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La no pezinho daquela serra
Bem juntinho da donzela
Nascendo chorando vivi
E vivendo cantando, sorrindo, como se fosse alegria,
Cheguei ao fim do dia

E, passando por Souzalandia cheguei a Ourilandia.

Descendo até Belém, andando de trem

Cheguei ao Muquém
Sentindo no meu ser depois do amanhecer
Queria me defender
E, chegando a faculdade com toda ansiedade
Fui me aprender
Ainda chorando, cantando, sorrindo e divertindo
Sigo para meu horizonte que ainda muito distante
Me aguarda la
E com orgulho é que me disponho para o futuro
O passado ja passou o presente ja foi,
Neste continente é que eu vou andando
Nesta estrada, bem perto estou da minha chegada
E toda beleza que responde a natureza é que

recebo este curso com muita firmeza.

José Goncalves Vieira
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Ac — acetabulo

AS — superficie articular do corpo
As — 0sso0 supra-angular

Ba — osso basioccipital

Bas — osso basisfendide

C - costela

C1 - costela 1

C2 - costela 2

C3 - costela 3

C4 - costela 4

C5 - costela 5

C6 - costela 6

C7 - costela 7

C8 - costela 8

C9 - costela 9

C10 - costela 10

C11 - costela 11

C2 - osso central 2

C3 - osso central 3

CA - centro atlantal

Co — osso coronoide - Capitulo 2
Co — corpo da vértebra - Capitulo 4
Co — osso coracoide - Capitulo 7
Co1 — osso costal 1

Co2 — osso costal 2

Co3 — o0sso costal 3

Co4 — osso costal 4

Co5 — osso costal 5

Co6 — osso costal 6

Co7 — osso costal 7

Co8 — o0sso costal 8

CP — cintura peitoral

CT — osso central do tarso

DC | — osso distal do carpo |
DC Il - osso distal do carpo |l
DC Il - osso distal do carpo Il
DC IV - osso distal do carpo IV
DC V - osso distal do carpo V
De — osso dentario

DT | — osso distal do tarso |
DT Il - osso distal do tarso Il
DT Il - osso distal do tarso Il
DT IV - osso distal do tarsolV
End — osso endoplastrao

Epi — 0sso epiplastrao



Es — osso escapula

Es — 0sso esquamosal
Ex — osso exoccipital

FD — falange distail

Fé — osso fémur

Fi — osso fibula

FM — falange média

Fon — fontanela

FP — falange proximail

Fr — osso frontal

FT — osso fibular do tarso
Hio — o0sso hioplastrao
Hip — 0sso hipoplastrao
IA —intercentro atlantal
IC — osso intermédio do carpo
IL — osso ilio

Is — 0sso isquio

Ju — 0sso0 jugal

Ma — osso maxilar

Mc - osso metacarpo
Mes — 0sso mesoplastrao
NA — arco vertebral atlantal
Ne1— osso neural 1

Ne2— 0sso neural 2

Ne3— osso neural 3

Ne4— osso neural 4

Ne5— osso neural 5

Ne6— 0sso neural 6

Ne7— osso neural 7

Nu — 0sso nucal

Op — osso opistoético

OS — ossiculo da esclera
P1 — osso periférico 1

P2 — osso periférico 2

P3 — osso periférico 3

P4 — osso periférico 4

P5 — osso periférico 5

P6 — osso periférico 6

P7 — osso periférico 7

P8 — osso periférico 8

P9 — osso periférico 9
P10 — osso periférico 10
P11 — osso periférico 11
P12 — osso periférico 12
Pa — osso parietal

PA — processo acromial
Pal — osso palatino

PC — osso pisiforme do carpo



PCa - processo articular caudal
PCr — processo articular cranial
Pi — osso pigal

Po — osso pés-orbital

Pr — osso prodtico

Prf — osso pré-frontal

Prm — osso pré-maxilar
PT — processo transverso
Pt — osso pterigdide

Pu — osso pube

Qj — osso quadradojugal
Qu — osso quadrado

Ra — osso radio

Sb — sobreposicao

So — 0ss0 supra-occipital
SP — 0sso supra-pigal

Ti — osso tibia

UC — osso ulnar do carpo
Ul — osso ulna

Um — 0sso umero

VC — vértebras cervicais
VC — vértebras costais
VCa — vértebras caudais
Ve - vértebra

Vo — osso vémer

VS — vértebras sacrais
Xif — 0sso xifiplastrao

* - mais ou menos

> - maior que

= - igual

KOH - Hidréxido de potassio
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Figura 6: Fotografias de cranio de Podocnemis expansa. (A) vista
ventral, estagio 16; (B) vista ventral, inicio do estagio 17; (C) vista
ventral, final do estagio 17; (D) vista dorsal, estagio19; (E) vista
ventral, estdgio19; (F) vista ventral, estagio 23; (G) vista dorsal,
estagio 23; (H) vista dorsal, estagio 24. Pa, parietal; Fr, frontal; Prf,
pré-frontal; Po, pos-orbital; Ju, jugal; Ma, maxilar; Qj, quadradojugal;
So supra-occipital; Qu, quadrado; Es, esquamosal; Prm, pré-maxilar;
Ba, basioccipital; Bas, basisfenéide; Pt, pterigbide; Pal, palatino, Vo,
vémer; Op, opistético; Pr, prodtico; Ex, exoccipital; De dentério; Co,
corongide; Sa, SUPra-anQUIAT.......c.cooieiiiiaiiee e 35

Figura 7: Fotografias de mandibulas de Podocnemis expansa. (A)
estagio 16; (B) estagio 17; (C) estagio 19; (D) estagio 20. De,

dentério; Co, corondide; Sa, supra-angular..........ccccoceeerieeeeeencieeeaeeae 36
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Figura 1: Desenho esquematico dos ossiculos da esclera em
Podocnemis expansa adulta. OE, ossiculos da
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Figura 2: Fotografias de olhos de Podocnemis expansa. Olho direito,
vista corneal. (A) estdgio 21, (B) estagio 22, (C) estagio 23, (D)
estagio 24. Seta, ossiculos da esclera, Sb, sobreposigcéo.
Diafanizagdo por KOH e coloragcdo dos ossos com alizarina red s e
cartilagem com alcian blue. (A, C e D)X 16, (B) X 7..ceeveiiiiiriiiiiiiieeene 50

CAPITULO 4

Figura 1: Desenho esquematico das vértebras de Podocnemis
expansa. Vista ventral. VC, vértebras cervicais; VCo, vértebras
dorsais; VS, vértebras sacrais, VCa, vértebras
o= 18 o F= 1= PR 61

Figura 2: Desenho esquematico de uma vértebra tipica de
Podocnemis expansa. Vista lateral. PCr, processo articular cranial;
PCa, processo articular caudal; PT, Processo transverso; Co, Corpo;
SA, superficie articular do COrPO......ccvveiiieeiiiiieee e 63

Figura 3 - Desenho esquematico do atlas de Podocnemis expansa.
(A) vista cranial; (B) vista caudal; (C) vista dorsal; (D) vista ventral.
IA, intercentro atlantal; AV, arco vertebral atlantal; CA, centro
ALLANTAL ... s 64



Figura 4: Fotografias de embrides e filhote de P. expansa, vista
ventral. A, estagio 15: Modelo cartilaginoso da coluna vertebral. (B)
inicio do estagio 17: Desenvolvimento das vértebras cervicais. (C)
final do estagio 17: Desenvolvimento das veértebras cervicais e
costais; (D) estagio 18. (E) estagio 19: Desenvolvimento das
vértebras costais. (F) inicio estagio 20, (G) final do estagio 20:
Desenvolvimento das vértebras sacrais e caudais. (H) 5° dia apds
eclosdo. Diafanizacdo por KOH e coloracdo com alizarina red S e
alcian blue. Aumento: (A)x7. Barra: 10 mm.........ccooiiiiiii e,

CAPITULO 5

Figura 1: Desenho esquematico das costelas de embrido de
Podocnemis expansa, vista dorsal. C, costela............ccoevcvviieeeeennnnn.

Figura 2: Desenho esquematico da carapaga de Podocnemis
expansa, vista dorsal. Co, osso costal; Ne, osso neural; Nu, osso
nucal; SP, osso supra-pigal; Pi, osso pigal; P, osso periférico.

Figura 3: Fotografias de embrides de P. expansa, vista ventral. (A),
estagio 15. (B), estagio 17. Seta, inicio de ossificagdo; cabeca de
seta, cartilagem. Diafanizacao por KOH e coloragao com alizarina red
S e alcian blue. Aumento: (A)X7. Barra:

Figura 4: Fotografias de embrides de P. expansa, vista dorsal. (A)
estagio 16. (B) estagio 17 - Desenvolvimento das costelas. (C)
estagio 19. (D) estagio 20 - desenvolvimento dos 0ssos costais e
0sso0s neurais. (E) estagio 21. (F) final do estagio 23. C, Costela; Co,
0sso costal; Ve, vértebra; Ne, osso neural; Nu, osso nucal; Pi, pigal;
SP, supra-pigal. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com alizarina red
e alcian blue. Aumento: (A, Be C)x7. Barra- 10 mm.......cccccceevviivnnnnn.

Figura 5: Fotografias de embrides e filhotes de P. expansa, vista
dorsal. (A) estagio 25. (B) estagio 26 - desenvolvimento dos 0ssos
periféricos. (C) 5° dia apds eclosdo - desenvolvimento dos o0ssos
periféricos, pigal e supra-pigal. (D) 18° dia apds eclosdo. (E) 43° dia
apods eclosdo. (F) 46° dia apbés eclosdo - desenvolvimento da
carapaca. P, ossos periféricos; Nu, osso nucal; SP, osso supra-pigal;
Pi, osso pigal. Diafanizagdo por KOH e coloragao com alizarina red.
Barra - 10 MM .o a e e
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CAPITULO 6

Figura 1: Desenho esquematico dos elementos ésseos do plastréao
de Podocnemis expansa adulta. Vista dorsal. Epi, epiplastrdo; End,
endoplastrdo; Hio, hioplastrao; Mes, mesoplastréo; Hip, hipoplastréo;
Xif, XIfIPIASIIAO. ...eeeeee i

Figura 2: Fotografias de embrides de P. expansa, vista ventral. (A)
estagio 15. (B) estagio 17. Ve, vértebra; C, costela, setas, inicio de
ossificagdo, asterisco (*), cartilagem. Diafanizacdo por KOH e
coloragdo com alizarina red S e alcian blue. Aumento: (A)x7. Barra:

Figura 3: Fotografias de embrides de P. expansa, vista ventral. (A)
estagio 16: Desenvolvimento do endoplastrdo, hioplastrao,
hipoplastrao, xifiplastrao e mesoplastrdo. (B) estagio 17:
Desenvolvimento do epiplastréo. (C) estagio 20: Desenvolvimento de
todos os elementos Osseos do plastrdo. Epi, epiplastrdo; End,
endoplastrdo; Hio, hioplastrao; Hip, hipoplastrédo; mes, Mesoplastrdao
e Xif, xifiplastrdo. Diafanizagdo por KOH e coloragédo com alizarina
red S. Aumento: (A)x7; (B)x32. Barra: 10 MM........cccoviiiiiiiineeeieiieeenn.

Figura 04: Fotografias de embrides e filhotes de P. expansa, vista
ventral. (A) e (B) estagio 24; (C) 5° dia ap0s ecloséo, (D) 17° dia apds
eclosdo, (E) 53° dia apds eclosdo, (F) 7° més apds ecloséo:
Fechamento do plastrdo. Fca, fontanela caudal; Fcr, fontanela
cranial. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com alizarina red. Barra:

CAPITULO 7

Figura 1: Desenho esqueméatico dos ossos da cintura peitoral de
Podocnemis expansa. Es, escépula; PA, processo acromial; FG, fossa
glendide; CO, COraCOIAR. ... .euiiiiitiiiee ettt

Figura 2: Desenho esquematico dos ossos do membro toracico de
Podocnemis expansa. Um, umero; Ra, radio; Ul, ulna; DCI, distal do
carpo |; DCII, distal do carpo II; DCIII, distal do carpo Ill; DCIV, distal
do carpo IV; DCV, distal do carpo V; C2, central 2; C3, central 3; IC,
intermédio do carpo; UC, ulnar do carpo; PC, pisiforme; Mc,
metacarpo; FP, falange proximal; FM, falange media, FD, falange
distal; (I) dedo I; (Il) dedo II; (lll) dedo IlI; (IV) dedo IV; (V) dedo
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Figura 3: Fotografias de cinturas peitorais e membros toracicos de
embrides de Podocnemis expansa. (A) inicio do estagio 19. (B) final
do estagio 19. (C) estagio 20. (D) estagio 16. (E) estagio 17. (F)
estagio 19. (G) e (H) estagio 17. Es, escapula; PA, processo acromial;
Co, coracéide; Um, umero; Ra, radio; Ul, ulna; CP, cintura escapular;
(*), cartilagem. Diafanizagdo por KOH e coloracdo com alizarina red s
e alcian blue. (A, B e C) 10x, (D) 25 x, (E e F) 20x, (G e H) barra 10
0] o PR SOSPPR SRR

Figura 4: Fotografias de maos de embrides de Podocnemis expansa,
vista dorsal. (A) e (B): estagio 20, desenvolvimento dos metacarpos e
das falanges distais. (C) e (D) estagios 20, 21, desenvolvimento das
falanges médias. (E) e (F) estagios 22, 23, desenvolvimento das
falanges proximais. FD, falanges distais; FM, falanges médias; FP,
falanges proximais; Mc, metacarpos; |, dedo I; Il, dedo II; Ill, dedo llI;
IV, dedo IV; V, dedo V. Diafanizacdao por KOH e coloragdo com
alizarinareds. (A)40x,(B,C,DeF) 16 X, (E) 12,5 Xeeevrrrrcirrrrirnnnnn.

Figura 5: Fotografias de antebracos e maos de embrides e filhotes
de Podocnemis expansa, vista dorsal. (A) estagio 23. (B) estagios 24.
(C) inicio do estagio 25. (D) final do estagio 25. (E) 40 dias apos
eclosdo. (F) 40 dias apos ecloséo. DCI, distal do carpo |; DCII, distal
do carpo II; DCIII, distal do carpo lll; DCIV, distal do carpo IV; DCV,
distal do carpo V; C2, central 2; C3, central 3; IC, intermédio do
carpo; UC, ulnar do carpo; Pi, pisiforme; |, dedo I; Il, dedo II; Ill, dedo
[l; 1V, dedo IV; V, dedo V. Diafanizacdo por KOH e coloragdo com
alizarina red s. Barra 10MM........ceeeeiiieiiiieeeeeeee e

CAPITULO 8

Figura 1: Desenho esquematico dos ossos cintura pelvina. (A)
cintura pelvina; vista cranial (B), metade esquerda da cintura pelvina,
vista lateral. IL, ilio; Is, isquio, Pu, pube; Ac, acetabulo.........................

Figura 2: Desenho dos ossos do membro pelvino esquerdo de
Podocnemis expansa. Fe, fémur; Fi, fibula; Ti, tibia; DT |, distal do
tarso |; DT Il, distal do tarso Il, DT Ill, distal do tarso Ill, DT IV, distal
do tarso IV; CT, central do tarso, IT, intermédio do tarso; FT, fibular
do tarso; FD, falanges distais; FM, falanges médias; FP, falanges
proximais; Mt, metatarsos; I, dedo I; Il, dedo II; lll, dedo llI; IV, dedo
YA o 1Yo Lo TV N
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Figura 3: Fotografia de embrides de Podocnemis expansa. (A)
estagio 16; (B) estagio 17; (C) estagio 19, (D) estagio 20, (E) estagio
21, (F), 6 meses apds eclosao. Fe, fémur, Ti, tibia, Fi, fibula, IL, ilio,
Is, isquio, Pu, pubis. Diafanizagdo por KOH e coloragdo dos 0ssos
com alizarinares s (A e B) x25, (C) x12,5, (D) X7..ceiviiiimieiiiiiieeeeee

Figura 4: Fotografias de membros pelvinos de embrides de
Podocnemis expansa. (A) estagio 19, (B) inicio estagio 22, (C) estagio
23, (D) inicio do estagio 24, (E) final do estagio 24, (F) estagio 26. Fe,
fémur; Fi, fibula; Ti, tibia; DT I, distal do tarso |; DT I, distal do tarso Il,
DT Ill, distal do tarso Ill, DT IV, distal do tarso IV; DT V, distal do tarso
V; CT, central do tarso, IT, intermédio do tarso; FT, fibular do tarso; I,
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1.1 Aspectos gerais dos Testudines

Dentre os animais conhecidos como répteis existem aproximadamente 6.400
espécies. Numa revisao taxonémica baseada na filogenia, os répteis foram divididos
em quatro ordens: Testudines (tartarugas, cagados e jabutis), Lepidosauria (lagartos,
serpentes, anfisbénias e tuatara), Crocodylia (crocodilos, jacarés e gaviais) e Aves,
cada um dos grupos com caracteristicas conspicuas (RIEPPEL; REISZ, 1999;
POUGH et al., 2003).

Os integrantes da ordem Testudines teriam desenvolvido um modo de vida
bem sucedido no periodo Triassico, ha aproximadamente 240 milhées de anos e,
desde entdo, em contraste com muitos outros animais, teriam se modificado muito
pouco. O casco, a chave do seu sucesso, também teria limitado a diversidade do
grupo (ALIBARDI; THOMPSON, 1999; SOUZA, 2006).

Mader et al. (2006) e Ribas e Monteiro Filho (2002), informaram que a ordem
testudines é encontrada em toda a superficie terrestre, com exceg¢ao do Continente
Antartico, sendo que ocupam nichos especificos, relacionando-se com o meio de
acordo com os desafios que encontram. Estes animais vém sofrendo impacto com a
pressdao humana e a degradacado ambiental. Calcula-se que, das 290 espécies de
testudines conhecidas, 166 estao ameacgadas de extingao

Atualmente encontram-se duas sub-ordens entre os Testudines, cryptodira e
pleurodira. Na primeira, onde estd inserida a maioria das espécies, 0s animais
retraem a cabeca por meio de uma flexdo vertical das vértebras do pescoco,
enquanto que os Pleurodiros flexionam o pescoco lateralmente (SOUZA, 2006).

Segundo Gilbert et al. (2001), o casco € a caracteristica mais distintiva de um
Testudine, esta intimamente associado a alguns padrées comportamentais (MOLINA
1992). A porcéo dorsal convexa é a carapaga e a parte ventral mais achatada é o
plastrao (ALIBARDI; THOMPSON, 1999; MYERS et al., 2006). Os ossos da
carapaca sao recobertos por escudos corneos de origem epidérmica que nao
coincidem, em numero e posicao com 0s 0ssos subjacentes (GILBERT et al., 2001).

Em muitos Testudines, a carapaca e o plastrdo sdo estruturas rigidas, mas em



outros tém evoluido, independentemente, a habilidade para fechar o corpo com o
casco, através da articulacéo de partes do plastrao (POUGH et al., 2003). De acordo
com as informacbes de Medem (1976) e Bujes e Verrastro (2007), o formato,
tamanho, coloracdo, niumero e disposicao dos escudos que compdem 0 casco Sao
caracteristicas importantes na identificagdo genérica e especifica do grupo

Areas flexiveis, denominadas charneiras, estdo presentes no casco de
diversos Testudines. Os exemplos mais familiares s&o os jabutis-caixa (Terrapene e
Cuora), nos quais uma charneira entre os 0ssos hioplastrao e hipoplastrédo permite
que as extremidades cranial e caudal do plastrdo se elevem para fechar as aberturas
cranial e caudal do casco. As tartarugas-do-lodo (Kinosternon) possuem duas
charneiras no plastrdo e em Pelusios (Pleurodira) ocorre uma charneira entre o
mesoplastrdao e o hipoplastréo.

A ocorréncia filogenética irregular de cascos cinéticos e diferencas entre
espécies aparentadas indica que a mobilidade do casco evoluiu muitas vezes nos
Testudines (POUGH et al., 2003; BUJES; VERRASTRO, 2007). A assimetria dos
escudos epidérmicos pareados € muito comum entre os testudines, e modificacoes
da estrutura 6ssea do casco sdo vistas em algumas familias. As tartarugas-de-
casco-mole nao apresentam ossificacbes periféricas e escudos epidérmicos. As
extremidades distais das costelas alargadas estao imersas em tecido conjuntivo
flexivel e, a carapaca e o plastrdao sao recobertos por pele.

A tartaruga fluvial da Nova Guiné (Caretochelys) também é recoberta por pele
em vez de escudos, mas, nessa espécie, 0s 0ssos periféricos estdo presentes e a
borda do casco é rigida. A tartaruga-de-couro (Dermochelys) possui a carapaca
formada por milhares de pequenos 0ssos poligonais imersos em cartilagem, e os
ossos do plastrédo estdo reduzidos a uma faixa delgada em torno da borda do
plastrdo. No jabuti-panqueca (Malachochersus), as ossificagdes dos 0ssos neurais e
costais sdo muito reduzidas, mas as placas epidérmicas sdo bem desenvolvidas.

Pough et al. (2003) e Hildebrand e Goslow (2006) relataram que os testudines
estdo entre os vertebrados mais especializados morfologicamente. A estrutura dos
membros é altamente variavel, refletindo o ambiente e os modos de locomocao das
diferentes espécies. Aquelas marinhas apresentam o0s membros toracicos

proporcionalmente grandes em relagdo ao tamanho do casco e em forma de remo.



Ja as espécies de agua doce apresentam, em sua maioria, 0s membros pelvinos e
toracicos espalmados, com dedos distintos possuindo quatro ou cinco garras,
enquanto que as espécies terrestres apresentam membros em forma de coluna com
dedos indistintos.

O tamanho desses animais varia muito entre as espécies. Sendo que o0s
menores exemplares de testudines dulcicolas possuem cerca de 10 cm de
comprimento, enquanto 0s maiores animais terrestres podem ultrapassar o
comprimento de 120 cm. O maior exemplar de uma espécie vivente trata-se de uma
tartaruga marinha, medindo quase 200 cm e pesando de 500 a 600 Kg (SALERA
JUNIOR , 2005).

Varios sdo os padrbes de crescimento dos Testudines. Muitas espécies
podem dobrar de massa e tamanho no primeiro ano de vida. Em geral, tém sua taxa
de crescimento diminuida com o alcance da maturidade sexual e os fatores que
determinam tais padrées podem ser: mudanca de uma dieta carnivora, quando
filhote, para herbivora, quando adulto; dimorfismo sexual; temperatura da agua;
quantidade de alimento ingerido e fatores genéticos (GIBBONS, 1969; CLARK;
GIBBONS, 1969; IVERSON, 1977).

Os Testudines sdo considerados entre 0s animais mais longevos. Isso tem
sido repetidamente provado em algumas espécies, que podem viver mais de 50
anos de idade. De fato, entre aqueles criados em cativeiro, muitos espécimes tem
alcancado a idade de 100 anos (GIBBONS,1987; CONGDON; SELS, 1991; SHINE;
IVERSON, 1995).

A ectotermia € uma caracteristica desse grupo, sendo que esses animais
regulam a temperatura corporea através da troca de energia com o ambiente. Os
animais terrestres durante as diferentes horas do dia ocupam ambientes variados,
ora se expondo ao sol, ora deslocando-se para areas sombreadas. Muitas espécies
aquaticas saem da agua para termorregular em pedras e troncos as margens dos
corpos d’adgua em que vivem, ou exploram os micro-habitats aquaticos, sem
necessidade, portanto, de se exporem ao sol ou permanecerem em superficies
expostas. As temperaturas corporais de tartarugas que se aquecem ao sol sdo mais
elevadas do que as temperaturas da agua e do ar e podem acelerar a digestédo, o

crescimento e o desenvolvimento dos ovos. Além disso, 0 aquecimento aéreo pode



auxiliar as tartarugas e cagados a diminuir o nUmero de algas e sanguessugas
aderidas ao casco (LACHER JUNIOR et al. 1986; POUGH et al., 2003).

Com relagdo aos habitos alimentares, algumas espécies podem ser
carnivoras, outras herbivoras, ou ainda possuir uma dieta mista, espécies
denominadas onivoras (LUZ et al., 2003). Sado edentados, sendo que na maioria das
espécies existe apenas um rigido bico cérneo. Apresentam uma grande diversidade
de estratégias alimentares, que variam entre as diferentes familias e espécies
(MALVASIO, 2001; MALVASIO et al., 2002).

Considerando os aspectos reprodutivos, pode-se salientar que sdo animais
oviparos (SANTOS, 1994), depositando seus ovos em diferentes ambientes
terrestres, que podem ser praias fluviais ou costeiras, solo barroso e areno-argiloso
proximos aos cursos d’agua ou em meio a vegetacdo (ERNST; BARBOUR, 1989).
Quanto a forma, os ovos podem ser esféricos ou alongados (PRITCHARD, 1979).
Considerando a estrutura da casca, podem ser agrupados em duas categorias:
casca rigida com pequeno potencial de trocas hidricas e gasosas com o meio, e
casca flexivel, com uma camada calcéaria porosa, sendo relativamente dependente
do ambiente hidrico (EWERT, 1979; PACKARD et al., 1982).

Nos Testudines atuais a determinagdo sexual tanto pode ser genotipica
quanto dependente de fatores ambientais. Estas duas modalidades de determinacao
sexual podem ocorrer dentro de uma mesma familia, bem como dentro de um
mesmo género (SPOTILA; STANDORA, 1986; MALLMANN, 1994). Os principais
fatores ambientais que influenciam a determinacdo sexual s&o: temperatura,
umidade e trocas gasosas (FERREIRA JUNIOR, 2003).

1.2 Aspectos gerais da biologia reprodutiva dos testudines

Muitas espécies apresentam dimorfismo sexual, sendo expressa
principalmente na diferenca de porte entre machos e fémeas, onde geralmente o
macho € maior que a fémea (PRITCHARD, 1979; MOLINA, 1992). Outros caracteres
dimorfos freqiientemente observados em muitas espécies sao o casco mais baixo e
a cauda mais comprida nos machos, além da presenga de uma concavidade no
plastrdao (MOLINA, 1995; FERREIRA JUNIOR, 2003). Em varias espécies, 0s



machos apresentam as garras dos membros toracicos mais compridos do que as
fémeas (ERNST; BARBOUR, 1989).

O inicio da maturidade sexual, na maioria dos testudines, € correlacionado
principalmente com o tamanho, devido a dificuldade de se determinar a idade
(CAGLE, 1950; GIBBONS, 1968; ERNST, 1971). Congdon e Sels (1991) sugerem
que a maturidade sexual talvez dependa de interacdes entre idade, tamanho e
massa.

De acordo com as caracteristicas ambientais e climaticas, os testudines
concentram suas atividades reprodutivas em periodos sazonais curtos ou as
apresentam distribuidas ao longo do ano. Dessa forma, podem reproduzir uma unica
vez ou varias vezes ao ano, com longos ou curtos intervalos de acasalamento
(PRITCHARD, 1979).

O acasalamento é freqlientemente precedido por comportamento nupcial
interessante, que tende a ser preciso e quase ritualizado. Existem diversos sinais
tateis que incluem mordidas, golpes e contatos corporais diretos. Esses
comportamentos sao usados primariamente entre machos e também entre machos e
fémeas (POUGH et al., 2003; MOLINA, 1995).

Segundo Molina (1995), observa-se um padrdo de acasalamento entre os
testudines, com quatro fases basicas, que podem ser denominadas por: (1) procura
pela fémea, (2) perseguicdo ou acompanhamento a fémea, (3) pré-copula e (4)
copula. Este padrao ocorre nas diversas familias de testudines, incluindo espécies
aquaticas e terrestres. Nem sempre todas as fases ocorrem, e algumas espécies
exibem corte mais elaborada, com etapas adicionais. O comportamento de
nidificacdo € estereotipado, ocorrendo sempre em cinco etapas basicas: (1)
deambulacéo, (2) abertura da cova, (3) postura dos ovos, (4) fechamento da cova e
(5) abandono do ninho.

A grande maioria das espécies de testudines nidifica isoladamente
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984), enquanto que as espécies marinhas e Podocnemis
expansa o fazem coletivamente (ALHO et al., 1979; PRITCHARD, 1979;
NASCIMENTO, 2002), retornando a cada estagao reprodutiva para desovar na
mesma area (MOLINA, 1995; SOARES, 2000).



Todos os Testudines sdo oviparos (SANTOS 1994; POUGH et al., 2003).
Seus ovos sao relativamente grandes, com uma casca membranosa e calcaria,
podendo apresentar casca mole e flexivel ou particularmente dura e aspera (DUK,
1990). Em geral, os ovos com casca mole desenvolvem-se mais rapidamente que os
ovos de casca rigida (POUGH et al., 2003).

As fémeas depositam o0s ovos em numero variavel dependendo da espécie,
podendo oscilar em média, entre 4 ou 5 até mais de 100. O numero, forma e
dimensao dos ovos variam de acordo com as espécies e tamanho das fémeas
(SALERA JUNIOR, 2005). O desenvolvimento embrionario também varia em funcéo
da espécie, podendo ser de 28 até 420 dias (POUGH et al., 2003). O longo periodo
de desenvolvimento embriondrio torna seus ninhos vulneraveis aos predadores.

Durante o processo de eclosao os filhotes utilizam o ovorruptor (uma pequena
estrutura esbranquicada e pontiaguda situada abaixo das narinas) para realizar
pequenos cortes na casca do ovo, que depois sdo ampliados pela movimentacéo da
cabeca e dos membros toracicos. Esse processo dura, geralmente, de 1 a 2 dias
(MOLINA, 1995).

Ha espécies em que a determinacdo sexual dependente de fatores
ambientais, especialmente da temperatura a que a cova foi exposta. Esse dado
enfatiza a importancia das informacdes relativas a biologia basica desses animais
para que a conservacao e o0 manejo sejam bem sucedidos (VOGT, 1994; MALVASIO
et al., 2002; POUGH et al., 2003). O cuidado parental é inexistente na quase
totalidade das espécies, sendo apenas recentemente descrito para uma espécie de
testudine aquatico, Kinosternon flavescens (MOLINA, 1992).

1.3 Testudines do Brasil

O Brasil possui 36 espécies de Testudines distribuidas nos seus diversos
ecossistemas terrestres e aquaticos, 29 espécies sdao de agua doce, dois séo
terrestres e cinco sdo marinhos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA —
SBH, 2007).

Segundo Molina (1996), existem 15 espécies de Testudines na Amazdnia

brasileira distribuidas em cinco familias, sendo trés da sub-ordem cryptodira



(Emydidae, Kinosternidae e Testudinidae) e as demais da sub-ordem pleurodira
(Chelidae e Podocnemididae).

As espécies aquaticas e terrestres mencionadas por Molina, (1995) de
ocorréncia na bacia do Araguaia sdo as seguintes: Podocnemis expansa e
Podocnemis unifilis (Podocnemididae), Chelus fimbriatus, Phrynops geoffroanus
(Chelidae), Kinosternon scorpioides (Kinosternidae), Geochelone carbonaria e
Geochelone denticulata (Testudinidae).

As demais espécies citadas para a Amazbnia, Podocnemis sextuberculata
(Podocnemididae) Rhinoclemmys punctularia (Emydidae), Platemys platycephala,
Phrynops gibbus e Phrynops vanderhaegei (Chelidae) necessitam ser confirmadas
na bacia do Araguaia, ja que existem alguns relatos ndo totalmente esclarecedores
de sua ocorréncia (SMITH, 1979).

1.4 Podocnemis expansa

Podocnemis expansa € conhecida popularmente como tartaruga-da-
amazonia, tartaruga verdadeira, arad ou jurara-acu. E um réptil da ordem Testudines
que tem a sua distribuicao geografica no norte e centro-oeste do Brasil, Guianas,
Venezuela e Coldmbia. Habita as baias de grandes rios como os da bacia
Amazobnica, chegando a alcancar a regiao central do territorio brasileiro, bacia dos
rios Araguaia e Tocantins, nos estados de Goias e Mato Grosso (BATAUS, 1998;
VALENZUELA, 2001).

Possui habito diurno e vive em grupo. Na natureza alimenta-se de vegetais e
peixes, e em cativeiro de vegetais, peixes, carne moida e ragdo. Sua época
reprodutiva situa-se entre os meses de setembro e margo. A P. expansa enterra em
média, de 60 a 100 ovos em covas de aproximadamente 60 cm de profundidade,
espalhando areia para cobri-los e camuflar o local. A ecloséo ocorre dentro de 45 a
60 dias. Esse animal € utilizado como fonte de alimento, de éleo, matéria-prima para
cosmeéticos, sua carapaga como bacia, e sua pele para fazer tamborins (SALERA
JUNIOR, 2005).

A carapaca, achatada dorso-ventralmente, apresenta-se de coloragdo marrom

ou verde oliva, maos e pés espalmados com membrana interdigital muito



desenvolvida. Os membros sao curtos e potentes, sendo o toracico com cinco unhas
e o pelvino com quatro. A cabeca é achatada e pequena, nela localizam-se os olhos,
as narinas, na parte superior do focinho, e a boca. A tartaruga-da-amazénia é o
maior Testudine de agua doce da América do Sul, podendo chegar a medir 75 a 107
cm de comprimento, sendo em média 91 + 22,627 cm () por 50 a 75 cm de largura,
com média de 62,5 £ 17,677 cm pesando cerca de 60 kg (SMITH, 1979; ALHO et al.,
1979).

Para Luz et al. (2003) e Fachin-Teran et al. (2003), 0 manejo dessa espécie
de Testudine ja trouxe beneficios para a conservagao e desenvolvimento de regides
utilizadoras de recursos naturais. No Brasil, percebe-se que ainda ha pouco
desenvolvimento referente a esse tipo de atividade, principalmente pela falta de
pesquisas que possam oferecer subsidios cientificos para tecnologias adequadas e
eficientes de manejo.

Este cenario esta mudando, na medida em que ja se consome a carne desse
réptil em restaurantes de grandes cidades, onde é vendido como iguaria. Cabe
destacar que sua carne € saudavel ao consumo humano por apresentar baixos
teores de gordura e colesterol, desejaveis a uma vida saudavel. E sua gordura é
aproveitada como matéria prima na industria de cosméticos. Assim, criatérios
comerciais deste cagado espalham-se pelas bacias Araguaia — Tocantins e
Amazbnica, areas em que a legislacdo permite sua criacdo, por ser a area de
ocorréncia da espécie (LUZ et al., 2003; GASPAR; RANGEL FILHO, 2001).

1.5 Esqueleto dos testudines

Assim como em outros vertebrados, o esqueleto dos Testudines é um
arcabougo de ossos e cartilagens articulados, com a funcdo de oferecer aos
musculos alavancas para os movimentos do corpo, além de suportar os tecidos
envolventes, proteger érgaos e armazenar depdsitos de sais que o organismo retira
quando necessario (HILDEBRAND; GOSLOW, 2006; MACKIE et al., 2008).

Segundo Rieppel (1993a) e Sheil (2003), o esqueleto dos Testudines se
divide anatomicamente em: esqueleto cranial, composto pelo os o0ssos do cranio;

esqueleto axial, composto pelos 0ossos da coluna vertebral, carapaca e plastrao e o



esqueleto apendicular, formado pelos ossos das cinturas peitoral e pelvina e pelos
0ssos dos membros toracicos e pelvinos.

O esqueleto dos vertebrados é composto de cartilagem e osso e apresentam
variacdo na morfologia e arquitetura tecidual. Entretanto, a despeito desta
diversidade, eles apresentam algumas caracteristicas embrionarias comuns. Todos
os tecidos esqueléticos provém de células com morfologia mesenquimal, mas as
origens do mesénquima € o produto de células de trés linhagens embrionarias
distintas. Células da crista neural formam o esqueleto craniofacial, 0 mesoderma
paraxial deriva o esqueleto axial, e as células do mesoderma lateral formam os
membros (OLSEN et al., 2000).

No inicio do desenvolvimento do esqueleto, células mesenquimais comegam
a condensar em locais que eventualmente serdo ocupados por elementos do
esqueleto. Estas condensagdes mesenquimais formam os primeiros moldes do
esqueleto. Pouco tempo depois, células dentro destas condensagdes diferenciam
em condroblasto, formando os modelos cartilaginosos do esqueleto. Em tais
modelos, uma seqiéncia de modificacbes regulares assinala o aparecimento de
centros de ossificacdo. No local onde esta para se formar cartilagem, as células
mesenquimais isoladas retraem seus prolongamentos, arredondam-se e se agrupam
em massas densas chamadas de centro de condrificacdo (OLSEN et al., 2000;
MACKIE, et al., 2008). A medida que este processo progride, os condroblastos ficam
aprisionados na sua propria matriz e sdo chamados condrdcitos. Estes sintetizam e
renovam as macromoléculas da matriz cartilaginosa (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; PROCHEL, 2006).

A formagéo do osso durante o desenvolvimento embriondrio pode ocorrer de
duas maneiras: ossificagdo endocondral e ossificagdo intramembranosa. O 0sso
formado por qualquer destes dois processos € idéntico histologicamente
(GARTINER; HIATT, 1999; WAGNER; KARSENTY, 2001).

A maioria dos 0ssos longos e curtos do corpo se desenvolve por ossificacao
endocondral. Este tipo de ossificagdo consiste essencialmente em dois processos: 1)
a cartilagem hialina sofre modificacdes, havendo hipertrofia dos condrocitos, reducao
da matriz cartilaginosa, sua mineralizagéo e a morte dos condrdcitos. 2) invasao dos

capilares vindos do tecido conjuntivo adjacente. Essas células diferenciam-se em
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osteoblastos, que depositardo matriz 6ssea sobre os tabiques de cartilagem
calcificada. Os tabiques de matriz calcificada da cartilagem servem de ponto de
apoio a ossificacdo (WAGNER; KARSENTY, 2001). Este processo se inicia
precocemente no embrido, continuando apdés o nascimento, cada vez com mais
cartilagem sendo substituida por osso.

Por outro lado, os ossos superficiais do cranio, ossos costais e 0ssos do
plastrdo, envolvem a mineralizacdo direta da membrana de tecido conjuntivo,
ricamente vascularizado. O local da membrana conjuntiva, onde a ossificacao
comega, chama-se centro de ossificagdo primaria. O processo tem inicio pela
diferenciagdo de células mesenquimatosas que se transformam em grupos de
osteoblastos. Estes sintetizam o ostedide, que logo se mineraliza. Como varios
desses grupos surgem quase simultaneamente no centro de ossificacdo, héa
confluéncia das traves ésseas, dando ao 0sso um aspecto esponjoso. Os varios
centros de ossificacdo crescem radialmente, acabando por substituir a membrana
conjuntiva preexistente (OLSEN et al., 2000, JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

Um evento comum a muitas células mesenquimais precursoras de elementos
esqueléticos é sua migracdo ou deslocamento relativo de seu local de origem para a
area em que 0 0sso vai se formar e a diferenciagcdo das células mesenquimais em
cartilagem ou 0sso seguem o mesmo curso, independente da area do corpo em que

0 processo possa ocorrer e em periodos temporais especificos (NAH et al., 2000).

1.6 Técnica de diafanizacao e coloracao de ossos e cartilagens

Segundo Davis e Gore (1936), a necessidade da andlise do esqueleto de
embrides e pequenos vertebrados levou ao desenvolvimento de algumas técnicas,
tendo sido Schultze em 1897 quem formulou, pela primeira vez, uma técnica de
diafanizacdo de embrides humanos utilizando hidréxido de potassio e glicerina. A
diafanizacdo é uma técnica que confere transparéncia aos tecidos, resultando na
visualizagédo do esqueleto com sua cobertura muscular.

Ao longo do século XX vinte esta técnica foi modificada por diferentes
pesquisadores e uma importante conquista foi realizada por Lundvall em 1905 ao

introduzir o uso da alizarina para colorir 0s 0Sso0s.
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Apesar do emprego de diferentes corantes, a utilizacdo da alizarina tornou-se
universal devido a afinidade que os sais de célcio tém por este corante sintético, e
assim 0s 0ssos sédo tingidos. Moriguchi et al. (2003) elucidaram o mecanismo de
adsorcdo na coloracdo do osso com alizarina, por microespectroscopia, e
comprovaram sua eficacia pela detecgcdo de depdsitos de calcio na reagdo de
coloragao.

De acordo com Mcleod (2005), esse corante é um valioso meio de
observacao do processo de osteogénese. Para Souza (2002), o estudo de larvas e
embrides por meio desta técnica mostra-se muito adequada, possibilitando os
estudos ontogéneticos como a determinacdo do periodo de tempo e dos locais de
ossificagdo de cada osso individualmente.

As técnicas usuais de coloragao diferencial de osso e cartilagem de pequenos
vertebrados, com alizarina red S e alcian blue, respectivamente, seguidos de
diafanizacdo em solucdo de KOH e glicerina, sdo muito utilizadas. Souza (2002)
indica essas técnicas para observar ossificacdo diferencial (membranosa e
endocondral), identificar a presenca de centros de ossificacdo e determinagao etaria,
devido a coloracao vermelha do osso pelo corante alizarina e da coloracao de azul
da cartilagem, baseado na afinidade deste ultimo pelos polissacarideos sulfatados
da matriz cartilaginosa (MAHECHA; OLIVEIRA, 1994).

Existem numerosos trabalhos que descrevem a seqiiéncia de formacao 6ssea
com esses métodos de coloragdo, como nas espécies Chelydra serpentina (SHEIL e
GRENNBAUM, 2005), Apalone spinifera (SHEIL, 2003), Trachemys scripta
(GILBERT et al., 2001), Alligator mississippiensis (RIEPPEL, 1993b), Chamaeleo
hoehnelii (RIEPPEL, 1993c), Gehyra oceédnica (RIEPPEL, 1994), Discoglossus
sardus (PUGENER; MAGLIA, 1997), Leptodactylus chaquensis (PEROTTI, 2001).
Esses poderdo fornecer dados comparativos Uteis para esclarecer a colocacao
filogenética dos testudines, entre outros répteis e amniotas.

Diversos segmentos societarios se ocupam dos trabalhos com este grupo de
répteis em atividades de conservagao, preservagao, produgcdo e pesquisa cientifica,
utilizando-os como modelos experimentais ou bioindicadores (MADER, 2006). Nesse
sentido, Bell et al. (2005) estudaram o desenvolvimento da C. serpentina em

ambiente contaminado com derivados de petréleo para determinar a extensdo e
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severidade de deformidades nos embrides. Aliada a estas funcbes consideradas
mais nobres vislumbra-se, em diversos paises, a manutencdo de Testudines
limnicos como animais de estimacao (MADER et al., 2006).

Por vezes observa-se um problema de grande relevancia: O sistema
esquelético, por ser um dos responsaveis pela locomogéo, é vitima freqiente de
lesbes que podem causar deficiéncias. Podem-se encontrar cascos de animais
desprovidos de integridade fisica por trauma, gerando fissuras, fraturas ou mesmo a
perda de determinados segmentos. Os tratamentos convencionais para estes
problemas clinicos dependem de um conhecimento amplo da biologia dessas
especies.

A preocupacao com estudos sobre o sistema esquelético tem ultrapassado as
questdes meramente académicas, entremeando-se pelas mais variadas areas do
conhecimento. Apesar do fascinio exercido por tais estruturas, ainda ndao se pode

afirmar serem estas totalmente conhecidas.
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CAPITULO 2 — ONTOGENIA DOS 0SSOS DO CRANIO EM TARTARUGA-DA-
AMAZONIA Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - O cagado Podocnemis expansa esta distribuido pela bacia amazbdnica e
ocorre em quase todos os seus afluentes. O esqueleto dos vertebrados é composto
de cartilagem e osso e representa o produto de células de trés linhagens
embriondrias distintas. O cranio é formado por células da crista neural. O
conhecimento do critério biolégico para a sequéncia de formagao 6ssea € de suma
importancia para o entendimento da ontogenia. Assim, o propédsito do presente
estudo foi estabelecer etapas normais da formacao da sequéncia de ossificacao dos
elementos ésseos do cranio em P. expansa, nos diferentes estagios de
desenvolvimento pré e pés-natal. Coletaram-se embrides a partir do 18° dia de
incubacdo natural. Efetuou-se morfometria € os embrides foram submetidos a
técnica de diafanizacdo e coloracdo dos ossos. Neurocranio: no estagio 19 o
basisfendide e o basioccipital apresentam centro de ossificacdo; no estagio 20 o
supra-occipital e o opistético, no estagio 21 o exoccipital e somente no estagio 24 o
proo6tico. Dermatocranio: o esquamosal, o pterigéide e a maxila sdo os primeiros
elementos a iniciar o processo de ossificacdo, isso ocorre no estagio 16. Mas a
maioria desses elementos 6sseos apresenta centros de ossificacdo no estagio 17,
sédo eles: frontal, jugal, pds-orbital, parietal, pré-maxila, pré-frontal, seguido do
palatino e quadradojugal no estagio 19 e por ultimo o vémer no estagio 25. O 0sso
quadrado do esplancnocranio, no estagio 23. Ossificacdo da mandibula e aparelho
hidide: tanto o dentario, corondide e o0 supra-angular apresentam centros de
ossificagdo no estagio 16 e o corpo branquial | no estagio 17. A sequéncia e a
sincronizacdo da ossificagcdo em P. expansa exibem similaridades, bem como
diferengas, quando comparada com outras espécies de Testudines. Fica evidente
que mais estudos quantitativos sdo necessarios para documentar a variabilidade

natural de formac&o dos 0ssos.

Palavras-chave: Répteis; Podocnemididae; Alizarina; Ossificagao
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BONE ONTOGENY OF THE CRANIUM OF THE GIANT AMAZON RIVER TURTLE
Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT - The freshwater turtle Podocnemis expansa is found all over the
Amazon basin and appears in almost all of its tributaries. The vertebrate skeleton is
composed of cartilage and bone and represents the cell product of three different
embryonic lineages. The cranium is formed by cells of the neural crest. Knowledge of
the biological criterion for the sequence of bone formation is of highest importance for
the understanding of ontogeny. Thus, the purpose of the present study was to
establish normal stages of the formation and ossification sequence of the bony
elements of the cranium in P. expansa, in the different stages of pre and post natal
development. Embryos and nestlings were collected as from the 18th day of natural
incubation. Morphometics occurred and the embryos were submitted to the
diaphanous (clearing) technique and coloring of the bones. Neurocranium: in stage
19 the basisphenoid and basioccipital present the ossification center; in stage 20 the
supraoccipital and opisthotic, in stage 21 the exoccipital and only in stage 24 the
prootic. Dermatocranium: the squamosal, pterygoid and maxilla are the first elements
to begin the ossification process, which occurs in stage 16. But most of these bone
elements present ossification centers in stage 17, they are: frontal, jugal, postorbital,
parietal, premaxilla, prefrontal, followed by the palatine and quadratojugal in stage 19
and last of all the vomer in stage 25. The esplancnocranium quadrate, in stage 23.
Ossification of the mandible and hyoid apparatus: as much the dentary, coronoid and
the surangular present ossification centers in stage 16 and the branchial body | in
stage 17. The sequence and synchronization of the ossification in P. expansa show
similarities, as well as differences, when compared with other chelonian species. It is
evident that more quantitative studies are necessary to document the natural
variability of formation of the bones.

Key words: Reptile; Podocnemididae; Alizarin; Ossification
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INTRODUCAO

O esqueleto dos vertebrados é composto de cartilagem e 0sso e representa o
produto de células de trés linhagens embrionarias distintas. O cranio é formado por
células da crista neural (OLSEN et al., 2000, CLARK et al., 2001).

As células dessa linhagem migram para onde os elementos do esqueleto se
desenvolverdao, formando-se condensagdes  caracteristicas de  células
mesenquimais, e diferenciam-se em osteoblastos ou condrécitos. Em certas regides
do cranio, a diferenciagdo em osteoblastos produz diretamente ossos membranosos,
enquanto que em outros a diferenciagdo em condrocitos produz modelos de
cartilagem dos futuros ossos. Estes modelos de cartilagem subseqientemente sédo
substituidos por osso pelo processo de ossificagdo endocondral (OLSEN et al.,
2000).

Para os elementos ésseos do cranio, varios genes foram identificados como
reguladores de diferenciacdo e migragdo de células da crista neural (BRONNER-
FRASER, 1994). Isso contribui com uma variedade de tecidos, incluindo cartilagem e
osso. Este processo € caracterizado por mudancas temporais em padroes
determinados por uma expressao génica (NAH et al., 2000).

Segundo Hildebrand e Goslow (2006), o esqueleto do cranio é de grande
importancia para a filogenia e sistematica em todos os niveis, mas é particularmente
notavel para estudo dos taxons, das subclasses de répteis e da transicao répteis a
mamiferos. Durante a evolugdo, ocorreu uma variacdo consideravel na regiao
temporal dos répteis. Os répteis de tronco primitivo, representados pelos
cotilossauros dos periodos Carbonifero e Permiano, ndo possuiam nenhuma
abertura temporal especial no cranio. Entre os répteis viventes, a condi¢cao sélida do
cranio sem aberturas — anapsida € exclusivo das tartarugas.

Alguns pesquisadores ja estudaram, em Testudines, a sequUéncia de
ossificacdo dos elementos 0Osseos do cranio, como nas espécies Chelydra
serpentina (RIEPPEL, 1993), Apalone spinifera (SHEIL, 2003) e Macrochelys
temminckii (SHEIL, 2005). Porém, esse estudo néo foi realizado em P. expansa.

Essa espécie, popularmente conhecida como tartaruga-da-amazénia, € um
Testudine da fauna brasileira e um dos maiores de 4gua doce da América do Sul
(SOUZA, 2004).
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O conhecimento do critério bioldgico para a seqiiéncia de formacao éssea em
local e tempo previsivel é de suma importancia, nas atividades de conservacgao, na
preservacao, como bioindicadores, na producédo e também em pesquisas cientificas
(BELL et al., 2006, GRAY et al., 1996, MADER et al.,, 2006 e SOUZA, 2006). A
presente pesquisa tem como objetivo descrever a seqiéncia de formacdo dos
elementos 0sseos, que compdéem o cranio, nos diferentes estagios de

desenvolvimento pré e pos-natal, em P. expansa.

MATERIAL E METODOS

62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa
(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos no periodo de desova ocorrido em
2005 e 2006, na éarea de reproducédo protegida pelo Centro de Conservagédo e
Manejo de Répteis e Anfibios - RAN, nas praias do Rio Araguaia, em Goidas, Brasil,
na regiao denominada Remanséao (13° 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com licenga n®
117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras de ovos foram coletadas aleatoriamente, de ninhos escolhidos ao
acaso, até a eclosao. Os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com agua
contendo aquecedores elétricos, com temperatura em torno de 27 °C. Os estagios
de desenvolvimento dos embrides foram nomeados de acordo com os critérios
morfolégicos externos de Danni et al. (1990).

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirdrgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltérios. Efetuou-se morfometria
(Quadro1l e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret),
precisdo de 0,05 milimetro, e balanca analitica (AND HR-120, Gravimeta) precisao
de 0,1 grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaca, largura
da carapaga, comprimento do plastréo, largura do plastrdo, comprimento cranio-
caudal, altura e peso corporal, segundo Malvasio et al. (2002) e Dani et al. (1990).

ApOs esse processo, as amostras foram submetidas as técnicas de
diafanizagcdo por KOH e coloragdo dos ossos pela alizarina red S e da cartilagem
pelo alcian blue, segundo os métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e
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Uhler (1977) modificado, no Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS)
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presenga de centros de ossificagdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos ésseos que compdem o cranio (Figuras 6 e 7), foi
analisada em microscépio estereoscopico (SZX 12, Olympus) com camera acoplada
para captura de imagens (DP10, Olympus) e camera fotografica digital (fe100,
Olympus 6.0). Ainda, cinco desenhos representativos foram confeccionados,
utilizando-se para tal seis esqueletos de P. expansa adultos do acervo do LAPAS.
(Figuras 1, 2, 3,4 e 5).

RESULTADOS

Osteologia do cranio de Podocnemis expansa adulto.

Neurocranio

Basisfendide (Bas): articula-se rostralmente com a margem caudal do 0sso
pterigdide e caudalmente com a margem rostral do basioccipital (Figura 1C).
Supra-occipital (So): é um osso impar, mediano, que forma a superficie
caudodorsal da calvaria do cranio. Ele sustenta a crista supra-occipital mediana que
se projeta caudalmente além do processo paraoccipital dos ossos esquamosal e
opistético. A margem lateral do supra-occipital projeta-se ventrolateralmente e forma
a superficie caudomedial da fossa temporal. Lateralmente, o supra-occipital articula-
se com 0 prootico e com o opistético e dorsalmente com a margem medial do
parietal. O supra-occipital forma a margem dorsal do forame magno (Figura 1D).
Basioccipital (Ba): aparece como um unico elemento mediano. Sustenta um
proeminente processo ventromedial que forma o terceiro céndilo occipital ventral; a
margem dorsal do basioccipital separa o exoccipital medialmente e forma a margem
ventral do forame magno. Rostralmente articula-se com a margem caudal do
basisfendide. A superficie dorsal do basioccipital articula-se com a margem
ventrolateral do exoccipital. A superficie dorsal do basioccipital forma o assoalho

caudal da cavidade craniana (Figura 1C).
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Opistotico (Op): A margem rostral de cada opistético é irregular e articula-se com a
margem caudal do proético. A margem medial de cada um se articula com a margem
lateral do supra-occipital. Lateralmente, cada opistotico se articula amplamente com
a margem medial do quadrado e do esquamosal (Figura 1D).

Exoccipital (Ex): Sdo ossos pares que formam a margem ventrolateral do forame
magno; contribui na formacédo dorsolateral do céndilo occipital. Cada exoccipital
articula-se com a margem caudolateral do supra-occipital e lateralmente com a
margem caudomedial do opistético. Articula-se também ventralmente e medialmente
com o basioccipital (Figura 1D).

Proético (Pr): Cada prodtico € levemente concavo dorsalmente e forma o assoalho
rostral da fossa temporal. Medialmente, cada prodtico articula-se com a margem
lateral do parietal e com a margem rostrolateral do supra-occipital. Caudalmente
articula-se com a margem rostral do opistético e lateralmente com a margem

dorsomedial do quadrado (Figura 1D).

Dermatocranio

Frontal (Fr): Medialmente os frontais articulam-se entre si ao longo de todo o seu
comprimento, articulam-se rostralmente com os pré-frontais, caudalmente com os
parietais e caudolateralmente com os pds-orbitais. A margem rostrolateral de cada
osso frontal é levemente concava e forma a margem dorsomedial da 6rbita (Figuras
1AeB).

Maxila (Ma): Possui uma superficie de trituracdo que se estende por todo
comprimento da regido ventral de cada elemento. Possui numerosos forames de
tamanhos reduzidos que estdo localizados na superficie facial e na superficie de
trituracdo. Cada maxila articula-se com a margem caudolateral da pré-maxila. O
processo pre-frontal de cada maxila é triangular e forma a margem rostroventral da
Orbita, articulando-se com a margem lateral do pré-frontal. Caudalmente, cada
maxila articula-se amplamente com a margem rostral do o0sso jugal,
caudoventralmente articula-se com a margem rostral do palatino (Figuras 1 A e B).
Jugal (Ju): Caudalmente, o jugal articula-se com a margem rostral do

quadradojugal. A margem rostral de cada jugal articula-se com a margem
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caudodorsal da maxila e forma a margem caudoventral da 6rbita. No interior da
fossa orbital, o jugal é levemente cbncavo e articula-se com a superficie
mediocaudal da maxila. A margem dorsal do jugal articula-se com o pés-orbital e
parietal. Um curto processo caudomedial do jugal articula-se com a superficie
rostrodorsal do palatino e do pterigbide (Figuras 1 A e B).

Pés-orbital (Po): E um pequeno osso par. Cada pds-orbital articula-se lateralmente
com a margem dorsal do jugal, medialmente com a margem caudolateral do frontal,
e caudalmente com a margem rostrolateral do parietal. O pés-orbital articula-se com
o pterigbide e com o palatino por uma expansao ventrocaudal. Forma a margem
laterodorsal da érbita e a parede caudodorsal da fossa orbital (Figuras 1 A e B).
Parietal (Pa): E um elemento dsseo largo e par, que forma grande parte do teto do
cranio. Articulam-se entre si medialmente ao longo de todo o seu comprimento.
Caudalmente, o parietal articula-se com o supra-occipital. Rostromedialmente com o
frontal, rostrolateralmente com o pés-orbital e o jugal. Ventrolateralmente, o parietal
se articula com do proético e lateralmente com a margem medial do quadradojugal
(Figuras 1 A e B).

Esquamosal (Es): Na vista dorsal, o esquamosal forma articulacdo com a margem
lateral do opistotico. Na vista lateral, a margem rostral de cada esquamosal articula-
se com o quadradojugal e com a margem caudomedial do osso quadrado (Figuras 1
A e B).

Palatino (Pal): E um o0sso par. Suas metades rostrais articulam-se entre si
medialmente. As metades caudais sdo separadas pelo vébmer, medialmente. Cada
palatino se articula com a margem caudoventral da maxila, com a margem rostral do
pterigéide caudalmente e com o jugal lateralmente (Figuras 1 C). Na fossa orbital,
um processo dorsal do palatino articula-se com o pés-orbital.

Pterigoide (Pt): E um osso amplo, com processos transversais. Rostralmente
articula-se com a margem caudal do palatino e caudalmente com o basisfendide.
Rostrolateralmente, cada pterigdide sustenta um ramo rostral que se projeta
dorsalmente e se articula com o jugal e com uma pequena parte da margem caudal
do pos-orbital (Figuras 1C).

Pré-maxila (Prm): Sao dois ossos pequenos que se fundem medialmente.

Articulam-se lateralmente com a maxila e formam a margem rostral do focinho. A
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pré-maxila fundida sustenta uma parte da superficie de trituracdo de cada maxila
(Figuras 1C).

Pré-frontal (Prf): Articulam-se medialmente entre si, ao longo de todo o seu
comprimento, formam o teto da cavidade nasal. As margens caudal, rostral e lateral
sdo irregulares. O pré-frontal articula-se caudalmente com o frontal e lateralmente
com a maxila. Lateralmente forma a margem rostrodorsal da 6rbita (Figuras1A e B).
Quadradojugal (Qj): Na vista dorsal, o quadradojugal forma a parede dorsolateral
da fossa temporal. Na vista lateral, a margem caudal do quadradojugal articula-se
com a margem rostral do esquamosal, rostralmente articula-se com a margem
caudal do jugal e ventralmente com o quadrado (Figuras 1A e B).

Vémer (Vo): estd localizado medialmente e separa caudalmente o palatino.
Caudalmente se articula com pterigoide (Figura 1C).

Esplancnocranio

Quadrado (Qu): Ventralmente cada osso quadrado sustenta um condilo mandibular,
o qual se articula com a mandibula. Na vista lateral, o osso quadrado forma grande
parte da parede da cavidade timpéanica. A porcao rostromedial do quadrado segue
em direcdo ao prodtico, unindo-se ao mesmo. A margem caudal se articula com a
margem rostral do esquamosal e caudomedialmente com o opistético. Medialmente,
cada quadrado se articula amplamente com o ramo caudal do pterigbéide. Na vista
lateral a margem dorsal do osso quadrado articula-se com a margem lateral do
quadradojugal (Figuras 1A e B).
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Figura 01: Desenho esquematico de cranio de Podocnemis expansa. (A) vista dorsal; (B) vista
lateral; (C) vista ventral; (D) vista latero-caudal. Pa, parietal; Fr, frontal; Prf, pré-frontal; Po, pos-
orbital; Ju, jugal; Ma, maxilar; Qj, quadradojugal; So, supra-occipital; Qu, quadrado; Es,
esquamosal; Prm pré-maxilar; Ba, basioccipital; Bas, basisfendide; Pt, pterigoide; Pal, palatino,
Vo, vdmer; Pp, opistético; Pr, pro6tico; Ex, exoccipital.

A B

Figura 02: Desenho esquematico da mandibula de Podocnemis expansa. (A), vista ventral
da mandibula; (B), vista dorsal da mandibula. De, dentério; Co, corondide; Sa supra-angular.
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Mandibula

A vista dorsal da mandibula, em Testudines, normalmente possui formato de
“V”. As duas metades da mandibula sao fundidas, ndo indicando nenhum limite entre
elas e compreende (1) corondide; (2) dentario, e (3) supra-angular.
Coronoide (Co): Constitui um elemento 0sseo, situado dorsalmente, entre o
dentario rostralmente e o supra-angular caudalmente. Medialmente, sua margem
ventral contribui para a formagéo do sulco de Meckelii (Figuras 2A e B).
Dentario (De): Forma a maior parte das superficies rostral, lateral e ventral da
mandibula. A margem caudolateral do dentario é irregular e lateralmente investe em
direcdo as margens ventrais do corondide e do supra-angular. A margem labial se
estende por toda regido lateral do dentario e € perfurada por inimeros forames de
tamanhos reduzidos. A margem dorsal da superficie lingual do dentario é
proeminente e o sulco de Meckelii se estende por todo o comprimento da sua face
medial (Figuras 2A e B).
Supra-angular (As): E um elemento ésseo estreito, que forma parte do terco caudal
da mandibula. O supra-angular forma a parede medial da area articular mandibular.
Na vista lateral, a margem rostrodorsal do supra-angular se articula com a margem
caudolateral do corondide e a margem rostrolateral investe para o dentario (Figuras
2A e B).

Aparelho hidide:
O corpo hidide, o processo lingual, o corno braquial | e o corno braquial I,
formam o aparelho hiéide de P. expansa. O corno braquial | é curvo

dorsomedialmente e é mais longo do que o corno braquial Il, este é o Unico

elemento do aparelho hidide que se ossifica.
Seqtiéncia de ossificacao dos elementos dsseos do cranio de P. expansa

Neurocranio
O basisfendide e o basioccipital iniciam o processo de ossificagdo no estagio
19, em sequéncia o supra-occipital e o opistdtico no estagio 20, seguido pelo

exoccipital no estagio 21 (Figuras 4C, 5C e 6E). O prodtico € o ultimo elemento do
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neurocranio a apresentar centro de ossificacdo e isso ocorre somente no estagio 24
(Figura 3F).

No estagio 22 o basioccipital € o basisfenéide possuem formato oval. O
basisfendide segue em direcdo a margem caudal do pterigéide e somente no estagio
23 ele se aproxima deste e segue em direcdo a margem cranial do basioccipital.
Ainda nesse mesmo estagio o supra-occipital se aproxima dorsalmente da margem
caudal dos parietais (Figuras 5 e 6).

O supra-occipital se aproxima do exoccipital, opistético e do proético no
estagio 25. O opistético se aproxima do exoccipital e do esquamosal e segue em
direcéo ao prootico, também nesse estagio (Figuras 4D e 5D).

Figura 3: Desenho esquematico da seqiiéncia de formacao 6ssea do cranio de Podocnemis
expansa. (A) estagio 16; (B) estagio 17; (C) estagio 19; (D) estagio 20; (E) estagio 21; (F)
estagio 24. Pa, parietal; Fr, frontal; Prf, pré-frontal; Po, pos-orbital; Ju, jugal; Ma, maxilar; Qj,
quadradojugal; So, supra-occipital; Qu, quadrado; Es, esquamosal; Prm, pré-maxila; Ba,
basioccipital; Bas, basisfenéide; Pt, pterigéide; Pal, palatino; Vo, vémer; Op, opistético; Pr,
prootico; Ex, exoccipital.
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Dermatocranio:

O esquamosal, o pterigbide e a maxila sdo os primeiros elementos do
dermatocranio a iniciar a ossificagao, e isso ocorre no estagio 16 (Figuras 3A, 5A e
6A). Mas a maioria desses elementos 6sseos apresenta centros de ossificacdo no
estagio 17, séo eles: frontal, jugal, poés-orbital, parietal, pré-maxila, pré-frontal
(Figuras 3, 4 e 6), seguido do palatino e quadradojugal no estagio 19 e por ultimo o
vémer no estagio 25 (Figuras 5 e 6).

No estagio 22 o frontal segue em direcdo a margem rostral do parietal,
aproxima-se do seu homénimo contralateral medialmente e da margem caudal do
pré-frontal. A maxila ocupa a maior parte da margem ventral da 6rbita. O pterigdide
ja se aproxima do palatino rostralmente e, caudalmente, segue e direcdo do
basisfendide. O palatino segue em diregdo rostromedial, ficando préximo da maxila.

O frontal se aproxima do parietal contribuindo com a formagao da fontanela
no estagio 23. A maxila se aproxima da margem rostrolateral do palatino, e na vista
lateral também se aproxima do pré-frontal. O jugal se aproxima da margem caudal
da maxila, da margem lateral do pds-orbital e da margem rostral do parietal e ainda
segue em direcao do quadradojugal. O pds-orbital, por sua vez, se aproxima da
margem caudolateral do frontal e da margem rostral do parietal. As duas partes dos
parietais seguem em direcdo medial para posterior fusédo, lateralmente se aproxima
do quadradojugal e caudalmente do supra-occipital. Ainda no estagio 23 o
esquamosal segue em direcdo do quadradojugal e o pterigbide se aproxima da
margem caudal do basisfendide (Figura 6).

No estagio 25 o frontal se aproxima do pré-frontal, o jugal se aproxima do
pds-orbital, maxila, quadradojugal e do parietal. O esquamosal se aproxima do
quadradojugal, quadrado e do opistético. As porgcées direita e esquerda do
pterigbide, da pré-maxila e do palatino se aproximam medialmente para posterior

fusao. E, finalmente, o vémer apresenta centro de ossificagéo.

Esplacnocranio:
No estagio 23, o osso quadrado ja apresenta centro de ossificacdo e segue
em direcado do opistético, esquamosal e quadradojugal. No estagio 24, o quadrado

se aproxima do opistotico (Figuras 3F, 5D e 6H).
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4 D
Figura 4: Desenho esquematico da sequéncia de formagéo 6ssea do créanio de Podocnemis
expansa. (A) estagio 16; (B) estagio 19; (C) estagio 20; (D) estagio 24. Pa, parietal; Fr, frontal;
Prf, pré-frontal; Po, pos-orbital; Ju, jugal; Ma, maxilar; Qj, quadradojugal; So, supra-occipital;
Qu, quadrado; Es, esquamosal; Op, opistotico.

vo =
Figura 5: Desenho esquematico da seqiiéncia de formagao 6ssea do cranio de Podocnemis
expansa. (A) estagio 16; (B) estagio 19; (C) estagio 20; (D) estagio 24. Ma, maxilar; Qj,
quadradojugal; So, supra-occipital; Qu, quadrado; Es, esquamosal; Prm, pré-maxila; Ba,
basioccipital; Bas, basisfendide; Pt, pterigdide; Pal, palatino; Vo, vémer; Op, opistético; EX,
exoccipital.
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Figura 06: Fotografias de cranio de Podocnemis expansa. (A) vista ventral, estagio 16; (B) vista
ventral, inicio do estagio 17; (C) vista ventral, final do estagio 17; (D) vista dorsal, estagio19; (E)
vista ventral, estagio19; (F) vista ventral, estagio 23; (G) vista dorsal, estagio 23; (H) vista dorsal,
estagio 24. Pa, parietal; Fr, frontal; Prf, pré-frontal; Po, pés-orbital; Ju, jugal; Ma, maxilar; Qj,
quadradojugal; So supra-occipital; Qu, quadrado; Es, esquamosal; Prm pré-maxilar; Ba,
basioccipital; Bas, basisfenoide; Pt, pterigdide; Pal, palatino, Vo, vébmer; Op, opistético; Pr,
proético; Ex, exoccipital, Sa, supra-angular.




36

Mandibula e aparelho hiodide

Tanto o dentario, corondide e o supra-angular apresentam centros de
ossificagdo no estagio 16, com maior retencao de corante no dentario, indicando que
esse elemento € o primeiro a apresentar centros de ossificagao (Figuras 6A, B e 7A).
O dentario se aproxima do seu homénimo medialmente no estagio 19, comega a
apresentar numerosos forames de tamanhos reduzidos e o supra-angular segue em
direcdo a margem caudal do coronoide. No estagio 20, o dentério se aproxima da
margem rostral do corondide e o seu ter¢co caudal investe na margem rostral do
supra-angular (Figuras 7B, C e D).

O corpo braquial | do aparelho hidide comega a ossificar-se no final do estagio
17. No estagio 19 ele segue em diregcéo da parte caudal do corpo hidide( Figuras 6B,
D e E).

Figura 7: Fotografias de mandibulas de Podocnemis expansa. (A) estagio 16; (B) estagio 17;
(C) estagio 19; (D) estagio 20. De, dentario; Co, corondide; Sa, supra-angular.
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DISCUSSAO

Neurocranio

Em Apalone spinifera, os elementos do neurocranio se ossificam entre os
estagios 19 e 23 (Sheil, 2003), em Macrochelys teminckii entre os estagios 21 e 24
(SHEIL, 2005), em Chelydra serpentina Rieppel (1993) e Sheil e Greenbaum (2005)
entre os estagios 21 e 23, o que demonstra ser este periodo de maior duragdo em
Podocnemis expansa, ja que 0 mesmo acontece entre os estagios 19 e 24.

Tanto em C. serpentina, A. spiniferal, M. temminckii, quanto em P. expansa, a
sequéncia de formacdo dos elementos d&sseos do neurocranio diferem
significativamente.

Em Podocnemis expansa o basisfendide e o basioccipital sdo os primeiros
elementos do neurocranio a se ossificar. Em seguida, o supra-occipital e o opistotico,
depois 0 exoccipital e por ultimo o prodtico. Para C. serpentina, Rieppel (1993)
informou que a sequiéncia de ossificacdo desses elementos ocorre na seguinte
ordem: basisfendide que é seguido pelo exoccipital, basioccipital, supra-occipital e
pro6tico e por ultimo o opistético. Ainda para C. serpentina, segundo Sheil e
Greenbaum (2005), a ossificacao do exoccipital levemente precede a ossificacao do
basisfendide e o supra-occipital ossifica-se antes do proético, o qual precede a
ossificagao do basioccipital.

Na espécie M. teminckii (SHEIL, 2005), o basisfendide, exoccipital e prodtico
sd0 0s primeiros a apresentar centros de ossificacdo, seguido do basioccipital,
depois 0 supra-occipital e por ultimo o opistético. Para Sheil (2003), em A. spinifera,
0 exoccipital e o basioccipital sdo os primeiros a apresentar centros de ossificagéao,
seguido do basisfendide e proodtico, depois 0 opistotico e por ultimo o supra-occipital.

Dermatocranio

Sheil e Greenbaum (2005) sugeriram que 0s 0ssos do dematocranio fossem
agrupados em: elementos do palato (pterigdide, vémer e palatino), arcada maxilar
(pré-maxila, maxila, jugal, quadradojugal e esquamosal) e teto do cranio (pré-frontal,
pds-orbital, frontal e parietal).
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Em C. serpentina (RIEPPEL, 1993), o pterigbide, vbmer e palatino se
ossificam entre os estadgios 18 e 20. A ordem precisa de ossificacdo é:
pterigéide>palatino=vémer. Esta sequiéncia sugere uma tendéncia de ossificacao
caudorostralmente para esses elementos palatais. Para C. serpentina, foi observada
a mesma ordem de ossificagdo nestes elementos, mas com tempo diferente, de
maneira que estes elementos se ossificam mais cedo (SHEIL e GREENBAUM,
2005). Ja para Sheil (2003), em A. spinifera, foi observado basicamente a mesma
ordem de ossificacdo nestes elementos, com o pterigbide e o palatino apresentando
centros de ossificagdo no mesmo estagio, como segue: pterigdide=palatino>vémer.
Para Sheil (2005), em M. teminckii, o pterigdide, o palatino e o vomer apresentam
centros de ossificagdo no estadgio 18, com o pterigbéide mais adiantado, devido a
maior retencdo de corante alizarina.

Para P. expansa, nesses 0ssos palatais, ocorre evento semelhante ao da A.
spinifera. Entretanto, difere na cronologia.

Em C. serpentina, Rieppel (1993) observou que os elementos da arcada
maxilar se ossificam entre os estagios 18 e 22. Segundo Sheil e Greenbaum (2005),
nessa mesma espécie, isso ocorreu entre estagios 19 e 21. Em M. teminckii entre os
estagios 17 e 20 (SHEIL, 2005) e, para A. spinifera, entre os estagios 17 e 22
(SHEIL, 2003). Em P. expansa, com periodo de duracao intermediario, a ossificacao
da arcada maxilar se deu entre os estagios 16 e 19.

A sequéncia de  ossificagdo, segundo Rieppel (1993) é:
esquamosal>maxila=pré-maxila>jugal>quadradojugal. Este padrdo sugere uma
tendéncia de ossificacao rostrocaudalmente para esses elementos. Para M. teminckii
(SHEIL, 2005) a sequéncia é: maxila> pré-maxila=jugal=esquamosal>
quadradojugal. Para A. spinifera (SHEIL, 2003) a seqUéncia é: maxila=esquamosal>
jugal>quadradojugal>pré-maxila. =~ Para P. expansa a sequéncia é:
esquamosal=maxila=pré-maxila=jugal>quadradojugal. Embora estes elementos se
ossifiquem mais rapidamente em P. expansa, a sequéncia de ossificagdo observada
esta mais proxima da informada por Rieppel (1993). Assim, fica evidente que
estudos mais quantitativos sdo necessarios para documentar a variabilidade natural
de formagao dos 0sso0s.
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Em ambos os estudos com C. serpentina, elementos ésseos que formam o
teto do cranio estdo bem ossificados no final do estagio 21. A seqiéncia de
ossificagao, segundo Rieppel (1993) é: pbs-orbital>parietal>pré-frontal=frontal e para
Sheil e Greenbaum (2005): pré-frontal>frontal=pds-orbital>parietal. Os padrées de
ossificagdo dos elementos do cranio de C. serpentina, propostos por Rieppel (1993)
e Sheil e Greenbaum (2005), nao sao idénticos em todos os pontos observados,
apesar de ser a mesma especie.

Para P. expansa e A. spinifera (SHEIL, 2003), no estagio 19, todos esses
elementos ja apresentam retengcdo do corante e a seqUéncia ocorre assim:
frontal=p0Os-orbital=parietal>pré-frontal e parietal>pré-frontal>frontal=p6s-orbital,
respectivamente. Para M. teminckii (SHEIL, 2005) todos esses elementos
apresentam centro de ossificacdo no estagio 20 e a sequéncia também difere das
anteriores: pos-orbital>frontal=pré-frontal>parietal.

As diferencas sdo bem evidentes nos estudos até agora realizados.
Destacam-se, neste sentido, as diferencas na cronologia e sequiéncia de ossificacao
entre alguns dos ossos que compdem o esqueleto do cranio de P. expansa e as
espécies comparadas.

Esplancnocranio, mandibula e aparelho hidide

Em ambos os estudos com C. serpentina os elementos 6sseos da mandibula
comecam a se ossificar no final do estagio 21, mas em relacdo a outras unidades
estruturais, parece haver uma grande variacdo na sequéncia de ossificacao destes
elementos entre os estudos realizados. Rieppel (1993) identificou a seguinte
sequéncia de ossificacdo destes elementos: dentario>corondide=supra-angular.
Ossificacdo destes elementos foi seguida com a do quadrado no estagio
subsequente.

Essencialmente, ndo ha grandes diferengas entre ambos os estudos com C.
serpentina Rieppel (1993) e Sheil e Greenbaum (2005), na seqUéncia e
sincronizacao relativa de ossificagdo da mandibula, e estes dados coincidem com os
informados para M. temimckii (SHEIL, 2005), bem como para P. expansa e

apresentam uma tendéncia geral de ossificacdo rostrocaudalmente. O mesmo nao
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ocorre com A. spinifera, (SHEIL, 2003), a cronologia e a sequéncia de ossificacao da
mandibula diferem: dentario>supra-angula>corondide.

A seqléncia do desenvolvimento 6ésseo durante a ontogenia varia
grandemente entre essas espécies. Segundo Sahoo et al. (1998), a osteogénese, e
talvez até certo ponto o padrao, € influenciado por condi¢ées ambientais. O tamanho
e idade sdo, ambos, os parametros importantes para o padrao de formagao do 0sso.
Os quelbnios da mesma idade podem estar em estdgios de desenvolvimento
diferente, e ha variacdo significativa mesmo entre animais do mesmo tamanho
(GILBERT et al., 2001).

Em C. serpentina (SHEIL; GREENBAUM, 2005), tanto o corno braquial |
como o Il do aparelho hidide se ossificam, seguindo a seqiéncia: corpo braquial | no
estagio 20 e depois o corno braquial Il no estagio 22. Processo diferente ocorre em
P. expansa onde o corpo braquial || permanece em forma de cartilagem e apenas o
corno braquial | se ossifica e isso ocorre no estagio 17. Em C. serpentina a
ossificagao inicia-se distalmente e prossegue proximalmente, ja em P. expansa o

centro de ossificacdo surge no centro do 0sso.

CONCLUSOES

Os ossos do dermatocranio e os ossos da mandibula sdo os primeiros a
iniciar o processo de ossificagdo: esquamosal, pterigbide, maxila, dentario,
corondide, supra-angular e corpo branquial | no estagio 16. Frontal, jugal, pds-
orbital, parietal, pré-maxila e pré-frontal no estagio 17. Palatino e quadradojugal no
estagio 19.

Em seguida, os ossos do neurocranio: basisfenodide e basioccipital no estagio
19, supra-occipital no estagio 20, exoccipital no estagio 21 e prodtico no estagio 24.

Por ultimo, o osso quadrado do esplancnocranio, no estagio 23.
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CAPITULO 3 — ONTOGENIA DOS OSSIiCULOS DA ESCLERA EM TARTARUGA-
DA-AMAZONIA Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO: Os ossiculos da esclera sdo pequenas placas 6sseas localizadas no
globo ocular de muitos vertebrados e diferem em sua morfologia, desenvolvimento e
posicao dentro de diferentes grupos de vertebrados. Com objetivo de investigar o
desenvolvimento, o numero, a forma e a disposi¢cdo dos ossiculos da esclera, em
Podocnemis expansa coletou-se 15 embrides, a partir do 18° dia de incubacao
natural e 16 espécimes adultos, pertencentes ao acervo do LAPAS, dos quais foram
removidos os globos oculares. Os embrides e os globos oculares foram submetidos
a técnica de diafanizacdo e coloracdo dos 0ssos. Apurou-se que 0s ossiculos da
esclera, nessa espécie de Testudines, possuem forma quadrangular, variam de 10 a
13 com 11,25 =+ 0,983 e 11,43 = 0,81, no olho direito e no olho esquerdo,
respectivamente, e ocupam posicao fixa, préximos a borda anterior da esclera. Os
ossiculos se desenvolvem de forma intramembranosa e comecam a apresentar
centros de ossificagcdo no estagio 21, com dez centros de ossificagcdo no olho direito
e oito no olho esquerdo. No estagio 23, todos os ossiculos do anel esclerético
aumentam em comprimento e se aproximam dos ossiculos adjacentes, formando um
anel. No estagio 26 os ossiculos da esclera ja se apresentam na disposicao

definitiva.

Palavras-chave: Ossificagdo, Embrido, Olho, Alizarina, Répteis.
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SCLERAL OSSICLES ONTOGENYIS OF THE AMAZON RIVER TURTLE
Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT: The scleral ossicles are small bony plates located in the eyeball of
many vertebrates and differ in their morphology, development and position within
different groups of vertebrates. With the objective of investigating the development,
number form and disposition of the scleral ossicles, in Podocnemis expansa 15
embryos were collected, as from the 18th day of natural incubation and 16 adult
specimens, belonging to the LAPAS, from which the eyeballs were removed.The
embryos and the eyeballs were submitted to the diafanization (Clearing) technique
and coloration of the bones. On found out that the scleral ossicles, in Testudines
species, have a square form, vary from 10 to 13 with 11,25 + 0,93 and 11,43 + 0,81,
in the right eye and in the left eye, respectively, and they occupy a set position close
to the front border of the sclera. The ossicles develop in an intramembranous form
and begin to present ossification centers in stage 21, with ten ossification centers in
the right eye and eight in the left eye. In stage 23, all ossicles of the sclerotic ring
increase in length and approach the adjacent ossicles, forming a ring. In stage 26 the

scleral ossicles have already presented themselves in the definitive disposition.

Key words: Ossification, Embryos, Eye, Alizarin, Reptile.
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INTRODUCAO

A esclera é a bainha mais externa do olho, € uma estrutura resistente que
preserva a forma do globo ocular, impedindo que a pressado, tanto interna como
externa, modifique sua forma. Outro tipo de protecao é propiciada pela presenca de
um anel esclerético, uma série de placas 6sseas, de posicao fixa (HILDEBRAND;
GOSLOW, 2006; MAHECHA; OLIVEIRA, 1998).

As placas ésseas ou ossiculos da esclera sdao comuns entre muitos
vertebrados, incluindo Aves, Testudines e alguns Squamata, mas € ausente em
Ofidios, Crocodilianos, Anfibios e Mamiferos (ANDREWS, 1996; FRANZ-
ODENDAAL, 2005).

Segundo Hall (1981) e Pinto e Hall (1991), as papilas da esclera induzem a
formacao dos ossiculos da esclera. Para Hall e Miyake (1992), em répteis e aves
ocorre ossificacdo intramembranosa. Estudo experimental realizado em embrides de
galinha propbe que os ossiculos da esclera surgem como condensacgdes de células
mesenquimais de origem da crista neural (HALL, 1978; JOHNSTON, 1973). H&
sempre uma correspondéncia exata entre o nimero de ossiculos e papilas, com
estas precedendo o desenvolvimento dos ossiculos da esclera (FYFE et al., 1988;
FRANZ-ODENDAAL, 2005; HALL; MIYAKE, 1992).

A remocao de uma ou mais papila da esclera em embrides de galinha, em
uma determinada fase do desenvolvimento, impede a indugdo do ossiculo abaixo
dessa papila removida, enquanto outros ossiculos do anel, sem ruptura da papila,
desenvolvem-se normalmente (COULOMBRE et al., 1962).

A presenca da papila foi confirmada por varios autores em diferentes espécies
de Testudines, como Chelydra serpentina (YNTEMA, 1968; FRANZ-ODENDAAL,
2005), Carettochelys insculpta (BEGGS et al., 2000), Apalone spinifera
(GREENBAUM; CARR, 2002); Pelodiscus sinensis (TOKITA e KURATANI, 2001);
Chrysemys picta (MAHMOUD et al., 1973); Dermochelys coriacea (RENOUS et al.,
1989); Trachemys scripta (GREENBAUM, 2002b).

Segundo Modesto e Anderson (2004), as aves e répteis estdo organizados
em um mesmo grupo, e os ossiculos da esclera sdo morfologicamente semelhantes

entre eles (WALLS, 1942). Considerando as semelhangas no desenvolvimento da
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papila entre aves e répteis, € provavel que os ossiculos da esclera de todos os
Testudines sejam induzidos pelas papilas da esclera (FRANZ-ODENDAAL, 2005).

O conhecimento do desenvolvimento desses pequenos 0ssos apresenta-se
relevante para a clinica de répteis, uma vez que ja houve relato de caso de fratura
nos ossiculos da esclera em gavidao Buteo jamaicensis (LINDLEY et al., 1988).
Segundo o autor os ossiculos da esclera servem como local de origem dos musculos
ciliares estriados e fornecem protecéo para o conteudo intra-ocular.

Andrews (1996) e Franz-Odendaal (2005) analisaram algumas séries de
ossiculos da esclera em quatro espécies de Cryptodira: Chelydra serpentina,
Sternotherus odoratus, Trachemys scripta elegans e Chrysemys picta. Porém, esse
estudo ainda néo foi realizado em P. expansa.

Podocnemis expansa € um Testudines fluvial, da familia Podocnemididae,
encontrado no rio Amazonas e em quase todos os seus afluentes. E uma espécie de
grande porte e os maiores exemplares chegam a alcangar mais 90 cm de
comprimento. A carne e 0s ovos s&o bastante apreciados, constituindo a base de
diversos pratos da culinaria amazénica. Esta espécie € também conhecida pelos
nomes de arad, jurara-acu e tartaruga-da-Amazénia (GASPAR et al., 2005; LUZ et
al., 2003).

Este trabalho tem como objetivo investigar o desenvolvimento, o niumero, a
forma e a disposicdo dos ossiculos da esclera durante o periodo pré-natal e em

espécimes adultos de Podocnemis expansa.
MATERIAL E METODOS

15 embrides de Podocnemis expansa (Testudines, Podocnemididae) foram
adquiridos nos periodos de desova ocorridos em 2005 e 2006, na area de
reproducdo protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de Conservagcdo e Manejo de
Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias, Brasil, na regido
denominada Remansédo (13° 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com licenga n°
117/2005-IBAMA/RAN e 16 espécimes adultos pertencentes ao acervo do
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) tiveram seus globos

oculares removidos.
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Amostras de ovos foram coletadas aleatoriamente, de um ninho escolhido ao
acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides foram
nomeados de acordo com os critérios morfolégicos externos de Danni et al. (1990).
Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirurgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltorios. Efetuou-se biometria
(Quadro1) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret), precisédo de
0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisdao de 0,1
grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaca, largura da
carapaca, comprimento do plastrao, largura do plastréao, altura, comprimento cranio-
caudal e peso corporal, seguindo-se a orientacdo de Malvasio et al. (2002) e Dani et
al. (1990).

Embrides e globos oculares foram submetidos as técnicas de diafanizagdo
por KOH e coloracdo dos ossos pela alizarina red S e também cinco embrides foram
processados pela técnica de coloragdo da cartilagem pelo alcian blue, segundo os
métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presenga de centros de ossificagdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos 6sseos que compdem o0s ossiculos da esclera
(Figura 1), foram analisadas em microscépio estereoscopico (SZX 12, Olympus) com
camera acoplada para captura de imagens (DP 10, Olympus) e camera fotografica
digital (fe100, Olympus 6.0). Ainda, um desenho representativo dos ossos da esclera
foi confeccionado (Figura 1), utilizando-se para tal exemplares ja fixados em formol

10% de P. expansa adultos do acervo do LAPAS (Figura 2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos espécimes adultos de Podocnemis expansa, foram encontrados 11,25 +
0,93 e 11,43 + 0,81 ossiculos da esclera, no olho direito e no olho esquerdo,
respectivamente, variando de 10 a 13 ossiculos. Possuem forma quadrangular e
ocupam posi¢ao fixa préximos a borda anterior da esclera.
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Foi observado que os centros de ossificacdo dos ossiculos da esclera, em
Podocnemis expansa, nao tém inicio ao mesmo tempo, sdo caracterizados por
padrbes temporais especificos. O numero de ossiculos em cada olho também néo é
uniforme dentro desta espécie. Houve variagao entre individuos e entre os antimeros
esquerdo e direito do mesmo animal.

No inicio do estagio 21 foram observados dez centros de ossificagdo na
esclera do olho direito e oito centros de ossificagdo no olho esquerdo. Como pode
ser observado na Figura 2A, os centros de ossificacdo encontram-se no mesmo
nivel de desenvolvimento. No estagio 22 (Figura 2B) foram observados 11 ossiculos
na esclera do olho direito e 12 ossiculos no olho esquerdo. Neste estagio os
ossiculos ainda estdo bem separados uns dos outros, mas com formato
quadrangular bem nitido.

No estagio 23, todos os ossiculos do anel esclerético, aproximam-se dos
ossiculos adjacentes (Figura 2C). No estagio 24, os ossiculos estdo unidos uns aos
outros e formam um anel com discretas sobreposicdes entre as placas 6sseas. No
estagio 26, os ossiculos da esclera ja se apresentam na disposicao definitiva (figura
2D).

Figura 01: Desenho esquematico dos ossiculos da esclera de Podocnemis expansa
adulta. OE, ossiculos da esclera.
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Figura 2: Fotografias de olhos de Podocnemis expansa. Olho direito, vista corneal. A,
estagio 21, B, estagio 22, C, estagio 23, D, estagio 24. Seta, ossiculos da esclera, Sb,
sobreposigao. Diafanizagdo por KOH e coloragdo dos ossos com alizarinared S (A, C e D)
e cartilagem com alcian blue (B). (A, C e D)x 16, (B) x 7.

Segundo Franz-Odendaal (2008) e Warheit et al. (1989), os ossiculos da
esclera sdo elementos 0sseos localizados no anel esclerético do olho de muitos
vertebrados, inclusive de P. expansa e diferem em sua morfologia, desenvolvimento,
namero e posi¢ao.

Franz-Odendaal (2005), em estudos com C. Serpentina, concluiu que o
processo de ossificacdo dos ossiculos da esclera é intramembranosa, assim como
ocorre em P. expansa. No entanto, observagbes de Andrews (1996) contradizem
essas informacoes, afirmando ser endocondral a forma de ossificacdo daqueles
ossiculos na mesma C. Serpentina, o que foi relatado por Franz-odendaal e Hall
(2006) para os peixes teledsteos.
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Segundo Andrews (1996), C. Serpentina e C. Picta comegcam a ossificar no
estagio 21, assim como acontece em P. expansa. Os ossiculos da esclera em C.
Serpentina (FRANZ-ODENDAAL, 2005) iniciam o processo de ossificacao no final do
estagio 19, e no estagio 22 todas as placas apresentam centros de ossificacao.
Apoés a eclosdo, os ossiculos da esclera formam um anel continuo com as placas
apresentando discretas sobreposicdes nas suas bordas. Deraniyagala (1939) apud
Franz-odendaal (2005) observou um padrdo de ossificagdo semelhante em
Dermochelys coriacea e este padrao é novamente visto nos embrides de galinha
(COULOMBRE; COULOMBRE, 1973), bem como em P. expansa.

Segundo Warheit et al. (1989), o anel escler6tico composto de placas 6sseas
com sobreposi¢des permite o crescimento do anel durante a ontogenia. Hildebrand e
Goslow (2006) sugerem que o anel, com um arranjo de sobreposi¢cées das bordas
das placas ésseas, confere maior resisténcia contra deformagdes do globo ocular e
permite melhor desenvolvimento das placas 0ss eas.

Além do padrao de ossificacdo, o nimero de ossiculos presente na esclera,
também varia entre os taxéns (LEMMRICH, 1931 apud WARHEIT et al., 1989;
FRANZ-ODENDAAL, 2005). Warheit et al. (1989) propde que as diferencas no
numero de ossiculos entre os taxons podem ser atribuidas ao crescimento peculiar
de cada taxons.

Primitivamente, nos peixes, o anel consistia em quatro placas, reduzindo-se a
dois elementos. Atualmente na maioria dos teledsteos, ha apenas dois ossiculos,
situado anteriormente e posteriormente dentro do olho (NAKAMURA e
YAMAGUCHI, 1991). Nos crossopterigios ancestrais dos vertebrados terrestres e
nos fésseis mais antigos de anfibios, 0 nimero de placas aumentou grandemente e
uma grande quantidade ainda est4d presente em répteis e aves (FRANZ-
ODENDAAL, 2005; SANES, 1992, HILDEBRAND; GOSLOW, 2006). Em Gallus
gallus, existe 13 a 14 ossiculos da esclera em cada olho (PALMOSKI; GOETINCK,
2005). Alectura lathami, Numida meleagris e Aburria aburri 14 ossiculos da esclera,
Crotophaga ani e Tauraco hartlaubi, 12 e 13 ossiculos da esclera, respectivamente
(WARHEIT et al., 1989).

Para Underwood (1970) em Testudines, o numero de ossiculos da esclera
varia de 6 a 13. Em C.serpentina existe 10 ossiculos (FRANZ-ODENDAAL, 2005),
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em P. expansa existe em média de 11,25 £ 0,93 e 11,43 + 0,81 ossiculos, nos olhos

direito e esquerdo respectivamente.

CONCLUSOES

A espécie P. expansa possui um anel esclerético com 11,25 + 0,93 e 11,43
0,81, ossiculos no olho direito e no olho esquerdo, respectivamente, variando de 10
a 13 ossiculos

Os ossiculos apresentam forma quadrangular, desenvolvem-se de forma
intramembranosa, comegam a apresentar centros de ossificagdo no estagio 21 e, no

estagio 26, apresentam-se na disposi¢ao definitiva.
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CAPITULO 4 — ONTOGENIA DOS OSSOS DA COLUNA VERTEBRAL EM
TARTARUGA-DA-AMAZONIA Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - Com objetivo de se investigar a seqliéncia de formagao dos elementos
0sseos que formam a coluna vertebral, nos diferentes estagios de desenvolvimento
pré e pés-natal em Podocnemis expansa, coletaram-se embrides e filhotes, a partir
do 18° dia de incubacao natural. Efetuou-se morfometria e os embriées e filhotes
foram submetidos a técnica de diafanizacao e coloragdo dos 0ssos e cartilagens. A
coluna vertebral de P. expansa compreende oito vértebras cervicais, dez vértebras
costais, duas vértebras sacrais e vinte vértebras caudais. No estagio 15 as vértebras
ainda sao constituidas por cartilagem. No estagio 17 a cartilagem comeca a ser
substituida por osso, e ocorre no sentido cranio-caudal. No estagio 19 todas as
vértebras costais apresentam centros de ossificacdo, além das duas vértebras
sacrais. A partir do estagio 20 as vértebras caudais comecam a apresentar centros

de ossificagao.

Palavras-chave: Vértebras, Répteis, Podocnemis expansa, Alizarina, Ossificacao.
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BONE ONTOGENY OF THE SPINE OF THE GIANT AMAZON RIVER TURTLE
Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT: With the objective of investigating the formation sequence of the bony
elements which form the spine, in the different stages of pre and post natal
development in Podocnemis expansa, embryos and nestlings were collected, as from
the 18th day of natural incubation. Morphometrics occurred and the embryos and
nestlings were submitted to the diafanization and coloration technique of the bones
and cartilages. The P. expansa spine comprises eight cervical vertebras, ten back
vertebras, two sacral vertebras and twenty tale vertebras. In stage 15 the vertebras
are still constituted by cartilage. In stage 17 the cartilage begins to be substituted by
bone, and this takes place in the cranium-tail direction. In stage 19 all the back
vertebras present ossification centers, as well as the two sacral vertebras. As from

stage 20 the tail vertebras begin to present ossification centers

Key words: vertebrae, Reptile, Podocnemis expansa, Alizarin, Ossification
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INTRODUCAO

A principal formagdo do esqueleto axial € a coluna vertebral, o suporte
longitudinal do corpo dos vertebrados, que substitui a notocorda. A maior
flexibilidade dada pela notocorda € sacrificada em favor da maior e necesséria
resisténcia fornecida pelos elementos Osseos, que é especialmente grande nos
vertebrados terrestres, nos quais o dorso deve sustentar o peso do corpo. Como
funcdo adicional, os elementos vertebrais estendem-se acima da regido da
notocorda para envolver e proteger a medula espinhal. (ROMER; PARSONS, 1985;
LAURIN, 1998).

A anatomia dos testudines difere significativamente de outros répteis, e estes
em geral sdo muito diferentes dos mamiferos (HILDEBRAND; GOSLOW, 2006). A
diferenca mais visivel nos testudines é a presenca de um casco. Esta estrutura
consiste de carapaga na regido dorsal e do plastrdo na regidao ventral, que séo
ligados por pontes 6sseas (POUGH et al., 2003; ALIBARDI; THOMPSON, 1999a;
GILBERT, et al., 2001). Os ossos que formam o casco sao cobertos por escudos de
queratina o que lhe confere maior resisténcia (ALIBARDI; THOMPSON, 1999b;
CLARK, et al., 2001; ALIBARDI, 2002).

Os Testudines exibem um extenso espectro de adaptacdes morfolégicas e o
esqueleto axial, reflete em sua diversidade morfologica, a grande extensao das suas
especializacoes. As vértebras, parte do esqueleto axial, sdo estruturas complexas
com grande variedade na sua arquitetura (ROMER; PARSONS, 1985;
HILDEBRAND; GOSLOW, 2006).

Podocnemis expansa Schiweigger 1812, é uma espécie de Testudines que
pertence a familia podocnemididae (VANZOLINI, 2003), € conhecida popularmente
como tartaruga-da-Amazoénia, tem sua distribuicdo no rio Amazonas e em quase
todos os seus afluentes (MUNDIM et al, 1999). E considerada uma das espécies
selvagens mais exploradas zootecnicamente (LUZ et al., 2003). Segundo Alho et al.
(1979) e Molina (1992), é o maior quelénio de 4gua doce da América do sul.

Para compreender como se manifestam os diversos processos patoldgicos
nos Testudines é importante conhecer as principais caracteristicas anatémicas e

fisiologicas que os diferenciam dos demais animais selvagens. Sendo assim, este



60

trabalho tem por objetivos descrever a seqtiéncia de formacao dos 0ssos que
compdem a coluna vertebral, nos diferentes estagios de desenvolvimento pré e pds-

natal, em P. expansa.

MATERIAL E METODOS

62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa
(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos nos periodos de desova ocorridos
em 2005 e 2006, na area de reproducao protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de
Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias,
Brasil, na regido denominada Remansao (13° 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com
licenga n® 117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras de ovos e filhotes foram coletadas aleatoriamente, de um ninho
escolhido ao acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides
foram nomeados de acordo com os critérios morfoldégicos externos de Danni et al.
(1990). Apds a eclosao, os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com
agua contendo aquecedores elétricos com temperatura em torno de 27 °C e
alimentados com racao para peixes.

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirdrgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltérios. Efetuou-se morfometria
(Quadro1e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret), precisao
de 0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisdo de 0,1
grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaca, largura da
carapaca, comprimento do plastrao, largura do plastréao, altura, comprimento cranio-
caudal e peso corporal, seguindo-se a orientacdo de Malvasio et al. (2002) e Dani et
al. (1990).

As amostras foram submetidas as técnicas de diafanizacdo por KOH e
coloragao dos 0ssos pela alizarina red S e da cartilagem pelo alcian blue, segundo
0os métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).
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A presenca de centros de ossificacdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos 6sseos que compdem a coluna vertebral (Figura 4),
foi analisada em microscopio estereoscépico (SZX 12, Olympus) com céamera
acoplada para captura de imagens (DP 10, Olympus) e camera fotografica digital
(fe100, Olympus 6.0). Ainda, trés desenhos representativos, foram confeccionados,
utilizando-se para tal seis esqueletos de P. expansa adultos do acervo do LAPAS
(Figuras 1, 2 e 3).

RESULTADOS

Osteologia da coluna vertebral
A coluna vertebral de P. expansa é distintamente regionalizada e compreende
oito vértebras cervicais, dez vértebras costais, duas vértebras sacrais e pelo menos

vinte vértebras caudais (Figura 1).

vC

VCo

VS

VCa

Figura 1: Desenho esquematico das vértebras de Podocnemis expansa. Vista
ventral. VC, vértebras cervicais; VCo, vértebras dorsais; VS, vértebras sacrais, VCa,
vértebras caudais.
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Vértebras cervicais:

O atlas é a primeira vértebra cervical e € composto por quatro elementos: um
pequeno 0sso localizado cranioventralmente, o intercentro atlantal; um par de arcos
vertebrais atlantais, localizados laterodorsalmente e um centro atlantal localizado
caudoventralmente (Figura 3).

Os arcos vertebrais atlantais sao fundidos dorsalmente e unem-se
cranialmente com o intercentro atlantal e ventrocaudalmente com o centro atlantal
(Figura 3).

A superficie ventral do intercentro atlantal apresenta uma leve quilha, a
porcdo caudal € mais arredondada e possui uma superficie de articulagdo cranial e
outra caudal. A superficie da articulagdo cranial € levemente céncava e articula-se
com a porgao ventral do coéndilo occipital do cranio. A superficie da articulagéo
caudal é levemente convexa e articula-se com a margem craniodorsal do centro
atlantal (Figura 3).

Cada arco neural vertebral compreende uma distinta regiao articular cranial e
outra caudal. Ventralmente se articula com a margem dorsolateral do intercentro
atlantal. Cranialmente possui uma superficie irregular que se articula com a
superficie lateral do céndilo occipital do cranio. Caudalmente articular-se com o
centro atlantal. Dorsalmente, os arcos se fundem na linha mediana. Na vista lateral,
a margem cranial de cada regidao é levemente convexa, e a margem caudal
apresenta-se concava e forma a margem cranial do forame intervertebral. O arco
vertebral atlantal sustenta um processo articular caudal (pés-zigapofise), que se
projeta caudalmente além do nivel da margem caudal do centro atlantal. Os
processos articulares craniais (pré-zigapéfise) estdo orientados dorsal e
medialmente, enquanto que o0s processo articulares caudais voltam-se ventral e
lateralmente (Figuras 2 e 3).

Cranialmente, o centro atlantal se articula com o coéndilo occipital, com o
intercentro atlantal, e com a margem posterior da superficie articular do arco
vertebral atlantal e caudalmente articula-se com o axis, a segunda vértebra cervical.

O axis € maior que o atlas e compreende trés regides distintas: um par de
arcos vertebrais onde se situam 0s processos arituculars craniais e caudais, e 0

corpo localizado ventralmente. Seu corpo vertebral-se articula cranialmente com o
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atlas e caudalmente com a terceira vértebra cervical. Os processos articulares
craniais se dirigem cranialmente e se articulam com os processos articulares caudais
do atlas. Os processos articulares caudais do axis se dirigem caudalmente e se
articulam com os processos articulares craniais da terceira vértebra.

As demais vértebras cervicais sdao semelhantes ao axis. No entanto,
diferencas entre estas vértebras sdo aparentes nos seguintes aspectos, que variam
através de uma série: os processos articulares craniais e caudais; forma e tamanho
do espago entre os processos articulares craniais e caudais; tamanho, forma e
orientagdo dos processos articulares craniais e caudais; largura da superficie cranial
articular do corpo; e tamanho e forma da superficie articular caudal de cada corpo.

Caudalmente ao axis o comprimento do corpo vertebral tende a aumentar e
depois 0 comprimento do corpo permanece mais ou menos constante. A terceira
vértebra cervical apresenta o arco vertebral mais desenvolvido do que o do axis, e
apresenta a sua borda dorsal suavemente convexa. Em vista lateral pode-se
observar que o arco neural torna-se gradativamente mais alto e espesso da sexta a
oitava vértebra cervical; o processo espinhoso é de aspecto triangular, inclinado
caudalmente. Na regido articular caudal, encontra-se o processo articular caudal
(Pca), levemente achatada em sua porcao caudal. Na face caudo-ventral deste
processo encontra-se a faceta articular horizontal, para a faceta do processo
articular cranial da vértebra cranial. O processo articular cranial (Pcr) constitui-se em
uma projegao localizada lateralmente, logo acima do processo transverso, e cuja

superficie articular € horizontal e voltada dorsalmente (Figura 2).

Pecr ]
N R e Iy
— / b

T e ~ (/ Pca
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Figura 2: Desenho esquematico de uma vértebra tipica de Podocnemis expansa. Vista lateral.
PCr, processo articular cranial; PCa, processo articular caudal; PT, Processo transverso; Co,
Corpo; SA, superficie articular do corpo.
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Figura 3: Desenho esquematico do atlas de Podocnemis expansa. (A) vista cranial;
(B) vista caudal; (C) vista dorsal; (D) vista ventral. IA, intercentro atlantal; AV, arco

vertebral atlantal; CA, centro atlantal.

Vértebras costais
Os corpos das vértebras costais sao largos dorsoventralmente, porém

delgados lateralmente. A primeira vértebra costal possui processo articular cranial
que se estende craniodorsalmente. Nas vértebras costais de 2 a 10, os arcos
vertebrais dirigem-se dorsalmente para os 0ssos neurais e os dois Ultimos costais da

carapaca, onde se mantém fundidos.

Vértebras sacrais
A regidao sacral da coluna vertebral de P. expansa é formada por duas

vértebras, das quais a primeira apresenta-se fundida a ultima vértebra costal e a

segunda mantém-se articulada com a primeira sacral cranialmente e com a primeira
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vértebra caudal, caudalmente. Assim como nas vértebras costais, o arco vertebral da
primeira vértebra sacral também se dirige dorsalmente para os 0ssos costais da

carapaca, onde se mantém fundidos.

Vértebras caudais

Os processos transversais sao mais proeminentes cranialmente e diminui em
tamanho caudalmente. Os arcos vertebrais sdo mais proeminentes nas vértebras
mais craniais e diminui de forma gradativa distalmente. Os corpos das vértebras

caudais s&o cilindricos e diminuem de comprimento em dire¢cao caudal.

Sequéncia de ossificacao da coluna vertebral

Na figura 4A, pode se observar a coloracdo apenas com alcian blue do
modelo de cartilagem da coluna vertebral, em um embrido no estagio 15. S6 mais
tarde esta cartilagem sera substituida por osso.

No inicio do estagio 17 todas as vértebras cervicais apresentam centros de
ossificagdo. As vértebras mais craniais mostram-se mais adiantadas, indicando que
o sentido é cranio-caudal. Ainda, nesse mesmo estagio, as quatro primeiras
vértebras costais iniciam o processo de ossificagdo, com as craniais mais avancadas
(Figura 4B). A quinta vértebra costal mostra centro de ossificagdo no final do estagio
17, a sexta vértebra costal no estagio 18 e no final do estagio 19 todas as vértebras
costal apresentam centros de ossificagdo, além das duas vértebras sacrais (Figuras
4C, D e E).

A partir do inicio do estagio 20 as vértebras caudais e os arcos vertebrais
cervicais comegam a apresentar centros de ossificacdo. No estagio 21, mais cinco
vértebras caudais ja iniciaram o processo de ossificacdo. As vértebras caudais tém o
seu numero variavel, a sequéncia de ossificacdo continua até o estagio 25, nesse
segmento da coluna vertebral. O sentido de ossificagdo de todos os segmentos da
coluna, tanto do corpo quanto dos arcos vertebrais, € sempre 0 mesmo, cranio-
caudal (Figura 4F, G e H).
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Figura 4: Fotografias de embrides e filhote de P. expansa, vista ventral. (A) estagio 15: Modelo
cartilaginoso da coluna vertebral. (B) inicio do estigio 17: Desenvolvimento das vértebras
cervicais. (C) final do estagio 17: Desenvolvimento das vértebras cervicais e costais; (D) estagio
18. (E) estagio 19: Desenvolvimento das vértebras costais. (F) inicio estagio 20, (G) final do
estagio 20: Desenvolvimento das vértebras sacrais e caudais. (H) 5° dia apds eclosao.
Diafaniza¢do por KOH e coloragdo com alizarina red S e alcian blue. Aumento: (A)x7. Barra: 10
mm.
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DISCUSSAO

Observa-se em P. expansa o mesmo padrao descrito por Sheil (2003) para
uma vértebra tipica de A. spinifera. O padrdao vertebral em P. expansa também
coincide com algumas descrigoes feitas por Rieppel (1993), Romer e Parsons (1985)
e Sheil e Grennbaum (2005).

Romer e Parsons (1985) afirmam que a coluna vertebral dos répteis
apresenta diferenciagdes regionais que levam a distincao das vértebras em regides
pré-sacral, sacral e caudal. Segundo Krause (1978), a regido prée-sacral ainda pode
ser subdividida em cervical, dorsal (toracica e pdés-toracica) e lombar. A coluna
vertebral de P. expansa € formada por vértebras cervicais, costais, sacrais e
caudais, coincidindo em parte com a descricdo de Romer e Parsons (1985).

Variagao anatémica no numero de vértebras € comum entre os vertebrados.
Entretanto, entre os Testudines, variagdes significativas s6 foram observadas nas
vértebras caudais, cujas formulas vertebrais sdo expressas por: 8:10:2:20, 8:10:2:13,
8:10:2:15 e 8:10:2:20, para P. expansa, A. spinifera (SHEIL, 2003), C. serpentina
(SHEIL; GREENBAUM, 2005), e M. temminckii (SHEIL, 2005). Isso demonstra que
se deve tomar cuidado com as abordagens tipolégicas.

Em vertebrados terrestres 0 movimento independente da cabecga é importante
e modificagdes nas vértebras mais craniais e em sua articulagdo com o cranio
facilitam isto (Romer e Parsons, 1985). Em P. expansa as duas primeiras vértebras
aparecem grandemente modificadas e consideravelmente diferentes das
subsequentes, formando o complexo atlas-axis, o qual, segundo Romer e Parson
(1985), permite consideravel liberdade de movimentos a cabega. O mesmo ocorre
em C. serpentina (SHEIL; GREENBAUM, 2005), A. spinifera (SHEIL, 2003) e
Liolaemus arambarensis (SILVA; VERRASTRO, 2007). As demais vértebras da
regido cervical apresentam morfologia semelhante em todos os Testudines
estudados.

Para Sheil e Greenbaum (2005) e para Rieppel (1993), nos estudos em C.
serpentina, as seqUéncias de ossificacdo dos elementos vertebrais cervicais se
assemelham. Entre as vértebras cervicais, a tendéncia geral de ossificagdo do corpo

vertebral é caudo-cranial. Os arcos vertebrais cervicais podem se ossificar quase
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simultaneamente e parece acontecer num sentido oposto ao do corpo vertebral,
cranio-caudal. Portanto, os gradientes de ossificacdo dos arcos vertebrais cervicais e
do corpo vertebral opdem-se, em C. serpentina. Padrao de ossificacao diferente foi
observado em P. expansa € M. temminckii (SHEIL, 2005), onde o sentido de
ossificagdo do corpo e do arco vertebral € o mesmo, cranio-caudal.

Em C. serpentina, na regido costal, o corpo vertebral progride das
extremidades para o centro, ao passo que 0s arcos vertebrais ossificam num
gradiente cranio—caudal (SHEIL; GREENBAUM, 2005). Em M. temminckii, no
estagio 20, inicia-se o0 processo de ossificagdo no corpo de todas as vértebras
costais. O grau de ossificagdo € maior entre as vértebras mais craniais e diminuem
caudalmente, portanto o sentido € cranio-caudal (SHEIL, 2005). O mesmo sentido de
ossificagdo ocorre em P. expansa e A. spinifera. No entanto, difere na cronologia,
pois em P. expansa o processo se inicia mais cedo (SHEIL, 2003).

As vértebras sacrais comegam a se ossificar no estagio 19 em P. expansa e
A. spinifera (SHEIL, 2003), no estagio 20 em M. temminckii (SHEIL, 2005) e no
estagio 21 em C. serpentina (SHEIL; GREENBAUM, 2005).

Em M. temminckii, no estagio 21, os corpos das vértebras caudais ja estao
com ossificacdo aparente (SHEIL, 2005), porém, o grau relativo de ossificagdo é
maior cranialmente e diminui caudalmente. Nesse mesmo estagio, em A. spinifera,
as vértebras caudais mais craniais também apresentam centros de ossificacao
(SHEIL, 2003). Em C. serpentina, no estagio 23, ocorrem centros de ossificacdo em
todas as vértebras caudais, com sentido, cranio-caudal. Em P. expansa, o inicio da
ossificagcdo das vértebras caudais acontece no estagio 20 e no mesmo sentido dos
outros Testudines estudados.

Os padrbes de ossificagdo no esqueleto dos répteis sdo pouco conhecidos
(RIEPPEL, 1993). Numa tentativa de compreender esse padréao de desenvolvimento
0sseo, foram realizados por Rieppel (1992) alguns estudos preliminares em trés
importantes clados de répteis, Chelydra, Aliggator e Lacerta como representantes
dos Testudines, Crocodilianos e Squamatas, respectivamente. Estas investigacoes
demonstraram variabilidade nos padrdes e seqliéncia de ossificacao entre os taxons.

Mais estudos sdo necessarios para uma analise filogenética comparativa criteriosa.
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As informacdes apresentadas nesta oportunidade, acerca da descricao de
parte do esqueleto axial de P. expansa e a sequéncia de formacao éssea durante a
sua ontogenia, sdo de grande importancia, tanto na analise das adaptacdes deste
Testudines aos ambientes aquaticos e terrestres, ja que esta espécie € de habitat
semi-aquatico, quanto na andlise das relagdes filogenéticas com outros integrantes

deste mesmo taxon.
CONCLUSOES

Em Podocnemis expansa, a coluna vertebral € formada por oito vértebras
cervicais, 10 vértebras costais, duas vértebras sacrais, e pelo menos 20 vértebras
caudais.

A seqlUéncia de ossificagdo ocorre na seguinte ordem: vértebras
cervicais>vertebras costais>vertebras sacrais>vértebras caudais.

O sentido de ossificacado de todos os segmentos da coluna vertebral é sempre

0 mesmo, cranio-caudal.
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CAPITULO 5 - ONTOGENIA DOS OSSOS DA CARAPACA EM TARTARUGA-DA-
AMAZONIA Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - O Brasil tem a fauna mais rica de toda a América Central e do Sul, mas a
maioria das informagdes sobre répteis € ainda preliminar. A Podocnemis expansa,
conhecida popularmente como tartaruga-da-amazénia, € largamente distribuida pela
bacia amazbnica e seus afluentes. Com objetivo de investigar a sequéncia de
formacgao dos elementos 6sseos que formam a carapaca, nos diferentes estagios de
desenvolvimento pré e pés-natal, em P. expansa coletaram-se embrides e filhotes
recém-nascidos, a partir do 18° dia de incubacdo natural. Efetuou-se morfometria e
os embrides foram submetidos a técnica de diafanizacao e coloragdo dos 0ssos e
cartilagens. A carapaga € composta por 8 pares de ossos costais, 11 pares de
costelas, 7 0ssos neurais, onze pares de 0ssos periféricos, 1 0sso nucal que forma a
parte cranial da carapaca, 1 0sso supra-pigal e 1 osso pigal que forma a parte
caudal da carapaca. No estagio 16 estdo presentes centros de ossificacdo do
segundo ao sétimo par de costelas. No estagio 19, iniciam-se expansdes ésseas nas
costelas mais craniais. Os 0ss0s neurais comegam a se ossificar no estagio 20,
seguindo do osso nucal no estagio 21. No estagio 23 o primeiro par de 0ssos
periféricos apresentam centros de ossificacao. No estagio 26, os 0ssos supra-pigal e
o pigal iniciam o processo de ossificacdo. A aproximag¢ao dos ossos que formam a
armadura rigida da carapaca, s6 ocorre depois de 46 dias da eclosao.

Palavras-chave: Carapaca, Podocnemis expansa, Répteis, Ossificacao.
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BONE ONTOGENY OF THE CARAPACE OF THE GIANT AMAZON RIVER
TURTLE Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT - Brazil has the richest fauna in all of Central and South America, but
most of the information about reptiles is still incomplete. Podocnemis expansa,
known popularly as the giant Amazon river turtle, is widely distributed through the
basin of the Amazon and its tributaries. To investigate the sequence of the formation
of the bone elements comprising the carapace in the various stages of pre- and post-
natal development in P. expansa, embryos and newborns were collected, starting
from the 18" day of natural incubation. Biometric measurements were taken and the
embryos were subjected to the clearing technique and to bone and cartilage staining.
The carapace is composed of 8 pairs of costal bones, 11pairs ribs, 7 neural bones,
11 pairs of peripheral bones, 1 nuchal bone that is part of the cranial portion of the
carapace, 1 suprapigal bone, and 1 pigal bone that forms the caudal part of the
carapace. In stage 16, ossification centers are present in the first seven pairs of ribs.
In stage 17, the last pair of ribs begins to ossify. The bone expansions in the more
cranial ribs begin in stage 19. The neural bones begin to ossify in stage 20, followed
by the nuchal bone in stage 21. The first pair of peripheral bones presents
ossification centers in stage 23, while the ossification process in the suprapigal and
pigal scutes begins in stage 26. The bones that form the rigid armor of the carapace
only begin to come together 46 days after hatching.

Key words: Carapace, Podocnemis expansa, Reptile, Ossification.
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INTRODUCAO

A fauna de Testudines no Brasil € bastante diversificada, entretanto, Ribas e
Monteiro Filho (2002) e Rodrigues (2005) ressaltam o quanto a literatura
herpetolégica de modo geral € casual na América do Sul, sendo aquela referente a
Testudines particularmente incipiente. Deste modo, a biologia das espécies
neotropicais é pouco conhecida, assim como a morfologia, salienta Machado Junior
et al. (2006).

A Podocnemis expansa € uma das representantes da familia
podocnemididae, habita as baias de grandes rios como o Amazonas e seus
afluentes. Entretanto algumas descricbes morfoldgicas ja foram realizadas. Isto tem
sido demonstrado nas contribuicées de Malvasio et al. (2002) e Santos et al. (2003),
na descricdo da morfologia dos 6rgaos reprodutores e morfologia do coragcédo e
comportamento da artéria coronaria, respectivamente. O esqueleto de algumas
espécies de testudines ja é tema de estudos anatdbmicos (GAFFNEY, 1990). No
entanto, o conhecimento do tempo de ossificacao da carapaca fica restrito a poucas
espécies, como Chelydra serpentina (SHEIL; GREENBAUM , 2005; GILBERT et al.,
2001), Apalone spinifera (SHEIL, 2003), Trachemys scripta. (GILBERT et al., 2001).

Para Gilbert et al. (2001), o casco dos Testudines é uma novidade evolutiva e
tem valor adaptativo. E formado por duas partes principais, a dorsal que corresponde
a carapaca e a ventral que corresponde ao plastrdao, o qual é ligado a carapaca por
pontes laterais. O esqueleto da carapaga é composto por um mosaico de 0Sso0s
dérmicos e uma camada epidérmica de queratina externa, também chamada de
escudo. Cada escudo cobre uma area particular do mosaico 6sseo (ALIBARDI;
THOMPSON 1999a e 1999b). O estudo do esqueleto em Testudines tem sido muito
util para o entendimento de adapta¢cdées ao ambiente, assim como para a utilizagao
nas analises filogenéticas. Pode também fornecer valiosas informagdes aplicaveis as
analises cladisticas.

O presente trabalho tem por objetivos a descricdo da seqiéncia de formacao
dos elementos ésseos, que compdem a carapaca, nos diferentes estagios de
desenvolvimento pré e pos-natal, em P. expansa.
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MATERIAL E METODOS

62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa
(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos nos periodos de desova ocorridos
em 2005 e 2006 na area de reproducao protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de
Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias,
Brasil, na regido denominada Remanséao (13° 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com
licenga n® 117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras de ovos e filhotes foram coletadas aleatoriamente, de um ninho
escolhido ao acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides
foram nomeados de acordo com os critérios morfoldégicos externos de Danni et al.
(1990). Apéds a eclosao, os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com
agua contendo aquecedores elétricos com temperatura em torno de 27 °C e
alimentados com racgao para peixes.

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirdrgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltorios. Efetuou-se morfometria
(Quadro1l e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret),
precisdo de 0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisao
de 0,1 grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaca, largura
da carapacga, comprimento do plastrao, largura do plastrdo, altura, comprimento
cranio-caudal e peso corporal, seguindo-se a orientacao de Malvasio et al. (2002a) e
Dani et al. (1990).

As amostras foram submetidas as técnicas de diafanizacdo por KOH e
coloragdo dos 0ssos pela alizarina red S e da cartilagem pelo alcian blue, segundo
0os métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presencga de centros de ossificagdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos 6sseos que compdem a carapaca (Figura 3 e 4),
foram analisados em microscépio estereoscopico (SZX 12, Olympus) com camera
acoplada para captura de imagens (DP10, Olympus) e camera fotogréafica digital
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(fe100, Olympus 6.0). Ainda, dois desenhos representativos da carapaca, foram

confeccionados (Figuras 1 e 2).

RESULTADOS

Osteologia da carapaca

Ossos neurais: O o0sso neural 1 € alongado craniocaudalmente e estreito
lateralmente, quando comparado com os demais. Sua margem cranial se articula
com o 0sso nucal, sendo ligeiramente mais estreita que a margem caudal. Toda a
extensdo das margens laterais se articula com o primeiro par de ossos costais. A
face caudal se articula com o segundo osso neural. Nos demais 0ss0s neurais, a
margem craniolateral de cada placa se articula com o 0sso costal posicionado mais
cranialmente a esta, enquanto a face caudolateral se articula com o respectivo 0sso
costal. Os 0ssos neurais 2 e 3 sdo mais longos que largos e apresentam formato
hexagonal, sendo as faces craniolaterais reduzidas em tamanho se comparadas as
faces caudolaterais. De forma geral, os 0ssos neurais 4, 5 € 6 sdo hexagonais,
sendo mais curtos craniocaudalmente que os anteriores. O osso neural 7 € o ultimo
da série neural e possui formato pentagonal (Figura 2).

Ossos costais: O osso costal 1 é mais largo craniocaudalmente que os demais
0ssos costais. A sua margem craniolateral possui um formato curvo e se articula
com 0s 0ssos nucal, craniomedialmente e periféricos 1, 2, 3 e 4, lateralmente; a
margem medial se articula com os o0ssos neurais 1 e 2. De forma geral, os contatos
laterais, caudais e craniais dos 0ssos costais, assim como o seu formato, nao
possuem grandes variagbes dentre os demais. Os 0ssos costais de 2 a 8 sao
semelhantes em seus formatos retangulares, sendo os mais caudais ligeiramente
inclinados caudalmente. A margem medial dos 0ssos costais de 2 a 6 ainda se
articula com 0s 0ss0s neurais, enquanto o 0sso costal 7 se articula com o 0sso
neural 7 e com o 0sso costal contralateral. O osso costal 8 se articula, medialmente,
com osso costal contralateral e com o osso supra-pigal (Figura 2).

Costelas: Possui onze pares de costelas, que servem como base para o
desenvolvimento dos ossos costais (Figura 1).
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Osso nucal: Possui forma trapezoidal, com a margem caudal mais larga. A margem
cranial participa da formacédo da borda da carapaca. A margem caudal articula-se
com o primeiro par de 0ssos costais e com 0 0sso neural 1. As margens laterais
articulam-se com o primeiro par de ossos periféricos (Figura 2).

Osso supra-pigal: E um osso impar com formato triangular. Craniolateralmente
articula-se com a margem caudal do ultimo par de ossos costais. Caudalmente
articula-se com o 0sso pigal e com o par de ossos periféricos 11 (Figura 2).

Osso pigal: O osso pigal participa da formacdao da borda caudal da carapaca.
Cranialmente articula-se com a margem caudal do supra-pigal e lateralmente
articula-se com o par de ossos periféricos 11 (Figura 2).

Ossos periféricos: Sao onze pares de 0ssos periféricos que se articulam com os
seus correspondentes craniais e caudais e medialmente com os 0ssos costais. O
primeiro par de 0ssos periféricos se articula com o0 0sso nucal e o Ultimo par com os
0ssos pigal e supra-pigal. De cada lado, os 11 ossos periféricos formam a borda

lateral da carapaca (Figura 2).
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Figura 1: Desenho esquematico das costelas de embrido de Podocnemis
expansa, vista dorsal. C, costela.
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Figura 2: Desenho esquematico da carapaca de Podocnemis expansa, vista dorsal. Co,
osso costal; Ne, osso neural; Nu, osso nucal; SP, osso supra-pigal, Pi, osso pigal, P, osso
periférico.

Sequiéncia de ossificacao da carapaca

Foi observada coloragdo com alcian blue somente nas costelas, indicando
que nesses elementos ocorre ossificagao do tipo endocondral (Figuras 2A e B).

No estagio 16 estao presentes centros de ossificacdo do segundo ao sétimo
par de costelas, sendo que os trés ultimos pares apresentam menor grau de
retencdo do corante alizarina. No inicio do estagio 17 o oitavo par de costelas ja
mostra centros de ossificagdo (Figuras 3A e B) e no estagio 23 o primeiro par
apresenta centros de ossificagao.

No final do estagio 19, iniciam-se expansdes 0Osseas nas costelas mais
craniais, que parecem orientar o desenvolvimento dos 0ssos costais. Isto sugere que
0 osso costal de Podocnemis expansa seja derivado da costela. No estagio 23 é
possivel perceber que essa ossificagdo progride de forma n&do uniforme e nesse
mesmo estagio 0s 0ssos costais mais craniais comecam a se fundir, no sentido

mediolateral (Figuras 4C e F).
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No estagio 20, sao visiveis centros de ossificacdo nos 0ssos neurais 3 a 6. No
estagio 21, todos 0s 0ss0s neurais € 0 0sso nucal ja apresentam centros de
ossificagdo. No estagio 23, o primeiro par de 0ssos periféricos apresenta centros de
ossificagao (Figuras 4D, E e F).

No estagio 25, o segundo par de ossos periféricos apresenta centro de
ossificagdo, seguido do terceiro ao oitavo par de ossos periféricos no estagio 26.
Nesse mesmo estagio, ainda s&o observados centros de ossificagdo no 0sso supra-
pigal e no pigal (Figuras 4A e B).

Do nono ao décimo primeiro par de o0ssos periféricos, os centros de
ossificagdo surgem apenas cinco dias apds eclosdo. A aproximagao dos 0sso0s, que
formam a armadura rigida da carapaca, somente ocorre depois de 46 dias da
eclosao (Figuras 5C, D, E e F).

A ossificacdo na regiao lateral da carapaca é mais demorada e forma as
fontanelas (espagos) entre o0s o0ssos costais e o0s o0ssos periféricos. O

desenvolvimento ésseo da carapaga ocorre, a0 mesmo tempo, nos sentidos

craniocaudal e mediolateral (Figura 5).

Figura 3: Fotografias de embrides de P. expansa, vista ventral. (A), estagio 15. (B), estagio
17. Seta, inicio de ossificacdo; cabeca de seta, cartilagem. Diafanizacdo por KOH e
coloragao com alizarina red S e alcian blue. Aumento: (A)x7. Barra: 10mm.
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Figura 4: Fotografias de embrides de P. expansa, vista dorsal. (A) estagio 16. (B) estagio
17 - Desenvolvimento das costelas. (C) estagio 19. (D) estagio 20 - desenvolvimento dos
0SS0s costais e 0ssos neurais. (E) estagio 21. F, final do estagio 23. C, costela; Co, osso
costal; Ve, vértebra; Ne, osso neural; Nu, osso nucal; Pi, osso pigal; SP, osso supra-pigal.
Diafanizacdo por KOH e coloragado com alizarina red S e alcian blue. Aumento: (A, B e
C)x7. Barra- 10 mm.
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= F

Figura 5: Fotografias de embrides e filhotes de P. expansa, vista dorsal. (A) estagio 25. (B)
estagio 26 - desenvolvimento dos ossos periféricos. (C) 5° dia apds eclosao -
desenvolvimento dos ossos periféricos, pigal e supra-pigal. (D) 18 dia ap6s ecloso. (E) 43°
dia apds eclosdo. (F) 46° dia ap6s eclosdo - desenvolvimento da carapaga. P, 0ssos
periféricos; Nu, osso nucal; SP, osso supra-pigal; Pi, osso pigal. Diafanizagdo por KOH e
coloracao com alizarina red S. Barra - 10 mm.
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DISCUSSAO

Segundo Franca (2004), o formato da carapaca é bastante variavel dentre os
pleurodiros. Broin (2000) sugere que a morfologia geral pode variar
ontogeneticamente de mais arredondada em juvenis a mais alongada, em adultos de
alguns podocnemidideos. Em A. spinifera (Sheil, 2003), a carapaga possui nove
pares de costelas e 22 placas dérmicas projetando dorsalmente (costais, neurais e
uma nucal). Fato interessante na anatomia desse Testudine é que as margens
distais das costelas 2 a 8 estendem-se além das margens laterais dos 0ssos
dérmicos, formando fontanelas que sao recobertas por membranas dos escudos
epidérmicos. Wyneken ([19987]) também ressalta que a fontanela é completamente
fechada por osso em algumas tartarugas adultas, mas em outras espécies essa
fontanela se mantém caudolateralmente. Caracteristica que ndo € compartilhada
com P. expansa.

Em T. scripta (Gilbert et al., 2001), as costelas se apresentam completamente
cartilaginosas, s6 mais tarde, a regiao central comeca a se ossificar, sendo as
costelas os primeiros 0ssos da carapaca a iniciar o processo de ossificacdo. O
mesmo ocorre em P. expansa, onde as costelas se desenvolvem na regido central e
no sentido cranio-caudal. Em C. serpentina e A. spinifera, as costelas também sao
as primeiras a desenvolver-se, a ossificacao € maior na regiao cranial indicando que
o sentido € também créanio-caudal (SHEIL; GREENBAUM, 2005; SHEIL, 2003).

Com excecdo de alguns ossos periféricos, o desenvolvimento dos 0ssos
dérmicos da carapaga de P. expansa ocorre ainda no periodo embrionério,
diferentemente do apresentado por Gilbert et al. (2001), para T. scripta. Embora as
costelas destes animais comessem a se ossificar ainda no periodo embrionario os
0ssos dérmicos da carapaga se desenvolvem depois da eclosdo, como
aparecimento de pequenos centros de ossificacdo nas margens das costelas mais
craniais e uma extensdo de 0sso na regido nucal.

Apobs o inicio do desenvolvimento 6sseo das costelas de P. expansa, surgem,
ao redor desses o0sso0s, centros de ossificacdo, que parecem orientar o
desenvolvimento dos o0ssos costais no sentido cranio-caudal, assim como
informaram Gilbert et al. (2001) e Kalin (1945) para as espécies C. serpentina e T.

scripta. Gilbert et al. (2001) e Sheil e Greenbaum (2005) ainda observaram que, em
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C. serpentina, o contato entre os 0ssos costais adjacentes nao ocorre até que a
carapaca alcance um comprimento de aproximadamente 4 cm. Segundo Sheil
(2003), em A. spinifera, o osso nucal da carapaga e 0s 0Ssos costais se
desenvolvem junto com as costelas, ndo especificando uma seqiéncia precisa entre
€sses 0SS0S.

Suzuki (1963) informou que 0S 0SsSOS neurais Sao 0S primeiros 0SsS0S
dérmicos a mostrar sinais de ossificagdo na carapacga de T. scripta. Por outro lado,
em P. expansa, a ossificacdo dos 0ssos costais estd mais adiantada do que os
0SS0S neurais, 0 que também foi observado por Gilbert et al. (2001) nos estudos com
T. scripta e C. serpentina. Nessas espécies, 0s 0ssos neurais sdo formados em
associagao com as espinhas neurais das vértebras toracicas.

Em C. serpentina (RIEPPEL, 1993a), os 0ssos neurais comegam a se
desenvolver durante o periodo embrionario, no entanto, existe muita variacdo na
sincronizacdo de desenvolvimento 6sseo dentro dessa espécie. No entanto, Rieppel
(1993b) conclui que o padrao de ossificagao visto em C. serpentina nao pode ser
tipico de todos os Testudines.

Além dos centros de ossificacdo nos ossos nucal, costal e neural, a
ossificacdo dos ossos periféricos também é iniciada somente nos recém eclodidos
em T. scripta, diferentemente do que ocorre em P. expansa, onde a ossificacao
desses 0sso0s inicia-se ainda no periodo embrionario. Gilbert et al. (2001) afirmam
que os centros de ossificacdo nos 0ssos periféricos comegam na regiao cranial da
carapaca. Estes centros de ossificagdo formam a borda da carapaca e se expandem
tanto em direcdo aos 0ssos periféricos vizinhos como em dire¢cdo aos 0ssos costais,
durante o crescimento, assim como acontece na P. expansa. O osso pigal é formado
depois do ultimo par de ossos periféricos, sendo, portanto, o Ultimo osso a ossificar-
se. Ja em C. serpentina os 0ssos periféricos comegam a se ossificar apds 0 0sso
nucal.

Em P. expansa, a sequéncia de ossificagdo difere das demais espécies de
Testudines estudados. Porém, o sentido de progressdo da ossificacdo é o mesmo,

ou seja, cranio-caudal.
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Atencdo consideravel se faz necessario para documentar os eventos da
seqléncia de formacado dssea durante a ontogenia, devido o alto potencial de

variagao intraespecifica e interespecifica, nas espécies aqui analisadas.

CONCLUSOES

Em Podocnemis expansa, a carapaga € formada por 1 0osso nucal, 7 0ssos
neurais, 1 osso pigal, 1 osso supra-pigal, 8 pares de costelas, 8 pares de 0ssos
costais e 11 pares de o0ssos periféricos.

A sequéncia de ossificacdo ocorre na seguinte ordem: costelas>0ssos
costais>0ss0s neurais>0sso nucal>0ssos periféricos>0sso supra-pigal>0sso pigal e
o sentido € cranio-caudal.

Nao existe um modelo de ossificacdo para todos os Testudines até agora
estudados.
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CAPITULO 6 - ONTOGENIA DOS 0SSOS DO PLASTRAO EM TARTARUGA-DA-
AMAZONIA Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - A Podocnemis expansa é conhecida popularmente como tartaruga-da-
Amazbnia e € considerada uma das espécies selvagens mais exploradas
zootecnicamente. Com objetivo de se investigar a seqiéncia de formacao dos
elementos d&sseos que formam o plastrdo, nos diferentes estadgios de
desenvolvimento pré e pds-natal, coletaram-se embrides e filhotes, a partir do 18°
dia de incubagdo natural. Efetuou-se biometria e os embrides e filhotes foram
submetidos a técnica de diafanizagédo e coloragao dos ossos e cartilagens. Os 0ssos
epiplastrao, endoplastrdao, hioplastrdo, hipoplastrao, xifiplastrdéo e o mesoplastrao
formam o plastrdo desse testudines. No estagio 16 observam-se centros de
ossificacdo na grande maioria dos ossos do plastrdo. De acordo com a retencéao do
corante alizarina a sequéncia é: primeiro o hioplastrdo e o hipoplastrao, depois 0
endoplastrdo, seguido do xifiplastrao e por ultimo o mesoplastrdao. O 0sso epiplastrao
mostra-se com centro de ossificacdo apenas no estagio 20. Todos esses elementos
possuem centros de ossificacdo independentes e se unem posteriormente. O

fechamento do plastrdo s6 ocorre depois de sete meses apods a eclosao.

Palavras-chave: Plastrao, Podocnemis expansa, Reptilia, Ossificagéo.
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BONE ONTOGENY OF THE PLASTRON OF THE GIANT AMAZON RIVER
TURTLE Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT: The Podocnemis expansa is known popularly as the giant Amazon river
turtle and is considered one of the wild species more exploited most in zoo
technology. With the objective of investigating the formation sequence of the bony
elements which form the plastron/breastplate, in the different pre and post natal
development stages, embryos and nestlings were collected, as from the 18th day of
natural incubation. Morphometrics occurred and the embryos and nestlings were
submitted to the diafanization and coloration technique of bones and cartilages. The
epiplastron, endoplastron, hioplastron, hipoplastron, xifiplastron and the
mesoplastron bones form the breastplate of these turtles. In stage 16 ossification
centers are observed in the great majority of the breastplate bones. With regard to
the retention of the alizarin the sequence is: first the hioplastron and the hipoplastron,
then the endoplastron, followed by the xifiplastron and lastly the mesoplastron. The
epiplastron bone showns itself with ossification center in stage 20 only. All these
elements have independent ossification centers and they join together later. The

closing of the breastplate only takes place seven months after hatching

Key words: Plastron, Podocnemis expansa, Reptile, Ossification.
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INTRODUCAO

Os Testudines possuem uma caracteristica morfolégica altamente singular
entre os tetrapodes e ha muito tempo tem despertado a curiosidade de varios
pesquisadores (GILBERT et al., 2001). S&o répteis que possuem o corpo encaixado
em um casco 6sseo, onde a porcao dorsal € chamada carapaca e a por¢cao ventral
plastrdo, sédo recoberto por uma camada de placas epidérmica especializada e dura.
Essa estrutura varia entre as espécies de Testudines e regides do corpo. (POUGH et
al., 2003; ALIBARDI, 2002).

A carapaca e o plastréo sdo de origem da crista neural (CLARK et al., 2001) e
varios genes estao envolvidos no desenvolvimento do casco (VINCENT et al., 2003;
KURAKU et al., 2005; MYERS et al., 2006). Para Clark et al. (2001), isso fortalece a
hipotese de que o exoesqueleto dos vertebrados € de origem das células da crista
neural.

Segundo Mader et al. (2006), os pontos de unido entre os escudos de
queratina nao sao alinhados com as suturas entre as placas 6sseas subjacentes e
esse arranjo gera maior resisténcia ao casco.

Estudos anatbmicos sobre o esqueleto dos répteis ja vém sendo realizados
ha muito tempo. No entanto, o conhecimento do critério biolégico para a sequéncia
de formacédo dssea é restrito a poucas espécies. Isto tem sido demonstrado nas
contribuicdes de Rieppel (1993a), Rieppel (1993b) e Sheil (2005), no estudo da
ossificagdo do esqueleto de Alligator mississippiensis, de Chamaeleo hoehnelii e de
Macrochelys teminckii, respectivamente.

O corante alizarina red S tornou-se universal para a coloracdo 0ssea, por
suas propriedades seletivas. Moriguchi et al. (2003) elucidaram o mecanismo de
adsorcdo da coloragdo do 0sso com esse corante, por microespectroscopia, e
comprovaram sua eficacia pela detecgcdo de depdsitos de calcio na reagdo de
coloragdo. Alguns pesquisadores ja estudaram a seqUéncia de ossificacdo do
plastrdo com esse método de coloragdo dos 0ssos, como nas espécies Chelydra
serpentina (RIEPPEL, 1993c), Apalone spinifera (SHEIL, 2003) e Trachemys scripta
(GILBERT et al, 2001).
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A espécie Podocnemis expansa, conhecida popularmente como tartaruga-da-
amazobnia, tem sua distribuicdo no rio Amazonas e em quase todos 0s seus
afluentes (MUNDIM et al., 1999). E considerada uma das espécies selvagens mais
exploradas zootecnicamente (LUZ et al., 2003). Segundo Alho et al. (1979) é o maior
Testudine de agua doce da América do Sul e atualmente esta classificada sob
ameaca de extingdo, de acordo com a CITES' e IUCN?2.

O presente trabalho tem por objetivos descrever a sequéncia de formacgao
dos elementos ésseos, que compdem o plastrdao, nos diferentes estagios de

desenvolvimento pré e pos-natal, em P. expansa.
MATERIAL E METODOS

62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa
(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos nos periodos de desova ocorridos
em 2005 e 2006 na area de reproducao protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de
Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias,
Brasil, na regido denominada Remansao (132 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com
licenga n® 117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras de ovos e filhotes foram coletadas aleatoriamente, de um ninho
escolhido ao acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides
foram nomeados de acordo com os critérios morfolégicos externos de Danni et al.
(1990). Apéds a eclosao, os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com
agua contendo aquecedores elétricos com temperatura em torno de 27 °C e
alimentados com racgao para peixes.

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirurgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltérios. Efetuou-se morfometria
(Quadro1 e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret),
precisdo de 0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisao
de 0,1 grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaga, largura

da carapacga, comprimento do plastrao, largura do plastrdo, altura, comprimento

! Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora
? International Union for Conservation of Natures and Natural Resources
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cranio-caudal e peso corporal, seguindo-se a orientacao de Malvasio et al. (2002) e
Dani et al. (1990).

As amostras foram submetidas as técnicas de diafanizacdo por KOH e
coloracao dos 0ssos pela alizarina red S e da cartilagem pelo alcian blue, segundo
os métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presenca de centros de ossificacdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos 6sseos que compdem o plastrao (Figuras 2, 3 e 4),
foram analisados em microscopio estereoscépico (SZX 12, Olympus) com camera
acoplada para captura de imagens (DP10, Olympus) e camera fotogréafica digital
(fe100, Olympus 6.0). Ainda, dois desenhos representativos do plastrédo foram
elaborados, utilizando-se para tal seis esqueletos de P. expansa adultos do acervo
do LAPAS (Figura 1).

RESULTADOS

Osteologia do plastrao

Epiplastrao: O par de epiplastrdao possui formato de segmento de arco e forma a
borda cranial do plastrao. Articula-se, medialmente, com o seu contralateral, com a
margem craniolateral do endoplastrdo e com a margem craniolateral do hioplastrao
(Figura 1).

Endoplastrdao: E um osso impar, localizado medialmente com formato de losango.
Articula-se com as margens caudomediais dos 0ssos epiplastrdes e com as margens
craniomediais dos o0ssos hioplastrdes (Figura 1).

Hioplastrao: E um osso par e amplo com formato irregular na margem lateral. Cada
hioplastrédo se articula, medialmente, com o seu contralateral, com a margem
caudomedial do endoplastrdo, com a margem caudolateral do epiplastrédo, com a
margem cranial do hipoplastrédo e caudolateralmente se articula com o mesoplastrao.
O osso hioplastrao possui uma projecao éssea dorsal, a ponte cranial, que se
articula com o osso costal 1, conectando o plastrao a carapaca. O hioplastrédo une-

se, ainda, aos ossos periféricos 3, 4 e 5 (Figura 1).



94

Hipoplastrao: E um osso par e amplo com formato irregular na margem lateral.
Cada hipoplastrao se articula, medialmente, com o seu contralateral, com a margem
caudal do hioplastrdo, com a margem cranial do xifiplastrdo e craniolateralmente
com o mesoplastrao. O o0sso hipoplastrdo possui uma projecao éssea dorsal, a ponte
caudal, que se articula com o osso costal 5, conectando o plastrao a carapaca. O
hipoplastrao une-se, ainda, aos 0ssos periféricos 6, 7 e 8 (Figura 1).

Mesoplastrao: O par de mesoplastroes possui formato quadrangular e se localiza
lateralmente no plastrdao. Articula-se com a margem caudolateral do hioplastrao e
com a margem craniolateral do hipoplastrao (Figura 1).

Xifiplastrao: O «xifiplastrao é também um osso par. Possui formato
aproximadamente retangular, com a face caudal menor do que a cranial e forma a
borda caudal do plastrdo. Presenca da incisura caudal (regido caudomedial), pouco
desenvolvida nas fémeas e com formato de “U” nos machos. A face dorsal do
xifiplastrdo apresenta unides com a cintura pelvina, representadas pelas cicatrizes
pubica (cranial) e isquiatica (caudal). Cada xifiplastrao se articula, medialmente, com

0 seu contralateral e com a margem caudal do osso hipoplastrao (Figura 1).

Figura 1: Desenho esquematico dos elementos ésseos do plastrao de Podocnemis
expansa adulta. Vista dorsal. Epi, Epiplastrao; End, Endoplastrao; Hio, Hioplastrdo; Més,
Mesoplastrao; Hip, Hipoplastrao; Xif, Xifiplastrao.
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Sequiéncia de ossificacao do plastrao

Nenhuma coloracdo com alcian blue foi observada nos ossos do plastrao
durante o desenvolvimento. Os elementos do plastrdo comecam a se ossificar
durante a vida embrionaria, e na P. expansa, o futuro plastrao pode ser identificado
por 11 centros de ossificacao na regidao ventral (Figura 2).

‘i——

Figura 2: Fotografias de embrides de P. expansa, vista ventral. (A) estagio 15. (B) estagio 17.
Ve, vértebra; C, costela, setas, inicio de ossificagao; cabeca de seta, cartilagem. Diafanizagao
por KOH e coloragéao com alizarina red S e alcian blue. Aumento: (A)x7. Barra: 10mm.

No estagio 16 observam-se centros de ossificagdo na grande maioria dos
ossos do plastrao. De acordo com a retencdo de corante alizarina, a seqiéncia
segue assim: primeiro o hioplastrao e o hipoplastrao, depois 0 endoplastréo, seguido
do xifiplastrao e por ultimo o mesoplastrdo (Figura 3A).

O osso epiplastrao mostra-se com centro de ossificagdo apenas no estagio
17. Todos esses elementos possuem centros de ossificacdo independentes e
seguem o desenvolvimento de forma irregular, principalmente o hioplastrdao e o

hipoplastrdo. Estes formam espiculas ésseas que se encaixam, tanto na linha
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mediana com o0 0sso contralateral, quanto entre o0ssos vizinhos e, unem-se
posteriormente (Figuras 3B e C).

Durante o desenvolvimento 6sseo do plastrao duas fontanelas sao formadas.
Uma cranial, entre os ossos hioplastroes, caudolateralmente, e 0 0sso endoplastrao,
cranialmente, e outra caudal, entre o hioplastrdo, cranialmente, o hipoplastrao,
lateralmente, e o xifiplastrao, caudalmente. A fontanela caudal é maior e permanece
durante todo o periodo embriondrio (Figura 4).

No sexto més pdés-natal, em condi¢des ideais de criacao, ainda é vista uma
pequena area irregular central com auséncia de ossificagado, a fontanela caudal, que
corresponde as partes mediais dos 0ssos hioplastroes e partes mediais dos 0ssos
hipoplastrdes. Somente depois de sete meses pos—natal foi observado o fechamento

completo dessa fontanela (Figura 4F).
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Figura 3: Fotografias de embrides de P. expansa , vista ventral. (A) estagio 16:
Desenvolvimento do endoplastrao, hioplastrao, hipoplastréo, xifiplastrdo e mesoplastréo. (B)
estagio 17: Desenvolvimento do epiplastrdo. (C) estagio 20: Desenvolvimento de todos os
elementos 0sseos do plastrao. Epi, epiplastrao; End, endoplastrdo; Hio, hioplastrao; Hip,
hipoplastrao; Mes, mesoplastrao e xif, xifiplastrao. Diafanizacdo por KOH e coloracdo com
alizarina red S. Aumento: (A)x7; (B)x32. Barra: 10 mm.
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Figura 4: Fotografias de embrides e filhotes de P. expansa, vista ventral. (A) e (B) estagio
24; (C) 5° dia apods eclosao, (D) 172 dia apds eclosao, (E) 53° dia ap6s eclosao, (F) 72 més
apoés eclosdo: Fechamento do plastrdo. Fca, fontanela caudal, Fcr, fontanela cranial.
Diafanizacao por KOH e coloragédo com alizarina red S. Barra: 10 mm.
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DISCUSSAO

As diferencas na sincronizacdo de ossificacdo sao aparentes entre as
espécies comparadas e€ P. expansa, nas unidades estruturais do esqueleto do
plastrdo. Diferencas anatbmicas no numero de elementos esqueléticos que
compdem o plastrao também ocorrem, com presenca do epiplastrao, endoplastrao
hioplastréo, hipoplastrédo e xifiplastréo em chelidade viventes. Nas espécies da
familia podocnemididae, além desses 0ssos possui 0 mesoplastrao. Apesar de
pertencer a mesma ordem, Testudines e a mesma subordem, pleurodira (OLIVEIRA;
KELNNER, 2005; FRANGCA, 2004).

Neste estudo, embora tenham sido nomeados os estagios dos embrides, as
comparacoes foram feitas com outras espécies, em termos de sequéncia de
acontecimentos no desenvolvimento da ossificagao.

O plastrao comeca a se ossificar durante a vida embrionaria, fato observado
em T. scripta (GILBERT et al., 2001), C. serpentina (GILBERT et al., 2001;
RIEPPEL, 1993c), A. spinifera (SHEIL, 2003), bem como em P. expansa. O futuro
plastrao pbéde ser identificado por nove centros de ossificacdo na derme ventral em
Macrochelys temminckii (SHEIL, 2005), T. scripta, C. serpentina e A. spinifera,
diferentemente da P. expansa, onde foram evidenciados 11 centros de ossificagao.

A diferenga no numero de centros de ossificagdo é devido a auséncia ou
presenca do mesoplastrdo. Em Chelidae fésseis como Prochelidella e
Yaminuechelys, o mesoplastrdo encontra-se lateralmente disposto, sendo que em
Chelidae viventes este se encontra ausente como, por exemplo, em Phrynops sp.
(KISCHLAT 1994; MEYLAN 1996; DE LA FUENTE et al.,, 2001; DE LA FUENTE,
2003). Diferenga anatomica €& também notéria em Pelusios sp., onde o0s
mesoplastrdes se unem medialmente (MEYLAN, 1996). Isso ndo ocorre em P.
expansa, onde 0s mesoplastrbes sdo separados pelos o0ssos hioplastréao e
hipoplastrao.

Em A. spinifera, o inicio da ossificacdo do plastrao ocorre entre os estagios 19
e 20 (SHEIL, 2003), em C. serpentina entre os estagios 20 e 21 (Rieppel, 1993c) e
para Sheil e Greenbaum (2005) tudo isso ocorre no estagio 21, também em estudo
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com C. serpentina. Em P. expansa, a ossificacdo do plastrdo inicia-se mais cedo,
entre os estagios 16 e 17.

Tanto em P. expansa como nas demais espécies analisadas, a seqliiéncia de
aparecimento dos centros de ossificagcdo, nos elementos ésseos do plastrao, difere
significativamente.

Para Rieppel (1993c), em C. serpentina, os primeiros centros de ossificacao a
aparecer sao 0s dos 0ssos da regido cranial do plastrdo, o endoplastrdo e o
epiplastrao, no estagio 20, seguidos do hioplastrao, hipoplastrdao e xifiplastrao, no
estagio 21. Segundo Sheil e Greenbaum (2005), também em C. serpentina, todos
0S 0ss0s que compdem o plastrao apresentam centros de ossificagdo no estagio 21.
Apesar de se tratar da mesma espécie, os autores notificam diferengas na
cronologia e na seqiéncia de aparecimento da formacao dssea.

Em A. spinifera (SHEIL, 2003), diferentemente do que ocorre em P. expansa,
a sequéncia de aparecimento dos centros de ossificacao € cranio-caudal, ou seja,
endoplastrao, hioplastrao, hipoplastrao e xifiplastrdo, estando ausente o
mesoplastrao. O osso epiplastrdao, em A. spinifera e P. expansa, s vai mostrar
centros de ossificacao mais tarde, no estagio 20.

Estudos histoldgicos realizados por Gilbert et al. (2001), confirmam que todos
0os o0ssos do plastrdo se ossificam intramembranosamente, sem quaisquer
precursores de cartilagem. Em P. expansa, nenhuma reacado ao corante alcian blue
foi observada nos ossos do plastrao, durante o desenvolvimento.

A presenca de espiculas dsseas, que se encaixam entre 0Ssos vizinhos, foi
observada durante a ossificagdo do plastrao em C. serpentina, T. scripta (GILBERT
et al.,, 2001) e em P. expansa. Para Gilbert et al. (2001), esse evento nao era
esperado uma vez que a linha mediana forma uma divisdo entre 0s 0ssos pares em
lados opostos do plastrdo. No entanto, o limite da linha mediana n&o foi respeitado
pelo desenvolvimento das espiculas. Além do mais, as espiculas, quando cruzaram
a linha mediana, nao se fundiram imediatamente. Isto é um possivel requisito para o

crescimento continuado do plastrdo durante o seu desenvolvimento.
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CONCLUSOES

De acordo com a retencdo do corante alizarina a seqUéncia de
ossificacao do plastrao é: hioplastrao=hipoplastréo>endoplastrao>
xifiplastrao>mesoplastrao>epiplastrao.

O fechamento do plastrao sé ocorre depois de sete meses apds a ecloséo.
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CAPITULO 7 — ONTOGENIA DOS OSSOS DA CINTURA PEITORAL E DOS
MEMBROS TORACICOS EM TARTARUGA-DA-AMAZONIA Podocnemis
expansa SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - Com objetivo de investigar a seqiéncia de formacdo dos ossos da
cintura peitoral e do membro toracico, nos diferentes estagios de desenvolvimento
pré e pos-natal em Podocnemis expansa, coletou-se embrides e filhotes recém-
nascidos, a partir do 18° dia de incubacdo natural. Efetuou-se biometria e os
embrides e filhotes foram submetidos a técnica de diafanizagdo e coloracdo dos
0ssos e cartilagens. O esqueleto do braco (estilopddio) é composto pelo osso umero
e 0 esqueleto do antebraco (zeugopddio) compreende dois 0ssos, a ulna e o radio.
O esqueleto da mao (autopddio) é formado pelos ossos: ulnar do carpo (UC), central
do carpo 2 (C2), central do carpo 3 (C3), ossos distais do carpo (DCI, DCII, DCIII,
DCIV e DCV), pisiforme do carpo (PC), osso intermédio do carpo (IC), 5 ossos
metacarpos (MCI, MCIl, MCIII, MCIV e MCV) e 14 falanges, duas no primeiro dedo
e trés em cada um dos demais dedos, cuja férmula falangica é 2:3:3:3:3. No estagio
19, a escapula, o processo acromial e o coracdide j4 mostram centros de
ossificagcdo. No estagio 16, observaram-se centros de ossificacdo no 0sso Umero,
seguido pelo osso ulna e, finalmente, o0 osso radio. No estagio 23, o IC apresenta
centro de ossificagdo, no estagio 24, toda a fileira distal do carpo apresentou centros
de ossificagao, exceto do DC V. Ainda nesse estagio também se verificaram centros
de ossificagcao nos UC, Cll e Clll. O DCV sé mostrou centros de ossificagdo no inicio
do estagio 25. O PC somente € visto 40 dias apds a eclosdo. A retengao do corante
nos metacarpos ocorre na seguinte ordem: MCIIl > MCII = MCIV > MCI > MCV. No
estagio 20 torna-se evidente que, em todos os metacarpos, 0s centros de
ossificagdo progridem em direcdo as epifises. A seqiéncia de retencao de corante
nas falanges distais (FD) ocorre na ordem: FD Il > FD Il > FD IV > FD | > FD V. Nas
falanges meédias (FM): FM lll > FM IV > FM Il > FM V. E, finalmente, nas falanges
proximais (FP): FP | > FP lll > FP IV > FP Il > FP V. Diferencas e semelhancas na
sincronizacdo de ossificagdo sdo evidentes entre Podocnemis expansa e as

espécies comparadas. Assim, ndo existe um padrao de osteogénese para todos os
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Testudines, devido a variagdo do local inicial de formacao éssea e da seqtiéncia de

ossificagao.

Palavras-chave: Esqueleto, Ossificacao, Alizarina, Podocnemis expansa, Répteis.
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BONE ONTOGENY OF PECTORAL GIRDLE AND FORELIMB OF THE GIANT
AMAZON RIVER TURTLE podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT: With the objective of investigating the sequence of bone formation of
the breast bone and thoracic member, in the different stages of development be they
pre or post natal Podocnemis expansa, embryos and newly born nestlings were
collected, as from the 18th day of natural incubation. Morphometrics occurred and
the embryos and nestlings were submitted to the diafanization and coloration
technique of bones and cartilages. The arm skeleton (stylopodium) is composed by
the humerus bone and the forearm skeleton (zeugopodium) consists of two bones,
the ulna and the radius. The hand skeleton (autopodium) is formed by the following
bones: carpus ulnare (UC), carpus central 2 (C2), carpus central 3 (C3), distal
carpus bones (DCI, DCII, DCIIIl, DCIV and DCV), carpus pisiform (PC), intermediate
carpus bone (IC), 5 metacarpus bones (MCI, MCIl, MCIII, MCIV and MCV) and 14
phalanges, two in the first finger and three in each one of the other fingers, whose
phalanx formula is 2:3:3:3:3. In stage 19, the scapula, the acromion and coracoid
process already show ossification centers. In stage 16, ossification centers were
observed in the humerus bone, followed by the ulna bone and, finally, the radius
bone. In stage 23, the IC presents an ossification center, in stage 24, the whole
distal row presented ossification centers, except for DC V. Still in that stage
ossification centers were also verified in UC, CII and CIll. Only DCV showed
ossification centers at the beginning of stage 25. PC is only seen 40 days after
hatching. Retention of the stain in the metacarpi occurs in the following order: M Il >
MIl=MIV>MI>MYV. Instage 20, it is evident that, in all the metacarpi, the
ossification centers progress in the direction of the epiphyses. The sequence of stain
retention in the distal phalanges (DP) occurs in the order: DP Ill > DP Il > DP IV >
DP | > DP V. In the medial phalanges (MP), the stain retention sequence is: MP IIl >
MP IV > MP Il > MP V. Lastly, the proximal phalanges (PP) retain staining in the
following sequence: PP | > PP lll > PP IV > PP Il > PP V. The differences and

similarities in the synchronization of ossification of Podocnemis expansa and
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comparable species are evident. Thus, there is no osteogenetic pattern common to
all chelonians, due to variations in the initial site of bone formation and the sequence

of ossification.

Key words: Ossification, Alizarin, Podocnemis expansa, Reptiles.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de habitos terrestres trouxe uma revolugdo na locomogao
dos vertebrados. Entretanto, nos tetrapodos, os membros adquiriram funcao
dominante e positiva na progressao (ROMER; PARSONS, 1985).

O esqueleto apendicular dos répteis é fortemente adaptado ao tipo de
ambiente em que vive o que resultou em varias modificagdes na sua estrutura.
(HILDEBRAND; GOSLOW, 2006; POUGH et al., 2003). Segundo Romer e Parsons
(1985), em Testudines adultos essa unidade do esqueleto exibe varias modificagdes
que vai desde as nadadeiras das tartarugas marinhas aos membros mais curtos dos
jabutis. A maioria das diferengas sao essas de propor¢do, mas também ha grande
variacao no numero de elementos 6sseos.

O esqueleto dos animais € um conjunto de estruturas vivas capaz de crescer,
adaptar e se reparar. O tecido 6sseo estd presente em quase todas as regides do
corpo, e os elementos esqueléticos individuais sdo bastante diversos na sua
morfologia e arquitetura tecidual (WHITE, 2003).

A maioria dos ossos dos répteis se forma e cresce por ossificacao
endocondral, um processo caracterizado por uma cartilagem intermediaria. O padrao
de acontecimentos, que formam este modelo, envolve um processo de varias fases
em que células mesenquimais pré-condrogénicas formam condensacgdes, antes de
se diferenciarem em condroblastos (POGUE et al., 2003).

Segundo Tagariello et al. (2005), cada uma destas etapas, desde transi¢cao de
condensacao a diferenciacdo, € caracterizada por padrdoes temporais especificos e
varias mudangas ocorrem em periodos previsiveis. As perturbacdes desta série,
altamente harménica de acontecimentos em desenvolvimento de cartilagem e 0sso,
crescimento e homeostase, inevitavelmente resultam em defeitos do esqueleto
(BELL et al., 2006).

Para Fritsch (2003) e Gray et al. (1996), o conhecimento do critério biolégico
para a sequéncia de formacao 6ssea, em local e tempo previsivel, é de grande
interesse clinico. O o0sso esta sujeito a numerosas alteragcdes patolégicas, que

impedem a fungdo normal de sustentacdo e movimento. Esses disturbios séo alvo
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da medicina preventiva e cirurgica e, para serem mais bem solucionados necessitam
de subsidios da ciéncia basica (GUPTA, 2005).

Os Testudines tém sido alvo de numerosos estudos que observam os efeitos
dos fatores bidticos e abidticos durante a embriogénese (BARBARA et al., 2003;
PACKARD et al, 2000 e SA et al., 2005). No entanto, a maioria desses trabalhos
focalizou principalmente a morfologia externa (DANNI et al.,, 1990; TOKITA;
KURATANI, 2001). Poucos autores forneceram dados que descrevessem a
seqliéncia de ossificacdo do esqueleto (RIEPPEL, 1993a; SHEIL; GREENBAUM,
2005).

Existem numerosos trabalhos para outros répteis e anfibios. Isto tem sido
demonstrado nas contribuicdes de RIEPPEL (1993b), RIEPPEL (1993c) e RIEPPEL
(1994a), no estudo da ossificacdo do esqueleto de Alligator mississippiensis, de
Chamaeleo hoehnelii e de Gehyra oceanica, respectivamente, e de Pugener e
Maglia (1997) e de Perotti (2001), no desenvolvimento do esqueleto de Discoglossus
sardus e do Leptodactylus chaquensis. Esses poderao fornecer dados comparativos
Uteis para esclarecer a colocacao filogenética dos Testudines, entre outros répteis e
amniotas.

A espécie Podocnemis expansa, conhecida popularmente como tartaruga-da-
amazobnia, é largamente distribuida pela bacia amazénica (MUNDIM et al., 1999).
Segundo Alho et al. (1979), este € o maior Testudines de agua doce da América do
Sul e atualmente é considerada uma das espécies selvagens mais exploradas
zootecnicamente (SA et al., 2004).

Embora o desenvolvimento dos membros em testudines tenha sido assunto
de varias investigagdes, € relativamente pequeno o conhecimento sobre o padrdo do
desenvolvimento 6sseo do esqueleto apendicular em P. expansa.

Este estudo teve como objetivo investigar a seqiéncia de formagédo dos
elementos 6sseos, que compdem a cintura peitoral e os membros toracicos, nos

diferentes estagios de desenvolvimento pré e pos-natal, em P. expansa.

MATERIAL E METODOS
62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa

(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos nos periodos de desova ocorridos
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em 2005 e 2006 na area de reproducao protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de
Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias,
Brasil, na regido denominada Remansao (13° 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com
licenga n® 117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras de ovos e filhotes foram coletadas aleatoriamente, de um ninho
escolhido ao acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides
foram nomeados de acordo com os critérios morfoldégicos externos de Danni et al.
(1990). Apds a eclosao, os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com
agua contendo aquecedores elétricos com temperatura em torno de 27 °C e
alimentados com racao para peixes.

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirurgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltorios. Efetuou-se morfometria
(Quadro1l e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret),
precisdo de 0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisao
de 0,1 grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaca, largura
da carapacga, comprimento do plastrao, largura do plastrdo, altura, comprimento
cranio-caudal e peso corporal, seguindo-se a orientacao de Malvasio et al. (2002) e
Danni et al. (1990).

As amostras foram submetidas as técnicas de diafanizacdo por KOH e
coloracéo dos ossos pela alizarina red e da cartilagem pelo alcian blue, segundo os
métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presencga de centros de ossificagdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos ésseos que compdem a cintura peitoral e os
membros toracicos (Figuras 3, 4 e 5), foram analisados em microscépio
estereoscopico (SZX 12, Olympus) com camera acoplada para captura de imagens
(DP10, Olympus) e camera fotografica digital (fe100, Olympus 6.0). Ainda, dois
desenho representativos foram confeccionados, utilizando-se para tal seis

esqueletos de P. expansa adultos do acervo do LAPAS (Figuras 1 e 2).
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RESULTADOS

Osteologia da cintura peitoral e dos membros toracicos

Cintura peitoral: Exibe uma estrutura trirradiada com dois prolongamentos ventrais.
A cintura peitoral possui dois 0ssos: a escapula com o0 processo acromial e o
coracoide. Articula-se com os membros toracicos e € utilizada como principal base
de insergao dos musculos apendiculares (Figura 1).

Escapula: Possui formato em L, com o processo acromial mais curto extendendo-se
dorsomedialmente (Figura 1). Na metade distal, o processo acromial mostra
contorno triangular e se aproxima das vértebras cervicais 7 e 8. A regido da
escapula que forma a fossa glendide é projetada dorsolateralmente, formando uma
face articular concava com bordas salientes. A extremidade distal da escapula
aproxima-se do osso costal 3.

Coracéide: E composto de uma area articular proximal e uma lamina distal larga e
delgada (Figura 1). A face cranial da lamina é céncava. O corpo do 0sso apresenta-
se ligeiramente encurvado dorsalmente. A extremidade proximal apresenta uma area

articular lisa, a qual se une a escapula para formar a cavidade glenéide.

Es

PA

Co

Figura 1: Desenho esquematico dos ossos da cintura peitoral de Podocnemis expansa. Es,
escapula; PA, processo acromial; FG, fossa glendide; Co, coracéide.
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Membros toracicos: E composto pelo estilopddio, osso imero, zeugopddio, 0sso
ulna e o osso radio e 0 autopodio, ossos do carpo, metacarpos e falanges (Figura 2).
Umero: O o0sso Umero articula-se proximalmente com a escapula por meio da
cabeca e distalmente aos ossos do zeugopddio pelo condilo.

Este osso possui duas proje¢cdes bem desenvolvidas, na extremidade
proximal, que se localizam dorsal e ventralmente, os tubérculos dorsal e ventral. A
cabega do umero € esférica, presa a epifise proximal por um estreitamento. O
tubérculo ventral é maior do que o dorsal. Observa-se ainda na extremidade
proximal a presenca de uma cavidade, a fossa intertubercular.

A extremidade distal do umero é formada pelo céndilo direcionado cranio
lateralmente e este pelo capitulo, ventralmente e pela troclea dorsalmente. O
capitulo articula-se com a ulna e a troclea articula-se com o radio. Estas articulagées
s&o aproximadamente do mesmo formato e tamanho (Figura 2).

Radio: O osso radio compde anatomicamente a parte ventral do esqueleto do
antebraco. E um osso longo, possui a superficie articular umeral em formato semi-
lunar. A superficie cranial da extremidade proximal é plana e une-se com a ulna.
Articula-se proximalmente com o Umero, distalmente com o carpo e cranialmente
com a ulna (Figura 2).

Ulna: E um dos ossos que formam o antebraco, sendo o maior deles. Articula
proximalmente com Umero, distalmente com o carpo e cranialmente com o radio.E
um 0sso longo e sua extremidade proximal apresenta superficie articular umeral de
formato ovéide (Figura 2).

Carpo: O carpo é constituido por dez ossos irregulares com extensas superficies
articulares, dispostos em trés fileiras: a primeira € representada pelo osso intermédio
do carpo, posicionado entre as extremidades distais dos ossos radio e ulna. A
segunda articula-se com a ulna e o radio e é constituida medialmente, pelos
seguintes 0ssos: intermédio do carpo (IC), central do carpo 2 (C2), central do carpo
3 (C3), ulnar do carpo (UC) e pisiforme do carpo (PC) (Figura 2).

A terceira fileira articula-se com o0s 0ssos do metacarpo distalmente e com os
ossos da segunda fileira do carpo proximalmente, e ¢é constituida,
mediolateralmente, pelos seguintes ossos: distais do carpo | (DCI), distal do carpo |l
(DCII), distal do carpo Il (DCIII), distal do carpo IV (DCIV), distal do carpo V (DCV).
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Metacarpos: Os metacarpos consistem de cinco elementos 0sseos,
convencionalmente numerados no sentido mediolateral de metacarpos I, Il, lll, IV e
V. Estes ossos séo longos, com cabeca distal e base expandida proximal, que se
articulam com as falanges proximais e com a terceira fileira do carpo,
respectivamente (Figura 2).

Falanges: Cada mao possui 14 falanges, duas no primeiro dedo e trés em cada um
dos demais dedos, cuja formula falangica é 2:3:3:3:3. As falanges proximais séao
mais curtas do que as médias, exceto no dedo |. As falanges distais apresentam

formato de cone, cuja metade distal é achatada dorsoventralmente (Figura 2).

U

pci pg) DEN BEW I

S €3)
@..

IV

Figura 2: Desenho esquematico dos ossos do membro toracico de Podocnemis
expansa. Um, osso Umero; Ra, osso radio; Ul, osso ulna; DCI, distal do carpo I; DCII,
osso distal do carpo Il; DCIII, osso distal do carpo Ill; DCIV, osso distal do carpo 1V;
DCV, osso distal do carpo V; C2, osso central do carpo 2; C3, osso central do carpo 3;
IC, osso intermédio do carpo; UC, osso ulnar do carpo; PC, osso pisiforme do carpo; Mc,
0sso metacarpo; FP, falange proximal; FM, falange media, FD, falange distal; (I) dedo I;
() dedo 1I; (lll) dedo llI; (IV) dedo IV; (V) dedo V.
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Sequiéncia de ossificacao da cintura peitoral e membros toracicos

No estagio 16, observaram-se centros de ossificagdo no osso umero, seguido
pelo osso ulna e, finalmente, o osso radio. Essa seqUéncia é definida pela
observacao da retencao de corante (Figuras 3D, E e F). No estagio 19, a escapula, o
processo acromial e o coracoide ja mostram centros de ossificagcao (Figuras 3A, B e
C).

A ossificagdo dos metacarpos (Mc) torna-se aparente na diafise no inicio do
estagio 20 e o Mc Ill exibe ossificagdo mais extensa, com maior retencdo de
alizarina (Figura 4A). Isto sugere que o Mclll seja o primeiro 0sso a apresentar
centro de ossificagdo. A retengdo do corante ocorre na seguinte ordem:
McllI>Mcll=MclV>Mcl>McV. No final do estagio 20 torna-se evidente que, em todos
0s metacarpos, os centros de ossificagdo progridem em diregéo as epifises (Figura
4B e C).

Durante o inicio do estagio 20 (Figura 4B), as falanges distais (FD) exibem
centros de ossificagdo nos dedos | a IV, e nos dedos Il e Ill o processo encontra-se
mais avancgado. A ossificacdo de todas as falanges distais so6 foi verificada no final
do estagio 20 (Figura 4C). Portanto, a seqUéncia de retencdo de corante nas
falanges distais ocorre na ordem: FDIlI>FDII>FDIV>FDI >FD V.

Os centros de ossificagao das falanges médias (FM) aparecem primeiramente
no dedo lll, no inicio do estagio 20 (Figura 4B) e segue nos dedos IV e Il, no final do
estagio 20 (Figura 4C). Simultaneamente, foi observada a presenca de centro de
ossificagdo na falange proximal do dedo I. A falange média do dedo V possui centro
de ossificacdo no estagio 21 (Figura 4D). O grau de ossificacdo ocorre assim:
FMIISEMIV>FMIISFM V.

Com excecédo do dedo V, no estagio 22 (Figura 4E), todas as falanges
proximais (FP) apresentam centro de ossificagdo. O evento acontece na seguinte
ordem: FPI>FPIII>FPIV>FPII>FPV (Figura 4F).

No estagio 23, o IC apresenta centro de ossificacdo (Figura 5A). No estagio
24, toda a fileira distal do carpo apresentou centros de ossificagédo, exceto do DC V
(Figura 5B). Notou-se maior retengdo da alizarina nos DCIll e DCIV. Neste mesmo
estagio também se verificaram centros de ossificagcdo nos UC, Cll e Clll. O DCV sé

mostrou centros de ossificacdo no inicio do estagio 25 (Figura 5C e D). O PC é o
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ultimo osso a apresentar centro de ossificagdo, visto somente 40 dias apds a
eclosdo (Figura 5E). Os ossos do carpo se ossificam na ordem que se segue:
IC>ClI=DCIII>DCIV>DCII=DCI=CIlI>UC> DCV>Pi (Figura 5F).

Figura 3: Fotografias de cinturas peitorais e membros toracicos de embrides de Podocnemis expansa.
(A) inicio do estagio 19. (B) final do estagio 19. (C) estagio 20. (D) estagio 16. (E) estagio 17. (F)
estagio 19. (G) e (H): estagio 17. Es, escapula; PA, processo acromial; Co, osso coracdide; Um, osso
umero; Ra, osso radio; Ul, osso ulna; CP, cintura escapular; cabeca de seta, cartilagem. Diafanizagao
por KOH e coloragdo com alizarina red S e alcian blue. (A, B e C) 10x, (D) 25 x, (E e F) 20x, (G e H)
barra 10 mm.
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Figura 4: Fotografias de méos de embrides de Podocnemis expansa, vista dorsal. (A) e (B)
estagio 20, desenvolvimento dos 0ssos metacarpos e das falanges distais. (C) e (D) estagios
20, 21, desenvolvimento das falanges médias. (E) e (F) estagios 22, 23, desenvolvimento das
falanges proximais. FD, falanges distais; FM, falanges médias; FP, falanges proximais; Mc,
metacarpos; |, dedo I; Il, dedo II; lll, dedo IlI; IV, dedo IV; V, dedo V. Diafanizagao por KOH e
coloragdo com alizarinared S. (A) 40 x, (B, C,De F) 16 x, (E) 12,5 x.
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Figura 5: Fotografias de antebragos e maos de embrides e filhotes de Podocnemis
expansa, vista dorsal. (A) estagio 23. (B) estagio 24. (C) inicio do estagio 25. (D) final do
estagio 25. (E) 40 dias apds eclosao. (F) 45 dias apds eclosao. DCI, osso distal do carpo I;
DCII, osso distal do carpo II; DCIII, osso distal do carpo Ill; DCIV, osso distal do carpo IV;
DCV, osso distal do carpo V; C2, osso central do carpo 2; C3, osso central do carpo 3; IC,
0sso intermédio do carpo; UC, osso ulnar do carpo; Pi, osso pisiforme do carpo; I, dedo I;
Il, dedo II; 1, dedo llI; IV, dedo IV; V, dedo V. Diafanizagdo por KOH e coloragdo com
alizarina red S. Barra 10mm.
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DISCUSSAO

A técnica de diafanizacao e coloracdo de ossos tém sido utilizada e mostra-
se eficiente para evidenciar os centros de ossificagdo. Isso pode ser observado nos
trabalhos de Franz-Odendaal (2005), Patton e Kaufman (1995), Nakane e Tsudzuki
(1999), com ossificacdo em camundongo, em C. serpentina e em codorna japonesa.

Neste estudo, embora tenham sido nomeados 0s estagios para os embrides,
as comparagdes foram feitas entre as espécies, em termos de sequéncia de
acontecimentos do desenvolvimento da ossificacéo.

As diferengas e semelhangas na sincronizagao de ossificacdo sao aparentes
entre Chelydra serpentina, Apalone spinifera, Macrochelys temminckii e P. expansa,
nas unidades estruturais da cintura peitoral e membros torécicos. Diferengas
anatémicas na férmula falangica também ocorrem, com 2:3:3:3:3 para P. expansa,
C. serpentina e M. temminckii, 2:3:3:3:2 para Chelonia mydas e Caretta caretta, e
2:3:3:4:3 para A. spinifera, apesar de todas pertencerem a mesma ordem dos
Testudines (RIEPPEL, 1993a, SHEIL, 2003, SANCHEZ-VILLAGRA, 2007). Romer e
Parsons, (1985) salientou que a fusao embrionaria é a principal causa da reducao
em numero de elementos do esqueleto e que fusdes entre alguns dos ossos do
carpo podem ser vistos tanto em Testudines quanto em outros grupos. Porém, tais
fusbes nao ocorrem em P. expansa.

Em M. temminckii (SHEIL, 2005) e C. serpentina (RIEPPEL, 1993a), o
umero ossifica-se antes do radio e da ulna. De acordo com Sheil e Greenbaum
(2005), também em estudo com C. serpentina, esses elementos 6sseos se ossificam
simultaneamente no estagio 21. O mesmo ocorre com P. expansa, diferindo apenas
no tempo, estagio 16.

A escapula e o coracéide ossificam, em C. serpentina, M. temminckii, e P.
expansa, apds o osso umero (RIEPPEL, 1993a; SHEIL, 2005; Sheil e Greenbaum,
2005). Para Sheil (2003), em A. spinifera, essa sequéncia ocorre de maneira
diferente, com a escépula e o coracéide no estagio 19 e por ultimo o umero, o radio
e a ulna no estagio 20.

Os ossos distais do carpo |, Il, 1, central do carpo Ill e intermédio do carpo,

em A. spinifera, apresentam centros de ossificacdo no estagio 24. Segundo Sheil
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(2003), nao foi possivel definir a seqiéncia de aparecimento. Em P. expansa 0 0sso
intermédio do carpo € o primeiro a apresentar centros de ossificacao e isso ocorre
no estagio 23. Finalmente, no estagio 24 os ossos distais do carpo I, Il, 1, IV,
juntamente com o central do carpo 2, 3 e o ulnar do carpo mostram centros de
ossificagdo, com menor grau de retencdo de coloracdo nesses dois Ultimos.
Segundo Sanchez-vilagra et al. (2007), em C. caretta o intermédio do carpo e o ulnar
do carpo sao os primeiros 0ssos dessa regido a exibir ossificacdo. O o0sso pisiforme
s6 mostra centros de ossificacdo apds 40 dias pos-natal. Em C. mydas o pisiforme
também é o ultimo a iniciar o desenvolvimento dos ossos do carpo. E assim, como
em A. spinifera, esse 0sso se ossifica ainda durante o periodo embrionario (SHEIL,
2003).

Diferentemente do que ocorre em A. spinifera e P. expansa, 0s 0ssos do
carpo em M. teminckii ndo apresentam centros de ossificacdo durante o periodo
embrionério (SHEIL, 2005), o mesmo ocorre em C. serpentina, exceto o osso distal
do carpo I, que apresenta centro de ossificacdo no estagio 24 (RIEPPEL, 1993a;
SHEIL; GRENNBAUM, 2005).

Tanto em C. serpentina, A. spinifera, M. temminckii, quanto em P. expansa, o
inicio do processo de ossificacdo em Mc | e Mc V apresenta-se cronologicamente
semelhante.

Uma reconsideracao sobre o desenvolvimento esquelético de C. serpentina,
evidenciando variacdes intraespecificas, foi realizado por Sheil e Greenbaum (2005),
que apontaram o Mc IV como primeiro centro de ossificagdo. Em seguida apareceu o
Mc Il depois o Mc Il. Esses acontecimentos foram semelhantes aqueles em M.
temminckii e diferentes dos de P. expansa.

De acordo com Sheil (2003), os centros de ossificacdo na A. spinifera
comecam a aparecer em Mc II, Mc Ill e Mc IV, sem revelar a sequéncia na retengcéo
do corante, embora a maior variagdo na sequéncia da ossificacdo tenha ocorrido
nesses trés ossos, em P. expansa.

Os padrdes de ossificagdo das falanges de C. serpentina, propostos por
Rieppel (1993a) e Sheil e Greenbaum (2005), ndo sado idénticos em todos os pontos
observados. Mas, € possivel afirmar que em ambos os estudos, a osteogénese nos

dedos da méo inicia-se nas falanges distais e prossegue no sentido disto—proximal.
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Este padréao foi constatado em P. expansa, assim como acontece com M. temminckii
(SHEIL, 2005), onde os centros de ossificacao surgem primeiramente nas falanges
distais dos dedos | a IV. Subseqlientemente, aparecem nas falanges médias dos
dedos Il a IV e depois na falange proximal do dedo |. J& na A. spinifera (SHEIL,
2003), o progresso da ossifica¢do, nas falanges dos dedos | a lll, ocorre no sentido
proximo-distal.

Estas informagdes indicam que em P. expansa, M. temminckii e C. serpentina,
o padrao de formacao de osso dos dedos | a IV é semelhante, com exce¢ao do dedo
V da M. temminckii (SHEIL, 2005), onde a osteogénese € mais demorada em
relacdo aos outros dedos, e avanga proximo-distal.

Detalhes da sequéncia relativa de ossificagcdo foram documentados para
lagartos e crocodilianos e comparagdes entre estes estudos identificam padrdes
entre linhagens importantes de Repitilia.

A seqUéncia e sincronizagdo da ossificacdo em P. expansa exibem
similaridades, bem como diferencas, quando comparada com Lacerta vivipara
(RIEPPEL, 1992), Lacerta agilis exigua (RIEPPEL, 1994b) e Alligator
mississippiensis (RIEPPEL, 1993b). Fica evidente que estudos mais quantitativos
sa0 necessarios para documentar a variabilidade natural de formagéao do o0sso.

Falanges de Lacerta vivipara, Lacerta agilis exigua e Alligator mississippiensis
geralmente se ossificam numa direcdo proximo-distal, ao passo que estes
elementos, em P. expansa, ossificam-se numa diregdo disto-proximal.

Segundo Rieppel (1993a), atencdo consideravel tem sido dispensada para
documentar sequéncias do desenvolvimento ésseo durante a ontogenia, mas
relativamente pouco se conhece sobre variagdes intraespecificas em qualquer taxon.
Destacam-se, neste sentido, as diferengas na cronologia de ossificagdo notadas
entre alguns dos 0ssos que compdem o esqueleto apendicular da P. expansa.
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CONCLUSOES

A escépula, o processo acromial e o coracéide mostram centros de
ossificacao no estagio 19.

O umero, a ulna e o radio se ossificam antes dos 0ssos da cintura peitoral no
estagio 16.

A seqléncia  de ossificagao dos 0SS0S do carpo é:
IC>ClI=DCIII>DCIV>DCII=DCI=CIlII>UC>DCV>Pi.

A sequéncia de ossificagdo dos metacarpos é: Mc lll > Mc Il = Mc IV > Mc | >
Mc V

A formula falangica da Podocnemis expansa é 2:3:3:3:3 e o sentido de
progressao da ossificagao é disto-proximal.

A sequiéncia de ossificacao das falanges é: FD Ill > FD Il > FD IV >FD | > FD
V;FMIIl>FMIV>FMII>FMVeFPIll>FPIV>FPIl>FPV.

Nao existe um padrao de osteogénese para todos os Testudines.
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CAPITULO 8 — ONTOGENIA DOS OSSOS DA CINTURA PELVINA E DOS
MEMBROS PELVINOS EM TARTARUGA-DA-AMAZONIA Podocnemis expansa
SCHWEIGGER, 1812 (TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

RESUMO - Com objetivo de investigar a seqiéncia de formagédo 6ssea da cintura
pelvina e dos membros pelvinos, nos diferentes estagios de desenvolvimento pré e
pds-natal em Podocnemis expansa, coletou-se embrides e filhotes, a partir do 18°
dia de incubagéo natural. Efetuou-se biometria e os embrides foram submetidos a
técnica de diafanizagdo com coloracdo dos ossos e cartilagens. A regido do
estilopddio € composta pelo osso fémur, o zeugopddio compreende dois 0ss0s, tibia
e fibula e o autopodio é formado pelos ossos: intermédio do tarso (IT), fibular do
tarso (FT), central do tarso (CT), distais do tarso (DTI, DTIl, DT Il e DTIV), 5
metatarsos (Mtl, Mtll, Mtlll, MtlV e MtV) e 14 falanges, duas no quinto dedo e trés
em cada um dos demais dedos, cuja féormula falangica é 3:3:3:3:2. No estagio 16 o
fémur, tibia e fibula apresentam centros de ossificacdo na diafise progredindo para
as epifises. No estagio 19, os ossos da cintura pelvina mostram centros de
ossificacdo. Nos ossos do tarso o DT | € o primeiro a apresentar centros de
ossificagao, no inicio do estagio 24, seguindo com IT, depois o0 CT e o DT Il no final
do estagio 24, DT Ill e DT IV no estagio 25. O FT mostra centro de ossificagdo no
ultimo estagio embrionario, estagio 26. A retencao do corante nos metatarsos ocorre
na seguinte ordem: MtllI>MtlI=MtIV>MtV>Mtl. No estagio 20 torna-se evidente que,
em todos os metatarsos, os centros de ossificacao progridem em diregao as epifises.
A sequiéncia de retencao de corante nas falanges distais (FD) ocorre na ordem: FD
V>FDIV>FDIll >FD Il >FD I. Nas falanges médias (FM): FM Il > FM IV > FM Il >
FM |I. Nas falanges proximais (FP): FP V > FP | > FP Il > FP Ill > FP IV. As
diferencas e semelhangas na sincronizagao de ossificagdo s@o evidentes entre
Podocnemis expansa e as espécies comparadas. Assim, ndo existe um padrdo de
osteogénese para os Testudines, devido a variagdo do local inicial de formagao
Ossea e da sequéncia de ossificagao.

Palavras-chave: Esqueleto, Ossificagao, Alizarina, Podocnemis expansa, Répteis.
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BONE ONTOGENY OF PELVIC GIRDLE AND HINDLIMB OF THE GIANT
AMAZON RIVER TURTLE Podocnemis expansa SCHWEIGGER, 1812
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)

ABSTRACT With objective of investigating the sequence of bone formation of the
pelvic girdle and pelvic members, in the different stages of pre and post-natal
development in Podocnemis expansa, embryos and nestlings, as from the 18th day
of natural incubation, were collected. Morphometrics took place and the embryos
were submitted to the diafanization technique with coloration of bones and
cartilages. The stylopodium area is composed by the femur bone, the zeugopodim
consists of two bones, tibia and fibula and the autopodium is formed by the following
bones: intermedium of tarso (IT), fibulare of tarso (FT), centrale of tarso (CT), distal
bones of tarso (DTI, DTII, DT Ill and DTIV), 5 metatarsos (Mtl, Mtll, Mtlll, MtlV and
MtV) and 14 phalanges, two in the fifth finger and three in each one of the other
fingers, whose phalange formula is 3:3:3:3:2. In stage 16 the femur, tibia and fibula
present ossification centers in the diaphysis progressing from the epiphysis. In stage
19, the bones of the pelvic waist line show ossification centers. In the tarsal bones
the DT | is the first to present ossification centers, at the beginning of stage 24,
proceeding with IT, later CT and DT Il at the end of stage 24, DT Ill and DT IV in
stage 25. FT shows ossification center in the last embryonic stage, which is stage
26. Retention of the stain in the metatarsal occurs in the following order: M Il > M Il
=MIV>MYV>MI In stage 20, it is evident that, in all the metatarsal, the
ossification centers progress in the direction of the epiphyses. The sequence of stain
retention in the distal phalanges (DP) occurs in the order: DP V > DP IV > DP Il >
DP Il >DP I. In the medial phalanges (MP), the stain retention sequence is: MP |l >
MP IV > MP Il > MP I. Lastly, the proximal phalanges (PP) retain staining in the
following sequence: PP V > PP | > PP Il > PP Ill > PP IV. The differences and
similarities in the synchronization of ossification of Podocnemis expansa and
comparable species are evident. Thus, there is no osteogenetic pattern common to
all chelonians, due to variations in the initial site of bone formation and the sequence
of ossification.

Key words: Skeleton, Ossification, Alizarin, Podocnemis expansa, Reptile.
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INTRODUCAO

A ordem Testudines, um dos representantes dos répteis, atualmente podem
ser encontrados nos mares e em todos o0s continentes, com excecao da Antartida
(POUGH et al., 2003). A estrutura dos membros é altamente variavel, refletindo o
ambiente e os modos de locomocdo das diferentes espécies. Os padroes
esqueléticos dos membros dos tetrapodos derivaram do padrdo primitivo por meio
de perdas e fusdes, que podem ser constatadas pelo desenvolvimento embrionario
(HILDEBRAND; GOSLOW, 2006; ROMER; PARSONS, 1985).

A maioria dos ossos dos répteis se forma e cresce por ossificacdo
endocondral, um processo caracterizado por uma cartilagem intermediaria. O padrao
de acontecimentos, que formam este modelo, envolve um processo de vérias fases
em que células mesenquimais pré-condrogénicas formam condensacgdes, antes de
se diferenciarem em condroblastos (POGUE et al., 2004).

Segundo Tagariello et al. (2005), cada uma destas etapas, desde transicao de
condensacao a diferenciacao, € caracterizada por padrdoes temporais especificos e
varias mudancas ocorrem em periodos previsiveis. As perturbacdes desta série,
altamente harménica de acontecimentos em desenvolvimento de cartilagem e 0sso,
crescimento e homeostase, inevitavelmente resultam em defeitos do esqueleto
(BELL et al., 2006).

Para Fritsch (2003) e Gray et al. (1996), o conhecimento do critério biolodgico
para a sequéncia de formacao 6ssea, em local e tempo previsivel, é de grande
interesse clinico. O o0sso esta sujeito a numerosas alteragdes patolégicas, que
impedem a fung@o normal de sustentagdo e movimento. Esses disturbios sdo alvos
da medicina preventiva e cirurgica e, para serem mais bem solucionados necessitam
de subsidios da ciéncia basica (GUPTA, 2005).

Em Testudines, poucos autores forneceram dados que descrevessem a
sequéncia de formagédo Ossea. Em outras espécies de répteis, como Alligator
mississippiensis, Chamaeleo hoehnelii e Gehyra oceanica, isso tem sido bem
estudado (RIEPPEL, 1993b; RIEPPEL, 1993c; RIEPPEL, 1994a). Esses poderao
fornecer dados comparativos Uteis para esclarecer a colocagéao filogenética dos

Testudines, entre outros répteis e amniotas.
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A espécie Podocnemis expansa, conhecida popularmente como tartaruga-da-
amazobnia, é largamente distribuida pela bacia amazénica (MUNDIM et al., 1999).
Segundo Alho et al. (1979), a P. expansa é o maior Testudine de agua doce da
América do Sul e atualmente é considerada uma das espécies selvagens mais
exploradas zootecnicamente (SA et al., 2004).

Embora o desenvolvimento dos membros em Testudines tenha sido assunto
de muita investigacao, é relativamente pequeno o conhecimento sobre o padrao do
desenvolvimento 6sseo do esqueleto apendicular em P. expansa.

Este estudo teve como objetivo investigar a seqiéncia de formacgédo dos
elementos dsseos, que compdem a cintura pelvina e os membros pelvinos, nos

diferentes estagios de desenvolvimento pré e pos-natal, em P. expansa.
MATERIAL E METODOS

62 embribes e 43 filhotes recém-nascidos de Podocnemis expansa
(Testudines, Podocnemididae) foram adquiridos nos periodos de desova ocorridos
em 2005 e 2006, na area de reproducao protegida pelo IBAMA/RAN (Centro de
Conservacao e Manejo de Répteis e Anfibios), nas praias do Rio Araguaia — Goias,
Brasil, na regido denominada Remansao (132 20' 38,7" S e 50° 38' 05,7" W), com
licenga n® 117/2005-IBAMA/RAN.

Amostras (ovos e filhotes) foram coletadas aleatoriamente, de um ninho
escolhido ao acaso, até a eclosdo. Os estagios de desenvolvimento dos embrides
foram nomeados de acordo com os critérios morfolégicos externos de Danni et al.
(1990). Apéds a eclosao, os filhotes foram recolhidos e mantidos em tanque com
agua contendo aquecedores elétricos com temperatura em torno de 27 °C e
alimentados com racgao para peixes.

Todos os embrides foram retirados dos ovos cortando-se a casca com tesoura
cirurgica, isolando-os do vitelo e dos seus envoltorios. Efetuou-se morfometria
(Quadro e 2) com auxilio de paquimetro metalico (125 MEB-6/150, Starret), precisao
de 0,05 milimetro, e balanga analitica (AND HR-120, Gravimeta), precisdo de 0,1
grama. Os parametros registrados foram: comprimento da carapaga, largura da

carapaca, comprimento do plastrao, largura do plastrao,altura, comprimento cranio-
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caudal e peso corporal (PC), seguindo-se a orientacdo de Malvasio et al. (2002) e
Danni et al. (1990).

As amostras foram submetidas as técnicas de diafanizacdo por KOH e
coloracao dos 0ssos pela alizarina red S e da cartilagem pelo alcian blue, segundo
os métodos de Davis e Gore (1936) e de Dingerkus e Uhler (1977) modificado, no
Laboratério de Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

A presenga de centros de ossificagdo, bem como os diferentes estagios de
desenvolvimento dos elementos 6sseos que compdem a cintura e os membros
pelvinos (Figuras 3, 4 e 5), foram analisados em microscépio estereoscépico (SZX
12, Olympus) com camera acoplada para captura de imagens (DP10, Olympus) e
camera fotografica digital (fe100, Olympus 6.0). Ainda, dois desenhos
representativos dos ossos da cintura pelvina e dos ossos do membro pelvino foram
confeccionados, utilizando-se para tal seis esqueletos de P. expansa adultos do
acervo do LAPAS (Figuras 1e 2).

RESULTADOS

Osteologia da cintura pelvina e dos membros pelvinos

Cintura pelvina: E formada por trés pares de ossos: lio, isquio e pube. Os trés
0ssos contribuem para a formagcdo do acetdbulo, onde se articulam os membros
pelvinos (Figura 1).

flio: O osso ilio compde a maior parte da cintura pelvina. A extremidade dorsal é
trirradiada com uma expansao caudomedial, caudolateral e uma craniomedial, mais
afilada. Na extremidade ventral, a por¢cdo lateral do ilio forma a maior parte da
superficie articular do acetabulo céncavo, onde se une com o isquio € o pube. A
extremidade dorsal do ilio € unida a carapaca na regidao das placas costais 7 e 8
(Figura 1).

isquio: O osso isquio forma a parte caudoventral do acetabulo. A extremidade distal
possui formato aproximadamente triangular em secao transversal. A sua superficie

ventral encontra-se unida a superficie dorsal da regido caudal do xifiplastréo (Figura

1).
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Pube: O osso pube forma a parte cranioventral do acetabulo. A porgao proximal
conecta-se ao ilio dorsalmente e ao isquio, caudalmente. Une-se com a superficie

dorsal da regiao cranial do xifiplastrédo, formando uma cicatriz ovalada (Figura 1).

Pu

Figura 1: Desenho esquematico dos ossos da cintura pelvina. A, cintura pelvina; vista
cranial B, metade esquerda da cintura pelvina, vista lateral. IL, osso ilio; Is, osso
isquio, Pu, osso pube; Ac, acetabulo.

Membro pelvino: E composto pelo estilopédio, osso fémur, zeugopédio, osso tibia
e o0 osso fibula e o0 autopddio, ossos do tarso, metatarsos e falanges (Figura 2).
Fémur: De modo geral o osso fémur possui eixo cilindrico com extremidades
expandidas. Proximalmente exibe uma cabeca ovalada, ajustada ao acetabulo e
dois processos bem desenvolvidos: trocanter menor, dorsalmente e trocanter maior
ventralmente. Articula-se com a tibia e com a fibula distalmente (Figura 2).

Tibia: Possui a extremidade proximal expandida. A face articular proximal apresenta

uma concavidade mediocaudal rasa que se articula com a regido ventral da
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superficie articular da extremidade distal do fémur. Distalmente articula-se com o
tarso (Figura 2).

Fibula: A fibula é delgada, com a extremidade distal expandida. O eixo da fibula é
praticamente reto. Articula-se distalmente com o tarso e proximalmente com a regiao
dorsal da superficie articular da extremidade distal do fémur (Figura 2).

Tarso: E formado por sete ossos irregulares: intermédio do tarso (IT), fibular do tarso
(FT), central do tarso (CT), distais do tarso (DTI, DTII, DT Il e DTIV). Proximalmente
articula-se com a tibia e com a fibula e distalmente se articula com o0s ossos
metatarsos (Figura 2).

Metatarsos: Os o0ssos metatarsos consistem de cinco elementos 0sseos,
convencionalmente numerados no sentido médio-lateral de metatarsos I, Il, Ill, IV e
V. Articula-se com o tarso pelas suas extremidades proximais e com as falanges
proximais pelas suas extremidades distais (Figura 2).

Falanges: Cada pé possui 14 falanges, duas no quinto dedo e trés em cada um dos

demais dedos, cuja formula falangica é 3:3:3:3:2 (Figura 2).

Figura 2: Desenho dos ossos do membro pelvino esquerdo de Podocnemis expansa. Fe,
osso fémur; Fi, osso fibula; Ti, osso tibia; DT |, osso distal do tarso |; DT Il, osso distal do
tarso I, DT lll, osso distal do tarso Ill, DT IV; osso distal do tarso IV CT, osso central do
tarso, IT, osso intermédio do tarso; FT, osso fibular do tarso; FD, falanges distais; FM,
falanges médias; FP, falanges proximais; Mt, ossos metatarsos; |, dedo I; II, dedo II; Ill, dedo
lI: IV. dedo IV: V. dedo V.
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Sequiéncia de ossificacao da cintura pelvina e dos membros pelvinos

No estagio 16, o fémur, a tibia e a fibula apresentam centros de ossificacao
na diafise progredindo para as epifises (Figuras 3A, B e C). No estagio 19, os 0ssos
da cintura pelvina, ilio, isquio e pube mostram centros de ossificagao (Figuras 3D, E
e F). Nos ossos do tarso o DT | é o primeiro a apresentar centro de ossificagdo no
inicio do estagio 22 (Figura 4B). No estagio 23 o IT, o CT, e o DT I, no inicio do
estagio 24 o DT lll, e no final desse mesmo estagio o DT IV mostram centros de
ossificagao (Figuras 4C, D e E). E, finalmente, o FT exibe centro de ossificagdo no
ultimo estagio de desenvolvimento, estagio 26 (Figura 4F). De acordo com a
retencao de corante a sequéncia ocorre assim: DTI>CT>IT>DTII>DTIISDT IV>FT.

A ossificagdo dos metatarsos (Mt) torna-se aparente inicialmente na diéfise
dos mesmos e no estagio 18 os Mt V ao Mt Il exibem ossificacdo. A retencédo de
alizarina parece ser maior no Mt Ill e menor nos Mt Il, Mt IV e Mt V (Figura 5A). O
centro de ossificagdo do Mt | aparece no estagio 19 (Figura 5B). No estagio 20, o
processo de ossificacdo ja € bem mais adiantada, progredindo em direcdo as
epifises, com o Mt | sempre mais atrasado (Figura 5C). Assim, a retencao do corante
ocorre na seguinte ordem: MtllI>MIlI=MIV>MV>MI.

Durante o estagio 18, as falanges distais (FD) exibem centros de ossificacao
nos dedos IV e V. No dedo lll o processo de ossificagdao ocorre no estagio 19 e no
dedo Il no estagio 20 (Figuras 5A, B e C). A ossificacdo da falange distal do dedo |
s6 foi verificada no estagio 25 (Figura 5H). Portanto, a seqiiéncia de retencao de
corante nas falanges distais ocorre na ordem: FD V>FD IV>FD llI>FD II>FD 1.

Os centros de ossificagao das falanges médias (FM) aparecem primeiramente
nos dedos lll e IV, no estagio 20 e segue no dedo Il, no estagio 21 (Figuras 5C e D).
Finalmente, no estdgio 22 a falange média do dedo | mostra centro de ossificacao
(Figura 5E). O grau de ossificag&do ocorre assim: FM Il > FM IV > FM Il > FM I.

No estagio 19 ha presenca de um centro de ossificagdo bem suave na falange
proximal do dedo V. No estagio 20 a coloragdo apresenta-se um pouco mais
evidente, o que indica que essa € a primeira falange proximal a iniciar o processo de
ossificagao (Figuras 5B e C). No estagio 21, centro de ossificacao foi evidenciado na
falange proximal do dedo | (Figura 5D). No estagio 22, a falange proximal do dedo |l

mostra centro de ossificacdo, o dedo Ill no estagio 23 e o dedo IV no estagio 24
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(Figuras 5E, F e G). O evento acontece na seguinte ordem: FP V> FP | > FP Il > FP
Il > FP IV.

Figura 3: Fotografias de embrides de Podocnemis expansa.(A) estagio 16; (B) estagio 17;
(C) estagio 19, (D) estagio 20, (E) estagio 21, (F) 6 meses apos eclosao. Fe, osso fémur, Ti,
osso tibia, Fi,osso fibula, IL, osso ilio, Is, osso isquio, Pu, osso pube. Diafanizagdo por KOH
e coloragao dos ossos com alizarina red S (A e B) x 25, (C) x12,5, (D) x7, (C, E e F) barra: 10
mm.
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Figura 4: Fotografias de membros pelvinos de embrides de Podocnemis expansa. (A)
estagio 19, (B) inicio estagio 22, (C) estagio 23, (D) inicio do estagio 24, (E) final do
estagio 24, (F) estagio 26. Fe, osso fémur; Fi, osso fibula; Ti, osso tibia; DT |, osso distal
do tarso I; DT Il, osso distal do tarso Il, DT Ill, osso distal do tarso Ill, DT IV, osso distal
do tarso IV; DT V, osso distal do tarso V; CT, osso central do tarso, IT, osso intermédio
do tarso; FT, osso fibular do tarso; |, dedo I; Il, dedo II; lll, dedo llI; IV, dedo IV; V, dedo
V. Diafanizagcdo por KOH e colora¢do dos ossos com alizarina red S e cartilagem com
alcian blue. (B)x10; (C e E)x 12,5; (F)x7; (A e D) barra 10mm.
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Figura 5: Fotografias de pés de embrides de Podocnemis expansa, vista dorsal. (A) estagio 18,
(B) estagio 19, C — estagio 20: Desenvolvimento dos metatarsos e das falanges distais. (D)
estagio 21, (E) final do estagio 22: Desenvolvimento das falanges médias. (F) estagio 23, (G)
estagio 24, (H) estagio 25:Todos os centros de ossificagdo. FP, falanges proximais; FM,
falanges médias; FD, falanges distais; Mt, ossos metatarsos; |, dedo I; Il, dedo II; 1, dedo III; IV,
dedo IV; V, dedo V. Diafanizagdo por KOH e coloragdo dos ossos com alizarina red S e
cartilagem com alcian blue. (A, Be C)x16 e (D, E, F, G e H)x 12,5.
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DISCUSSAO

Neste estudo, embora tenham sido nomeados os estagios para os embrides,
as comparagdes foram feitas entre as espécies, em termos de sequéncia de
acontecimentos do desenvolvimento da ossificagéo.

As diferencas e semelhancas na sincronizacao de ossificacdo sao aparentes
entre Chelydra serpentina, Apalone spinifera, Macrochelys temminckii e P. expansa,
nas unidades estruturais do esqueleto da cintura pelvina e membros pelvinos.
Segundo Burke e Alberch (1985), a maioria das diferengas é encontrada na regiao
do tarso com fuséo de alguns ossos. Segundo Romer e Parsons (1985), essa fusédo
de elementos 0sseos proporciona mais apoio aos membros pelvinos dos répteis,
tornando-os mais adaptados ao meio em que vive. Diferengas anatbmicas na
formula falangica também ocorrem, com 3:3:3:3:2 para P. expansa, 2:3:3:3:2 para C.
serpentina e M. temminckii e 2:3:3/4:4/5:2 para A. spinifera, apesar de todas
pertencerem a mesma ordem, a dos Testudines.

Em A. spinifera o fémur, a tibia e a fibula comegam a ossificar antes dos
elementos 6sseos da cintura pelvina (SHEIL, 2003). O mesmo foi observado em P.
expansa, C. serpentina e M. teminckii (SHEIL; GREENBAUM, 2005; SHEIL, 2005).

Para Sheil e Greenbaum (2005), em C. serpentina, nos 0ssos do tarso o
intermédio é o primeiro a apresentar centro de ossificagdo, seguido do DT V. Os
demais ossos do tarso apresentam centros de ossificacdo apds o nascimento. Em P.
expansa o DT | é o primeiro, seguido do CT, IT e DT Il. Segundo Sheil (2003), em A.
spinifera, o intermédio apresenta centro de ossificacdo simultaneamente com os
ossos distais do tarso |, II, Ill e IV. Segundo o autor a ossificagcdo dos distais do tarso
ocorre rapidamente, assim nao foi possivel definir a seqiéncia entre eles. No estagio
25 o central IV e o fibular do tarso comegam a ossificar. Os demais 0ssos
apresentam centros de ossificagdo depois da ecloséo.

Em P. expansa todos os 0ssos do tarso apresentam centros de ossificagdo no
periodo pré-natal, diferentemente do que ocorre em M. teminckii, onde todos os
ossos do tarso s6 apresentam centros de ossificacdo no periodo poés-natal (SHEIL,
2005).
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As diferengas entre A. spinifera, C. serpentina, M. teminckii e P. expansa
indicam que ha mais de um padrao de ossificacdo dos elementos ésseos do tarso
entre Testudines.

Tanto em C. serpentina, A. spinifera e M. temminckii, quanto em P. expansa,
o inicio do processo de ossificagdo em Mt Il ao Mt IV apresenta-se cronologicamente
diferente.

Uma reconsideracdo sobre o desenvolvimento esquelético de C. serpentina,
evidenciando variacdes intraespecificas, foi realizado por Sheil e Greenbaum (2005),
que apontaram o Mt IV e o Mt Illl como os primeiros 0ssos a apresentar centros de
ossificagdo. Em seguida apareceu o Mt Il, o Mt | e depois o Mt V. Os acontecimentos
dos dois ultimos metatarsos foram semelhantes aqueles em A. spinifera e C.
serpentina de Rieppel (1993a) e diferentes em P. expansa.

De acordo com Sheil (2003), os centros de ossificacdo na A. spinifera
comecam a aparecer em Mt I, Mt Ill e Mt IV, sem revelar a sequéncia na retencéo
do corante, embora a maior variacdo na seqiéncia da ossificacdo tenha ocorrido,
nesses trés 0ssos, em P. expansa.

Para Sheil (2005), em M. temminckii, o grau de retengdo do corante alizarina
€ maior no Mt IV e diminui progressivamente no Mt I. O autor ainda comenta que o
namero de espécimes nao foi suficiente para relatar com detalhes o aparecimento
dos centros de ossificacao.

Os padrdes de ossificacdo das falanges de C. serpentina, propostos por
Rieppel (1993a) e Sheil e Greenbaum (2005), ndo sdo idénticos em todos os pontos
observados. No entanto, é possivel afirmar que em ambos os estudos, a
osteogénese nos dedos do pé inicia-se nas falanges distais e prossegue no sentido
disto-proximal. Este padréo foi constatado em P. expansa nos dedos Il, IIl, IV e V,
assim como acontece com M. temminckii (SHEIL, 2005), nos dedos de |, Il e lll, onde
o grau de ossificacdo é maior na falange distal do dedo Il e diminui
progressivamente na falange distal do dedo |. Ja na A. spinifera (Sheil, 2003), e no
dedo | de P. expansa, o progresso da ossificagcdo nas falanges ocorre no sentido
proximo-distal.

Estas informagdes indicam que em P. expansa, C. serpentina e M. temminckii

0 padrao de formacado de osso dos dedos Il a IV é semelhante, com excecao do
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dedo IV da M. temminckii (SHEIL, 2005), onde a osteogénese é mais demorada em
relacdo aos outros dedos, € avanca proximo-distal.

Detalhes da sequéncia relativa de ossificacdo foram documentados para
lagartos e crocodilianos e comparacdes entre estes estudos identificam padrdes
entre linhagens importantes de Reptilia.

A seqUéncia e sincronizagdo da ossificacdo em P. expansa exibem
similaridades, bem como diferengas, quando comparada com Lacerta vivipara
(RIEPPEL, 1992), Lacerta agilis exigua (RIEPPEL, 1994b) e Alligator
mississippiensis (RIEPPEL, 1993b). Fica evidente que estudos mais quantitativos
s80 necessarios para documentar a variabilidade natural de formagéo do o0sso.

Falanges de Lacerta vivipara, Lacerta agilis exigua e Alligator mississippiensis
geralmente se ossificam numa diregdo proximo-distal, com dominancia do dedo IV,
do dedo Il e do dedo lll, respectivamente, ao passo que estes elementos, em P.
expansa, ossificam-se numa diregao disto-proximal, com dominancia do dedo V.

Segundo Rieppel (1993a), atencao consideravel tem sido dispensada para
documentar sequéncias do desenvolvimento ésseo durante a ontogenia, mas
relativamente pouco se conhece sobre variagdes intraespecificas em qualquer taxon.
Destacam-se, neste sentido, as diferencas na cronologia de ossificacdo notadas

entre alguns dos 0ssos que compdem o esqueleto do pé de P. expansa.

CONCLUSOES

Os ossos fémur, tibia e fibula comecam a se ossificar simultaneamente e antes dos
0ss0s da cintura pelvina.

A sequéncia de ossificacdo dos ossos do tarso é: DTI>CT>IT>DTIISDTHISDT
IV>FT.

A sequéncia de ossificagao dos 0SS0S metatarsos e:
MtllI>Mtll=MtIV>MtV>Mtl.

A formula falangica da Podocnemis expansa é 3:3:3:3:2. O sentido de
progressao da ossificagdo nos dedos Il, lll, IV e V é disto-proximal e no dedo | é
proximo-distal.



140

A sequéncia de ossificacao das falanges é: FDV > FD IV > FD lll > FD Il >FD
LFEMII>FMIV>FMII>FMIeFPV>FPI>FPII>FPIIl > FP IV.

Nao existe um padrao de osteogénese para todos os Testudines.
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Figura 1: A, Vista panordmica do acampamento do RAN/IBAMA, no Rio Araguaia,
municipio de Sdo Miguel do Araguaia, Goiés, Brasil; B, C e D, Coleta dos ovos.

Figura 2: A, Retirada do embrido do ovo; B, tela envolvendo o ninho; C e D,
filhotes de P. expansa recém eclodidos.
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Figura 3: A, B e C, reagentes quimicos utilizados na pesquisa; D e E, embrides de P.
expansa em processamento; F, microscopio estereoscopico (SZX 12, Olympus) com
camera acoplada para captura de imagens (DP10, Olympus).
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Quadro 1: Médias de comprimento (Comp.) e largura (Larg.) de carapaga e plastrao,
altura, comprimento cranio-caudal (CR) e peso de embribes de Podocnemis
expansa, dos estagios 17 ao 26.

Carapaca

Plastrao

Estagio Comp. | Larg. | Comp. | Larg. Altura| CR | Peso
17 | 14,55 | 11,95 | 10,25 | 6,60 | 6,50 | 31,5 | >20
s | 1845 | 1526 11,98 | 9,05 | 812 | 36,68 | 403
;o | 1976 | 16,16 | 13.31 | 10,78 | 9,95 |37.85 | 452
o0 | 1999 [1705| 14,18 | 11,85| 10,05 | 39.25 | 497
oy | 8051 | 2651 | 22,96 | 21,75 | 1430 | 42,80 | 12,98
by | 3642 | 3260 | 27,23 | 24,13 | 17,61 | 49,80 | 20,02
o3 | 3795 361 2650 | 25,31 | 20,18 | 52,90 | 23,83
on | 3855 |37.25| 27,89 | 2502 | 2148 | 54,11 | 25,23
o5 | 3986 | 3895 | 2059 | 27,31 | 22,97 | 56,13 | 27,89
o6 | 4015 3758 | 265 |24,63| 20,43 | 60,05 | 32,65
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Quadro 2: Médias de comprimento (Comp.) € largura (Larg.) de carapaca e plastrao,
altura, comprimento cranio-caudal (CR) e peso de filhotes de Podocnemis expansa,
recém-eclodidos.

. Carapaca Plastrao Altura CR Peso
Animal
Comp. | Larg. | Comp. Larg.

1 57,70 | 47,30 48,85 35,85 23,60 31,71 57,70
2 65,50 | 58,50 55,70 42,00 26,10 46,36 65,50
3 69,00 | 59,40 57,90 43,85 29,65 54,88 69,00
4 73,30 63,90 62,00 42,10 30,75 64,33 73,30
5 62,10 | 55,75 51,85 43,30 25,30 42,33 62,10
6 57,45 | 52,70 47,50 40,85 24,30 42,31 57,45
7 75,10 64,50 65,15 44,40 33,90 33,52 75,10
8 61,05 | 56,25 51,80 40,75 25,30 68,20 61,05
9 57,45 | 50,40 48,55 37,80 25,25 40,73 57,45
10 59,05 | 52,30 48,85 38,35 25,40 32,48 59,05
11 59,00 | 51,95 49,25 38,30 21,95 32,98 59,00
12 62,95 | 56,60 52,45 39,70 22,00 31,85 62,95
13 62,75 | 53,90 52,10 39,50 25,90 41,95 62,75
14 52,45 | 42,10 44,90 36,00 24,40 27,63 52,45
15 61,95 | 56,65 49,85 40,50 26,25 39,70 61,95
16 59,30 | 55,10 48,70 37,45 24,65 34,00 59,30
17 61,60 | 58,70 55,90 42,55 30,25 49,50 61,60
18 63,00 | 54,90 52,45 49,05 29,15 40,04 63,00
19 69,20 | 59,80 58,30 45,20 30,80 57,11 69,20
20 61,35 | 54,85 52,00 38,55 26,60 38,07 61,35
21 55,60 | 50,10 46,80 37,70 20,00 30,50 55,60
22 61,90 | 55,25 52,80 42,45 27,20 41,50 61,90
23 60,00 | 54,95 54,20 40,20 27,15 40,87 60,00
24 52,75 | 47,95 42,70 36,30 29,00 25,40 52,75
25 56,40 | 51,55 46,10 37,85 20,10 32,20 56,40
26 70,40 | 59,80 60,20 46,55 31,35 57,70 70,40
27 61,40 | 54,65 51,00 40,25 25,60 37,80 61,40
28 60,95 | 55,10 51,55 41,40 27,20 39,30 60,95
29 90,30 | 56,95 48,80 43,30 27,00 39,84 90,30
30 68,40 61,40 58,35 4455 29,55 53,94 68,40
31 58,30 | 51,95 47,50 39,05 25,20 32,11 58,30
32 65,25 | 58,40 53,50 43,75 27,75 47,63 65,25
33 53,25 | 50,00 41,45 38,35 23,20 26,90 53,25
34 57,80 | 51,70 48,00 38,55 25,55 33,52 57,80
35 57,00 | 51,20 47,40 38,20 25,00 33,63 57,00
36 62,65 | 48,30 52,20 38,55 26,90 40,27 62,65
37 58,00 | 49,25 49,50 40,70 24,80 35,30 58,00
38 53,55 | 46,10 43,45 36,20 25,30 28,00 53,55
39 61,60 | 56,70 51,50 43,50 26,45 38,50 61,60
40 57,10 | 52,40 46,10 39,50 20,05 32,13 57,10
41 65,30 | 59,45 54,90 44,90 28,55 46,96 65,30
42 62,65 | 55,15 53,30 43,20 26,90 40,91 62,65
43 60,75 | 53,60 50,25 40,50 25,85 38,80 60,75
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Quadro 3: Seqliéncia de ossificagdo dos o0ssos do cranio de Podocnemis expansa, dos
estagios 16 ao 26

Estagio
Osso

Basisfenoide

Basioccipital

Neurocranio Supra-occipital

Opistotico

Exoccipital
Proético

Esquamosal
Pterigo6ide
Maxila
Frontal
Jugal
Pés-orbital
Parietal
Pré-maxila
Pré-frontal
Palatino
Quadradojugal
Voémer

Dermatocranio

Esplancnocranio Quadrado

Dentério

Mandibula Coronoide

e aparelho Supra-angular
hidide Corpo branquial

I

Ossiculos da esclera




150

Quadro 4: Seqléncia de ossificagdo dos 0ssos da carapaga e plastrao de Podocnemis
expansa, dos estagios 16 ao 26 e filhotes.

Osso

Estagio 16

17 | 18 | 19

Costelas

Costais

Neurais

Nucal

1

Periférico

2

3a8

9all

Supra-pigal

Pigal

Endoplastrao

Hioplastrao

Hipoplastrao

Mesoplastrao

Xifiplastrao

Epiplastrao

Quadro 5: Sequéncia de ossificacdo dos ossos da coluna vertebral de Podocnemis
expansa, dos estagios 16 ao 26.

Estagio
Osso 16
Verte.zbr.a S Todas
cervicais
Vértebras 1 2 S
tai
costais 7210
Verteb{'as todas
sacrais
Vértebras caudais
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Quadro 6: Seqiéncia de ossificagdo dos ossos da cintura pelvina e dos
membros pelvinos de Podocnemis expansa, dos estagios 16 ao 26. FD,
falanges distais; FM, falanges meédias; FP, falanges proximais; Mt, ossos
metatarsos; |, dedo I; Il, dedo Il; lll, dedo Ill; IV, dedo IV; V, dedo V.

Estagio
Osso
Ilio
Isquio
Pube
Fémur
Tibia
Fibula
Distal do tarso I
Distal do tarso I1
Distal do tarso II1
Distal do tarso IV
Central do tarso
Intermédio do tarso
Fibular do tarso
Mt
FP
Dedo 1 M
FD
Mt
FP
Dedo 11 FM
FD
Mt
FP
Dedo I1I M
FD
Mt
FP
Dedo IV FM
FD
Mt
Dedo V FP
FD
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Quadro 7: Sequéncia de ossificacdo dos ossos da cintura peitoral e dos membros
toracicos de Podocnemis expansa, dos estagios 16 ao 26 e filhotes. FD, falanges
distais; FM, falanges médias; FP, falanges proximais; Mc, ossos metacarpos, dedo |;
I, dedo II; 1ll, dedo Ill; IV, dedo 1V; V, dedo V.

Estagio
Osso

Escapula

Proc. acromial

Coracoide

Umero

Ulna

Radio

Distal do carpo I

Distal do carpo I1

Distal do carpo 111

Distal do carpo IV

Distal do carpo V

Central do carpo 2

Central do carpo 3

Intermédio do carpo

Ulnar do carpo

Pisiforme do carpo

Mc
FP
FM
FD

Dedo I

Mc
FP
FM
FD

Dedo 11

Mc
FP
FM
FD

Dedo I1I

Mc
FP
FM
FD

Dedo IV

Mec
Dedo V FP
FD




