Ecologla Aquétlca

T MINISTERIO DA EDUCACAOQ
pLaR UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
L\—/J PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ECOLOGIA AQUATICA E PESCA

SURAMA PUREZA DA COSTA E COSTA

Ontogenia do sistema digestorio: Intestino e Figado do mugua
(Kinosternon scorpioides, Linnaeus 1766) criados em cativeiro

BELEM-PARA
2017



SURAMA PUREZA DA COSTA E COSTA

Ontogenia do sistema digestorio: Intestino e Figado do mugua
(Kinosternon scorpioides, Linnaeus 1766) criados em cativeiro

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ecologia Aquética e Pesca da
Universidade Federal do Para, Instituto de
Ciéncias Biologicas como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof? Dra. Rossineide Martins da Rocha
Laboratorio de Ultraestrutura celular ICB/UFPA

BELEM-PARA
2017



Dados Internacionais de Catalogacao- na-Publicacgdo (CIP)
Biblioteca do Instituto de Ciéncias Biol6gicas - UFPA

Costa, Surama Pureza da Costa e

Ontogenia do sistema digestorio: intestino e figado do mugud
(Kinosternon scorpioides, Linnaeus 1766) criados em cativeiro /
Surama Pureza da Costa e Costa ; Orientadora, Rossineide Martins
da Rocha. - 2017.
53 f.:il.

Inclui bibliografia

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Pard, Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pos-graduacdo em Ecologia
Aquadtica e Pesca, Belém, 2017.

1. Tartaruga — aparelho digestivo. 2. Tartaruga — nutricdo. 3.
Ontogenia. 4. Hepatocitos. I. Rocha, Rossineide Martins da,
orientadora. Il. Titulo.

CDD - 22 ed. 597.92




SURAMA PUREZA DA COSTA E COSTA

Ontongenia do sistema digestorio: Intestino e Figado do
mucua (Kinosternon scorpioides, Linnaeus 1766) criados em
cativeiro

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ecologia Aquética e Pesca da
Universidade Federal do Para, Instituto de
Ciéncias Biologicas como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre.

Orientadora; Prof® Dra. Rossineide Martins da Rocha

Data:

Banca Examinadora:

Prof® Dra. Maria Auxiliadora (Titular)
Universidade Federal do Para - UFPA

Prof? Dra. Adriana Guimardes (Titular)
Universidade Federal do Para - UFPA

Prof2 Dra. Simone do Socorro Damasceno Santos (Titular)
Universidade Federal do Para - UFPA



AGRADECIMENTOS
A Deus, por iluminar minha trajetoria até aqui.

Minha orientadora, Prof Dra. Rossineide que no inicio de tudo foi a Gnica pessoa que se
mostrou disposta a conversar. Obrigada pela oportunidade. Tentei fazer o meu melhor.

A Prof Auxiliadora, por sempre iluminar minhas ideias.

A equipe do projeto PROMUCUA. Mao-de-obra nunca foi problema. Obrigada a todos
que participaram e me ajudaram de alguma forma na primeira etapa desse trabalho.

Ao Dr. Ribamar que sempre se mostrou solicito e disposto em ajudar no desenvolvimento
deste trabalho.

Aos funcionarios e estagiarios do BAGAM. Seu Raimundo, dona Val, Relionam, Savio,
Leonardo, obrigada! Pela ajuda, conversas, almocos e pdo quentinho.

Ao Mauro, funcionério da fabrica de racdo da UFRA. Foram meses batalhando e
quebrando a cabeca para que a racao desse certo.

Ao meu maior incentivador durante esses dois anos. Se hoje defendi foi porque ele nunca
deixou eu desistir. Amor, te amo!

As minhas amigas e socias, que me compreenderam e nos Ultimos seis meses assumiram
responsabilidades em dobro. Fernanda, Joely e Milena, obrigada! Bons vinhos, agora!

A0S meus amigos que se propuseram a ajudar a desenvolver parte desse trabalho: Nanda,
Milena, Thiago e Odylon, obrigada por colocarem a méo na massa comigo e voltarem
para casa cheirando a racgéo.

A menina que virou o “orgulho do projeto” e que sempre se mostrou disponivel para
ajudar. Valeu, Brenda!

A equipe do laboratdrio de Histologia e Técnicas da UFPA por me ensinarem o que eu
sei hoje. E obrigada a Lia e sua paciéncia em cortar meus blocos e pescar 0s cortes
minusculos.

Um agradecimento especial as pessoas que fizeram a diferenca e me ajudaram muito
durante minha rotina no laboratério: Ivana, Leonardo, Josi, Fabio, Efrain e Yvan.
Obrigada por toda ajuda, tardes de companhia, coca-colas e pirosques. BRILHOU!

Ao0s meus amigos que o mestrado me deu. Claide, Fran, Manu, Nai, Nay, Nilson, Thay,
Vic, Yuri. Muito sucesso pra gente e que consigamos alcar grandes voos.

E por ultimo, porém tdo importante quanto, agradeco uma pessoa que me proporcionou
inimeras experiéncias profissionais e um grande aprendizado. Obrigada, Dario!



“No fim, tudo vai dar certo!”



SUMARIO
1 INTRODUCAO
2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Caracteristicas gerais do mugud
2.2 Conservagéo
2.3 Embriogénese e Ontogenia intestinal e hepatica
2.4 Caracteristicas macro e microscopicas do tubo digestorio
2.4.1 Intestino delgado dos quel6nios
2.4.2 Intestino grosso dos queldnios
2.4.3 Figado dos quel6nios
3 OBJETIVO
3.1 Geral
3.2 Especificos
4 MATERIAS E METODOS
4.1 Localizacéo do sitio de coleta
4.2 Coleta dos animais e do material bioldgico
4.2.1 Embrido
4.2.2 Animais da cria, recria e reproducao
4.3 Amostras e Processamento histoldgico
4.3.1 Microscopia de luz
4.4 Estudos histoquimico
4.4.1 Acido Periodico-Shiff (PAS)
4.5 Imunomarcagéo
4.5.1 Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)
4.5 Morfometria Intestinal
5 RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo geral histologica do tubo intestinal e figado
5.1.1Intestino delgado e grosso
5.1.2 Figado

5.2 Coloragéo pela técnica de coloragio Periddico Acido de Schiff (PAS)

12
14
14
18
19
20
22
22
23
24
24
24
25
25
25
25
26
28
28
29
29
29
29
30
31
31
31
33
35



5.3 Imunohistoquimica Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)
5.4 Morfometria intestinal

6 DISCUSSAO

6.1 Histologia intestinal e do figado

6.2 Morfometria do intestino delgado

7 CONCLUSAO

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

38
40
40
43
45
46



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Exemplares de mucgud (K. scorpioides). 15
Figura 2: Distribuicdo geogréafica do K. scorpioides. 16
Figura 3: Caracterizacdo do K. scorpioides. 17
Figura 4: Dimorfismo sexual do mugué. A) Macho; B) Fémea 18
Figura 5: Estagios de desenvolvimento do embrido de mucua (K. scorpioides): 14, 19,
21, 22, 23, 24, 25 e 26 respectivamente. 26
Figura 6: Filhote, juvenil e adulto, respectivamente. 26

Figura 7: Biometria dos animais. A) Largura da carapaca (LC); B) Comprimento da
carapaca (CC); C) Largura do plastrao (LP); D) Comprimento do plastdo (CP); E) Altura
(ALT). 27

Figura 8: Delimitacdo do tubo intestinal: intestino delgado e intestino grosso; e figado
do mucua. 27

Figura 9: Morfometria intestinal do mugua. Mensuracao da altura da vilosidade (4> ) €
altura do epitélio (—» ). Coloragdo HE. 30

Figura 10: Intestino delgado do mugua. A) Duodeno de um embrido no estagio 19. MU:
mucosa. Coloracdo HE; B) Duodeno de embrido estagio 26. VI: vilosidade, LP: 1amina
prépria, SM: submucosa, TMI: tinica muscular interna, —» tinica muscular externa, pm :
serosa. Coloracdo HE; C) Vilosidade da regido Jejuno-ileo de juvenil. CA: células
absortivas, mp: Células caliciformes. Corte semi-fino, coloracdo Azul de Metileno; D)
Vilosidade jejuno-ileo de juvenil evidenciando o epitélio simples cilindrico. Coloragdo
HE; E) Pregas no intestino grosso de juvenil evidenciando o epitélio pseudo-estratificado.
Coloragédo PAS. 31

Figura 11: Segmentos do intestino do mucud adulto. A) Duodeno com vilosidades longas
com formato digitiforme e filiforme. Coloracdo HE. B) Regido ascendente jejuno-ileo
com vilosidades altas com formato folidcea e filiforme. Coloracdo HE. C) Regido
descendente jejuno-ileo com vilosidades com no formato digitiforme. Coloracdo HE. D)
Intestino grosso com vilosidades com forma indefinida. 32

Figura 12: Figado do mugua. A) Corte longitudinal do embrido estagio 14. Viséo geral.
Coloragdo HE. B) Abertura presente no figado com epitélio simples cilindrico ( p). C)
Embri&o no estagio 19. Observa-se a veia centro lobular preenchida por hemacias (VCL)
e hepatodcitos ( — ); D) Embri&o no estagio 23 com presenca de vacuolos ( = ); E)
Embrido no estagio 26 com presenca de capilares sinusoides (CS) dilatados. 34

Figura 13: Figado de mucud. Capilares sinusoides com hiperemia sanguinea (— ) e
centros melanomacréfagos que aumentam de concentracdo a medida que o animal se
torna mais velho (= ). A) Filhote. Coloracdo HE. B) Juvenil. Coloracdo HE. C) Adulto.
Coloracdo HE. D) Hepatocitos com citoplasma granuloso vacuolizados. Corte semi-fino,
coloracdo Azul de Metilento. 35



Figura 14: Células caliciformes positivas para PAS no apice das vilosidades e pregas do
tubo intestinal de mugué adulto. A) Duodeno. Contraste com Eosina. B) Regido jejuno-
ileo descendente. Sem contraste. C) Regido jejuno-ileo ascendente. Contraste com
Eosina. D) Intestino grosso. Contraste Hematoxilina. 36

Figura 15: Presenca de glicoproteinas no figado de mugud. Coloracdo PAS contraste
Hematoxilina 37

Figura 16: Vilosidades do intestino delgado e figado de mucud adulto. A) Base das
vilosidades com enterdcitos fortemente marcados por PCNA. Fraca marcacdo na lamina
propria. B) Observa-se que quando se aproxima do apice da vilosidade, os enterdcitos se
mostram negativos a marcacdo ao PCNA. C) Nucleos marcados por PCNA ( — ) e
citoplasma dos hepatécitos fortemente marcado. 38

Figura 17: Desenvolvimento ontogenético do tubo digestivo do mugud criados em
cativeiro. 39



RESUMO

A forte acdo antropica em torno dos queldnios, esta fazendo com que trabalhos sejam
desenvolvidos no campo da ecologia animal, para que possamos entender como se
comportam determinados grupos de animais no ambiente ou em cativeiro. Contudo, o
sucesso do crescimento e desenvolvimento da espécie em cativeiro, depende diretamente
da eficiéncia dos processos de digestdo e absorcdo dos alimentos ingeridos. O presente
estudo teve como objetivo descrever a ontogénese do tubo intestinal e figado de mugua
(Kinosternon scorpioides) criados em cativeiro. Embrides, filhotes, juvenis e adultos
foram coletados no criatério cientifico do Campus Experimental Ermerson Salimos,
localizado na cidade de Salvaterra — Para, no periodo de 2014 a 2016. Os embrides foram
coletados de acordo com a época de postura da espécie e foram selecionados
aleatoriamente trés animais de cada categoria: cria, recria e reproducéo e submetidos a 48
horas de jejum para posterior eutanésia e coleta dos fragmentos do intestino delgado,
intestino grosso e figado. Realizou-se a biometria dos animas mensurando comprimento
da carapacga (CC), comprimento do plastdo (CP), largura da carapaca (LC), largura do
plastdo (LP) e altura (ALT) e morfometria do intestino delgado e figado. Os embriGes e
fragmentos biolégicos foram fixados em Bouin e posteriormente submetidos ao
processamento histolégico de microscopia de luz com coloragdo por Hematoxilina e
Eosina, corte semi-fino por Azul de Metileno, histoquimica com Acido Periodico-Shiff
(PAS) e imunomarcacdo por Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA). Altura
das vilosidades e largura do epitélio foram mensurados para anélise de correlacdo entre
desenvolvimento dessas estruturas com o desenvolvimento da espécie. Os dados
biométricos e morfométricos foram confrontados em Correlacdo de Pearson. O tubo
intestinal apresentou mucosa, submucosa, tinica muscular e serosa, com presenca de
vilosidades com diferentes formas e tamanho nos segmentos duodeno, jejuno-ileo e
pregas no intestino grosso. Células caliciformes foram evidenciadas por PAS e notou-se
0 aumento na concentracdo dessas células nas vilosidades a medida que se aproxima da
regido caudal do tubo. Observou-se presenca de centros melanomacréfagos no figado que
aumentaram de concentracdo quando o animal se apresentou mais velho, hepatécitos
bastante vacuolizados e sinusdides com hiperemia sanguinea. Animais da cria
apresentaram maior indice hepatossomatico quando comparado com os animais da recria
e reproducdo. A ontogenia da mucosa intestinal mostrou-se linear com correlacdo positiva
em todos os segmentos do intestino, tanto para largura do epitélio quanto para o
comprimento da vilosidade. Animais adultos aptos para a reproducdo apresentaram uma
correlagdo fraca e negativamente fraca para o comprimento do intestino em relagéo ao
CC, CP, LC, LP e ALT. A falta de conhecimento sobre a biologia, fisiologia e
caracteristicas histologicas do trato gastrointestinal da espécie e seu comportamento na
natureza, leva a um manejo inadequado em cativeiro. Esses resultados sdo essenciais para
a elaboracdo um plano de manejo nutricional em cativeiro adequado para as diversas fases
de vida para essa e outras espécies de quelénios.

Palavras-chave: conservacao, hepatocito, nutrigdo, quelonio, vilosidade, PCNA



1 INTRODUCAO

O ecossistema amazonico é composto por indmeros animais silvestres que sdo
importantes fontes de proteina animal para as comunidades rurais. Dentre esses animais,
0s queldnios sdo bastantes procurados por ribeirinhos, indigenas e cagadores, tendo como
principal destino a venda para a alimentacdo humana (ARAUJO et al., 2013a). Por
séculos, os testudines foram cacados e seus ovos colhidos tanto para fins de consumo
como para venda, transformando esse ato em um importante fator sociocultural (BAIA-
JUNIOR et al. 2010, LEE et al. 2014, VAN VLIET et al. 2016).

A ordem Chelonia engloba os quel6nios terrestres, marinhos, de agua doce e cdgados
(ERNST e BARBOUR, 1989; FERRI, 2002). No Brasil, sdo identificadas 36 espécies e,
na Amazobnia brasileira ocorre 17 espécies continentais, divididas nas sub-ordem
Cryptodira e Pleurodira (VOGT, 2008; VAN DIJK et al., 2014). As espécies classificadas
como Cryptodira retraem a cabeca flexionando verticalmente o pescogo para dentro do
casco e 0s Pleurodira retraem a cabeca curvando a cabeca lateralmente (ERNST e
BARBOUR, 1989; SOUZA, 2004). Dentro da sub-ordem Cryptodira, encontra-se a
familia Kinosternidae, no qual a espécie Kinosternon scorpioides (LINNAEUS 1766) é a
Unica que se encontra em territério brasileiro (FERRARA et al., 2016). Popularmente
conhecido como mucud, o K. scorpioides é um cagado semi-aquatico severamente
explorado pelo consumo e comércio ilegal em regifes no estado do Pard e Maranhdo
(ROCHA e MOLINA, 1987).

A forte acdo antropica em torno desses animais, vem fazendo com o que diversos
trabalhos sejam desenvolvidos no campo da ecologia animal, para que possamos entender
como se comportam determinados grupos de animais no ambiente natural ou em cativeiro
(MACHADO JUNIOR et al., 2005). Contudo, o sucesso do crescimento e
desenvolvimento da espécie em cativeiro, depende diretamente da eficiéncia dos
processos de digestao e absorcio dos alimentos ingeridos (ARAUJO et al., 2013a).

Durante o desenvolvimento embrionario das espécies, ocorre a ontogénese do sistema
digestorio. Os queldnios apresentam grande capacidade de adaptacdo morfofisiologica a
diferentes habitats e o tubo gastrointestinal sofre influéncia direta dessas adaptacdes
(MITCHELL e DIAZ-FIGUEROA, 2005). Estudos anatbmicos e histologicos vem sendo
desenvolvidos extensivamente em lagartos das familias Scincidae, Agamidae e
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Chamaeleontidae e crocrodilianos. No entanto, a informacéo sobre o trato gastrointestinal
em espécies de quelbnio ainda é escassa, especialmente em espécies de cadgados. Devido
a caréncia de estudos com essa vertente para a espécie K. scorpioides, estudos
histoldgicos sdo necessarios para esclarecer fendmenos fisiologicos e patoldgicos do tubo
digestorio, facilitando o entendimento da biologia do animal, tornando-se um pré-
requisito para a elaboracgdo de um protocolo nutricional adequado para cada fase de vida

da espécie criada em cativeiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do mugud

O mucgud foi descrito pela primeira vez como Testudo scorpioides por Linnaeus
em 1766 e, em 1831, Gray alterou a nomenclatura para Kinosternon scorpioides (BERRY
e IVERSON, 2011). A espécie possui a seguinte classificacdo taxonémica (Convention

on Internacional Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora — Cites, 2006):

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Sub-filo: Vertebrata

Super-classe: Tetrapoda

Classe: Reptilia

Ordem: Chelon

Sub-Ordem: Cryptodira

Familia: Kinosternidae

Subfamilia: Kinosterninae

Espécie: Kinosternon scorpioides (Linnaeus, 1766)

Subespécies: Kinosternon scorpioides scorpioides (Linnaeus, 1766)
Subespécies: Kinosternon scorpioides abaxillare (Baur in Steineger, 1925)
Subespécies: Kinosternon scorpioides albogulare (Duméril & Bocourt, 1870)
Subespécies: Kinosternon scorpioides carajasensis (Cunha, 1970)
Subespécies: Kinosternon scorpioides cruentatum (Dumeéril & Bibron in
Duméril & Duméril, 1851)

Subespécies: Kinosternon scorpioides seriei (Freiberg, 1936)

Subespécies: Kinosternon scorpioides pachyurum (Muller & Hellmich, 1936)
Subespécies: Kinosternon scorpioides integrum (Froés, 1957)

Subespécies: Kinosternon scorpioides panamense (Schimidt, 1946)
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A familia Kinosternidae apresenta coloracao escura e sao conhecidas vulgarmente
como tartarugas de lama e pelo forte odor que exalam quando molestadas (BERRY e
IVERSON, 2011) (figura 1).

Figura 1: Exemplares de mucgua (K. scorpioides).
Fonte: Arquivo Pessoal.

O género Kinosternon apresenta 18 espécies, e a espécie K. scorpioides ocorre do
México até América do Sul. No Brasil, ocorre na Regido Nordeste e nos estados do
Amazonas, Par4, Amapa, Rondbnia, Mato Grosso, Tocantins, Goias e Minas Gerais
(PRITCHARD e TREBBAU, 1984; VOGT, 2008; VITT et al., 2009) (figura 2).
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Figura 2: Distribui¢do geogréfica do K. scorpioides.
Fonte: IBAMA (2016).

A espécie apresenta uma dieta predominantemente carnivora quando jovens,
tornando-se carnivoros oportunistas com o passar dos anos (HART, 1983; MOREIRA e
LOUREIRO, 1992; TERAN et al., 1995). Em vida livre se alimentam de peixes, girinos,
anfibios, insetos e algas, e essa dieta pode variar em funcao do sexo e idade do individuo
(BERRY e IVERSON, 2011). Além disso, apresentam cleptoparasitismo mesmo com
grande oferta de alimento, devorando toda matéria morta que encontra, evitando assim a
eutrofizacdo da dgua de lagos e charcos onde vivem (HAYES, 1987).

O mugud é bastante agressivo quando importunado, fazendo uso de sua boca que
possui placas corneas afiadas e uma mandibula muito forte (BERRY e IVERSON, 2011).
A carapaca é ovalada possuindo coloragdo marrom-claro a verde-oliva ou preto formada
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por 52 escudos, sendo cinco escudos vertebrais, quatro costais direitos, quatro costais
esquerdos, um nucal, onze marginais direitos e onze marginais esquerdos atingindo 9,2 a
27,0 cm de comprimento da carapaca quando adulto. O plastrdo apresenta cor variavel e
¢ formado por um escudo gular, dois umerais, dois peitorais, dois abdominais, dois
femorais e dois anais (figura 3). A cabeca pode apresentar coloracdo marrom, cinza ou
preta com manchas de padréo creme, laranja, vermelho, rosa ou amarelo, com a presenga
de barbelas na mandibula. Na extremidade da cauda, ha uma estrutura cornea (unha) no
qual Linnaeus, descreveu como similar ao ferrdo de um escorpido (MARQUEZ, 1995;
VINKE e VINKE, 2001; BERRY e IVERSON, 2011).

brown with dark spots brown to black 1 hinge brown / brun / café
brun avec taches foncées brun a noir 1 chamiére
café con manchas oscuras café a negro I bisagra

’

6-8 barbels
6-8 barbillons
6-8 barbillas

higher
m plus hautes
@ Kinosternon scorpioides scorpioides mas altas

Figura 3: Caracterizacéo do K. scorpioides

Fonte: CITES Identification Guide — Turtles and Tortoises: Guide to the Identification of Turtles and
Tortoises Species Controlled under the Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora, 2006.

Para diferenciar machos e fémeas, deve-se observar a forma da carapaca, tamanho
da cauda e unhas e a curvatura do plastrdo (figura 4). Fémeas apresentam um casco mais
alto, cauda e unhas menores e um plastrdo plano; ja os machos apresentam um casco mais
baixo, unhas e cauda mais comprida e um plastrdo cbncavo para facilitar a copula
(MAHAMOUD, 1967; MARQUEZ, 1995). Somado a isso, as fémeas sdo mais pesadas
que os machos e a cabeca, pescoco, garganta e maxilar dos machos apresentam manchas
negas intensas (SEXTON, 1960; MARQUEZ, 1995).
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Figura 4: Dimorfismo sexual do mugua. A) Macho; B) Fémea.
Fonte: Arquivo Pessoal

O mugua atinge a vida adulta ap6s quatro anos, podendo chegar até os 15 anos em
cativeiro. O acasalamento pode ocorrer em qualquer época do ano, produzindo em média
trés ovos por postura com eclosdo ap6s quatro a cinco meses (MOLINA, 1992).
Considerado uma espécie pouco estudada, apresenta um comportamento ndo explicado
pela ciéncia: semi-dorméncia ou sono de verdo, semelhante a hibernagdo, caracterizado
como uma diminuigdo de sua atividade basal em decorréncia de condi¢des adversas do
ambiente (SOUZA, 2004; PEREIRA et al., 2007; VOGT, 2008; BERRY e IVERSON,
2011).

2.2 Conservagéo

Uma importante estratégia para conservagdo da fauna silvestre é o seu uso sustentavel
(ALHO, 1985). Neste aspecto, a regido amazonica apresenta um futuro promissor, devido
ao habito cultural de consumo de animais silvestres pelas comunidades locais e por
possuir varias espécies com potencial para utilizacdo econdmica. Nesse cenario,
juntamente com os peixes, 0s queldnios se destacam como uma importante fonte proteica
bem como importancia medicinal e econdmica para as comunidades tradicionais
(REBELO e PEZZUTI, 2000; PEZZUTI et al., 2004; ALVES et al., 2008; PEZZUTI et

al., 2010).
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De acordo com o ICMBIo0 (2014), o estado de conservacao do mugud no territorio
brasileiro é caracterizado como menos preocupante. Entretanto, é sempre importante o
alerta pois, existe um comércio ilegal e a populacdo estd diminuindo devido ao grande
consumo, sendo vendidos em duzias, vivos e pendurados, denominado de cambada
(ROCHA e MOLINA, 1990; MACHADO JUNIOR et al., 2006; CARVALHO et al.,
2010).

Com base nessas evidéncias, a criagdo de mugud em cativeiro tanto para fim
comercial quanto para preservacgao se torna uma alternativa para conservacao da espécie,
desestimulando a caca predatéria e o comércio ilegal (BRASIL, 2001). O Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) regulamenta
sua criacdo através da Instrucdo Normativa n® 169 de 20 de fevereiro de 2008. Contudo,
para se obter sucesso na criagdo comercial e 0 bem-estar dos animais, é importante ter
conhecimento sobre a biologia da espécie, para que se possa elaborar estratégias de
manejo para assegurar a sobrevivéncia e aumento da sobrevida dos animais nos recintos
(MITTERMEIER, 1975; ALHO, 1985; SOINI, 1997; PARANZINI et al., 2008). Dentro
dessas estratégias, destaca-se o conhecimento sobre a nutricdo em diferentes fases de vida
da espécie. Apesar de serem facialmente manejados em cativeiro, atualmente, para a
espécie, sdo poucos estudos na literatura que oferecem subsidios para estabelecer um
manejo eficiente, havendo poucas pesquisas sobre a nutricdo e exigéncias nutricionais em
cativeiro nas diversas fases de criacdo (ARAUJO et al., 2013b; ARAUJO et al., 2013c).
Rodrigues et al., (2004) afirma que estudos morfoldgicos do tubo digestorio se tornam
importantes para fornecer informacGes essenciais para formular ragdes especificas que

possam suprir as necessidades nutricionais da espécie em cativeiro.

2.3 Embriogénese e Ontogenia intestinal e hepatica

O desenvolvimento embrionario de uma espécie serve como base para
organizacéo de informagdes (YNTEMA, 1968). A fisiologia e anatomia do trato intestinal
dos animais ¢ ajustada de acordo com a preferéncia e habitos alimentares. Muitas espécies
de quelbnios apresentam mudanca na dieta, apresentando-se carnivora quando filhote e
herbivora ou onivora quando adultos. A ontogenia alimentar pode ser explicada pelo fato

que, em filhotes, o intestino tem uma menor capacidade de processar volumes adequados

19



de material vegetal para atender suas necessidades energeéticas, necessitando mais de
nutrientes como célcio e nitrogénio (WHITE, 1985; PARMENTER e AVERY, 1990).

Agassiz (1857) foi o pioneiro a estudar embriologia em quel6nios. Shaner (1925),
estudou o desenvolvimento do trato digestivo de répteis utilizando tartarugas de agua de
doce Chrysemys margunata e Chysemys picta. Ele descreve que o intestino primitivo é
formado por uma invaséo gradual do intestino anterior e posterior no saco entrodermal.
O saco vitelino recua ventralmente ficando fora da cavidade abdominal. A primeira alca
intestinal é formada quando o segmento médio do intestino é puxado para fora em forma
de U. Ao mesmo tempo, o intestino anterior apresenta uma dilatacdo que formara o
estdbmago que, rapidamente se direciona para a direita jogando a extremidade pilérica e a
primeira parte do intestino em espiral, chamada de volta duodenal. O aumento no
didmetro no segmento intestinal o inicio do desenvolvimento do intestino grosso. A
estrutura sofre uma rotacao sobre o caule de gema como eixo para que o membro de saida
se encontre na regido caudal do individuo, semelhante descrito para mamiferos e o ceco
rudimentar comeca a se desenvolver.

Pasteels (1957) estudou trés géneros de tartarugas e trés de lagartos e concluiu dez
estagios de gastrulacdo em répteis. Yntema (1968) com o objetivo de classificar e
descrever os estagios embrionarios da espécie de tartaruga Chelydra serpentina, concluiu
26 estagios de desenvolvimento e descreveu que a partir do estagio 12 é observado o
inicio do desenvolvimento intestinal.

O figado é originario do intestino primitivo, sendo composto por varios estagios
de desenvolvimento que dependem de interacdes entre o endoderma ventral do intestino

e o tecido mesenquimal adjacente (ZARET, 2002).

2.4 Caracteristicas macro e microscopicas do tubo digestorio

Os quelbnios apresentam um tubo digestorio constituido por cavidade oral,
faringe, es6fago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso, cloaca e glandulas anexas
(figado e pancreas). Esses orgdos estdo relacionados a recepcdo, redugdo mecanica,
digestdo quimica e absorcdo de alimentos e liquidos e eliminacdo de residuos nédo
absorvidos (DYCE et al., 2010). A digestdo ocorre parcialmente no estomago, sendo
auxiliada pelo figado e pancreas. O intestino delgado, ocorre a absor¢do do alimento e no

intestino grosso ocorre a formacao das fezes (ASHLEY, 1969).
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Descricao histoldgica do trato intestinal € fundamental para classificar as espécies
em relagéo as suas preferéncias e nichos alimentares e ter conhecimento dos processos
digestivos (LUZ et al., 2003; HOFMANN e TODGHAM, 2010). Muitas doengas
diagnosticadas em quel6nios criados em cativeiro, sdo causadas por dietas inapropriadas,
sendo a degeneracdo gordurosa do figado um distdrbio comumente encontrado (ZENTEK
e DENNERT, 1997; MESSONIER, 1999; MADER et al., 2006).

O tubo intestinal € constituido por quatro camadas concéntricas: mucosa,
submucosa, tunica muscular e serosa. A mucosa é o conjunto formato pelo epitélio,
lamina prépria e camada muscular. A forma do epitélio pode variar de espécie para
espécie e entre 0s segmentos, podendo ser classificado como epitélio simples,
estratificado ou pseudoestratificado (WORK, 2000; WYNEKEN, 2001; MAGALHAES
et al., 2010, VIEIRA-LOPES et al., 2014). A lamina propria é formada por tecido
conjuntivo frouxo, sendo altamente vascularizado contendo glandulas, vasos linfaticos e
ocasionais nédulos linfoides. A camada muscular é formada por musculo liso e delimita
a lamina propria da submucosa (MAGALHAES et al., 2010).

O epitélio apresenta trés tipos de modificacBGes para ampliar sua area de superficie,
além de ser constituido por células absortivas e células caliciformes (WYNEKEN, 2001).
As modificaces sdo chamadas de pregas, vilos ou vilosidade e microvilos, podendo ser
presentes ou ausentes em determinadas espécies.

As células mais numerosas do epitélio sdo as células que participam da etapa final
da digestdo e absorcdo dos nutrientes e agua, chamadas células absortivas. Essas células
transportam a maior parte dos nutrientes absorvidos para a ldamina propria que possui a
tarefa de distribuir esses nutrientes para o restante do corpo (GARTNER e HIATT, 2007).
Entre as células absortivas, existe um tipo celular chamado exocrindcito caliciforme — ou
células caliciformes - no qual sua concentracdo no epitélio aumenta a medida que se
aproxima da regido caudal nas espécies. Possuindo o formato de célice, as células
caliciformes tém como funcdo primordial secretar um fluido viscoso composto por
proteinas glicolisadas. Esse fluido é chamado de mucina e, quando ha algum estimulo
irritante no lGmen intestinal, ha a transformacdo em muco que possui papel protetor das
paredes intestinais (SPECIAN e OLIVER, 1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2013).

Existem diferencas estruturais e funcionais do tubo digestivo entre espécies
herbivoras e carnivoras (GRADY et al., 2005). Répteis carnivoros apresentam um
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intestino mais curto e os herbivoros apresentam um intestino relativamente longo
(HILDEBRAND e GOSLOW, 2006).

2.4.1 Intestino delgado dos queldnios

O intestino delgado é a regido mais longa do trato digestivo ocupando dois tercos
caudais da cavidade celomatica com suas alcas intestinais (MALVASIO et al., 2003). Ao
ser comparado com o intestino delgado dos mamiferos, o intestino dos répteis é
relativamente mais curto (BOYER e BOYER, 1996).

Dividido em regides duodeno e jejuno e ileo, exerce a funcdo de digerir o bolo
alimentar e absorver os produtos finais do processo da digestdo. No duodeno
desembocam os ductos pancreaticos e biliar para auxiliar a digestdo e emulsificar o bolo
alimentar em sais biliares e enzimas digestivas; no jejuno e ileo ocorre grande parte da
absorcéo de nutrientes (DYCE et al., 2010).

2.4.2 Intestino grosso dos queldnios

O intestino grosso apresenta estrutura e funcéo diferente entre espécies carnivoras
e herbivoras. Os queldnios herbivoros e onivoros apresentam um intestino dividido em
trés porcdes: ceco, colon e reto (DYCE et al., 2010) e assume um papel significativo na
digestdo bacteriana da celulosa e outros carboidratos do alimento (D’ARCE e
FLECHTMAN, 1985). Quando filhote, o ceco é pouco desenvolvido, tornando-se maior
a medida que o animal se desenvolve, justificando a mudanca na dieta em algumas
espécies de queldnios desenvolvimento (BOYER e BOYER, 1996). Ja as espécies
carnivoras ndo apresentam ceco e a funcéo do intestino é basicamente recuperar a agua
perdida com as secregdes digestivas (D’ARCE e FLECHTMAN, 1985; SMITH et al.,
2001).

2.4.3 Figado dos quelonios

O figado é considerado a maior glandula do corpo e é composto por células de
hepatocitos, sistema de ducto biliar, espago porta, veia centro lobular e capilares
sinus@ides, além de outras estruturas como centros melanomacrofagos. Apresenta

fungdes exdcrinas e endocrinas como produgdo da bile, numerosos processos
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metabolicos, armazenamento de glicogénio e controle da homeostase do sangue
(MACHADO JUNIOR et al., 2005; POUTON e HAYNES, 2005; ZORN, 2008). E o
maior 6rgdo parenquimatoso, é revestido por uma capsula fibrosa de tecido conjuntivo
denso rico em fibras elasticas. Apresenta um vaso central chamado de veia centro lobular
no qual irradia, entre os capilares sinusoides, corddes de hepatdcitos que formam massas
prismaticas e poligonais, denominadas de I6bulos hepéaticos (SAMUELSON, 2007).

O figado dos répteis apresenta hepatdcitos em formato poliédrico com ndcleo
central e citoplasma acidofilo e caniculos biliares que se comunicam formando ductos
biliares e, juntamente com a artéria hepatica e veia porta, formam a triade portal. Os
hepatdcitos sdo responsaveis pela formacgdo da bile e em converter substancias nocivas
em materiais ndo toxicos excretados na bile (SCHAFFNER, 1998; SAMUELSON, 2007).
Nos queldnios em geral, o lobo esquerdo do figado recobre o estdmago e se estende
ventralmente ao ventriculo esquerdo; apresenta uma vesicula biliar de coloracdo verde
que se localiza na regido dorsal do lobo hepatico direito (ASHLEY, 1969). No mucua (K.
scorpioides), esse 6rgdo apresenta cinco lobos (dois a esquerda e trés a direita) no formato
de sela com coloracdo marrom variando entre os tons claro e escuro e preenche toda a
porcdo medial da cavidade pleuroperitoneal, ventralmente aos pulmdes e envolvendo o
estdmago, duodeno e pancreas (BOYER e BOYER, 1996; MACHADO JUNIOR et al.,
2005).

Ausentes em aves e mamiferos, centros melanomacréfagos se apresentam como
grandes células pigmentadas nos tecidos hematopoéticos (CICERO et al., 1982;
CHRISTIANSEN et al., 1996; AGIUS e ROBERTS, 2003). A funcdo dos macréfagos
junto com a producdo de melanina é absorver e neutralizar radicais livres, cations e outros
agentes potencialmente toxicos, fagocitando substancias e células lesadas e senescentes
(ZUASTI et al., 1990). Estudos com centros melanomacrofagos ja foram realizados no
cagado Kinosternon flavescens (CHRISTIANSEN et al., 1996).
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3 OBJETIVO

3.1 Geral

Descrever a ontogénese do tubo intestinal e figado do mucgué (K. scorpioides) do

embrido até a fase adulta criados em cativeiro.

3.2 Especificos

- Descrever as caracteristicas histologicas do tubo intestinal do embrido a fase adulta de
mucua (K. scorpioides);

- Descrever as caracteristicas histolégicas do figado do embrido a fase adulta de mugua
(K. scorpioides);

- Comparar as modificacOes estruturais entre as fases embrionarias e os recém eclodidos,

filhotes, juvenis e adultos de mugua (K. scorpioides).
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 Localizacéo do sitio de coleta

Os embrides e animais foram coletados no criatério cientifico do Campus
Experimental Ermerson Salimos - CEMES/BAGAM (Banco de Germoplasma da
Amazonia Oriental), localizado, de acordo com as coordenadas 48° 30’ e 54” de longitude
W e 00° 45" e 217 de latitude S, a margem direita do rio Paracuri, na Mesorregido
geografica Maraj0, cerca de 17 km da cidade de Salvaterra - Para. Com uma area total de
200 m2, o criatério é dividido em areas de bercario (animais de 0 a 50g), recria (51g a
150q), reproducdo (maior que 150g), incubatorio natural e quarentena. Atualmente a
alimentacdo é a base de farelo de soja e a maioria dos animais sdo identificados
individualmente com microchips, estéril, em conformidade com as normas 1SO, CE, NBR

e padrdes internacionais.

4.2 Coleta dos animais e do material bioldgico

4.2.1 Embrido

A partir da desova, os ovos foram coletados e abertos a cada cinco dias até a eclosdao. No
total, foram coletados 50 ovos, sendo os embrides viaveis identificados e fixados em
solugcdo de Boiun e conservados em &lcool 70%. Utilizou-se embrides com estdgio de
desenvolvimento diferente, coletados nos anos de 2014 e 2015. Os embrides foram
classificados de acordo com o seu desenvolvimento ontogenético (YNTEMA, 1968)
(figura 5). Com auxilio de microscdpio 6ptico, retirou-se fragmentos do intestino delgado

e do figado de cada embrido para processamento histoldgico.
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Figura 5: Estagios de desenvolvimento do embrido de mugud (K. scorpioides): 14, 19, 21, 22, 23, 24,25
26 respectivamente.
Fonte: Arquivo Pessoal.

4.2.2 Animais da cria, recria e reproducéo

Em 2016, foram coletados aleatoriamente 9 animais, sendo: 3 filhotes, 3 juvenis
e 3 adultos (figura 6). Com auxilio de um paquimetro digital, realizou-se a medic¢éo do
comprimento da carapacga (CC), largura da carapaca (LC), comprimento do plastréo (CP),
largura do plastrdo (LP) e altura da carapaca (AC); e com auxilio de uma balanca de

preciséo, os animais foram pesados (figura 7).

Figura 6: Filhote, juvenil e adulto, respectivamente.
Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 7: Biometria dos animais. A) Largura da carapaca (LC); B) Comprimento da carapaca (CC); C)
Largura do plastrdo (LP); D) Comprimento do plastdo (CP); E) Altura (ALT).

Os animais foram submetidos ao jejum por 48 horas e posterior eutanasia por
aplicacdo de tiopental sodico 2,5% no volume letal de 3mL por via intraperitoneal
(CARVALHO et al., 2010) e com auxilio de um bisturi, houve a abertura da cavidade
pleuroperitoneal das amostras, por meio de incisdo das pontes Gsseas removendo 0
plastrdo para a exposigdo completa das visceras. Procedimento esse submetido e aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Pard, registro n®
9815150116. Foram retirados o tubo intestinal e figado para as seguintes medidas: o
figado foi pesado em uma balanca de precisdo digital e o intestino, com auxilio de fio de
algodao e régua, foi mensurado de ponta a ponta. O intestino delgado foi dividido em
regido cranial (correspondente a regido do duodeno) e regido caudal (regido jejuno-ileo).
Apbs as medicdes, foram feitos cortes transversais e os fragmentos dos 6rgdos foram

fixados em solugédo de Bouin por 24 horas (figura 8).

Figura 8: Delimitagdo do tubo intestinal: intestino delgado e intestino grosso; e figado do mugua.

4.3 Amostras e Processamento histologico

Foram coletados 41 amostras de embrido e 45 amostras dos animais da cria, recria

e reproducdo, totalizado 86 fragmentos, sendo: duodeno (19 fragmentos), jejuno-ileo (38
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fragmentos), intestino grosso (9 fragmentos), figado (19 fragmentos) e um embrido

inteiro.

4.3.1 Microscopia de luz

Apos a fixagdo de 24 horas em Bouin, as amostras foram conservadas em &lcool
70% e submetidas ao processamento histoldgico de rotina para inclusdo em parafina, a
qual consiste em desidratacdo em concentracdes crescentes de etanol até absoluto,
diafanizacdo em xilol, infiltracdo e inclusdo em parafina. Cortes de 5um foram
submetidos a coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE).

Para os cortes semi-finos, fragmentos do intestino delgado e figado dos animais
da cria, recria e reproducao foram fixados em solucdo Karnovsky (paraformaldeido 4%,
glutaraldeido 2% em tampédo cacodilato de so6dio 0,1 M pH 7,4) por trés horas a 4°C.
Posteriormente, o material foi lavado com tampdo cacodilato de sédio 0,1M Ph 7,4 e p6s-
fixadas em tetréxido de dsmio 1% em tampéo cacodilato sodio 0,1M pH 7,4 por duas
horas em temperatura ambiente, desidratadas em série crescente de acetona, em seguida
embebidas e incluidas em Epon 812. Cortes semi-finos com 0,5um foram corados com
Azul de Metileno 1%.

Todas as laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio de luz (NIKON
Eclipse Ci) acoplado a uma camera digital (NIKON DS-Ri1) equipado com software NIS-
Elements BR4.00.07.

4.4 Estudos histoquimico

4.4.1 Acido Periodico-Shiff (PAS)

Para a identificacdo de células produtoras de muco no tubo intestinal e presenca
de glicogénio do figado, utilizou-se o protocolo para coloragdo com Acido Periddico-
Shiff. Réplicas de laminas foram desparafinizadas em Xilol, desidratadas em
concentragdes crescente de etanol, oxidadas em Acido Periodico-Shiff por 30 minutos,
lavadas em agua corrente, enxaguadas em agua destilada por trés vezes e coradas em
reativo de Shiff por 25 minutos. As laminas foram lavadas em dagua corrente,

diafanizadas, montadas e analisadas e fotografadas em microscopio de luz (NIKON
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Eclipse Ci) acoplado a uma camera digital (NIKON DS-Ri1) equipado com software NIS-
Elements BR4.00.07.

4.5 Imunomarcagéo

4.5.1 Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA)

Para a identificacdo de células proliferativas multipotentes no intestino e figado e
sua posicdo no epitélio de revestimento, utilizou-se a imunomarcagdo por Antigeno
Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA).

Réplicas das laminas foram submetidas a desparafinizacdo em xilol e reidratadas
em série decrescente de etanol para banho em tampédo Fosfato salino (PBS) em camara
umida. Em seguida, as laminas foram sujeitas a inibicdo da peroxidase enddgena por 30
minutos, lavadas com PBS, incubadas em tampao Citrato de Sodio aquecido a 70°C por
25 minutos. Posteriormente, foram incubadas em tampédo blogueio por 60 minutos e
anticorpo primario Anti-PCNA mouse com diluicdo 1:200 por 12 horas. As laminas
foram lavadas com PBS, incubadas com anticorpo secundario 1gG Anti-mouse conjugado
a peroxidade com diluigéo 1:100 por duas horas e reveladas em DAB (diaminobenzidina)
por cinco minutos. As laminas foram lavadas em A&gua destilada, coradas com
Hematoxilina, diafanizadas, montadas, analisadas e fotografadas em microscépio de luz
(NIKON Eclipse Ci) acoplado a uma camera digital (NIKON DS-Ril) equipado com
software NIS-Elements BR4.00.07.

4.5 Morfometria Intestinal

Foram mensurados altura da vilosidade e altura do epitélio ao longo do intestino
delgado com auxilio do software NIS-Elements BR4.00.07. A altura da vilosidade foi
medida escolhendo cinco vilosidades aleatérias de cada fragmento (duodeno, jejuno e
ileo) e mensuradas da base do epitélio até o apice da vilosidade. Para a altura do epitélio,
foi mensurada cinco pontos do epitélio em cinco vilosidades, totalizando 25 mensuracfes

de cada fragmento (figura 9).
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Figura 9: Morfometria intestinal do mugud. Mensuracéo da altura da vilosidade (4¥) e altura do epitélio
(—). Coloragéo HE.

Os dados obtidos para a morfometria intestinal foram tabelados e as figuras
obtidas através do programa SAS. Os dados da biometria, comprimento do intestino e
peso do figado foram submetidos a Correlacdo de Pearson pelo programa Assistat.

5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao geral histol6gica do tubo intestinal e figado

As caracteristicas do tubo intestinal foram semelhantes entre as fases de vida dos
individuos. A parede do tubo intestinal apresentou quatro camadas: mucosa, submucosa,
tinica muscular interna e externa e serosa (figura 10). Em relacéo ao figado, o parénquima
hepatico se mostrou com citoplasma acidofilico, formacdo da veia centro lobular,
capilares sinusoéides, corddes de hepatdcitos vacuolizados de formato poliédrico e, em

menor ou maior grau, formacdo de centro melanomacrofagos (figura 12).

5.1.1Intestino delgado e grosso
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Observou-se que no embrido no estagio 19, a mucosa do intestino delgado comeca
a se desenvolver (figura 10A). A partir do embrido no estagio 21, essa mucosa apresenta
projecOes alongadas chamadas de vilosidades. Essas, no intestino delgado, sao revestidas
por um epitélio simples cilindrico (figura 10D), sendo constituido por células absortivas
altas e células caliciformes entremeadas entre as células absortivas (figura 10C).
Glandulas duodenais e criptas de Lieberkuhn estdo ausentes. O interior das vilosidades é
preenchido pela [amina propria, formada por tecido conjuntivo frouxo e vasos sanguineos
(figura 10B). O intestino grosso, apresenta pregas intestinais curtas com epitéelio pseudo-
estratificado (figura 10E).

A submucosa é constituida por tecido conjuntivo frouxo, com vasos sanguineos e
linfaticos. Observou-se que a medida que o animal se desenvolve, a concentracdo do
tecido conjuntivo diminui. Entretanto, quando comparada entre 0s segmentos, a
submucosa se torna mais abundante na regido mais caudal do tubo delgado (figura 11).

A tanica muscular apresenta uma camada interna densa e outra mais externa
longitudinal. Ambas as camadas sdo compostas por fibras musculares lisas. A serosa

reveste a superficie externa do tubo intestinal (figura 10B).

Figura 10: Intestino delgado do mugud. A) Duodeno de um embrido no estagio 19. MU: mucosa. Coloragdo
HE; B) Duodeno embrido estagio 26. VI: vilosidade, LP: lamina prépria, SM: submucosa, TMI: tdnica
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muscular interna, ™ tdnica muscular externa, B serosa. Coloracdo HE; C) Vilosidade da regido Jejuno-
ileo de juvenil. CA: células absortivas, : células caliciformes. Corte semi-fino, coloracdo Azul de
Metileno; D) Vilosidade jejuno-ileo de juvenil evidenciando o epitélio simples cilindrico. Coloragao HE;
E) Pregas no intestino grosso de juvenil evidenciando o epitélio pseudo-estratificado. Coloragdo PAS.

O tamanho, forma e frequéncia das vilosidades variou a medida que se aproximou
da regido mais caudal do tubo digestivo. No duodeno, os vilos se apresentaram alongados,
com formato digitiforme e folidcea, sem bifurcacdes. No jejuno-ileo ascendente, as
vilosidades sdo alongadas, com formato variando entre foliacea e filiforme, com presenca
de vilos bifurcados. No jejuno-ileo descendente, as prolongacdes sdo curtas, com formato
digitiforme, com presenca de alguns pontos bifurcados. A medida que se aproxima da
regido caudal, diminui a frequéncia das vilosidades no tubo até mudar para outra estrutura
chamada de pregas intestinais. No intestino grosso, as pregas sao curtas e achatadas com

forma (figura 11).

Figura 11: Segmentos do intestino do mucgua adulto. A) Duodeno com vilosidades longas com formato
digitiforme e filiforme. Coloracdo HE. B) Regido ascendente jejuno-ileo com vilosidades altas com formato
foliacea e filiforme. Coloragdo HE. C) Regido descendente jejuno-ileo com vilosidades com no formato
digitiforme. Coloracdo HE. D) Intestino grosso com vilosidades com forma indefinida.
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5.1.2 Figado

No embrido no estdgio 14, observou a formagdo do figado com uma abertura
apresentando epitélio simples cilindrico (figura 12A e B). Nos estagios 19, 21 e 23,
apresentam formacao de hepatocitos monoclueados com nucleo periférico em menor grau
e veia centro lobular preenchida por hemacias. Observa-se a presenca de vactolos grandes
ndo corados no citoplasma, em maior grau a partir do estadgio 23. O estdgio 25 se
assemelha ao parénquima hepético de um figado maduro. No estagio 26 antes da ecloséo,

os capilares sinusoides encontram-se bastante dilatados (figura 12C, D, e E).
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Figura 12: Figado do mugud. A) Corte longitudinal do embrido estagio 14. Visdo geral. Coloragdo HE. B)
Abertura presente no figado com epitélio simples cilindrico (J»). C) Embrido no estagio 19. Observa-se a
veia centro lobular preenchida por hemécias (VCL) e hepatécitos ( —); D) Embrido no estagio 23 com
presenca de vactolos (m); E) Embrido no estagio 26 com presenca de capilares sinusdides (CS) dilatados.

Os animais da cria, recria e reproducdo apresentaram hepatocitos com citoplasma
granuloso e capilares sinusoides dilatados com hiperemia sanguinea, caracterizando uma
congestdo hepética. Alem disso, apresentaram alto grau de centros melanomacréfagos
distribuidos de forma irregular que aumentam de concentracdo a medida que o animal se

torna mais velho (figura 13).
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Figura 13: Figado de mucud. Capilares sinuséides com hiperemia sanguinea (—® e centros
melanomacrofagos que aumentam de concentragdo a medida que o animal se torna mais velho (= ). A)
Filhote. Coloracdo HE. B) Juvenil. Coloracdo HE. C) Adulto. Coloragdo HE. D) Hepatdcitos com
citoplasma granuloso vacuolizados. Corte semi-fino, coloragdo Azul de Metilento.

5.2 Coloracao pela técnica de coloragdo Periodico Acido de Schiff (PAS)

No tubo intestinal, as células caliciformes apresentaram-se fortemente marcadas
pela reacdo ao PAS. Nota-se que, a medida que se aproxima da regido caudal do tubo, as

células caliciformes se tornam mais abundantes (figura 14)
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Figura 14: Células caliciformes positivas para PAS no apice das vilosidades e pregas do tubo intestinal de
mugud adulto. A) Duodeno. Contraste com Eosina. B) Regido jejuno-ileo descendente. Sem contraste. C)
Regido jejuno-ileo ascendente. Contraste com Eosina. D) Intestino grosso. Contraste Hematoxilina.

No figado foi possivel identificar uma intensa marcacao de glicoproteinas tanto
nos embrides como nos filhotes, juvenis e adultos (figura 15).
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Figura 15: Presenca de glicoproteinas no figado de mugud. Coloragdo PAS contraste Hematoxilina.

5.3 Imunohistoquimica Antigeno Nuclear de Proliferagdo Celular (PCNA)

No intestino delgado observou-se no epitélio, enterdcitos fortemente positivos em
maior concentracdo na base das vilosidades, tornando-se escassos a medida que se
aproximava de seu apice (figura 16A e B). O figado apresentou poucos nucleos marcados,
porém com abundéncia marcacéo citoplasmatica (figura 16C).
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Figura 16: Vilosidades do intestino delgado e figado de mugud adulto. A) Base das vilosidades com
enterdcitos fortemente marcados por PCNA. Fraca marcacdo na lamina propria. B) Observa-se que quando
se aproxima do &pice da vilosidade, os enterdcitos se mostram negativos a marcagdo ao PCNA. C) Nucleos
marcados por PCNA ( — ) e citoplasma dos hepatdcitos fortemente marcado.

5.4 Morfometria intestinal

A ontogenia da mucosa intestinal mostrou-se linear com correla¢do positiva em
todos os segmentos do intestino, tanto para a largura do epitélio quanto para o

comprimento da vilosidade (figura 17).
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Figura 17: Desenvolvimento ontogenético do tubo digestivo do mugud criados em cativeiro.
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Confrontando os dados biométricos com os dados da morfometria, verificou-se
que hd uma forte correlacéo entre quase todos os parametros entre todas as idades. Porém,
animais da reproducéo apresentaram uma correlacdo fraca e negativamente fraca para o
comprimento do intestino em relacdo a comprimento da carapaca, comprimento do
plastrdo, largura da carapaca, largura do plastrdo e altura. Em relacéo ao peso do figado,

0s animais da reproducdo apresentam uma correlacdo fraca com a altura (tabela 1).

Tabela 1: Correlagdo de Pearson entre biometria e morfometria do intestino e figado do mugua criados em
cativeiro.

CC CP LC LP ALT

Idade Correlacéo em) (m) m) ©m) (m)
Cria 1 1 1 1 1
Comprimento do intestino

Recria (cm) 0,61 058 0,56 0,31 -0,02
Reproducéo 0,22 -0,49 0,32 -0,35 -0,57

Cria 1 1 1 1 1

Recria Peso do figado (g) 0,86 088 0,89 098 0,99
Reprodugéo 092 041 09 054 0,33

CC: comprimento da carapaga; CP: comprimento do plastrdo; LC: largura da carapaca; LP: largura do
plastrdo; ALT: altura.

6 DISCUSSAO
6.1 Histologia intestinal e do figado

O tubo intestinal do K. scorpioides durante todo seu desenvolvimento apresentou
uma mucosa com epitélio simples cilindrico no intestino delgado e um epitélio pseudo-
estratificado no intestino grosso, com bordas estriadas, numerosas células absortivas e
células caliciformes. Mucosa semelhante encontrada para os cagados Phrynops
geoffroanus (VIEIRA-LOPES et al., 2014) e Pangshura tentoria (RAHMAN e
SHARMA, 2014), e tartarugas Podocnemis expansa, Podocnemis unifilis, Podocnemis
erytocephala, Podocnemis  sextuberculata e  Peltocephalus  dumerulianus
(MAGALHAES et al., 2014). Parsons e Cameron (1977) afirmam que nos répteis em
geral, o revestimento do epitelio intestinal ¢ do tipo simples, contudo, um epitélio
pseudoestratificado cilindrico foi encontrado para a tartaruga Chrysemys picta (WURTH
e MUSACCHIA, 1964) e tartaruga marinha Caretta caretta (TLACHI et al., 2014).
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O intestino delgado apresentou mucosa com projecGes em direcdo ao lumen
intestinal caracterizadas de vilosidades. As vilosidades possuem a func¢do de aumentar a
superficie da parede intestinal facilitando a passagem do bolo alimentar (YOUNG e
HEATH, 2000). Na fase embrionaria, constatou-se que as vilosidades comecam a se
desenvolver no estagio 19 e, no estagio 21 os vilos estdo proeminentes. Vilosidades foram
encontradas no intestino delgado na maioria das espécies de queldnios estudadas como
P. expansa, P. unifilis, P. erytocephala, P. sextuberculata e P. dumerulianus
(MAGALHAES et al., 2014), P. tentoria (RAHMAN E SHARMA, 2014), Chelonia
myda (SIKIWAT et al., 2013). Essa especializacdo foi diferente para os quelonios Testudo
graeca (PEREZ-TOMAS et al., 1990) e C. caretta (TLACHI et al., 2014), no qual foram
identificadas pregas intestinais.

Foi identificada uma muscular da mucosa delgada. A medida que se aproxima da
regido mais caudal, o tubo intestinal apresenta especializacdes identificadas de pregas
intestinais que, juntamente com a muscular da mucosa, auxiliam no peristaltismo para a
eliminacdo dos residuos do bolo alimentar (ALEIXO et al. 2011). P. geoffroanus
apresentou vilos intestinais no duodeno e jejuno e pregas no ileo (VIEIRA-LOPES et al.,
2014). Ja Chelonia mydas, tartaruga marinha, o duodeno, jejuno e ileo apresentou
vilosidades com altura e formato diferentes (MAGALHAES et al., 2010).

O epitélio colunar é composto por numerosos enterdcitos (chamados também de
células caliciformes) que apresentam em seu apice microvilos. Estrutura semelhante foi
encontrada em C. caretta (TLACHI et al., 2014). Essas células absorvem os nutrientes do
bolo alimentar que penetram no leito capitar das vilosidades e sdo transportados até o
figado onde serdo processados (GUARTNER e HIATT, 2007). O que diferencia um
segmento do outro é a quantidade de células caliciformes presentes no duodeno, jejuno-
ileo e intestino grosso. A técnica por PAS evidenciou as células caliciformes ao longo das
vilosidades intestinais em todos os segmentos do intestino. No K. scorpioides, assim
como em T. graeca, P. expansa, P. unifilis, P. erytocephala, P. sextuberculata e P.
dumerulianus, as células caliciformes se tornam mais abundante quando se aproximam
da regido mais caudal do tubo intestinal. Resultado diferente encontrado para C. caretta,
no qual as células caliciformes se apresentam em maior grau na regido cranial do intestino
(TLACHI et al., 2014). Essas celulas secretam proteinas glicosiladas que servem como
lubrificante protetor do revestimento na mucosa (GARTNER e HIATT, 2007). Glandulas

41



de Brunner e criptas de Lieberkuhn estdo ausentes na lamina prépria do intestino delgado
do mugud, assim como relatado em P. expansa, P. unifilis, P. erytocephala, P.
sextuberculata e P. dumerulianus (MAGALHAES et al., 2014), P. tentoria (RAHMAN
e SHARMA, 2014) e C. caretta (TLACHI et al., 2014). Contudo, essas estruturas foram
achadas em tartaruga marinha C. myda, crocodilo africano Crocodylus niloticus e lagarto
Uromastyx aegyptia (KOTZE et al., 1992; MAGALHAES et al., 2010; ZAHER et al.,
2012).

Através da imunomarcacdo por PCNA observou-se a atividade proliferativa da
mucosa intestinal. Anormalidades no trato intestinal podem ser detectadas quando héa
alteracdes na taxa de proliferacdo celular (ORTEGO et al., 1995). No mugud, nota-se que
ndcleos positivos ao PCNA se concentram na base das vilosidades e se tornam escassas
a medida que se aproxima do apice dos vilos. De acordo com Reece (2008), a proliferacédo
ocorre na base dos vilos pelo fato que ndo existir glandulas intestinais. Resultado
semelhante encontrado por Wurth e Musacchia (1964) que estudaram a renovagédo do
epitélio intestinal na tartaruga de agua doce C. picfa. Semelhanca também encontrados
por Dezfuli et al. (2012) para o peixe Salmo trutta trutta, Stroband e Debets (1978) para
o0 peixe Ctenopharyngodon idella, Rombout et al. (1984) para o peixe Barbus conchonius.
Takahashi et al. (2014) estudando o do jejum e da realimentacdo na proliferacéo celular
intestinal e apoptose em tubardo-martelo (Sphyrna lewini), observaram que animais
alimentados apresentaram uma quantidade maior de células em proliferacao nas bases das
vilosidades quando comparados com os animais em jejum.

O desenvolvimento do figado é formado por multiplos estagios que depende de
interacdes entre endoderma ventral do intestino anterior e o tecido mesenguimal adjacente
(ZARET, 2002). Apesar de alguns autores estudarem sobre o desenvolvimento
embrionario dos quelénios (YNTEMA, 1981; GREENBAUM e CAR, 2001) nenhum
estudo histologico com figado embrionario foram encontrados indexados nos periodicos,
tornando este trabalho pioneiro nesta vertente.

Entretanto, aspectos anatdmicos e morfoldgicos do figado desenvolvido ja séo
amplamente estudados para algumas espécies de quelénios devido sua importante funcéo
em fornecer metabdlitos enddcrinos e exdcrinos. O figado no mugud apresentou corddes
de hepatocitos com formato poliédrico, nacleo periférico e citoplasma vacuolizado,
semelhante encontrado por Marycz e Rogowska (2007) para os jabutis Testudo horsfieldii
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e Testudo hermanni, Moura et al. (2009) para P. geoffroanus, Moura et al. (2012) para P.
expansa. Esse achado corrobora com Ferrer et al. (1987) no qual afirmam que citoplasma
vacuolizados sdo encontrados em queldnios que hibernam.

Para os quelénios que possuem o mecanismo de hibernacéo, o figado é 6rgéo
essencial nos processos metabdlicos. Esse orgdo tende a acumular glicogénio como
reserva para o uso em situacoes adversas como a hibernacgéo e reproducdo (SCHAFFNER,
1998). Essa premissa contradiz Ferrer et al. (1987) que afirmaram que tartarugas que
hibernam ndo acumulam glicogénio. O K. scorpioides apresenta 0 comportamento de
hibernacédo e apresentou glicogénio no parénquima hepatico fortemente marcado pelo
PAS, semelhante encontrado em P. expansa (MOURA et al., 2012)

Centros melanomacrofagos foram identificados em todas idades do K.
scorpioides, sendo mais abundante nos animais da reproducdo. Esses centros sdo
numerosos em anfibios e répteis e, nos queldnios, essas células aumentam de tamanho
com o avangar da idade (CHRISTIANSEN et al., 1996; FRYE, 1991). Esses macrofagos
tem a funcdo de sintese de melanina, fogocitose e neutralizacdo de radicais livres
(JOHNSON et al., 1999; GUIDA et al., 2000; SICHEL et al., 2002). A concentracdo de
centros melanomacrofagos foi semelhante ao encontrado em Kinosternon flavescens
(CHRISTIANSEN et al., 1996), P. geoffroanus (MOURA et al., 2009)., P. expansa
(MOURA et al, 2012), T. graeca (SCALIA et al., 1988) e Trionyx sinensis
(GOPALAKRISHNAKONE, 1986).

O tipo e qualidade da alimentacdo e o ambiente refletem diretamente no figado.
Reépteis criados em cativeiro sofrem com falta de conhecimento sobre sua biologia e
consequentemente com manejo errado. Ha relatos que a producdo de melanina pelos
macrofagos pode estar relacionada com hipoxia e hemocaterese hepética (CICERO et al.,
1989; FRANGIONI et al., 2000). Os exemplares de filhotes, juvenis e adultos de K.
scorpiodes apresentaram acumulacdo de sangue estancado nos capilares sinusoides e
veias centro lobulares caracterizado como congestdo hepéatica (DUTRA et al., 2012).
Relato semelhante encontrado para o jabuti Geochelone carbondria, no qual foi
diagnosticado cirrose hepatica que pode ter evoluido de uma congestdo passiva, dentre
outros sintomas (CRAWFORD, 1999).

6.2 Morfometria do intestino delgado
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O resultado linear para o comprimento da vilosidade e largura do epitélio
apresentou R2 forte, indicando que essas caracteristicas sdo diretamente relacionadas com
estagio de desenvolvimento da espécie. E importante salientar que altura da vilosidade e
espessura do epitélio podem sofrer influéncia direta do tipo de alimento ingerido.
Trabalhos nesse aspecto sdo escassos pra queldnios, porém para peixes e aves é bastante
estudado (PELICANO et al., 2003). Carvalho et al. (2011) avaliando a morfometria
intestinal de alevinos de tilapia-do-Nilo alimentados com pré e probioticos, concluiram
que houve aumento na altura das vilosidades e que os animais alimentados com
probidticos, houve uma diferenca significativa na espessura do epitélio. O equilibrio entre
a renovacdo e perda celular no intestino € importante para a manutenc¢do do tamanho dos
vilos e consequentemente para a manutencdo da capacidade digestiva e absorgédo. Esse
equilibrio é alterado quando ha algum agente estressor no intestino, modificando a altura
e perimetro das vilosidades (PELICANO et al., 2003).

Entre os animis adultos, o comprimento do intestino delgado apresentou
correlacdo fraca com todas as mensuracBes biométricas, entretanto, dentre essas
mensuragdes, 0 comprimento da carapaca apresentou maior valor. Esse resultado difere
do encontrado por Rahman e Sharma (2014) para tartaruga de agua doce P. tentoria, no
qual concluiram que o comprimento do plastrdo apresenta uma correlacdo moderada,
representando 20% do comprimento do tubo digestivo, podendo assim, estimar o

comprimento do trato gastrointestinal sem sacrificar o animal.

44



7 CONCLUSAO

O desenvolvimento do tubo intestinal do K. scorpioides comegca com 0 embri&o
no estagio, apresentando caracteristicas maduras no estagio 21. Os animais criados em
cativeiro apresentaram o tubo relativamente curto e ao longo do seu desenvolvimento
apresenta vilosidades altas que vdo diminuindo de tamanho até da forma as pregas
intestinas ricas em celulas caliciformes no intestino grosso. O figado apresenta
hepatdcitos bastante vacuolizados desde o seu surgimento e com capacidade de
armazenamento de glicogénio.

Esses dados se tornam essenciais para compreensdao das modificacdes e
adaptacOes da dieta da espécie. Contundo, é necessario que se correlacione estudos
histomorfoldgicos e morfométricos com diferentes dietas para elaboracdo de um
protocolo nutricional especifico para a cada fase de desenvolvimento do K. scorpioides
criados em cativeiro, para que se torne uma fonte de proteina animal de qualidade e uma

alternativa de producéo viavel.
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