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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Consumo de amido ou
gordura sobre a digestibilidade, metabolismo energético e saude de jabutis
(Chelonoidis carbonaria)”, protocolo n° 016720/17, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Aulus Cavalieri Carciofi, que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagéo de
animais pertencentes ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da
lei n°® 11.794, de 08 de outubro de 2008, no decreto 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS,
UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-SP, em reunido ordinaria de 31 de outubro
de 2017.

Vigéncia do Projeto 30/11/2017 a 30/11/2019

Espécie / Linhagem Chelonoidis carbonaria

Ne° de animais 60

Peso / Idade ~10kg

Sexo Ambos

Origem CEMPAS, Unesp Botucatu e Bosque Municipal Fabio Barreto, Ribeir&o
Preto/SP

Jaboticabal, 31 de outubro de 2017.

/—‘"‘f
_~Prof* Dr* L%fa {moroso
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil
tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br



Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagédo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 60562-1 | Data da Emissdo: 11/10/2017 10:17 | Data para Revalidagao™: 10/11/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Ludmilla Geraldo Di Santo CPF: 329.529.408-94

Titulo do Projeto: Consumo de amido ou gordura sobre a digestibilidade, metabolismo energético e sadde de jabutis (Chelonoidis carbonaria)

Nome da Instituigdo : UNESP JABOTICABAL CNPJ: 48.031.918/0012-87

Cronograma de atividades

Descrigac da atividade | Inu:|o (mes.‘ano} ] Flm (més/ano)
Avaliagao dos animais e transporte pf Unesp Jaboticabal | 11720 01/2018

Observagoes e ressalvas

As i de campo idas por pessoa natural ou ]LII'IdICB estrangelra em todo o temitanio ional, que impli ! to de h e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espéci e minerais, pecas integranies da cullura nath.'ae cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destlnem ao estudo, & difuséo ou & pesquisa, estdo sujeitas a auionﬁao do Ministerio de Ciéncia e Tecnologia.

[ | Esla autorizagao NAC exime o | dor titular & o5 bros de sua equipe da idade de obler as G iSlas em oulios legais, bem
como do consentimento do respnnsave! pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atnndade inclusive do organ gestor de tema indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatanio, p ou dor de drea dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo processo de regularizagio fundidria encontra-se em curso.

Este dncumenm somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugio Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no gue
3 P esta izagao, nao p ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para ativid ades
cientificas ou didati no dmbito dn ENSinG SUperior.

A autorizagio para envio ao exterior de material bickgico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrinico www.ibama.gov. br (Servigos an-line -

4 Licenga para importagio ou exportagéo de flora e fauna - CITES e néo CITES).
O titular de Iu:encaou aLm)nzacao e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instr tos de captura direci sempre que possivel,
5 |aogrupo de i L evi a morte ou dano significative a outros grupoes; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagbes do grupo mico de int em condigio in situ.
O titular de autorizagio ou de licenga permanente assim como os membros de sua equipe, q do da violach 50 vigente, ou quando da inadequagio,
6 | omissdio ou falsa descrigio de informag que subsidi a expedicio do ato, podera, mediante dedséo motivada, ter a autorizagio ou licenga
ou da pelo ICMBio, nos termos da legislagio brasileira em vigor.
Este documento néo dispensa o cumprimento da legislagao que dlsp\‘}e sobre acesso a componente do patiménio genético existente no temitério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona Smi lusiva, ou ao conh tradicional lado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientfica,
|| bioprosi 80 e desenvolvimento tecnologico. Veja maiores infors 0es em www.mma.gov.brcgen
8 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSEF{\FAE;O 0 pesquisador titular desta autorizagao devera a administragio da uni a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das as dighes para izagAo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

Os exemplares do jabuti Chelonoidis carbonaria, a serem utilizados no estudo-objeto da presente Autorizagao ICMBio/S1SBio, serao oriundos de
condigao ex situ, notadamente dos plantéis dos criadouros:

1 | 1)CEMPAS/UNESPS de Botucatu/SP;
| |2)Bosque Municipal Fabio Barreto, de Ribeirdo Preto/SP.
Equipe
# Nome Fungio CPF Doc. ldentidade Naci
auxilio no transporte dos
1 |LUIZ FRANCISCO SANFILIPPO animais e coletas de 126,632.888-29 17031631 S5P-5P Brasileira
amostras

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

Este documento (Autorizacao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBie na
Internet (www.icmbio.gov. br/sisbio).

Cddigo de autenticagdo: 22247581 |I|I I|I”|
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Atividades X Taxons

# Atividade Taxons

1_| Coletaftransporte de amostras bioldgicas ex situ Chelonoidis carbonarna

2 Manuttlanclan temporaria (até 24 meses) de vertebrados silvestres Chelonoidis carbonaria
|| em cativeiro

Material e métodos

1_| Amostras bioldgicas (Répteis Fezes, Fragmento de tecido/dm o, Sangue

2 | Mélodo de capturalcolela (Répleis) Captura manual, Coleta manual

3 | Método de marcacio (Répteis) Lacre, Mi ip

Destino do material biolégico coletado

[ #] Nome local desti | Tipo Destino |
[7_|UNESF JABOTICABAL |

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidado podera verificar a autenticidade ou regularid ade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (wwwicmbio.gov.brisisbio).
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CONSUMO DE AMIDO OU GORDURA SOBRE A DIGESTIBILIDADE,
METABOLISMO ENERGETICO E SAUDE DE JABUTIS (Chelonoidis carbonaria)

RESUMO - Jabutis sédo répteis que, em cativeiro, comumente apresentam
desordens metabdlicas como a lipidose hepatica, em decorréncia de dietas
desbalanceadas e com elevado teor energético. O presente estudo teve como objetivo
avaliar os parametros nutricionais, metabolismo energético e relacionados a saude
geral com enfoque no tecido hepatico de jabutis adultos alimentados com racdes
extrusadas com elevados teores de amido ou gordura comparadas com dieta Controle
contendo alta fibra. Foram utilizados 44 jabutis adultos, machos e fémeas, distribuidos
em trés racOes extrusadas (Controle, Amido e Gordura), totalizando 15 repeticdes
(jabutis) por tratamento, exceto na dieta Amido (14 jabutis) devido ao 6bito de um
animal durante a adaptacédo. O periodo experimental teve duracdo de 19 meses, e
incluiu: coleta de sangue para andlises bioquimicas, do metabolismo de gordura e
hematoldgicas nos dias 4 (basal), 183 e 369 (final); biopsia hepatica em 18 jabutis
para avaliacdo histopatolégica basal (dias 1 a 3) e final (366 a 368); avaliacdo da
preferéncia alimentar nos dias 5 a 19 (avaliacédo individual) e 575 a 587 (avaliacao
coletiva); avaliacdo do tempo de transito gastrointestinal, ensaio de digestibilidade e
determinacdo de acidos graxos volateis, lactato, amonia e pH fecal (dia 120 a 270);
determinacdo do gasto energético de repouso por respirometria (dias 423 ao 437);
avaliacdo do gasto energético diario, composicao de agua corporal e fluxo de agua
corporal pelo método da agua duplamente marcada - DLW (dias 60 a 75 — basal; dias
447 ao 469 - final); determinagé&o da composic¢ao corporal pelo DEXA (dias 366 a 368)
e dos teores de lipoproteinas plasmaticas (dias 572 a 573). Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05). A digestibilidade da matéria seca, matéria organica, amido, extrato etéreo e da
energia foi maior na dieta Amido (P<,0001), sendo que o extrato etéreo foi em grande
parte eliminado nas fezes. Os produtos de fermentacdo intestinal microbiana nao
diferiram entre as dietas experimentais (P>0,05), mas apresentaram valores abaixo
ao encontrado em répteis herbivoros fermentadores como a iguana. O consumo de

fibra digestivel foi maior na dieta Controle, de amido digestivel na dieta Amido e de
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extrato etéreo digestivel na Gordura (P<0,05), mas ndo houve diferencas quanto a
energia digestivel. Todos esses fatores culminaram no crescimento do animal e ganho
de peso ao longo do periodo experimental, sendo semelhante entre as dietas.
Parametros hematoldgicos e de bioquimica sérica encontram-se dentro dos valores
de referéncia, em geral, ndo houve efeito de dieta (P>0,05), mas sim de sexo e periodo
(P<0,05). A racdo Amido proporcionou maiores teores nas enzimas hepaticas e nos
valores de colesterol sérico, lipoproteinas HDL e LDL para os machos. As
lipoproteinas mantiveram o padrdo de composicdo de colesterol e triglicerideos
semelhantes ao encontrados em mamiferos e foram influenciadas pela vitelogénese
das fémeas. Apesar do baixo aproveitamento do extrato etéreo, a racdo Gordura
proporcionou maiores teores de VLDL carreadoras de triglicerideos e colesterol nas
fémeas, acompanhada por elevadas concentracdes totais de triglicérides (P<0,05). Ja
a fracdo LDL colesterol e triglicérides teve elevac¢des vinculadas ao consumo da dieta
Controle. Ao exame histopatoldégico houve reducdo na esteatose hepdatica, mas
alteracdes como hemossiderose, aumento em melanomacrofagos e deposicao de
lipofucsina foram presentes nas amostras do periodo final. Houve efeito de dieta na
presenca de lipofucsina com esta em menor grau na dieta Amido (P=0,021).
Composicéao corporal avaliada pelo DEXA indicou menor densidade mineral 6ssea e
conteudo mineral nas fémeas, além de apresentar maior massa magra (P<0,001). Ao
utilizar DLW, ndo houve efeito da dieta na avaliagdo da composi¢cédo corporal. A
producdo de CO:2 e o gasto energético foram maiores no periodo basal (P<0,05) por
influéncia da temperatura ambiental mais elevada acrescida do maior peso corporal.
O fluxo de &gua corporal foi constante independente de dieta e periodo (P>0,05). O
gasto energético pela calorimetria indireta, foi semelhante entre as dietas e menor ao
encontrado pela DLW. Como a gordura da dieta foi eliminada nas fezes em quase sua
totalidade ndo houve efeito desse substrato nos parametros de salde e metabolismo.
A manutencédo da composicdo corporal independente de dieta proporcionou gasto
energético com restricdo de atividade, ao inicio do periodo digestivo, de 9,68+1,04
kJ/kg/dia e ao considerar os animais sob atividade muscular e reprodutiva de
22,86+2,30 kJ/kg/dia.

Palavras-chave: acidos graxos volateis, biopsia hepatica, gasto energético,

lipoproteinas plasmaticas, nutricdo animal, répteis



STARCH OR FAT INTAKE EFFECTS ON DIGESTIBILITY, ENERGY
METABOLISM AND HEALTH OF TORTOISES (Chelonoidis carbonaria)

ABSTRACT - Tortoises are reptiles that, in captivity, commonly exhibit
metabolic disorders such as hepatic lipidosis, due to unbalanced diets with high energy
content. The present study had as objectives to evaluate the nutritional parameters,
energy metabolism and general health with emphasis on the hepatic tissue of adult
red-footed-tortoises fed with three extruded feeds with high levels of starch or fat,
compared to the control diet containing high levels of fiber. Forty-four adults tortoises
were used, males and females, distributed in three extruded feeds (Control, Starch and
Fat), totalizing 15 repetitions (tortoises) per treatment, except for the Starch diet (14
tortoises) because one animal died during the adaptation period. The experimental
period lasted 19 months, and included: blood samples collection for biochemical, fat
metabolism and hematologic analysis on day 4 (baseline), 183 and 369 (final); hepatic
biopsy of 18 tortoises for histopathologic evaluation at days 1 to 3 (baseline) and at
days 366 to 368 (final); evaluation of feed preferences of the experimental feeds at
days 5 and 19 (individual evaluation) and at days 575 and 587 (collective evaluation);
evaluation of gastrointestinal transit time, digestibility assay, and volatile fatty acids,
lactate, ammonia and faeces pH (days 120 to 270); resting energy expenditure
determination by respirometry (days 423 to 437); determination of daily energy
expenditure, body water composition and body water flux using the double labelled
water — DLW (baseline: days 60 to 75; final: days 447 to 469); determination of body
composition using DEXA (days 366 to 368) and levels of plasmatic lipoproteins (days
572 to 573). Data was submitted to analysis of variance and means compared by
Tukey’s test (P < 0,05). Dry matter, organic matter, starch, ether extract and energy
digestibility were higher in the Starch diet (P<,0001), wherein the fat was not well used
and most of it was eliminated in the faeces. The microbial intestinal fermentation
products were similar among the diets (P>0,05), but presented lower values than
ruminants and other fermentative herbivorous reptiles such as iguanas. The intake of
digestible fiber was higher in Control diet, digestible starch in Starch diet and fat in the
Fat diet (P<0,05), but there were no differences regarding the digestible energy. All
these factors culminated in the animal's growth and weight gain throughout the



experimental period, being similar among diets. The haematological and serum
biochemistry parameters were within the reference values, overall, there was no effect
of diet, but of sex and period (P>0,05). The Starch diet provided higher levels of hepatic
enzymes and serum cholesterol, HDL, and LDL lipoproteins for the males. The
lipoproteins maintained the pattern of cholesterol and triglyceride composition like
those found in mammals and were influenced by vitellogenesis of females. Despite the
low utilization of fat, the Fat diet resulted in higher levels of VLDL carrier of triglycerides
and cholesterol in the females, followed by higher total concentration of triglycerides
(P<0,05). Regarding the cholesterol and triglycerides LDL fraction, there was an
increase linked to the consumption of the Control diet. The histopathological evaluation
made possible to verify a decrease in the hepatic steatosis, but alterations, such as
hemosiderosis, increase in melanomacrophages and lipofuscin deposition increased
in the final period samples. There was diet effect regarding the presence of lipofuscin,
having a lesser extent in the Starch diet (P=0,021). The body composition evaluated
by DEXA shown lower bone mineral density and mineral content in females, in addition
to presenting greater lean mass (P<0,001). In the DLW analysis, there was no effect
of the diet on the assessment of body composition. The CO2 production and energy
expenditure were higher at baseline (P<0,05) due to the higher environmental
temperature associated with greater body weight. The body water flux was constant
regardless the diet or period (P>0,05). The energy expenditure, accessed by the
indirect calorimetry, was similar among diets, but it was lower compared to DLW. As
the diet fat was eliminated in the faeces almost in its totality, there was no effect of this
substrate on health and metabolism parameters. The maintenance of body
composition, regardless of diet, provided an energy expenditure, with activity restriction
and at the beginning of the digestive period, of 9,68+1,04 kJ/kg/day, and, when
considering the animal under muscular and reproductive activity, of 22,86+2,30
kJ/kg/day.

Keywords: volatile fatty acids, liver biopsy, energy expenditure, animal nutrition,

reptiles, plasmatic lipoproteins
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1. INTRODUCAO

Comumente criados como pet, a espécie Chelonoidis carbonaria, conhecida
como jabuti-piranga, compde juntamente com o0s jabutis-tinga (Chelonoidis
denticulata) os Unicos representantes brasileiros da familia Testudinidae. Em vida livre
ocupam principalmente areas de campo aberto sendo encontrados em quase todos
0s biomas. Sao animais monogastricos, herbivoros generalistas e em seu habitat
apresentam dieta com ampla variacdo temporal e espacial, composta
majoritariamente de folhas, frutos e flores (Bjorndal, 1989; Almeida, 2011; Wang et al.,
2011).

A diversificacdo da dieta e a ingestdo de alimentos com baixo valor nutricional
sdo acompanhados por especificidades fisiolégicas e morfolégicas do trato
gastrointestinal que permitem melhor aproveitamento do alimento. Dentre estas pode-
se destacar longos periodos de retencao da ingesta (200 a 300 horas), acompanhados
pelo peristaltismo reverso intestinal permitindo melhor digestdo enzimatica e
fermentacao microbiana do material ingerido (Fritz et al., 2010). A elevada capacidade
fermentativa no intestino grosso, com elevada contribuicdo energética, também é
aspecto importante considerando a elevada ingestdo de componentes de parede
celular em um animal monogastrico.

Todos esses parametros digestivos sdo modulados pela composicao da dieta
e pelas condicBes climaticas ambientais, uma vez que os jabutis sdo animais
ectotérmicos. Essa caracteristica esta associada a baixas taxas metabdlicas, com
baixa necessidade energética e a possibilidade de espacamento na frequéncia de
alimentacdo, quando comparado aos mamiferos, o que pode gerar equivocos no
manejo nutricional em cativeiro. Destaca-se ainda, que devido ao desconhecimento
de suas necessidades nutricionais € comum o fornecimento de dietas
desbalanceadas, com baixos teores de fibra e elevado contetudo energético, dieta esta
distinta a encontrada em vida-livre (Carciofi and Oliveira 2007).

Apesar da escassez de estudos sobre o metabolismo energético de jabutis,
especialmente para as espécies tropicais, em Testudinidae, parece haver menor gasto

energético por quilograma de peso corporal em comparacdo aos demais répteis



herbivoros (Jodice et al., 2006), podendo acentuar ainda mais os desbalancos
energético na dieta oferecida em cativeiro. Como ja demonstrado em mamiferos, aves
e peixes, a ingestdo de dietas com elevados teores de gordura, promove uma
sobrecarga na lipogénese de forma a exceder a capacidade de metabolizacdo dos
lipideos por meio da sintese e secrecdo de lipoproteinas, promovendo acumulo em
tecido hepatico (Yan et al. 2015; Visscher et al. 2017).

Especula-se ainda que, para jabutis, assim como nos peixes, 0 consumo de
amido altamente gelatinizado, presente em abundéancia na dieta comumente fornecida
em cativeiro a base de racdo de cées, frutas e verduras, estimule as vias lipogénicas.
Por questdes fisioldgicas adaptativas, em jabutis, a lipogénese a partir da glicose
resulta na deposicdo de 2 a 27 vezes mais lipideos no figado do que nos adipécitos
(Marschall e Gist, 1973; Price, 2017), propiciando o surgimento de alteracdes de
cunho nutricional, como a lipidose hepatica.

E possivel que maior atividade fermentativa no intestino grosso com produc&o
de acidos graxos de cadeia curta, associada a menor aporte de glicose advinda da
digestao e absorcdo de amido possa reduzir a lipogénese, especialmente no tecidos
hepaticos (Polakof et al., 2012) diminuindo a possibilidade de distarbios do
metabolismo de lipideos. A menor ingestdo de gordura, por sua vez, ira reduzir a
sobrecarga no metabolismo de lipideos contribuindo com manutencdo de niveis
fisiol6gicos de gordura hepatica. Dessa forma, dieta com maior teor de fibra e menores
proporcdes de amido ou gordura, beneficiaram o metabolismo energético, reduzindo

a massa gorda corporal e melhorando a saude dos jabutis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria): distribui¢éo e conservagao
Das 760 espécies que compdem a ordem dos répteis, os jabutis-piranga
(Chelonoidis carbonaria) e tinga (Chelonoids denticulata) sdo o0s Unicos
representantes brasileiros da familia Testudinidae (Bérnils e Costa, 2015). O jabuti-
piranga esta distribuido em diversos paises da América do Sul e no Brasil ocupa quase
todos os biomas (Amazonia, Cerrado, Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica). E uma

espécie versatil, encontrada preferencialmente em areas de campo aberto e savana



(frequéncia de ocorréncia de 81%), podendo também ocupar florestas tropicais
(ocorréncia de 42%) (Jerozolimski, 2005).

Apesar de na maioria dos biomas brasileiros ndo estarem em risco de extincao,
a degradacdo do seu habitat, a caca e a exploracdo ilegal para comércio desses
animais podem ser fatores impactantes na sua conservacdo a médio e longo prazo.
Ja no estado de S&o Paulo, as populacdes de jabutis-piranga atingiram tamanho
critico sendo classificados como ameacados de extincdo (Martins e Molina, 2018).

A manutencdo das populagbes nativas de jabutis € importante para a
biodiversidade florestal. Em torno de 26 géneros e 15 familias de angiospermas foram
identificadas nas fezes de jabutis com ampla area de deslocamento, demonstrando a
contribuicdo na dispersdo de sementes, sendo esta considerada similar ao papel de
aves e mamiferos, que sdo os principais agentes dispersores (Jerozolimski, 2005;
Strong e Fragoso, 2006).

Uma forma de manter a populacéo e resguardar a espécie € sua manutencao
legal em cativeiro, associado a programas de reproducdo e reintroducdo. No entanto,
para que isso ocorra adequadamente faz-se necessério conhecer as particularidades
anatomo-fisiolégicas, manejo reprodutivo e suas necessidades nutricionais, de modo
a se fornecer dietas nutricionalmente balanceadas (Oftedal e Allen, 1996). Além disso,
jabutis-piranga sao tradicionalmente mantidos como pet no Brasil o que reitera a
importadncia de mais estudos sobre o manejo alimentar da espécie quando em
cativeiro.

O manejo e a nutricdo inadequados estdo entre as principais causas de
doencas em répteis cativos, sendo pontos importantes para sua conservacao
(Paranzini et al., 2008). Animais mal nutridos sé&o propensos a desenvolver desordens
reprodutivas, como a infertilidade e retencdo de ovos, sendo ponto essencial nos
programas de conservacdo da espécie (Innis e Boyer, 2002), além de desenvolverem
inUmeras doencas nutricionais e infecciosas que limitam sua qualidade de vida e
longevidade (Oftedal e Allen, 1996; Boyer e Scott, 2019).

2.2. Dieta e aspectos morfofisiolégicos do trato digestoério

Com relacdo a alimentacédo natural dos jabutis-piranga, sabe-se que estes
apresentam habito alimentar herbivoro generalista, sendo a sua dieta influenciada

pela disponibilidade do alimento (Bjorndal, 1989; Wang et al., 2011). Diante desta



particularidade, apresentam importante consumo de frutos, flores e folhas, que
representam, respectivamente, 46,7%, 26,5% e 12,9% da sua dieta (Bjorndal, 1989;
Almeida, 2011; Wang et al.,, 2011). Em areas de floresta tropical, a diversidade
alimentar encontrada nas fezes de jabutis-piranga abrange majoritariamente
estruturas vegetativas de plantas, frutos, sementes, fungos, e também vertebrados e
invertebrados, estes dois Ultimos com maior importancia para 0s animais jovens
(Jerozolimski, 2005; Moskovits e Bjorndal, 1990).

A diversificacéo da dieta, tanto para jabutis-piranga (C. carbonaria) quanto para
jabutis-tinga (C. denticulata), est4 associada a esta¢do do ano e consequentemente a
disponibilidade dos itens alimentares. Assim, por exemplo, 30% da dieta pode ser
composta por flores na estacdo seca e 70% por frutos durante a estacdo chuvosa
(Moskovits e Bjorndal, 1990). Para estas duas espécies, a dieta apresenta como
principal composigéo itens ricos em parede celular, com baixa fermentabilidade,
teores reduzidos de nitrogénio e minerais, além de apresentar elevadas
concentracfes de calcio (Moskovits e Bjorndal, 1990). Apesar dessas inferéncias
sobre os alimentos preferidos, a composi¢do quimica da dieta consumida ao longo do
tempo, bem como as necessidades nutricionais da espécie ainda nao foram definidos.

Essa diversificacdo da dieta e as caracteristicas anatbmicas do trato digestorio
envolvidas na apreensdo, degluticio e digestdo do alimento culminaram em
adaptacdes como longos periodos de retencdo da ingesta (de 200 a 300 horas) e
elevada capacidade de fermentag&o microbiana no intestino (Fritz et al., 2010). Além
disso, esses animais possuem peristaltismo reverso, ou antiperistaltismo no intestino
grosso, que € modulado pelo tipo de dieta ingerida, permitindo maior retencédo e
digestdo do alimento (Bjorndal, 1989). O antiperistaltismo, que ocorre do coprodeu
sentido a valvula ileocdlica, desloca os compostos nitrogenados da urina ao intestino
e assim também atua fornecendo nitrogénio para a fermentac&o microbiana (Stevens,
1989).

Para jabutis-piranga, a digestibilidade da matéria organica variou de 36% a 69%
conforme a composicao do alimento e seu teor de parede celular, demonstrando o
seu efeito negativo no aproveitamento do alimento (Bjorndal, 1989). Essa mesma
resposta foi observada em diversas espécies de jabutis, apresentando digestibilidade
da matéria organica variando entre 36% e 96% conforme a dieta, sendo 0s maiores
valores observados para Geochelone pardalis e Geochelone nigra (Barboza, 1995;
Bjorndal, 1989; Liesegang et al., 2001; Hatt et al., 2005; Lickel, 2010). A elevada



ingestao de alimentos fibrosos, com predominancia de contetdos de parede celular
(celulose, hemicelulose e lignina), reduz a digestibilidade do alimento apesar das
adaptacdes anatomo-fisioldgicas dos jabutis para melhorar o seu aproveitamento.

O material fibroso nédo digerido segue ao longo do trato gastrointestinal
chegando ao ceco e colon, sitio priméario de fermentacdo, com formacdo de acidos
graxos de cadeia curta, destacando a producdo de acetato (69 a 84% do total
produzido) (Barboza, 1995; Bjorndal, 1997). A fermentacdo desse material é
responsavel por fornecer elevados teores de energia ao animal correspondendo de
22 a 64% da energia digestivel ingerida para jabutis consumindo peletes com alta fibra
(48,4% FDN) e grama (Barboza, 1995).

Estudo de Bjorndal (1989), com jabutis-piranga e tinga verificou que a ingestao,
taxa de retencdo gastrointestinal e digestibilidade da dieta s&o significativamente
influenciados pela composi¢cado quimica do alimento, elevada propor¢cdo de parede
celular requer maior tempo de fermentacdo com reducdo na ingestdo alimentar e
aumento no tempo de retencdo do alimento no trato digestério. Essas caracteristicas
fisiol6gicas e de comportamento alimentar possivelmente alteram a digestibilidade dos
alimentos e o0 gasto energético para as atividades rotineiras, como forrageamento,

alterando o metabolismo destes animais.

2.3. Alteracdes no metabolismo energético de jabutis em cativeiro

Praticamente inexistem estudos sobre nutricdo e metabolismo energético de
jabutis-piranga tanto em vida-livre quanto em cativeiro. Contudo, sugere-se que a
restricdo de espaco resultando em menor atividade fisica, associada a disponibilidade
continua de alimento, sejam fatores que alterem significativamente a condicdo
metabdlica e nutricional em relacéo a vida livre, necessitando ser considerados. Em
funcdo da falta de informacdes, dietas desbalanceadas sdo rotineiramente
empregadas em cativeiro, compostas de racdo de cdes complementada com frutas,
carne e folhas, em propor¢cdes empiricas que ndo atendem as necessidades
nutricionais da espécie (Donoghue e McKeown, 1999). Estas dietas apresentam
elevados teores de energia, advinda de amido, aclUcares e gordura, com baixa fibra.
Por outro lado, em vida livre, a dieta destes animais chegam a apresentar mais de
50% de fibra bruta (Moskovits e Bjorndal, 1990; Almeida, 2011), com importante

variacao espacial e temporal de disponibilidade. Assim, € possivel que as dietas em



cativeiro alterem as respostas metabdlicas pds-prandiais e o metabolismo energético
(Andrade et al., 2005b), influenciando a saude dos jabutis.

Consumo elevado de amido e gordura elevam o teor energético da dieta e seu
consumo continuo e prolongado pode estar associado a manutencdo cronica de
balanco energético positivo (Rawski e Jozefiak, 2014), com ocorréncia de obesidade
e mudancas nas vias metabdlicas para obtencéo de energia. Em cagados da espécie
Pelodiscus sinensis, o consumo de dietas contendo 14% de extrato etéreo promoveu
acumulo de lipidios intra-hepatico com aumento no estresse oxidativo e alteracao nas
enzimas marcadoras de leséo neste tecido (AST e ALT), acompanhado por elevacao
na concentracdo de colesterol, triglicérides e de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), com reducao nas lipoproteinas de alta densidade (HDL)(Zhong et al., 2020).

O amido proveniente da racdo de cdes comumente apresenta-se sob elevada
gelatinizagéo, resultado do processo de extrusédo, sendo disponibilizado facilmente
pelas amilases como glicose para absor¢cdo no intestino delgado. Quando em
excesso, a glicose alimentar pode ser transformada em glicogénio hepatico ou ser
convertida em &cidos graxos e triacilglicerol via Acetil-CoA e acido graxo sintetase
(Price, 2017). Devido a inexisténcia de dados a respeito para jabutis, especula-se que
informacdes disponiveis sobre peixes possam ser consideradas como modelos para
as possiveis consequéncias metabdlicas do consumo elevado de amido.

Em peixes carnivoros, a ingestdo de dietas com elevados teores de amido
gelatinizado, especificamente acima de 20% para espécies Oncorhynchus mykiss e
Dicentrarchus labrax e acima de 10% para Micropterus salmoides, promove aumentos
nas concentracfes plasmaticas de colesterol e fosfolipideos e no conteudo lipidico do
figado. Ocorre também elevacdo na atividade de enzimas hepdaticas responsaveis
pela lipogénese (ME e G6PDH) e no RNA mensageiro CYP3A27, responsavel pela
regulacdo do metabolismo de lipidios (Kamalam et al., 2012; Castro et al., 2015; Zhang
et al., 2020). Os peixes herbivoros e onivoros, apesar de apresentarem maior
tolerancia a ingestao de amido em comparacao aos carnivoros, também estéo sujeitos
a lipogénese em inclusdes por volta de 30% de carboidratos amilaceos na dieta (Tan
et al., 2009; Wang et al., 2005; Li et al., 2016).

Para os jabutis em cativeiro, é possivel que dietas com maior teor de fibra e
reduzidas quantidades de amido e gordura favorecam a manutencao do metabolismo
energético, composicao corporal e saude. A menor disponibilidade de glicose advinda
do amido, que apresenta rapida digestdo e absorcdo, e menor disponibilidade de



triglicerideos da dieta, que se acumulam prioritariamente no figado, devera favorecer
a saude destes animais em cativeiro. Maior ingestéao de fibras representa aumento de
disponibilizacdo de substrato para a microbiota intestinal, com obtencéo de energia
advinda da producédo de &cido graxos de cadeia curta (Bjorndal, 1987), em detrimento
da metabolizacdo de glicose e triglicerideos. Menor absor¢cdo de glicose também
resultaria em menor lipogénese e lipidose hepatica, com melhor saude dos animais
(Polakof et al., 2012).

2.4. Lipidose hepatica: uma das principais desordens metabdlicas de
jabutis em cativeiro

Para jabutis em cativeiros, destacam-se inUmeros problemas nutricionais em
decorréncia do fornecimento de dietas improprias (Donoghue, 1998; Carciofi e
Oliveira, 2007; Mans e Braun, 2014). Além das evidentes deformacdes de carapaca,
comuns e secundarias a deficiéncia de célcio, alteracdes em tecido hepético, como
doencas degenerativas e esteatose sdo também de ocorréncia descrita (Divers e
Cooper, 2000; Carmel e Johnson, 2018; Boyer e Scott, 2019).

A presenca do casco dificulta a avaliagdo nutricional completa com
determinacao da condicdo corporal e o diagnéstico de obesidade em testudines. Uma
forma de se obter avaliacdo mais precisa, porém de acesso mais complexo, € pela
Absorciometria de raios-X de dupla energia (DEXA) e utilizando tracadores isotopicos
como a agua duplamente marcada (DLW)(Stone et al., 2010). A utilizacdo do DEXA
permite melhor abordagem da composicdo mineral e de possiveis desordens
secundarias ao metabolismo de calcio (Stone e Turner, 2012), além de permitir
inferéncia sobre o metabolismo energético verificando a composicdo de massa magra
e gordura corporal. A DLW permite se conhecer a composicao hidrica, de gordura e
massa magra permitindo a descriminag¢éo do acumulo lipidico e obesidade.

Casos de obesidade sao descritos em répteis e estdo associados a mudancas
no metabolismo energético (Mcarthur e Barrows, 2004a; Boyer e Scott, 2019). Estes
podem ser fator predisponente a desordens hepaticas, no sistema cardiovascular e
reprodutivo (Carmel e Johnson, 2018). Mamiferos mantidos em dietas com elevado
teor de gordura apresentaram aumento nos metabdlitos lipidicos (acidos graxos,
fosfatidilcolinas e lisofosfatidilcolinas) e diminuicdo nos intermediarios desse

metabolismo (betaina, carnitina e acilcarnitina), indicando anormalidades no



metabolismo energético e de lipideos com acumulo de gordura (Kim et al., 2011).
Estudos em aves (Labonde, 1997; Aydin, 2005), caes (Brunetto et al., 2011) e gatos
(Jordan et al., 2008) associaram obesidade com alteracfes nas rotas metabolicas
para a obtencdo de energia, dislipidemias e consequéncias negativas em érgaos dos
sistemas cardiovascular e hepatico. Estes estudos, infelizmente ndo estao disponiveis
em testudines, mas € razoavel se aventar a hipotese que estes répteis terdo respostas
fisiopatoldgicas similares.

De dificil diagnostico e patogenia incompletamente compreendida, a lipidose é
desordem metabodlica multifatorial que parece estar associada ao consumo de
alimentos muito energéticos, ricos em colesterol e outras gorduras e carboidratos
digestiveis (Divers e Cooper, 2000; Wright, 2012; Boyer e Scott, 2019; Colon e
Gumpenberger, 2020). Em peixes, a ingestdo de alimentos com elevados teores de
amido promove o acumulo de lipideos hepaticos por modificagbes nas rotas
metabdlicas lipogénicas do sistema de novo, com efeito inclusive mais marcante que
o proporcionado pela ingestdo de gordura (Prisingkorn et al., 2017; Xie et al., 2017).

Estudos com tartarugas e lagartos demonstraram que a taxa de transformacgéao
de glicose em lipideos depositados no tecido hepético é maior que o deposito em
tecido adiposo (Da Silva e Migliortni, 1990). A deposicdo hepatica de triglicerideos
pode ser 2 a 27 vezes maior que a em tecido adiposo (Marschall e Gist, 1973; Price,
2017), o que pode ser fator chave no desenvolvimento de alteracdes hepaticas como
a lipidose. Isso demonstra possivel regulacdo dos niveis glicémicos através de
lipogénese hepatica em répteis, efeito similar ao encontrados em peixes, animais
também ectotérmicos (Hemre et al.,, 2002). Porém, a participagdo do amido na
etiologia dessa desordem nédo é bem definida para jabutis, mas quando alimentados
por longos periodos com dietas de cao, que séo ricas em amido e gordura, parecem
apresentar esta alteracdo no tecido hepatico. Além disso, obesidade consequente a
elevada ingestdo de amido também é considerada fator predisponente e propicia o
acumulo de gordura celomatica (Divers e Cooper, 2000; Wright, 2012).

Por serem alteracdes cronicas e insidiosas, a lipidose e degeneracéo hepaticas
geralmente ndo produzem sinais clinicos especificos, muitas vezes sendo achados
post mortem. O diagnostico de alteragBes hepaticas em répteis € realizado pela
associagcdo do histérico clinico, analises hematologicas, bioquimica sérica,
ultrassonografia e, prioritariamente por biopsia hepatica (Dutra, 2014). Recentemente

alguns estudos vem validando o uso de tomografia computadorizada no diagnoéstico



da lipidose em répteis (De Albuquerque Bonelli et al., 2013; Nardini et al., 2013
Marchiori et al., 2015), mas a biopsia ainda é o método mais preciso para a
determinacao e estadiamento da leséo.

A biépsia do tecido hepatico, associada a sua andlise histologica é
indispensavel no diagnostico e prové panorama acurado das possiveis alteraces do
orgao, definindo o prognéstico da doenca e os resultados do tratamento (Divers e
Cooper, 2000). A avaliacdo macroscopica em casos de lipidose revelam mudancas
na coloracdo do 6rgdo, alterando este de uma tonalidade marrom escura para um
tecido com tonalidades amareladas que se acentuam com o acumulo de lipideos
(Kassab, Shousha e Fargani, 2009). Ao exame histopatoldgico, a lipidose apresenta-
se como acumulo excessivo de lipidios no interior do hepatécito e podendo ser
classificada como macrovesicular ou microvesicular de acordo com o volume de lipidio
dentro em cada vacuolo quando comparado a um citoplasma com vacuoliza¢ao
fisiologica (Divers e Cooper, 2000). O seu desenvolvimento crénico pode estar
associado a processos inflamatoérios culminando em perda da funcéo tecidual com a
ocorréncia de fibrose (Lau, Zhang e Yu, 2017).

O diagndstico histologico da lipidose hepatica deve levar em consideracdo
dentre varios fatores, a espécie, estacdo do ano e status reprodutivo, uma vez que o
figado de répteis é 6rgéo de reserva lipidica para os periodos de hibernacgéo e para a
vitelogénese, com acumulo fisiolégico de lipideos prévia a estacdo reprodutiva
(Divers, 2019). Geralmente a presenca de elevado acumulo de lipidio intra-hepético é
acompanhado de mudancas estruturais no hepatocito com perda de funcdo, como
alteracdes nucleares degenerativas (piquinose e cariorrexis), presenca de infiltrados

inflamatorios e hiperplasia de células de Kupffer (Divers e Cooper, 2000).

2.5. Parametros hematolégicos e bioguimicos

As analises hematoldgicas e bioguimicas compdem importante ferramenta
clinica na medicina de répteis para avaliar a sanidade do animal, devido a dificuldade
de se obter avaliacéo fisica adequada e pela escassez de sinais clinicos acessiveis
durante o exame fisico (Andreani et al.,, 2014). Associada ao conhecimento da
alimentacéo fornecida, a avaliacdo hematoldgica nos déa indicativo da qualidade da
dieta, uma vez que a dieta esta fortemente correlacionada a imunidade e ocorréncias

de doencgas nos animais (Carciofi and Oliveira 2007). A ma-nutricdo de Podocnhemys



10

expansa foi marcada pela presenca de anemia normocitica hipocrémica e redugéo no
hematocrito com reducéo na contagem de leucdcitos totais juntamente com heterofilia
e basofilia (Tavares-Dias et al. 2009) demonstrando esses efeitos da nutricdo na
sanidade em répteis.

Para répteis, o estabelecimento dos valores de referéncia ainda é insipiente.
Estes sdo afetados por diversos fatores intrinsecos e extrinsecos ao animal, como as
condicBes climaticas ambientais e fatores nutricionais (Santos et al., 2009; Andreani
et al.,, 2014; Eatwell et al., 2014; Campbell, 2015). Para jabutis-piranga alguns
trabalhos trazem alguns valores de referéncia para os parametros hematolégicos e
bioquimicos (Tabela 1), porém a ampla variacdo da faixa de referéncia e a falta de
estudos mais completos dificulta, por vezes, a interpretacdo dos resultados (Dutra,
2014; Pereira, 2015; Bergamini, 2016; Gibbons et al., 2019).

Tabela 1. Valores de referéncias dos parametros hematologicos e bioquimicos
propostos para jabutis-piranga.

Parametros hematolégicos?

Valores de

referéncia?

Parametros bioguimicos?®

Valores de

referéncia*

Eritrocitos (x108 cél/uL) 0,36 — 0,68 Glicose (mg/dL) 38,08 — 137,36
Hemoglobina (g/dL) 4,27 - 8,30 Ureia (mg/dL) 5,00 — 56,47
Hematdcrito (%) 18,0 - 33,0 Proteina Total (g/dL) 2,44 — 5,95
VCM (fL) 403,1 -573,1 Albumina(g/dL) 0,30 -2,10
CHCM (g/dL) 19,73 -27,83 AST (UI/L) 73,90 - 517,65
Leucdcitos (cél/uL) 5300 - 14182 Fosfatase alcalina (UI/L) 23,73 -111,28
Heterofilos (cél/uL) 1245 - 8005 Creatina quinase (UI/L) 123,1 — 2935,4
Eosindfilos (cél/uL) 38,43 — 2519 Colesterol (mg/dL) 79,0 — 448,83

Basofilos (cél/uL) 136 — 2373 Triglicérides (mg/dL) 27,18 - 1127,28

Linfécitos (cél/uL) 681 — 6827 HDL col (mg/dL) 22,2-33,1

Mondcitos (cél/uL) 0-718 LDL col (mg/dL) 55,2 -117,3
VLDL col (mg/dL) 11,6 — 24,0

1VCM - volume corpuscular médio; CHCM — Concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
2Valores de referéncia segundo Bergamini (2016).

SAST - aspartato aminotransferase; HDL col — lipoproteina de alta densidade carreadora de colesterol;
LDL col — lipoproteina de baixa densidade carreadora de colesterol; VLDL col — lipoproteina de muito
baixa densidade carreadora de colesterol.

“Valores de referéncia segundo Bergamini (2016) e Pereira (2015).

O sexo € fator importante a ser considerado na avaliacdo hematologica de
répteis, sendo descritos maiores valores de hematocrito e concentracdo de

hemoglobina em machos para alguns Testudines (Nardini et al., 2013; Campbell,
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2015). O longo periodo de duracao dos eritrocitos, que em quelbnios € de 600 a 800
dias, € acompanhada por renovacao celular mais lenta com consequente mudanca
tardia no hemograma, devendo ser consideradas na avaliagdo hematologica. A
presenca de anemias regenerativas sdo achados comumente verificados em répteis
gue passaram pelo processo de hibernacdo ou brumacao (Eatwell et al., 2014).

Com relacdo a contagem diferencial de leucdcitos, répteis apresentam
granuldécitos (heterofilos, eosinofilos, basofilos) e agranulécitos (mondcitos, azurofilos
e linfécitos), em queldnios os heterofilos séo os principais tipos celulares com fungéo
similar aos neutroéfilos encontrados em mamiferos (Stacy et al., 2011; Nardini et al.,
2013; Eatwell et al., 2014). Os azurdfilos sdo especificos de répteis e comumente
observados em esquamatas e crocodilianos, associados a processos inflamatorios e
infecciosos (Stacy et al., 2011).

E comum em répteis mantidos em cativeiro se observar alteracdes metabolicas
de origem nutricional e por manejo ambiental inadequados, com mudancas nos
parametros bioquimicos (Campbell, 2012). Dietas altamente proteicas promovem
elevacdes na concentracao sérica de ureia e proteina total (Campbell, 2012; Andreani
et al., 2014), bem como a situacdo de ma nutricdo e ma absorcao de nutrientes sdo
algumas das causas de hipoproteinemias em répteis (Campbell 2012).
Hipoalbuminemias também podem estar estreitamente relacionadas a méa nutricéo,
com reducédo na ingestdo de aminoacidos, bem como a diminuicdo na sua producao
por desordens hepéticas ou ainda por déficit na absor¢cdo e aumentos nas perdas
(doencas intestinais, renais, dentre outras) (Eatwell et al., 2014).

Assim como para aves e mamiferos, aumentos nas enzimas hepaticas sdo
sugestivas de lesdes neste tecido. Para répteis, aumentos maiores que 250 UI/L nas
concentragfes de aspartato aminotransferase é indicativo de les@o hepatica ou injuria
muscular, sendo entdo avaliada em conjunto com os valores de creatinina quinase
(CK), marcador que indica lesdo muscular (Campbell, 2012). A fosfatase alcalina para
estes animais ndo € especifica do tecido hepatico, sendo encontrada em tecidos
0sseos e reprodutivos, devendo a sua interpretacdo para injuria hepatica ser cautelosa
e associada a outras analises (Andreani et al., 2014).

Dislipidemias comumente sao avaliadas por meio do perfil sérico de
triglicerideos e colesterol. Outra forma de se avaliar as desordens do metabolismo de
lipideos, descrita em diversas espécies, mas ndo comumente avaliada em Testudines,

€ pela determinacdo das lipoproteinas plasmaticas e suas fracdes (Aydin, 2005;
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Jordan et al., 2008; Ravich et al., 2014). Por estarem associada diretamente ao
transporte dos triglicerideos e colesterol, a avaliagdo das lipoproteinas de alta, baixa
e muito baixa densidade (HDL, LDL e VLDL, respectivamente) fornece perfil preciso
da metabolizacédo dos lipideos, sejam eles advindos da dieta ou de sintese endégena
(Price, 2017).

2.5.1. Lipoproteinas plasmaticas e o metabolismo de lipideos

As lipoproteinas sdo macromoléculas de estrutura complexa formadas pela
associacdo de lipideos e proteinas especificas (apoproteinas ou apolipoproteinas).
Estas diferem quanto a composi¢cdo, tamanho e densidade, com a funcédo de
transportar moléculas de lipideos advindas dos alimentos para armazenamento e
utilizacdo (Nelson e Cox, 2004; Araujo et al., 2015). De acordo com a densidade da
molécula, originada pelas porcdes entre triglicerideos e proteinas, as principais
lipoproteinas séo: quilomicrons, VLDL (Very-low-density lipoproteins) - lipoproteinas
de muito-baixa-densidade, IDL (Intermediate-density lipoproteins) - lipoproteinas de
densidade intermediaria, LDL (Low-density lipoproteins) - lipoproteinas de baixa-
densidade e HDL (High-density lipoproteins) - lipoproteinas de alta-densidade (Araujo
et al., 2015; Price, 2017).

ApoOs a ingestéo, os triglicerideos presentes no alimento sédo hidrolisados por
lipases pancreaticas a acidos graxos livres e monoacilglicerol, os quais sédo absorvidos
pelos enterdcitos e reesterificados. O transporte dos triglicerideos formado nos
enterdcitos para os tecidos periféricos ainda ndo esta bem elucidado para répteis, ndo
havendo consenso sobre a presenca de quilomicrons (mamiferos) ou portomicrons
(aves) (Price, 2017; Beaufrere et al.,, 2020). Os quilomicrons ou portomicrons
apresentam elevado tamanho com muito baixa densidade (maior teor de lipideos) e
carreiam colesterol e seus ésteres, vitaminas lipossoluveis, e principalmente
triglicerideos oriundos do intestino (Araudjo et al., 2015; Beaufrére et al., 2020).

Formada no figado, as VLDL séo responsaveis por transportar os lipideos
oriundos da dieta e da lipogénese a partir dos lipideos excedentes ou dos demais
substratos (carboidratos e proteinas) via sintese de novo para os tecidos periféricos
(Price, 2017). Em peixes, a ingestao de dietas ricas em carboidratos, especialmente
de amido gelatinizado favorece as vias de biossintese de colesterol, com elevacao
dos niveis de VLDL e LDL circulantes (Castro et al., 2015). As LDLs por sua vez, séo

formadas apds a transferéncia de triglicerideos e ésteres de colesterol das VLDLs
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para HDL. Dessa forma, a VLDL se torna uma LDL que € entdo destinada aos tecidos
periféricos onde ira liberar colesterol, ou ainda retornar ao figado com este colesterol.
O HDL por sua vez é capaz de captar as apoproteinas formadoras de lipoproteinas
servindo como um reservatorio destas, além de receber o colesterol ndo esterificado
promovendo a sua esterificacdo e realizando o transporte reverso do colesterol
(Araujo et al., 2015; Price, 2017).

As LDLs estéo associadas a alteracGes cardiovasculares em seres humanos,
enquanto a HDL apresenta um efeito cardioprotetor na formacdo de placas
ateromatosas (Beaufrére et al., 2020). Entretanto, para psitacideos, essa correlacao
entre as lipoproteinas, as dislipidemias e as desordens cardiovasculares parecem nao
seguir o mesmo padrédo com diferencas estruturais e funcionais nas lipoproteinas
entre mamiferos e aves (Beaufrére et al., 2020). Para répteis, ndo ha estudos sobre
essa correlacdo, mas LDL € o principal carreador de colesterol, representando 90% e
82% para fémeas e machos, respectivamente, ficando para o HDL apenas 12% deste
composto (Asadi et al., 2007).

Valores de referéncia e a correlagdo das lipoproteinas de répteis com
alteracOes cardiovasculares ainda sédo escassos. Para jabutis-piranga, a fracdes de
lipoproteinas carreadoras de colesterol apresentaram valores de 11,61 — 24,02 mg/dL
para VLDL, 55,21-117,34 mg/dL para LDL e 22,21 — 33,06 mg/dL para HDL (Pereira,
2015). No entanto, mais estudos sdo ainda necessarios para compreender e
estabelecer valores de referéncia para a espécie.

2.6. Metabolismo energético

7

Conhecer o metabolismo energético de répteis é fundamental para a
compreensao da ecologia, comportamento e evolucdo de suas espécies, uma vez que
esses animais apresentam adaptacdes especificas nos padrbes de alocacdo de
energia (Hopkins et al., 2004; Trullas et al., 2006). Diferentemente dos mamiferos e
aves, tanto répteis quanto anfibios apresentam baixo fluxo de energia e ingestao
alimentar, com elevadas taxas de conversao de biomassa, com valores médios de
eficiéncia de converséo dos nutrientes ingeridos em tecidos de 43,6%, enquanto para
mamiferos € de 1,4% (Pough, 1983).

Por serem animais ectotérmicos os jabutis, assim como os demais répteis, sao

fortemente afetados por fatores ambientais, apresentam baixas taxas metabdlicas
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basais e dinAmica de metabolismo energético diferente da dos mamiferos (Pough,
1983; Hailey e Loveridge, 1997). De acordo com a estacdo do ano e seu estado
fisioldgico, a taxa metabdlica destes animais pode variar em até 28 vezes (Hailey e
Loveridge, 1997; Henen, 1997a; Henen et al., 1998). Periodos de inatividade inerentes
a espécie sdo acompanhados por mudancas no metabolismo de lipidios, ocorrendo o
armazenamento fisiolégico de triglicerideos em tecido hepético, gbnadas, carcaca e
cauda (Sheridan, 1994; Price, 2017). Apesar dos estudos sobre necessidade
energeética serem escassos para a familia Testudinidae (Paranzini et al. 2008) sugere-
se gque estes queldnios apresentem menor gasto energético por quilograma de massa
corporal em comparacdo aos demais répteis herbivoros (Jodice et al., 2006), o que
poderia acentuar ainda mais o0s desbalancos energéticos e nutricionais nesses
animais quando recebem em cativeiro dietas inadequadas.

Fator limitante na compreensdo do metabolismo energético da espécie é a
escassez de estudos, a variabilidade e diferencas nos métodos e conducdo dos
estudos disponiveis, além da maioria dos estudos abrangerem animais mais jovens
cujo metabolismo é mais intenso devido ao crescimento. A maior parte dos trabalhos
encontrados utilizaram o método de isotopos estaveis (doubly labeled water) com
animais em vida-livre, e ndo em cativeiro. E descrito que os valores de gasto
energético em vida-livre, para animais endotérmicos, podem diferir em até 50% em
comparacao a calorimetria indireta, no qual os individuos estéo restritos as camaras
com limitada atividade fisica e baixa demanda energética muscular (Nagy e
Montgomery, 1980; Weathers e Nagy, 1984; Williams e Nagy, 1984). Nos estudos em
vida-livre, importante componente do gasto energético é representado por atividade
muscular, o que explica maiores valores quando comparados aos estudos de

calorimetria indireta com animais restritos a camaras de respirometria.

2.6.1. Calorimetria Indireta

Uma forma de se mensurar o gasto energético do animal é por calorimetria
indireta. Esta conceitua-se como a medida da producéo de calor do animal, avaliada
por meio da producdo de diéxido de carbono e consumo de oxigénio durante a
utilizag&@o dos substratos (proteina, carboidratos e gorduras) oriundos da alimentagéo
e/ou reservas corporais por via aerobia (Elia e Livesey, 1992; Battley, 1995; Arch et
al., 2006). Nesta metodologia, a espécie de estudo é alojada e aclimatada em camaras
respiromeétricas completamente vedadas, por determinado periodo de tempo, e toda
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a producdo de dioxido de carbono (VCO2) e consumo de Oz € mensurada através de
analisadores considerando o fluxo de ar que passa pelo sistema (Lighton 2008).

Em diversas espécies de mamiferos, aves e insetos, a calorimetria indireta ja
foi validada e amplamente aceita como metodologia para mensuracdo da taxa
metabdlica (Kristin e Gvozdik, 2012). Em répteis, essa metodologia ja foi utilizada na
determinacdo do metabolismo energético e fisiologia respiratoria utilizando o sistema
de respirometria aberta, com fluxo de ar constante, ou fechada, com restricdo do fluxo
de ar por periodos determinados (De Andrade e Abe, 1999; Brown, Nagy e Morafka,
2005; Toledo et al., 2008; Goessling, Mendoncga e Appel, 2018).

Utilizando essa metodologia, destacam-se estudos com lagartos, serpentes e
crocodilos avaliando o efeito da ingestdo e composicao das dietas no metabolismo
energético (Secor e Phillips, 1997; Iglesias et al., 2003; Mccue, 2006). Tanto a
quantidade como a composicdo do alimento ingerido estdo estreitamente
correlacionados com a taxa metabdlica e o gasto energético para digestao, absorcao
e utilizacdo dos nutrientes (Wang et al., 2001). Este efeito avaliacdo € conhecido como
specific dynamic action (SDA) ou incremento caldrico e esta associado a elevada
demanda energética do periodo pré e pés-absortivo (Hailey, 1998; Secor, 2009). E
descrito, por exemplo, em pitons aumentos de mais de 40 vezes na taxa metabdlica
em comparacdo com os valores basais (Secor e Diamond, 1995). Alimentos com
maior teor proteico tendem a induzir maior SDA em resposta a deaminacdo de
aminoacidos, sintese proteica e excrecao nitrogenada (Borsook, 1936; Andrade et al.,
2005a), com valores de 0,8 L O2/ g de proteina absorvida para Kinixys spekii (Hailey,
1998).

Para queldnios, a respirometria foi mais explorada em estudos sobre fisiologia
respiratéria e dos efeitos das condi¢cdes ambientais como temperatura e fotoperiodo
(Litzgus e Hopkins, 2003; Goessling et al., 2018). Apesar de haver alguns estudos na
area, este método ainda néo foi bem padronizado para jabutis, havendo lacunas
guanto ao sistema respirométrico a ser utilizado e quanto aos calculos para obtencéo
do gasto energético. Em sua maioria, os artigos consideram apenas um dos gases
analisados (CO2 ou O2) no estabelecimento da producéo de calor, possivelmente
reduzindo a precisdo do método. Dentro de uma mesma espécie, a amplitude de
variaveis intrinsecas (sexo, idade, peso corporal, adiposidade) e extrinsecas (dieta,
temperatura, periodo de mensuracdo dos gases, estacdo do ano) que interferem na

avaliacao e também dificultam a comparacao de resultados (Arch et al., 2006; Glazier,
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2005, 2009; c; Burton et al., 2011) e a extrapolacdo de valores encontrados na
literatura.

Os trabalhos encontrados para jabutis-piranga abrangem aspectos sobre
fisiologia respiratdria de animais em jejum de pelo menos cinco dias sob diferentes
temperaturas, com valores de VO2e VCOz, respectivamente, variando de 0,21 a 1,18
ml.kgt.minte 0,14 a 1,33 ml.kg.min, para animais jovens e 0,07 a 0,29 ml.kgt.min-
1 e 0,03 a 0,30 ml.kgt.mint em animais adultos (Bau 2016; de Oliveira 2018).
Comparativamente, para espécies do deserto (Gopherus polyphemus e Gopherus
agassizii), encontra-se valores de VO: variando de 0,26 a 0,32 ml.kgt.min"t (Ultsch
and Anderson 1988; Goessling et al. 2018), valores abaixo ao encontrado em outras
espécies de queldnios (Testudo gigantea: 0,77 a 2,45 ml.kg*.min"1, Testudo hermanni:
0,21 a 2,50 ml.kgt.mint, Hughes et al., 1971; kinixys spekii: 0,06 a 0,99 ml.kg™.min,
Hailey e Loveridge, 1997; Hailey, 1998).

2.6.2. Agua duplamente marcada

A utilizacdo de isOtopos estaveis é ferramenta importante nos estudos de
ecologia. E baseada em elementos cujo peso molecular se distingue devido ao
namero de prétons no ndcleo do seu atomo, com baixa abundancia na natureza
(Roberts 1989). Muitos estudos envolvendo ecologia langam méo desse principio na
elucidacdo de pontos importantes sobre fisiologia, comportamento e nutricdo de
diversos animais. Comumente utilizam os isétopos de hidrogénio e oxigénio,
representados pelo deutério (°H) ou tritio (°*H) e pelo oxigénio 18 (*80) (Carter et al.,
2019; Nagy, 1989). Por ser is6topo radioativo, o tritio vem sendo substituido
amplamente pelo seu is6topo estavel deutério.

Esse método é fundamental para estudos em animais de vida livre, isso porque
ndo demanda restricAo da atividade apenas necessita de breves periodos de
contencdo para marcacéo do animal, pesagem, obtencéo de amostras de sangue e
aplicacao do isotopo (Nagy, 1989). O método baseia-se na incorporacao dos isotopos
estaveis na agua corporal do animal, aguardando-se o estabelecimento de equilibrio
isotopico. Ha posteriormente a utilizacdo e eliminacdo dos is6topos nas vias
metabdlicas produzindo CO:2 e H20, sendo acompanhado o seu desaparecimento nos
fluidos corporais ao longo do tempo (Roberts, 1989).

Para mamiferos, a sua utilizacdo vem sendo melhor explorada na mensuragao

de parametros referentes a produgédo de COz2, gasto energético, fluxo de agua diario
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e composicdo corporal, tanto em condi¢des fisiolégicas quanto em alteragcbes
metabdlicas (Nagy e Milton, 1979; Roberts, 1989; Acquarone et al., 2006; Goloni et al.
2020). Em répteis, os estudos envolvendo a agua duplamente marcada sdo mais
focados na producdo de CO2, gasto energético e fluxo de 4gua, com enfoque na
influéncia dos fatores ambientais sobre estes parametros. Nao se localizaram estudos
especificos para répteis que determinaram a composicao corporal por este método.

Estudos com jabutis-piranga utilizando esta metodologia, com os animais sob
atividade e alimentados nao foram encontrados e dificultam a comparagao e
interpretacdo mais precisa das necessidades energéticas para a espécie sob
situacdes de manejo comuns ao cativeiro com os animais desempenhando atividades
(alimentacao, deslocamento e reproducéo). A maioria dos trabalhos encontrados séo
descritos em espécies de deserto e descrevem 0 gasto energético dos jabutis de
diversas idades em vida-livre. Para Gopherus polyphemus, descreve-se um gasto
energético diario de 29,5 a 50,7 KJ.kgt.dia' com fluxo de dgua corporal de 11,8 a
26,6 mL.kg'.dial (Jodice et al. 2006); jA para Gopherus agassizii e Terrapene
carolina, avaliando o efeito das estacdes do ano sobre a taxa metabdlica, o gasto
energético abrangeu valores mais amplos variando de 9,9 a 45,8 KJ.kgt.diatle 17,5
a 68 KJ.kg1.dia?, respectivamente (Henen et al., 1998; Penick et al., 2002).

3. HIPOTESE E OBJETIVOS

E hipotese desse estudo que dietas com maior teor de fibra possam ser
benéficas ao metabolismo de jabutis, reduzindo a ocorréncia de dislipidemias e
desordens associadas, observados por mudancas nos parametros bioquimicos,
metabolismo energético e de lipideos, prevenindo acumulo de gordura corporal em
relacdo a alimento com maiores teores de amido ou gordura. A dieta com alta fibra e
baixa energia, ira ainda, contribuir para melhor saude hepatica, reduzindo as chances
de alteracbes como esteatose, comumente verificada em jabutis alimentados com
dietas de elevado teor de amido e gordura. Por outro lado, o consumo de alimentos
mais energéticos, com elevada gordura ou amido devera induzir elevagdo do consumo
de calorias, obesidade e acumulo corporal de gordura, podendo reduzir a saude dos

jabutis.
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Considerando o exposto anteriormente, sdo objetivos deste estudo avaliar o
consumo, digestibilidade dos nutrientes, tempo de transito gastrointestinal, formacéo
de produtos de fermentacdo microbiana, parametros seéricos do metabolismo de
gorduras, aspectos histopatologicos do tecido hepatico e o metabolismo energético
de jabutis adultos alimentados com ragdes extrusadas com elevados teores de amido

ou gordura comparadas a dieta com maior inclusdo de fibra.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
tratamentos (racfes) e 15 repeticdes por tratamento (jabutis), exceto o grupo que
recebeu a racéo alto amido que ficou com 14 jabutis devido ao 6bito de 1 animal no
periodo pré-experimental. Em cada tratamento, os animais foram balanceados quanto
ao sexo, totalizando 44 unidades experimentais. Os tratamentos experimentais foram
constituidos por trés racdes, sendo uma Controle, com maior teor de fibra em sua
composicdo, uma racdo com elevado teor de Amido e outro com elevada Gordura.

O experimento teve duracao total de 23 meses, divididos em dois periodos. O
periodo pré-experimental teve duracéo de 4 meses, destinados a avaliacdo da saude
dos animais, adaptacao destes ao recinto, manejo e consumo de alimento extrusado.
Nesta etapa todos os animais receberam a mesma racao extrusada pré experimental,
além de folhas de couve, hibisco ou amora. O periodo experimental propriamente dito
teve duracao de 19 meses, sendo: dia 1 — sorteio da racao experimental e distribuicéo
dos animais por tratamento; dias 1 a 3 —realizacdo de biopsia hepatica em 18 jabutis,
sendo 6 por tratamento, para andlise histopatolégica inicial do figado; dia 4 - coleta de
sangue para analises bioquimicas e hematologicas basais; dias 5 ao 19 — realizacéo
do teste de preferéncia das racdes experimentais; dias 60 ao 75 — determinagéao do
gasto energético, agua corporal e turnover hidrico pelo método da agua duplamente
marcada; dias 120 ao 270 —avaliacdo do tempo de transito gastrointestinal, ensaio de
digestibilidade e coleta de fezes para obtencdo de &acidos graxos volateis, lactato,
amonia e pH; dia 183 - coleta de sangue para analises bioquimicas e hematolégicas;
dias 365 ao 368 — foi realizada a segunda coleta de bidpsia hepatica, nos mesmos
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animais que foram biopsiados ao inicio do estudo para avaliagdo histologica do figado
e determinacdo da composicdo corporal por absorciometria de raios-X de dupla
energia; dia 368 - coleta de sangue para analises bioquimicas e hematoldgicas finais;
dias 423 ao 437 — determinagéo do gasto energético diario pelo método da calorimetria
indireta em camaras de respirometria; dias 447 ao 469- determinacao final do gasto
energético, agua corporal e turnover hidrico pelo método da agua duplamente
marcada; dias 572 ao 573— avaliacdo das lipoproteinas séricas por cromatografia
liguida (HPLC); dias ao 575 ao 587 - finalizacdo do estudo com o teste de preferéncia
das dietas experimentais nos recintos.

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Jaboticabal (Protocolo n® 016720/17).

4.2. Animais, recintos e manejo

Foram utilizados 44 Jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria) adultos, machos
e fémeas, com peso médio ao inicio do periodo experimental de 5,61+2,38kg. A
selecdo dos animais foi realizada previamente ao estudo mediante avaliagdo de
bioquimica sérica dos parametros glicémicos, de enzimas hepéaticas e lipidograma
associados a avaliacéo clinica com inspecéo de mucosas, desidratacdo, presenca de
lesbes e alteragdes em casco. Os animais foram alojados em trés recintos cobertos
com sombrite 80%, piso de terra e sem cobertura vegetal, com 5,00m de comprimento
por 6,00m de largura, area coberta (dormitorio) de 1,0m de largura por 3,00m de
comprimento, comedouros de 2,0m de comprimento por 0,25m de largura e
bebedouros semicircular de aproximadamente 1m de raio (Figura 1). Todos os
recintos possuiam area sombreada e com acesso ao sol permitindo a termorregulacéo
dos animais, bem como os bebedouros foram projetados de forma a possibilitar a
imersdo completa da cabecga para a adequada ingestdo hidrica. Em cada um dos
recintos foram alojados 15 jabutis, equilibrados quanto ao peso corporal e sexo. Os
animais foram provenientes do Bosque Municipal Fabio Barreto, Ribeirdo Preto - SP
e do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens, FMVZ/UNESP, Campus
de Botucatu, mediante aprovacgao prévia do IBAMA (SISBIO numero 60562-1). Todos
os animais foram marcados individualmente com microchips.

Durante o periodo experimental foram ofertados aos jabutis aproximadamente

20 gramas/animal/dia da respectiva racdo experimental em comedouros coletivos,
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sendo as quantidades ajustadas ao longo do ano de forma a permitir 0 consumo
alimentar e hidrico ad libitum. Neste periodo ndo foram fornecidos outros tipos de
alimento. O consumo por recinto foi verificado diariamente, pesando-se as

guantidades oferecidas e as sobras.

Figura 1. Estrutura geral dos trés recintos experimentais. A. Estrutura dos recintos
sem a cobertura com o sombrite. B. Aspecto do recinto sem cobertura
vegetal e ao fundo dormitério fechado. C. Detalhe do dormitério. D.
Comedouro coletivo em um dos recintos. E. Detalhes do comedouro
coletivo. F. Detalhe do bebedouro semicircular. G. Baias individuais
utilizadas nas coletas do tempo de transito gastrointestinal, digestibilidade
dos nutrientes e produtos de fermentagcéo microbiana intestinal. H. Detalhes
da baia individual.

De inicio os jabutis foram pesados semanalmente, para verificar se estavam
ingerindo adequadamente as ra¢cdes e mantendo ou ganhando peso corporal. ApGs o
periodo pré-experimental, estes passaram a ser pesados mensalmente. A
temperatura e umidade ambiente foram monitoradas e registradas diariamente
utilizando data logger Elitech GSP-6 (Jiangsu Jingchuang Eletronics Co. Ltd, China),
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verificando as flutuacdes climéticas ao longo do ano para possiveis interpretacées das

interferéncias no metabolismo dos animais (Figura 2).
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Figura 2. Temperatura e umidade ambiental média nos recintos durante o periodo
experimental.

4.3. Dietas experimentais

As racles experimentais foram formuladas para jabutis em manutencéo
(Tabela 2). Com excecao da racdo empregada no periodo pré-experimental, as racées
experimentais foram acrescidas de 0,25% de 6xido de cromo, como marcador externo
de digestibilidade. As dietas experimentais foram formuladas mantendo semelhante a
contribuicdo energética advinda da proteina e variando a participacdo da gordura e
dos extrativos ndo nitrogenados, conforme o objetivo de cada dieta experimental. Para
tal, utilizou-se nos calculos de obtencdo da energia metabolizavel uma contribuicédo
de 3,5 kcal, 8,5 kcal e 3,5 kcal para cada grama de proteina bruta, extrato etéreo e
extrativo ndo nitrogenado, respectivamente (Donoghue e Mckeown, 1999; Carciofi e
Oliveira, 2007).

As ragOes foram preparadas na Fabrica de Rac¢do Experimental da Faculdade
de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP - Univ. Estadual Paulista. Os
ingredientes foram pesados e misturados em trés lotes, de acordo com as formulagdes
(Controle, Amido e Gordura), sendo na sequéncia as misturas moidas em moinho de
martelos (Tigre, Moinhos Tigre, Sdo Paulo, Brasil) equipado com peneira com furos
de abertura de 1,4 mm. As farinhas moidas foram processadas em extrusora de rosca
simples (Modelo Mex-250, Manzoni Industria Ltda, Campinas, SP, Brasil) com

capacidade de producéo de 250 kg/h. A adicdo de agua no condicionador e no canh&o
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da extrusora, taxa de alimentacao e velocidade da rosca extrusora foram ajustadas
de acordo com as formulacdes, tendo-se como objetivo a producdo de extrusados

bem formados e com densidade adequada.

Tabela 2. Férmula das racfes para jabutis em manutencdo empregadas no estudo.
Composicao de ingredientes (%)

Item Pre- Controle Amido Gordura
experimental
Fibra de Cana 13,43 18,00 2,00 2,00
Polpa de Beterraba 10,00 18,32 4,00 4,00
Milho Gréo 20,28 8,00 48,24 28,52
Farelo de Soja 45% 14,77 4,00 12,69 22,66
Feno de Alfafa 6,00 10,00 3,00 1,00
Trigo Farelo 12,00 18,02 6,00 7,56
Farinha de Visceras de Frango 8,00 8,00 8,00 8,00
Farinha de Trigo 5,00 5,00 5,00 5,00
Levedura de Cana 2,50 2,50 2,50 2,50
Linhaga Integral 2,00 2,00 2,00 2,00
Palatabilizante liquido 2,00 2,00 2,00 2,00
Gordura de Aves 1,00 1,00 1,00 11,32
Oleo de Soja 1,00 1,00 1,00 1,00
Fosfato Bicalcico 0,52 0,62 0,60 0,49
Premix MIN/VIT * 0,50 0,50 0,50 0,50
Cloreto de Colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Sal Comum 0,25 0,25 0,25 0,25
Antifangico ? 0,10 0,10 0,10 0,10
DL - Metionina 0,06 0,13 0,04 0,01
Antioxidante 3 0,05 0,05 0,05 0,05
Calcério 0,33 0,01 0,53 0,54
Oxido crémico - 0,25 0,25 0,25

1 Adicdo por quilograma de ragdo: Vitamina A — 18.750 Ul, Vitamina D3 — 1.500 Ul, Vitamina E — 125
Ul, Vitamina K3 -1,5 mg, Vitamina B1 — 5 mg, Vitamina B2 — 16,2 mg, acido Pantoténico — 37,5 mg,
Vitamina B6 — 7,5 mg, Vitamina B12 — 45 mcg, Ac. nicotinico — 0,625 mg, Ac. félico — 0,75 mg, Biotina
— 0,315 mg, Ferro — 100 mg, Cobre — 9,25 mg, Manganes — 6,25 mg, Zinco — 150 mg, lodo — 1,87 mg,
Selénio — 0,135 mg

2 Mold-zap Aquativa. Composicdo: diproprionato de amoénia, acido acético, acido sérbico e acido
benzoico (Alltech do Brasil Agroindustrial Ltda.).

3 Banox. Composicdo: BHA, BHT, galato de propila e carbonato de célcio (Alltech do Brasil
Agroindustrial Ltda.)

Apés estabilizacdo da extrusora foram mensuradas a cada 15 minutos a
amperagem do motor, presséo e temperatura da massa na extrusora, produtividade e
densidade aparente do extrusado (Tabela 3). ApOs extrusao, os kibbles foram secos
por 15 min em secador vertical de duas passagens, operando a 105°C. Foram

coletadas a cada 15 minutos amostras da ragdo no pré-condicionador, na saida da
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extrusora e no secador para avaliacao do teor de umidade durante o processo. Apos
a secagem, os extrusados foram recobertos com 6leo de visceras de frango, 6leo de

soja e palatabilizante liquido, conforme formulacéo, sendo na sequéncia embalados.

Tabela 3. Parametros do processo de extrusdo e macroestrutura dos kibbles das

dietas experimentais (Média + Desvio Padrao).

Parametros Pré- Dietas Experimentais
experimental Controle Amido Gordura

Pré-condicionador

Temperatura (°C) 35,1+0,8 30,8+1,2 26,9+1,2 28,8+2,2

Umidade na saida (%) 98,5+0,6 95,3+1,0 85,0+1,0 95,0+0,8
Extrusora

Amperagem do motor (A) 41,8+1,2 45,2+0,5 41,2+1 .5 44,7+1,5

Temperatura da massa (°C) 139,8+4,1 144,0+5,9 138,319,6 146,5+£1,3

Pressado da massa (Bar) 20,610,9 27,2+0,9 18,4+5,1 23,9+0,8

Produtividade (kg/h) 182,5+17,4 174,8+15,3 178,7+18,9 225,5+3,8

Area aberta da matriz (mmz/ton/h) 175,5+17,4 91,6+8,3 269,2+30,2 141,1+2,3
Energia mecénica especifica

KW-h/ton 15,9+0,6 22,3124 15,6+3,9 16,5+1,7
Pardmetros dos kibble

Densidade aparente (g/L) 339,0+12,7 314,845,0 352,3+14,6  348,0+16,7

Taxa de expansao radial 0,15+0,01 0,46+0,04 0,09+0,01 0,21+0,01

Densidade especifica (kg/m3) 0,54+0,65 0,46+0,04 0,47+0,06 0,42+0,03

Comprimento especifico (mm/g) 76,0£12,1 96,315,9 54,5+3,6 57,1+6,2
Gelatinizagdo do amido (%) 94,9+0,0 100,0+7,35 88,815,7 92,8+2,9

A avaliacdo de macroestrutura dos kibbles foi realizada em 40 kibbles obtidos
aleatoriamente na saida da secadora, realizando-se a mensuracdo do seu
comprimento (mm), didmetros (mm) e massa (gramas). A partir desses dados
determinou-se a taxa de expansdo radial (ER), comprimento especifico (CE) e
densidade especifica (DE) sendo:

ER = diametro® / (diAmetro abertura matriz*)
CE (mm/g) = comprimento / massa
diametro

DE (g/cm®) = (4 xmassa) / ((m X (( 5

)2 X comprimento)
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O indice de gelatinizagdo do amido foi determinado pelo método da
amiloglucosidase segundo (Sa et al., 2013), de modo a se acessar a qualidade de
processamento e cozimento das ragoes.

Devido ao longo periodo experimental as ragcées foram produzidas 3 vezes ao
longo do experimento, de modo aos animais receberem dietas com qualidade

nutricional adequada, recém produzidas e se prevenir a ocorréncia de oxidacao.

4.4. Protocolos experimentais
4.4.1. Avaliacdo morfométrica dos jabutis

O crescimento dos jabutis ao longo do periodo experimental foi aferido por meio
de avaliacdo morfométrica do casco e as mudancas na composi¢ao corporal foram
aferidas através do volume e densidade corporal. Para isso, as mensurag6es foram
realizadas nos 44 jabutis a cada dois meses, no periodo da manha, antes do
fornecimento de alimentos.

A morfometria foi realizada utilizando-se paquimetro florestal (modelo Suta
Tecmater, Tecmater, Parand, Brasil) com capacidade méaxima de leitura de 100 cm
para as mensuracdes de Comprimento reto da carapaca (CRC), Largura Reta da
Carapaca (LRC), Comprimento Reto do Plastrdo (CRP), Largura Reta do Plastréo
(LRP) e Altura do Casco (AC); ja para as medidas de Comprimento da Curvatura da
Carapaca (CCC), Largura Curva da Carapaca (LCC), Circunferéncia da Carapaca
(CC), Comprimento da Curvatura do Plastrdo (CCP), Largura Curva do Plastrao
(LCP), Largura e Comprimento da Escama Central (LEC e CEC, respectivamente) foi
utilizada fita métrica. As medidas do Comprimento foram do escudo nucal até o escudo
caudal, o Comprimento do Plastrdo seguiu do escudo cranial ao caudal, a Largura da
Carapaca e do Plastrdo de um escudo lateral ao seu contralateral e a Altura do casco
do terceiro escudo vertebral ao escudo abdominal. Esta estdo representadas na
Figura 3.

O volume foi mensurado gravimetricamente por meio do deslocamento de
agua. Para isto o animal era submerso em tanque com agua e a coluna de agua
deslocada pesada em balanca de precisdo. Apos a obtencéo do volume os jabutis

foram pesados para o calculo da densidade corporal, considerando-se que:

Densidade aparente(kg/dm?®) = Peso Corporal (kg)/Volume (dm?)
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Comprimento da Carapaca; LC = Largura da Carapaca; CIR
Circunferéncia da Carapaca; Alt = Altura do Casco

Figura 3. Avaliacbes morfométricas dos jabutis durante o periodo experimental.

4.4.2. Teste de preferéncia alimentar

A preferéncia alimentar foi avaliada pelo teste de duas tigelas (Griffin, 2003),
guantificando-se a preferéncia relativa dos jabutis pelas racdes experimentais. Este
ocorreu em dois momentos, ao inicio (avaliacédo individual) e final (avaliagéo coletiva)
do periodo experimental. Para o teste inicial, foram utilizados 18 jabutis alojados
individualmente, ja para o teste final, a comparacdo foi feita por recinto, sendo
utilizados os 3 recintos. Dessa forma, foi possivel se verificar a variacédo da preferéncia
entre individuos e coletivamente.

Quantidades ad libtum de cada racdo foram dispostas em comedouros
distintos, porém proximos, permitindo que os jabutis consumissem a de sua
preferéncia. A guantidade oferecida e recusada foi pesada, calculando-se o consumo.
A partir desse valor, foi calculada a ingestéo relativa de cada dieta, de acordo com a

seguinte equacao:

Ingestao relativa (%)

= (Ingestdo Racao A)/( Ingestao Racdo A + Ingestao Ragdo B) x 100
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Durante a avaliagdo individual também foi verificada a primeira escolha dos
jabutis, sendo verificada qual rac&o foi ingerida num primeiro momento. Para fins de
repeticdo estatistica, cada comparacao entre racoes foi realizada quatro vezes, em
dias consecutivos, totalizando 72 observagodes (teste inicial) e 12 observagdes (teste

final) por comparacéo: controle x amido; controle x gordura; amido x gordura.

4.4.3. Tempo de transito gastrointestinal

O tempo de transito gastrointestinal foi avaliado em seis animais de cada racao
experimental, trés machos e trés fémeas, utilizando como marcador o 6xido férrico
(Exodo Cientifica, Sumaré, SP) adicionada numa proporcdo de 2,5% misturado a
racao. As inclusfes foram calculadas com relacdo ao peso da dieta a ser fornecida
para cada animal. Para os animais que nao ingeriram pelo menos 50% da ragéo com
marcador, este foi fornecido dentro de cdpsulas gelatinosas na proporcao de 1% em
relacdo ao peso da dieta e observado se o animal ingeriu a racdo no dia seguinte. Os
animais que permaneceram sem consumir o alimento foram retirados do teste. O
horario da ingestdo do marcador foi registrado para posterior célculo dos tempos de
retencdo e de transito gastrointestinal.

Os animais permaneceram sob observacao diaria a cada 30 minutos, seguindo
o periodo de atividade dos animais (7h até as 18:30h), até a eliminacdo completa do
marcador nas fezes. Elaborou-se escala de intensidade de cor do marcador nas fezes,
sendo: 1- marcador pouco visivel; 2 — marcador parcialmente visivel ou em metade
das fezes e 3 — fezes completamente vermelhas.

O Tempo de transito gastrointestinal (TTG) foi calculado como o intervalo de
tempo, em dias, da ingestdo do alimento com o marcador até o inicio da sua
eliminacdo nas fezes; ja 0 Tempo de recuperacdo maxima do marcador (TMax) foi
determinado como o periodo entre a ingestdo do marcador e o surgimento das

primeiras fezes sem o marcador, apés eliminacdo das fezes coradas.

4.4.4. Ensaio de digestibilidade aparente dos nutrientes e analises
guimicas

Para o ensaio de digestibilidade foi adotado o método do marcador,

adicionando-se oxido crémico (0,25%) nas ra¢Bes experimentais. A digestibilidade

aparente dos nutrientes foi avaliada em seis animais por racdo, trés machos e trés

fémeas. Os animais foram transferidos para baias individuais de 0,90m x 0,90m x
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0,60m e alimentados com aproximadamente 30 gramas da respectiva ragao
experimental por dia, recebendo agua ad libitum. Para esta coleta os jabutis
permaneceram nas baias individuais por aproximadamente 60 dias, sendo as fezes
produzidas recolhidas ao longo do dia, pesadas, identificadas e congeladas em
freezer a -20°C para posterior andlise. O periodo de 60 dias foi estabelecido devido a
necessidade de se obter quantidade suficiente de material fecal para as posteriores
analises laboratoriais. Apos o término do periodo de coleta, as fezes foram
descongeladas e homogeneizadas, compondo-se um pool para cada animal, sendo
na sequéncia pré-secas a temperatura de 55°C por um periodo de 72 horas em estufa
de ventilacdo forcada (Fanem, Séao Paulo, Brasil).

Para a realizacdo das analises laboratoriais as fezes pré-secas e rac6es foram
moidas em moinho de facas acoplado a peneira com furos de abertura de 1,0 mm. As
racOes e as fezes foram analisadas segundo AOAC (2005) quanto a matéria seca
(MS; método 930.15), teor de matéria mineral (MM) por incineracdo em mufla (método
942.05), extrato etéreo em hidrélise acida (EEHA; método 954.02), fibra bruta (FB;
método 962.09), fibra dietética total (FDT; método 991.43) e proteina bruta (PB,;
método 954.01). A matéria organica (MO) foi calculada como a diferenca entre MS e
MM. O teor de amido foi analisado como descrito por Hendrix (1993). O conteudo de
energia bruta (EB) foi determinado em bomba calorimétrica (IKA C2000 Basic, IKA-
Werke GmbH & Co. KG, Staufen, BW, Alemanha). Para anélise de Ca e P os extratos
foram preparados por digestdo imida em solugéo nitroperclérica. Ca foi analisado em
espectrofotometro de absorcédo atbmica (modelo GBC-932 AA, Scientific Equipment
PTY LTD, Melbourne-Australia) e P pelo método vanadato-molibdato (colorimetria),
segundo metodologia da AOAC (2005). O 6xido crémico foi analisado segundo Fenton
et al. (1979) em espectrofotdmetro visivel a 450 nm (Labquest Bio 2000, Labtest
Diagnostica S.A., Lagoa Santa, MG, Brazil).

Devido a possivel contaminacdo das fezes com urina foi determinada a
concentracdo de acido Urico nas amostras fecais e os valores foram utilizados nos
calculos da digestibilidade aparente dos nutrientes. Os teores de acido Urico foram
mensurados pelo método enzimatico (Labest Diagnostica Ltda, Lagoa Santa, Brasil)
em analisador semi-automatico Labquest (Labest Diagnostica Ltda, Lagoa Santa,
Brasil). Os dados de composi¢do quimica das racdes (Tabela 4) e fezes foram
empregados para se calcular os coeficientes de digestibilidade aparente em trato
digestorio total da matéria seca, matéria organica, proteina bruta, fibra bruta, extrato
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etéreo acido, amido e energia pelo método dos marcadores, de acordo com Sibbald
(1982).

Tabela 4. Composi¢cdo quimica analisada das racdes experimentais para jabutis
empregadas no estudo (resultados médios + desvio padréo dos trés lotes
produzidos).

Pré- Dietas Experimentais
Item experimental  Controle Amido Gordura

Composicédo quimica (% da matéria seca)

Matéria seca 92,20 92,77+1,26  93,06x1,67 93,62+2,23

Proteina Bruta 21,90 18,51+0,69 22,66+2,79  25,94+1,16

Extrato Etéreo 6,89 7,91+0,49 8,03+1,08 14,94+1,01

Fibra Bruta 13,92 17,66+1,05 6,05+0,42 7,89+0,86

Fibra Dietética Total 31,52 43,36+0,16  20,05+1,11  21,01+0,08

Amido 21,97 14,52+1,36  37,46+1,72  25,01+1,27

Matéria Mineral 7,65 7,57+0,81 6,53+0,30 7,07+0,33

Calciot 1,02 0,94 0,95 0,97

Fosforo! 0,85 0,86 0,84 0,86
Energia Bruta (kcal/g) 4,56 4,56+0,09 4,59+0,04 4,97+0,15
Distribuigdo cal6rica da racdo (% da energia metabolizavel estimada) 2

Proteina 24 25 26

Gordura 24 21 36

Carboidratos 52 54 38

! Analisados uma vez.

2 Estimada considerando 3,5 kcal, 8,5 kcal e 3,5 kcal para cada grama de proteina bruta, extrato
etéreo e extrativo ndo nitrogenado do alimento, respectivamente (Donoghue e Mckeown, 1999; Carciofi
e Oliveira, 2007).

4.4.5. Produtos de fermentacdo microbiana e parametros de qualidade
das fezes

ApoOs o ensaio de digestibilidade, com os jabutis alojados individualmente,
amostras de fezes recém eliminadas (no maximo 20 minutos) foram recolhidas em
trés defecacdes consecutivas para analise de acidos graxos volateis (acidos acético,
propidnico, butirico, isovalérico, isobutirico e valérico), acido latico, aménia e pH. Para
isto, os jabutis foram monitorados continuamente, durante o dia, até a obtencédo dos
guantitativos de fezes. As fezes frescas foram entéo fracionadas para cada analise e

congeladas a -15°C até o seu processamento.
Para a andlise dos &cidos graxos volateis e amonia, a amostra de fezes foi

homogeneizada em acido férmico 4,2N (1:3 p/v) e centrifugada a 5000rpm e 5°C por
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15 minutos. Este procedimento foi repetido por 4 vezes, mantendo-se o sobrenadante.
Este foi identificado e armazenado em freezer a -15°C para posterior analise de
amoénia. Para a andlise dos &cidos graxos volateis foi conduzida uma quinta
centrifugacdo do extrato, por 1 hora a 14.000 rpm e 5°C, armazenando-se o
sobrenadante a -15°C para analise posterior. A obtencdo dos valores dos acidos
graxos de cadeia curta e ramificada se deu por cromatografia gasosa (Finningan,
modelo 9001, Finningan Corporation, San Jose, EUA) de acordo com Erwin et al.
(1961). A andlise de amdnia foi realizada conforme descrito por Vieira (1980) mediante
analise do nitrogénio amoniacal com destilacdo da amostra e titulagéo.

Para a analise do &cido latico a amostra de fezes foi diluida em agua destilada
(1:3 p/v) e, entdo, centrifugada por trés vezes a 4.500 G a 15°C, por 15 minutos,
aproveitando-se o sobrenadante e desprezando-se o sedimento. A leitura de &cido
latico foi realizada de acordo com Pryce (1969), em espectrofotdometro (QUICK — Lab,
DRAKE, Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brasil). O valor do pH das fezes foi obtido
pela homogeneizacdo das fezes em agua miliQ (1:2 p/v) e analise em pH-metro de
precisdo (DM20, Digicrom Analitica Ltda, S&o Paulo, Brasil).

Neste periodo de coleta também foi avaliado o escore fecal qualitativamente
considerando o seguinte escore: 1 - fezes liquidas e sem forma; 2 - fezes pastosas e
mal-formadas; 3 - fezes macias, parcialmente formadas e umidas; 4 - fezes bem
formadas e consistentes; 5 - fezes bem formadas, mas duras e ressecadas.

Considerando-se normais para jabutis as fezes com escore entre 3 e 4 (Figura 4).

Figura 4. Classificagdo do escore fecal de jabutis alimentados com as racoes
experimentais (1 - fezes liquidas e sem forma; 2 - fezes pastosas e mal-
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formadas; 3 - fezes macias, parcialmente formadas e umidas; 4 - fezes bem
formadas e consistentes; 5 - fezes bem formadas, mas duras e ressecadas)

4.4.6. Analises hematoldgicas e de bioquimica sérica

Para as analises de bioquimica sérica foram coletadas amostras sanguineas
dos 44 jabutis, sob jejum alimentar de 24h em trés periodos: antes do fornecimento
das racOes experimentais (dia 0), no meio do experimento (dia 183) e ao final do
estudo (dias 365). A coleta do sangue foi realizada pela punc¢éo da veia jugular ou seio
venoso subcarapacial, utilizando seringas de 3,0 ml acopladas a agulha hipodérmica
21 G (25 x 0,7 mm) ou 22 G (25 x 0,8 mm), selecionada de acordo com o tamanho do
animal. O sangue coletado foi dividido em duas aliquotas, uma sem anticoagulante
para a obtencdo do soro e outra com adicdo de heparina soédica para avaliacdo
hematoldgica. A aliquota sem anticoagulante foi centrifugada a 3500 rpm por 10
minutos para a separacgao da fracao celular. As amostras de soro foram armazenadas
em temperatura de -80°C até a andlise. A partir do soro obtido foram analisadas as
concentracbes de Aspartato aminotransferase (AST), Fosfatase alcalina (FA),
Creatina quinase (CK), Colesterol, Triglicérides, Lipoproteinas HDL e LDL, Proteina
Total (PT), Albumina (Alb), Glicose (Gli) e Uréia (Ur). Para estas analises foram
utilizados kits comerciais para bioquimica clinica (Labtest Diagnéstica Ltda, Lagoa
Santa, MG, Brasil) em analisador automéatico Labmax Plenno (Labtest Diagndstica
Ltda, Lagoa Santa, MG, Brasil).

A analise hematologica foi realizada nas aliquotas de sangue armazenadas em
tubos pediatrico contendo anticoagulante heparina sddica. O sangue obtido foi
analisado para hemoglobina, hemacias, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e leucdcitos (contagem total e diferencial). A contagem
total de leucocitos e hemacias bem como a determinacao dos indices hematimétricos
foram realizadas conforme metodologia de Almosny e Monteiro (2007); ja a contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada apds preparacéo de esfregago sanguineo corado
com Natt-Herrick e lido em microscopio 6ptico (Nikon Instruments Inc., Nova York,
EUA). O hematocrito foi determinado utilizando tubos de microhematocrito conforme
descrito por Goldenfarb et al. (1971). A hemoglobina foi analisada com kit comercial
(Labtest Diagnostica Ltda, Lagoa Santa, MG, Brazil) e leitura em espectrofotdmetro

semiautomatico (Labtest Diagnostica Ltda, Lagoa Santa, MG, Brazil).
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4.4.6.1. Analise das lipoproteinas plasmaticas

As lipoproteinas plasmaticas (lipoproteina de alta densidade: HDL — high
density lipoprotein; lipoproteina de baixa densidade: LDL — low density lipoprotein e
lipoproteina de muito baixa densidade: VLDL — very low density lipoprotein) foram
determinadas por kits bioquimicos comerciais (Labtest Diagndstica Ltda, Lagoa Santa,
MG, Brasil) conforme descrito anteriormente e pela metodologia de cromatografia em
gel de filtrac&o (fast lipoprotein chromatography - FPLC) em sistema de cromatografia
liquida (Marz et al., 1993), em equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare Bio-
Sciences, Uppsala, Suécia). As avaliacbes das fracbes de lipoproteinas foram
realizadas no Laboratério de Lipides na Faculdade de Medicina — USP, Campus Sao
Paulo. A realizacdo da coleta de sangue para determinacédo das lipoproteinas dos 44
jabutis foi precedida por experimento piloto.

O piloto foi realizado com 6 pools de amostras, sendo 2 pools por recinto

dividido em machos e fémeas, com todos os animais sob jejum alimentar de 24 horas.
Cada pool foi composto por amostras de 3 jabutis seguindo a dieta experimental e 0
sexo, totalizando 6mL de soro cada um. As amostras foram mantidas congeladas a -
80°C até o processamento. A densidade do soro foi ajustada com brometo de potassio
sélido para 1,21g/mL e transferida para tubos ultraclear (Beckman Coulter,
Indianapolis, USA), onde foi formado gradiente descontinuo nas seguintes
densidades: 1,063g/mL, 1,019g/mL e 1,006g/mL. As fragbes VLDL, IDL, LDL e HDL
foram separadas por ultracentrifugacéo (Beckman Coulter, Indianapolis, USA) a 40000
rom por 24 horas a 4°C no rotor de angulo movel SW-40 por ultracentrifugacéo e
aspiracdo a vacuo. As concentracdes de colesterol e triglicérides foram determinadas
no soro antes da ultracentrifugacdo e nas diferentes lipoproteinas utilizando Kit
enzimatico colorimétrico (Labtest Diagndstica Ltda, Lagoa Santa, MG, Brasil).
Para avaliacao individual dos animais do experimento, estes foram mantidos em jejum
alimentar de 24 horas, 2 mL de sangue foi obtido mediante puncéao da veia jugular ou
seio venoso subcarapacial utilizando seringas de 3,0 ml acopladas a agulha
hipodérmica 21 G (25 x 0,7 mm) ou 22 G (25 x 0,8 mm) de acordo com o tamanho do
animal. Apés formacgéo do coagulo, a amostra de sangue foi centrifugada a 3500 rpm
por 10 min para a obtencdo de 0,5 mL de soro. Este foi acondicionado em criotubos
contendo os conservantes Benzamidina 2mM (5 pL/mL de soro) e solugéo de 0,5%
Gentamicina com 0,25% Cloranfenicol (20 pL/mL de soro).
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4.4.7. Biopsia e avaliacao histoldgica do tecido hepatico

Biopsia hepatica foi realizada em seis animais por tratamento, trés machos e
trés fémeas ao inicio do consumo das ragdes experimentais e apds 12 meses. Para a
realizagéo do procedimento os jabutis foram mantidos em jejum alimentar de 24 horas
e hidrico 12 horas, sendo posteriormente anestesiados.

A inducdo anestésica foi realizada mediante aplicacdo intramuscular da
associacdo de Cetamina (Dose: 40 mg/kg; Quetamina 100mg/mL, Vetnil, Brasil) e
Midazolam (Dose: 2,0 mg/kg; Dormire 2mg/mL, Cristalia, Itapira, Brasil). Apds perda
de reflexo postural, os jabutis foram intubados com sonda endotraqueal de 2,0 a 4,0
mm (dependendo do tamanho do animal) para a manutencédo do plano anestésico
com o uso de anestesia inalatoria (Isoflurano 2% misturado com oxigénio; Cristalia,
Itapira, Brasil). Também foi realizado bloqueio anestésico epidural dos membros
pélvicos com lidocaina 2% sem vasoconstritor (Hypofarma, Brasil) associado ao
cloridrato de tramadol (Tramal 50mg/mL; Unido Quimica, Farmacéutica Nacional S/A,
Séo Paulo, Brasil) com uma dose associada de 0,2 mL a cada 5 cm de comprimento
de carapaca sendo 75% do volume representado pela lidocaina e o restante pelo
tramal. O bloqueio foi realizado no espaco epidural das vértebras coccigeas apos
antissepia com clorexidine 2% e alcool 70%. Esse protocolo foi utilizado reduzindo
complicagbes devido ao aprofundamento do plano anestésico com os demais
anestésicos (Sladky e Mans, 2012).

Apds o procedimento de bidpsia, a analgesia foi realizada pela aplicacdo
subcutanea de Cloridrato de Tramadol (Dose: 5,0 mg/kg; Unido Quimica, Sédo Paulo,
Brasil) e pelo uso de antiinflamatério ndo esteroidal (Meloxicam 2mg/mL, OuroFino
Saude Animal, Cajamar, Brasil) numa dose de 0,1 mL/kg a cada 24 horas por trés
dias. Como antibioticoterapia utilizou-se Enrofloxacino 10% (Dose: 0,5 mg/kg; Agener
Unido Saude Animal, Sdo Paulo, Brasil) subcutaneo a cada 24 horas por 7 dias.
Quando necessario, na recuperacao na anestésica foi utilizado Doxapram (Viviram —
V 20mg/mL, Holliday-Scott, Argentina) na dose de 5,0 mg/kg.

O procedimento de biopsia foi realizado com auxilio de endoscopio rigido Karl
Storz Hopkins Il (Karl Storz, Tuttlingen, Alemanha), de 30° e com 4 mm de espessura
e 18 cm de comprimento, conectado a cabo de iluminagcdo com fibra 6ptica de luz fria,
sendo as imagens visualizadas em monitor Triniton (Sony, San Diego, EUA). Por meio
de celioscopia foram obtidos 4 fragmentos, dois de cada lobo do tecido hepatico,
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segundo metodologia previamente descrita (Divers, 2010). Para a obtencao das
amostras de figado foi utilizado férceps de biopsia de endoscépico rigido, com 2,0 mm
(Karl Storz, Tuttlingen, Alemanha). Atingindo-se a cavidade celomatica o figado foi
visualizado e inspecionado quanto a sua coloragéo, conformagéo e tamanho relativo,
e as amostras colhidas. A hemostasia foi realizada mediante compressao e caso
necessario foi utilizada esponja hemostatica Hemospon (Maquira, Maringa, Brasil).

Os fragmentos obtidos foram medidos e divididos para fixacdo em formalina
tamponada 10% e para congelamento a -80°C. As amostras mantidas em formol foram
embebidas em parafina e apds este tratamento, foi realizado o corte seriado da
amostra em 5 um, fixado em laminas de vidro para posterior coloracéo e leitura em
microscopio Optico. As coloracdes utilizadas foram a hematoxilina eosina (HE) para
as analises histoldgicas basicas e avaliacdo de vacuolizacdo lipidica do tecido,
picrosirius red para avaliar o grau de fibrose quando esta estivesse presente, Perls ou
azul da Prussia para avaliar a presenca de depdsitos de hemossiderina (siderose
hepatica), acido periddico de Schiff (PAS) e PAS com diastase para avaliacdo do
depdsito de glicogénio. Foi utilizado fotomicroscopio Eclipse NiU (Nikon, Jap&o) com
camera digital acoplada DS-U3 e software Ni elements (Nikon, Jap&o) para captura e
fotodocumentacao das lesfes. Os fragmentos foram avaliados sistematicamente por
patologista sem prévio conhecimento dos tratamentos experimentais.

O padrao de histologia hepéatica normal foi considerado como o descrito em
Jacobson (2007) e Dutra (2014) para diferentes répteis, incluindo jabuti. O figado para
diferentes espécies de répteis, geralmente, ndo apresenta arranjo acinar ou lobular,
as traves de hepatocitos podem ou ndo estarem organizados em traves com
espessura de dois hepatdcitos e com distribuicdo radiada ao redor da veia central. Os
espacgos-porta podem apresentar ou nao artéria hepatica, mas exibem ducto biliar e
veia porta. A distribuicdo e nimero de melanomacrofagos € variavel entre as espécies.
O fragmento foi tido como adequado quando no minimo apresentou 0-4 espacos porta
e 2 a 3 campos de microscépio no aumento de 10x. Os dois fragmentos (um do lobo
direito e outro do esquerdo) coletados foram analisados em conjunto qualitativamente
guanto a presenca de possiveis alteragcdes morfoldgicas, como degeneracédo vacuolar
micro ou macrogoticular (esteatose), balonizagdo, inflamac&o, hemossiderose,
lipofucsinose. Os depositos de gligogénio e presenca de melanomacréfagos, necrose
e fibrose também foram avaliados. A avaliacdo semiquantitativa na escala de 0 a 3 foi

realizada segundo definicbes apresentadas na Tabela 5 para avaliacdo da severidade



34

e/ou extensdo de comprometimento do fragmento. A Tabela 5 também apresenta os
parametros avaliados e os escores atribuidos quanto a gravidade e extensdo do

comprometimento de cada fragmento.

Tabela 5. Parametros e escores de avaliacao histopatoldgica de lesGes hepéticas em
jabutis (Chelonoidis carbonaria).
Pardmetro Definicao Escore
Esteatose Avaliacdo em aumento pequeno e meédio do
parénguima
Graduacéo <5%
5-33%
>33-66%
>66%
Localizacdo Padréo de distribuicdo predominante
Ao redor da veia hepatica central
Ao redor do espaco-porta
sem zoneamento
Difuso
Esteatose microvesicular Padrdo continuo
Auséncia
Presenca
Balonizacéo Avaliacdo em aumento pequeno e meédio do
parénquima
Graduacao <5%
5-33%
>33-66%
>66%
Localizacdo Padrao de distribuicdo predominante
Ao redor da veia hepatica central
Ao redor do espaco-porta
sem zoneamento
Difuso
Hemossiderina Auséncia a < 5% em 3 focos de 10x
5-33%
>33-66%
>66%
Melanomacroéfagos Auséncia a < 5% em 3 campos de 10x
5-33%
>33-66%
>66%
Glicogénio Auséncia a < 5%
5-33%
>33-66%
>66%
Lipofucsina Auséncia a < 5%
5-33%
>33-66%
>66%

WN PO

wWN PO

= O

wWN PO

WNPFPOWNRPFPOWNRPFPOWNRPFPROWNEO

Inflamacé&o
Parénquima (focos de inflamac&do)  Auséncia
<2 focos por objetiva de 10x
2-4 focos por objetiva de 10x
>4 focos por objetiva de 10x

wWN PO
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Tabela 5. Parametros e escores de avaliacao histopatolégica de lesdes hepaticas em
jabutis (Chelonoidis carbonaria). Continuacéo
Parametro Definicéo Escore
Portal (linfécitos, plasmécitos, Auséncia 0
histiécitos e heterofilos)

Discreta, em alguns ou todos 0s espacos porta
Moderada, em alguns ou todos 0s espacos porta
Marcante, em todos os espagos porta
Hepatite de interface Auséncia
Discreta, em alguns ou todos 0s espacos porta
Moderada, em alguns ou todos 0s espacos porta
Marcante, em todos 0s espacos porta
Colangite Auséncia
Discreta em alguns ductos
Moderada em alguns ou todos os ductos
Marcante em todos os ductos
Siderogranulomas Auséncia
(agregados de histiécitos <2 focos por objetiva de 10x
associados a pigmentos de 2-4focos por objetiva de 10x
hemossiderina) >4 focos por objetiva de 10x
Necrose
Focal Auséncia
<2 focos por objetiva de 10x
2-4 focos por objetiva de 10x
>4 focos por objetiva de 10x
Interface/em Saca bocado Auséncia
Discreta, em alguns ou todos 0s espacgos porta
Moderada, em alguns ou todos 0s espagos porta
Marcante, em todos os espagos porta

WNPFPOWNPFPOWNREFPOWNPE

WNNPFRPOWNEFO

Fibrose

Auséncia

Perisinusoidal ou periportal
Discreta ao redor de veia central, perisinusoidal 1A
Moderada ao redor de veia central, perisinusoidal 1B
Portal/ periportal 1C
Perisinusoidal e periportal/ portal 2
Fibrose em ponte 3

Fonte: (Adaptado de Ishak et al. (1995) e Kleiner et al. (2005), por Di Santo, L. G. 2021).

= O

4.4.8. Composicao corporal por Absorciometria de raios-X de dupla
energia (DEXA)

Utilizando-se a mesma inducdo anestésica para tomada das biopsias
hepaticas, apds a bidpsia ao final do experimento os 18 animais foram encaminhados
para a realizacdo do escaneamento por absorciometria de raios-X de dupla energia
(DEXA). O peso corporal foi tomado em balanga de precisdo e o escaneamento
realizado em equipamento Discovery Wi™ DXA (Hologic, Bedford, EUA), utilizando a
configuracgéo Infant Whole Body Mode no software QRD com tempo de escaneamento
de aproximadamente 3 minutos. O equipamento foi calibrado conforme
recomendacdes do fabricante, utilizando marcadores de densidade especifica

(Modelos de calibragcdo Hologic) e o escaneamento realizado duas vezes em cada
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animal, permitindo possivel corre¢cdes no posicionamento. Para a avaliagdo, os jabutis
foram posicionados numa projecdo dorso-ventral com os membros e cabeca
parcialmente estendidos, seguindo a distancia de 1 cm da marcacao do equipamento.
As mensuracgfes estimadas da composic¢ao corporal foram: Conteddo mineral ésseo
(BMC), Densidade mineral 6ssea (BMD), Contetudo mineral (MC), Gordura corporal
(FM) e Massa magra (LM).

4.4.9. Anélise do metabolismo energético
A andlise da influéncia da composi¢cdo nutricional do alimento sobre o
metabolismo energético foi realizada por dois métodos, a calorimetria indireta em
camaras de respirometria e pela agua duplamente marcada (is6topos estaveis de
deutério e oxigénio 18). Os mesmos animais foram empregados para os dois métodos
de estudo.

4.49.1. Aguaduplamente marcada

Por meio da inoculagdo de is6topos estaveis de oxigénio e hidrogénio foram
avaliados a producédo de CO:2 por unidade de tempo, a composi¢cao de agua corporal
e a taxa de rotatividade da agua dos jabutis, permitindo-se avaliar o efeito da dieta
sobre estes trés parametros. O protocolo de estudo com a agua duplamente marcada
seguiu recomendacdes de Nagy (1980). Os jabutis foram mantidos em jejum alimentar
de 24 horas e hidrico de 12 horas antes da coleta de sangue basal para a obtencéo
dos valores de is6topos naturais presentes no organismo dos animais. Amostras de
sangue (aproximadamente 3,0mL) foram obtidas da veia jugular ou do seio
subcarapacial e imediatamente acondicionadas em eppendorfs sem adicdo de
anticoagulante. Apds a coleta de sangue basal os animais foram pesados e
estabelecida a dose de enriqguecimento com isétopos estaveis de deutério (99,8%;
Sercon The Stable Isotope Company, Crewe, Reino Unido) e oxigénio 18 (10%;
Sercon The Stable Isotope Company, Crewe, Reino Unido).

Considerando que queldnios terrestres apresentam aproximadamente 70% de
agua corporal foram aplicados via subcutanea 0,12g/kg de deutério e 2,0mg/kg de
180. Foi adotado periodo de 17 horas para enriguecimento isotépico maximo (Henen,
1997; Jodice et al.,, 2006), sendo entdo realizada nova coleta de sangue para a
determinacao da incorporacédo dos isétopos na agua corporal dos jabutis. A taxa de

reducado dos isétopos na agua corporal foi avaliada por meio de amostras sanguineas
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colhidas apds 15 dias da inoculag&o dos is6topos. No periodo final coletada também
apos 20 dias da aplicacdo. Todas as coletas de sangue foram realizadas conforme
descrito anteriormente.

Apés obtidas, as amostras de sangue foram centrifugadas a 3500 rpm por 10
minutos para a separagao do soro, que foi transferido para criotubos, devidamente
vedado com parafina filme (Parafilm, Bemis) e armazenado a -80°C até analise
laboratorial. As amostras de soro foram analisadas no Laboratorio de Espectrometria
de Massa da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, em equipamento Sistema
Hydra, ANCA 20-20 (Europa Scientific, Cheshire, UK), de acordo com a metodologia
e procedimentos de calculo descritos por Ferrioli et al. (2008).

ApOs a obtencao dos valores basais, de enriquecimento e reducao dos isétopos
de deutério e Oxigénio 18 nos fluidos corporais, obteve-se os valores do Pool de agua
corporal (N) utilizando o deutério (Nd) ou oxigénio 18 (No), Agua corporal total (TBW),
Composicdo corporal de massa magra (LM) e de gordura (FM), Constante de
eliminacao dos isétopos de deutério (Kd) ou oxigénio 18 (Ko) e Producdo de CO:2
(rCO2), conforme as equacdes descritas abaixo.

1) Pool de 4gua corporal (Schoeller, 1996):

N mod) = (555300) % (5557)

Onde, W = peso de agua utilizada para diluir a dose de agua duplamente

marcada (gramas); A = dose calculada de DLW aplicada no animal (gramas); a =
massa da dose de DLW usada para fazer a Dose Diluida; & = valores mensurados de
isétopos na dose diluida (da), na agua ambiental “Tap” (&t), na amostra de soro no
periodo de enriquecimento da agua corporal (6s) e na amostra de soro no periodo

pré-dose (op).

2) Pool de agua corporal total (Racette et al.., 1994; Ellis e Wong, 1998):
TBW (mL) = Nd /()

sendo, Nd = pool de agua corporal estimada utilizando deutério; No = pool de

agua corporal estimada utilizando 80.

3) Composicéao corporal de massa magra (Pace e Rathbun, 1945):
TBW (kg)

LM (K9) = —5=0g
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na qual, TBW = 4gua corporal total; 0,708 = constante de hidratacdo da massa
magra para répteis (Wang et al. 1999). A porcentagem de gordura (FM), por sua vez
foi calculada como um total de 100 subtraindo da massa magra (Pace e Rathbun,
1945).

4) Constante de eliminacdo / decaimento dos is6topos (Schoeller, 1996):
In Xt2 — In Xt1
T n-da
Onde, In = logaritmo natural; Xt1 = valor analisado do isétopo da amostra do

enriquecimento isotépico; Xt2 = valor analisado do is6topo da amostra na eliminagao
do is6topo; t1 = periodo, em dias, do enriquecimento isotopico; t2 = periodo, em dias,

para eliminacéo do is6topo.

A producdo de CO: foi calculada considerando a equagédo 35 proposta por
Lifson e Mcclintock (1966) e posteriormente convertida a gasto energético diario
segundo Elia e Livesey (1992) utilizando os valores do quociente do alimento (Black
et al., 1986).

5) Producéo de dioxido de carbono segundo:

rC0O, (mol/dia) = —— (Ko — Kd) — 0,015 Kd N,

2,08
sendo N = pool de &gua corporal; Ko e Kd = constante de eliminacédo do 80 e

deutério, respectivamente.

6) Gasto energético diario (DEE) e Quociente do alimento (FQ):

KJ
dia

)

3,7
) =rC0, X224 (FQ + 1,326) X 4,18

DEE (

_ (P x0,781) + (F x 1,427) + (S x 0,746)
~ (P x0,996) + (F x 2,019) + (S x 0,746)

Onde, P, F e S = teores de proteina, gordura e amido digestiveis do alimento

consumido, respectivamente.

O turnover de agua corporal foi calculado de acordo com as equacbes

propostas por Nagy e Costa (1980) para determinar efluxo e influxo de agua.



39

7) Efluxo e Influxo de &gua:

mL ) 2,000 (W2—W1)1n(%)

_ w)!

Efluxo H,0 ( -
kg.dia M1+ M2) In (

2,000 (W2 — W1)
t (M1+ M2)

Influxo H,0 ( ) = Efluxo H,0 +

kg.dia
Onde, W = volume de agua corporal (mL); M = massa corporal (g); 1 e 2 =
periodo inicial e final, respectivamente; In = logaritmo natural; t = periodo em dias.

4.49.2. Calorimetria indireta

A mensuracdo do gasto energético diario também foi realizada por calorimetria
indireta em camara de respirometria. O ensaio foi realizado no periodo de que
compreende a transicdo entre verdo e outono no hemisfério sul (més de margco) com
temperaturas de 23,15 + 3,81°C. Os jabutis foram mantidos sem alimento por dois
dias, sendo entdo alimentados individualmente com 35 g da respectiva racéo
experimental. A ingestdo alimentar do periodo foi registrada, pesando-se as
guantidades oferecidas e recusadas de racdo. Este procedimento ndo teve por
objetivo estabelecer o jejum por completo para obtencdo da taxa metabdlica de
repouso em jejum, que dependeria de privacao alimentar superior a 6 dias em funcao
do elevado tempo de retencédo da digesta no trato gastrointestinal (Bjorndal, 1989;
Fritz et al., 2010); mas assegurar que todos os jabutis apresentassem ingestao
alimentar no dia do teste de avaliacdo da producao de gases. Apds ingestédo da racao,
estes foram acondicionados nas camaras de respirometria para mensuragao do
consumo de Oz e produgédo de CO:2 por 12 horas consecutivas.

Foram empregadas camaras metabolicas de plastico hermeticamente fechadas
com tampa de acrilico, com volume de 70L e medidas de 66,9 cm de comprimento X
43,4 cm de largura x 33,9 cm de altura, de forma a permitir discreta movimentacéo do
animal. O fundo das camaras foi coberto com fraldas descartaveis para absorcéo de
urina. A temperatura interna das camaras foi aferida utilizando termohigrémetro digital,
sendo mantidas a aproximadamente 26°C.

Fluxo de ar ambiente foi inserido na cAmara por sistema de pressao negativa,
com fluxo médio de 0,5 L/min, com controle e ajuste promovido por bomba de fluxo

de massa com vazao maxima de 2,0 L/min (AP-3500, Jeneca, China). O fluxo de ar
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foi estabelecido de forma a manter saturacdo de CO:2 abaixo de 1,0% (CO2 médio
0,3+0,1% e O2 médio 20,4+0,2%) no interior das camaras. Foi aguardado até a
estabilizacdo dos gases dentro das camaras de respirometria para a realizacédo das
leituras. Esta foi considerada estabilizada apds 30 minutos sem alteracdo na pressao
de CO:2 e oxigénio. A amostragem de ar dos canais foi realizada por medidores de
pressdo independentes (RM-8 Gas Flow Multiplexer, Sable Systems International, Las
Vegas, NV, USA). As amostras de ar dos canais foram direcionadas pelo
subamostrador (SS-4 Gas Analyser Subsampler, Sable Systems International, Las
Vegas, NV, USA) ao medidor de umidade (RH-300 Relative Humidity & Dew Point
Analyser, Sable Systems International, Las Vegas, NV, USA), permitindo-se a
correcdo da pressdo relativa dos gases pela pressdo de vapor de agua. As
concentragbes de oxigénio foram aferidas por analisador paramagnético (PA-10,
Sable System International, Las Vegas, NV, USA) e de CO: por analisador de diéxido
de carbono (CA-10, Sable System International, Las Vegas, NV, USA). Antes da leitura
dos gases foi retirada a umidade do ar utilizando perclorato de magnésio anidro
(Exodo Cientifica, Sumaré, SP, Brazil).

Os dados obtidos pelo medidor de fluxo de massa e pelos analisadores de
gases foram coletados utilizando sistema ExpeData (Sable System International, Las
Vegas, NV, USA). Ao inicio do periodo de avaliacdo foi verificada a vedacdo das
camaras por submersdo em agua garantindo total recuperacéo dos gases. Os calculos
para obtencdo do volume de Oz e de CO2 foram realizados segundo sistema de
respirometria aberta push mode, corrigindo-se o fluxo segundo as condi¢cdes padrao
de pressao e temperatura (Lighton, 2008). O controle e afericdo dos medidores de
gases foi realizado empregando-se mistura de ar padrao (CO2: 1,0031% e O2: 21,00%;
White Martins, Vinhedo, Séo Paulo).

O coeficiente respiratorio foi calculado considerando a razdo entre CO:
produzido e Oz consumido, quantificando a utilizacdo dos substratos (carboidratos,
proteinas e lipideos) presentes na dieta, pelos jabutis (Lighton, 2008). Obtidos os
valores de producéo de CO2 e consumo de Oz por unidade de tempo, estes foram
empregados para se calcular a producéo de calor através da equacao descrita por
Brouwer (1965) em McLean e Tobin (1988), desconsiderando-se a producao de
metano e o nitrogénio urinério, uma vez que estes ndo foram mensurados no presente

estudo. O gasto energético obtido por esta equacao foi, ainda, comparado com os
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valores obtidos pelos fatores 21,7 J/ml CO2 produzido e 20,1 J/ml Oz consumido

descritos por Nagy e Medica (1986) e Withers (1992), respectivamente.

8) Producéo de calor (HP)

K
HP (d—lfl) = (16,18 X V0,) + (5,02 x VCO,) — (5,99 x N) — (2,17 X V¢ya)
Sendo, VO2 = volume de oxigénio consumido, em L; VCO2 = volume de diéxido

de carbono produzido (L); N = nitrogénio urinario (g); VCH4 = metano produzido (L).

4.5. Forma de analise dos resultados

Para a analise estatistica foram previamente verificadas as pressuposi¢cées de
homogeneidade de variancias e normalidade dos erros. O experimento seguiu
delineamento inteiramente casualizado sendo a unidade experimental considerada
um jabuti, com excecdo da avaliacdo coletiva do teste de preferéncia na qual
considerou-se cada recinto uma unidade experimental. Para os coeficientes de
digestibilidade aparente dos nutrientes, produtos de fermentacdo microbiana e
respirometria foram considerados trés tratamentos (racdes experimentais) com seis
repeticdes (jabutis) por tratamento. Para as andlises de lipoproteinas por HPLC e
composicgéo corporal pelo DEXA foi considerado esquema fatorial 3x2 com trés dietas
e 2 sexos, totalizando 6 tratamentos. Os dados de hematologia, bioquimica sérica e
metabolismo energético pela agua duplamente marcada foram analisados como
medidas repetidas no tempo considerando efeito de periodo, racdes experimentais e
sexo, bem como suas possiveis interacdes, com 15 repeticbes por racdo para
bioguimica e hematologia e 6 repeticdes por racdo para agua duplamente marcada.
A avaliacdo do peso corporal e as mensuracfes morfométricas foram analisadas
como medidas repetidas no tempo considerando efeito de periodo de avaliacdo e
racdes experimentais, com 15 repeticdes por tratamento. Quando diferengas foram
detectadas no teste F, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os dados de preferéncia alimentar foram avaliados individualmente e em
recintos coletivos. Para a avaliacdo coletiva considerou-se a unidade experimental o
dia de desafio dentro do recinto, com 14 repeticdes por comparacao (controle x amido;
controle x gordura; amido x gordura). Na avaliacédo individual a unidade experimental
foram os jabutis (18 animais). Para esta analise, as médias de primeira ingestao foram

comparadas pelo Teste Qui-quadrado e de razao de ingestao pelo teste T de Student
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(P<0,05). A avaliacdo histologica dos fragmentos hepéticos foi realizada em dois
periodos (basal e final) utilizando escores de acordo com as lesGes encontradas e
comparadas entre periodo dentro de uma mesma racao e entre dietas dentro de um
mesmo periodo, pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon (P <0,05). As analises foram
realizadas utilizando-se os programas estatisticos R 4.0.0 (R-Core, Viena, Austria) e
SAS (versao 9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA).

5. RESULTADOS

5.1. Digestibilidade aparente dos nutrientes, ensaio de tempo de

transito gastrointestinal e produtos de fermenta¢cdo microbiana

O ensaio de tempo de transito gastrointestinal e digestibilidade aparente dos
nutrientes foram realizados no periodo correspondente ao inverno no hemisfério sul
(final de maio a agosto) com temperatura média de 18,1+1,1°C. Diferencas na
digestibilidade dos nutrientes foram verificadas entre as trés dietas experimentais
(Tabela 6). A digestibilidade da matéria seca, matéria organica e energia bruta foi
maior na dieta de Amido, intermediario na Gordura e menor na Controle (P<0,05). A
digestibilidade da fibra bruta foi maior para dieta Gordura, intermediaria em Amido e
menor na Controle (P<0,05). Com relacao a proteina bruta, sua digestibilidade diferiu
apenas entre a racao Gordura e Controle, sendo maior para a primeira (P<0,05).

Diferente do observado em outras classes de animais, para os jabutis a
digestibilidade aparente da gordura foi baixa. Esta foi, inclusive, menor na dieta
Gordura (P<0,05), que apresentava aproximadamente 87,5% a mais deste nutriente
gue as dietas Amido e Controle. Foi interessante e ndo esperado observar que os
jabutis ndo digeriram e eliminaram nas fezes boa parte do extrato etéreo da racao
Gordura. As fezes destes animais apresentaram 33,9+2,64% de extrato etéreo
hidrolise acida na matéria seca, valor elevado que justificou a reduzida digestibilidade
aparente deste nutriente. Como comparacao, o teor de extrato etéreo hidrolise acida
das fezes dos animais alimentados com as racdes Controle e Amido foram,
respectivamente, 10,7+£1,2% e 17,0+3,0% (P<0,05).
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Tabela 6. Coeficiente de digestibilidade aparente dos nutrientes das racoes
experimentais (Média + Erro Padrdo da Média).

ParAmetros Dietas Experimentais Valor P
Controle Amido Gordura

Coeficiente de Digestibilidade Aparente (%)
Matéria Seca 63,82+1,32°¢ 79,66+1,132 73,69+0,57° <,0001
Matéria Organica 65,12+1,39¢ 83,25+1,092 75,87+0,61° <,0001
Proteina Bruta 78,84+1,73>  82,52+0,962° 84,15+0,902 0,0253
Extrato Etéreo 53,14+1,592 56,12+2,922 34,17+2,40°b <,0001
Fibra Bruta 37,34+3,38¢ 51,95+4,73b 65,92+2,072 0,0003
Amido 99,92+0,022 99,93+0,022 99,82+0,02 0,0008
Energia Bruta 62,50+1,21¢ 80,69+1,202 68,99+0,92 <,0001
Energia Digestivel (Kcal/g) 2,86+0,05¢ 3,70£0,062 3,36+0,05P <,0001

abc _ Médias seguidas de mesma letra nas linhas néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (P < 0,05).

O amido, por sua vez, foi bem aproveitado nas trés dietas experimentais, com
coeficientes de digestibilidade aparente superiores a 99%. O cozimento do amido das
racoes foi elevado (Tabela 3), indicando adequado processamento, o que pode ter
facilitado a disponibilizacdo deste nutriente. A combinacéo de elevada digestibilidade
do amido e reduzida digestibilidade do extrato etéreo hidrélise acida, especialmente
na racao Gordura pode explicar o maior valor de energia digestivel da ragcdo Amido,
seguido da ragcdo Gordura e por ultimo Controle (P<0,05). Com isto as hipéteses do
estudo nado foram totalmente confirmadas pois elevada porcentagem de gordura nao
resultou em elevada energia digestivel e absorcdo deste nutriente por jabutis, mas
elevado amido resultou em dieta com alta energia digestivel.

Durante a avaliagdo do tempo de retencdo da digesta no trato gastrointestinal,
o consumo diario das racdes experimentais foi semelhante (P=0,219), sendo de
2,01+0,35, 1,59+0,60 e 1,22+0,32 g de racdo na matéria natural por quilograma de
peso corporal, respectivamente, para as dietas Controle, Amido e Gordura. Apesar da
diferenca numérica nos valores de tempo de transito gastrointestinal, a elevada
variacao individual se sobressaiu as diferencas de resultados obtidos para as dietas
experimentais e estatisticamente ndo houve diferengas entre os tratamentos (Tabela
7). Houve apenas tendéncia a maior tempo de retencdo gastrointestinal para dieta
Controle, sendo este 44% maior que para a dieta Gordura (P=0,075).
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Com relacdo aos parametros de qualidade fecal, é possivel observar que a
producao de fezes dos jabutis alimentados com a dieta Controle foi aproximadamente
59% superior ao dos alimentados com a dieta Amido (P<0,05), demonstrando a
contribuicdo da fibra na formacdo do bolo fecal. Esta dieta também resultou na
producéo de fezes com escore mais elevado que a ragdo Gordura (P<0,05). O teor de
umidade e pH nédo diferiu nas fezes dos jabutis alimentados com as diferentes racfes

experimentais (P>0,05).

Tabela 7. Tempo de transito gastrointestinal e tempo de recuperacdo maximo do
marcador, parametros de qualidade fecal e concentracdo de produtos de
fermentacdo microbiana nas fezes de jabutis alimentados com as racdes
experimentais (média * erro padrdo da média).

R Dietas Experimentais valor
Parametros
Controle Amido Gordura P
Tempo de transito gastrointestinal (dias) 6,2+1,1 3,7£0,6 3,5+0,7 0,075
Tempo de recuperacdo maximo do marcador 10,0+1,4 13,8+3,4 13,5+2,8 0,577
(dias)
Parametros fecais
Producéo de fezes (g/animal/dia), matéria 16,243,902 3.841,4 574115 0,002
natural
Escore fecal 3,6+0,172  3,0£0,322 2,310,117 0,023
Matéria seca (%) 26,9+1,57  27,1+2,05 23,7+1,67 0,252
pH 7,56+0,19  7,29+0,26 6,87+0,09 0,121
Produtos de fermentacéo intestinal microbiana (mmol/g fezes, na MS)
Acidos Graxos Volateis Totais 95,7+21,0  90,2+29,7 105,2+34,5 0,776
Acidos Graxos Cadeia Curta 84,4+18,3 80,6+26,4 93,6+29,8 0,782
Acido Acético 54,9+13,7  54,5+19,7 61,6+21,4 0,960
Acido Propi6nico 22,1+4,6 19,7+4,8 23,1+5,4 0,763
Acido Butirico 7,44+1,94  6,38+2,70 8,87+3,17 0,373
Acidos Graxos Cadeia Ramificada 11,2+3,1 9,5+3,4 11,6+4,8 0,742
Acido Isobutirico 5,84+2,00 4,97+2,71 7,14+3,22 0,431
Acido Isovalérico 4,18+1,04  3,35+0,61 3,24+0,96 0,706
Acido Valérico 1,20+0,21  1,23%0,36 1,25+0,69 0,997
Amonia (mMol/kg fezes, na MS) 112,049,5b 213,4+10,72 193,3+12,68° 0,040
Lactato (mMol/kg fezes, na MS) 8,67+0,80 11,48+1,82 14,39+3,16 0,154

ab _ Médias seguidas de mesma letra nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As concentracdes de acidos graxos volateis e lactato foram também
semelhantes entre tratamentos (P > 0,05). Diferentemente do esperado, a dieta
Controle ndo proporcionou maiores teores destes produtos de fermentacao nas fezes.

Apenas os teores de amonia foram menores em Controle quando comparados a
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Amido (P =0,040). Este resultado pode ser decorrente da menor proteina bruta da
racdo Controle em relacdo as demais, ou por eventual maior incorporacdo deste
composto como nitrogénio microbiano, resultante de maior disponibilidade de energia

para metabolismo microbiano propiciado pela elevada fibra alimentar.

5.2. Teste de preferéncia, consumo, peso corporal e mensuracdes
morfométricas

O teste de preferéncia individual indicou que alimentos com maiores teores de
amido ou gordura sao mais palataveis para os jabutis, em detrimento a fibra (P<0,001,
Tabela 7). Esses resultados séo verificados também na primeira ingestéo, que associa
tanto olfato quanto paladar na escolha do alimento. Os jabutis apresentaram
primeiramente interesse pelas dietas com maiores teores de gordura ou amido, porém
verifica-se que a maior parte dos animais consumiram primeiro a dieta rica em
gordura. Avaliando a preferéncia dos jabutis coletivamente, manteve-se o padrao de
ingestdo sendo a racdo Gordura a mais ingerida, seguida pela Amido e por ultimo
Controle (P<0,05).

Tabela 8. Teste de preferéncia alimentar individual e por recinto, e avaliacdo da
primeira ingestdo dos jabutis frente as dietas experimentais.

Dietas Experimentais
Teste Valor P

Controle  Amido Gordura

Teste Preferéncia por Individuo (ingestdo em %)

Controle x Amido 11,5 88,5 - <,0001

Controle x Gordura 11,2 - 88,8 <,0001

Amido x Gordura - 47,1 52,9 0,718
Teste Preferéncia por Recinto (ingestdo em %)

Controle x Amido 25,4 74,6 - 0,002

Controle x Gordura 14,9 - 85,15 <,0001

Amido x Gordura - 41,1 58,9 0,049
Primeira Ingestéo (% de escolha)

Controle x Amido 22,8 77,2 - 0,016

Controle x Gordura 15,5 - 84,5 0,021

Amido x Gordura - 33,8 66,2 0,186
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Durante todo o periodo experimental os jabutis apresentaram consumo
adequado das racdes. Os dados obtidos confirmam a forte influéncia da temperatura
na atividade dos jabutis, durante o inverno (junho a agosto) o consumo das trés dietas
caiu de modo importante (Figura 5). Entre as racdes experimentais, o consumo foi
semelhante seguindo o mesmo padrdo ao longo do ano, com pico de ingestéao entre

marco e abril, possivelmente como preparagcdo do organismo para 0 inverno e a
restricdo alimentar consequente.

Consumo médio (g MS/kg PC/dia)
__ 3,50
(1]
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Figura 5. Consumo médio das ra¢des experimentais verificado nos recintos ao longo
do experimento.

No primeiro ano experimental (2019) o inverno foi mais rigoroso, com
temperaturas minimas de 5,7+3,6°C e maxima de 34,2+1,7°C. Neste periodo o
consumo alimentar foi de apenas 0,97+0,06g MS/kg/dia, o que corresponde a reducao
de 49% em comparacao ao periodo de verao (1,90+0,03g MS/kg/dia), que apresentou
temperaturas minimas de 20,3+1,9°C e maxima de 33,2+3,2°C (Figura 6).
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Figura 6. Temperatura minima, média e maxima e consumo meédio das racdes

experimentais (média de Controle, Amido e Gordura; g MS/kg/dia) ao longo
do experimento.

Com relacdo ao consumo médio de nutrientes verificado ao longo do periodo

experimental, nos recintos (Tabela 9), foi verificada ingestdo semelhante de alimento

entre as dietas, com valor médio de 1,64+0,06 g de MS/kg/dia (P=0,237).

Tabela 9. Consumo médio de racao e nutrientes digestiveis e peso corporal ao inicio
e final do periodo experimental (Média + Erro Padrdo da Média).

Dietas Experimentais

Parametros Periodo 1t Media M
Controle Amido Gordura Dieta
Matéria seca 1,74+0,12 1,47+0,09 1,70+0,14 1,64+0,06 0,237
Proteina 0,27+0,02b 0,29+0,02° 0,37+0,032 0,31+0,02 0,005
Fibra 0,119+0,0082 0,044+0,002¢ 0,065+0,006° 0,076+0,005 <,0001
Extrato Etéreo 0,077+0,0052*  0,065+0,004° 0,090+0,0072 0,079+0,004 0,014
Amido 0,28+0,02°¢ 0,62+0,03? 0,42+0,03° 0,44+0,03 <,0001
Energia (kcal/kg PC/dia) 5,38+0,36 6,08+0,39 6,14+0,51 5,84+0,25 0,378
Peso Corporal (kg)
Basal 5,48+0,54 5,71+0,66 5,64+0,70 5,61+0,36 0,942
Final 6,09+0,54 6,10+0,68 6,30+0,94 6,16+0,40
Média 5,58+0,30 5,74+0,36 5,73+0,43
Peso Corporal acumulado *
gramas  490,7+115,4 397,9+111,9 307,9+100,2 491,4+75,4 0,503
% 8,64+1,88 6,86+1,95 5,82+1,50 7,91+1,19 0,536

abc _ Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1 Basal — dia 0, inicio do periodo experimental; Final — 545 dias de ingestédo das dietas experimentais.
2 N&o houve efeito estatistico de periodo (P = 0,257) e da interacdo entre dieta e periodo (P>0,05) para

0 parametro Peso Corporal.

8 Valores calculados a partir dos dados de consumo ao longo do periodo experimental (19 meses).
4 Valor calculado como Peso final — Peso inicial.

Como proposto pelas formulagdes o consumo de fibra foi maior na ragao

Controle, o de amido maior na racdo Amido e o de gordura maior na racdo Gordura
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(P<0,05). No entanto, a digestibilidade do extrato etéreo acido foi inesperadamente
baixo na racdo Gordura, de modo a reduzir seu valor de energia digestivel (Tabela 6)
e arelacao proteina bruta:energia ser elevada. Com isto o0 consumo de proteina bruta,
que foi estabelecido para ser semelhante a partir do balanceamento da contribuigéo
da proteina na energia metabolizavel do alimento (Tabela 4), ndo ocorreu e a ingestao
de proteina bruta foi maior na ragcdo Gordura (P<0,05). A ingestdo de energia
digestivel ndo diferiu entre as dietas (P=0,387), acompanhando o consumo de matéria
seca e o valor de energia disponivel do alimento.

De inicio os jabutis foram pesados semanalmente, para verificar se estavam
ingerindo adequadamente as racdes e mantendo ou ganhando peso corporal. Apés a
fase inicial, estes passaram a ser pesados mensalmente (Figura 7). Embora sem
diferenca estatistica (P=0,257) nem efeito do tipo de alimento, houve ganho mais ou
menos regular de peso corporal, com aumento médio de 491,4+75,4 gramas por
animal no periodo. Estes dados demonstram que a ingestao e composicao nutricional
das racoes foram adequadas, mantendo a condic&o corporal dos animais.

A manutencdo do peso corporal acompanhou o consumo semelhante de
energia digestivel pelos animais que receberam as trés dietas experimentais. A
variacdo de consumo verificado ao longo do ano, de acordo com a temperatura
ambiental, ndo se refletiu em interrupcdo do padrdo de ganho ou em perda de peso
corporal, sinalizando serem apenas ajustes de ingestao resultantes da influéncia da
temperatura na taxa metabdlica de repouso. Assim, nos meses com temperatura mais
elevada (primavera-verdo) o consumo meédio de energia digestivel dos jabutis foi
maior, com média de 6,47+1,04 kcal/kg/dia do que nos meses mais frios (outono e
inverno), com média de 5,06+2,23 Kcal/kg/dia (P=0,003), mas sem influéncia sobre o
peso corporal dos individuos.
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Figura 7. Peso corporal médio dos jabutis alimentados com as

racdes experimentais
ao longo do periodo experimental.

As medidas biométricas da carapaca, o volume e a densidade dos jabutis
permaneceram semelhantes ao longo do estudo (P>0,05; Tabela 10). No entanto,
acompanhando o ganho de peso numérico, todas as medias biométricas também
apresentam aumento numérico nos individuos, indicando padrdo continuo de
crescimento independentemente da dieta. O crescimento de algumas estruturas do
casco foi influenciado pelo sexo, como a curvatura do comprimento da carapaca (1,1
mm/més para fémeas e 1,6 mm/més para machos; P=0,011) e a largura do plastrao
(0,2 mm/més para fémeas e 0,Imm/més para machos; P=0,042). As fémeas,
independente da dieta também apresentaram volume corporal 30% maior que o dos
machos (6,09+0,52 e 4,27+0,31 cm?, respectivamente; P=0,003).
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Tabela 10. Morfometria dos jabutis alimentados com as dietas experimentais ao longo

do periodo experimental. (Média + Erro Padrdo da Média).

Dietas Experimentais Valor P2
Parametros Periodo? . Média .
Controle Amido Gordura Dieta Periodo
Comprimento da Carapaca (cm)
Basal 2052+0,86 29,81+128 30,03+1,16 29,79+0,62 0,558 0,319
Final 30,63+0,90 30,74+1,12 30,62+1,20 30,66+0,61
Média 30,08+0,62 30,28+0,84 30,32+0,82
Largura da Carapaca (cm)
Basal 18,68+1,18 18,36+1,18 19,58+1,18 18,87+0,68 0,537 0,521
Final 19,41+1,18 18,84+1,18 20,22+1,18 19,49+0,68
Média 19,05+0,83 18,60+0,84 19,90+0,83
Circunferéncia da Carapaca (cm)
Basal 85,45£3,24 86,11+3,31 87,30+3,24 86,29+1,89 0,920 0,615
Final 87,46x3.24 87,31+3,31 88,13%£3,24 87,63+1,89
Média 86,46+2,29 86,71+2,34 87,72+2,29
Comprimento do Plastréo (cm)
Basal 23,38+0,79 23,87+0,81 23,43+0,79 23,56+0,46 0,864 0,476
Final 23,99+0,79 24,21+0,81 23,87+0,79 24,02+0,46
Média 23,69+0,56 24,04+0,58 23,65+0,56
Largura do Plastrdo (cm)
Basal 16,96+0,98 17,32+0,98 18,19+0,98 17,49+0,57 0,470 0,769
Final 17,27+0,98 17,52+0,98 18,39+0,98 17,73%0,57
Média 17,12+0,69 17,42+0,70 18,29+0,70
Altura (cm)
Basal 15,03+0,93 14,61+0,94 14,78+0,93 14,81+0,54 0,805 0,776
Final 15,49+0,93 14,71+0,94 14,88+0,93 15,03+0,54
Media 15,26+0,66 14,66+0,66 14,83+0,66
Volume (cm3)
Basal 5,80+0,90 6,00+0,98 5,59+0,93 5,79+0,54 0,919 0,768
Final 6,44+0,90 569+0,91 5924090  6,02+0,52
Média 6,12+0,64  5,85+0,67  5,79+0,65
Densidade aparente (kg/dm3)
Basal 1,06£0,04  1,12+0,03  1,08+0,04  1,09+0,03 0,146 0,272
Final 1,07#0,04  1,19+0,05  1,11+0,05  1,13%0,03
Media 1,06+0,03  1,15+0,03  1,10+0,03

1 Basal — dia 0, inicio do periodo experimental; Final — 365 dias de ingestdo das dietas experimentais.
2 N&o houve efeito estatistico na interacéo entre dieta e periodo (P>0,05).

5.3.

Avaliacdo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Com relagdo aos exames hematologicos (Tabelas 11), a maioria dos valores

estdo dentro da referéncia para a espécie (Bergamini, 2016). As contagens de

hemacias no momento basal, independentemente da dieta, demonstram leve quadro
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de anemia (0,33+0,01 x 10° cél/uL), com melhora no perfil ao longo do periodo de
ingestao das racfes experimentais, atingindo valor maximo apés 365 dias de consumo
dos alimentos (P < 0,001). Essa discreta anemia € acompanhada por valores mais
elevados no volume corpuscular médio (VCM) durante o periodo basal (P<0,001),
indicando possivel anemia regenerativa, com liberacdo de hemacias jovens e a
recuperacdo do quadro ao longo da ingestdo das racBes experimentais. Nao foi

verificada a presenca de hemoparasitas em todas as avaliacbes hematoldgicas.

Tabela 11. Parametros hematol6gicos dos jabutis ao longo de 12 meses de consumo
das racdes experimentais (Média + Erro Padréo da Média).

Dietas Experimentais Valor P
Parametros - Médias? - ;
Controle Amido Gordura Dieta Periodo2 Sexo
Eritrograma
Heméacias Basal 0,34+0,02 0,34+0,02 0,33+0,03 0,33+0,01¢ 0,589 <,001 <,001

(108 cél/uL) Dia 183 0,45+0,04 0,46+0,03 0,50+0,05 0,47+0,028
Dia 365 0,61+0,05 0,65+0,04 0,64+0,04 0,63+0,03*
Dieta 0,46+0,03 0,47+0,03 0,49+0,03
Fémea 0,39+0,02 0,44+0,03 0,45+0,04 0,42+0,02
Macho 0,53+0,04 0,50+0,04 0,52+0,04 0,52+0,02
Hemoglobina Basal 7,25+0,44 6,58+0,35 7,28+0,03 7,03+0,22® 0,188 <,001 0,027
(g/dL) Dia 183 5,83+0,25 6,04+0,20 6,51+0,04 6,13+0,16¢
Dia 365 5,47+0,63 8,32+0,45 8,91+0,04 8,56+0,30*
Dieta 7,18+0,31 6,95+0,25 7,51+0,03
Fémea 6,80+0,39 6,86+0,33 7,17+0,32 6,94+0,20
Macho 7,53+0,48 7,02+0,36 7,78+0,38  7,44+0,24
Hematécrito Basal 27,710 27,6£1,0 28,0+1,4 27,7+0,6 0,024 0,166 <,001
(%) Dia 183 25,3+1,3 26,1+1,0 28,1+1,3 26,5+0,7
Dia 365 26,3+1,1 26,0£0,9 29,6%1,2 27,3x0,6
Dieta 26,4+0,7° 26,5+0,6° 28,6+0,72
Fémea 23,9+0,7 24,9+0,9 25,2+0,7 24,6x0,5
Macho 28,6+0,8 27,8+0,6 31,2+0,9 29,2+0,5
indices hematimétricos?

VCM Basal 839+30 834124 834+21 836+15* 0,992 <001 0,503
(fL) Dia 183 584+36 592+40 577+33 584+208

Dia 365 451+41 394+25 452+33 435+20°

Dieta 625+32 617+33 616+29

Fémea 636+46 624+48 637+49 633+27

Macho 615+44 611+47 601+47 609+24
aA — Médias seguidas de mesma letra (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1 Médias dos periodos e do sexo.
2 Periodo de coleta: Basal — inicio do periodo experimento, dia 0; Dia 183 — avaliacao ap6s 183 dias de
consumo das dietas experimentais; Dia 365 — 365 dias de consumo das dietas experimentais.
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Tabela 11. Parametros hematoldgicos dos jabutis ao longo de 12 meses de consumo
das racdes experimentais (Média + Erro Padréo da Média). Continuacéo.

Dietas Experimentais Valor P
Parametros - Médias? -
Controle Amido Gordura Dieta Periodo2 Sexo
CHCMs3 Basal 27,6+1,8 23,9+1,0 26,8+1,7 26,1+0,98 0,600 <,001 0,038
(%) Dia183 23,2405 23,3+0,4 24,2+0,8 23,6+0,3°
Dia365  31,8+15 32,6216 31,9+1,3 32,1+0,8*
Dieta 27,50,9 26,4%0,9 27,7+0,9
Fémea 28,2+1,2 27,6+1,1 28,7+1,3 28,2+0,7
Macho 26,9+1,5 25,5+1,3 26,9+1,2 26,5+0,8
Leucograma
Leucocitos Basal 6,08£0,52  553+0,32  573+0,49  579+0,268 0,350 <,001 0,154
(10%cél/uL) Dia 183  6,07+0,67  4,46+052  4,20+0,56  4,92+0,368
Dia365 11,57+3,36 12,31+3,16 8,87+1,63  10,89+1,60*
Dieta 7,91+1,19  7,43+1,18  6,28+,066
Fémea 9514245  818#252  7,39+121  8,42+1,25
Macho 6,50+059  6,88+0,88  552+0,74  6,28+0,43
Heterdfilos Basal 3,54+0,4082 348+0,3382 336+0,4882  346+0,23 0,011 <,001 0,000
(10%él/uL) Dia 183  2,68+0,26%2 2,72+0,44%8 2 47+0,32°@  2,62+0,19
Dia365 4,67+0,65%° 4,75+0,76"° 6,36+1,72%2  521+0,61
Dieta 3,61+0,29  3,57+0,30  3,85+0,56
Fémea 39240497 3,45+0,56"° 545+1,314%  4,21+0,47
Macho 3,35+,33%  3,66+0,30%% 2,89+0,3382  3,29+0,19
Linfocitos Basal 1594+153  1163+172  1412+188  1453+111 0,406 0,133 0,235
(cél/uL) Dia 183  1940+323  544+143 657+162 1068+163
Dia365  1682+319  1280+234  1285+215  1412+148
Dieta 1741+155  1043#131  1115+119
Fémea 18504242  911+209  1285+147  1425+133
Macho 16474204  1022+134  987+176 1215+105
Basofilos Basal 608+116 385+112 419+119 475,867 0,278 0281 0,723
(cél/uL) Dia183  831+145 679+139 469+111 659+78
Dia365  582+172 501+98 365+65 475+68
Dieta 678+83 527+71 418457
Fémea 509+110 601+110 428+102 509+62
Macho 811+115 473+94 410+67 563+57
Eosindfilos ~ Basal 124+35 106435 74430 101+19® 0,109 <,001 0,897
(cél/uL) Dia 183 205+41 153+34 113+29 158+218
Dia 365 32361 31076 224458 287+38A
Dieta 220+30 191+34 136425
Fémea 228+49 183+46 112+31 178+26
Macho 212+37 198+48 152+37 187+24
Mondcitos Basal 194+61 144457 140+46 160+32 0,649 0,584 0,586
(cél/uL) Dia 183 161+27 1478+30 73+14 127+15
Dia 365 140+32 56+20 137+30 114+16
Dieta 167+25 120+24 115+18
Fémea 135+29 142+45 133+26 137+20
Macho 191+38 101+24 1023+24 133+18
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aA — Médias seguidas de mesma letra (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

1 Médias dos periodos e do sexo.

2 Periodo de coleta: Basal — inicio do periodo experimento, dia 0; Dia 183 — avaliacao ap6s 183 dias de
consumo das dietas experimentais; Dia 365 — 365 dias de consumo das dietas experimentais.

3 VCM- Volume corpuscular médio; HCM — Hemoglobina corpuscular média; CHCM — Concentracao
de hemoglobina corpuscular média.

Tanto para contagem de hemécias quanto para a concentracdo de
hemoglobina houve efeito de sexo, com os machos demonstrando valores 19% e 7%,
maiores, respectivamente, quando comparados as fémeas (P<0,01). Para todos os
parametros avaliados ndo houve interacdo dieta, sexo e periodo (P>0,05), com
excecao de para heterofilos (P = 0001). Estes apresentaram menores valores para a
coleta no inverno (Dia 183) e maior aporte celular apés um ano de ingestao das dietas
experimentais, especialmente para as fémeas ingerindo a racdo Gordura (P<0,01).
Houve efeito de sexo e periodo para a maioria dos parametros hematoldgicos
avaliados e efeito da dieta apenas quanto ao hematdcrito e valores absolutos de
heterdfilos, ambos mais elevados na dieta Gordura em relacéo as demais (P=0,011).

Para a maioria dos parametros bioquimicos séricos (Tabela 12) também houve
efeito de sexo e periodo (P<0,05), embora todos os valores encontram-se dentro do
esperado para a espécie (Pereira, 2015; Bergamini, 2016). Houve interacdo entre
dieta e sexo apenas para fosfatase alcalina (P = 0,001), creatinina quinase (P = 0,001)
e albumina (P = 0,023). A concentragdo das enzimas hepaticas FA e AST foram
menores em jabutis alimentados com a racdo Controle do que Amido e Gordura
(P<0,01). Estas também apresentaram efeito de sexo, sendo FA maior nas fémeas e
AST maior nos machos (P<0,01). Apesar destas diferencas, os valores encontram-se

dentro da referéncia ndo sendo indicativo de lesdes hepaticas.
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Tabela 12. Parametros bioquimicos dos jabutis ao longo de 12 meses de consumo
das racdes experimentais (Média + Erro Padrédo da Média).

Parametros? Dietas Média2? valor P
Controle Amido Gordura Dieta Periodo® Sexo
Glicose Basal 80,7+4,6 69,4%7,0 75,339  75,3#3,04 0,713 <001 0,003
(mg/dL) Dia 183  49,5+3,0 53,7+2,9 51,5+¢3,1  51,5+1,78
Dia365  79,4x44 69,7+4,60 70,0452  72,7+2,8*
Dieta 69,2+3,2 64,3+3,1 65,6+2,8
Fémea 66,045,3 56,7+4,5 60,6%3,5 61,242,6
Macho 71,8+4,0 70,0+3,9 69,0+4,0 70,242,3
AST Basal 109,3£9,7 136,4%11,4 137,7+190 127,8+#84 0,007 0,659 0,001
(UJL) Dia183 100,4+12,7 154,2+22,9 153,6+22,8 134,8+11,8
Dia365 120,8+14,3 183,4+28,3 103,3+15,4 137,1#12,8
Dieta 110,2+7,2°> 158,613,028 133,1+11,62
Fémea  102,8+12,9 123,9+12,7 105,7#13,3 110,3%7,5
Macho  116,3+7,6  184,3+19,0 154,6+16,7 151,2+9,2
Fosfatase alcalina Basal 53,747 50,5+4,7 61,8+7,4 55,7+3,4A 0,009 0,003 <,001
(UL) Dia183  53,4%3,0 66,916,5 62,446,3  60,9+3,278
Dia365  63,8+6,3 66,4%6,5 67,8+10,8  66,0+4,68
Dieta 56,8+2,8P 67,8+3,62 63,8+4,62
Fémea  682+4,7%2 78,3572  938+509A° 79 8+34
Macho  488+2,382 50,843,282  46,1+3,282 48,5417
Creatina quinase Basal 649+116 377+58 514481 513+528 0,210 <,001 0,856
(UL) Dia183  1164+165 1145325 12044167  1298+130
Dia365  767+135 959+177 661+120 788+838
Dieta 862,6£86,6  961+144 784+84
Fémea  730+114%% 1320+313"  607+118*  864+119
Macho 983+9782  710,5+86,582 906+11182 867+59
Proteina Total Basal 4,59+0,21  5,02+0,26 4,78+0,17  4,87+0,15 0,235 0,551 0,000
(g/dL) Dia183  4,43+0,23  4,46%0,28 5,21+0,26  4,69+0,16
Dia365 4,42+0,18  4,87+0,25 4,71+0,36  4,660,16
Dieta 4,48+0,12  4,78+0,15 4,90+0,16
Fémea  411+0,17  4,25+0,25 4,98+0,31  4,41+0,14
Macho  4,82+0,13  5,15+0,16 4,85+0,17  4,94+0,09
Albumina Basal 1,5740,13  1,65+0,13 1,71+0,19  1,64+0,09* 0,044 0,046 <,001
(g/dL) Dia183 1,50+0,05  1,350,06 1,67£0,11  1,49+0,058
Dia365 1,61+0,13  1,64+0,12 1,80+0,30  1,68+0,11*
Dieta 1,55+0,06*  1,54+0,06 1,730,122
Fémea 1,78+0,11° 1,73+0,14”° 2,34+0,26% 1,92+0,10
Macho  1,35+0,0582 1,41+0,0482 1,37+0,06% 1,38+0,03
Ureia Basal 48,3451 33,3+3,7 41,342 41,3+2,7 0,028 0,349 <,001
(mg/dL) Dia 183 425455 40,4+6,7 64,1+8,8  49,0+4,3
Dia365  45,8+4,.4 43,545,5 49,8+6,0 46,4+3,0
Dieta 456+2,92>  39,1+3,1P 51,5+4,02
Fémea 38,8+4,5 27,1+3,3 34,9+3,6 34,0+2.4
Macho 51,5%3,2 48,3x4,0 62,3%5,1 54,42 5
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aA — Médias seguidas de mesma letra (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).

1 AST- Aspartato aminotransferase.

2 Médias do periodo e do sexo.

3 Periodo de coleta: Basal — inicio do experimento, dia 0; Dia 183 — 183 dias de consumo das dietas
experimentais; Dia 365 — 365 dias de consumo das dietas experimentais.

A glicemia dos jabutis foi menor na coleta do dia 183 (P<0,001), que coincide
com o inverno, periodo de menor ingestdo alimentar devido a temperatura ambiental.
Tanto proteina total quanto albumina foram maiores nas fémeas (P<0,01), sendo o
teor de albumina superior nas fémeas ingerindo a dieta Gordura (P=0,023). A
concentracéo de ureia foi maior nas fémeas e nos jabutis ingerindo a dieta Gordura,
com menores valores sendo encontrados na Amido (P<0,05).

O valores de perfil lipidico dos jabutis permaneceram dentro da faixa de
referéncia para a espécie (Dutra, 2014; Pereira, 2015; Bergamini, 2016). Alguns
parametros foram influenciados pela dieta ingerida e sexo (P<0,01), conforme
demonstrado na Tabela 13. Durante o periodo experimental os jabutis mantiveram o
comportamento reprodutivo normal. Houve oviposicdo em todos o0s recintos,
distribuida praticamente ao longo de todo o ano. Isto justifica as diferencas entre sexo
no metabolismo de lipideos, pois fémeas elevam a sintese de triglicérides e colesterol
para formacao do vitelo. FEmeas apresentam, assim, maior valor de colesterol que
machos (P=0,001). Interacéo sexo*dieta foi detectada, sendo os valores de colesterol
menores nos machos alimentados com racdo Controle (P<0,05). Triglicerideos
apresentaram apenas efeito de sexo, quase 10 vezes maior das fémeas do que nos
machos (P<0,001). Houve, ainda efeito de dieta para colesterol, sendo este maior para
jabutis alimentados com racdo Gordura do que Amido (P<0,05), tendo a racao
Controle resultado em valores intermediarios.

Quanto as fracdes de lipoproteinas, machos apresentaram maior HDL e fémeas
maior LDL (P<0,01). Os valores de LDL foram também maiores para jabutis
alimentados com a racdo Gordura em relacéo a Controle e Amido (P=0,002). Para os
teores de HDL e LDL houve, também, interagdo entre o sexo e a dieta ingerida (P
=0,001 e P =0,046, respectivamente). A lipoproteina HDL foi maior nos machos
ingerindo a dieta Amido em relacao as ragdes Controle e Gordura (P<0,05). As fémeas
ingerindo a racdo Gordura apresentaram maiores concentracdes de LDL do que as
ingerindo Amido (P<0,05), enquanto nos machos os teores de LDL foram mais
elevados na dieta Amido em relagédo a Controle (P<0,05), demonstrando diferencgas

guanto ao sexo em suas respostas metabdlicas ao alimento consumido.
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Tabela 13. Perfil lipidico sérico de jabutis-piranga alimentados por 12 meses com as
racOes experimentais (Média + Erro Padrdo da Média).

Dietas Valor P
Parametros? - Média2? - —
Controle Amido Gordura Dieta Periodo® Sexo
Colesterol Basal 186,3+23,9 154,0+18,3 187,0+30,4 176,8+14,4 0,021 0,203 <,001
(mg/dL) Dia 183 174,1+16,7 209,6+19,8 229,1+26,7 203,5+12,5
Dia365 170,8+21,6 158,2+13,9 182,5+30,7 175,5+13,7
Dieta 177,1+¢11,9%° 174,8+10,7° 203,8+17,02
Fémea 249,0+10,4"° 212,9+20,9*° 316,1+20,6"* 259,4+11,2
Macho 114,2+7,38> 149,548,282 130,4+8,8% 131,3+4,9
Triglicérides Basal 340,2+85,6  247,6+86,6 329,9+116,7 307,2+55,5 0,838 0,233 <,001
(mg/dL) Dia 183 177,1+41,1 199,9+48,4 212,1+64,7 196,3+29,7
Dia365 261,5+78,5 175,4+61,1 260,2+96,1 233,0+45,4
Dieta 259,6x41,4 207,6+38,2 267,6£54,0
Fémea  490,3t54,1 400,4+54,1 625,5+84,1 502,5+39,7
Macho 57,7£10,7 57,7£10,7 42,2+8,4 53,846,1
Lipoproteinas (mg/dL)
HDL Basal 21,1+2,2 31,1+4,5 27,4+3,3 26,4+2,0 0,072 0,483 <,001
Dia 183 21,3+2,7 24,5+4.8 23,5+2,9 23,1+2,0
Dia 365 21,7+2,8 29,5+3,3 27,544,1 26,1+2,0
Dieta 21,415 28,4+2,4 26,1+2,0
Fémea 18,642,172 15,1+2 452 20,842,782 18,2+1,4
Macho 23,9+1,9% 38,3+2,1% 29,7+5,6"° 30,6%1,5
LDL Basal 97,7+11,3 87,448,3 95,9+10,6  94,0+5,9% 0,002 0,019 0,003
Dia 183 110,7+13,7 125,2+12,8 154,3+13,3 129,1+8,1*
Dia365 93,9+10,1 85,9+8,5 102,9+14,9 94,4+6,6°
Dieta 100,8+6,7° 99,8+6,5° 116,7+8,3?
Fémea 131,1+8,0°% 08,1+11,3*°* 157,3+11,9% 129,7+6,6"
Macho 74,2+7,08°  100,9+8,0°* 93,2+8,3% 89 5+4 6"

aA — Médias seguidas de mesma letra (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1 HDL - Lipoproteina de alta densidade; LDL — Lipoproteina de baixa densidade.
2 Médias do periodo e do sexo.
3 Periodo de coleta: Basal — inicio do experimento, dia 0; Dia 183 — 183 dias de consumo das dietas
experimentais; Dia 365 — 365 dias de consumo das dietas experimentais.

5.3.1. Avaliacdo das Lipoproteinas plasmaticas por cromatografia

liquida

Com o piloto, foi possivel se detectar os picos das fragdes de lipoproteinas e

se indicar para cada sexo as concentragbes médias das fracbes de colesterol e
triglicerideos nas lipoproteinas séricas, validando o método para jabutis-piranga
(Figura 8; Apéndice 1). Apos essa avaliagdo prévia, amostras de soro de todos os



57

animais foram coletadas no més de agosto, com temperatura média de 21,2+3,1
(Maxima: 29,5+3,8 e Minima: 13,9£3,0).

FPLC FEMEA FPLC MACHO
0.69 0.69

VLDL LDL HDL VLDL LDL HDL

0.54 0.5

o
~
1
o
=
N

Abs 500nm
o
w

Abs 500nm
o
w

o

N
h
o
N

0.14

.
014«

0.0 T T T T T 1 0.0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70

FRAGAO FRAGAO
— ABS COL == ABSTG — ABS COL --- ABS TG

Figura 8. Perfil das lipoproteinas plasmaticas de jabutis adultos, machos e fémeas.

Em relacdo ao colesterol e triglicérides em mg/dL (Tabela 14), a concentracao
de colesterol na fracdo VLDL foi superior nas fémeas ingerindo a dieta Gordura em
comparacao a fémeas nas racbes Amido e Controle, sendo no geral maior em fémeas
do que nos machos (P<0,01). Na fracdo LDL o colesterol foi também maior nas
fémeas, mas dentre as fémeas mais elevado nas que receberam a dieta Controle
(P<0,05). Ja para triglicerideos, estes foram mais elevados na fracdo VLDL em fémeas
e nestas maiores nas alimentadas com a racdo Gordura do que nas demais (P<0,05).
Na fracdo LDL triglicérides foram maiores para fémeas e, dentre as dietas, menor para
Amido e maior para Controle e Gordura (P<0,05). Para HDL triglicérides apenas efeito
de racdo foi observado, sendo este maior nos jabutis alimentados com a racgao
Gordura em relacdo a Controle (P<0,05). A somatéria das concentracdes de
triglicérides foram 73% superiores nas fémeas com valor maximo sendo observado
nas fémeas dieta Gordura (P<0,05).

Ao se avaliar a participagédo do colesterol e do triglicérides na composicdo das
fracOes de lipoproteinas, foi possivel se observar efeito das ra¢des experimentais na
porcentagem de LDL triglicérides, maior nos animais alimentados com a racao
Controle (P=0,03). Interacdo sexo e dieta foi detectada para a porcentagem de
colesterol VLDL, maior para fémeas do que para machos e nas fémeas menor na
racao Controle do que para Amido e Gordura (P<0,05). Colesterol LDL e HDL e

triglicérides HDL foram maiores para machos (P<0,05).
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Tabela 14. Perfil de lipoproteinas plasmaticas determinados por cromatografia liquida
de jabutis alimentados por 18 meses com as racdes experimentais (Média
+ Erro Padrdo da Média).

Parametros’ Sexo Dietas experimentais Média Valor P
Controle Amido Gordura Dieta Sexo Interacéo
Colesterol (mg/dL)
VLDL Fémea 93,1+257A° 128,3+16,1 A" 206,3+18,3 42 132,2+16,3 0,117 <0,01 0,002
Macho  20,4+4,7Ba2  31,2+10,483 17,2+7,388  232+45
Média 54,3+15,2 72,8+15,9 86,0+29,7
LDL Fémea 204,9+33,47% 87,3+27,2A> 111,1+30,5A° 142,7+21,7 0,035 <0,01 0,027
Macho  76,2+12,082 84,1+18,242 62,5+156"2  74,848,7
Média  136,2+23,62 85,3+14,7°  82,8+16,5°
HDL Fémea 30,3+9,8 13,9459 18,6+6,5 22,0+4,9 0,27 0,93 0,430
Macho 23,8+4,8 23,2445 15,7+4,8 21,1427
Média 26,8+5,1 19,6+3,7 16,9+3,7
TOTAL Fémea  328,3t+54,8  241,0+27,2  365,0£29,0 313,4+27,1 0,428 <0,01 0,0504
Macho  120,4+19,2  138,5+17,5 954+26,1 119,1+12,1
Média 217,4+38,3  177,9+20,3  207,8+442
Triglicérides (mg/dL)
VLDL Fémea 104,5+154Ac 172,8+12,4Ab 2580+20,342 173,8+17,6 <0,01 <0,01 <0,01
Macho 28,7+7,982 57 1+1458 495+10,58  44,96,8
Média  61,2+12,9 106,7+18,5  136,4+32,5
LDL Fémea  148,8+20,0 78,1+22,6 141,8+19,6 125,0+14,1 0,049 <0,01 0,25
Macho 25,4+7,8 24,9+6,9 55,0+19,0 34,2+7,1
Média  83,0+19,12  454+11,8°  86,6+18,82
HDL Fémea 9,4+3,5 5,9+1,8 12,0454 9,1+2,1 0,03 0,28 0,22
Macho 6,612,3 12,3+3,1 21,7+5,1 13,1+2.4
Média 7,5+1,9b 10,1+2,3 @ 18,1+9,9 2
TOTAL Fémea 276,3+11,840 301,0+29,4 Ab 462,0+44,1 A2 339,7+255 <0,01 <0,01 0,026
Macho 60,6+12,982 04,3+2188B2 126,1+26,18 92,3+12,6
Média  153,1+30,8  182,9+33,1  266,1+54,8
Colesterol (%)
VLDL Fémea 25,3+58Ab 50,8+10,4”2 653+8,8%2  449+60 0,100 <0,01 0,012
Macho 15,8+3,1%2  16,1+2,482 138+3,82Ba 152+138
Média 20,2+3,3 32,1+6,9 35,248,8
LDL Fémea 64,2+5,8 39,3+8,6 36,5+9,4 47,6452 0,078 <0,01 0,056
Macho 65,4+4,5 58,616,9 70,2438 64,5+3,1
Média 64,8+3,5 50,3+5,8 54,7+6,7
HDL Fémea 6,1+1,5 5,3+2,5 7,142,5 6,2+1,2 0,84 <0,01 0,72
Macho 18,8425 17,7+3.4 16,1+1,2 17,6+1,5
Média 13,442 3 12,942 8 11,9+1,8

aA — Médias seguidas de mesma letra (minlsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1 VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade; HDL — Lipoproteina de alta densidade; LDL —
Lipoproteina de baixa densidade.
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Tabela 14. Perfil de lipoproteinas plasmaticas determinados por cromatografia liquida
de jabutis alimentados por 18 meses com as racdes experimentais (Média
+ Erro Padrdo da Média). Continuacéo.

Dietas experimentais Média Valor P
Controle Amido Gordura Dieta Sexo Interacéo

Parametros! Sexo

Triglicérides (%)
VLDL Fémea 40,0+4,7 60,7+7,6 62,4+7,8 53,614,4 0,14 0,44 0,31
Macho 46,5+7,4 54,7+7,2 46,4+8,2  49,3+4,2
Média  43,414,4 57,245,1 53,8+5,9
LDL Fémea 48,615,6 31,0+7,3 29,6+6,1 37,0+4,0 0,03 0,90 0,59
Macho 41,5457 30,1+6,9 36,1+7,8 35,9+3,8
Média 44,8+t4,02 30,5+4,8°  33,1+4,9b
HDL Fémea 11,5+4,4 8,3+4,3 8,1+3,7 9,4+23 0,95 <0,01 0,43
Macho 12,0+3,0 15,2+3,1 17,5+2,6  14,8+1,7
Média 11,8425 12,3+2,6 13,225
aA — Médias seguidas de mesma letra (mindsculas nas linhas e mailsculas nas colunas) néo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
1 VLDL - Lipoproteina de muito baixa densidade; HDL — Lipoproteina de alta densidade; LDL —
Lipoproteina de baixa densidade.

A distribuicdo percentual de colesterol e triglicérides dentro de cada fracédo de
lipoproteina encontra-se ilustrada na Figura 9. Colesterol foi preponderante nas
moléculas de LDL dos jabutis, independente da dieta consumida, j& o triglicérides teve
maior participacdo nas moléculas de VLDL. Por ser a fracdo responsavel pela
depuracéo do colesterol nos tecidos, a HDL apresentou composicao lipidica variavel

quanto a proporcao de triglicerideos e colesterol.

Controle Amido Gordura
80 =% COL
60 % TG
40
"1 I I
' [] L]
VLDL LDL HDL VLDL LDL HDL VLDL LDL HDL

Figura 9. Distribuicdo porcentual de colesterol e triglicerideos dentro das fracdes de
lipoproteinas dos jabutis alimentados com as ra¢des experimentais.

5.4. Bibpsia e avaliacao histopatoldgica do tecido hepatico
A avaliacdo do volume e coloracédo hepética durante a celioscopia revelou que

dois animais (2/18) exibiam o figado aumentado de volume (jabutis 8 e 10) e um (1/18)
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reducdo (jabuti 16) no tempo basal (Dia 0). No tempo final, apds 365 dias de consumo,
dois (2/20) exibiram volume aumentado (jabutis 3 e 17) e trés (3/20) volumes
reduzidos (jabutis 14, 16 e 18). A coloracéo variou de cinza a castanho amarelado em
ambos os tempos. Os resultados individuais da avaliacdo hepatica macroscoépica
durante a celioscopia segundo cada dieta estao descritos no Apéndice 2. A Figura 10

mostra as caracteristicas macroscopicas do figado de jabutis durante a celioscopia.

Figura 10. Aspecto macroscoépico do figado avaliado durante a biopsia. A. Figado
amarelo. B. Figado acastanhado com éarea de cicatrizagcdo do primeiro
procedimento de bidpsia. C. Figado Acinzentado.

Os grupos de dieta ndo exibiram diferenca estatistica significativa quanto a
avaliacdo microscépica do figado (Tabela 15; P > 0,05) no periodo basal. Os jabutis
exibiam esteatose microgoticular em grau moderado (2/17) a marcante (15/17),
hepatite portal linfocitica discreta em dois (2/17) e esteatohepatite em dois (2/17),
fibrose perisinusoidal (8/17), periportal (2/17) e fibrose portal e perisinusoidal (1/17);
hemossiderose hepatica presente nos agregados de melanomacrofagos em onze
jabutis (11/17) e proliferacdo ductuolar em sete (6/17). A Figura 11 exemplifica as

caracteristicas microscopicas hepéaticas de jabutis no tempo basal.
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Tabela 15. Avaliacao histopatolégica (escores de 0 a 3) dos fragmentos de tecido hepatico no periodo basal e apds 365 dias de
consumo das dietas experimentais (Escore da lesdo seguido da frequéncia de distribuicdo dentro destes).

Dietas Experimentais

Paréametros Periodo? Valor P
Controle Amido Gordura
Degeneracéao esteatética
Microvesicular Basal 3 (100%) 0 (17%), 2 (17%), 3 (67%) 3 (100%) 0,273
Final 0 (33%), 1 (17%), 3 (50%) 2 (17%), 3 (83%) 0 (25%), 2 (12,5%), 3 (62,5%) 0,443
Valor P 0,058 0,461 0,137
Macrovesicular Basal 0 (100%) 0 (83%), 3 (17%) 0 (100%) 0,608
Final 0 (100%) 0 (100%) 0 (100%) 1,000
Valor P 1,000 0,317 1,000
Distribuicédo Basal 3 (100%) 3 (100%) 3 (100%) 1,000
Final 0 (33%), 3 (67%) 3 (100%) 0 (25%), 3 (75%) 0,397
Valor P 0,138 1,000 0,243
Melanomacro6fagos Basal 0 (50%), 1 (50%) 0 (33%), 1 (50%), 2 (17%) 0 (40%), 1 (60%) 0,642
Final 0 (17%), 1 (83%) 0 (33%), 1 (67%) 0 (37,5%), 1 (37,5%), 3 (25%) 0,935
Valor P 0,241 0,715 0,578
Glicogénio Basal 3 (100%) 3 (100%) 2 (40%), 3 (60%) 0,418
Final 3 (100%) 2 (17%), 3 (83%) 1(12,5%), 2 (37,5%), 3 (50%) 0,191
Valor P 1,000 1,000 0,622
Lipofucsina Basal 0 (17%), 1 (83%) 0 (17%), 1 (83%) 0 (20%), 1 (80%) 0,971
Final 1 (83%), 2(17%) 1 (100%) 1 (87,5%), 2 (12,5%) 0,021
Valor P 0,176 0,317 0,163
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Tabela 15. Avaliacao histopatolégica (escores de 0 a 3) dos fragmentos de tecido hepatico no periodo basal e apds 365 dias de
consumo das dietas experimentais (Escore da lesdo seguido da frequéncia de distribuicdo dentro destes). Continuacao.

Dietas Experimentais

Parametros Periodo? i Valor P
Controle Amido Gordura
Hemossiderose Basal 0 (33%), 1 (67%) 0 (33%), 1 (67%) 0 (40%), 1 (60%) 0,520
Final 0 (33%), 2 (33%), 3 (33%) 0 (17%), 1 (67%), 2 (17%) 1 (62,5%), 2 (37,5%) 0,561
Valor P 0,182 0,336 0,035
Proliferacédo de ductos Basal 0 (83%), 1 (17%) 0 (67%), 1 (33%) 0 (40%), 1 (60%) 0,520
biliares Final 0 (83%), 1 (17%) 0 (67%), 1 (33%) 1 (62,5%), 2 (37,5%) 0,628
Valor P 1,000 1,000 0,735
_ 0 (20%%), 1A (20%), 1B (20%), 0,269
Fibrose Basal 0 (63%), 1A (17%), 1B (17%) 0 (17%), 1A (67%), 2 (17%)
1C (40%)
] 0 (33%), 1A (17%), 1C (17%), 0 (25%), 1C (12,5%), 2 0,572
Final 1A (17%), 1C (33%), 2 (50%)
2 (33%) (37,5%), 3 (25%)
Valor P 0,007 0,736 0,136
Inflamacéo Basal 0 (100%), 0 (6) 0 (67%), 1 (33%) 0 (60%), 1 (40%) 0,432
Final 0 (83%), 1 (17%) 0 (83%), 1 (17%) 0 (87,5%), 1 (12,5%) 0,958
Valor P 0,317 0,523 0,271
Tipos celulares Basal 0 (100%) 0 (67%), linfocitos (33%) 0 (60%), linfocitos (40%)
Final 0 (83%), linfocitos (17%) 0 (83%), linfocitos (17%) 0 (87,5%), heterdfilos (12,5%)

1 Basal — inicio do experimento, dia O; Final — 365 dias de consumo das dietas experimentais.
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Figura 11. Caracteristicas histopatoldgicas do tecido hepatico dos jabutis no periodo basal (dia 0). A - C. Marcante esteatose
microgoticular difusa nos trés grupos, porém em C chama atencdo esteatohepatite linfocitica e heterofilica com
proliferacao de ductuolar em espaco porta. Agregados de melanomacréfagos (em marrom) em escore 1 em A e B, e em
escore zero em C. HE; D — F. Hepatdcitos vacuolizados exibindo depdsitos de glicogénio com escore 3 em D e E, mas
escore 2 em F. PAS; G -l. Hepatdcitos vacuolizados exibindo depdsitos de pigmento de lipofucsina (em rosa) em
agregados de melanomacréfagos em escore 1 em G e | e escore zero em H. PAS com diastase; J — L. Presenca de
depodsitos de hemossiderina em escore 0 (até 5% das células) nos trés grupos. Perls; M — O. Fibrose (em vermelho)
perisinusoidal em N e perisinusoidal e portal em O. Picrosirius red. Aumento de 200x. Barra = 50 pm.
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No tempo final, houve algumas mudancas histologicas com efeito da dieta
apenas na presenca de lipofucsina (P = 0,021), com todos os animais do grupo amido
apresentando presenca discreta deste pigmento em detrimento aos jabutis dos
tratamentos Controle (discreta: 5/6, moderada: 1/6) e Gordura (discreta: 7/8,
moderada: 1/8). Com relacéo a lipofucsina, ainda houve um efeito de periodo (P =
0,024) com maior presenca desse pigmento de discreto (18/20) a moderado (2/20) no
periodo final em comparacdo ao basal (ausente: 3/17 e discreto: 14/17). A presenca
de esteatose microgoticular marcante foi predominante nos jabutis (13/20), mas em
menor proporg¢ao ao observado no inicio do experimento havendo redugéo do grau da
lesdo de ausente (4/20) a moderada (2/20). Hepatite portal linfocitica discreta foi
verificada em dois animais (2/20) e um animal apresentando hepatite heterofilica
(1/20), totalizando trés jabutis com esteatohepatite (3/20). Destaca-se ainda a
presenca de outras alteragdes como fibrose perisinusoidal (11/20), portal (17/20) e
fibrose portal associada a perisinusoidal (9/20), hemossiderose hepatica (17/20) e
proliferacéo ductuolar (7/20).

A hemossiderose que no periodo basal estava distribuida entre as
classificagOes discreta (11/17) e ausente (6/17) passou a ser verificada nas formas
marcante (2/20) e moderada (6/20) sendo discreta em nove jabutis (P = 0,008); houve
ainda efeito de periodo dentro da dieta Gordura (P = 0,035). A progressao da fibrose
também foi verificada na avaliacao final (P = 0,007) com efeito de periodo dentro do
grupo Controle (P = 0,007), predominando les6es moderadas (3/6) no periodo final.
Dentro da dieta Controle foi possivel verificar regressdo da degeneracao gordurosa
microvesicular marcante em 100% dos jabutis para grau discreto (1/6) ou até mesmo
ausente (2/6), apds a ingestdo da dieta. A Figura 12 exemplifica as caracteristicas
microscoépicas hepaticas de jabutis no tempo final.
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Figura 12. Caracteristicas histopatolégicas do tecido hepético dos jabutis no periodo final (Dia 365). A - C. Discreta (escore 1)
esteatose microgoticular multifocal em A, moderada em B (escore 2) e marcante em C (escore 3). Em C, o grupo gordura
apresenta esteatohepatite linfocitica e heterofilica com proliferacdo de ductuolar em espaco porta. Agregados de
melanomacrofagos (em marrom) em escore 1 em A e B, e em escore zero em C. HE; D — F. Hepatdcitos exibindo depdsitos
de glicogénio com escore 3 nos trés grupos. PAS; G -I. Depdésitos de pigmento de lipofucsina (em rosa) em agregados de
melanomacrofagos em escore 1 nos trés grupos. PAS com diastase; J — L. Presenca de depdésitos de hemossiderina em
escore 2 em J, e em escore 1 em K e L. Perls; M — O. Fibrose (em vermelho) portal em M e N e fibrose em ponte porta -
portal e perisinusoidal em O. Picrosirius red. Aumento de 200x, Barra = 50 um.
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5.5. Composicéao corporal pelo DEXA
Analisando os dados de composicdo corporal (Tabela 16) estabelecidos pelo
DEXA, pode-se observar que ndo houve efeito das ragoes experimentais (P > 0,05).
Devido a diferenca de peso entre machos e fémeas, a distribuicdo da composicao
corporal foi apresentada apenas com relacdo a porcentagem. Machos e fémeas
apresentam a mesma porcentagem de massa gorda (P>0,05). As fémeas, por outro
lado, apresentaram maior porcentagem de massa magra, menor contetdo mineral (%)

e menor densidade mineral 6ssea (g/cm?) do que os machos (P<0,05).

Tabela 16. Composicdo corporal dos jabutis alimentados com as racoes
experimentais por 12 meses. Valores analisados por absorciometria de
raios-X de dupla energia -DEXA (Média + Erro Padrdo da Média).

Dietas Valor P?
Parametros Sexo i Media .
Controle Amido Gordura Dieta Sexo
Densidade Mineral Macho 0,66+0,04 0,62+0,02 0,62+0,01 0,63+0,01 0,666 0,007
Ossea Fémea 0,54+0,06 0,51+0,07 0,53+0,04 0,53+0,03
(g/cm2) Média 0,60+0,04 0,57+0,04 0,58+0,02
Gordura Corporal Macho 8,0+0,13 8,3x0,22 8,2+0,06 8,2+0,08 0,633 0,504

(%) Fémea 8,3+0,03 8,2+0,11 8,2+0,04 8,2+0,04
Média 8,1+0,08 8,3+0,11  8,2+0,03
Massa Magra Macho 85,0+0,7 86,2+0,5 86,6+0,2 85,3+0,3 0,419 <0,001
(%) Fémea 87,1+0,5 87,4+0,4 87,5+0,2 87,31#0,2
Média 86,0+0,6 86,6+0,4 86,2+0,5
Conteudo Mineral Macho  7,0+0,8 5,6+0,3 5,4+0,3 6,6+0,3 0,312 <0,001
(%) Fémea 4,610,5 4,4+0,4 4,3+0,2 4,410,2
Média  5,8+0,7 5,1+0,4 5,6+0,5

1 Nao houve efeito estatistico na interagéo entre dieta e sexo (P>0,05).

5.6. Analise do metabolismo energético pela agua duplamente marcada

Durante as coletas os animais foram alimentados e mantidos nos recintos
coletivos, com possibilidade a atividade e interagdo com os demais jabutis, permitindo
a expressao de comportamentos rotineiros. A temperatura ambiental média no
periodo do ensaio com a agua duplamente marcada foi de: 24,3+1,3°C na avaliacéo
basal, em marcgo e abril de 2019; e 22,1+1,5°C na avaliagéo final, em abril de2020.
N&o houve diferenca entre o peso corporal dos jabutis ingerindo as trés racdes

experimentais (Tabela 17), mas foi verificado efeito de sexo sendo as fémeas mais
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pesadas que os machos (7,73+0,42kg e 5,60+0,45kg, respectivamente; P = 0,037). A
composicao corporal permaneceu semelhante para todos os grupos e se demonstrou
constante, independentemente da racdo experimental consumida por 365 dias
(P>0,05).

Tabela 17. Peso e composicdo corporal, producdo de CO:2 e gasto energético diario
de jabutis-piranga alimentados por 12 meses com as racdes experimentais
(Média £ Erro Padrdo da Média).

Dietas Experimentais Valor P!
Parametros Periodo Média
Controle Amido Gordura Dieta Periodo
Peso Corporal Basal 5,97+0,53 7,1340,95 6,87+1,53 6,68+0,60 0,456 0,790
(kg) Dia 365 6,59+0,72 7,06+0,73 5,80+0,68 6,52+0,42
Média 6,28+0,44 7,09+0,56 6,26+0,74
Composicao corporal (%)
Agua Basal 59,39+0,20 58,14+1,27 60,07+0,98 59,14+0,67 0,785 0,521
Dia365  59,12+2,85 58,92+1,24 56,35+2,25 58,11+1,13
Média 59,26+1,48 58,60+0,87 57,94+1,41
Gordura Basal 16,11+1,69 17,88+1,80 15,16+1,38 16,46+0,94 0,785 0,522
Dia 365 16,49+4,03 16,79+1,74 20,41+3,18 17,92+1,59
Média 16,30+2,08 17,24+1,23 18,16+1,99
Massa Magra  Basal 83,89+1,69 82,12+1,80 84,84+1,38 83,54+0,94 0,785 0,522
Dia 365  83,51+4,03 83,21+1,74 79,60+3,18 82,08+1,59
Média 83,70+2,08 82,76+1,23 81,84+1,99
Producéo de CO:2
mL/h Basal 308,8+74,4 409,4+70,9 406,1+127,9 380,4+52,6 0,997 0,015
Dia 365 271,7¢40,2 169,9+26,9 221,5+28,7 221,0+20,1
Média 287,2+37,2 289,6+49,3 306,7+63,8
mL/kg/h Basal 48,15+8,40 58,85%+6,27 47,09+14,78 52,24+541 0,587 0,099
Dia 365 45,05+8,99 34,37+7,01 42,57+6,31 40,38%4,24
Média 46,34+6,05 45,79+5,63 44,45+6,80
Gasto energético dirio 2
KJ/dia Basal 177,7¢42,8 235,1+40,7 232,2+¢73,1 218,2+30,1 0,998 0,020
Dia 365 156,4+23,1 97,8t15,4 126,7+16,4 126,9+11,5
Média 165,3+21,4 166,4+28,3 175,4+36,5
KJ/ kg/dia Basal 26,63+4,35 33,54+3,60 31,48+4,69 30,94+2,39 0,944 0,047
Dia365  25,04+4,40 19,85+4,10 24,16+3,68 22,86+2,30
Média 25,71£3,01 26,25+3,22 27,55%£3,01

1 N&o houve efeito estatistico na interagéo entre dieta e periodo para os parametros avaliados (P>0,05).
2 Estimado segundo Elia e Livesey (1992).
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Tabela 17. Peso e composicdo corporal, producdo de CO:2 e gasto energético diario
de jabutis-piranga alimentados por 12 meses com as racdes experimentais
(Média £ Erro Padrdo da Média). Continuacéo.

Dietas Experimentais ) Valor P?
Pardmetros  Periodo ) Média )
Controle Amido Gordura Dieta Periodo
Fluxo de agua corporal (mL/kg/dia)
Efluxo Basal 26,79+1,89 27,95+2,15 30,20+4,35 28,31+1,67 0,880 0,618
Dia 365 24,94+2,27 25,71+3,69 26,58+2,57 25,78+1,74
Média 25,79+1,46 26,55+2,40 28,13+2,32
Influxo Basal 28,65+1,77 28,60+2,37 32,95+4,57 30,06+1,77 0,657 0,270
Dia 365 25,08+2,29 25,58+3,75 26,98+2,49 25,88+1,76
Média 26,72+1,51 26,7142,47 29,54+2,45

1 N&o houve efeito estatistico na interagdo entre dieta e periodo para os parametros avaliados (P>0,05).
2 Estimado segundo Elia e Livesey (1992).

As caracteristicas das ra¢gfes ndo induziram modificagdes na composi¢ao
corporal nem na produgéo de CO2 (P=0,997). Com isto n&o se verificou efeito de dieta
nos parametros avaliados do metabolismo energético (P>0,05). Houve, no entanto,
efeito do periodo de coleta no VCO2 maior no periodo basal (P=0,015). Com isto as
estimativas de gasto energético diario foram maiores no periodo basal quando
comparadas ao final do experimento (P<0,05). Provavelmente, isto se deve a
influéncia da temperatura ambiental, menor ao final do experimento, o que pode ter
resultado em diminuicdo do metabolismo dos jabutis. O fluxo de agua corporal nao
diferiu entre periodos e dietas (P>0,05). Foi detectado efeito de sexo independente de
dieta, o gasto energético médio dos machos foi estimado como 20,65+2,38 KJ/kg/dia
e das fémeas e 30,77+2,13 KJ/kg/dia (P = 0,004).

5.7. Analise do metabolismo energético por calorimetria indireta

O peso médio dos jabutis utilizados no ensaio de respirometria foi semelhante
entre 0s grupos experimentais (P>0,05), como pode ser observado na Tabela 18.
Durante o ensaio ndo houve diferenca significativa entre ragcdes na temperatura
interna das camaras de respirometria (P > 0,05), com valor médio foi de 25,9+0,3°C,
descartando a possivel influéncia deste fator no gasto energético dos jabutis. Todos
0s jabutis apresentaram consumo alimentar durante o periodo de testes quando
alojados nas camaras de respirometria, sem diferenca entre racdes quanto ao

consumo de matéria seca e energia digestivel (P>0,05).
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O consumo de oxigénio e a producao de dioxido de carbono ndo apresentaram
efeito de dietas experimentais (P>0,05). Na comparacdo de sexo independente de
racdo, fémeas consumiram mais oxigénio (147,3t16,0 e 89,9+12,5 mL/h,
respectivamente; P = 0,021) e produziram mais CO2 do que machos (126,3+18,7 e
74,4+9,6 mL/h, respectivamente; P = 0,033). No entanto, ao se computar estes
parametros por quilograma de peso corporal, se detectou apenas tendéncia de
diferenca entre sexos, sendo o consumo de oxigénio de 26,21+3,62 mL/Kg/h para
fémeas e de 18,51+2,85 mL/Kg/h para machos (P = 0,103) e a producéo de CO2de
22,11+3,62 mL/Kg/h para fémeas e de 15,32+2,85 mL/Kg/h para machos (P = 0,101).
Estas diferencas entre sexo, de qualquer forma, corroboram o observado no ensaio

com a agua duplamente marcada de maior gasto energético para fémeas.

Tabela 18. Temperatura interna nas camaras de respirometria, peso corporal,
consumo alimentar, produgdo de COz2, consumo de Oz e produgédo de
calor de jabutis-piranga alimentados com as racdes experimentais (Média
+ Erro Padrdo da Média).

ParAmetros Dietas Experimentais Média Valor
Controle Amido Gordura
Temperatura das camaras (°C) 26,1+0,5 25,610,4 26,1+0,6 25,9+0,3 0,479
Peso Corporal (kg) 5,95+0,49 5,74+0,43  4,76+0,38 5,50+0,27 0,134
Consumo de matéria seca (g/dia) 19,67+3,99 12,07+3,79 5,89+1,66 12,58+2,34 0,082
Consumo de energia digestivel
(K3/dia) 209,2+44,7 192,7+64,9 82,8+26,7 166,2+125,2 0,209
Consumo O
mL/h 117,0+48,9 117,6+39,1 106,6+12,8 113,5+20,4 0,891
mL/kg/h  20,06+4,76 21,90+5,41 22,81+2,35 21,68+3,16 0,877
Producgéo CO;
mL/h  102,9+30,7 96,5+20,7 89,148,7 95,8+11,3 0,873
mL/kg/h 17,42+4,76 17,74+5,41 19,07+2,35 18,11+1,96 0,931
Quociente Respiratoério (VCO2/VO,)
0,85+0,15 0,83+0,11 0,85+0,11 0,84+0,11 0,951
Gasto energético diario *
KJd/dia 57,8+14,0 43,349,2 52,1+6,0 50,745,5 0,516
KJ/ kg/dia 9,89+2,42  8,04+1,94 11,15+1,06 9,68+1,04 0,431

1 Estimado segundo Brouwer (1965) em McLean e Tobin (1988), desconsiderando-se a producéo de

metano e o nitrogénio urinario.
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N&o houve efeito dos tratamentos no quociente respiratério, com valor médio
de 0,84 (P>0,05). Estes valores condizem com os obtidos para o quociente do
alimento, calculados a partir dos dados de proteina, amido e gordura digestiveis, que
foi de 0,85. Nao se verificou efeito de dieta na producgéo de calor dos jabutis (P>0,05).
Efeito de sexo, independente da dieta, foi verificado na avaliacdo por animal por dia,
sendo a producao de calor de 65,1+7,3 KJ/dia para fémeas e de 40,6+6,4 KJ/dia para
machos (P = 0,032). No entanto, o efeito de sexo desaparece quando corrigido pelo
peso corporal dos individuos (Fémeas: 11,42+1,27 KJ/Kg/dia; Machos: 8,47+1,48
KJ/Kg/dia, P = 0,160). E de se notar que a producdo de calor média verificada nas
camaras de respirometria, de 9,68+1,04 KJ/Kg/dia foi menor do que o valor médio
obtido pelo método da agua duplamente marcada, de 22,83+2,29 KJ/Kg/dia (P<0,01).
Em relacdo ao consumo de energia digestivel, observado no recinto ao longo do
periodo experimental (Tabela 9), este teve valor médio de 24,4+1,05 kJ/kg/dia, muito
préximo ao encontrado com a agua duplamente marcada. Observa-se, assim, que 0s
dados nas camaras de respirometria correspondem a aproximadamente 36% dos
estimados nos recintos, de modo que a falta de atividade muscular voluntaria e de sua
influéncia no gasto energético fez com que os valores das camaras se afastassem do
necessario para um jabuti em condi¢cées normais de manutencao.

Os fatores descritos na literatura para obtencédo do gasto energético diario de
répteis comparados com a equacao modificada de Brouwer (1965), demonstraram
valores semelhantes (P>0,05) de gasto energético ao se utilizar os valores de VO,

VCO2 ou ainda ambos.

Tabela 19. Determinacado do gasto energético usando coeficientes que consideram o
consumo de oxigénio e a producdo de diéxido de carbono (Média + Erro
Padrdo da Média).

Gasto Energético Diario

Parametros
KJ/dia KJ/kg/dia
Fator de Withers (1992)* 48,7+5,3 9,3+1,0
Fator de Nagy and Medica (1986) 2 49,945,9 9,4+1,0
Equacéo de Brouwer (1965) 3 50,7+5,5 9,7+1,0
P valor 0,951 0,953

1 Célculo considerando o fator 20,1 J/ml O2 consumido.
2 Calculo considerando o fator 21,7 J/ml CO2z produzido.
8 Célculo considerando a equacao modificada de Brouwer (1965) considerando VCOz2e VOo.
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6. DISCUSSAO

A espécie Chelonoidis carbonaria ainda apresenta diversas lacunas quanto aos
aspectos fisioldgicos e nutricionais. Para Testudines a maior parte dos estudos estao
concentradas em espécies de deserto com comportamento e metabolismo
possivelmente distintos. No presente estudo a contribuicdo mais importante estd em
demonstrar o baixo aproveitamento da gordura com sua eliminagédo nas fezes. Para
esta espécie, 0 ajuste metabdlico a ingestdo de amido foi bem desenvolvido ndo
demonstrando alteragcfes significativas na saude dos animais sob longo periodo de
ingestao.

Para jabutis, ndo ha estudos completos sobre a digestéo e aproveitamento dos
nutrientes da dieta, estes se restringem a avaliacdo da matéria seca, matéria organica,
fracOes da fibra e energia bruta. No presente estudo, a digestibilidade da matéria seca
e organica foi maior nos animais ingerindo a racdo Amido seguida pela Gordura,
possivelmente devido ao aproveitamento quase total do amido e pelo efeito
inversamente proporcional da fibra na digestibilidade. O efeito negativo na eficiéncia
digestiva de jabutis ingerindo dietas com elevados teores de fibra ja foi descrito em
algumas espécies (Bjorndal, 1989; Barboza, 1995; Liesegang et al., 2001; Hatt et al.,
2005). Este achado também é condizente com os valores encontrados para alguns
mamiferos herbivoros monogastricos fermentadores (Hatt et al., 2005) e também
descritos por Barboza (1995) para Jabutis do Deserto (Gopherus agassizii)
alimentados com dietas com baixos e elevados teores de fibra, sendo a digestibilidade
da matéria seca de 76£2% e 53+2%, respectivamente.

A presenca de amilase pancreatica, que é responsavel pela digestdo do amido
ja foi descrita em répteis (Abrahamson e Maher, 1967) o que justifica a elevada
digestibilidade (acima de 99%) pelos jabutis independente da racdo. O maior grau de
cozimento das racdes experimentais com valores acima de 88% de gelatinizacéo do
amido também favoreceu esta eficiéncia digestiva, facilitando a digestdo desse
material. O melhor aproveitamento do amido nas ragbes Controle e Amido em

detrimento a dieta Gordura possivelmente, esta associada a formagéo de complexos
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amilo-lipidicos durante o processo de extrusdo tornando o amido indisponivel a
digestdo além do efeito da gordura no bolo fecal dificultando a digestéo.

Um achado inesperado foi o baixo aproveitamento da gordura pelos jabutis. Ao
reduzir o teor de gordura da ragdo em aproximadamente pela metade, a
digestibilidade da gordura aumentou proporcionalmente (53% e 56% para as dietas
Controle e Amido, respectivamente). Esses valores séao similares ao encontrado em
elefantes e rinocerontes, animais herbivoros monogastricos fermentadores intestinais
(Cork et al., 1983; Clauss et al., 2006; Koirala et al., 2019). Em coelhos, dependendo
da fonte de gordura e sua inclusdo na dieta ha uma interferéncia na digestibilidade do
extrato etéreo, sendo que a inclusdo na dieta de valores maiores que 6% reduzem a
digestibilidade do extrato etéreo devido a diminui¢cao na eficiéncia digestiva e o efeito
negativo na microbiota intestinal (Xiccato, 2010).

Em diversas espécies de mamiferos herbivoros fermentadores intestinais
inclusive nos jabutis, a ingestédo de gordura em vida-livre € em torno de 2,0 a 3,0%, o
que pode explicar uma reduzida capacidade de aproveitamento deste nutriente
(McCullagh, 1969; Thompson, 2006). Conforme avaliado por Kritchevsky e Story
(1974), a fibra presente na alfafa, palha de trigo, polpa de cana de acucar e de
beterraba, farelo e casca de aveia apresentou elevada capacidade de adsorcdo aos
acidos e sais biliares interferindo diretamente na digestdo da gordura. A relacéo da
lignina, e compostos criados a partir desta, na adsor¢éo de sais e acidos biliares vem
sendo bem descrita em diversos estudos, especialmente com humanos, sobre o seu
possivel uso inclusive na reducdo da colesterolemia (Khorasani et al.,, 2021). Em
associacao, € possivel que a presenca de fibras insolUveis nos ingredientes fibrosos
utilizados nas ragdes experimentais promova redugéo no aproveitamento da gordura
por interferir na sua digestéo.

Somada a restrita capacidade de absorcéo e os efeitos dos componentes da
dieta na digestdo, possivelmente a reduzida ingestdo de matéria seca associada a
elevada carga microbiana presente em intestino grosso, acentuam as perdas de
lipideos de origem bacteriana (Richard et al., 2017) reduzindo a digestibilidade
aparente do extrato etéreo. Sabe-se que répteis herbivoros apresentam baixa

capacidade de metabolizacdo de gorduras saturadas com consequentes alteracdes
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na sanidade do animal (Thompson, 2006), mas estudos mais aprofundados ainda séo
necessarios para compreensao dos fatores envolvidos na digestdo da gordura.

Em jacarés, a elevada ingestdo de gordura promoveu redu¢do no tempo de
transito gastrointestinal, o que sugere um aumento na motilidade intestinal para esses
animais (Borges et al., 2016). No presente estudo, ndo houve efeito da ingestao de
fibra, amido ou gordura sobre a motilidade intestinal, sendo que para jabutis-piranga
o tempo de transito gastrointestinal foi de 4,5+0,6 dias e o tempo de retengé&o foi de
12,4+1,5 dias. Houve apenas uma tendéncia a maior tempo de transito gastrointestinal
ao ingerir a dieta Controle com elevado teor de fibra (6,2+1,1 dias) quando comparado
as demais dietas (3,6+0,4 dias). A elevada flexibilidade alimentar em jabutis é
acompanhada por adaptacdes anatdomicas e fisiologicas para atender as demandas
nutricionais desses animais. O consumo e o tipo de alimento estdo correlacionados
ao tempo de transito e a eficiéncia digestiva, dessa forma, maior consumo esta
associado a menor tempo de transito e menor digestibilidade dos nutrientes (Bjorndal,
1989).

Os valores de tempo de transito do presente estudo sédo condizentes ao
encontrado para a espécie consumindo dietas a base de frutas, sendo citados 6,6+1,2
dias (Bjorndal, 1989) e 0 a 4 dias (Strong e Fragoso, 2006), porém abaixo do
encontrado ao ingerir alimentos com maiores teores de fibra, especialmente lignina
(9,5+1,7dias, Bjorndal, 1989). Essas variacOes podem ocorrer devido a temperatura
ambiental durante os ensaios (Sadeghayobi et al., 2011), mas também por diferencas
na ingestdo das dietas. Assim como nos demais jabutis herbivoros, jabutis-piranga
gue se alimentam de dietas com elevado conteudo fibroso costumam demandar maior
tempo no trato gastrointestinal para digestdo e aproveitamento dos nutrientes
(Bjorndal, 1987, 1989; Barboza, 1995; Tracy et al., 2006). Porém a maior ingestao
alimentar associada com maior volume fecal produzido a partir deste contetdo
possivelmente estimula o peristaltismo reduzindo o tempo total que a digesta fica
retida no trato gastrointestinal até ser completamente eliminada nas fezes
(Meienberger et al., 1993).

N&o podemos descartar também que tanto a avaliacdo do tempo de transito
gastrointestinal quanto o ensaio para a determinacgéo do coeficiente de digestibilidade

aparente, compreenderam o periodo do inverno, com temperaturas consideradas
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abaixo da zona de conforto térmico para a espécie, o que influéncia negativamente
nestes parametros como ja demonstrado para outros répteis (Harlow et al., 1976;
Sadeghayobi et al., 2011). A adequada temperatura ambiental é fundamental para a
secrecdo e atividade enzimética ao longo do trato gastrointestinal, com extremos na
temperatura associados a putrefacdo da digesta (McArthur, Meyer e Innis, 2004)
Apesar da influéncia da temperatura, os valores de digestibilidade da matéria seca
dos jabutis-piranga, independente da racéo, encontram-se dentro do observado para
diversas espécies de jabutis (Franz et al., 2011), porém o tempo de transito
gastrointestinal foi menor do que encontrado para espécie sob temperatura ambiental
semelhante (Pizzutto et al., 2001).

A maior producéo fecal ao ingerir a dieta com maior teor de fibra (Controle) foi
acompanhada por fezes com aspecto mais bem formado e escore fecal maior, com
piora ha aparéncia das fezes com a ingestao de elevados teores de gordura. O escore
fecal ndo foi acompanhado pelo teor de umidade, indicando modificacdo no aspecto
fecal proporcionado pela eliminagdo quase que completa da gordura ingerida no bolo
fecal. A aparéncia das fezes € um fator importante a ser considerado durante a
producdo de alimentos comerciais para animais mantidos como pet, pois pode
acarretar rejeicdo ao fornecimento do alimento pelo tutor, mesmo quando nao ha
prejuizo a saude do animal.

Em jabutis-piranga, a fermentagéo ocorre majoritariamente no ceco e em menor
proporcao no colon (Bjorndal, 1997) sendo fundamental no aproveitamento da dieta,
gue é predominante em conteudos vegetais, além de fornecer de 24 a 65% da energia
digestivel ingerida (Barboza, 1995). Assim como verificado em outras espécies, no
presente estudo, a ingestao das racfes experimentais teve como principais produtos
de fermentacdo microbiana intestinal os acidos graxos volateis (Owens, 2016), sendo
predominante a producdo de acido acético, propidnico e butirico em ordem
decrescente (Barboza, 1995; Bjorndal, 1997). Apesar de todas as modificagdes
citadas na digestibilidade, tempo de passagem da digesta pelo trato gastrointestinal e
aspectos de qualidade fecal, as dietas do presente estudo ndo modificaram os
produtos de fermentacao intestinal microbiana, apresentando valores similares entre

0S grupos.
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A racdo Amido apresentou maior teor desse nutriente em sua composi¢ao com
gelatinizacdo em torno de 88% (12% e 7% mais baixos em relacao as dietas Controle
e Gordura, respectivamente), o que indica que parte deste nutriente pode estar em
forma de amido resistente com estrutura atuando como um probiético e sendo
fermentada pela microbiota intestinal. A ingestdo de elevadas quantidade de amido
resistente em caes promove um aumento na fermentacdo com elevacao de 36% na
formacao de 4cidos graxos de cadeia curta, especialmente butirato (Peixoto et al.,
2018). Em répteis, estudos dessa ordem nao sdo observados, mas acredita-se que o
mecanismo fisioldégico seja semelhante considerando que os clusters de
microrganismos presentes sejam em sua maioria similares aos dos demais répteis
herbivoros e mamiferos, variando apenas quanto a abundancia dos filos (Yuan et al.,
2015; Garcia-De La Pefia et al., 2019).

As concentracdes de acidos graxos volateis encontrados para jabutis-piranga
estdo abaixo do observado em mamiferos fermentadores intestinais hindgut e foregut
(160 a 1156 pMol/ g matéria seca) e no conteudo rumenal de ungulados (876 uMol/ g
matéria seca), mas dentro do valor observado de acidos graxos de cadeia curta para
a espécie (AGCC: 91 pMol/mL) (Troyer, 1984; Bjorndal, 1997). A reduzida
concentracdo de acidos graxos volateis nas fezes, observadas independente da dieta
ingerida, quando comparada aos demais animais fermentadores intestinais,
demonstra a absorcéo deste e sua utilizagdo como recurso energético, que é seguida
pelo pH fecal préximo a neutralidade, variando de 6,2 para Tartaruga verde (Chelonia
mydas) a 7,2 em Tartaruga-de-barriga-vermelha-da-Flérida (Pseudemys nelsoni)
(Bjorndal, 1979, 1997; Bjorndal e Bolten, 1990). Possivelmente, se avaliados o0s
valores de AGCC no ceco dos jabutis haveria efeito do amido na fermentagéo, com
reducdo no acetato, como ja observado em coelhos (Gidenne e Bellier, 2000).

Assim como para aves e mamiferos, em répteis, a percepcéo do alimento esta
associada a fatores comportamentais, genéticos, fisioldgicos e anatébmicos (Provenza,
1995), especialmente vinculados ao tipo de dieta ao longo da sua evolucdo
(Beauchamp e Jiang, 2015). Estudos sobre o paladar e papilas gustativas de répteis
ainda sdo escassos e geralmente abordam alguns aspectos em lagartos e cobras,
especialmente aqueles ligados ao 6rgao vomeronasal (Rowland et al., 2015). Em

quelbnios, o sistema olfativo e visual &€ bem desenvolvido e possivelmente sejam
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parametros com grande influéncia na avaliacdo do teste de preferéncia juntamente
com o paladar (Frye, 1995). As dietas utilizadas foram recobertas principalmente com
gordura de visceras de frango variando quando a sua inclusdo conforme objetivo da
racao, o que pode ter proporcionado diferentes intensidades de odores especialmente
ao comparar a dieta Gordura com a Controle, a qual possui alta participacado de
ingredientes fibrosos e baixa gordura de recobrimento.

As dietas experimentais também apresentaram a mesma coloracao
descartando a influéncia deste fator no teste, uma vez que coloragcdes amareladas e
vermelhas sdo preferidas por jabutis (Frye, 1995; Passos et al.,, 2014). As
caracteristicas sensoriais das ra¢cdes como a dureza do kibble, por sua vez, nao foram
avaliadas podendo ser um aspecto relevante na preferéncia do animal, considerando
a anatomia e fisiologia de apreensédo do alimento. Em jabutis, a manipulacdo do
alimento é baixa e a captura é feita com auxilio da lingua, que é fixa, juntamente com
as placas corneas em mandibula e maxila (Bjorndal, 1997; Fritz et al., 2010), dessa
forma, alimentos rigidos podem proporcionar experiéncia negativa durante a ingestao.

Muitos animais herbivoros também costumam forragear diversos itens
alimentares no intuito de obter os nutrientes necessarios a sua manutencao,
influenciados por aspectos alimentares morfolégicos, além de caracteristicas quimicas
e fisicas (Knapp e Alvarez-Clare, 2016). No presente estudo, a preferéncia por
alimentos com elevados teores de amido ou gordura foi mantida entre os testes feitos
individualmente e coletivamente, no final do periodo de verdo e inverno,
respectivamente. Ambos os alimentos apresentaram maior teor de energia digestivel
guando comparado a dieta Controle, possivelmente sendo escolhas mais energéticas
e palatavel. A preferéncia por alimentos com maiores teores de proteina ja foram
descritos em jabutis Gopherus, tartarugas e anfibios (Jennings e Berry, 2015;
Ramamonjisoa et al., 2017), mas nao hé referéncias sobre o efeito da gordura e amido
sobre este parametro em répteis.

O consumo de racéo e de energia digestivel foi semelhante entre os grupos
experimentais, resposta distinta a esperada. Assim como ocorre em aves, esperava-
se que a absorcédo de gordura fosse proxima a 100% (Veloso et al., 2014; Di Santo et
al., 2019) contribuindo com aumento na densidade calorica da racdo o que limitaria a

sua ingestéao. Dentro deste raciocinio tanto a ingestéo da dieta Gordura quanto Amido
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seriam menores a dieta Controle. Como a digestibilidade da gordura foi baixa, sendo
eliminada nas fezes, a energia digestivel da dieta Gordura foi similar as demais dietas,
ja na dieta Amido o teor energético € maior sendo acompanhado por menor ingestdo
de matéria seca e similar consumo de energia digestivel.

O consumo de energia digestivel semelhante entre 0s grupos experimentais
explica 0 mesmo ganho de peso corporal entre as dietas. O consumo de matéria seca
encontrado no presente estudo encontra-se dentro dos valores observados para
jabutis-piranga consumindo folhagens de Lantana (2,1+0,8 g MS/Kg PC/dia) (Bjorndal,
1989) mas abaixo do que € encontrado em outras espécies de jabutis herbivoros
(Barboza, 1995; Halley, 1997; Hatt et al., 2005).

Independente da ragdo experimental, os jabutis ganharam peso ao longo do
periodo experimental e apesar de ndo haver diferenca estatistica os animais
cresceram nesse periodo. Ha um efeito de sexo na mensuracfes morfologicas do
casco de jabutis-piranga, marcando o dimorfismo sexual nessa espécie como também
ja determinado para jabutis da espécie Testudo graeca, com fémeas mais pesadas,
compridas e largas que os machos (Mahmoud, 2015; Tomovi¢ et al., 2020). A
densidade corporal ou indice de condi¢cdo corporal (g/cm3) dos jabutis adultos do
presente estudo estd dentro dos valores encontrados para Gopherus agassizii,
Actinemys marmorata e Homopus signatus signatus em diferentes condicbes de
alojamento e vida-livre (Loehr et al., 2007; Ashton et al., 2015; Daly et al., 2018) e
demonstram a manutencéo da condig&o corporal dos animais ao longo do estudo.

A manutencdo da condicdo corporal e a ingestdo de dieta balanceada foi
acompanhada por hemograma dentro da referéncia para a espécie ap0s a ingestéo
das racdes experimentais. Houve efeito de sexo e periodo para a maioria dos
parametros, achado condizente ao descrito em diversas espécies de queldnios,
especialmente em hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e contagem total de
hemacias com maiores valores nos machos quando comparados as fémeas (Andreani
et al., 2014; Christopher et al., 1999; Hofmeyr et al., 2017). Assim como o verificado
mm mamiferos, esse efeito de sexo pode ser decorrente da acdo de hormonios
andrégenos na medula e estimulando a producéo de eritropoietina (Murphy, 2014).

As coletas realizadas no inverno com temperaturas em torno de 6 a 22°C,

promoveram reducdo tanto no eritrograma quanto no leucograma, mantendo a
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proporcao celular na contagem diferencial de leucécitos (Bergamini et al., 2017), o que
corrobora com o verificado no presente estudo. Estes achados reiteram as
modificacdes nos par@metros hematoldgicos e bioquimicos conforme a estacdo do
ano e temperatura ambiental verificadas em répteis (Dickinson et al., 2002; Bergamini
et al., 2017; Hofmeyr et al., 2017).

Assim como para 0 hemograma, no presente estudo a dieta ndo interferiu na
maioria dos parametros bioquimicos avaliados, verificando-se efeito de sexo e periodo
de coleta sobre esses parametros, resultados também observados em outras
espécies de queldnios (Dickinson et al., 2002; Raphael et al., 2010; Scope et al., 2013;
Andreani et al., 2014). A glicemia e a albumina foram menores durante o inverno,
periodo em que os jabutis reduzem o nivel de atividade e a ingestdo de alimento,
chegando, em algumas espécies de clima temperado, a entrar em hibernacdo ou
torpor (Christopher et al., 1999; Andreani et al., 2014). A ureia diferiu entre as racdes
experimentais, sendo mais elevada nos animais ingerindo a dieta Gordura e menor na
Amido. As racdes foram formuladas para que a contribuicdo energética advinda das
fontes de proteina fosse similar, porém o maior consumo da dieta Gordura fez também
com que a ingestao proteica fosse maior o que pode ter influenciado neste parametro
bioquimico.

Com relacdo as enzimas que avaliam lesdo hepética, ao serem avaliadas em
associacdo com a atividade de creatina quinase, demonstram elevacdo das
concentracbes de aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina nos animais
ingerindo a dieta Amido e Gordura, porém dentro da faixa de referéncia. Apesar desse
aumento, ndo é possivel afirmar que houve lesdo no tecido hepatico em decorréncia
da ingestdo de maiores teores de amido e gordura. A avaliacdo da atividade das
transaminases hepaticas ndo apresentou boa correlagdo com alteracdes oriundas de
esteatose hepatica em jabutis-piranga, sendo essencial a realizacdo de bidpsia para
o diagndstico conclusivo das lesdes (Dutra, 2014). A CK apresentou elevagdes em
sua concentracdo na coleta correspondente ao periodo de inverno, demonstrando a
interferéncia da estacao do ano e temperatura ambiental sobre a fisiologia do animal,
dificultando a realizacdo da coleta por uma possivel vasoconstricéo.

As fémeas apresentaram teores mais elevados no lipidograma, com valores de

triglicerideos chegando a ser quase dez vezes maior quando comparado aos machos,
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0 que esta correlacionado a mobilizacdo lipidica aos ovarios para a reproducéo, por
acao estrogénica (Raphael et al., 2010; Scope et al., 2013). A sazonalidade
encontrada no perfil de lipoproteinas de baixa densidade dos jabutis deste estudo é
condizente com o observado em répteis e esta associada a mudangas no metabolismo
energético advindas com as variaveis climaticas ambientais e periodo reprodutivo
(Price, 2017). A concentracdo de colesterol, triglicérides e lipoproteinas é fundamental
na avaliacdo de dislipidemias e apresenta importante interferéncia tanto de sexo
qguanto de sazonalidade sendo fatores importantes a serem considerados na
avaliacao.

Com relacédo aos efeitos dos substratos alimentares, apesar de grande parte
da gordura advinda da dieta ter sido eliminada pelas fezes, o que foi absorvido da
dieta Gordura ainda promoveu elevacao do colesterol sérico, com efeito em LDL. O
aumento do LDL apds a ingestéo de dietas ricas em gordura ja foi descrito em peixes
e esta associada a acumulo lipidico em tecido hepatico (Yan et al., 2015), o que
provavelmente também ocorre em répteis diante do metabolismo de lipidios. A
lipoproteina HDL que é responsavel pelo transporte reverso do colesterol presente
nos tecidos para o figado, também é influenciada pelo sexo e no presente estudo
apresentou uma correlacdo com a ingestédo de elevados teores de amido.

A andlise mais aprofundada do transporte de colesterol e triglicerideos dentro
das fracBes de lipoproteinas permite verificar que mais uma vez o sexo € determinante
no metabolismo de lipideos dos jabutis, com forte influéncia do periodo reprodutivo
sobre os parametros. As racfes experimentais, contrapondo o que era esperado, ndo
demonstraram efeitos decisivos para o perfil bioquimico e sérico, que em parte pode
ser explicada pelo baixo aproveitamento da gordura da dieta. A VLDL carreadora de
colesterol foi predominante nas fémeas ingerindo a ragdo Gordura, o0 que
possivelmente esté correlacionada ao maior aporte de substratos energéticos dessa
dieta. J& o oposto é verificado para LDL carreador de triglicérides, sendo que a
porcentagem foi maior na dieta Controle.

Comumente a VLDL e os quilomicrons sdo responsaveis pelo transporte de
triglicerideos oriundos da dieta (Cain et al.,, 2003), o que justifica a sua maior
concentracédo em dietas com teores mais elevados de substratos energéticos, como a

gordura e o amido. Sob dietas com elevados teores de gordura, Tartarugas-de-ouvido-
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vermelho (Trachemys scripta), parecem absorver os lipideos observando-se maiores
teores de LDL e IDL, além de apresentarem estruturas similares a encontrada em
humanos (Cain et al., 2003). Em répteis, especialmente nos quelénios, h4 lacunas
sobre o transporte de triglicerideos necessarios na vitelogénese, mas sugere-se que
possa haver uma participacdo da VLDL além das VLDLY especificas deste processo
(Price, 2017), o que justificaria 0 aumento dessa lipoproteina nas fémeas.

A composicao das lipoproteinas de jabutis seguiu a distribui¢éo de triglicerideos
e colesterol verificadas em humanos (Chapman, 1980) inclusive apresentando
semelhancas em algumas apoproteinas analisadas (Cain et al., 2003). Apesar dessa
similaridade ndo ha estudos em répteis explorando o metabolismo de lipideos e a
participacdo das lipoproteinas em aterogenicidade ou ainda sob as diversas
alteracbes em tecido hepatico.

A avaliacédo histolégica do tecido hepatico dos jabutis demonstrou a presenca
de esteatose em diferentes graus que foi acompanhada por inflamacédo em alguns
casos. Alteracdes hepéticas sdo achados comuns em répteis com descricdo de
degeneracgéo vacuolar, atrofia, hemossiderose e deposicdo acentuada de melanina
em Jabutis do Deserto de vida-livre (Homer et al., 1998), alteracdes condizentes ao
encontrado ja no inicio do experimento. A avaliacdo histolégica houve melhora na
degeneracdo microvesicular apos a ingestdo das dietas experimentais, em particular
na dieta Controle, demonstrando possivel efeito benéfico dos carboidratos insolaveis
da dieta sob o metabolismo lipidico. A presenca em todas as dietas experimentais, em
niveis adequados, de nutrientes importantes ao metabolismo lipidico hepatico, como
colina e metionina (Mato et al., 2008; Park et al., 2011), pode ser fator chave na
semelhante resposta do figado aos diferentes substratos encontrados no estudo.

Para a hemossiderose, embora haja apenas efeito estatistico na dieta Gordura
entre os periodos, é possivel verificar que houve aumento no escore de lesdo ao
periodo final. Em seres humanos e ratos, ja foi demonstrado correlacdo entre
esteatose e 0 acumulo de ferro por estimulos inflamatorios ou de adipocinas sob os
niveis de hepcidina, a qual regula o metabolismo de ferro (Feldman et al. 2015).
Apesar de ndo estabelecido os valores de referéncia dos requerimentos de ferro para
jabutis, é possivel inferir que, para herbivoros, o maior consumo de alimentos ricos

neste mineral eleve a sua tolerancia a niveis mais elevados. Em contraposicéo, a dieta
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Gordura que apresentou efeito de periodo na hemossiderose possui valores
estimados de ferro em sua composicao inferiores as demais dietas (195 mg/kg racéo
versus 270 mg/kg e 176 mg/kg ragdo para as dietas Controle e Amido,
respectivamente). Possivel efeito da composicdo de massa gorda sob a liberagcédo de
adipocinas e consequente acdo na hepcidina néo foi verificada no estudo indicando
possiveis alteracdes no metabolismo de ferro ainda ndo elucidadas.

Paralelamente, a presenca de maior pigmentacdo por lipofucsina ao periodo
final especialmente nas dietas Controle e Gordura, em associagdo a hemossiderose
séo indicativos da ocorréncia de estresse oxidativo com danos a membrana celular. A
presenca de ferro e a formacao de peroxidos a partir de reacdes metabdlicas como a
respiragao celular se unem formando radicais extremamente reativos que dardo
origem a lipofucsina (Terman e Brunk, 2004). Essas alteragbes podem estar
associadas ao aumento no niumero de melanomacrofagos com sua acao fagocitaria e
de defesa a processos potencialmente lesivos aos hepatdcitos. Os melanomacrofagos
possuem capacidade de sintese de melanina e contém lipofucsina e hemossiderina
em seu interior, que sugerem acao antioxidante da melanina sob radicais livres
especialmente aqueles contendo ferro (Henninger e Beresford, 1990; Christiansen et
al., 1996; Agius e Roberts, 2003).

Também podemos destacar um possivel efeito da cronicidade das lesdes
esteatdticas sob a membrana dos hepatdcitos, mas sem descartar a possibilidade do
componente oxidativo persistente na evolugao e ocorréncia de fibrose verificada ao
longo do experimento. Em cagados da espécie Pelodiscus sinensis, 0 consumo dietas
ricas em gordura (13,89% de lipideos) foi capaz de induzir dislipidemias com lesGes
em tecido hepético, aumento de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo,
bem como a diminui¢do da capacidade antioxidante e aumento na autofagia hepatica
(Zhong et al. 2020). Efeitos esses, similares encontrados em peixes carnivoros porém,
ao consumir dietas com mais de 20% de amido em sua composi¢ao (Lin et al. 2018).
Dessa forma, a ampliacdo do estudo avaliando marcadores de estresse oxidativo nos
jabutis seria capaz de elucidar pontos importantes relativos as alteragcdes histolégicas
verificadas e a metabolizagdo dos substratos da dieta para animais herbivoros.

O maior teor de gordura e amido na dieta nao representou modificacoes na

composicao corporal dos jabutis, o que pode ser justificado pela eliminacdo da gordura
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nas fezes e seu baixo aproveitamento bem como a adaptacéo dos jabutis a ingestao
de alimentos com elevados teores de amido. A manutencdo da composicdo corporal
foi acompanhada pelo peso corporal com influéncia do sexo sobre as porcentagens
de massa magra e conteudo mineral além da densidade mineral 6ssea. Para jabutis,
as fémeas apresentaram maior massa magra avaliada através de densitometria, que
pode estar correlacionada ao dimorfismo sexual com maior desenvolvimento de casco
além destas serem mais pesadas (Bonnet et al., 2001; Tomovi¢ et al., 2020). Estas
também possuem menor densidade dssea e conteido mineral em comparacédo aos
machos que possivelmente esta correlacionada ao processo de oviposi¢ado com maior
demanda de minerais para a formacdo do ovo, como ja verificado em outros répteis
(Edgren, 1960; De Buffrénil e Francillon-Vieillot, 2001).

A avaliacdo da composicao corporal pelo Dexa para jabutis parece ser confiavel
com excecdo dos valores obtidos para massa de gordura devido a elevada
porcentagem de material mineral que altera a densidade dos tecidos e prejudica a
andlise (Stone et al., 2010; Stone e Turner, 2012), o que também podemos visibilizar
neste estudo quando comparada a metodologia da 4gua duplamente marcada (DLW).
Avaliando ambas as metodologias, em macacos, ha uma boa correlacdo porém a
determinacdao da gordura corporal € subestimada em 7,5%, sendo a avaliacdo da
composicdo corporal mais precisa pela diluicdo isotdpica (Blanc et al., 2005). A
validacdo do DEXA, em quelbnios, demonstrou que ha uma boa correlacdo do
contedado mineral 6sseo, densidade mineral 6ssea e massa magra entre 0s animais
avaliados anestesiados com a composicao quimica analisada apés eutanasia, mas foi
superior a 53,7% na determinacdo da massa gorda (Stone et al., 2010).

No presente estudo, a avaliacao utilizando a DLW parece ser mais precisa para
a determinacao da gordura e a composi¢cao corporal considerando o peso nao teve
interferéncia de sexo. Dessa forma, para jabutis-piranga a massa magra vai de 82 a
87% dependendo da metodologia utilizada, valores condizentes ao encontrado por
Stone et al. (2010) para Trachemys scripta. A composi¢do de gordura dos jabutis
avaliada através da DLW foi superior ao valor encontrado para cobras (12,4+0,9%)
com um erro analitico do DEXA de 16% (Secor e Nagy, 2003).

Para ectotérmicos, a temperatura corporal e sazonalidade sdo determinantes

na taxa metabolica modulando toda a resposta energética e comportamental do



83

animal (Lagarde et al., 2003; Berg et al., 2017; Goessling et al., 2018; Terespolsky e
Brereton, 2021). Por exemplo, foi descrito que o gasto energético em vida-livre de
Gopherus agassizii varia de 3,3 a 36,6 KJ/kg/dia no inverno e verao, respectivamente
(Henen, 1997a). Aumento de 10°C (de 20°C para 30°C) promove elevacédo de
aproximadamente 80% no consumo de oxigénio em Mud Turtle (Kinosternon
subrubrum) evidenciando a importancia do controle deste parametro. Sob elevadas
temperaturas a demanda de oxigénio € maior e esta correlacionada a manutengéo
ciclo circadiano na taxa metabdlica (Kirsch e Vivien-Roels, 1984) na avaliacdo e
comparacao do gasto energético (Litzgus e Hopkins, 2003).

Para evitar esse efeito, no presente estudo a temperatura nas camaras de
respirometria foi semelhante entre tratamentos e o valor médio estabelecido encontra-
se dentro da zona de conforto térmico (25 a 29°C) para a espécie (Mcarthur e Barrows,
2004b). Ja no ensaio utilizando a agua duplamente marcada, a temperatura ambiental
nao foi controlada e seguiu as oscilacées diarias do ambiente, sendo mais baixa no
periodo final (22,1+1,5°C). Essa diferenca de temperatura entre os periodos de coleta
pode ter influenciado a producdo de CO2, com reducdo de 42% nos valores
encontrados no periodo final, o que interferiu no gasto energético diario.

Ao considerar o peso corporal, é possivel verificar que houve efeito de sexo no
VCOz2, com os machos demandando mais energia, o que néo foi verificado utilizando
as camaras de respirometria. Esse efeito de sexo pode ser decorrente do maior nivel
de atividade dos macho no recinto, considerando que no periodo de avaliacdo ainda
havia um efeito residual do periodo reprodutivo no qual os machos sdo mais ativos
(Moskovits e Kiester, 1987).

O gasto energético ndo foi alterado com o consumo das ragbes o que é
acompanhado pela manutencé&o da composi¢éo corporal dos animais uma vez que, 0
tecido adiposo apresenta baixa atividade metabdlica quando comparado a
musculatura, dessa forma, animais obesos tendem a apresentam menor demanda
energética que animais com o escore corporal adequado (Backus e Wara, 2016). O
efeito principal do gasto energético, determinado pela DLW, no presente estudo
provavelmente advém da atividade muscular e da influéncia da temperatura sobre o
comportamento e metabolismo. A atividade muscular em tartarugas é responsavel por

um aumento no metabolismo na ordem de 9 a 10 vezes o valor do repouso (Jackson
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e Prange, 1979). No presente estudo, os animais que foram mantidos nos recintos
apresentaram um aumento de 2,5 vezes no gasto energético diario quando
comparado ao valor mensurado nas camaras de respirometria com o animal em
inatividade. Sob condi¢ces ambientais e possibilidade de realizacdo de atividade, os
jabutis-piranga apresentaram gasto energético inferior ao encontrado para jabutis
Gopherus polyphemus, Testudo gigantea e Testudo hermanni (Hughes et al. 1971,
Jodice et al. 2006).

A diferenca nos valores de gasto energético encontrados no estudo,
comparando DLW e calorimetria indireta, também podem ser decorrentes do estado
alimentar do animal. Este ir4 afetar diretamente o VO3, podendo ser superior em 52%
em tartarugas alimentadas quando comparado ao jejum, conforme demonstrado por
Jones et al. (2009). Com a metodologia DLW os jabutis possivelmente mantiveram
sua atividade e a ingestéo calorica, sem a interferéncia da contencéo e restricdo de
espaco o0 que permitiu a determinacdo de valores de gasto energético proximas as
condi¢cbes reais. Dessa forma, para jabutis-piranga adultos, a ingestdo de energia
digestivel observada durante todo o periodo experimental foi de aproximadamente
24,4 KJ/kg/dia condizente com o encontrado com a DLW (26,45+1,75 KJ/kg/dia).

O VO:2 e 0 VCOg, avaliados por calorimetria indireta, foram semelhantes entre
as racdes experimentais, sem efeito detectavel de sua composicéo quimica. Deve-se
considerar, no entanto, que a avaliacdo se restringiu a um periodo de 12h, sendo
possivel, assim, que avaliacdo mais prolongada pudesse identificar alguma diferenca
de incremento calorico entre os diferentes substratos. Em jabutis da espécie Kinixys
spekii o pico do incremento caldrico foi observado 24 horas ap0s ingestao alimentar,
mesmo sendo este ainda correspondente a fase estomacal da digestéo (Hailey, 1998).
Este € um indicativo que o periodo de coleta da respirometria pode ter abrangido,
entdo, apenas o inicio do incremento calérico, demonstrando valores proximos ao
encontrado na taxa metabdlica de repouso e jejum em diversas espécies (Ultsch,
2013; De Oliveira, 2018).

O consumo meédio de oxigénio observado no presente estudo foi superior
(21,68+3,16 mL//kg/dia) ao encontrado por de-Oliveira (2018) e Bau (2016) para a
mesma espécie em um estudo de fisiologia respiratdria a 25°C, porém com 0s animais
em jejum de 5 a 7 dias (VO2 de 13,8+5,4 mL//kg/dia e 10,8+1,8 mL//kg/dia para jabutis-
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piranga, respectivamente). Esses dados reiteram que nossos dados refletem um
estado alimentado em inicio de incremento calérico, portanto, os valores observados
na respirometria sdo mais préximos ao indicado pela taxa metabdlica de repouso e
jejum.

O quociente respiratorio considera a razdo entre os volumes de dioxido de
carbono produzido e de oxigénio consumido, indicando os substratos (carboidratos,
proteinas e/ou lipideos) que estdo sendo catabolizados aerobiamente pelo organismo
na obtencdo de energia (Lighton, 2008). O valor médio de 0,84 encontrado no
presente estudo situa-se no intervalo entre o catabolismo de lipideos e carboidratos
(proximos a 0,7 e 1,0, respectivamente). Como as racdes sdo compostas por mistura
de diferentes substratos, os valores podem ser mesmo variaveis, mas sempre dentro
do intervalo acima. A falta de efeito da racdo gordura no coeficiente respiratorio, que
deveria ter sido mais baixo que o da racdo amido, talvez possa ser explicado pelo
menor consumo de alimentos neste tratamento, que foi apenas metade do que o
verificado na ragdo amido apesar dos resultados serem estatisticamente similares.
Além disso, em ensaio de digestibilidade foi verificado que os jabutis-piranga tem
baixa digestibilidade aparente da gordura, com absorcao aparente de apenas 34% do
extrato etéreo da racdo gordura. Assim, 0 menor Consumo e a maior excre¢ao nas
fezes podem ter removido o efeito da dieta no coeficiente respiratorio.

O fluxo de agua foi constante ao longo do experimento e néo teve interferéncia
da dieta ingerida bem como do sexo. O influxo de agua de jabutis-piranga foi pelo
menos 76% maior do que encontrado para Jabutis do Deserto, Gopherus agassizii
(Henen et al., 1998) e duas vezes os valores encontrados para lagartos de deserto
(Nagy et al., 1991). Essa diferenca se deve as adaptacdes fisioldgicas apresentadas
por espécies de deserto, como a Gopherus, em reabsorver grandes volumes de agua
presente na bexiga urinaria e aumentar a osmolaridade plasmatica e urinaria,
contornando perdas hidricas correspondente a 60% de sua massa corporal (Peterson,
1996).

Para as nossas espécies tropicais, a pressao de disponibilidade hidrica ndo é
marcante, especialmente sobre as condi¢des em que os animais foram mantidos no
cativeiro com fornecimento de 4gua ad libtum, e dessa forma, o fluxo de agua corporal

pode ser constante durante todas as avaliacbes. Em lagartos Tupinambis teguxin, o
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fluxo de agua vai de 59,6 a 35,6 mL//kg/dia para estacbes chuvosas e secas,
respectivamente, demonstrando esse efeito da adaptacdo as condicbes ambientais.
Ainda nesse sentido Nagy (1982), prop&e duas equacdes alométricas distintas para a
determinacdo do influxo de &gua, uma para répteis que habitam regides aridas e
semiaridas (20,5 kg%, ml/dia) e outra para répteis tropicais (45,0 kg%, mL/dia),

reiterando as diferencas no fluxo hidrico com as modificacées do ambiente.

7. CONCLUSOES

Jabutis-piranga demonstraram digestibilidade aparente limitada da gordura,
gue se reduziu com o aumento da ingestao do nutriente na dieta, resposta oposta a
verificada em mamiferos e aves. Também, a concentracdo de produtos de
fermentacao nas fezes nao se alterou com a dieta, o que pode ser devido a extensa
absorcdo destes compostos em funcdo do peristaltismo reverso. O aumento de
gordura e amido nas dietas nao interferiu no metabolismo energético, composicao
corporal, fluxo de dgua ou ingestdo de calorias. Houve aumento de albumina, ureia,
colesterol e LDL nos animais alimentados com a dieta Gordura. Diferencas entre
sexos nos parametros bioquimicos séricos foram evidentes, com menor glicemia,
AST, proteinas totais, colesterol, triglicérides e HDL e maior FA, albumina e LDL nas
fémeas do que nos machos. Em relacdo a composicao corporal, fémeas apresentaram
menor densidade mineral 6ssea e conteudo mineral 6sseo que machos. Ao exame
histopatolégico, houve reducdo na degeneracao microvesicular de hepatocidos apés
o consumo da dieta Controle, mas também foram verificadas alteracdes sugestivas
de estresse oxidativo, principalmente nos animais que receberam a dieta Gordura,
que justificam maiores investigacdes a respeito dos efeitos de tais dieta no
metabolismo e saude hepatica. Os jabutis demonstraram reduzida taxa metabdlica,

com gasto energético diario de 26,5+1,8 kJ/kg/dia.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Em oposicéo ao verificado em diversas espécies de mamiferos e aves, para
jabutis a digestibilidade da gordura foi reduzida. No estudo as racdes foram
formuladas para que a contribuicdo energética fosse maior nas dietas Amido e
Gordura, com efeito direto sobre o consumo com ganho de peso associado ao
acumulo de gordura tanto em tecido adiposo quando em figado, 0 que promoveria
alteracdes na saude dos jabutis verificada por meio de exames hematoldgicos e
bioguimicos séricos. Porém, a elevada eliminagédo da gordura nas fezes indica baixa
capacidade digestiva e absortiva de lipideos pela espécie contrapondo a hipotese do

estudo e os possiveis efeitos negativos no metabolismo energético. A ingestao de
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37,5% de amido também nao promoveu efeitos negativos substanciais na saude dos
jabutis. A avaliagdo do metabolismo de lipideos sob avaliacéo histologica do tecido
hepético demonstra reducdo na degeneracdo microvesicular apds a ingestdo das
ragOes experimentais, mas com surgimento de alteragdes no metabolismo de ferro e
oxidativo que demandam ampliacdo do estudo. Questionamentos sobre os teores
adequados de ferro para jabutis devem ser avaliados, pois ndo ha valores de
referéncia para répteis herbivoros que indiquem quais niveis sdo mais adequados. Em
mamiferos, associa-se ao ferro altera¢des oxidativas que possam justificar o acamulo
de lipofucsina apds a ingestao das racfes com efeito marcante nos animais ingerindo
a dieta Gordura.

Esperava-se um efeito marcante e benéfico sob o metabolismo de lipideos em
lipoproteinas nos jabutis ingerindo a ragdo Controle quando comparada as demais, 0
que ndo foi demonstrado. Este resultado nos sugere que jabutis possivelmente
necessitam de maiores inclusdes de fontes fibra e reducdo ainda mais acentuada nos
teores de amido, o que limita a produgcéo e processamento de racdes. Diversas
lacunas ainda estéo abertas no presente estudo e demandam aprofundamento, desde
a utilizacdo dos substratos da dieta nos jabutis até o metabolismo de lipideos, para
melhor compreensdo da etiopatogenia de desordens como a lipidose comumente

verificadas em jabutis em cativeiro.
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APENDICE 1

Concentracdes das fracfes de lipoproteinas plasmaticas do pool de amostras de

jabutis alimentados com as dietas experimentais.

R Dietas Experimentais
Parametros* Sexo

Controle Amido Gordura

Colesterol (mg/dL)

VLDL Fémea 93,8 78,8 55,3
Macho 20,5 33,8 25,5
IDL Fémea 44,3 64,3 54,8
Macho 6,8 5,8 8,8
LDL Fémea 131,3 69,8 174,8
Macho 104,3 104,8 83,3
HDL Fémea 10,0 8,50 16,3
Macho 21,3 24,8 27,8
Soro Total Fémea 263 260 308
Macho 148 171 139
Triglicérides (mg/dL)
VLDL Fémea 187,3 216,5 156,3
Macho 81,8 114,3 111,0
IDL Fémea 47,0 184,0 119,8
Macho 2,0 1,0 13,8
LDL Fémea 86,5 107,3 139,0
Macho 7.5 11,8 1,0
HDL Fémea 4,3 4,5 8,8
Macho 0,0 0,5 0,0
Soro Total Fémea 332,0 520,0 526,0
Macho 128,0 161,0 154,0

* Fracdes das lipoproteinas plasméticas: VLDL — Very Low-Density Lipoprotein; IDL — Intermediary

Density Lipoprotein; LDL — Low Density Lipoprotein; HDL — High Density Lipoprotein.
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Avaliacao geral dos aspectos macroscopicos e microscopicos do tecido hepatico dos jabutis durante o periodo experimental.

Id . Volume Coloracao . o . . Volume Coloracao . e . L.
. Sexo Dietal & Diagndstico histopatologico : orag Diagndstico histopatoldgico
Jabuti basal basal final final
amarelo marcante esteatose microgoticular difusa com moderada esteatose microgoticular difusa,
1 F Am ndn claro discreta fibrose erisinl?soidal multifocal ndn castanho  discreta hemossiderose hepatica e discreta
P fibrose perisinusoidal multifocal
discreta hepatite portal linfocitica, moderada . . .
2 F Am ndn acinzentado esteatosep micrc? oticular difusa, discreta ndn acinzentado marcante esteatose microgoticular difusa,
gotic ’ hemossiderose moderada
hemossiderose
amarelado marcante esteatose macrogoticular difusa, marcante esteatose macrogoticular difusa
3 M Am ndn . discreta hemossiderose e discreta fibrose aumentado amarelo ) g '
discreto o : . hemossiderose discreta
perisinusoidal multifocal
. . . marcante esteatose microgoticular difusa,
moderada esteatose microgoticular, discreta - . . .
. . . castanho hemossiderose discreta, discreta fibrose
4 M Am ndn esverdeado hemossiderose, discreta fibrose portal e ndn . L ) .
. ; ; . ~ acinzentado portal e perisinusoidal multifocal,
perisinusoidal multifocal, proliferacéo ductuolar ) ~
proliferacéo ductuolar
discreta esteatohepatite linfocitica e heterofilica . L - .
. . : - discreta esteatohepatite linfocitica multifocal
résea associada a marcante esteatose microgoticular ! .
5 F Am ndn : - ) L ? ndn amarelo e portal, com discreta fibrose portal e
amarelado difusa e discreta fibrose perisinusoidal : =
X proliferacdo ductuolar
multifocal
marcante esteatose microgoticular difusa, . . .
. ; - - marcante esteatose microgoticular difusa,
discreta hemossiderose e discreta fibrose . - )
6 M Am ndn amarelo . . - . x ndn amarelo discreta hemossiderose e fibrose portal e
perisinusoidal multifocal e proliferacéo o .
perisinusoidal
ductuolar
marcante esteatose microgoticular difusa, marcante esteatose microgoticular difusa,
7 M Cont ndn amarelo discreta heossiderose e moderada fibrose ndn amarela marcante hemossiderose e moderada
perisinusoidal multifocal fibrose portal e perisinusoidal
marcante esteatose microgoticular difusa, . .
) ' . < castanho marcante hemossiderose e fibrose portal e
8 M Cont aumentado amarelo discreta hemossiderose e proliferagédo ndn . .
amarelado perisinusoidal

ductuolar
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Id
Jabuti

10

11

12

13

14

15

16

17

18

Sexo

Dietat

Cont

Cont

Cont

Cont

Gord

Gord

Gord

Gord

Gord

Gord

Volume
basal

ndn

aumentado

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn

reduzido

ndn

ndn

Coloracéo . - . -
& Diagnostico histopatolégico
basal
amarelo marcante esteatose microgoticular difusa e
claro proliferacdo ductuolar

acinzentado marcante esteatose microgoticular difusa

marcante esteatose microgoticular difusa,

réseo . ; - .
amarelado discreta hemossiderose e discreta fibrose
perisinusoidal multifocal
NA marcante esteatose microgoticular disfusa
marcante esteatose microgoticular difusa,
NA . - . .
discreta hemossiderose e discreta fibrose portal
marcante esteatose microgoticular difusa,
discreta hepatite portal linfocitica, discreta
amarelo ' .
hemossiderose e moderada fibrose
claro S . . . 2
perisinusoidal multifocal e proliferacédo
ductuolar
amarelo marcante esteatose microgoticular difusa

acinzentado Inadequado para diagndéstico

discreta esteatohepatite linfocitica e heterofilica

amarelo associada a marcante esteatose microgoticular
claro difusa e fibrose perisinusoidal discreta e
proliferacdo ductuolar
marcante esteatose microgoticular difusa,
amarelo  discreta hemossiderose e discreta fibrose portal

e proliferacao ductuolar

Volume Coloracéo . - . o
: X Diagndstico histopatoldgico
final final
discreta esteatohepatite linfocitica multifocal
e portal, com marcante esteatose
ndn amarelo microgoticular difusa, moderada
hemossiderose, discreta fibrose portal e
proliferacdo ductuolar
. discreta esteatose microgoticular, moderada
ndn acinzentado ) 9
hemossiderose e fibrose portal
ndn acinzentado fibrose portal e perisinusoidal multifocal
ndn amarelo marcante esteatose microgoticular difusa e
fibrose perisinusoidal multifocal
marcante esteatose microgoticular difusa,
ndn amarelo discreta hemossiderose, discreta fibrose
portal
moderada esteatose microgoticular difusa,
. moderado depositos de lipofucsina, discreta
reduzido amarelo ) .
hemossiderose e fibrose portal e
perisinusoidal multifocal
marcante esteatose microgoticular difusa,
ndn amarelo discreta hemossiderose, fibrose portal e
perisinusoidal multifocal
moderada hemossiderose, marcante
. numero de aglomerados de
reduzido NA h g -
melanomacrdéfagos e fibrose portal e
perisinusoidal multifocal
discreta hepatite portal heterofilica, com
amarelo marcante esteatose microgoticular difusa,
aumentado - ; : .
claro discreta hemossiderose, discreta fibrose
portal e prolifera¢éo ductuolar
moderada hemossiderose, marcante
namero de aglomerados de
. acastanhad . -
reduzido o melanomacrdéfagos e fibrose portal e

perisinusoidal multifocal com formacgé&o de
fibrose porta -portal e proliferacéo ductuolar
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Id .., Volume Coloragéo : [ , - Volume Coloragéo , [ . -
Jabuti Sexo Dieta basal basal Diagndstico histopatologico final final Diagndstico histopatologico
19 F Gord - - néo realizado ndn amarelo marcante esteatose mlcrogo_tlcular com
moderada hemossiderose e fibrose portal
marcante esteatose microgoticular difusa,
20 F Gord - - néo realizado ndn amarelo discreta hemossiderose e proliferacéo

ductuolar

1 Dietas: Am = dieta experimental Amido; Cont = dieta experimental Controle ; Gord = dieta experimental Gordura
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