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ROLIM, L. S. As varia¢Oes sazonais podem influenciar os niveis de acimulo gorduroso
em testudines? Botucatu, 2025. 100p. Tese (Doutorado em Animais Selvagens) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

Alteracdes hepaticas sdo comuns em répteis, e a lipidose é o distirbio mais prevalente.
O diagndstico dessa condigdao pode ser auxiliado por exames bioquimicos e de imagem,
mas a confirmacdo requer avaliacdo histopatoldgica. Este estudo teve como objetivo
comparar os métodos de avaliacdo da lipidose hepdtica em duas espécies de queldnios,
e investigar o impacto da sazonalidade e da varidvel sexo. Foram avaliados 24 cagados
(Trachemys sp.) e 26 jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria), machos e fémeas adultos,
em dois periodos distintos (reprodutivo e ndao reprodutivo). Exames hematoldgicos,
bioquimica sérica, tomografia computadorizada e bidpsia hepatica foram efetuados em
todos os animais. Os valores de Unidades Hounsfield (HU) hepaticos assim como a
avaliacdo histoldgica ndo foram influenciados pela sazonalidade nos cdgados, porém
inferiram menores valores de atenuagdo hepatica e maior acumulo gorduroso intra-
hepatico para jabutis no verdo. A sazonalidade e o sexo impactaram na bioquimica
sérica para ambas as espécies de testudines. O sexo também influenciou
significativamente a massa corpdrea, a gordura subcarapacial e os valores de HU
hepatico. Os depdsitos de glicogénio foram maiores nos jabutis no verdao para ambos os
sexos. Tanto o acumulo lipidico quanto o acimulo de glicogénio podem estar associados
a reducdo do HU hepdtico na tomografia e maiores lesGes degenerativas dos
hepatdcitos no exame histopatolégico. As correlagdes entre as metodologias
diagndsticas reforcam que o acumulo de gordura subcarapacial e as reservas
energéticas intra-hepaticas estdo associados a alteracdes metabdlicas, especialmente
em fémeas durante o periodo reprodutivo. A TC se mostrou util na triagem de lipidose
hepatica, mas a confirmacdo diagndstica requer avaliacdo integrada com exames

laboratoriais e histopatologia especializada.

Palavras-chave: Diagndstico; Lipidose hepatica; Metabolismo energético;

Queldnios.
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ROLIM, L. S. Can seasonal variations influence fat accumulation levels in testudines?
Botucatu, 2025. 100p. Thesis (Doutorado em Animais Selvagens) — Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Liver alterations are common in reptiles, and lipidosis is the most prevalent disorder.
Biochemical and imaging tests can aid diagnosis of this condition, but confirmation
requires histopathological evaluation. This study aimed to compare the methods for
assessing hepatic lipidosis in two species of turtles and to investigate the impact of
seasonality and sex. Twenty-four adult male and female turtles (Trachemys sp.) and 26
red-footed tortoises (Chelonoidis carbonaria) were evaluated during two distinct
periods (reproductive and non-reproductive). Hematological examinations, serum
biochemistry, computed tomography, and liver biopsy were performed on all animals.
Hepatic Hounsfield Unit (HU) values, as well as histological evaluation, were not
influenced by seasonality in turtles. Still, they did indicate lower hepatic attenuation
values and greater intrahepatic fat accumulation in tortoises during the summer.
Seasonality and sex impacted serum biochemistry for both testudine species. Sex also
significantly influenced body mass, subcarapacial fat, and hepatic HU values. Glycogen
stores were higher in tortoises in the summer for both sexes. Both lipid accumulation
and glycogen accumulation may be associated with reduced hepatic HU on CT scans and
greater degenerative hepatocyte lesions on histopathological examination. Correlations
between diagnostic methodologies reinforce that subcarapacial fat accumulation and
intrahepatic energy reserves are associated with metabolic alterations, especially in
females during the reproductive period. CT has proven useful in screening for hepatic
lipidosis, but diagnostic confirmation requires integrated evaluation with laboratory

tests and specialized histopathology.

Keywords: Diagnosis; Hepatic lipidosis; Energy metabolism; Chelonians.
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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Impacto cientifico:

O estudo aprofunda o entendimento sobre as alteragdes hepaticas e o
metabolismo energético dos testudines, explorando o impacto da reproducdo nessas
variaveis.

Ao comparar tomografia computadorizada, bioquimica sérica e histopatologia, o
estudo contribui para validar protocolos diagndsticos e discutir sua aplicacdo na
medicina de quelonios.

Além disso, o modelo pode ser extrapolado para estudos em outras espécies
silvestres e auxiliar no desenvolvimento de modelos comparativos com répteis e outros
vertebrados.

Impacto social:

Ao explorar as metodologias diagndsticas em testudines, o estudo contribui para
a melhoria da saude e o bem-estar dessas espécies, especialmente os animais mantidos
sob cuidados humanos.

A melhora no diagndstico e no cuidado com a saude desses animais contribui
para a conservac¢ao das espécies.

Ainda, os dados relacionados a medicina de répteis servem de subsidios para a
formacao de veterinarios, bidlogos e profissionais da salde animal com foco em animais
nao convencionais.

Impacto econdmico:

Ao validar métodos de triagem como a tomografia computadorizada, pode-se

otimizar recursos em clinicas, zooldgicos e centros de reabilitacdo animal, reduzindo a

dependéncia de métodos mais invasivos e mais custosos.



1. INTRODUCAO

O atendimento veterinario de animais silvestres e exoéticos é crescente. Dentre
os grupos de animais comumente atendidos na clinica de répteis estdao os testudines,
com destaque para os jabutis e os cdgados (JEPSON, 2010). O atendimento destes
animais se torna desafiador porque sao espécies que possuem o corpo protegido por
uma carapaca e recoberto por escudos dérmicos, os quais dificultam o exame clinico e
limitam a realizacdo de exames diagndsticos (BOYER e BOYER, 1996).

Além disso, os répteis sdo animais ectodérmicos e muitas de suas fungdes
metabdlicas ficam comprometidas pela influéncia do meio ambiente (HUEY e
STEVENSON, 1979). Aliados ao efeito dessa interacdo, erros de manejo como baixa
temperatura, dieta inadequada, humidade inapropriada ou falta de luz ultravioleta (UV)
culminam em diversas doencas (DIVERS, 1999; MANS, 2013). Da mesma forma,
alteragdes ambientais naturais, como as mudancas climaticas das estacdes do ano,
podem afetar a fisiologia desses animais. A exemplo disso, o efeito da sazonalidade
sobre os parametros fisioldgicos nos répteis foi comprovado em diferentes espécies
(SEEBACHER e FRANKLIN, 2011; HERNANDEZ et al., 2017).

Cuidados com temperatura, umidade, exposicdo a luz UV e alimentagao
adequada estdo entre os principais fatores determinantes para assegurar a saude dos
testudines sob cuidados humanos (BOYER e BOYER, 2019). Todavia, os erros de manejo
sdo frequentes e os animais acabam precisando de cuidados veterindrios (DIVERS,
1999). Dentre as afec¢des que acometem os répteis, as doencgas hepaticas ganham
destaque importante, pois o correto funcionamento do figado é vital para a manutencao
da homeostasia, ja que qualquer perda da funcao hepatica pode comprometer todos os
demais sistemas (DIVERS e COOPER, 2000; MCARTHUR et al., 2004; KING et al., 2019).

A alteracdo hepdtica mais frequente em répteis é a lipidose hepatica, a qual é
relatada em diversas espécies (SIMPSON, 2006; NARDINI et al., 2014; BARBOZA et al.,
2023). Mamiferos e aves realizam a deposicdo da reserva gordurosa primeiramente no
tecido subcutaneo, auxiliando na protec¢do térmica, enquanto a maioria dos répteis faz
o depdsito gorduroso na regido caudo-ventral da cavidade celomatica, a qual serve

como reserva para o periodo de hibernagao ou um estoque para a vitelogénese nas



fémeas (DIVERS e COOPER, 2000). Ja os quelonios podem depositar a reserva lipidica de
maneira intra-hepdtica, possivelmente por causa da carapaca que inviabiliza a expansao
do celoma (KWAN, 1994; DIVERS e COOPER, 2000). Essa caracteristica dificulta a
diferenciacao entre os acimulos lipidicos intra-hepaticas patoldgicos (lipidose hepatica)
e fisioldgicos (DIVERS e COOPER, 2000; DUTRA et al., 2014; PRICE, 2016).

A ocorréncia de lipidose hepdtica estd associada a nutricdo inadequada, como
excesso de gordura na dieta ou frequéncia elevada de alimentacdo e a falta de
exercicios, tendo sido relatada em diferentes espécies de répteis (SIMPSON, 2006;
BARBOZA et al., 2023). Seu diagndstico pode ser realizado por meio de testes
hematoldgicos bioguimicos e exames de imagem avancada, porém o diagndstico
conclusivo depende da avaliagado histopatolégica (DIVERS, 2010).

Apds levantamento bibliografico sobre lipidose em testudines foi encontrada
literatura descritiva sobre técnicas para coleta de amostras de tecido hepatico (DIVERS,
2010), parametros de referéncias para avaliacdo da bioquimica sérica (DUTRA, 2014;
GRADELA et al., 2020) ou perfil hematoldgico em diferentes sazonalidades (STEIN et al.,
2015; BERGAMIINI et al., 2017; HERNANDEZ et al., 2020), assim como diagndstico de
lipidose por meio de tomografia computadorizada (TC) (MARCHIORI et al., 2015; KING
et al, 2019). Porém, faltam estudos que correlacionem as alteragGes encontradas em
cada uma dessas técnicas, comparando os achados de bioquimica sérica com o
histopatolégico e o exame de imagem. Da mesma forma, sdao escassas pesquisas que
avaliem a interferéncia da sazonalidade e do sexo nestes dados, bem como estudos que
analisem a interferéncia da reproducao na reserva energética intra-hepatica.

Portanto, o presente estudo teve por objetivos pesquisar a influéncia da estacao
reprodutiva e nao reprodutiva nos valores do acimulo gorduroso hepatico em duas
espécies de testudines tropicais, a sensibilidade da TC para identificacdo desta variacao,
a quantificacdo e como utilizar este exame de imagem como uma ferramenta
diagndstica eficiente. Adicionalmente, procurou-se destacar as correlagdes entre os
resultados da tomografia, os exames de bioquimica sérica e histopatoldgicos hepaticos.
A hipdtese foi que tanto a sazonalidade quanto o sexo poderiam influenciar o acimulo
gorduroso hepatico de testudines, em que as fémeas iriam apresentar maior depdsito
de gordura hepatica e os machos menor acimulo gorduroso durante a estacdo

reprodutiva. Ao correlacionar os dados, é esperado encontrar valores de HU



inversamente proporcionais a AST e triglicérides. FEmeas com menores valores de HU
quando foliculogénese aparente. Menores valores de HU quando a esteatose hepdtica
estd presente. Maior prevaléncia de lipidose hepatica nas fémeas.

A presente tese contribui diretamente para alcangar as metas globais para o
desenvolvimento sustentavel estabelecidas pela Organizacdo das Nagbes Unidas (ONU),
estando relacionado a dois Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS): ODS 15
(Vida Terrestre), ao promover o conhecimento cientifico sobre a saide de espécies
silvestres e os impactos ambientais que influenciam seus processos fisiolégicos; E a ODS
3 (Saude e Bem-estar), por meio da geracao de dados sobre indicadores de saude em

testudines, a pesquisa contribui para promocao da saude e bem estar dos animais.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas biolégicas dos cdgados

Os tigres d’agua de orelha-vermelha (Trachemys scripta) e tigres d’agua de
orelha-amarela (Trachemys dorbigni) sdo cagados da familia Emididae, os quais ocorrem
da América do Sul até a América do Norte (FIGUEIREDO, 2014). Apesar de Trachemys
dorbigni ser uma espécie brasileira e Trachemys scripta ser uma espécie exdtica, é
frequente a ocorréncia de animais hibridos (FIGUEIREDO, 2014; VOGT, FERRARA e
BERNARDES, 2017). A identificacdo destas espécies é feita pela avaliacdo dos desenhos
visualizados nos escudos do plastrao (ERNST et al., 1994).

Estas espécies de cdgados passam a maior parte do tempo na agua, para isso
possuem membranas interdigitais que auxiliam no nado para captura de pequenos
peixes e crustaceos (BUJES et al., 2007). A dieta é onivora, porém estudos demonstram
uma tendéncia carnivora nos animais jovens e herbivora nos adultos (PRITCHARD e
TREBBAU, 1984; ERNST et al., 1994).

Enquanto o Trachemys scripta elegans se tornou invasora em grande parte do
mundo, a Trachemys dorbigni é considerada ‘vulnerdvel’ (VU) no Livro Vermelho da
Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo, publicado pelo Instituto Chico Mendes de

Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), 2018. Essa classificacdo reflete as pressoes



antrdpicas, como a destruicdo de habitats aqudticos e a poluicdo, as quais afetam
diretamente a sobrevivéncia da espécie (BUJES et al., 2007; FIGUEIREDO, 2014).

A identificacdo morfoldgica sexual dos tigres d’agua depende da experiéncia do
examinador e se da pela avaliagdo da cauda e das garras do animal (BUJES et al., 2007).
Machos possuem maior comprimento de cauda, assim como a cloaca localizada mais
distal da carapaca, além de garras mais compridas nos membros toracicos (GRADELA et
al., 2017). Durante o periodo reprodutivo, os machos se tornam mais ativos e sdo vistos

com maior frequéncia (THOMAS, 1999; FAGUNDES et al., 2010a).

2.2 Caracteristicas biologicas dos Jabutis

Ao contrario dos cdgados, os quais passam a maior parte do tempo na agua, os
jabutis sdo animais exclusivamente terrestres e estao representados, no Brasil, pelas
espécies: Jabuti-piranga, Chelonoidis carbonaria (BOUR,1980) (Testudo carbonaria —
SPIX, 1824) e jabuti-tinga, Chelonoidis denticulatus (OLSON e DAVID, 2014) (Testudo
denticulata — LINNAEUS, 1766). Ambas possuem caracteristicas morfoldgicas similares
(FARIAS et al., 2007), embora algumas diferencas ja tenham sido descritas (VANZOLINI,
1999; JEROZOLIMSKI, 2005). Apesar das duas espécies viverem em simpatria, o jabuti-
tinga tem predilecdo por florestas Umidas, enquanto o jabuti-piranga pode ocorrer
também em areas mais secas como a caatinga (TREBBAU, 1984; MOSKOVITS, 1988;
PRITCHARD e MOREIRA, 1989; JEROZOLIMSKI, 2005).

Em ambas as espécies, o dimorfismo sexual é evidenciado pela avaliacdo do
plastrdo em animais adultos, na qual os machos possuem uma concavidade que facilita
o encaixe do plastrdo com a carapaca da fémea durante a copula (STEVENSON et al.,
2007; ZUFFI e PLAITANO, 2007; BARROS et al., 2012). Além disso, machos sdo maiores
gue as fémeas, sendo que para C. carbonaria eles chagam a medir 60 cm de carapaca,
enquanto as fémeas raramente ultrapassam 40 cm (MOSKOVITS, 1988).

Os jabutis sdo animais onivoros, possuem uma dieta rica em frutas, seguida por
folhas, flores, fungos e invertebrados (MOSKOVITS e BJORNDAL, 1990; JEROZOLIMSKI et
al., 2009), sendo assim destacados como importantes dispersores de sementes
(STRONG e FRAGOSO, 2006; GUZMAN e STEVENSON, 2008; WANG et al., 2011). A

reproducdo de uma dieta equilibrada em cativeiro ainda ndo estd bem determinada,



tornando a manutencdo destes répteis fora do ambiente natural um desafio (DI SANTO,

2021).

2.3 Aspectos reprodutivos dos Testudines

O ciclo reprodutivo dos testudines, assim como de outros répteis, é diretamente
influenciado pela sazonalidade (KUCHLING, 1998; BLANVILLAIN et al., 2011). Em muitas
espécies subtropicais, a vitelogénese inicia-se no final do verdo ou outono e continua
até a primavera, quando ocorre a ovulagdo (CALLARD et al., 1978; DUGGAN et al., 2001).
Fatores como temperatura, umidade e disponibilidade de alimentos podem interferir
nos diferentes ciclos reprodutivos dos répteis. Por exemplo, Mayor et al. (2023) ao
investigar o ciclo reprodutivo de Chelonoidis denticulata in situ, determinaram que,
apesar das fémeas apresentarem atividades reprodutivas durante o ano todo, ocorriam
variacoes sazonais nas porcentagens de fémeas gravidas, que foram influenciadas pelos
niveis de precipitacdo e pelo nivel da dgua do rio Amazonas.

Fagundes et al. (2010b) observaram que a estacdo reprodutiva para Trachemys
dorbigni ocorre entre os meses de outubro e janeiro no sul do Brasil. De maneira
semelhante, o estudo de Hernandez (1997) realizado na Venezuela observou que a
temporada de nidificacdo para Geochelone (Chelonoidis) carbonaria ocorreu de outubro
a mar¢o nos dois primeiros anos e de setembro a fevereiro no terceiro ano, ressaltando
gue a nidificacdo se inicia em meados da estacdo chuvosa e termina na estacdo seca.

A vitelogénese é uma importante fase do desenvolvimento folicular, em que o
o6cito acumula vitelo, que servird de reserva alimentar para o embrido (KUCHLING,
1998). Esse processo é marcado por um aumento nos niveis de estradiol, que estimula
o sistema hepdtico a secretar vitelogenina, uma proteina precursora da gema do ovo
(BLANVILLAIN et al., 2011; AMIRI et al., 2023). Além do estrégeno, segundo Blanvillain
et al. (2011), outro hormonio importante no ciclo reprodutivo das fémeas é a
progesterona, a qual é secretada pelo corpo luteo apds ovulacdo. Dessa forma, os niveis
plasmaticos sdo elevados nessa ocasido. Ao longo do desenvolvimento folicular, ela sera
moderadamente reduzida e sofrerd novos picos durante cada postura.

Nos machos, a espermatogénese ocorre nos testiculos e possui forte vinculo com
a temperatura ambiental (KUCHLING, 1998). Desta forma, o pico de atividade gonadal

foi registrado para diversas espécies de quelonios durante a estagdo mais quente do ano



(LAGARDE et al., 2003; BLANVILLAIN et al., 2011). Os espermatozoides sdo armazenados
no epididimo e, em menor grau, no ducto deferente, podendo ser produzidos no final
da estacdo reprodutiva e armazenados até a préxima estacdo de acasalamento
(WIBBELS et al., 1990). A testosterona é o principal horménio sexual masculino e seu
pico estd correlacionado a maior atividade de espermatogénese (KUCHLING, 1998). Em
Trachemys dorbigni no sul do Brasil, Silva et al. (1984) observaram que a testosterona
plasmadtica atingiu um pico durante a espermatogénese e nivel basal baixo durante o
acasalamento na primavera.

Além de mudancas fisiolégicas, alteracdes comportamentais também sdo
descritas para essas espécies. Foi o que demonstrou Zuffi e Plaitano (2007) apds
conduzir um estudo in situ no qual duas espécies de jabutis (Chelonoidis carbonaria e
Chelonoidis denticulata) foram observadas ao longo do ano utilizando
radiotransmissores. Durante o periodo seco, ndo reprodutivo, machos e fémeas
apresentaram menor atividade, permanecendo longos periodos numa mesma darea. Ja
no periodo chuvoso, reprodutivo, machos apresentaram maior atividade, locomovendo-
se em busca de fémeas para acasalar.

Dados semelhantes foram verificados por Teixeira (2009), apds acompanhar as
variagdes hormonais do ciclo reprodutivo de um grupo de jabutis do zooldgico de Sao
Paulo. Foi identificado que a maior atividade nos animais coincide com o pico hormonal
entre os meses de novembro e fevereiro. Além disso, o pico do estradiol nas fémeas de
C. carbonaria coincidiu com a maior temperatura ambiental, durante o verdo, e nas
fémeas de C. denticulata o pico do estradiol coincidiu com a maior frequéncia de
foliculos desenvolvidos.

0 acompanhamento do ciclo reprodutivo em testudines pode ser feito por meio
da dosagem sérica ou plasmatica de hormoénios, bem como por enzimas relacionadas a
essa atividade (BLANVILLAIN et al.,, 2011). Niveis elevados de estradiol, calcio,
vitelogenina (Vtg), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), triglicerideos e
colesterol podem sugerir vitelogénese nas fémeas (DUGGAN et al., 2001; HENEN e
HOFMEYER, 2003; TEIXEIRA, 2009; PRICE et al., 2016). Além disso, técnicas de imagem
sdo 6timas alternativas ndo invasivas de avaliar as estruturas reprodutivas internas

dessas espécies (AMIRI et al., 2023). Dentre elas, a tomografia computadorizada (TC)



pode ser considerada a melhor modalidade de imagem para detectar forma, atenuacao,

tamanho e niumero de foliculos e ovos (GUMPENBERGER, 2017).

2.4 Variagdes do acumulo gorduroso em répteis

O metabolismo energético dos répteis € um processo complexo e diferenciado
da biologia desses animais. A maior parte da reserva energética é armazenada na forma
de lipideos, estratificados na forma de triacilglicerdis (triglicerideos) (PRICE et al., 2016).
Além de lipideos, o glicogénio é um carboidrato armazenado no figado e nos musculos,
gue serve de reserva de glicose para manutencado de funcdes vitais, principalmente no
cérebro e no coracao (OLIVEIRA et al., 2013).

O figado é o 6rgdao mais importante no processamento das reservas energéticas
(BEAUFRERE et al., 2024). Apés a digestdo dos macronutrientes da alimentagdo,
carboidratos e aminoacidos sdo absorvidos no sangue, enquanto os triglicerideos da
dieta sdo hidrolisados e re-esterificados nos enterécitos para serem exportados como
lipoproteinas chamadas "enteromicrons", ou diretamente como acidos graxos nao
estratificados (AGNEs) ligados a albumina (PRICE et al., 2016). No figado ou tecidos
adiposos, esses AGNE sdo estratificados e armazenados na forma de triglicerideos.
Durante o jejum, a energia é suprida por glicogénio (glicogendlise no figado ou
musculos) e lipidios do tecido adiposo e do figado (lipdlise) (OLIVEIRA et al., 2013; DI
SANTO, 2021). Além disso, durante o ciclo reprodutivo, o estrogénio estimula o figado a
produzir vitelogenina e lipoproteinas de muito baixa densidade, que transportam
triglicerideos para o vitelo (DUGGAN et al., 2001; PRICE et al., 2016).

Ao contrario de mamiferos e aves, que armazenam gordura principalmente em
locais subcutaneos para isolamento térmico, répteis sdo animais ectodérmicos e talvez
por isso as reservas gordurosas nesses animais nao tenham essa fungao. Em vez disso, a
maioria dos répteis armazenam gordura em corpos gordurosos especificos localizados
no celoma, provavelmente para facilitar a utilizacdo deste recurso como reserva
energética durante a reproducdo, hibernagdo/estivacdo ou jejum (DIVERS e COOPER,
2000).

O armazenamento lipidico na forma de triglicerideos pode ser feito em locais
especializados, como os tecidos adiposos (ou corpo adiposo) (PRICE et al., 2016). A

localizacdo desses tecidos é varidvel entre as espécies de répteis, podendo ser



acumulada pontualmente em regides do celoma, como o par de corpos gordurosos
abdominais das serpentes e lagartos e ao redor da base da cauda em algumas espécies
de lagartos e crocodilianos (DIVERS e COOPER, 2000), ou ainda no interior de outros
tecidos como o figado e os musculos (DERICKSON, 1976; DIVERS e COOPER, 2000).

Queldnios podem armazenar lipideos em tecidos adiposos difusos pelo celoma,
principalmente nas regides inguinais e ao redor dos membros pélvicos (PRICE et al.,
2016; TOMOVIC et al., 2020).

Walden et al. (2022) avaliaram a deposicdo dos tecidos adipdcitos por TC em
tartarugas do deserto (Gopherus agassizii) e concluiram que esta espécie possui
depdsitos de gordura subcutaneos ou ao longo da carapaca, e pequenas quantidades de
gordura celomatica perto do coracao, trato gastrointestinal e foliculos. Adicionalmente,
foi verificada a influéncia do sexo sobre a quantidade de reserva lipidica, em que as
fémeas apresentaram relativamente maior quantidade de gordura corporal em
comparagao com os machos.

Além da variagao quanto ao sexo, a dindmica de deposi¢do de reserva gordurosa
nos répteis também é associada a sazonalidade, podendo sofrer influéncia do ciclo
reprodutivo e da hibernacdo ou estivagem (DIVERS e COOPER, 2000; PRICE et al., 2016).
Desta forma, a deposicdo da reserva lipidica pode ser classificada em quatro tipos de
armazenamento e padrdes de utilizacdo: (1) sem ciclagem, (2) ciclagem associada
apenas ao inverno, (3) ciclagem associada a hibernagdo no inverno e a reprodugao no
verdo e (4) ciclagem associada apenas a reproducdo (FERRER et al., 1987; XIANG e
PEICHAO, 1990).

Em uma populacdo de lagarto Liolaemus koslowskyi, Paz et al. (2019) detectaram
gue as principais reservas lipidicas foram os corpos gordurosos abdominais e a gordura
extraida da cauda. O figado também foi caracterizado como um importante meio de
reserva. Depodsitos de gordura naspregas laterais do pescocoe naregido
axilar funcionaram como reservas auxiliares. As fémeas apresentaram maior contetddo
lipidico geral, especialmente na cauda e no figado, possivelmente devido as demandas
energéticas da reproducdao, enquanto os machos mostraram variacdes sazonais mais
pronunciadas nas reservas lipidicas, com aumento significativo antes do inverno,

sugerindo preparagdo para a brumacao.



No estudo de Kwan (1994) com tartarugas-verdes (Chelonia mydas), animais ndo
reprodutores tinham camadas finas (<1 mm) de tecido adiposo na regido subcarapacial,
enguanto fémeas reprodutoras tinham camadas adiposas espessas de até 2 cm.

Por sua vez, McPherson e Marion (1982) notaram que com a tartaruga
Sternotherus odoratus, os lipidios da carcaca diminuiram em agosto, enquanto o
conteudo de lipidios do figado aumentou pouco antes da vitelogénese. Isso sugere que
os lipidios do tecido adiposo sdo transportados para o figado para a sintese de
precursores da gema.

Semelhante a isso, Xiang e Peichao (1990), apds avaliarem carcacas de geckos de
vida livre (Gekko japonicus), identificaram que os principais locais de reserva gordurosa
foram os corpos adiposos e o figado. O conteudo lipidico do figado de fémeas foi
significativamente maior do que o de machos. Além disso, as medicGes do conteudo
lipidico do figado foram realizadas em diferentes estagios anuais (pico da vitelogénese,
no inicio e fim da hibernac¢do), demonstrando variacdes sazonais significativas no

armazenamento de lipidios hepaticos.

2.5 Lipidose Hepética

A lipidose hepdtica, também chamada de esteatose, é uma condicao metabdlica
comum em répteis, sendo relatada em diversas espécies, e caracterizada pelo acimulo
excessivo de lipidios nos hepatdcitos, levando a disfuncdo hepatica (SIMPSON, 2006;
WRIGHT, 2012; NARDINI et al., 2014; BEAUFRERE et al., 2024). Essa condicdo é
frequentemente associada a fatores como obesidade, dietas ndo balanceadas, recintos
pequenos ou falta de enriquecimento, alteracdes metabdlicas relacionadas ao ciclo
reprodutivo ou condi¢gdes ambientais impréprias, como temperaturas inadequadas ou
estresse (DIVERS e COOPER, 2000).

Em criacdes sob cuidados humanos, os répteis frequentemente recebem dietas
inadequadas, como racdes de cdes, ricas em amido gelatinizado, excesso de frutas ou
insetos, culminando numa alimentacao rica em gordura e carboidratos e pobre em fibra
(DI SANTO, 2021). Esse desbalanco nutricional é um fator de risco importante para o
desenvolvimento de lipidose hepatica (DONOGHUE e MCKEOWN, 1999; OLIVEIRA-FILHO

et al., 2023). Além disso, os répteis, assim como peixes, tém alta capacidade de
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converter glicose em lipidios (lipogénese), favorecendo ainda mais o acumulo de
gordura (PRICE et al., 2017).

A fisiopatologia da lipidose hepatica esta relacionada ao acumulo de
triglicerideos no interior dos hepatdcitos, que pode ser um evento normal do
metabolismo energético dos répteis, como visto anteriormente (PRICE et al., 2017,
DIVERS e COOPER, 2000; BEAUFRERE et al., 2024). Porém, semelhante a esteatose
humana e em outros mamiferos, o depdsito excessivo de triglicérides nos hepatdcitos
leva a formacdo de vacuolos lipidicos microvesiculares e, posteriormente,
macrovesiculares cada vez maiores, empurrando o nucleo da célula para a periferia
(HOVE et al., 2020; BARBOZA, 2021). Outra perda estrutural observada é a balonizagao
dos hepatdcitos, associada a degeneracdo hidrépica da célula (HOVE et al., 2020).
Inflamacao, colangite, fibrose e necrose tecidual sdo outros agravantes que podem estar
relacionados ao avanco da lipidose ou outras doencgas hepaticas concomitantes (DI
SANTO, 2021; BARBOZA et al., 2023b).

Diferentemente da esteatose em humanos ou da doenga em felinos e bovinos,
ndo ha evidéncias de resisténcia a insulina ou dislipidemia em répteis com lipidose
hepatica (BEAUFRERE et al., 2024). Da mesma forma, a anorexia em animais com
sobrepeso ndao é um provavel fator contribuinte para a ocorréncia da doenca nos
répteis, uma vez que esses animais podem se alimentar intermitentemente (WRIGHT,
2012; BEAUFRERE et al., 2024). Além disso, répteis sdo ectotérmicos e o ambiente
influencia profundamente o metabolismo energético, de maneira que as adaptacdes
fisioldgicas relacionadas a esse fator fazem com que eles se adaptem durante os longos
periodos de jejum (DERICKSON, 1976; SILVA e MIGLIORINI, 1990; JIN et al., 2024). Ainda
vale acrescentar que os répteis ndo possuem bilirrubina, ja que ndo possuem a enzima
biliverdina redutase e, portanto, o principal pigmento biliar é a biliverdina (DIVERS e
COOPER, 2000; WRIGHT, 2012).

Em resumo, durante periodos de abundancia alimentar, os acidos graxos sao
transportados para o figado, onde sdo esterificados em triglicerideos e armazenados
(PRICE et al., 2016). Em condicGes de estresse metabdlico, como hibernagdo ou
reproducdo, esses lipidios sdo mobilizados para fornecer energia ou para a realizacdo da

vitelogénese nas fémeas (DERICKSON, 1976). Apesar de ser um processo fisioldgico, o
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desequilibrio do acumulo de gordura no figado pode se tornar patoldgico levando aos
sinais de lipidose (DIVERS e COOPER, 2000; BARBOZA et al., 2023).

Trata-se de uma doenca cronica que pode apresentar sinais clinicos inespecificos
como perda de massa corpdrea, anorexia, apatia e infertilidade. Nos casos mais
avancados, o animal pode apresentar ascite, aparéncia ictérica da mucosa oral e morte
(DIVERS e COOPER, 2000).

O tratamento da esteatose em répteis é um processo longo e consiste em
oferecer condicdes 6timas de manejo, como manter a temperatura ambiental preferida
pela espécie, realizar suporte hidrico e nutricional adequado, oferecendo dietas com
baixo teor de gordura e alta proteina de facil digestibilidade para carnivoros e
formulagGes apropriadas para herbivoros (SIMPSON, 2006; WRIGHT, 2012). O uso de
medicacbes especificas, como a carnitina, s-adenosilmetionina, silimarina, colina e
metionina, pode contribuir para a regeneragao hepatica, embora ndo haja comprovacgao

da eficdcia em répteis (DIVERS e COOPER, 2000; COLON e GUPEMBERGUER, 2020).

2.6 Diagnéstico de Afeccdes Hepéticas

Apesar da lipidose ser a doenga hepatica mais frequente em répteis, outras
afecc¢des inflamatdrias e infecciosas também podem ocorrer nessa viscera e devem ser
incluidas no diagnéstico diferencial (DIVERS e COOPER, 2000). Pode-se descrever como
possiveis causadores de lesdes hepdaticas bacterianas o grupo das enterobactérias, que
sdo as mais relacionadas a septicemia em quelonios (ex.: Aeromonas spp. e Salmonella
spp.) (MANS, 2013; O’'ROURKE e LERTPIRIYAPONG, 2015). Em se tratando de agentes
virais, destaca-se o adenovirus capaz de causar necrose hepatica em testudines
(SCHUMACHER et al., 2012). E possivel identificar inclusdes intracelulares basofilicas e
eosinofilicas nos hepatdcitos durante avaliacdo histolégica de animais acometidos por
adenovirus (MARSCHANG, 2011; SCHUMACHER et al., 2012; ASCHER et al., 2013). Ha
relatos com altas taxas de mortalidade por esse agente em jabutis (RIVEIRA et al., 2009;
SCHUMACHER et al., 2012). Areas de necrose hepética, com a presenca de corpos de
inclusdo em hepatdcitos, foram também relatadas em infec¢Ges por Herpesvirus em
tartarugas de agua-doce e jabutis (JACOBSON, 1976; MCARTHUR et al., 2002; O’'ROURKE
e LERTPIRIYAPONG, 2015). Por fim, doencas parasitarias, principalmente as amebiases

(Entamoeba invadens), doengas fungicas, toxinas e neoplasias compdem o diferencial



12

das doencas hepaticas nos testudines (MANS, 2013; O’'ROURKE e LERTPIRIYAPONG,
2015).

O diagndstico das doencas hepdticas em répteis pode ser realizado por meio de
testes hematoldgicos, bioquimicos e exames de imagem avangada, porém o diagndstico
conclusivo da lipidose depende da avaliacdo histopatolégica (DIVERS, 2010).

O exame histolégico do figado com lipidose revela acimulo de lipidios nos
hepatdcitos, o qual pode ser classificado como microvesicular ou macrovesicular (HOVE
et al., 2020; BARBOZA et al., 2023a). A avaliacdo das laminas histoldgicas coradas com
Hematoxilina e Eosina (H&E) ndo permite a completa diferenciacdo do tipo de material
acumulado no interior dos vacuolos, uma vez que os hepatdcitos podem armazenar
agua, triglicérides e glicogénio (BARBOZA, 2021; DI SANTO, 2021). Dessa forma, outras
coloragdes sdo necessarias, como o Acido Periddico de Schiff (PAS), que ira destacar as
reservas de glicogénio e os processamentos para Red Oil, especificos para lipidios
(KLEINER et al., 2005; HOVE et al., 2020; JIN et al., 2024). Além disso, podem ser
observados infiltrados inflamatérios, fibrose e necrose em casos de doencga avangada
(DIVERS e COOPER, 2000).

A colheita de material para exame histopatolégico pode ser realizada post
mortem, durante a necropsia, ou ante mortem pela biépsia (DIVERS e COOPER, 2000).
Inimeras técnicas de bidpsia sdo descritas em literatura, sendo que a coleta de material
por celioscopia demonstrou ser mais segura e culminar em melhores resultados (WEST,
2001; HERNANDEZ-DIVERS et al., 2005; DIVERS, 2006; DIVERS et al., 2010).

Outra abordagem para avaliacdo da esteatose é a pesquisa das enzimas
hepaticas via bioquimica sérica e, nesse caso, a coleta de sangue pode ser procedida na
veia jugular, nos seios subcarapaciais e supracarapaciais, e no plexo braquial (INNIS e
KNOTEK, 2020).

Alteracdes nos parametros bioquimicos, como elevacdo das enzimas hepaticas
(AST, ALT) e aumento dos niveis de colesterol e triglicerideos, podem indicar lipidose
hepatica. No entanto, esses achados ndo sao especificos e devem ser interpretados em
conjunto com outros exames (CAMPBELL, 2012).

Dados importantes foram observados por Dutra (2014), o qual avaliou a
sensibilidade dos exames da bioquimica sérica para o diagndstico de lipidose hepatica

em 36 jabutis. Os resultados foram comparados com o histopatoldgico por bidpsia
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hepatica. Segundo a avaliacdo histopatoldgica, a prevaléncia de lipidose neste grupo foi
de 94,4%; entretanto, os resultados da bioquimica sérica apresentaram valores dentro
da normalidade para a espécie. Também foi observado que os animais que
apresentaram lesdes hepaticas mais graves demonstraram valores de triglicerideos
maiores, porém nao houve diferenca estatistica para as demais enzimas analisadas (ALT,
AST, GGT, PT, ALb, GLob). Exames de imagem e coletas sazonais ndo foram realizados
no estudo de Dutra (2014).

Outros biomarcadores vém sendo testados para auxiliar no diagndstico desta
enfermidade em répteis (BARBOZA et al., 2021). O Beta-hidroxibutirico (BHBA) se
mostrou um biomarcador promissor nas pesquisas de Beaufrere et al. (2024) com
lipidose em dragbes barbados (Pogona vitticeps), onde valores significativamente
menores foram observados em animais com a doenca. Entretanto, os autores
destacaram que a utilidade diagndstica do BHBA pode ser limitada devido a
sobreposicdo dos valores entre categorias de lesdo e a auséncia de associacdo
significativa com a porcentagem de gordura e fibrose hepatica, e ainda pontuaram que
para fins de monitoramento, o BHBA deve ser medido apds jejum padronizado de 24
horas.

Valores de referéncia para hemograma e bioquimica sérica de Chelonoidis sp. e
Trachemys sp. estdo descritos em literatura (BERGAMINI et al., 2017; HERNADEZ et al,
2017; CARPENTER, 2019; GRADELA et al., 2020) mas os resultados dos exames
laboratoriais apresentam menor sensibilidade se comparados aos exames de imagem
avancada e exigem técnicos e patologistas com experiéncia em hematologia de répteis
(DIVERS, 2006; MANS, 2013).

O exame ultrassonografico é descrito para testudines, porém o tamanho do
animal pode inviabilizar o exame, ja que o transdutor deve ser posicionado na janela
pré-femoral, um espaco restrito entre a carapaca e o plastrdo, regido onde se
movimentam os membros pélvicos (GUMPENBERGER e HENNINGER, 2001;
SCHUMACHER et al., 2001; TEIXEIRA, 2009).

Ja a TC, de acordo com Hathcock e Stickle (1993), é uma técnica de imagem
avancada, que determina a atenuacdo radiolédgica dos tecidos em diferentes planos de
imagem, transversal, dorsal, sagital e obliquo, os quais s3ao posteriormente

reconstruidos em um modelo tridimensional com maior riqueza de detalhes do que o
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raio-x convencional, possibilitando a identificacdo precoce de alteracdes. Neste exame,
feixes de radiacdo sdao emitidos em dire¢cdo ao organismo e podem ser absorvidos ou
dispersos (atenuados). Essa diferenca na absorcdo dos feixes de radiacdo (coeficiente de
absorcdo) representa as densidades relativas de cada estrutura, produzindo uma
imagem em escala de cinza e gerando assim uma medida quantitativa de avaliacdo, em
que é possivel calcular valores médios de atenuag¢do (Unidades Hounsfield - HU) para
cada tecido. A densimetria dos tecidos é calculada em HU, utilizando uma comparacao
em relacdo ao valor padronizado para a 4gua (atenuacdo zero) (GUMPENBERGER e
HENNINGER, 2001; TIDWELL, 2007). Além de ser uma avaliagdo com alta sensibilidade,
o exame de TC em testudines dispensa a necessidade de anestesia geral, sendo uma
opc¢do segura de diagndstico, se comparado ao exame histopatolégico por bidpsia
hepatica (BOONE et al., 2008; WALDEN et al., 2022).

Marchiori (2015) submeteu um grupo de 10 machos adultos de Chelonoidis
carbonaria ao exame de TC para avaliacdo do parénquima hepdtico, obtendo entao
valores entre -14 a 21.1 HU. Neste trabalho, ele comparou os valores obtidos no seu
grupo experimental aos valores citados por Gumpenberger e Henninger (2001) para
outra espécie de testudine, o Testudo hermanni. Desta forma, seguindo a classificacdo
de Gupenberguer e Henninger (2001), Marchiori (2015) concluiu que figados com
valores menores de 20 HU seriam considerados positivos para lipidose hepatica. Dos 10
animais avaliados, sete apresentaram valores abaixo de 20 HU; nenhum outro exame
diagnéstico foi realizado neste experimento, criando uma lacuna pelo fato de ndo terem
confrontado esses dados ao exame histopatoldgico, considerado como padrao ouro.

Embora vérias técnicas estejam sendo investigadas, e mesmo que a
histopatologia ainda seja a Unica técnica validada para o diagnéstico definitivo e
estadiamento da lipidose, recomenda-se que a avaliacdo hepdtica tenha multiplas
abordagens diagndsticas associando ainda a clinica e o histérico do animal (DIVERS e

COOPER, 2000; NARDINI et al., 2014).



15

3. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada a avaliagdo tomografica, hematoldgica, bioquimica sérica e
histopatoldgica do figado de 24 cagados (género Trachemys sp) e 26 Jabutis-piranga
(Chelonoidis carbonaria), machos e fémeas adultos, mantidos no Centro de Medicina e
Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia - UNESP Campus Botucatu, SP.

As avaliagdes foram feitas em dois momentos: durante o periodo seco do
inverno, quando os animais ndo estdo se reproduzindo (junho e julho), e durante o
periodo Umido do verdo e época de reproducdo para ambas as espécies (janeiro e
fevereiro).

As coletas eram iniciadas com a separa¢ao dos animais em ambiente aquecido
(26 a 30°C), para realizacdo do jejum prévio dos animais de 48 horas, e posterior coleta
de sangue e realiza¢do da TC. Apds o exame, 0s animais eram soltos no recinto. Cerca
de 12 dias depois da TC, os animais eram novamente separados para aquecimento e
jejum de 48 horas, nas mesmas condi¢des anteriores. A realizagdo da celioscopia
ocorreu aproximadamente 14 dias ap6s a coleta de sangue e a TC. A somatéria dos
eventos: coleta de sangue, TC e celioscopia para coleta de bidpsia hepatica foi chamada
de coleta (coleta 1 e 2) e ocorreu separadamente para cada grupo animal (cagados e
jabutis), como exemplificado na Figura 1.

O exame fisico utilizado para aferir a salde aparente dos animais foi realizado a
cada seis meses, desde o inicio até o final do estudo, e incluiu: avaliagcdo da hidratacao,
coloracdo de mucosas orais e cloacais, frequéncia cardiaca e respiratéria, massa
corpérea, morfologia de carapaca e plastrao, comportamento,
flutuabilidade/locomocgéo, presenca de secrec¢des e lesdes aparentes.

A morfometria foi realizada anualmente em todos os animais com auxilio de uma
mesa medidora e fita métrica para obtencdo das mensuragdes. Exames
coproparasitoldgicos e vermifugacao também foram realizados anualmente (Figura 1).

O projeto foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
faculdade em abril de 2023, nimero 0350/2023 e dispensa autoriza¢do SISBIO segundo
portaria ICMBIO n2 748, DE 19 DE SETEMBRO DE 2022.



Fev 2023 Jun 2023 Fev 2024 Jun 2024 Fev 2025
Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica
) EC EC
Cagados Morfometria | Morfometria
Coleta1 TG | Coleta 2 TG
Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica Av. Clinica
. EC EC
ELTUE Morfometria | Morfometria
Coleta 1JB Coleta 2 JB

16

FIGURA 1: Cronologia das atividades e coleta de dados.
*Av. = Avaliag3o Clinica; EC = Exame Coproparasitoldgico; TG = Tigres D’agua; JB = Jabutis.

3.1 Critérios paraincluséo de animais na pesquisa

Apenas animais adultos, machos e fémeas, classificados como clinicamente
saudaveis, foram incluidos nesse estudo. Jabutis-piranga maiores de 2,5 kg, sexados pela
concavidade do plastrao, e cdgados do género Trachemys maiores de 0,8 kg, sexados
pelas caracteristicas da cauda. Animais com lesdes em carapaca ou plastrao, sinais de
debilidade ou curva de ganho de peso decrescente foram excluidos do projeto.

Considerou-se fator limitante para inclusdo de animais no projeto que eles
estivessem sendo monitorados e sob a mesma dieta alimentar ha pelo menos um ano
antes da primeira coleta de amostras bioldgicas. Por isso ndao foram incluidos novos

animais nos grupos experimentais apods janeiro de 2023.

3.2 Origem dos animais e manutengao

Foram selecionados Jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria) e Tigres d’agua
(Trachemys sp.) encaminhados ao Centro de Medicina e Pesquisa de Animais Selvagens
(CEMPAS) por meio de entrega voluntaria ou apreensdes, recebidos até dezembro de
2022. Os grupos de animais tiveram a alimentacdo e manejo padronizados e foram
clinicamente avaliados a cada seis meses durante os trés anos da pesquisa.

Os dois grupos de quelbnios (jabutis e cdgados) foram alojados em recintos
similares, construidos em alvenaria, com area retangular de 8,2 m x 5,2 m, totalizando
42,64 m? de 4drea cada um. Ambos os ambientes possuiam piso de terra e gramado, eram
abertos (expostos ao ambiente), com uma area de cobertura em uma das extremidades

(abrigo medindo 1 m x 4 m com 1 m de altura) e um tanque de agua central com agua
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corrente. O tanque dos jabutis apresentava dimensdes de 1,20 m x 2 m com
profundidade de 20 cm. Ja o tanque de agua dos cagados possuia as mesmas dimensdes
de largura e comprimento, porém profundidade de 1 m e com rampa de acesso.

A alimentagdo dos jabutis foi realizada cinco dias por semana nos meses mais
guentes e trés vezes por semana nos meses mais frios. A dieta baseou-se em 60% de
verduras (couve, chicéria e almeirdo), 20% de legumes (abdbora, beterraba, cenoura),
10% de frutas (banana, manga, mac¢d, mamao ou outra fruta da época) e 10% de racdo
comercial para jabutis adultos (Poytara®). Duas vezes na semana foi oferecida uma
opc¢ao de proteina (ovo cozido ou carne moida suplementada com aminomix® e cdlcio).
J4 a alimentacdo dos cagados foi realizada trés vezes por semana nos meses mais
quentes e duas vezes por semana no periodo mais frio, com ragdo para tigre d'dgua
adulto (Poytara®).

A limpeza do recinto foi feita diariamente com rastelo e lavagem dos comedores.

A lavagem do tanque de agua foi realizada semanalmente.

3.3 Avaliacdo hematologica e bioguimica sérica

Apds jejum de 48h, amostras de sangue foram coletadas nos dois grupos animais
via veia jugular, a fim de evitar a contaminagdo com linfa. Foi utilizada agulha
hipodérmica 22G para coleta nos jabutis e agulha hipodérmica 24G para os cagados. O
sangue coletado foi utilizado para confeccdo imediata de esfregaco sanguineo e o
restante foi dividido em um frasco contendo heparina sédica, para realizacdo da
hematimetria, e em um tubo seco, sem ativador de codgulos, para avaliacdo das enzimas
séricas. As avaliacGes hematoldgicas foram realizadas no Laboratério Clinico Veterinario
do Hospital Veterindrio da FMVZ — UNESP Campus Botucatu.

O sangue total foi utilizado para determinar o volume globular, obtido a partir
da centrifugacdo do microhematdcrito. Posteriormente, a quebra do capilar permitiu
avaliar o plasma no refratébmetro e obter o valor da Proteina Plasmatica Total (PPT). A
concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método de cianometahemoglobina
(HiCN - LABTEST®). Ainda com a amostra do sangue em anticoagulante foi feita a
contagem total de eritrdcitos e leucécitos, determinada manualmente na camara de

Neubauer com diluente Natt-Herrick (1:100).
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As laminas de esfregaco sanguineo foram coradas com Panético rapido para a
realizacdo do diferencial e contagem dos tipos celulares, segundo a avaliagdo da
morfologia: heterdfilos, basdfilos, linfocitos, eosindfilos, mondcitos, azurdfilos e
trombdcitos. O valor final de cada grupo celular foi estimado pela técnica descrita por
Campbell (2012) e Sykes e Klaphake (2015).

O exame bioquimico foi realizado com o plasma heparinizado para os cagados e
do soro coletado em tubo seco para os jabutis, valores de AST, PT, ALB, GLOB, calcio e

fésforo foram determinados pelo EBRAM® nos dois momentos.

3.4 Exame de imagem avancada

O exame de TC foi realizado no setor de Diagndstico por Imagem da FMVZ —
UNESP Campus Botucatu, sob supervisdo de imaginologista experiente.

Apods sedagdo com a associacdo de Cetamina (4 mg/kg) e Dexmedetomidina (0,1
mg/kg) via intramuscular para os cagados e Propofol (4 mg/kg) intravenoso nos jabutis,
os animais foram posicionados em decubito ventral, com cabeca e membros estendidos
(Figura 2-A).

O aparelho utilizado para obtencdo das imagens, tomografico helicoidal SCT-
7800 TC (Shimadzu; Kyoto, Japao), foi devidamente calibrado. A técnica utilizada para
jabutis foi de 120kVp e 160mA a 180mA, e para os tigres d’agua 120kVp e 150mA a
170mA (GUMPENBERGER e HENNINGER, 2001; NARDINI et al., 2014).

Apds a aquisicao das imagens em corte transversal, essas foram reconstruidas
nos demais planos (MPR), para selecdo das regides de interesse (ROI) e quantificacdo da
Unidade Hounsfield (HU), tomando cuidado para ndo incluir estruturas vasculares nessa
regido. Foram selecionados de oito a doze ROIs por animal, sendo dois ROIs (ventral e
dorsal) em cada lobo hepdtico (lobo direito e esquerdo) de trés cortes diferentes para
os cagados e quatro cortes diferentes para os jabutis, cada um com drea de 25mm?,
como demonstrado na Figura 2-B.

A avaliacdo do HU das imagens foi realizada por meio de ferramentas de
mensuracdo do sistema PACS (Synapse, Fuji Medical System, Tokyo, Japan), assim como

para obtencdo da area total de carapaca e area hepatica. As medidas da area hepatica
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total e da area de carapaca foram realizadas no corte transversal e padronizou-se a
escolha do slice onde a vesicula biliar era mais bem visualizada (Figura 2-C).

Para a obtencdo das medidas de deposicdo de gordura subcarapacial e volume
subcarapacial foi utilizado o aplicativo Slicer 3D (Slicer.org, versao 5.8.0), por meio da
ferramenta de segmentacdo Threshold -10 a -110 HU e -600 a +2600, respectivamente.
A drea total mensurada compreendeu toda a carapaca a partir do arco clavicular até o
final da cintura pélvica, ndo sendo mensurados nesse caso o pescoco e os membros
(Figura 2-D) (WALDEN et al., 2022). Quando presente, a gordura intra-hepatica foi
quantificada em cm?® e a porcentagem calculada em relacdo ao total de gordura

subcarapacial.

FIGURA 2: Obtencdo das imagens de tomografia computadorizada e metodologias de
avalia¢do. A) Demonstracdo do posicionamento dos animais na mesa tomografica; B) Escolha
das regibes de interesse (ROI) para avaliagdo do HU das imagens no plano transversal; C)
Mensuracgdo da gordura subcarapacial através de modelos de reconstrugcdo 3D; D) Mensuragédo
da area total da carapaca e da area hepatica no slice onde a vesicula biliar (*) é visualizada
melhor.
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3.5 Celioscopia para coleta de biépsia hepatica

Antes da realizacdo do exame de celioscopia, 0os animais foram separados do
recinto, mantidos em ambiente com temperatura controlada, aproximadamente 27°C,
e jejum alimentar de 48 horas. Além disso, a preparac¢do para o procedimento incluiu
lavagem da carapaca e membros com iodo polividona 1% e dgua morna.

O protocolo anestésico incluiu: sedagdo com cetamina' na dose de 10 mg/kg
associada na mesma seringa com midazolam? 0,4 mg/kg para os cagados e cetamina’ 10
mg/kg e diazepam? 0,5 mg/kg para os jabutis, aplicados via intramuscular no antebraco
(MCGUIRE et al., 2013; ESHAR et al., 2021). Apéds relaxamento, o acesso venoso foi
fixado na veia jugular com cateter intravenoso n.24 (Trachemys sp.) e n.22 (Chelonoidis
carbonaria) e mantido durante todo o procedimento anestésico. A inducdo anestésica
se deu com o uso de propofol?, dose de 5 mg/kg via intravenosa. Apds relaxamento
completo, o animal foi intubado com traqueotubo n. 2.0 a 3.0 para manutengdo da
anestesia inalatdria utilizando-se isoflurano® 2% misturado com oxigénio (SLADKY e
MANS, 2012; DI SANTO, 2021). A analgesia foi obtida com a aplicacdo intratecal de
lidocaina® na dose de 4 mg/kg, associada com morfina’, na dose de 0,2 mg/kg. Apds a
finalizacdo do procedimento, foi utilizado meloxicam® 0,1 mg/kg intramuscular a cada
24 horas por cinco dias (MANS, 2013; PERRY e NEVAREZ, 2018).

Para iniciar a celioscopia lateral direita, o animal foi posicionado em decubito
lateral esquerdo, e o acesso foi realizado na fossa femoral, técnica descrita por Schildger
et al. (1999), objetivando o exame de bidpsia hepdatica para avaliagcdo histopatoldgica
(WEST, 2001; DIVERS, 2006; BOONE et al., 2008; DIVERS, 2010). O mesmo procedimento
foi realizado no lado oposto.

Na técnica descrita por Schildger et al. (1999), apds realizar a incisdo de pele e
divulsdo dos tecidos cranioventral aos musculos sartdrio e iliaco, utilizou-se o guia do
telescépio para romper a membrana celomatica e acessar a cavidade. A insuflacdo da
cavidade ndo se faz necessaria para quelénios. A identificacdo do figado foi
imediatamente observada, sendo o lobo hepdtico direito maior que o esquerdo,
favorecendo o acesso para a bidpsia hepdtica nesse lado. Apds identificacdo do

parénquima hepatico, procedeu-se a coleta da bidpsia utilizando-se um férceps para
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biépsias modelo BlasKesley n.0 de 3,5x7 mm (Karl Storz®). Foram coletados fragmentos
hepaticos em ambos os lobos esquerdo e direito, totalizando dois fragmentos de bidpsia

por animal, por coleta, conservados em formalina tamponada a 10%.

3.6 Histopatoldgico do tecido hepético

As amostras de biépsia mantidas em formol foram preparadas para o corte em
parafina e processadas para confecgao de laminas em Hematoxilina e Eosina (H&E),
coloracdo utilizada para as andlises histolédgicas bdsicas, descricdes morfoldgicas e
avaliacdo da vacuoliza¢do do tecido. Os cortes em parafina foram ainda submetidos as
técnicas histoquimicas especificas, sendo o Tricbmico de Masson (TM) para avaliar o
grau de fibrose hepatica, quando presente, e acido periédico de Schiff (PAS) para
avaliacdo do depdsito de glicogénio (KLEINER et al., 2005; SARTORI et al., 2022;
BARBOZA et al., 2023a).

Todas as laminas foram sistematicamente avaliadas por dois patologistas
experientes. Para caracterizar uma avaliacdo duplo-cega, os patologistas ndo tiveram
acesso as informacgdes dos animais, e ainda ndo tiveram acesso ao resultado da avaliagao
feita pelo outro. As fotomicrografias obtidas em camera SONY IMX485LQJ-C acoplada
ao microscopio foram utilizadas para realizagdo da morfometria e detalhamento das
estruturas observadas, sendo possivel classificar o escore de lesées como sugerido por
Barboza et al. (2023a). Os estudos de Di Santo et al. (2021) e Sartori et al. (2022) também
foram considerados como modelos de referéncia para as andlises histoldgicas (Tabela

1).

TABELA 1: Escala para avaliagdo histopatoldgica das amostras hepaticas
(KLEIN et al., 2005; DE DI SANTO, 2021; SARTORI et al., 2022; BARBOZA et al., 2023a).

Avaliagoes Laminas Coradas em H&E

Ausente

Vacuolizagao microvesicular
presente

Ao redor da veia hepatica central

Vacuolizag3o: Localizagio Ao redor do espago-porta
Sem zoneamento

Difuso
<5%
>5%-33%
>33%-66%

*Grau de Vacuolizagao
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>66%

Balonizagdo: localizagao

Ao redor da veia hepdtica central

Ao redor do espacgo-porta

Sem zoneamento

Difuso

*Grau de Balonizagao

<5%

>5%-33%

>33%-66%

>66%

Inflamagdo do parénquima

Auséncia

<2 focos por objetiva de 10x

2-4 focos por objetiva de 10x

>4 focos por objetiva de 10x

Inflamagao Portal

Auséncia

Discreta, em alguns ou todos os espacgos porta

Moderada, em alguns ou todos os espagos porta

Marcante, em todos os espagos porta

Hepatite de Interface

Auséncia

Discreta, em alguns ou todos os espacgos porta

Moderada, em alguns ou todos os espacgos porta

Marcante, em todos os espagos porta

Colangite

Auséncia

Discreta, em alguns ductos

Moderada, em alguns ou todos os ductos

Marcante, em todos os ductos

Necrose

Auséncia

<2 focos por objetiva de 10x

2-4 focos por objetiva de 10x

>4 focos

Auséncia a < 5% em 3 campos de 10x

WIN|IFPIOWIN|IRPIOWINIRPIOWINIRP|IO(WINIPIOWINIRPIOIWIN|RPIOlWIN|R|O|W

Presen¢a de melanomacréfagos | 5-33%
>33-66%
>66%
AvaliacGes Laminas Coradas com PAS
Auséncia a < 5% 0
Deposito de glicogénio 5-33% 1
>33-66% 2
>66% 3
Avalia¢bes Laminas Coradas com Tricdmio de Masson
Auséncia 0
«Grau de Fibrose Pe?rinusoidal ou peripor_tal _ . 1
Discreta ao redor da veia central, perisinusoidal 1
Moderada ao redor da veia central, perisinusoidal ou | 1

portal/periportal

*AvaliacBes associadas ao grau de lipidose hepatica.
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3.7 Analise estatistica

As analises estatisticas basicas foram realizadas no software GraphPad-Prism
versao 8.0, enquanto os testes de correlagao e regressao logistica foram calculados pelo
software JAMOVI versdo 2.6 (THE JAMOVI PROJECT, 2024).

O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados.

Para avaliar a influéncia da sazonalidade nas variaveis continuas, como valores
de hemograma, bioquimico, HU e porcentagem de gordura, foi utilizado o teste T de
Student para amostras pareadas (quando dados paramétricos) e teste de Wilcoxon
(quando dados ndo paramétricos). Ja a avaliacdo da influéncia do sexo sobre as varidveis
continuas foi calculada pelo Teste T Student para amostras ndo-pareadas precedida pelo
teste de correcdao de Welch (quando dados paramétricos) e pelo teste de Mann-Whitney
(quando dados ndao-paramétricos).

A avaliacdo da massa corpdrea foi a Unica medida com mais de duas afericGes e,
portanto, foi analisada utilizando-se o teste ANOVA com repeticGes e posteriormente
teste Tukey, quando dados paramétricos, ou teste Friedman e posterior teste Dunns,
guando dados ndo-paramétricos.

Testes de correlacdo de Pearson, para dados lineares, ou correlagdo de
Spearman, para dados ndo-paramétricos, foram calculados entre as varidveis. As
correlagdes que apresentaram valor estatistico e sentido bioldgico foram analisadas
pelo teste de regressdo linear (varidveis numéricas) ou regressao logistica (varidveis
ordinais ou categoéricas).

Todos os testes estatisticos foram realizados com hipdteses bicaudais, em que os

resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DADOS METEREOLOGICOS

O municipio de Botucatu esta localizado na regido centro-sul do estado de Sao
Paulo, a 235 km da capital, e possui altitude elevada, variando entre 756 e 920 m’. O
clima é classificado como savana tropical (Aw), com invernos secos e temperaturas

amenas (média 18,2°C) e verdes Umidos e quentes (média 26,5°C) (FRANCO et al., 2023).
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O estudo de Franco et al. (2023) foi realizado na Estacdo Meteoroldgica do
Departamento de Engenharia Rural e Socioeconomia da Faculdade de Ciéncias
AgronOmicas (FCA) da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP)
de Botucatu (22954’S, 48227°0 e 786m). Este estudo permitiu atualizar a classificacdo
climatica de Botucatu segundo a metodologia de Kbppen e determinou as variacdes
médias dos ultimos anos, em que o0 municipio apresentou temperatura média do ar de
21,34°C, umidade relativa média do ar de 70% e precipitacdo média anual de 1500 mm.

Durante os anos de 2023 a 2025, dados sobre a climatologia do municipio foram
coletados pela Estacdo Meteoroldgica da FCA — UNESP e disponibilizados para essa
pesquisa. Foi possivel observar que as variacbes meteorolégicas em Botucatu se
mantiveram semelhantes aos estudos de Franco et al. (2023), com variacbes de

temperatura com médias minimas de 17,9°C e maximas de 29,1°C, e umidade relativa

média de 66,6% em 2024. As variagcdes dos anos de 2023 e 2024 s3o detalhadas na
Figura 3.
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FIGURA 3: Levantamento das variagoes climaticas do Municipio de Botucatu segundo dados
da Estacdo Meteorolégica da FCA-UNESP. -Os dados meteoroldgicos sdo representados em graficos
com a variagdo anual de 2023 (esquerda) e 2024 (direita).

4.2 CAGADOS (Trachemys sp)

Os resultados apresentados a seguir correspondem as avaliagdes dos animais em
que foi possivel realizar a repeticdo dos exames. Ao todo, quinze cagados, sendo oito
fémeas (quatro Trachemys sp e quatro Trachemys dorbigni) e sete machos (trés
Trachemys sp e quatro Trachemys dorbigni) foram avaliados no projeto.

A primeira avaliagdo ocorreu no periodo chuvoso (verdao) no més de janeiro a
fevereiro de 2024, ao passo que a segunda coleta ocorreu na estacao seca (inverno) nos

meses de junho e julho do mesmo ano.

4.2.1 MORFOMETRIA E MASSA CORPOREA

Todos os animais mantiveram ganho de peso durante o periodo de observagao,
entre os anos 2023 e 2025. Apesar disso, ndo houve diferenca estatistica significativa da
massa corpérea ou da morfometria dos animais nos dois periodos. Os dados detalhados
da morfometria média dos dois periodos, de cada animal, sdo apresentados no Anexo
2.

Como demonstrado por Thomas et al. (1999) e Vogt et al. (2017), as fémeas
apresentaram tamanho e massa corpdrea significativamente maiores que os machos em
todos os periodos analisados (Teste T para amostras paramétricas ndo pareadas,
P=0,0067). A variacdo da massa corpdrea entre os periodos encontra-se destacada na

Figura 4, sendo que, em geral, a massa corpdrea das fémeas variou entre 1,1 kg e 2,75
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kg (média de 1,68 kg), enquanto nos machos o menor exemplar pesou 0,7 kg e o maior

1,1 kg (média de 0,85 kg).

i
4@ __‘2- *ﬁ‘ 46
& &
Machos Fémeas

FIGURA 4: Grafico da variacdo da massa corpodrea (kg) dos cagados (Trachemys sp.) durante
os dois periodos de avaliacdo, em que se observa a diferenca de peso entre os sexos.

4.2.2 HEMOGRAMA E BIOQUIMICO

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas nos parametros hematolégicos entre
as duas espécies, por isso os resultados sdo apresentados em conjunto para o género
Trachemys.

A avaliacdo entre sexos (machos x fémeas) também ndo demonstrou diferencas
estatisticas no grupo avaliado. Entretanto, a comparac¢ao entre os periodos apontou
valores significativamente maiores para VCM (P=0,0147) e PPT (P = 0,0078) durante a
estacdo seca (inverno). Ainda no inverno, os machos apresentaram maiores valores para
hemoglobina e hematdcrito, se comparados ao verdao (P=0,0156 e P=0,0218,
respectivamente). Os demais parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferencas
estatisticas, demonstrando que a sazonalidade nao influenciou nesses dados.

Os valores hematoldgicos observados para o grupo dos cagados sdo apresentados
na Tabela 2 e coincidem com os dados descritos por Medeiros et al. (2012), Hernandez
et al. (2017) e Gradela et al. (2017) para Trachemys scripta e por Stein et al. (2015) e
Gradela et al. (2017) para Trachemys dorbigni. Uma tabela comparativa com os valores
descritos em literatura pode ser apreciada no Anexo 3.

Na estacdo chuvosa, dois animais apresentaram leucocitose moderada (9.000 e
10.000 unidades/uL) por heterofilia (6500 e 9000 unidades/uL, respectivamente),

porém sem alteracbes em exames bioquimicos e sem alteragdes clinicas evidentes. O
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hemograma se normalizou na estacdao seguinte. Os demais valores hematolégicos
encontram-se dentro dos valores de referéncia citados por Carpenter et al. (2019) e
Fudge (2000).

Os valores da bioquimica sérica estdo reportados na Tabela 3. Houve diferenca
estatistica nos valores de triglicerideos (P=0,0121), colesterol (P=0,0059) e calcio
(P=0,0126), nos quais as fémeas apresentaram valores superiores destas enzimas em
comparacdo aos machos, em ambos os periodos avaliados. Apesar disso, ndo foram
observadas diferengas estatisticas nos valores destas enzimas entre os dois periodos.

Durante o periodo reprodutivo nas fémeas, o aumento do estradiol estimula
indiretamente a atividade de osteoclastos nos ossos, disponibilizando maiores
concentragdes de calcio no sangue, necessdarios para a formagdo dos ovos e postura
(KUCHLING, 1998; INNIS e KNOTEK, 2020). Dessa forma, é esperado que fémeas tenham
maiores concentrag¢des de calcio sérico em comparagao com os machos, especialmente
em periodos reprodutivos, como demonstrados nos estudos de Deem et al. (2009) e
Goldberg et al. (2011), apds avaliacao bioquimica de tartarugas fémeas em nidificacdo.

Em um estudo abrangente com quelonios, DiGirolamo et al. (2022)
demonstraram que as concentracdes de cdlcio total (tCa) foram mais altas em fémeas.
Especificamente, o aumento na concentracdao de cdlcio total em fémeas durante a
atividade reprodutiva é atribuido a um aumento no calcio ligado a proteinas, e ndo no
calcio ionizado (biologicamente ativo). Ao contrario do calcio total, a concentracdo de
calcio ionizado em quel6nios ndo é significativamente influenciada pelo sexo. Estudos
com diversas espécies de quelbnios, incluindo Trachemys scripta elegans, Testudo
hermanni e Testudo graeca, mostraram que o calcio ionizado ndo difere
significativamente entre machos e fémeas, apesar do tCa ser mais alto nas fémeas
(EATWELL, 2009; DIGIROLAMO et al., 2022).

Da mesma forma, acredita-se que o estradiol seja um estimulo para aumentar a
lipdlise nos adipécitos, disponibilizando lipideos para a formac¢ao da gema do ovo pelo
figado (vitelogénese) e, portanto, os valores mais acentuados de colesterol e
triglicérides nas fémeas sdo justificados (ASADI et al., 2007). Deem et al. (2009) e
Goldberg et al. (2011) também encontraram maiores valores de colesterol e triglicérides

para fémeas em nidificacdo. Por fim, Innis e Knotek (2020) apresentaram dados de
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triglicerideos para cadgados Trachemys scripta elegans, nos quais a faixa de valores para
fémeas (146—303 mg/dL) foi notavelmente superior a dos machos (29-59 mg/dL).

Os graficos das variacdes sazonais para cada sexo estdo demonstrados na figura
5. Nota-se que em ambos os sexos, no periodo do inverno, houve um aumento da
proteina total (fémeas P=0,0066 e machos P=0,0105) correlacionado a elevacdo da
globulina (fémeas P=0,0050 e machos P=0,0088). Possivelmente, com as quedas de
temperatura ambiental e consequentemente da dgua no tanque dos animais, o
metabolismo dos cdgados tenha diminuido nesse periodo, reduzindo o consumo de
agua, fungbes hepaticas e renais, culminando em menor excre¢do de proteinas e
possivel desidratacdo, o que acarretou o aumento relativo dos constituintes

plasmaticos.

TABELA 2: Valores hematoldgicos de cagados do género Trachemys fémeas (n=8) e machos
(n=7), adultos, avaliados em duas estacdes no mesmo ano.

Verao Inverno
Fémeas Machos Fémeas Machos
- Desvio - Desvio - Desvio - Desvio

Média Padréo Média Padréo Média Padrédo Média Padrédo
Hemacias
(A0%L) 0,71 0,26 0,61 0,14 0,58 0,10 0,44 0,12
a%"L")g'Ob'“a 9,55 1,87 8,35 1,74 11,36 1,92 11,46 1,60
Hematdcrito (%) 27,5 4,81 24,29 5,59 32,88 1,12 33,43 4,86
VCM (fL) 423 141,5 423 1415 576,6 96,47 8314  357,9
CHCM (%) 3504 5,75 34,59 1,74 34,48 4,14 34,37 2,64
PT (g/dL) 4.6 1,64 3,51 0,53 7,65 1,07 5,9 1,55
Leucocitos 5967 3534 3081 1500 1822 571 2530 2607
(unidades/puL)
Heterofilos % 79,8 10,03 74,3 11,4 73,75 12,4 67,3 7,87
Heter6filos 4747 2921 2332 1245 1342 511,5 1644 1603
(unidades/puL)
Linfécitos % 8,4 10,4 9,4 7,2 15,4 9,4 20,6 9,7
Linfécitos 588,8 1101 235 160 27 186,9 564 7295
(unidades/puL)
Eosindfilos (%) 1,25 3,5 0 0 2,25 3 0,86 0
Eosindfilos
(umidades/ul) 1121 3171 0 0 3425 43,86 22 28,77
Basofilos (%) 0 0 0,14 0 0 0 0 0
Basofilos
(unidades/uL) 0 0 6,85 18,14 0 0 0 0
Azuréfilos (%) 5,88 8,2 12,4 8,5 8,9 5 11,15 2,3
Azuréfilos 2178 2455 386 3463  157,1 89,65 2916 3095
(unidades/puL)
Monocitos (%) 3,8 6,1 3,8 7,3 15 2 0,15 0,4
Monocitos 2223 3343 1206 2455 31,8 4329 871 23,06

(unidades/uL)
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TABELA 3: Valores bioquimicos de cagados (Trachemys sp.) machos e fémeas adultos em
dois periodos do mesmo ano, apds jejum de 48h.

Fémeas (n=8) Machos (n=7)

Verao Inverno Verao Inverno

Média ~ DesVio Média  Desvio Média ~ Desvio Média ~ Desvio

Padrao Padrao Padrao Padrao

AST (UI/L)  230,6 201,4 2656 99,0 2359 84,33 315 117,9

PT (g/dL) 4,25 1,06 5,69 1,00 3,44 0,46 5,38 1,00

Albumina 1,52 0,4 1,92 0,43 1,13 0,36 2,01 0,47
(g/dL)

Globulina 2,7 0,69 3,76 0,74 2,31 0,39 3,37 0,81
(g/dL)

Calcio 16,5 5,29 17,85 2,30 9,3 1,05 11,75 5,12
(mg/dL)

Fosforo 5,47 0,72 4,48 1,07 3,7 0,65 3,37 0,65
(mg/dL)

Colesterol 186 53,31 250,7 106 107 36,71 140 27,4
(mg/dL)

Triglicérides 681,1 4748 1085 807,9 226,9 1499 253 260,4
(mg/dL)

*AST: Aspartato Aminotransferase; PT: Proteina Total;

Fémeas
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FIGURA 5: Varia¢des bioquimicas séricas entre os periodos de verdo (estacdo chuvosa) e
inverno (estacdo seca) nas fémeas (A-B) e machos (C-D) de cagados (Trachemys sp.).
*Varidveis onde foram encontradas diferencas estatisticas significativas (P<0,05)

Sabe-se que as variacdes nos perfis minerais, lipidicos e enzimaticos sao
dinamicas e podem estar associadas ndo apenas as caracteristicas fisioldgicas do animal,
mas também a fatores nutricionais e enddécrinos (INNIS e KNOTEK, 2020). Ao avaliar o
coeficiente de correlagdo entre as varidveis do exame bioquimico, colesterol e
triglicérides, verificou-se forte correlacdo positiva (R= 0,859; P=<0,001), como esperado,
uma vez que se trata de dois componentes lipidicos que compartilham precursores nas
respectivas vias metabdlicas. Da mesma forma que seria esperado que as proteinas (PT,
albumina e globulina) também mantivessem forte correlagdo (Rho=0,776; P<0,001),
assim como os minerais, calcio e fosforo (Rho=0,555; P=0,001). A enzima AST teve
moderada correlacdo apenas com as proteinas, albumina (Rho= 0,420; P=0,021) e
globulina (Rho= 0,566; P=0,001). Demais correlacdes referentes ao exame bioquimico

podem ser apreciadas na Tabela 4.

TABELA 4: Matriz de correlagdes das varidveis analisadas na bioquimica sérica de cagados
Trachemys sp.

Alb Glob CcT TG Calcio Fosforo

Glob Rho de 0.776*** —
Spearman

p-value <.001 —
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TABELA 4: Matriz de correlagBes das varidveis analisadas na bioquimica sérica de cagados
Trachemys sp.

Alb Glob cT TG Calcio Fésforo
cT Rho de 0.547** 0.346 —
Spearman
p-value 0.002 0.061 —
TG R de 0.237 0.179 0.859**** —
Pearson
p-value 0.207 0.345 <.001 —
Calcio Rho de 0.521** 0.546** 0.574*** 0.417* —
Spearman
p-value 0.003 0.002 <.001 0.022 —
Fésforo Rho de 0.126 -0.065 0.596*** 0.646*** 0.555** —
Spearman
p-value 0.507 0.734 <.001 <.001 0.001 —
AST Rho de 0.420** 0.566** -0.025 -0.078 0.163 -
Spearman 0.217
p-value 0.021 0.001 0.895 0.681 0.391 0.250

Alb=Albumina; Glob=Globulina; CT=Colesterol Total; TG=Triglicérides; AST=Aspartato Aminotransferase.
Correlacdo: *fraca, **moderada, ***forte e ****muito forte.

4.2.3 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Durante o periodo do verdo, a atenuacdo média em HU das imagens
tomograficas foi de 69,59 HU, sendo o valor minimo obtido de -12,5 HU e o maximo de
94,2 HU. J4 no inverno, a atenuacdao média em HU das imagens tomogréficas foi de
70,47 HU, sendo o valor minimo obtido de 12 HU e o maximo de 102 HU.

N3o houve diferenca significativa nos valores de atenuacao hepatica (HU) entre
os periodos analisados, indicando que a sazonalidade nao interferiu nesse parametro.
Por outro lado, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os sexos,
com os machos apresentando valores de HU hepaticos mais elevados em comparacao
as fémeas (P = 0,0182). Essa diferenca pode ser atribuida a maior concentracdo de

lipidios no figado das fémeas, decorrente do processo de vitelogénese (Figura 6).
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FIGURA 6: Influéncia da sazonalidade e do sexo no HU Hepdtico de Trachemys sp.

A avaliacdo da drea hepatica no plano transversal foi dividida pela area total da
cavidade celomatica. Esta razdo foi utilizada para determinar aproximadamente qual a
porcentagem que o figado ocupa na cavidade celomatica neste corte. A média dessa
razdo foi de 0,35 no verao e 0,43 no inverno, o que significa que o figado ocupou nesse
corte cerca de 35% e 43% da drea interna da carapaca respectivamente. Fémeas
apresentaram medidas levemente maiores que machos durante o verdo (0,38 e 0,31
respectivamente), porém sem diferenca estatistica relevante. No inverno, machos
apresentaram medidas levemente maiores que as fémeas (0,44 e 0,42

respectivamente), também sem diferencas estatisticas significativas (Figura 7).
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FIGURA 7: Influéncia da sazonalidade e do sexo na razdo entre drea hepatica e area

total da carapaca de Trachemys sp.
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Todas as fémeas apresentaram foliculos em diversas fases do desenvolvimento em
ambos os periodos, porém a média de foliculos foi maior no inverno (36 foliculos) em
comparacdo com o verdo (23 foliculos). O tamanho dos foliculos variou entre 0,03 cm e
4,71 cm de diametro nos periodos, sendo que no inverno houve predominancia de
foliculos maiores de 1 cm, enquanto no verdao a maior quantidade de foliculos tinha
entre 0,1-0,99 cm. Além disso, apenas no periodo do inverno foi observada a presenca
de ovos com casca formada.

A gordura celomatica estava distribuida nas areas proximas a regido inguinal e se
estendeu em alguns animais para as paredes laterais da parede celomatica até clavicula,
como mostra a Figura 8, o qual se assemelha a outros testudines e diferiu dos outros
grupos de répteis como lagartos e crocodilianos, que possuem bolsas de gordura na
regido do assoalho ventral do celoma e placas gordurosas ao redor da base da cauda
(DIVERS e COOPER, 2010; TOMOVIC et al., 2020; WALDEN, 2022). A média de acumulo
gorduroso subcarapacial foi significativamente (P=0,0022) maior nas fémeas (média de
45,33 cm® ou 4%) do que nos machos (média de 7,95 cm? ou 1,25%), em ambos os
periodos. Durante o inverno, a gordura celomatica teve a mesma distribuicdo para as

fémeas e um leve aumento nos machos, porém sem diferenca estatistica significativa.
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FIGURA 8: Avaliacdo da deposicao gordurosa subcarapacial em Trachemys sp.

Observa-se diferenca na quantidade de gordura nas fémeas (A) em relacdo aos machos
(B) e sua variacdo em relagdo a sazonalidade (C). Imagens de reconstrucdao 3D dos
depdsitos gordurosos pelo 3D Slicer (A-B) e graficos das médias de gordura subcarapacial

(©).

Ao correlacionar as varidveis analisadas na TC para machos e fémeas
separadamente, foi observada moderada correlacdo positiva entre % Area Hepética e %
Gordura Subcarapacial (Rho=0,423; P=0,02), moderada correlacdo negativa entre %
Area Hepatica e HU hepatico (Rho=0,448; P=0,013); além de forte correlacdo negativa
entre % Gordura Subcarapacial e HU Hepatico (Rho=0,631; P<0,001).

4.2.4 CELIOSCOPIA

Durante a celioscopia foi realizada a avaliacdo macroscopica hepatica. Nos cagados,
além das caracteristicas dos bordos hepaticos, a avaliagdo do tamanho da viscera pode
ser feita pela comparacdo com o estbmago. Dessa forma, nos animais que possuiam
bordos afilados sugestivos de microhepatia, o estdmago foi mais evidente, enquanto
nos animais com bordos abaulados sugestivos de hepatomegalia, o estbmago ndo era
visivel. O quadro a seguir demonstra a visualizacdo do figado em diferentes animais e é

possivel fazer a comparacgdo da exposicdo do estbmago (Figura 9).
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A)

C)

FIGURA 9: Avaliacdo macroscépica do parénquima hepatico de cagados (Trachemys sp.) por
celioscopia. Avaliagdo do lobo hepatico esquerdo: A) Microhepatia observada pelo afilamento
dos bordos hepdticos; Coloragdo acinzentada da viscera e aderéncia na parede do celoma; B)
Lobo hepdtico amarelado, hepatomegalia com espessamento dos bordos. Estdbmago ndo
visualizado. C) Figado de coloragdo mais clara, levemente acinzentado, bordos afilados e grande
exposi¢do do estdmago (*); D) Figado acastanhado de tamanho e bordos normais. E possivel
observar pequena porgao da curvatura maior do estémago (*);

No verdao, 60% dos cagados apresentaram lobos hepaticos de coloragao
acastanhada, algumas vezes amareladas, com bordos regulares e dimensdes
preservadas; 20% tinham o figado castanho acinzentado, bordos delgados e dimensdes
hepaticas reduzidas e, por fim, 20% apresentaram coloracdo mais amarelada da viscera,
bordos abaulados e dimensdes aparentemente estendidas do figado. Ja no inverno, 80%
dos figados possuiam dimensdes preservadas e coloracdo acastanhada, por vezes mais
amarelada. Apenas 13% apresentaram bordos afilados e coloracdo mais acinzentada da
viscera, e 7% figado mais amarelo e bordos abaulados. A descrigdo completa das

caracteristicas avaliadas na celioscopia esta apresentada a seguir na Tabela 5.
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TABELA 5: Prevaléncia das varidveis qualitativas observadas na avaliacdo macroscépica do
figado de Trachemys sp. durante celioscopia (n=15).

VERAO INVERNO

Coloragao Hepatica:

Acinzentada 20% 13%
Acastanhado para amarelado 60% 80%
Amarelo 20% 7%
Bordos Hepaticos:

Afilados 20% 13%
Normais 60% 73%
Abaulados 20% 13%
Presenca de Liquido Livre 75% 60%
Celomite evidente 26,6% 13%

A presenga de liquido livre em celoma foi um achado comum nesse exame, no qual
75% dos animais foram positivos no verdo e 60% no inverno. Porém, no periodo
reprodutivo (verdo), quatro fémeas apresentaram celomite marcada por intensa
guantidade de liquido livre, presenca de placas amareladas difusas no celoma e leve a
moderada aderéncia das visceras. Foram avaliados cultivos microbioldgicos e fungicos
de swabs e fragmentos hepaticos desses animais, todos negativos. Tais caracteristicas
inflamatdrias ndo foram observadas no periodo seguinte para trés dos animais, apenas
uma fémea permaneceu com as aderéncias e intensa quantidade de liquido livre no
inverno. Esse mesmo animal ndo demonstrou alteracdes no hemograma, mas
apresentou altos niveis de AST (acima de 400U/L), severa quantidade de fibrose hepatica
na avaliagao histopatoldgica com inflamac¢dao do parénquima hepatico, sugerindo uma

lesdo crénica e em estagio avancado.

4.2.5 HISTOPATOLOGICO DA BIOPSIA HEPATICA

A avaliacdo histoldgica foi realizada nos dois tempos para ambos os lobos
hepaticos direito e esquerdo (n=30); entretanto, ndo houve diferenca entre os lobos.
Também ndo houve diferenca na comparacdo entre os sexos.

Em geral, os cdgados apresentaram grau leve ou nenhuma microvacuoliza¢do e
macrovacuoliza¢do, assim como leve ou nenhuma inflamacgdo no periodo do inverno. Os

niveis de balonizagao do tecido hepatico se elevaram no verdo, especialmente para as
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fémeas, as quais apresentaram grau mais elevado de balonizacdo no periodo Uumido,

porém menor grau e distribui¢cao da vacuolizagao (P=0,0020 para ambas as variadveis). A

variacdo sazonal da histologia hepdtica estd demonstrada em graficos na Figura 10.
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FIGURA 10: Andlise por escore de lesdes histopatoldgicas do tecido hepdtico de cdgados
Trachemys sp. em diferentes esta¢Ges. Fémeas em vermelho e machos em azul. *Diferenca
estatistica relevante entre os periodos.

Areas de fibrose e depdsitos de glicogénio foram observados em ambos os
periodos, distribuidos em diferentes graus de acometimento, porém sem diferencas

estatisticas quando comparados entre os sexos e os tempos (Figura 11).
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FIGURA 11: Avaliagao histoldgica hepatica dos cagados. Diferentes técnicas histoquimicas usadas
na avaliagdo hepatica: Tricomico de Masson: Fibrose perissinusoidal e periportal em aumento de 40x
(A) e 200x (B); PAS: Observar antes (C) e depois da coloracéo (D), evidenciando depdsito de glicogénio,
aumento de 200x. Hematoxilina e Eosina (E e F): morfologia hepética, avaliagdo dos vacuolos,
balonizacdo e caracteristicas inflamatorias, aumento 100x.

Apesar da presenca do glicogénio no citoplasma dos hepatdcitos ter aumentado
no verdo, essa diferenca ndo foi significativa. Sendo assim, dada a auséncia de
vacuolizacdes bem definidas e a baixa glicogenose, é possivel que a elevacdo da
balonizacdo do tecido no verdo esteja associada a degeneracao hidropica das células.
Morfologicamente, a degeneracdo hidrépica é representada pelo citoplasma celular
mais palido, com aparéncia de vacuolos finos com pouca definicdo e pouco

deslocamento do nucleo (Figura 11-F).

4.2.6 TESTES DE CORRELACAO

Foi verificada a existéncia de correlagao entre as trés metodologias de avaliacdo do
tecido hepatico: bioquimica sérica (AST, PT, Albumina, Globulina, Triglicérides,

Colesterol e Calcio), tomografia computadorizada (HU hepdtico e porcentagem de
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gordura subcarapacial) e histologia hepatica. Para a realizacdo dos calculos de
correlagdo e regressao, foi utilizado o software JAMOVI® (THE JAMOVI PROJECT, 2024).

Ao correlacionar o exame bioquimico (AST, Triglicérides e Colesterol) com a
tomografia computadorizada (HU, % Area Hepatica e % Gordura), foi observada
moderada correlacdo positiva entre % Area Hepatica e Colesterol (Rho=0,450; P=0,013),
e % area hepatica e Triglicérides (Rho=0,472; P=0,008); Além de forte correlagao positiva
entre % Gordura Subcarapacial e Triglicérides (Rho=0,665; P<0,001) e % Gordura
Subcarapacial e Colesterol (Rho=0,649; P<0,001). Essas interacdes podem sugerir que o
aumento de triglicérides e colesterol, possivelmente provenientes da dieta, eleva a
reserva de gordura subcarapacial e pode levar a maior deposicao de gordura hepatica,
levando ao aumento da viscera. Demais correlagdes ndo foram significativas (Tabela 6).

A andlise bioquimica teve correlacdes fracas a moderadas com o histopatoldgico
do tecido hepdtico (Tabela 7), na qual maior grau de vacuolizacdo e balonizagao
inferiram em correlacGes opostas, uma vez que essas varidveis apresentaram correlagao
inversa (P<0,0001; Rho=-1,00). Dessa forma, maior grau de balonizacdo e
consequentemente menor grau de vacuolizagdo, inferiram moderadamente em maiores
valores de globulinas (P<0,0001; Rho=0,464), célcio (P<0,001; Rho=0,486) e fésforo
(P=0,033; Rho=0,308). Essa associacao pode refletir um estado inflamatério sistémico,
em que ocorre resposta imunoldgica e alteracdes no metabolismo mineral. Além disso,
a elevagdo dos minerais ocorreu no verao, quando é esperada maior disponibilidade
desses minerais em decorréncia da reproducao.

Ainda, a enzima AST teve correlagdo fraca com a fibrose hepdtica (P=0,011;
Rho=0,364). Nota-se que todos os animais que tiveram AST mais elevada, acima dos
valores de referéncia, apresentaram moderado a elevado grau de fibrose. Porém, nem
todos os animais com maior grau de fibrose tiveram de fato AST elevada, sinalizando
uma caracteristica de lesdes mais cronicas. Vale ressaltar que a AST nos répteis, assim
como nos mamiferos, ndo é uma enzima especifica do sistema hepdtico e, portanto,
pode estar relacionada ao sistema muscular, renal, cardiaco ou cerebral (CAMPBELL,

2012).
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TABELA 6: Matriz de correlagGes entre bioquimica sérica e tomografia computadorizada dos
cagados.

HU Area
AST cr TG Hepatico Hepatica
p-value —
CcT Rho de 0,025 o
Spearman
p-value 0.895 —
TG Rho de -0.078 0.706%** —
Spearman
p-value 0.681 <.001 —
HU Rho de 0.135 -0.245 -0354 —
Hepatico Spearman
p-value 0.476 0.191 0.055 —
Area Rho de 0.029 0.450** 0.472%* 0448+ -
Hepatica Spearman
p-value 0.879 0.013 0.008 0.013 —
0,
% Rho de 0.009 0.649%+* 0.665%** -0.631%% 0.423%
Gordura Spearman
Subc.
p-value 0.964 <.001 <.001 <.001 0.020

AST= Aspartato Aminotransferase; CT= Colesterol Total; TG= Triglicérides; HU= Unidades Hounsfield;
Subc= Subcarapacial. Correlacdo significativa: *Fraca; **Moderada; ***Forte; ****Muito forte.



TABELA 7: Matriz de Correlacdo Histopatoldgico Hepatico e Bioquimica sérica dos cagados.

AST PT Alb Glob Ca Fos CcT TG Amilase
Grau Vacuolizacao Rho de Spearman 0.319 0.460** -0.257 -0.464** -0.486** -0.308 0.126 -0.059 0.056
p-value 0.027 0.001 0.078 <.001 <.001 0.033 0.394 0.689 0.707
Grau Balonizacao Rho de Spearman  -0.319 -0.460** 0.257 0.464** 0.486** 0.308 -0.126 0.059 -0.056
p-value 0.027 0.001 0.078 <.001 <.001 0.033 0.394 0.689 0.707
Inflamacéo Parénquima  Rho de Spearman 0.144 0.041 0.069 0.001 0.004 0.166 -0.306 -0.436** -0.000
p-value 0.329 0.782 0.640 0.995 0.979 0.259 0.034 0.002 0.998
Inflamacao Portal Rho de Spearman -0.364 -0.223 -0.075 0.127 0.209 0.248 0.059 0.344 -0.086
p-value 0.011 0.127 0.611 0.389 0.155 0.089 0.691 0.017 0.562
Hepatite Rho de Spearman  -0.137 0.095 -0.170 -0.190 -0.190 -0.200 0.221 0.221 -0.053
p-value 0.353 0.521 0.249 0.196 0.196 0.172 0.131 0.131 0.722
Colangite Rho de Spearman  -0.304 -0.216 -0.052 0.072 0.223 0.301 -0.275 0.126 0.034
p-value 0.036 0.141 0.726 0.625 0.128 0.038 0.059 0.395 0.816
Necrose Rho de Spearman -0.074 0.011 0.138 0.032 -0.032 0.053 0.032 0.074 -0.095
p-value 0.618 0.943 0.350 0.831 0.831 0.722 0.831 0.618 0.521
Melanomacréfagos Rho de Spearman  -0.015 0.196 -0.114 -0.030 -0.075 0.030 0.030 -0.030 -0.098
p-value 0.919 0.182 0.442 0.839 0.610 0.839 0.839 0.839 0.508
Fibrose Rho de Spearman 0.364 0.305 -0.054 -0.173 -0.088 -0.364 0.113 -0.060 0.088
p-value 0.011 0.035 0.718 0.239 0.552 0.011 0.444 0.685 0.552
Glicogénio Rho de Spearman 0.064 -0.189 0.360 0.201 0.131 0.159 -0.437** -0.198 -0.324
p-value 0.668 0.198 0.012 0.170 0.376 0.279 0.002 0.176 0.024




No que se refere aos testes de correlacdo entre TC e histopatolédgico hepdtico,
foram observadas fortes correlagdes entre grau de balonizagdo (P<0,001; Rho=-0,511),
e consequentemente de modo inverso grau de vacuolizacdo (P<0,001; Rho=0,511), com
a porcentagem de gordura subcarapacial, sugerindo que animais que tiveram maiores
depdsitos gordurosos, também tiveram maior baloniza¢do do tecido hepatico.

Ainda, cdgados com maior grau de inflamagao portal tiveram menores valores
de HU hepatico (P=0,002; Rho=-0,432). A mesma relacdo foi encontrada para colangite

e HU, porém numa correlacdo mais fraca (P=0,036; Rho=-0,304) (Tabela 8).

TABELA 8: Matriz de correlacdo Histopatoldgico e Tomografia Hepatica.

% Gordura

Area hepatica HU hepatico Subcarapacial
Grau Vacuolizagdo Rho de Spearman 0.385* -0.044 -0.511**
p-value 0.007 0.764 <.001
Grau Balonizacao Rho de Spearman -0.385* 0.044 0.511**
p-value 0.007 0.764 <.001
Inflamagdo Parénquima  Rho de Spearman -0.146 0.079 -0.021
p-value 0.323 0.596 0.890
Inflamacgéo portal Rho de Spearman 0.032 -0.432*%* 0.226
p-value 0.830 0.002 0.122
Hepatite Rho de Spearman 0.221 -0.137 -0.221
p-value 0.131 0.353 0.131
Colangite Rho de Spearman -0.175 -0.304* 0.175
p-value 0.235 0.036 0.235
Necrose Rho de Spearman 0.137 0.200 -0.032
p-value 0.353 0.172 0.831
Melanomacréfagos Rho de Spearman 0.151 0.045 -0.090
p-value 0.307 0.760 0.541
Fibrose Rho de Spearman 0.062 -0.031 -0.101
p-value 0.675 0.834 0.494
Glicogénio Rho de Spearman -0.042 0.299 0.085
p-value 0.778 0.039 0.565

Correlacdo significativa: *Fraca; **Moderada; ***Forte; ****Muito forte.



45

4.3 JABUTIS-PIRANGA (Chelonoidis carbonaria)

Foram avaliados ao todo vinte jabutis, sendo sete fémeas e treze machos, todos
adultos, acima de 2 kg.

A primeira avaliacdo ocorreu na estacdo seca (inverno) nos meses de junho e
julho de 2024. A segunda coleta ocorreu no periodo chuvoso (verao) no més de fevereiro

de 2025.

4.3.1 MORFOMETRIA E MASSA CORPOREA

Todos os animais mantiveram ganho de peso durante o periodo de observacgao,
entre os anos 2023 e 2025. Apesar disso, ndo houve diferencga estatistica significativa da
massa corporea ou da morfometria dos animais nos dois periodos (Anexo 2).

Diferentemente dos cdgados, os jabutis ndo demonstraram diferencas na
morfometria e peso entre machos e fémeas no grupo avaliado. Apesar de Pritchard e
Trebbau (1984), Moskovits (1988) e Ernest e Leuteritz (1999) terem relatado que
machos sdo maiores que fémeas nessa espécie, estudos mais recentes, como o de Silva
et al. (2011) e Barros et al. (2012) ndo encontraram diferencas significativas nessas
medidas entre os dois sexos.

A variacdo da massa corpdrea entre os periodos encontra-se destacada na Figura
12, sendo que, em geral, a massa corpdrea das fémeas variou de 2 kg a 8,5 kg (média de
4,5 kg), enquanto nos machos o menor exemplar pesou 1,8 kg e o maior 9,1 kg (média
de 4,1 kg). Durante o periodo de avaliacdo, as fémeas apresentaram diferencas na massa
corpdrea entre os meses de agosto de 2024 e fevereiro de 2025 (One-way ANOVA
seguido de teste de Tukey; P=0,0244). E possivel que essa variacdo esteja associada a
reproducdo e ao maior peso dos ovos no més de fevereiro, quando foi observado grande

numero de posturas.
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FIGURA 12: Grifico de variacdo da massa corpérea de Jabutis-piranga (Chelonoidis
carbonaria) durante o periodo de inverno e verao.

4.3.2 HEMOGRAMA E BIOQUIMICO

Para ambos os sexos, a comparagdo entre os periodos apontou valores
significativamente maiores no verdo para leucdcitos (fémeas P =0,0039 e machos P
=0,0013), linfocitos (fémeas P =0,0311 e machos P =0,0202) e mondcitos (fémeas P
=0,0039 e machos P<0,001). Machos ainda apresentaram maiores valores para CHCM
(P=0,0043) e heterodfilos (P=0,0348) nesse periodo, enquanto as fémeas tiveram maior
valor de proteina plasmatica total (P=0,0030).

Os demais parametros hematoldgicos ndo apresentaram diferengas estatisticas,
demonstrando que a sazonalidade nao influenciou nesses dados.

A avaliacdo entre sexos (machos x fémeas) demonstrou maiores valores de
hemoglobina (P=0,0002) e hematdcrito (P<0,0001) nos machos, enquanto as fémeas
apresentaram maiores valores de leucdcitos (P=0,0347) e PPT (P=0,0032).

Maiores valores de hemoglobina e hematdcrito para machos também foram
observados nos estudos de Andreani et al. (2014) com Testudo hermanni e no estudo
de Bergamini et al. (2017) com Chelonoidis carbonaria.

A maioria das pesquisas com espécies do género Chelonoidis sp. ndo identificaram
diferenca entre os sexos na avaliacdo do leucograma (BERGAMINI, 2016; LEWBART et
al., 2018; BERG et al., 2021; CORREIA et al., 2025).

Os valores hematolégicos observados para o grupo dos jabutis sdo apresentados na
Tabela 9 e coincidem com os dados descritos por Bergamini (2016), Berg et al. (2021) e

Correia et al. (2025).
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TABELA 9: Valores hematolégicos de jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria) machos e
fémeas adultos, avaliados em duas estacdes do ano apds jejum de 48h.

Verao Inverno
Fémeas Machos Fémeas Machos
. Desvio - Desvio - Desvio - Desvio

Média Padrdo Média Padrdo Média Padrao Média Padrao
Hemaécias
(x108/uL) 0,4 0,1 0,5 0,1 0,4 0,1 0,5 0,1
Hemoglobina
(g/dL) 7,3 0,9 9,0 1,7 7,0 1,0 9,2 1,4
Hematdcrito (%) 23,4 2,8 29,4 3,9 21,4 2,9 27,8 4,2
VCM (fL) 615,6 111,3 702 228 556,2 140,9 571,0 112,3
CHCM (%) 31,5 3,6 30,6 3,3 32,5 2,0 33,2 2,1
PPT (g/dL) 5,0 1,6 4,9 0,7 3,7 1,1 4,8 0,7
Leucécitos
(unidades/uL) 8007 2080 6270 5436 3777 1622 3196 1796
Heterofilos % 52,0 24,7 57,4 18,2 63,1 9,9 58,1 12,5
Heterdfilos
(unidades/uL) 4072 1895 3814 4486 2470 1352 1953 1370
Linfécitos % 30,1 22,7 24,8 17,9 17,1 5,8 18,2 8,2
Linfocitos
(unidades/puL) 2475 2110 1422 1229 596 200 564 391
Eosindfilos (%) 8,8 9,2 6,4 11,5 10,4 7,2 12,8 9,8
Eosinofilos
(unidades/puL) 810 1012 452 856 386 274 391 351
Basofilos (%) 0,2 0,7 0,2 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0
Basofilos
(unidades/puL) 16 47 12 37 0,0 0,0 0,0 0,0
Azurdfilos (%) 5,2 6,0 4,9 5,9 8,8 6,3 10,1 8,5
Azuréfilos
(unidades/puL) 395 467 248 232 304 210 272 257
Monocitos (%) 5,0 3,8 5,2 4,3 0,4 0,5 0,8 1,3
Mondcitos
(unidades/uL) 392 309 257 239 16,4 25,1 17,5 28,2

*VVCM= Volume Corpuscular Médio; CHCM=Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; PPT=
Proteina Plasmatica Total;

Na estacdo seca, trés animais apresentaram leucocitose moderada (11840 a 23770
unidades/pL) por heterofilia no primeiro animal (19000 unidades/uL) ou linfocitose e
azurofilia no segundo (7153 e 1586 unidades/uL, respectivamente) e por eosinofilia no
terceiro jabuti (3300 unidades/uL), porém sem alteracbes em exames bioquimicos e
sem alteracg0es clinicas evidentes. O hemograma se normalizou na estacdo seguinte. Os
demais valores hematoldgicos encontram-se dentro dos valores de referéncia citados
por Carpenter et al. (2019).

Os valores da bioquimica sérica estao reportados nas Tabelas 10 e 12. Durante o
periodo umido (verdo), ambos os sexos apresentaram valores significativamente mais
elevados para PT (P=0,0114), albumina (P=0,0140) e globulina (P=0,0275). O estudo de

Adamovicz et al. (2022) com Tarrapene carolina e Tarrapene ornata também encontrou
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resultado semelhante, valores de PT e Albumina maiores no verao, sugerindo que o
aumento do metabolismo proteico possa estar associado a maior disponibilidade de
recursos, ou aos fatores ambientais, onde a elevacdo da temperatura se relaciona com
maior taxa metabdlica dos animais e a preparagao para a reproducao.

Ainda, Triglicérides (P<0,0001), Calcio (P<0,0001) e Amilase (P=0,0180) tiveram
valores significativamente mais elevados no verao. Além dos aspectos reprodutivos,
com o aumento da taxa metabdlica, ha uma tendéncia ao maior consumo alimentar,
que pode estar correlacionado ao aumento da amilase (GOLDBERG et al., 2011).

Bergamini (2016) avaliou um grupo de jabutis-piranga adultos, machos e fémeas,
durante todas as estacdes do ano e avaliou a interferéncia da sazonalidade e do sexo
nos parametros bioquimicos desses animais. Ele reportou em seu estudo que as fémeas
mantiveram valores elevados de PT apenas no verao e relacionou esse fato ao aumento
da taxa metabdlica proteica como um mecanismo de preparacao para a reproducao.
Nesse mesmo estudo, Bergamini encontrou valores mais elevados de colesterol,
triglicérides, cdlcio e fosforo para as fémeas ao longo de todo o ano, sinalizando a
constancia da vitelogénese para essa espécie.

No presente estudo, ao comparar os resultados bioquimicos entre os sexos,
houve diferenca estatistica nos valores de triglicerideos (P<0,0001), colesterol
(P=0,0008), calcio (P=0,0007) e fésforo (P=0,0021), nos quais as fémeas apresentaram
guantidades superiores destas enzimas em compara¢ao aos machos, em ambos os
periodos avaliados (Figura 13).

As concentrag¢des plasmaticas de calcio, fosforo e constituintes lipidicos sao mais
elevadas nas fémeas de diversas espécies de testudines, o que é consistente com o
processo de formacdo de ovos (GOLDBERG et al., 2011; CAMPBELL, 2012; LEINEWEBER,
2020; ADAMOVICZ et al., 2022; CLARIZIO et al., 2022).
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FIGURA 13: Influéncia do sexo nas médias dos valores da bioquimica sérica de Jabutis-piranga.

TABELA 10: Valores bioquimicos de jabutis-piranga (Chelonoidis carbonaria) machos e
fémeas adultos em dois periodos do ano, apds jejum de 48h.

Fémeas (n=9)

Machos (n=17)

Verdo Inverno Verdo Inverno
- Desvio s Desvio - Desvio - Desvio
Média Padrdo Média Padrdo Média Padrdo Média Padrdo
AST (UI/L) 191,9 120,2 166,6 145,5 195,2 61,1 173,2 125,5
PT (g/dL) 4,1 1,0 2,9 1,3 4,4 0,6 3,4 1,5
Albumina
(g/dL) 1,5 0,4 1,0 0,6 1,6 0,3 1,2 0,7
Globulina
(g/dL) 4,3 4,8 1,9 0,8 2,8 0,4 2,2 0,9
Colesterol
(mg/dL) 214 106 147 85 116 32 116 55
Triglicérides
(mg/dL) 538 381 272 210 48 48 157 111
Amilase
(UIL) 238 67 169 92 210 62 178 109
Caélcio
(mg/dL) 19,1 11,7 11,7 6,4 13,2 1,1 8,3 4,4
Fosforo
(mg/dL) 3,9 2,1 3,8 2,0 2,5 0,4 2,1 1,1

*AST: Aspartato Aminotransferase; PT: Proteina Total;

Osresultados das analises de correlacao nao diferiram de outros estudos prévios,

ou mesmo da avaliacdo realizada com o grupo dos cagados, de forma que foram

observadas fortes correlacbes positivas entre colesterol e triglicérides (R=0,688;

P<0,0001); PT, albumina e globulina (Rho=0,712, 0,879 e 0,907; P<0,0001), assim como

cdlcio e fosforo (Rho=0,554; P<0,0001). A enzima AST teve moderada correlagdo apenas

com as proteinas, albumina (Rho= 0,420; P=0,021) e globulina (Rho= 0,566; P=0,001).
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Demais correlacGes referentes ao exame bioquimico podem ser apreciadas na tabela

11.

TABELA 11: Correlagdo de Spearman para variaveis bioquimicas de Jabutis-piranga.

AST PT Alb Glob CT TG Amilase Calcio
Valor P
Rho de 0,0252
PT Spearman 0,310
Valor P
Rho de 0,0758 0,0000
Alb Spearman 0,248  0,907***
Valor P

Rho de 0,0129 0,0000 0,0000
Glob Spearman 0,343  0,879*** (,712**

Valor P
Rho de 0,0591 0,0129 0,0100 0,0119
CT Spearman 0,264 0,342 0,354 0,346
Valor P
Rho de 0,2750 0,7536 0,5768 0,5220 0,0000
TG Spearman 0,154 0,045 0,079 0,091 0,688**
Valor P

Rho de 0,1511 0,0003 0,0001 0,0003 0,0365 0,4534
Amilase Spearman 0,202  0,486* 0,512* 0,478* 0,291 0,106

Valor P

Rho de 0,2596 0,0051 0,0004 0,0057 0,0055 0,0811 0,0017
Célcio  Spearman 0,159 0,383 0,477 0,379 0,380 0,244  0,424*

Valor P

Rho de 0,0016 0,0304 0,032 0,0057 0,0000 0,0001 0,0169  0,0000
Fosforo  Spearman 0,428* 0,301 0,298 0,378  0,647** 0,513* 0,330 0,554*

Alb=Albumina; Glob=Globulina; CT=Colesterol Total; TG=Triglicérides; AST=Aspartato Aminotransferase.
Valores significativos em negrito. Correlacdo: *moderada, **forte e ***muito forte.

4.3.3 TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

Apds avaliacdo hematoldgica e bioquimica sérica, o exame tomogréafico foi
realizado em 26 Jabutis-piranga, 17 machos e nove fémeas. Os valores descritivos sobre

todas as analises feitas na TC encontram-se na Tabela 12.

TABELA 12: Estatistica descritiva das varidveis avaliadas na tomografia computadorizada de
Jabutis-piranga, em dois periodos de observacgao.

Razdo: HU Hepatico % Gordura
HH/HC LD LE Média Subcarapacial Intra-hepatica
Média 0,51 12 16 14 7,32 19,4
, |Mverno  menor 0,43 29 =25 -27 2,15 0
S Maior 0,66 46 48 47 22,74 75,5
éc_ﬁ Média 0,51 -9 -6 -7 10,86 33,8
Verao Menor 0,41 39 -42 -40 2,21 0
Maior 0,61 21 37 29 21,70 82
=

Inverno Média 0,43 27 34 31 4,12 9,7
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Menor 0,31 21 -22 -21 0,07 0
Maior 0,53 61 68 64 17,25 64,5
Média 0,32 22 35 28 3,75 (0) 8,6
Verao Menor 0,25 -14 -13 -13 0,17 0
Maior 0,44 65 82 73 13,54 52,9

*HH: Area Hepdtica; HC: Area total da Carapaca; HU: Unidades Hounsfield; LD: Lobo
hepatico direito; LE: Lobo hepatico esquerdo.

O parénquima hepatico foi avaliado com medidas em Unidades Hounsfield (HU)
e tamanho proporcional em relagdo a carapaca. Diferentemente dos cdgados, as médias
de HU obtidas em cada lobo hepatico (direito e esquerdo) tiveram diferenca significativa
nos machos de Jabutis (P<0,0001) (Figura 14). Desta forma, apesar das avaliacdes em
relacao a influéncia do sexo e da sazonalidade serem calculadas utilizando a média geral
de HU hepdtico, as correlagdes com o exame histopatoldgico serdo analisadas

separadamente para cada lobo no capitulo 4.4.
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FIGURA 14: Comparacao das médias de HU nos lobos hepaticos direito e
esquerdo de machos e fémeas de Jabuti-piranga. * LD: Lobo hepético direito; LE:
Lobo hepético esquerdo; HU: Unidades Hounsfield.

Durante o verao, os valores de HU foram menores (P=0,0158) para a populacdo
estudada, sendo essa diferenca significativa para as fémeas (P=0,0051), as quais
apresentaram média de HU hepatico -7 no verao, contra 14 HU no inverno. Machos nao
apresentaram diferenca de HU hepatico entre os dois periodos avaliados (média de 31
HU para o inverno e 28 HU no verdo) (Figura 16).

Para realizar as afericdes em HU, a atenuac¢do dos tecidos é comparada com a da

agua, considerada zero (HATHCOCK e STICKLE, 1993). Sabe-se que a gordura em geral



52

apresenta atenuacgao abaixo da agua, muitas vezes negativa, de forma que quanto maior
acumulo gorduroso, menor sera o valor em HU desse tecido (DUCOMMUN et al., 1979;
BYDDER et al., 1981; WALDEN et al., 2022). Dessa forma, por apresentarem valores
negativos, a baixa atenuac¢do hepatica para as fémeas no verao pode estar associada ao
acumulo gorduroso nos hepatécitos e a dindmica metabdlica associada a reproducao.

Em um estudo da medicina realizado por Starekova e Reeder (2020), apds
estimar o porcentual de gordura hepdtica por ressonancia magnética (MRI-PDFF),
encontraram uma relacdo entre a reducdo do HU e o aumento da gordura hepatica, em
que figados com 65 HU, 35 HU, 12 HU e -8 HU equivaleram a 0,5%, 28%, 31% e 43% de
gordura respectivamente.

Na medicina tem-se como um referencial que figados abaixo de 40 HU estdo
associados a esteatose hepatica (JIRAPATNAKUL et al., 2020). No estudo de Marchiori
et al. (2015) foram utilizadas como ponto de corte atenuacgdes iguais ou abaixo de 20
HU para caracterizar lipidose hepdtica em Jabutis-piranga, porém a avaliacdo
histopatoldgica ndo foi conduzida nesse trabalho, a qual seria necessaria para validar

essa afirmagao.
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FIGURA 15: Observe o efeito da sazonalidade e do sexo no HU hepatico de Jabutis-piranga. A)
Influéncia da sazonalidade nos machos (b#c) e nas fémeas (a=a), separadamente em cada
estacdo. B) Avaliacdo geral do grupo de jabutis demonstrando a relagdo da sazonalidade (azb)
e do sexo (czd).
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Além da influéncia na atenuacdo do tecido, a presenca de lipideos, dgua,
glicogénio ou mesmo fibrose pode influenciar o tamanho da viscera, dessa forma, com
o intuito de avaliar essa variacao nas duas estacdes do ano, a medida da drea hepatica
no plano transversal foi dividida pela area total do interior da carapaga no mesmo corte.
Esta razao foi utilizada para determinar aproximadamente qual a porcentagem que o
figado ocupa na cavidade celomatica neste corte. A média dessa razdo foi de 0,41 no
verdo e 0,47 no inverno, o que significa que o figado ocupou nesse corte cerca de 41%
e 47% da area interna da carapaca, respectivamente. Machos apresentaram maior area
no inverno (P<0,0001) e Fémeas apresentaram maiores areas hepaticas que os machos,
em ambas as estac¢des (P<0,0001) (Figura 16).

A) B)
0.8- 0.8

FIGURA 16: Efeito da sazonalidade e do sexo na razdo entre a area hepatica e a area total da
carapaca de Jabutis-piranga. A) Influéncia da sazonalidade nos machos (b#c) e nas fémeas (a=a),
separadamente em cada estagdo. B) Avaliagdo geral do grupo de jabutis demonstrando a
relagdo da sazonalidade (azb) e do sexo (czd).

Por meio do exame de TC também foi possivel avaliar como é a distribuicdo
gordurosa nos Jabutis-piranga e qual a propor¢ao de gordura subcarapacial em relacao
ao volume da carapaca (% de gordura subcarapacial).

Semelhante aos cadgados, a gordura celomatica estava distribuida nas areas proximas
a regido inguinal estendendo-se para as laterais da parede celomatica até a clavicula e
no assoalho da cavidade, como mostra a Figura 18. Outros pontos préximos ao coracao,
ao redor dos foliculos ou em algas intestinais também apresentaram niveis de acumulo
gorduroso. Esse padrao difuso de reserva lipidica se aproxima do descrito por Tomovic

et al. (2020) e Walden (2022).
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Ainda foi observada a presenca de gordura no interior do tecido hepatico dos jabutis,
em que 33,3% das fémeas no inverno e 56% no verdo apresentaram acumulo gorduroso
intra-hepdatico na avaliagdo pelo Slicer 3D (threshold -10 a -100HU). Nos machos, 23,5%
e 35,3% dos animais apresentaram acumulo gorduroso intra-hepatico no inverno e
verdo, respectivamente. A média de acumulo gorduroso subcarapacial foi
significativamente (P=0,0077) maior nas fémeas (mediana de 11%) do que nos machos
(mediana de 1,92%) no verdo, porém a mesma discrepancia ndo ocorreu no inverno
(FIGURA 17).

Vale destacar que o valor médio final do HU hepatico é um reflexo da composicao
bioquimica e estrutural do tecido, portanto, o nivel de acimulo de agua, sangue,
proteinas, lipidios, glicogénio ou mesmo contraste iodado ira alterar o resultado da
atenuacdo (HATHCOCK e STICKLE, 1993). Sabe-se que a agua é utilizada para referéncia
do HU e sua atenuacgdo equivale a zero. Ossos possuem atenuacgao alta (+1000 HU) e o
ar extremamente baixa (-1000 HU) (HATHCOCK e STICKLE, 1993). Em estudos prévios, o
glicogénio demonstrou ter atenuacdo levemente maior que a agua e influenciou na
elevacdo do HU em ratos, onde houve aumento de 0,30 HU na atenuacao hepatica para
cada mg de glicogénio (LEANDER et al., 2000). Além disso, a gordura geralmente é
apresentada com valores negativos entre -10 e -100 HU. Desta forma, a mensuracdo da
gordura intra-hepatica utilizando o software 3D Slicer é uma estratégia efetiva para

identificacdo do acimulo gorduroso no tecido (WALDEN et al., 2022).

FIGURA 17: Observa-se a diferenca de distribuicdo do acimulo gorduroso em trés fémeas (A, Be C),
onde A) descreve tecido hepatico marcado por apresentar HU < -10; B e C) ndo apresentam
guantidades significativas de gordura intra-hepatica ao ponto de reduzir a atenuagdo do tecido.
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FIGURA 18: Variacdo do acumulo gorduroso subcarapacial no inverno e verdao para ambos os
sexos em Jabutis-Piranga (Chelonoidis carbonaria).

Por fim, nas fémeas de Jabutis, foi ainda avaliada na TC a quantidade e o tamanho
de ovos e foliculos. Todas as fémeas apresentaram foliculos em diversas fases do
desenvolvimento em ambos os periodos, porém a média de foliculos foi maior no verao
(43 foliculos) em comparagao com o inverno (29 foliculos), P=0,0117.

Ao correlacionar as varidveis analisadas na tomografia computadorizada pelo
teste de Spearman, foi verificada forte correlagdao negativa entre HU hepdtico e % de
gordura subcarapacial, HU e % de gordura hepatica, e relacdo positiva entre % de
gordura subcarapacial e % de gordura hepatica. Portanto, quanto maior a porcentagem
de gordura na carapaca, maior serd a quantidade de gordura no figado e menor serd o
HU hepatico (Figura 19). Houve ainda moderada correlacdo entre HU e razao da drea
hepatica com a carapaca, a qual sugere que figados maiores possuem menores valores

de HU (Tabela 13).

TABELA 13: Matriz de correlagao entre as variaveis avaliadas na tomografia computadorizada.

Spearman Rho | Razdo AH/AC HU Hepatico % Gordura % Gordura

Valor P Subcarapacial Hepatica

HU Hepatico rs=-0,4717** - - -
P=0,00041

% Gordura rs=0,4046** rs=-0,7662*** - -

Subcarapacial | P=0,00293 P<0,0001

% Gordura rs=0,3397* Is=-0,822%*** Is=0,7075**** -

Hepatica P=0,01374 P<0,0001 P<0,0001
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FIGURA 19: Grafico de combinagdo entre HU Hepatico e % Gordura subcarapacial.

4.3.4 CELIOSCOPIA

Treze machos e sete fémeas de Jabutis foram anestesiados para celioscopia e
coleta de bidpsia hepatica. Durante o procedimento, foi realizada a avaliagcdo
macroscopica do parénquima hepdtico (Figura 20). As caracteristicas avaliadas e
resultados estdo descritos na Tabela 14. Bidpsia flutuante se refere aos fragmentos de
bidpsia que flutuaram ao serem colocados na solugao com formol, sugerindo densidade

extremamente baixa do tecido coletado.




submetido

a

FIGURA 20: Avaliagdo macroscdpica do parénquima hepatico de Jabuti-piranga
(Chelonoidis carbonaria)
Pode-se notar a caracteristica dos bordos A) delgado, B) normal e C) abaulado; a
coloragcdo dos bordos D) acinzentada, E) acastanhada e F) amarelo; G) superficie
irregular; H) presenca de membrana esbranquicada espessa na superficie hepatica; e |)
fragmento de biopsia flutuante.

celioscopia.
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No verdo, 75% dos jabutis apresentaram lobos hepaticos de coloracdo acastanhada

ou amarelada, por vezes amarelos em tonalidade mais pdlida, com bordos regulares e

dimensdes preservadas; 20% tinham o figado castanho acinzentado, bordos delgados e

dimensdes hepaticas reduzidas e, por fim, 5% apresentaram coloragdo mais amarelada

da viscera, bordos abaulados e dimensdes aparentemente estendidas do figado. Ja no

inverno, essas porcentagens resultaram em 75%, 5% e 20%, respectivamente.

TABELA 14: Comparacdo das caracteristicas hepaticas e celomdticas observadas durante
celioscopia de Jabutis-piranga em diferentes estagdes.

N.

Celomite moderada a severa:

Liquido livre:
Coloracédo Hepatica:
Acinzentada
Acastanhado
Amarelo
Amarelado palido
Bordos Hepéticos:
Afilados
Normais
Abaulados
Superficie Hepatica:
Irregular
Lisa
Membrana esbranquicada
sobre superficie:
Biopsia flutuante:

Inverno Verao
Fémeas Machos Fémeas Machos

7 13 7 13
14% (1) 15,4% (2) 14% (1) 0
100% (7) 69% (9) 100% (7) 15,4% (2)
14,3% (1) 15,4% (2) 28,6% (2) 15,4% (2)
42,8% (3) 38,5% (5) 14,3% (1) 38,5% (5)
28,6% (2) 30,8% (4) 14,3% (1) 7,7% (1)
28,6% (2) 23% (3) 71,4% (5) 38,5% (5)
14,3% (1) 0% 0% 30,8% (4)
71,4% (5) 76,9% (10) 85,7% (6) 69,2% (9)
14,3% (1) 23% (3) 14,3% (1) 0%
14,3% (1) 7,7% (1) 28,6% (2) 0%
85,7% (6) 92,3% (12) 71,4% (5) 100% (13)
28,6% (2) 46,1% (6) 28,6% (2) 30,8% (4)
42,8% (3) 7,7% (1) 71,4% (5) 23% (3)
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Assim como na celioscopia dos cdgados, a presenca de liquido livre em celoma foi
um achado comum nas fémeas de jabuti. Porém, trés animais no inverno apresentaram
celomite marcada por maior quantidade de liquido livre, presenca de placas amareladas
difusas no celoma e leve aderéncia das visceras. Tais caracteristicas ndo foram
observadas no periodo seguinte para dois dos animais, o que pode estar associado a
resolugao da inflamagao apds administracao de antibidticos e anti-inflamatdrios apds a

celioscopia.

4.3.5 HISTOPATOLOGICO DA BIOPSIA HEPATICA

Foi realizada avaliagdo histoldgica dos dois lobos hepaticos separadamente
(n=80), classificando as lesdes em um sistema de pontuagdao, como descrito na
metodologia. Nos dois periodos, foi observada uma alta prevaléncia de vacuolizacdo e
balonizacdo dos hepatdcitos, acima de 85% e 80%, respectivamente, além de alta
prevaléncia de depésitos de glicogénio, em que 100% dos animais no periodo do verao
apresentavam algum grau de glicogenose. Inflamacao e fibrose também foram comuns
na avaliagao histoldgica, com prevaléncia acima de 60% e 50% e predominio de infiltrado
de heterdfilos e linfécitos nos focos inflamatodrios.

Os resultados da classificacdo das alteragdes por escore s3ao apresentados na
Figura 21, onde cada gréfico representa a frequéncia de animais em cada pontuacdo (0-
3) para cada varidvel, nos diferentes periodos e ainda a diferenca entre os sexos (machos
representados em azul e fémeas em vermelho).

N3do houve diferengas estatisticamente significativas entre os sexos na andlise
geral dos achados histopatoldgicos. No entanto, a comparacdo entre os periodos
sazonais revelou mudancas no grau das lesdes hepaticas, distintas entre fémeas e
machos.

As fémeas, durante o inverno, apresentaram moderada intensidade de micro e
macro vacuolizacdes, moderado a alto grau de balonizagdo dos hepatdcitos, baixo
acumulo de glicogénio, caracteristicas inflamatérias leves e moderado a alto grau de
fibrose. No verao, houve aumento significativo nos depdsitos de glicogénio (P<0,0001),
elevacdo da inflamacdo portal (P=0,0313) e da necrose tecidual (P=0,0078), com

reducdo no grau de fibrose e (P=0,0273).
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Nos machos, o inverno foi marcado por grau de vacuolizacdo leve a moderado,
porém intensa balonizagdo, menores caracteristicas inflamatdrias, porém moderada
presenca de necrose tecidual e depdsitos de glicogénio. As mudancas significativas para
o verdo incluiram graus mais elevados de macrovacuolizagio (P=0,0358),
microvacuolizacdo (P<0,0001), acumulo de glicogénio (P < 0,0001) e fibrose (P < 0,001),

com reducado da balonizagdo hepatocelular (P=0,0014).
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FIGURA 21: Analise por escore de lesGes histopatoldgicas do tecido hepatico de Jabutis-piranga
em diferentes estacOes. FéEmeas em vermelho e machos em azul. *Diferenca estatistica
relevante entre os periodos.

No grupo dos jabutis avaliados, ndo foi possivel identificar nenhum parénquima
hepdtico com a arquitetura preservada. Todas as amostras hepaticas apresentavam
alteragGes histopatoldgicas importantes, incluindo diferentes intensidades de
degeneracdo vacuolar intracitoplasmatica dos hepatdécitos, associada ou ndo a
glicogenose. As principais alteragées estao exemplificadas na Figura 22, na qual cortes
histolégicos do mesmo animal sdo apresentados em técnicas histoquimicas diferentes.
Nas laminas coradas em H&E (A e B) é possivel observar as caracteristicas morfoldgicas
dos vacuolos e balonizacdo dos hepatdcitos, além de moderada quantidade de
melanomacréfagos (seta). Na técnica por PAS (C e D), a deposicdo do glicogénio é
evidenciada pela coloracdo mais magenta no interior do citoplasma dos hepatécitos. E
por fim, a lamina corada com TricOmico de Masson evidencia em azul a fibrose na regido

perisinusoidal e periportal (E e F).
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FIGURA 22: Fotomicrografias da Anadlise Histoldgica do tecido hepatico dos Jabutis-
piranga em diferentes técnicas histoquimicas.

Fragmento de bidpsia hepatica corados em: A e B) H&E, aumento de 40x e 100x,
respectivamente, caracteristicas morfoldgicas dos vacuolos, balonizacdo dos
hepatdcitos e moderada quantidade de melanomacrdfagos (seta); C e D) PAS,
aumento de 40x e 100x, deposicdo do glicogénio evidenciada pela coloracdao
mais magenta no interior do citoplasma dos hepatdcitos; E e F) Tricomico de
Masson, 40x e 100, destacando alta quantidade de fibrose.

A medida que o grau das alteracdes histoldgicas aumenta, perde-se a definicdo
morfolégica dos hepatdcitos, dificultando a distincdo entre balonizagdo e vacuolizagdo
do tipo macrovesicular (LACKNER, 2011; LI et al., 2023). No grupo avaliado, o avancado
grau de alteragcdes degenerativas, aliado a auséncia de técnicas e coloragdes
histoquimicas especificas para lipideos, impossibilitou a diferenciacdo precisa do
conteudo dos vacuolos (se lipideo, glicogénio ou dgua). Consequentemente, nao foi
possivel realizar a quantificacdo do acumulo lipidico hepatico por meio do software
Imagel®.

O elevado grau de glicogenose ndo exclui a possibilidade de ocorrer acimulo
lipidico concomitante. Xiang e Peichao (1990), por exemplo, descrevem numerosas
vacuoliza¢des lipidicas e de glicogénio nos hepatécitos de geckos no periodo fora da
hibernacdo. Da mesma forma, De Souza et al. (2004) destacaram a importancia do

figado como érgao central no armazenamento de energia em lagartos teius (Tupinambis
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merianae), que apresentaram grande acumulo de glicogénio e lipidios no tecido
hepatico no periodo que antecedeu a dorméncia.

Em outro estudo, com a tartaruga Phrynops hilarii, foi observado que apds um
periodo de jejum, as taxas de sintese de glicogénio foram superiores as de incorporagao
de glicose em lipidios, indicando que o glicogénio hepatico foi priorizado e, portanto, é
uma reserva energética vital para a espécie (SILVA e MIGLIORINI, 1990). De maneira
semelhante, em tartarugas Kinosternon scorpioides, tanto os lipidios quanto o glicogénio
hepatico foram mobilizados durante um jejum prolongado, com perda evidente de
glicogénio hepdtico (mas ndao muscular), especialmente no inicio do jejum (OLIVEIRA et
al., 2013). Esse padrao indica que o organismo prioriza o uso hepatico do glicogénio para
manter a homeostase energética.

Em estudo experimental com Chelonoidis carbonaria, Di Santo (2021) avaliou a
influéncia de trés dietas (Amido, Gordura e Controle) nas caracteristicas hepaticas.
Grande parte do extrato etéreo presente na dieta rica em gordura foi eliminada nas
fezes, sugerindo uma baixa digestibilidade e absorcdo de lipideos pela espécie. Em
contrapartida, o amido apresentou digestibilidade superior a 99%, destacando-se como
o principal substrato energético de alta disponibilidade para os jabutis. O excesso de
glicose resultante da digestdo do amido pode, entdo, ser armazenado na forma de
glicogénio ou convertido em lipidios por meio da lipogénese.

Dessa forma, o elevado grau de acumulo de glicogénio nos hepatdcitos dos
jabutis do presente estudo, observado principalmente no verdo, pode estar relacionado
a ingestdo de dietas ricas em frutas e, consequentemente, em carboidratos como a
frutose. Essa glicose, por sua vez, pode ser armazenada sob a forma de glicogénio
hepatico ou convertida, por meio da lipogénese, em acidos graxos e triglicerideos, o que
também pode justificar o elevado grau de vacuolizacdo e balonizacdo dos tecidos
hepaticos.

Uma andlise separada dos animais com alto grau de depdsitos de glicogénio
(acima de 66%) foi realizada, em que 18% das 80 amostras foram consideradas positivas
para glicogenose, sendo 61% machos e 39% fémeas. A avaliagao histoldgica desse grupo
revelou prevaléncia de 100% microvacuolizacdo, 77,8% de macro vacuolizacdo em grau
moderado a severo, 49,9% inflamagao portal e 44% de fibrose em escala moderada a

severa. Ao comparar este grupo com as demais amostras, foi observado maior grau de
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microvacuolizacdo (P<0,0001) e inflamacao portal (P=0,0066), além de menor grau de
balozinagdo (P<0,0001) para o grupo glicogenose. Sugere-se a partir desse dado que a
balonizacdo do tecido possa estar mais associada ao acumulo lipidico do que a
glicogenose. Além disso, a média de HU hepdtico para esses animais foi de 18,8,
demonstrando que a glicogenose também pode culminar em menores valores de
atenuacdo, uma vez que o HU do glicogénio se aproxima do HU da 4gua (zero), sendo

um fator importante a ser considerado na avaliacdo tomografica.

4.3.6 TESTES DE CORRELACAO

Foi verificada a existéncia de correlacdo entre as trés metodologias de avaliacdo do
tecido hepdtico: bioquimica sérica (AST, PT, Albumina, Globulina, Triglicérides,
Colesterol e Cdlcio), tomografia computadorizada (HU hepdtico e porcentagem de
gordura subcarapacial) e histologia hepatica. Para a realizacdo dos calculos de
correlagdo e regressao, foi utilizado o software JAMOVI® (THE JAMOVI PROJECT, 2024).

Ao correlacionar o exame bioquimico (AST, triglicérides e colesterol) com a
tomografia computadorizada (HU, % Area Hepatica e % Gordura), foi observada
moderada correlacdo positiva entre % Area Hepatica e Colesterol (Rho=0,450; P=0,013),
e % area hepatica e Triglicérides (Rho=0,472; P=0,008); Além de forte correlagdo positiva
entre % Gordura Subcarapacial e Triglicérides (Rho=0,665; P<0,001) e % Gordura
Subcarapacial e Colesterol (Rho=0,649; P<0,001). Demais correlagdes ndao foram
significativas.

Na celioscopia, a presenca de membrana esbranquicada sobre a viscera foi um

forte indicativo de fibrose hepatica (P<0,0001; rs=0,6354). Da mesma forma, houve

forte correlacdo entre os fragmentos de bidpsia que flutuaram no formol com: menores
valores de HU hepatico (Rho=-0,7703; P<0,0001), maior porcentagem da gordura
subcarapacial (Rho=0,7551; P<0,0001) e maior porcentagem de gordura hepatica
(Rho=0,7042; P<0,0001). Ainda, bordos abaulados apresentaram moderada correlagdo
com a porcentagem de gordura intra-hepatica (Rho=0,4072; P<0,0124).

A verificacdo das correlagdes entre o exame histopatoldgico e a TC do tecido
hepatico dos jabutis foi realizada separadamente para cada lobo hepatico. Ndo houve

correlagdo significativa para a maioria das alteragdes histoldgicas, com excegdo dos
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melanomacroéfagos que tiveram moderada correlagdo com o resultado do HU hepatico,
onde animais com maiores escores dessa varidvel apresentaram também maiores
valores de HU hepatico (Rho=0,4209; P=0,0001). Da mesma forma, o grau de
melanomacréfagos teve moderada correlagdo com a porcentagem de gordura
subcarapacial, em que jabutis com maiores porcentagens de gordura apresentaram
menores quantidades dessa célula (Rho=-0,4397; P=0,0045). Ainda houve moderada
correlagdo entre a porcentagem de gordura subcarapacial e a avaliacdo da fibrose
hepatica, em que maiores percentagens de gordura representaram laminas com
menores classificagdes para fibrose hepatica (Rho=-0,3823; P=0,0328). Por fim, maiores
porcentagens de gordura intra-hepatica apresentaram correlacdo com maior grau de
balonizacdo dos hepatdcitos (Rho=0,3524; P=0,040).

Da maneira semelhante, os animais que apresentaram acumulo gorduroso intra-
hepatico na avaliacdo pelo Slicer 3D foram considerados positivos para lipidose
hepatica. Os resultados dos exames do grupo lipidose hepatica foram comparados com
os dos demais. Sete fémeas e nove machos somaram os 40% de animais positivos para
lipidose hepatica. Nao houve influéncia do sexo e da sazonalidade nesse resultado. O
grupo da lipidose apresentou valor médio de HU significativamente menor que os
demais animais (P<0,0001), sendo que a atenuac¢ao hepatica variou entre -39,8 e 12,2
HU para o grupo da lipidose e a média para o outro grupo foi de 41,1 HU (Figura 23).
Além disso, o grupo dos jabutis com lipidose hepatica apresentou maior grau de
balonizacdo (P=0,044), porém menor grau de melanomacréfagos (P=0,0003) e menor

grau de fibrose hepatica (P=0,0126).
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FIGURA 23: Andlise comparativa dos exames de TC e histopatoldgico hepatico dos jabutis-
piranga positivos para lipidose hepatica e negativos. A) Comparacao entre os valores médios
de HU hepdtico nos animais com e sem lipidose hepatica; B) Comparacdo dos resultados
histopatoldgicos hepaticos dos jabutis com e sem lipidose hepatica, onde (*) representam
diferencas significativas.

5. CONCLUSAO

No grupo dos cagados, os dados de TC e histopatoldgicos hepaticos
demonstraram que as variagdes sazonais entre o periodo seco (ndo reprodutivo) e o
periodo Umido (reprodutivo) ndo influenciaram significativamente o acumulo de
gordura intra-hepatica; porém, influenciaram na avaliagdo bioquimica.

Ainda no grupo dos Trachemys, houve forte influéncia do sexo nas medidas de
massa corpdrea e porcentagem de gordura subcarapacial, em que as fémeas
apresentaram maiores valores para ambas as variaveis.

Como apresentado em outros estudos, a sazonalidade e o sexo influenciam os
parametros hematoldgicos; mais especificamente, machos apresentam maiores niveis
de hemoglobina e hematdcrito em comparacdo com fémeas. Enquanto para a
bioquimica sérica ambos os sexos sofrem influéncia do periodo reprodutivo (estacdo
guente e chuvosa), momento em que foi observado um aumento significativo para
proteina total, albumina, globulina, triglicérides, calcio total e amilase. Esses resultados

sugerem maior atividade metabdlica e influéncia reprodutiva. Além disso, as fémeas
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apresentaram, ao longo de todo o estudo, niveis mais elevados de triglicérides,
colesterol, cdlcio e fédsforo em comparagao com os machos, o que pode estar vinculado
a atividade folicular durante o ano todo.

A avaliagdo tomografica dos cdgados nos dois periodos ndao apresentou
mudancas significativas em relacdo a sazonalidade, mas apontou diferencas entre os
sexos, nas quais as fémeas apresentaram HU menores em comparagao com os machos.
De maneira semelhante, nos Jabutis, as fémeas também apresentaram valores de HU
inferiores aos dos machos. Além disso, para esta espécie, houve diferenca em relagcdo a
sazonalidade na qual durante a estacao chuvosa (verao) os valores médios de HU foram
significativamente menores, especialmente nas fémeas.

Os dois grupos de testudines apresentaram acumulo de gordura subcarapacial
distribuida nas areas proximas a regido inguinal estendendo-se para as laterais da
parede celomdtica até a clavicula e no assoalho da cavidade. Entretanto, 27% dos jabutis
no inverno e 42% no verdo apresentaram acumulo gorduroso intra-hepatico na
reconstrucdo tomografica 3D. Cagados ndo demonstraram gordura intra-hepatica. A
porcentagem de gordura subcarapacial foi significativamente maior nas fémeas em
relacdo aos machos para ambas as espécies. Porém, apenas as fémeas de jabutis tiveram
aumento significativo da gordura subcarapacial na estacdo reprodutiva.

Apesar de inferir indiretamente no volume hepatico e ser uma medida de facil
obtencado pela TC, arazao da area hepatica no plano transversal ndao é ainda uma medida
validada para essa avaliacdo. A mensuracdo do volume hepdtico é necessaria para
legitimar essa estimativa.

Os resultados da avaliacdo histopatoldgica revelaram maior deposicdo de
glicogénio para ambos os sexos no verao, sendo essa diferenca significativa apenas para
os jabutis. Esse dado demonstra que ndo apenas o acumulo lipidico pode ser
influenciado pela sazonalidade, sendo que a glicogenose deve ser um diferencial para
valores reduzidos de HU hepdatico em Jabutis.

A avaliacdo das correlagdes entre as variadveis estudadas demonstra que para
ambas as espécies menores valores de HU podem estar associados a maiores acimulos
de gordura subcarapacial e maior d4rea hepatica. Da mesma forma, maiores
porcentagens de gordura subcarapacial inferiram valores de triglicérides e colesterol

mais altos.
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A avaliacdo de figados acinzentados, com bordos retraidos na celioscopia, pode
sugerir maior fibrose e acarretar valores de AST mais acentuados.

A avaliacdo histopatoldgica por exclusdo (H&E seguida de PAS) ndo é suficiente
para determinar com exatiddo o grau do acumulo lipidico nos hepatdcitos,
especialmente em tecidos muito degenerados, sendo necessaria a aplicacao de técnicas
histoquimicas especificas.

Apesar da TC ser uma excelente ferramenta para triagem de lipidose hepdtica, a
combinacdo dos exames hematoldgicos, bioquimicos, imagem e histopatoldgicos é

crucial nesse diagndstico.
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ARTIGO 1

Trabalho a ser submetido a revista: Journal of Zoo and Wildlife Medicine — AAZV
(www.editorialmanager.com/jzwm/default.aspx).

“INFLUENCE OF THE REPRODUCTIVE AND NON-REPRODUCTIVE SEASON ON HEPATIC
FAT ACCUMULATION IN TRACHEMYS SP.: CORRELATIONS OF COMPUTED
TOMOGRAPHY, HISTOPATHOLOGY, BIOCHEMISTRY AND CELIOSCOPY"

ROLIM, L. S.

Abstract:
The hepatic energy storage of twenty-four freshwater turtles was assessed using
computed tomography, 3D Slicer, serum biochemistry, and histopathological analysis of

liver biopsies to investigate the influence of seasonality and sex.

In the animal group evaluated, seasonality did not influence hepatic fat and glycogen
stores; however, there were significant differences between the sexes. Females had
larger subcarapacial fat bodies, lower hepatic HU values, and a greater degree of
hepatocyte ballooning. Furthermore, females maintained higher cholesterol,

triglyceride, and calcium levels, especially in the summer.

Introduction

Several species of turtles, such as those of the genus Trachemys, are kept as pets.
Because they are ectodermal animals, their maintenance requires special care regarding
their environment and diet; however, handling errors are common, compromising the
animal's health.® Liver diseases, such as lipidosis, are often associated with nutritional
imbalance and inadequate environmental management, but seasonal variations can
also induce physiological changes in reptiles, making definitive diagnosis more
difficult.!?

This study aimed to investigate the influence of the reproductive and non-reproductive

seasons on hepatic fat accumulation in freshwater turtles, evaluate the sensitivity of
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computed tomography (CT) for identifying this variation, and assess how this imaging
technique can be used as an effective diagnostic tool. Additionally, the correlations

between CT results, serum biochemistry, and hepatic histopathology were examined.

Materials and Methods

A cross-sectional study was conducted on fifteen adult Trachemys sp. turtles (both males
and females) from captivity in Sdo Paulo, Brazil.

The evaluations were carried out at two distinct periods: during the dry winter season
(June to August), when the animals were not reproducing, and during the wet summer
season (December to February), which corresponds to the reproductive period for both
species. The timing of the evaluations was based on a review of the literature regarding
seasonal influences on reproduction and activity of Brazilian chelonian species.

The study was approved by the Ethics Committee for Animal Use (CEUA) of UNESP in
April 2023 (Protocol 0350/2023).

Inclusion Criteria

Only adult animals weighing over 600g were selected. They were sexed based on
morphological characteristics, and all animals showed no signs of illness upon individual
evaluation.

Animals were monitored daily throughout 2023-2025 and weighed quarterly to obtain
data on weight gain and carapace growth. Any animals showing signs of lesions or
weakness were excluded from the study. No dietary changes were made during this

period.

Advanced Imaging Examination

The CT scan was performed with the animals in ventral decubitus, and a drape was used
to maintain the pelvic limbs together and the front limbs fixed on the CT table. The
procedure was performed under mild sedation with dexmedetomidine (0.02 mg/kg).
The device used was a Shimadzu SCT-7800 CT (Shimadzu, Kyoto, Japan), calibrated with
120 kVp and 130 mA.°

Images were acquired in cross-sectional slices, reconstructed into multiplanar

reconstructions (MPR), and regions of interest (ROI) were selected for densitometric
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evaluation, avoiding vascular structures.® Twelve ROIs were selected per animal, with
two in each liver lobe (right and left, ventral and dorsal) from three different cuts, each
with an area of 25 mm?2. Image assessment was conducted using the PACS system
(Synapse, Fuji Medical System, Tokyo, Japan).

The mean attenuation values (HU) of hepatic parenchyma were calculated for each
animal, and these values were compared with serum and histopathological results.
The percentage of fatty body was calculated by the software 3D Slicer using a

measurement tool after 3D reconstruction and a threshold from -10 to -110 HU. 18

Hematological and Serum Biochemistry Evaluation

Blood samples were collected from the jugular vein, stored in heparinized tubes, and
processed within the first hours. All animals were fasted for 48 hours before the blood
collection.

Hematological evaluations included packed cell volume (PCV), total erythrocyte and
leukocyte count (performed manually in a Neubauer chamber with Natt-Herrick
diluent). Blood smears were stained with Panotic stain for differential cell count
(heterophils, basophils, lymphocytes, eosinophils, and thrombocytes).* 17

Serum biochemistry was performed to determine aspartate aminotransferase (AST),
total calcium (Ca++), phosphorus (P), total protein (TP), aloumin (ALB), globulins (GLOB),
Cholesterol (CT), and triglycerides (TG) using an enzymatic colorimetric method

(EBRAM®).

Hepatic Biopsy via Laparoscopy

The procedure was performed in a temperature-controlled environment (27°C), with a
48-hour fasting period prior to the examination. Sedation was achieved using ketamine
(10 mg/kg), dexmedetomidine (0.1 mg/kg), and morphine (1 mg/kg) via intramuscular
injection. A venous catheter was placed in the jugular vein, and general anesthesia was
induced with propofol (5 mg/kg IV) and maintained with isoflurane (2% in oxygen).
Analgesia was supplemented with intrathecal lidocaine (4 mg/kg) and tramadol (5 mg/kg

IM every 12 hours for 2 days post-procedure.



84

Laparoscopy was performed from femoral access to collect liver biopsies using a 2mm
endoscopic biopsy forceps.® Samples were obtained from both liver lobes, fixed in 10%

buffered formalin for histopathological evaluation.

Histopathology of Hepatic Tissue

Liver biopsy samples were processed for paraffin embedding and stained with
Hematoxylin and Eosin (H&E) for basic histological analysis, including the evaluation of
hepatocellular vacuolization. Masson's Trichrome and Periodic Acid-Schiff (PAS) stains
were used to assess hepatic fibrosis and glycogen deposition, respectively. ! All slides
were reviewed by two veterinary pathologists with experience in reptile histology,

performing a double-blind evaluation.

Results

Fifteen turtles (eight females and seven males of the genus Trachemys sp.) were
evaluated during two seasonal periods (summer and winter). Females had significantly
greater body mass than males (P=0.0067). A hematological comparison between the
periods revealed significantly higher MCV (P=0.0147) and TPP (P=0.0078) values during
winter. Also, during this period, males showed significant increases in hemoglobin
(P=0.0156) and hematocrit (P=0.0218), while other hematological parameters showed
no significant variations.

Biochemical parameters showed differences between the sexes, with females having
significantly higher values of triglycerides (P=0.0121), cholesterol (P=0.0059), and
calcium (P=0.0126), although no differences were observed between the seasonal
periods. During winter, there was a significant increase in total protein (females:
P=0.0066; males: P=0.0105) and globulin (females: P=0.0050; males: P=0.0088).

In the tomographic evaluation, no statistical differences were observed between the
periods regarding liver attenuation (HU), but males presented significantly higher values
than females (P=0.0182). A greater amount of subcarapacial fat was also identified in
females (45.33 cm? or 4% of the total carapace volume) compared to males (7.95 cm3 or
1.25%) (P=0.0022). During winter, there was a slight increase in this fat in males, without
statistical significance. Tomographic correlations demonstrated a strong negative

correlation between % subcarapacial fat and hepatic HU (Rho =-0.631; P < 0.001).
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Macroscopic liver evaluation by celioscopy demonstrated seasonal variations in liver
color and size. In summer, 20% of the livers showed signs of increased volume and
yellowish coloration, while in winter, 80% of the livers were preserved.

Histological evaluation revealed a significant increase in hepatic ballooning in summer,
especially among females (P = 0.0020), with mild or absent vacuolization. Glycogen
deposits and areas of fibrosis were observed in both periods, with no statistical
differences between sexes or seasons.

Correlation analyses demonstrated an association between biochemical tests and
tomography: there was a strong positive correlation between % subcarapacial fat and
triglycerides (Rho = 0.665; P < 0.001) and cholesterol (Rho = 0.649; P < 0.001). Histology
showed a moderate correlation with biochemical and tomographic variables, especially
between the degree of hepatic ballooning and % subcarapacial fat (Rho = -0.511; P <
0.001), suggesting a relationship between lipid accumulation and hepatic morphological
alterations. The AST enzyme showed a weak correlation with hepatic fibrosis (Rho =
0.364; P = 0.011) and was elevated in all animals with moderate or high degrees of

fibrosis.

Discussion

The results obtained reveal significant physiological differences between the sexes of
Trachemys sp., especially in biochemical parameters and energy reserves, likely related
to the female reproductive cycle.®>” The increase in triglycerides, cholesterol, and
calcium in females is consistent with the findings of Innis & Knotek (2020), Deem et al.
(2009), and DiGirolamo et al. (2022), who associate these changes with vitellogenesis
and estrogenic stimulation of lipid and mineral mobilization for egg formation.

The increase in total protein and globulin during winter in both sexes may be related to
reduced metabolism and renal excretion, possibly associated with decreased
environmental temperature and water consumption. This behavior is consistent with
physiological adaptations observed in ectothermic reptiles.

The absence of significant variations in hepatic HU values between seasons suggests that
seasonality did not directly impact liver density. However, the difference between the
sexes can be attributed to greater hepatic lipid accumulation in females, corroborating

the role of vitellogenesis in modifying liver composition. The negative correlation
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between hepatic HU and subcarapacial fat reinforces this hypothesis, indicating that
animals with greater fat accumulation had less dense livers on tomography.
Histological observations support this interpretation, as increased hepatic ballooning
was observed in the summer. However, the absence of well-defined vacuolization may
also suggest hydropic cellular degeneration. Lipid-specific histochemical techniques are
necessary to differentiate this. The presence of fibrosis and glycogen deposits in both
periods, without significant differences, suggests that such changes are common in adult
turtles but are not strongly modulated by the season in these species.

The correlations between biochemical, tomographic, and histological findings suggest
that computed tomography (CT) examination, especially analysis of subcarapacial fat
and hepatic attenuation, may be a useful tool for inferring the metabolic and hepatic
status of animals. The association between reduced hepatic HU and increased serum
lipids, subcarapacial fat, vacuolization, and hepatic ballooning raises the possibility of an
adaptive process linked to reproduction, but also highlights the risk of subclinical hepatic

steatosis in turtles kept under human care.

Conclusion

The results of this study indicate that the liver physiology of turtles of the genus
Trachemys is significantly influenced by sex and, to a lesser extent, by seasonality.
Females exhibited greater accumulation of subcarapacial fat and hepatic changes
consistent with the reproductive period, suggesting that the reproductive cycle directly
impacts lipid metabolism and liver morphology. Computed tomography proved effective
in identifying these alterations, particularly through the analysis of hepatic attenuation
and body fat volume, showing correlations with biochemical and histopathological
parameters. These findings highlight the potential of CT as a complementary diagnostic
tool for assessing metabolic changes in turtles, enabling early detection of conditions
such as hepatic steatosis, although it remains insufficient for definitive diagnosis. The
integration of imaging, biochemical, and histological analyses is essential for a more

accurate and preventive approach in reptile medicine.
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ARTIGO 2

Trabalho a ser submetido a revista: Journal of Zoo and Wildlife Medicine — AAZV
(www.editorialmanager.com/jzwm/default.aspx).

TITULO: INFLUENCIA DA SAZONALIDADE NO ARMAZENAMENTO DE ENERGIA HEPATICA
EM CHELONOIDIS CARBONARIA: ASPECTOS HEMATOLC)GICO, TOMOGRAFICO E
HISTOPATOLOGICO

“SEASONAL HEPATIC ENERGY STORAGE IN CHELONOIDIS CARBONARIA: AN
INTEGRATIVE HEMATOLOGICAL, TOMOGRAPHIC, AND HISTOPATHOLOGICAL STUDY "

ROLIM, L. S.

RESUMO: Este estudo avaliou os efeitos da sazonalidade e do sexo nos parametros
hematoldgicos, bioquimicos, tomograficos e histopatoldgicos do figado de Chelonoidis
carbonaria (Jabutis-piranga), em dois periodos distintos, com énfase na identificacdo de
indicadores de acumulo gorduroso hepatico e no perfil da distribuicdao das reservas
energéticas para a espécie. Foram utilizados 20 animais adultos, machos e fémeas,
monitorados durante os periodos secos e frios (inverno, ndo reprodutivo) e quentes e
umidos (verao, reprodutivo). Os resultados revelaram influéncias sazonais e sexuais
significativas sobre diversos parametros fisioldgicos e hepaticos. FEmeas apresentaram
maiores concentracdes de triglicérides, colesterol, célcio e fosforo, e maior acumulo de
gordura intra-hepatica e subcarapacial em relacdo aos machos para ambos os periodos,
especialmente durante a estacdo reprodutiva (verdo). Ainda no verdo, observou-se
reducdo da atenuacdo hepatica (HU) e maior prevaléncia de vacuolizacdo, glicogenose
e outras alteragdes histolégicas compativeis com degeneracdo hepdatica. Correlacdes
estatisticas entre exames bioquimicos, tomografia computadorizada e histopatologia
foram estabelecidas, evidenciando a interagdo entre os diferentes métodos diagndsticos
nas estagdes reprodutivas e ndo reprodutivas.

Palavras-chave: Jabuti-piranga, esteatose hepadtica, histopatologia, tomografia

computadorizada, sazonalidade, metabolismo (ndo precisa na AAZV)
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INTRODUCAO:

O Jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria) é uma espécie amplamente distribuida na
América do Sul e frequentemente mantida em cativeiro, sendo suscetivel as alteracdes
hepaticas, como o acumulo de lipideos e glicogénio. A lipidose hepatica em repteis pode
ser uma condicdo fisioldgica ou patolégica e esta relacionada a diversos fatores, como
dieta, sazonalidade, metabolismo e condi¢es reprodutivas. A presente pesquisa teve
como objetivo avaliar indicadores hematoldgicos, bioquimicos, tomograficos e
histopatoldgicos do figado em estacdo reprodutiva e ndo reprodutiva, visando

caracterizar os efeitos da sazonalidade sobre o metabolismo energético hepatico.

MATERIAIS E METODOS:

Foram incluidos 20 Chelonoidis carbonaria, 13 machos e 7 fémeas, adultos (acima de 1,8
kg), clinicamente saudaveis. Os animais foram mantidos pela Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia — UNESP, S3o Paulo — Brasil e monitorados entre 2023 e 2025.
As avaliagbes foram realizadas para todos os animais em dois momentos: inverno
(junho/julho - média 18°C e 65% de umidade relativa do ar) e verdo (janeiro/fevereiro -
média 26,52C e 75% de umidade). Os exames incluiram hemograma, bioquimica sérica,
tomografia computadorizada e coleta de biopsia para histopatologia hepatica basica.
Os valores médios de atenuacdao (HU) do parénquima hepatico e da gordura
subcarapacial foram calculados para cada animal, e esses valores foram comparados
com os resultados séricos e histopatologicos.

Avaliacdo Hematoldgica e Bioquimica Sérica

Amostras de sangue foram coletadas da veia jugular, armazenadas em tubos
heparinizados e processadas nas primeiras horas. Todos os animais permaneceram em
jejum por 48 horas antes da coleta de sangue.

As avaliacBes hematoldgicas incluiram volume globular (VGC), contagem total de
eritrocitos e leucocitos (realizada manualmente em cadmara de Neubauer com diluente
Natt-Herrick). Os esfregacos sanguineos foram corados com corante Panotic para
contagem diferencial de células (heterdfilos, basodfilos, linfdcitos, eosindfilos e
trombdcitos).

A bioquimica sérica foi realizada para determinar aspartato aminotransferase (AST),

calcio total (Ca++), fosforo (P), proteina total (PT), alobumina (ALB), globulinas (GLOB),
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colesterol (CT) e triglicerideos (TG) usando um método colorimétrico enzimatico
(EBRAM®).

Exame Avangado de Imagem

A tomografia computadorizada foi realizada com os animais em decubito ventral e sob
sedacdo com propofol (4 mg/kg IV). O aparelho utilizado foi um tomadgrafo Shimadzu
SCT-7800 (Shimadzu, Kyoto, Japao), calibrado com 120 kVp e 160 mA.

As imagens foram adquiridas em cortes transversais, e reconstrucées multiplanares
(MPR) realizadas, e as regies de interesse (ROIl) foram selecionadas para avaliacdo da
atenuacdo, evitando-se estruturas vasculares. Dezesseis ROls foram selecionadas por
animal, sendo dois em cada lobo hepdtico (direito e esquerdo, ventral e dorsal) a partir
de quatro cortes diferentes, cada ROl compreendia uma area de 25 mm?. A avaliagdo
das imagens foi realizada utilizando o sistema PACS (Synapse, Fuji Medical System,
Téquio, Japao).

A porcentagem de gordura corporal foi calculada pelo software 3D Slicer, utilizando uma
ferramenta de medicao apds aplicagao de um filtro com selecao de tecidos com -10 a -
110 HU e sua reconstrugao 3D.

Bidpsia Hepatica por Laparoscopia

O procedimento foi realizado em ambiente com temperatura controlada (27°C), com
jejum de 48 horas antes do exame. A sedacdo foi obtida com cetamina (10 mg/kg) e
diazepam (0,5 mg/kg) por via intramuscular. Um cateter venoso foi inserido na veia
jugular, e a anestesia geral foi induzida com propofol (5 mg/kg IV). Apds indugdo, os
animais foram entubados para manutengdo da anestesia com isoflurano 2% diluido em
oxigénio. A analgesia foi realizada com solugdo intratecal de lidocaina (4 mg/kg) e
morfina (0,2 mg/kg). Anti-inflamatdrio meloxicam (0,1 mg/kg) foi administrado via
intramuscular a cada 24 horas por 4 dias apds o procedimento.

A laparoscopia foi realizada a partir do acesso femoral para coleta de bidpsias hepaticas
utilizando uma pinca endoscépica de 2 mm. Amostras foram obtidas de ambos os lobos
hepaticos, fixadas em formalina tamponada a 10% para avaliacdo histopatoldgica.
Histopatologia do Tecido Hepatico

Amostras de bidpsia hepatica foram processadas para inclusdo em parafina e coradas
com Hematoxilina e Eosina (H&E) para andlise histolégica basica, incluindo a avaliacdo

da vacuoliza¢do hepatocelular. Coloracdes com Tricrémico de Masson e Acido Periddico
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de Schiff (PAS) foram utilizadas para avaliar a fibrose hepdtica e a deposicdo de
glicogénio, respectivamente. Todas as laminas foram revisadas por dois patologistas
veterinarios experientes, realizando uma avaliagdo duplo-cega.

Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares GraphPad Prism v8.0 e JAMOVI
v2.6. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para
comparagado das varidveis continuas entre estagdes, utilizaram-se os testes t pareado
(dados paramétricos) ou Wilcoxon (ndo paramétricos); para comparacao entre sexos,
aplicaram-se o teste t ndo pareado com correcao de Welch (paramétricos) ou Mann-
Whitney (ndo paramétricos). A analise da massa corpdrea, com mais de duas aferi¢des,
foi realizada por ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Tukey (paramétricos)
ou teste de Friedman com pds-teste de Dunn (ndo paramétricos). As correlagdes foram
calculadas pelos testes de Pearson ou Spearman, conforme a distribuicdo dos dados. O

nivel de significancia adotado foi de P < 0,05.

RESULTADOS

Massa corporal

Nao houve diferenca significativa na massa corporal entre os sexos ou esta¢des, mas
fémeas apresentaram varia¢do entre agosto/2024 e fevereiro/2025 (P=0,0244).
Hemograma e Parametros bioquimicos

No verdo, ambos os sexos apresentaram aumento significativo de leucécitos, linfocitos
e monocitos. Machos mostraram maior CHCM e heterdfilos, e fémeas maior PPT.

O verdo foi associado a aumentos de PT, albumina, globulina, triglicérides, calcio e
amilase. Fémeas apresentaram significativamente maiores concentragdes de colesterol,
triglicérides, calcio e fosforo.

Tomografia Computadorizada

No verdo, fémeas apresentaram significativa reducdo de HU hepatico, de 14 HU no
inverno para -7 HU; P=0,0051. Machos ndo apresentaram diferencas significativas entre
os periodos.

Fémeas apresentaram maior gordura subcarapacial em compara¢do com os machos

(mediana 11%; P=0,0077).
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Correlagdes negativas foram observadas entre HU hepatico e gordura subcarapacial
(Rho=-0,7667; P<0,0001), sugerindo que animais com maior reserva gordurosa
apresentaram valores mais baixos de atenuacdo hepatica. Da mesma forma, animais
com maiores concentragcbes de gordura intra-hepatica na reconstrugao 3D,
apresentaram menores valores de HU (Rho=-0,8219; P<0,0001).

Histopatologia hepatica

Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os sexos na analise geral dos
achados histopatoldgicos. No entanto, a comparacao entre os periodos sazonais revelou
mudancas no grau das lesdes hepaticas, distintas entre fémeas e machos.

No verdo, fémeas mostraram maior acumulo de glicogénio (P<0,0001), inflamacao
portal (P=0,0313) e necrose (P=0,0078), com reducgao da fibrose (P=0,0273). Apesar do
maior grau de micro e macro vacuolizagao nas fémeas durante o verao, essa medida ndao
foi estatisticamente significativa. Machos mostraram significativos aumentos de micro
e macro vacuolizacdo e glicogénio (P<0,0001, P=0,0358 e P<0,0001, respectivamente),
mas reducdo da baloniza¢do (P=0,0014). Nenhuma amostra apresentou arquitetura
hepatica preservada, sugerindo que todos os animais avaliados mantinham algum grau
de degeneracdo hepatica.

Correlagdes entre exames

Gordura subcarapacial correlacionou-se positivamente com triglicérides (Rho=0,665) e
colesterol (Rho=0,649). Fragmentos de bidpsia flutuantes na celioscopia
correlacionaram-se com menores HU (Rho=-0,770) e maior % de gordura subcarapacial
(Rho=0,755). Além disso, animais que apresentaram figado mais esbranquicado em sua
superficie e coloracGes mais acinzentadas da viscera tiveram correlagdo com maior grau

de fibrose hepdtica na avaliacdo histopatoldgica (P<0,0001; r=0,635).

DISCUSSAO

A sazonalidade demonstrou exercer influéncia significativa sobre o metabolismo
hepatico de Chelonoidis carbonaria, especialmente nas fémeas. Estas se mostraram
mais propensas ao acumulo de gordura hepatica e subcarapacial, com destaque para o
periodo do verdo. O aumento concomitante de glicogénio e lipideos observado nesta
estacdo sugere uma resposta fisioldgica ao maior consumo de carboidratos,

possivelmente relacionado a preparacdo para a reproducao.
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O estrogénio, principal hormonio reprodutivo nas fémeas de testudines, é fundamental
para a regulacdao do metabolismo energético. Essa influéncia se da principalmente pelo
estimulo a vitelogénese, processo em que o figado passa a produzir vitelogenina, uma
lipoproteina que sera utilizada no desenvolvimento dos foliculos ovarianos.! Neste
processo, ocorre maior demanda por aminodcidos, lipidios e glicose, justificando as
alteragbes nos perfis bioquimicos, como o aumento de proteina plasmatica total,
colesterol, triglicerideos e cdlcio nesse periodo.

Paralelamente, o estrogénio promove a mobilizacdo de lipidios do tecido adiposo
periférico para o figado, o que pode resultar em acimulo intracelular e vacuoliza¢des
hepaticas (lipidose), como a observada nesse estudo com jabutis e também em Dragdes-
barbados por Barboza et al. (2023).2

Além disso, esse hormbnio atua diretamente sobre a lipogénese e a glicogénese
hepatica, favorecendo tanto o armazenamento de glicose em forma de glicogénio
guanto a conversdo de glicose em lipidios por meio da lipogénese de novo. O que
explica, em parte, a elevada frequéncia de glicogenose hepatica observada nas fémeas
de Chelonoidis carbonaria durante o verdo, coincidindo com o pico reprodutivo da
espécie.

Estudos em humanos também sugerem intera¢des similares entre glicogénio hepatico
e acumulo lipidico. Em uma analise conduzida por Soon e Torbenson (2023), foi
observada a presenga de hepatdcitos glicogenados em até 54% dos casos de esteato-
hepatite ndo alcodlica (NAFLD), com padrdo de distribuicio predominantemente
centrolobular. Os autores propuseram que o acumulo de glicogénio poderia ocorrer
como consequéncia da desregulacdo metabdlica entre as vias de metabolismo de
carboidratos e lipidios, com um desvio da sintese de glicose para glicogénio e redugao
da lipogénese de novo. Ainda no estudo de Soon, pacientes com maior grau de
glicogenose apresentaram reducado do grau de esteatose hepatica. No presente estudo,
a disposicao do glicogénio hepatico nos jabutis mostrou padrao semelhante ao descrito
por Soon, maior na zona centrolobular, sugerindo que em répteis essa associacdo
também pode ocorrer.

A interacdo entre os estimulos reprodutivos mediados pelo estrogénio, o aumento da
taxa metabdlica dos répteis em ambientes mais quentes e a maior ingestdo alimentar

contribuem de forma sinérgica para as alteracbes observadas. Como resultado, foi
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registrada elevacdo nos niveis de colesterol, triglicerideos, cdlcio e fésforo nas fémeas
no verao, além de marcante reducdo dos valores de HU hepatico e aumento da % de
gordura subcarapacial.

Esses dados reforcam a hipdtese de que, durante o periodo reprodutivo, ha um
redirecionamento das reservas energéticas corporais para o figado, intensificando os
processos de sintese e acumulo de substancias energéticas (triglicérides e glicogénio),

sob forte influéncia hormonal.

CONCLUSAO

A tomografia computadorizada mostrou-se uma ferramenta promissora para triagem
de lipidose hepatica. No entanto, a reducao dos valores de HU ndo esta exclusivamente
associada ao acumulo de lipidios, uma vez que outros fatores, como a presenca de
glicogénio, agua ou fibrose, também influenciam a atenuacao do tecido. Dessa forma,
embora o HU represente uma estratégia util para triagem inicial, a confirmacdo
diagndstica de esteatose ou outras lesdes hepaticas requer investigacao histopatoldgica
detalhada.

A histologia permanece como o método padrdo-ouro para avaliacdo do parénquima
hepatico, porém o uso de técnicas histoquimicas convencionais (H&E, TM e PAS) pode
ndo ser suficiente para concluir o diagndstico de lipidose. Em tecidos com alteragdes
degenerativas avancgadas, a andlise morfoldgica e a metodologia por exclusdo se tornam
limitadas, sendo imprescindivel o uso de técnicas especificas para a deteccdo e
guantificacao precisa de lipideos. Quando procedimentos histoquimicos especiais ndo
estdo disponiveis, sugere-se avaliacdo conjunta dos resultados tomograficos e
histopatoldgicos.

Por fim, a correlacdo observada entre as medidas de HU hepatico, os parametros
bioquimicos séricos e os achados histopatoldgicos respaldam mais uma vez o uso

integrado dessas abordagens para a avaliagcdo hepdtica em quel6dnios.
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ANEXO 2: Morfometria e Peso dos testudines estudados

TABELA 15: Dados da morfometria e massa corpdérea média dos cagados avaliados no
presente estudo.

Identificacdo Animal Massa Morfometria de Carapaca (cm)
corporea

ID  Espécie Sexo Kg CRC LRC HC
F1  Trachemys dorbigni Fémea 1,10 19,57 15,42 8,33
F2  Trachemys dorbigni Fémea 1,81 21,22 16,11 9,51
F3  Trachemys dorbigni Fémea 2,56 24,47 18,41 10,16
F4  Trachemys sp Fémea 1,19 18,77 15,36 8,18
F5  Trachemys sp Fémea 1,48 20,13 15,8 8,68
F6  Trachemys sp Fémea 1,41 19,25 15,93 8,02
F7  Trachemys sp Fémea 2,75 25,43 19,99 10,57
F8  Trachemys dorbigni Fémea 1,10 18,73 15,96 7,69
M1 Trachemys dorbigni Macho 1,03 19,45 14,59 8,06
M2  Trachemys dorbigni Macho 0,71 16,64 12,5 6,46
M3  Trachemys dorbigni Macho 0,85 17,32 13,69 7,29
M4  Trachemys sp Macho 0,80 17,2 12,98 6,49
M5  Trachemys sp Macho 0,87 18,25 14,49 6,6
M6 Trachemys sp Macho 0,79 16,73 13,78 6,66
M7  Trachemys dorbigni Macho 1,10 19,32 15 8,31

*CRC= Comprimento Retilineo de Carapaca; LRC= Largura Retilinea de Carapaga; HC= Altura de Carapaga;

TABELA 16: Anadlise descritiva dos dados sobre morfometria e massa corporea de Jabutis-
piranga (Chelonoidis carbonaria) avaliados no presente estudo.

Machos Fémeas
Peso Morfometria de Carapaga (cm) Peso Morfometria de Carapaga (cm)
Kg CRC LRC CRC Kg CRC LRC HC
Média 4,1 28,07 16,74 12,52 4,5 28,63 18,06 13,65
Mediana 4,0 27,65 17,06 12,06 4,2 28,4 17,1 13,47
Menor 18 21,17 13,11 9,89 2 24,7 14,55 10,98
Maior 9,1 34,94 22,11 16,72 8,5 36 21,62 17,78

*CRC= Comprimento Retilineo de Carapaca; LRC= Largura Retilinea de Carapaga; HC= Altura de Carapaga;



ANEXO 3: TABELA 17.

Valores de hemograma e leucograma determinados por estudos com cagados do género Trachemys sp.

100

Estudo Medeiros et al. (2012) | Velasquez et al. (2014) | Stein et al. (2015) | Gradela et al. (2017) Hernandez et al. (2017) Hidalgo-Vila et al. (2020) | Silva et al. (2024)
Espécie T. scripta elegans T. callirostris T. dorbigni T. scripta | T. dorbigni | T. scripta scripta T. scripta scripta T. dorbigni
N 24 69 (31m+38f) 29 (11f+4m) 28 22 30 (17m+13f) 4 26 16 (3m+13f)
Estado de satde Ndo conhecido - Saudaveis Saudaveis Sauddveis Sauddveis | Doentes Ndo conhecido
Origem Ex situ Ex situ e In situ In situ Ex situ Ex situ In situ In situ
Periodo - Verdo 28°C Verdo |Inverno | Um ano Verdo 25-32°C Inverno 16-22°C | Varios anos Um ano
Sexo Ambos Fémeas Machos | Ambos | Ambos | Ambos Ambos Fémea | Macho |Fémea | Macho | Ambos Ambos Ambos
Hemacias Min |0,38 0,86 0,75 0,323 |0,286 |3,89 3,33 0,56 0,57 0,56 0,57 0,29 0,1
(x108/uL) Max | 0,68 1,06 0,99 0,537 0,488 |9,09 8,13 0,58 0,58 0,57 0,57 0,58 0,6 0,47
Min |52 2,55 2 3,81 2,61 5,65 5,17 98 90 93 94 - -
Hb (g/dL) Max |90 5,35 4,8 4,99 4,69 10,05 9,97 120 110 116 126 - - 5,3
Min - 323 318,2 342,57 | 411,58 | 26,29 31,63 433,3 | 400 384,6 |356,4 - -
VCM (fL) Max | - 341,6 335 543,05 | 564,04 |53,49 51,83 532,1 |458,3 |504,5 |484,9 - - 428,99
Min - 33,14 33,6 21,52 |18,33 [33,19 28,3 404 410 450 430 - -
CHCM (g/dL) Max | - 51,14 50,2 25,86 |21,65 |33,59 36,5 442 438 511 486 - - -
Min |31 29,59 24,8 15,22 [12,86 |21,35 19,81 22 22 19 19 22,5 8,2
Hematocrito (%) | Max |53 34,21 31,64 22,36 |23,86 |25,73 25,56 27 26 25 28 32,3 34,7 19,63
PPT (g/dL) Min |1,38 - - 1,45 1,6 - - 3,6 2,8 2,8 3 - -
Max |4,4 - - 3,31 3,4 - - 5,3 4,7 4,8 4,4 - - 4,05
Trombécitos Min - 13,1 7,8 - - - - 24 32 31,25 |40 - -
(x10°/L) Max | - 22,7 14,8 - - - - 50 51 44,95 |47 - - -
Leucocitos Min |6,61 9 6,5 2,68 3,55 3,22 3,1 4 4,25 4,25 4,75 2,3 0,9
(x10°/L) Méx | 21,05 19,8 12,3 6,1 6,58 4,33 4,09 7,25 7,5 8 7,5 5,2 7,9 8,25
Min 31 28 19,7 6,59 12,86 - - 45,5 45 28,5 25,5 31 39
Heterofilos (%) | Max | 53 35 27,35 19,11 | 23,86 - - 55 50,5 47 37 82 98 31
Min |5 25,03 28,5 5,398 |5,57 - - 8,5 7,5 10,5 11 0 2
Linfécitos (%) | Max |15 31,12 37,5 16,022 | 15,57 - - 10,5 9,5 15 14 11 48 10
Min |27 19,7 20,34 31 34,67 - - 9,5 10 7 7,5 0 0
Eosindfilos (%) | Max |47 25,5 25,34 51,28 |53,17 - - 16,5 14 13,5 17 58 32 43
Min |1 2,48 2,2 16,63 15,25 - - 23 19,5 27,5 32,5 0 0
Basdfilos (%) | Méx 4,52 5,2 41,37 |32,03 - - 29,5 30 39 46,5 0 9
Min |4 13 12,8 3,44 1,15 - - 1,5 3 2,5 3,5 0 0
Monocitos (%) |Max |13 15,6 19,82 9,12 10,69 - - 4,5 4 5 7 11 20 6







