama
(PRITCHARD, 1979).

Segundo Rossi et al. (2006), familia Emydidae é caracterizada por possuir tartarugas
semiaquaticas que ocorrem em todos os continentes, exceto na Australia e na Antértica. Ainda
abarca as subfamilias Batagurinae e Emydinae, cujos individuos sdo classificados de acordo
com as caracteristicas da mandibula, do cranio e da coluna cervical (PRITCHARD, 1979).

Os répteis sao animais ectotérmicos, ou seja, sua temperatura corporal varia de acordo
com a do ambiente, o que demanda cuidados especiais de manejo para exemplares de cativeiro.
No caso do género Trachemys, a temperatura varia entre 25 e 30°C, como observado por Molina
e Gomes (1998), com reproducao sazonal em ambientes naturais. O periodo de incubacgao, de
acordo com Cubas e Baptistotte (2007), dos ovos de Testudines varia de acordo com a espécie
e as condi¢des ambientais observadas. Quanto a morfologia dos ovos, sdo esféricos, com casca
rigida ou flexivel.

Os ovos da maior parte dos Testudines, incubados em temperatura constante,
apresentam limites de temperatura minimo e maximo: 22°C e 33°C, respectivamente. Isso
significa que temperaturas de incubacdo superiores ou inferiores a essas ndo proporcionam
eclosdo adequada dos ovos (EWERT 1979; CONGDON & GIBBONS 1990). Além disso,

estudos demonstram que ha uma relacao inversa entre a temperatura € o tempo e incubagao
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(MOLL & LEGLER 1971; EWERT 1979, 1985; VOGT 1980, 1990; JACKSON 1988;
CONGDON & GIBBONS, 1990).

Alho et al. (1984) concluiram que a maioria das tartarugas nao possui Cromossomos
sexuais heteromorficos e, portanto, o sexo dos embrides ¢ determinado pela temperatura de
incubagdo. Também ha indicios de que a manipulagdo dos ovos pode aumentar o nimero de
machos da ninhada. Estudo realizado por Janzen et al. (1998), em Trachemys scripta elegans,
comprova que a determinagao sexual dessa subespécie ¢ feita pela temperatura de incubacgao.

O processo de desenvolvimento adequado de um embrido no ovo ¢ dependente da
qualidade dos anexos embrionarios, relacionados a saude da fémea em oviposi¢ao. Dessauer
(1974) aponta que ¢ exigida uma quantidade consideravel de energia, a qual ¢ obtida da gordura
corporal, para que ocorra a vitelogénese. Uma vez que as gorduras sdo essenciais para o
metabolismo dos animais, sobretudo os de vida livre, ¢ importante considerar periodos de baixa
oferta de alimentos, o que demanda mobilizacdo de depodsitos enddgenos de lipidios. Isso
também ocorre nas estagdes reprodutivas para os processos de foliculogénese, ovogénese e
ovipostura (ARAUJO et al., 2015).

Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o tempo de absor¢do do vitelo em

Trachemys sp.
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2 REVISAO DE LITERATURA

De acordo com Connor (1992), o tigre d’dgua-americano (7. scripta elegans) ¢
o réptil mais criado como animal de estimacdo no mundo. O manejo desses animais em
cativeiro ¢ relativamente simples, com baixo custo de manutenc¢ao e despesas veterinarias
(PARANZINI; TEIXEIRA; TRAPP, 2008). Além disso, a criacdo de répteis chama
atencdo e desperta interesse comercial por serem animais diferentes e por ndo
demandarem muita aten¢do emocional, quando comparados aos pets convencionais
(MESSONIER 1995, 1996).

A ocorréncia natural do tigre d’agua-brasileiro (Trachemys dorbignyi) se da no
estado do Rio Grande do Sul. A portaria nimero 46, de 8 de abril de 2015, da Secretaria
do Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel, veta a criagao e comercializagdo das
espécies e subespécies exodticas e nativas das tartarugas de dgua doce do género
Trachemys em todo o territorio do estado do Rio Grande do Sul, e também resolve que
soltura, reintrodugdo e translocacdo ou doagdo de espécimes nativos € exoOticos serao
permitidas somente a partir de autorizagdo de érgao competente.

Existem muitos estudos acerca dos aspectos reprodutivos dos Testudines de
forma geral, como no caso das tartarugas marinhas, que englobam principalmente a
descri¢dao das migracdes das areas de forrageamento até as de acasalamento (CUBAS &
BAPTISTOTTE, 2007). Apesar do referido interesse na criagdo de Trachemys sp., ainda
sao encontradas dificuldades no manejo nutricional, tanto do filhote quanto do adulto, por
falta de conhecimentos aprofundados.

Ainda dentro do ovo, o filhote de Trachemys sp. tem todas as necessidades
nutricionais supridas pelo vitelo. Apos a eclosdo, ¢ possivel ainda observar esse anexo
externo a cavidade celomatica, que posteriormente ¢ internalizado mediante unido dos
escudos abdominais e femorais (MOLINA & GOMES, 1998), de forma proporcional ao
crescimento do individuo. Quando o filhote ¢ comercializado, sua adaptagdao a ragdes
comerciais ¢ feita de forma empirica, uma vez que ainda ndo ha dados acerca do tempo

de permanéncia do vitelo apos a eclosdo.
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2.1 ANEXOS EMBRIONARIOS DE REPTEIS

As estruturas basicas do ovo de répteis sdo a casca, o vitelo e o albumen.
2.1.1 CASCA

A casca do ovo alberga o embrido contra agentes fisicos € quimicos que possam
prejudicar seu crescimento e, de acordo com Ferreira et al. (2014), essa estrutura fornece
nutrientes como o calcio, que auxilia no desenvolvimento embrionario.

Tartarugas e cagados apresentam ovos com cascas formadas por uma membrana fibrosa
e uma camada calcaria ligada a superficie externa da primeira, cujo componente principal é o
carbonato de calcio (PACKARD, 1991). Além disso, a composi¢do quimica da casca do ovo
influencia na sua textura, que varia entre rigida e flexivel (FERREIRA, 2014). Em qualquer
estudo morfologico de casca de ovos € constatada a presenca de poros importantes para trocas
gasosas ¢ para manuten¢ao da vida do embrido no ovo (SAHOO et al. 1998).

2.1.2 VITELO

O vitelo e o saco vitelinico s3o fonte de energia primdria para o embrido e para o filhote
e sdo importantes sitios de armazenamento de acidos graxos, hormonios, proteinas e minerais.
Essa estrutura ¢ sintetizada a partir do odcito primario e depositada de forma continua durante
o desenvolvimento dos foliculos ovarianos, de forma que, apos a ovulagdo, ¢ delimitada pela
membrana vitelinica. Além de fornecer nutrientes, o vitelo retém, de forma ndo seletiva,
metabolitos lipossoluveis ou com afinidade com proteinas plasmaticas que podem representar
risco a vida do embrido (ITO, MIYAJI & MIYAIJL 2013).

Em aves, o eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal controla todos os processos inerentes a
ovulagdo, formag¢do do ovo e ovoposi¢do. Ademais, o figado e a fragdo plasmatica do sangue
circulante fornecem elementos precursores dos componentes do ovo. Adicionalmente, o rim, o
osso medular e a paratireoide fazem parte do processo de formagdo da casca do ovo e os
adipocitos depositados na medula dos ossos longos e nas visceras funcionam como fonte dos
lipidios que formarao o vitelo (ITO, MIYAJI & MIYAIJI, 2013).

2.1.3 ALBUMEN

O albimen ¢ fonte de agua e peptideos antimicobrianos que auxiliam na protecao
imunolégica do embrifio. E um anexo composto por alguns tipos de proteinas que desempenha
notavel papel de prote¢do contra eventuais patégenos. Segundo Johnson (2000), a ovoalbumina
¢ uma importante fonte de aminoacidos para o embrido e suprime a capacidade enzimatica no
ovo, a proteina ovotransferrina se liga ao ferro e inibe o crescimento de microrganismos

patogénicos, € a ovomucoide previne a degradacao da propria albumina durante a incubagao
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dos ovos mediante inibi¢ao da atividade de proteases. De acordo com Keller (2017), ao
contrario das aves, os ovos de répteis ndo possuem chalaza, por isso ¢ imprescindivel a
manutengao do ovo na mesma posi¢ao durante todo o periodo de incubagao.

A reproducao dos Testudines se da pela oviposicao, isto €, pela postura de ovos que
contém o embrido e seus anexos, com desenvolvimento fora do corpo materno. Essa
caracteristica ¢ compartilhada pelas aves, cujos estudos embrioldgicos sdo mais frequentes e
permitem a inferéncia de informagdes para répteis oviparos. Além disso, ha uma similaridade
entre o padrdao de desenvolvimento dos 6rgdos, o que favorece estudos comparativos entre as
classes (GILBERT, 2010).

Outros anexos embrionarios de répteis e de aves sdo representados pelo albtimen, o
amnio, o corion, o alantoide, a membrana corioalantoide e o vitelo. O primeiro ¢ importante
para o fornecimento de 4gua, minerais e proteinas ao embrido (EVERAERT & DECUYPERE,
2013), enquanto o amnio ¢ uma estrutura altamente muscular que garante um fluido
subembrionario homogéneo que confere isolamento térmico, prote¢do contra choques ¢ ainda
evita que o embrido sofra aderéncias a outras membranas (ROMANOFF, 1960). O coérion
reveste a superficie interna da membrana da casca (DEEMING, 2002), o alantoide, apresenta
um fluido com alta capacidade tamponante (RANDLES & ROMANOFF, 1954) e a membrana
corioalantoide ¢ responsavel pelo transporte de célcio da casca do ovo para o embrido, funciona
como 0Orgdo respiratorio, participa do equilibrio acidobdsico embrionario e reabsorve agua e
eletrolitos da cavidade do alantoide (GABRIELLI & ACCILI, 2010). Por fim, o vitelo, ou
gema, € rico em lipidios e atua como fonte primaria de energia para o crescimento embrionario
(EVERAERT & DECUYPERE, 2013).

A membrana do saco vitelinico ¢ vascularizada, o que permite o transporte de
nutrientes do vitelo para a circulagdo sanguinea (DEEMING, 2002), e sua posterior distribui¢ao
em outros tecidos. Segundo Everaert & Decuypere (2013), essa importante estrutura surge
como uma extensao do sistema digestorio e, a medida que avanca o desenvolvimento do
individuo, une-se ao intestino delgado na jung¢ao jejuno-ileal por meio de um prolongamento, o
pediculo vitelinico (TAVERNARI & MENDES, 2009).

Duas regides morfologicas compdem a membrana do saco vitelinico, uma ¢ a area
vitelinica ndo vascular, perifericamente, € a outra corresponde a area interna, altamente
vascularizada (DEEMING, 2002). Em estagios de desenvolvimento avangados do embrido, os
vasos sanguineos progridem sobre a drea vitelinica, de modo que na fase final, toda a membrana

se torna vascularizada (FREEMAN & VINCE, 1974).
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Em aves domésticas, a membrana do saco vitelinico atua como principal estrutura
respiratéria durante o primeiro terco da incubacdo até que a membrana corioalantoide se
desenvolva (EVERAERT & DECUYPERE, 2013). Os papéis mais importantes
desempenhados pela membrana do saco vitelinico sdo fornecer nutrientes ao embrido, com
fungdes de absorcdo e digestdo, bem como o fato de ser um sitio de producdo de proteinas
especificas, aminoacidos e sangue (FREEMAN & VINCE, 1974). Cesario (2013) relata que o
ovo dentro de sua casca calcaria ¢ uma unidade autossuficiente na produ¢dao dos nutrientes
necessarios ao desenvolvimento do embrido e necessita do meio externo para obter suprimento

de oxigénio.

2.2 DESENVOLVIMENTO ENTERICO EM REPTEIS

As etapas do processamento do alimento nos répteis, assim como nos demais animais,
podem ser resumidas em obtencdo do alimento, digestio mediante mecanismos fisicos e
quimicos, e absor¢do para a corrente sanguinea, com posterior aproveitamento das moléculas
resultantes pelos variados sistemas do organismo (RANDALL; BURGGREN; FRENCH, 2000;
SCHMIDT-NIELSEN, 2002). Dessa forma, a func¢do principal do sistema digestorio ¢
proporcionar a absor¢ao dos nutrientes a partir da quebra dos alimentos em particulas passiveis
de travessia pelo epitélio intestinal para que alcancem a corrente sanguinea e as células de todo
o corpo (OLIVEIRA, 1971; SCHMIDT- NIELSEN, 2002; WIDMAIER; RAFF; STRANG,
2006).

Tavernari e Mendes (2009) relatam que em galinhas e frangos, a absor¢do total do
vitelo ocorre em torno do sexto ou sétimo dia de vida e que, nesse periodo, o trato gastrintestinal
(TGI) € colonizado por micorganismos aerobicos e anaerdbicos. Além disso, os pesquisadores
reforcam que o vitelo contém todos os nutrientes necessarios ao desenvolvimento da mucosa
jejunal e, durante o desenvolvimento in ovo, essas duas estruturas estdo intimamente ligadas.

Os referidos nutrientes do vitelo sdo compostos por imunoglobulinas, envolvidas na
imunidade passiva, e acidos graxos n-3 e vitaminas lipossoluvies, relacionados a modulagdo da
resposta imune. Sabe-se que € importante iniciar a alimentacdo de pintinhos o mais cedo
possivel, uma vez que o alimento estimula o desenvolvimento da mucosa intestinal
(TAVERNARI & MENDES, 2009). Também ¢ comum que se introduza alimentacdo externa
a filhotes de Trachemys sp. mesmo que seu vitelo nao tenha sido completamente absorvido ou

internalizado a cavidade celomatica.
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No intestino estao presentes as células caliciformes, secretoras de glicoproteinas que
protegem o epitélio da agdo das enzimas digestivas e de efeitos corrosivos que a ingesta possa
causar tanto no desenvolvimento in ovo, quanto apos a eclosdo. Entretanto, por volta do décimo
oitavo dia de incubagdo, a glicosilagdo do muco intestinal ¢ alta e isso coincide com a ingestao
do albiimen pelo embrido, quando entdo ocorre a primeira agdo de enzimas pancreaticas e do
suco gastrico (TAVERNARI & MENDES, 2009).

Existem ainda as cé€lulas enteroendocrinas que produzem hormonios peptidicos como
gastrina, colecistoquinina e secretina, bem como as monoaminas biogénicas, moléculas que
participam dos processos de digestdo, absorcao e utilizagdo dos nutrientes. Adicionalmente, o
figado armazena carboidratos, gorduras e vitaminas nas fases embrionaria e fetal, além de
produzir células sanguineas e o suco biliar (TAVERNARI & MENDES, 2009). De posse dessas
informagdes, um desenvolvimento adequado do trato gastrointestinal de Trachemys sp., em
especial dos intestinos, determina a quantidade e a qualidade dos nutrientes que serdo utilizados

ao longo da vida do animal.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho possui parecer favoravel da Comissdo de Etica na Utilizagdo de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia numero 148/12 e licenca SISBIO/ICMBio
numero 40373.

3.1 MONTAGEM DO NINHO ARTIFICIAL

Os filhotes de Trachemys sp. utilizados na pesquisa eram procedentes do plantel do
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS — UFU). Foi realizado o acasalamento de individuos adultos, sendo 67 fémeas e 66
machos, nos meses de outubro e novembro e observou-se a ocorréncia de copula. As fémeas
recém-cobertas foram transferidas para um recinto cimentado com dimensao de 2,70 x 2 m
(comprimento x largura) com presenca de luz natural e dreas de sombra. A fim de acompanhar
a desova de cada fémea, procedeu-se com exame radiografico do trato reprodutivo no final do
més de outubro.

No local havia uma érea alagada com dgua corrente e uma parte seca na qual foi
montada uma caixa de madeira retangular, com dimensao de 1,5 x 0,9 x 0,7 m (comprimento x
largura x altura), preenchida com areia fina como substrato, para a utilizagdo como ninho
(Figura 1). No periodo noturno, a caixa foi coberta com telhas de plastico de 2,30 x 1 m
(comprimento x largura) para evitar umidade excessiva causada pela d4gua da chuva. Uma tdbua
de madeira de 0,7 x 0,3 m (comprimento x largura) foi acoplada em posicao inclinada a caixa

para mimetizar uma rampa e facilitar a entrada dos animais para oviposigao.

3.2 COLETA DOS OVOS E INCUBACAO ARTIFICIAL

Diariamente, a areia era revolvida com cuidado para identificagcdo e coleta dos ovos
que, quando encontrados, eram transferidos para bandejas plasticas de dimensdo de
aproximadamente 0,3 m de comprimento por 0,2 m de largura preenchidas com uma mistura
de agua destilada e vermiculita na proporcao de 1:1 (Figura 2 B). Os ovos foram retirados da
areia e alocados na bandeja na posicao a qual foram encontrados e cobertos com uma camada
grossa da mistura com vermiculita.
As bandejas com os ovos foram colocadas em uma incubadora artificial, com temperatura
regulada entre 28,5°C e 30,2°C e umidade entre 61,5% e 85%, por meio de termostato e da

umidifica¢do com agua quando necessario por um periodo médio de 63 dias.
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Figura 1: caixa de madeira utilizada como ninho artificial para Trachemys sp., antes do preenchimento

com areia
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3.3 MANEJO DOS FILHOTES RECEM-NASCIDOS

A medida que ocorria a eclosdo dos ovos (Figura 2 A), a exposi¢do do vitelo foi
avaliada. Individuos com o vitelo totalmente dentro da cavidade celomatica foram identificados
com esmalte colorido, de acordo com o niimero de escudos cérneos presentes na carapaca, €
transferidos para uma caixa com tampa fenestrada transparente, contendo agua ¢ um bloquete
para piso intertravado, como parte seca.

Em contrapartida, os filhotes com o vitelo ainda exposto permaneceram dentro da
incubadora no substrato vermiculita até que sua interiorizagdo completa fosse constatada
mediante avaliacao visual. Uma vez considerados aptos para serem incluidos no experimento,
os animais foram alimentados ad libitum com ragcao comercial extrusada, uma vez ao dia. A fim
de respeitar a taxa de lotagdao nas caixas com agua, os animais foram divididos em lotes de dez

exemplares, de acordo com a data de nascimento.
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Figura 2 - A e B: Ovos de Trachemys sp em processo de eclosdo e acondicionamento de ovos de

Trachemys sp em vermiculita, apds a coleta no ninho artificial, respectivamente

34 PROTOCOLO DE EUTANASIA E MENSURACAO DO VITELO

Para obter as medidas de comprimento, largura e altura do vitelo, procedeu-se com a
eutandsia dos animais, conforme previsto na resolu¢do do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria numero 1000/2012, mediante sobredose de 150 mg/kg de tiopental sédico
(Thiopentax ®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda., Ponte Preta, Sdo Paulo, Brasil) diluido em
cloridrato de lidocaina 2% (Cloridrato de Lidocaina 2% ®, Novafarma Industria Farmacéutica
Ltda., Anapolis, Goias, Brasil), na concentragcdo de 10 mg/mL, aplicada por via intracelomatica.
A constatagdo do oObito foi feita por meio da observagdo da perda dos reflexos protetores
(palpebral, corneal e cloacal), do relaxamento do animal e da presenga de assistolia por meio
de um Doppler vascular veterinario (Doppler Vascular Veterindrio ® Portatil, Empresa
Brasileira de Cirurgia Veterinaria Ltda., Paulinia, Sdo Paulo, Brasil).

Com uma tesoura cirargica pequena, o plastrao foi retirado por meio do rompimento
das pontes 0sseas do casco e divulsdo do tecido conjuntivo entre a face interna do plastrao e os

orgaos, a fim de evitar rupturas. Apds a retirada do plastrao, foram colhidas amostras de sangue
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no seio venoso occipital ou diretamente do coragdo para confeccdo de laminas para
microscopia, que foram fixadas em alcool metilico e coradas com coloracdes Giemsa ou
Pandtico Répido, cada qual com seu protocolo (SLOSS et al., 1999).

O vitelo (Figuras 4 e 5), por sua vez, foi individualizado com auxilio de pinga
anatomica e suas dimensdes foram avaliadas por meio de um paquimetro digital Lee Tools ®
150 mm (DBC Oxigénio, Boituva, Sdo Paulo, Brasil). Uma vez retiradas as medidas do vitelo,
a carcaca foi conservada em formol tamponado. O critério utilizado na selecao dos individuos
foi um dia apds ter sido observada interiorizagdo do vitelo, ou seja, um dia de vitelo
internalizado correspondeu a um dia de idade. O intervalo inicial dos procedimentos foi de
cinco dias, sujeitos a alteragdes de acordo com o comportamento apresentado durante a
realizagdo do experimento. Percebeu-se uma significativa amplitude de variagao das dimensdes
do vitelo no intervalo proposto que, por sua vez foi modificado para trés dias, o que
proporcionou a obtencdo de filhotes com diferentes idades. Por fim, a selecdo dos individuos

foi feita com base na ordem crescente de idades.

Figura 3: trato gastrintestinal individualizado de um filhote de Trachemys sp de 86 dias de

idade. A seta aponta para o vitelo, que se encontra ligado a por¢ao média do intestino delgado (jejuno)
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Os filhotes foram reunidos a cada 15, totalizando seis grupos com idades distintas, sendo elas
0 a 15 dias, 15 a 30 dias, 30 a 45 dias, 45 a 60 dias, 60 a 75 dias e 75 a 90 dias. Uma vez que
os valores obtidos ndo foram paramétricos, foi utilizado, por meio programa operacional
Prism5, o Teste de Kruskal-Wallis, que fornece valores de significdncia nestes casos, com
significancia de p<0,05. Posteriormente, aplicou-se o Teste de Dunn’s para comparagdo dos

referidos intervalos presentes no estudo.

Figura 4: Vitelo de um filhote de Trachemys sp. de 5 dias de idade
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O periodo de incubagdo descrito por Rossi et al. (2006) para o tigre d’agua brasileiro
(Trachemys dorbignyi) varia entre 54 dias a 31,5°C e 120 dias a 25°C. Em estudo realizado com
Trachemys scripta elegans, o tempo de incubacao dos ovos variou entre 58,7 ¢ 93 dias, sendo
que a temperatura O0tima se encontra entre 25°C e 30°C (MOLINA & GOMES, 1998). As
temperaturas de incubagdo apresentadas nesse trabalho estdo de acordo com as referidas
literaturas (28,5°C a 30,2 °C), bem como o tempo médio de incubagdo, que foi em média 63
dias para Trachemys sp.

Na reprodugdo das tartarugas na natureza, sabe-se que apds a postura, os ovos ficam
expostos ao ambiente. Pode ser que condi¢cdes adversas afetem a incubagdo e,
consequentemente, a qualidade do processo de absor¢do do vitelo. Uma vez que as fémeas ndo
apresentam comportamento de cuidado parental, a nidificagdo ocorre em cinco etapas basicas:
a deambulacio, a abertura da cova, a postura dos ovos, o fechamento da cova e o abandono do
ninho (MOLINA, 1992). Esse comportamento foi bem observado durante o estudo, visto que
havia necessidade de coleta dos ovos de forma perioddica para que as fémeas nao danificassem
os ninhos umas das outras, devido a auséncia de cuidado parental em Trachemys sp.

Embora nao haja informagdes sobre o periodo exato de absor¢do do vitelo em
Trachemys sp., foi possivel, mediante agrupamento dos individuos e aplicagdo de testes
estatisticos, verificar que o periodo em que houve maiores taxas de absor¢do em cada uma das
variaveis: comprimento, largura e altura. Para a varidvel comprimento, houve diferenga
estatistica em todos os intervalos propostos (p<0,05). Também observou-se que a diferenca
dessa variavel teve queda proporcional durante o estudo e indicou que o vitelo ¢ absorvido
primariamente no sentido do comprimento. De acordo com o programa operacional Prim5,
intervalos de 30 dias representaram nivel de confiabilidade de 95%, enquanto intervalos de 45
dias ou mais, 99,9% de confianca.

De acordo com os dados obtidos, os animais absorveram o vitelo, no que se refere a
varidvel largura, a partir de 60 até 90 dias de idade. Foram observadas diferencas estatisticas
significantes (p<0,05) somente nesse intervalo que, por sua vez, ¢ considerado como final da
pesquisa e sugere-se, desse modo, que houve maior taxa de absorcao do vitelo em largura nessa
fase.

Para a variavel altura, os intervalos de 15 a 90 dias, 30 a 90 dias ¢ 60 a 90 dias
apresentaram diferenga estatistica. Dessa forma, foi possivel observar que houve absor¢ao

significativa do vitelo, no que se refere a essa varidvel, a partir de 75 dias de idade, o que
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também caracteriza o final do experimento. O grupo com 90 dias de idade sempre demonstrou
diferenca estatistica com os outros grupos, ou seja, taxa de absor¢do do vitelo significativa das
variaveis largura e altura ocorreu no final do experimento.

A Figura 5 representa o comportamento descendente das varidveis comprimento,
largura e altura, durante os 90 dias do estudo e também demonstra a relagao da internalizagao
do vitelo a cavidade celomatica com a idade dos animais que, de forma predominante, ¢

inversamente proporcional.

Figura 5: Representacao esquematica da relagdo entre idade dos individuos e dimensdes do

vitelo
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Observou-se que alguns individuos apresentavam absor¢ao mais rapida do vitelo. Em
cativeiro, foi constatado que filhotes de Chelydra serpentina com tamanhos intermediarios e
maiores reservas de vitelo cresceram mais e apresentaram maior taxa de sobrevivéncia
(BOBYN & BROOKS, 1994). Novos estudos para obtencdo de informagdes acerca da
correlacdo entre biometria corporal dos filhotes e dimensdes do vitelo em Trachemys sp fazem-
se necessarios. Outro estudo realizado por Packard et al. (1988) relatou que embrides de C.

serpentina, quando incubados em temperaturas mais amenas, utilizam maior quantidade de
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proteina advinda do vitelo, e crescem mais rapidamente antes da eclosao, quando o substrato
utilizado para incubag@o apresenta alto teor de umidade.

Em pesquisa com lagartos Calotes versicolor, Radder et al (2004) constataram que os
filhotes de maior tamanho apresentaram vitelo residual proporcionalmente maior, uma vez que
o vitelo residual ¢ importante parte da energia restante do desenvolvimento embrionario. Estudo
com Chelonia mydas realizado por Booth et al (2004) concluiu que quando os ovos foram
depositados em ambiente com menor oferta de alimento, os filhotes possuiam menor tamanho
e maior vitelo residual, o que foi considerado vantajoso porque o vitelo forneceria energia por
um periodo de tempo maior. Ainda, Filoramo e Janzen (2002) observaram que filhotes de
Trachemys scripta elegans com maior peso e tamanho tiveram origem em ninhos com elevados
teores de umidade, embora esse fato ndo tenha tido relacdo significativa com a sobrevivéncia
dos animais. Apesar de ndo ter sido realizado acompanhamento individual da umidade dos
ninhos nesse trabalho, notaram-se individuos de menor tamanho oriundos de substratos com
menor teor de umidade.

Também nesse sentido, em estudo dos efeitos de fatores ambientais na reproducao de
tartarugas, Ferreira Junior (2009) relata que a umidade é crucial para absor¢do do vitelo e
crescimento do embrido. Ademais, Packard et al. (1999) notaram que embrides capazes de
absorver mais 4gua consumiam maior quantidade de vitelo e, dessa forma, cresciam mais em
relacdo aqueles cujos ovos perderam agua. Esse efeito, além de ter sido bem descrito em T.
scripta por Tucker e Paukstis (2000), foi avaliado em outras espécies de Testudines como
Chelonia mydas (Linnaeus, 1758) por Glenet al. (2003) e Caretta caretta (Linnaeus, 1758) por
Reece et al. (2002a).

Segundo Loureiro et al. (2018), o tempo de absorc¢ao do vitelo de tracajas (Podocnemis
unifilis) foi de 103 dias. Quando comparado a outras, essa espécie possui mais de 80% do seu
vitelo consumido em 60 dias, correspondente ao tempo relatado para a tartaruga-da-amazonia
(Podocnemis expansa). Entretanto, foi notada uma diferenca entre as duas, uma vez que a
absorcao do vitelo da tartaruga-da-amazonia ocorre de forma linear, enquanto ndo foi observada
linearidade na absorcao em tracajas. J& a ia¢a (Podocnemis sextuberculata) absorve, no mesmo
periodo de tempo, 50% do vitelo (DUNCAN et al, 2012). Nos filhotes de Trachemys sp do
presente estudo foi observada expressiva absor¢ao nas trés varidveis avaliadas (comprimento,
largura e altura) 90 dias apds a eclosdo, sendo o vitelo, portanto, maior do que nas espécies

anteriormente relatadas.
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Algumas das possiveis causas dessa diferenga observada na absor¢ao do vitelo entre
as espécies sdo o tempo de incubagdo dos ovos no habitat natural e também alteracdes na
temperatura ¢ umidade dos ninhos a incubagao artificial. Ainda, a influéncia do local da desova
se estende a todo o desenvolvimento embrionario e afeta o comportamento e o tamanho dos
filhotes. O momento em que ocorre a desova traz consequéncias ao ambiente térmico dos
ninhos a medida que temperatura e umidade variam ao longo do ano. A umidade ¢ um fator
extremamente importante para as trocas hidricas e gasosas entre os ovos € o meio, que
influenciam diretamente sobre absorcao do vitelo e crescimento dos embrides (PANTOJA-
LIMA, 2007).

Noy e Sklan (1998) estudaram o mecanismo de absor¢cdo do vitelo de aves e
concluiram que o conteudo vitelinico ¢ transportado ao intestino delgado, onde ocorrem
movimentos antiperistalticos até que se encontre na regido entérica mais proximal e sofra acao
de lipases, o que resulta na sua digestao e absor¢ao pela mucosa intestinal. Vieira (2004) relata
que a membrana do saco vitelinico é considerada uma extensao do intestino delgado do embrido
e, assim, € sujeita as contragdes € movimentos desse 0rgao. Vale ressaltar que, apds a eclosio,
o0 intestino permanece conectado ao saco vitelinico (Figura 6) pelo pediculo vitelinico e, uma
vez que o vitelo ¢ absorvido totalmente, a regido do jejuno onde se encontrava ¢ denominada
diverticulo de Meckel, que separa anatomicamente o jejuno em porcdes proximal e distal

(TAVERNARI & MENDES, 2009).

32



Figura 6: sitio de absorcdo pos-eclosdo do vitelo de Trachemys sp individualizado. A seta
branca indica o estdmago, a seta preta, a por¢ao inicial do intestino delgado (duodeno) e a seta vermelha

aponta para a regido do jejuno, na qual se encontra o vitelo (individuo de 86 dias de idade)

A absorgao do vitelo de Trachemys pode ainda ser influenciada pela concentragao dos
gases atmosféricos. Uma pesquisa de Etchberger et al. (1991, 1992) aponta que baixas
concentragdes de oxigénio no ambiente durante a incubagdo aumentaram de forma dréstica a
mortalidade dos embrides de Trachmeys scripta e a presenca de dioxido de carbono em alta
quantidade aumentou o tempo de absor¢do de vitelo, a duracdo da incubagdo e a propor¢do de
fémeas na ninhada.

Finalmente, como ja foi citado nesse trabalho, é possivel observar uma parte do vitelo
externa a cavidade celomatica do filhote recém-eclodido, na altura do umbigo. Congdon et al
(1999) atestam que os primeiros momentos do desenvolvimento de filhotes de testudines, de

crocodilianos e de lagartos fora do ninho sao influenciados pelo vitelo ainda ndo absorvido.
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5 CONCLUSAO
Foi demonstrado que esse anexo diminui de tamanho em comprimento de forma
constante, a partir dos 15 dias de idade e, posteriormente, em largura e altura, aos 60 e 75 dias,

respectivamente. O tempo médio de absorcao do vitelo foi de 90 dias.
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ANEXO A

Comprimento
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Grafico com curva descendente, no qual sdo vistas as diferencas estatisticas entre os animais
agrupados com diferentes intervalos de idade (eixo X), representando a redugdo do vitelo em
comprimento durante os 90 dias do experimento
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ANEXO B

Largura
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Grafico com curva descendente, no qual sdo vistas as diferengas estatisticas entre os animais
agrupados em intervalos a partir dos 60 dias de idade (eixo X) representando a redugdo
significativa do vitelo em largura apenas a partir do referido intervalo
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ANEXO C

Altura
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Grafico com curva descendente, no qual sdo vistas as diferengas estatisticas entre os animais
agrupados em intervalos (eixo X). A partir dos 60 dias de idade ¢ representada a reducdo
significativa do vitelo em largura
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