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Método ndo invasivo para avalia¢do da movimentacao
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O jacaré-do-pantanal, espécie Caiman yacare
(Marques, 2007), é amplamente utilizado na
producdo comercial e uma importante fonte de
renda; para sua criagdo, sdo praticados dois
sistemas: o Farming, com os adultos mantidos
para a reproducdo e os jovens criados até o abate,
e o Ranching, com os ovos ou jovens coletados
na natureza, e criados até o abate. Para este, a
identificacdo, o transporte e a incubacéo exigem
cuidados especificos, que devem ser seguidos
(Breyer, 1987).

Em cada postura, uma fémea deposita entre 25-
40 ovos e com periodo de incubacdo de
aproximadamente 70-80 dias. O sexo dos
embrides é determinado pela temperatura no
ninho; temperaturas inferiores a 30°C produzem
filhotes fémeas e superiores a 30°C, machos
(Marques, 2007). A temperatura também é um
fator determinante para a frequéncia cardiaca
(FC) e o movimento dos embriGes, influenciando
sobre a taxa metabdlica e consequentemente
sobre o seu desenvolvimento (Du et al., 2011).

Ha diversas técnicas para avaliar a viabilidade
dos 0ovos, sendo elas: ovoscopia,
acustocardiograma, eletrocardiograma e remogéo
de uma secdo da casca ou confeccdo de “janelas”
com posterior iluminacdo do embrido para
visualizacdo dos movimentos (Haque et al.,
1994). No entanto, essas sdo invasivas e
robustas, exigindo equipamentos que impedem
sua utilizacdo a campo ou na pratica comercial,
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além de possuirem elevado risco de introducéo
de infeccdo. Tais praticas dificultam o
acompanhamento do desenvolvimento
embrionério em sistemas de criacdo, bem como
para a maioria dos estudos e projetos que
envolvam espécies ameacadas (Pollard et al.,
2016).

J4 a utilizagdo do método ndo invasivo para
monitoracdo de motilidade e FC esta tornando-se
popular, atravessando  diversos  campos
interdisciplinares devido a sua capacidade de
preservacéo dos embrides. O monitor digital Egg
Buddy® (Avian Biotech) detecta movimentagio
por meio de luz infravermelha, a qual ultrapassa
a casca do ovo, captando pulsacdo de sangue nos
vasos ou movimentos embrionarios. Esse
dispositivo ja foi usado com sucesso para
monitorar a salde de embribes em trabalhos de
conservacdo de espécies (Angilletta et al., 2013),
assim como em pesquisas envolvendo fisiologia
de ovos e desenvolvimento de embrides (Lima et
al., 2011; Pollard et al., 2016; Pollard et al.,
2017).

A literatura existente de jacarés brasileiros
fornece informacBes sobre seu desenvolvimento
e conservacdo (Lima et al., 2011), contudo ha
pouca literatura em &ambito nacional. Dessa
forma, o presente estudo objetivou avaliar a
viabilidade da utilizacdo de um monitor digital
ndo invasivo para monitorar a FC e a motilidade
durante o desenvolvimento embrionario em
diferentes temperaturas de incubacdo, a fim de
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enriquecer a literatura a respeito do jacaré-do-
pantanal. O projeto foi submetido @ Comissdo de
Etica no Uso de Animais (Ceua) da Universidade
Federal de Mato Grosso (UFMT), sob nimero de
protocolo 23108.321196/2017-53, e ao Sistema
de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(Sishio), sob nimero de protocolo 61288-2, para
coletas provenientes do Parque Zooldgico da
UFMT.

A coleta dos ovos seguiu o sistema Ranching,
com identificacdo, transporte e incubagdo
realizados de acordo com os cuidados exigidos e
determinados para jacarés-do-pantanal (Breyer,
1987). Manualmente, os ovos foram coletados do
ninho, receberam uma marcacdo (X) para
garantir a manutencdo de sua posic¢do original e
foram acondicionados lado a lado, no interior de
caixas plasticas forradas com material organico
retirado do ninho. As caixas foram fechadas e
identificadas em relacdo & data e ao ninho de
coleta. Por fim, os ovos foram transferidos para
incubadoras apropriadas, com temperatura e
umidade controladas e identificadas com o
namero do respectivo ninho.

Para a incubagdo, foi estabelecida umidade de
90%, e, a fim de evitar dimorfismos sexuais nas
taxas de crescimento, foi empregada a
temperatura de 29°C, que resulta em embribes
fémeas, durante um periodo de 45 dias, para
todos os ovos. Apds esse periodo, a temperatura
de incubacéo do grupo | continuou 29°C (n=14)
e a do grupo Il elevou-se a 33°C (n=14), para
avaliagdo do movimento embrionario em menor
e maior temperatura, respectivamente. O grupo
Il foi composto por ovos submetidos &
temperatura de incubagdo de 29°C, porém
combinou-se a inducdo da hiperatividade por
meio da injecdo de 4-aminopyridine (4-
aminopiridina, ~ Sigma-Aldrich®,  Alemanha)
(29°C-4AP) (n=15), com o objetivo de estimular
a contragdo da musculatura esquelética.

Nos dias 46, 47, 48 e 49, foram injetados 250puL
de tampéo fosfato-salino (PBS) contendo 0,2ug
de 4-aminopiridina (4-AP), conforme descrito
por Heywood et al. (2005). Para a aplicacdo do
farmaco, os ovos foram abertos e posteriormente
selados com adesivo para impedir infecgdes. A
FC e o0s movimentos embriondrios foram
aferidos com o auxilio do monitor digital ndo
invasivo Egg Buddy® (Avian Biotech, Animal
Genetics, Inglaterra), removendo-se
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unitariamente os ovos de seu recipiente de
incubacdo e, assim, acomodando-os no aparelho
durante dois minutos/embrido, nos dias 30, 35,
42,49, 56 e 60 (Hammond et al., 2007).

Os embrides foram submetidos & eutanasia, no
terco final de seu desenvolvimento, 60 dias de
incubagdo, em  estrita  observagdo  as
determinagdes da Resolu¢cdo CFMV N° 1000, de
11 de margo de 2012. Em seguida, avaliaram-se
diferentes dados de cada embrido, como
comprimento total do corpo, do nariz e dos
membros e de seus elementos, além de se
coletarem amostras bioldgicas; por fim, uma
parte foi armazenada a -80°C e a outra fixada em
formaldeido 10%, para analises futuras. As
analises estatisticas foram realizadas por meio do
software R®, verséo 3.2.0. Foi utilizada a anélise
de varidncia (ANOVA) para o fator
(temperatura) e a de medidas repetidas para a
movimentagdo embrionéria. As diferencas foram
consideradas significativas quando P<0,05.

Optou-se pela classe Reptilia, pois sdo excelentes
modelos experimentais para esse tipo de estudo,
em se tratando de animais ectotérmicos e
oviparos, para 0s quais a incubacdo ndo depende
diretamente dos pais, assim como descrito por
Pollard et al. (2017). Isso torna possivel explorar
a motilidade em diferentes temperaturas, o que se
assemelha aos eventos naturais, diferentemente
dos estudos realizados em aves, uma vez que
essas possuem uma biologia distinta, com
incubacdo realizada obrigatoriamente por um dos
pais, bem como uma variedade de espécies que
alteram o seu comportamento para manter a
temperatura ideal no ninho (Conway e Martin,
2000).

Apesar de existirem diferentes métodos de
avaliagdo para deteccdo da movimentacdo de
ovos embrionados, fez-se uso do monitor digital
Egg Buddy®, pois, segundo Pollard et al. (2016),
¢ um método confidvel e ndo invasivo que
elimina risco de infeccdo, além de ser uma
ferramenta segura para espécies oviparas
ameacadas, por ndo requerer eutandsia ao final
do estudo. Outras vantagens sdo descritas pelos
autores, como limitacdo dos impactos externos
causados pela luz, durante a ovoscopia, sobre os
estimulos embrionarios e facilidade no transporte
e uso a campo.

A avaliagdo da movimentacdo embrionaria foi
realizada nos dias 30, 35, 42, 45, 49, 56 e 60
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(Fig. 1), o que proporcionou 0 acompanhamento
dos embrides em diferentes fases de
desenvolvimento. No dia 30, as médias + desvio-
padrdo obtidos foram relativamente inferiores
guando comparados com o0s outros dias
avaliados:  24,57+41,06, 22,78+46,13 e
12,92+32,86, para 33°C, 29°C e 29°C-4AP,
respectivamente. 1sso ocorreu visto que parte dos
ovos mensurados ndo apresentaram movimento
no dia relacionado, devido ao método utilizado,

fases iniciais do desenvolvimento (Pollard et al.,
2016); apesar da dificuldade na obtencdo dos
dados neste dia, ndo ha inviabilizacdo das
analises, uma vez que a movimentagéo s6 ocorre
em fases posteriores a esta, a partir da existéncia
de cavitagdo articular nos membros, como
descrito por Pitsillides (2006). No jacaré-do-
pantanal, a formagdo da cavitacdo articular sé
ocorre ap6s 30 dias de incubacdo (Lima et al.,
2011).

que limita a verificacdo dos movimentos em
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Figura 1. Frequéncia de movimentos embrionarios/frequéncia cardiaca avaliadas com o auxilio do monitor digital
Egg Buddy® (Avian Biotech, Animal Genetics, Inglaterra), por um periodo de dois minutos/embrio, realizadas nos
dias 30, 35, 42, 45, 49, 56 e 60, para acompanhamento da incubacdo de jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)

(**P<0,001).

Nos dias 35, 42, 56 e 60, os valores se
mantiveram estaveis entre os grupos, e ndo se
identificou diferenga nos dados obtidos. J& nos
dias 45 e 49, na temperatura de 33°C, observou-
se movimentagdo embrionéria relativamente
superior em comparacdo com o grupo de 29°C;
adicionalmente, a inclusdo da 4-AP (29°C-4AP)
promoveu diferenga estatistica significativa
(P<0,001) no dia 49 e evidenciou a influéncia da
medicacdo sobre a movimentacdo embrionéria.
Em galinhas, o aumento da temperatura de
incubacdo dos ovos e a inoculagdo 4-AP
produziram aumento de motilidade embrionéria,
observada por meio de métodos invasivos e ndo
invasivos (Hammond et al., 2007; Pollard et al.,
2014), assim como observado neste estudo, com
0 uso do monitor digital ndo invasivo, sendo
eficaz para a monitoracdo da motilidade e da FC
e capaz de rastrear embrides de Caiman yacare
vidveis e saudaveis. A partir do dia 60, ha
diminuicdo dos movimentos em comparagdo

com a avaliagdo anterior (49 dias), pois esse
evento ocorre devido ao crescimento dos
embrides e & existéncia de limitagdo fisica, ovo,
(Pollard et al., 2017), o que explica a diminuicdo
dos movimentos no periodo final de incubag&o.

Dessa forma, é possivel afirmar que a motilidade
embriondria e a FC podem ser avaliadas, de
maneira eficaz, em embrides de Caiman yacare a
partir dos 30 dias de incubacdo pelo método
digital ndo invasivo, Egg Buddy®. Vale ressaltar
que esse método também pode contribuir para
estudos conservacionais de diferentes espécies
oviparas, principalmente das ameagadas de
extingdo. Ademais, € um método que pode ser
empregado em trabalhos de campo, devido a sua
facilidade na verificacdo da motilidade dos ovos
avaliados, além de ser instituido na prética
comercial de criadouros de jacarés que utilizam o
método Ranching de criagéo.

Palavras-chave: movimento embrionario, temperatura, jacaré-do-pantanal

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the viability of using a non-invasive digital monitor to monitor heart rate (HR)
and motility during the embryonic development of Pantanal alligator (Caiman yacare) using Egg Buddy®, at
different incubation temperatures. The collection of the eggs followed the Ranching system and egg
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identification, transportation, and incubation were performed with the required care; all eggs were incubated
with 90% humidity at 29°C for the first 45 days. Thereafter, the incubation temperature was either maintained
at 29°C, increased to 33°C or maintained at 29°C and embryos simultaneously treated with 4-aminopyridine
on days 46, 47, 48, and 49 (29°C-4AP). Embryo movement was measured with a digital non-invasive monitor
on days 30, 35, 42, 49, 56, and 60, at which point embryos were sacrificed. In the statistical analysis no
differences were observed between the groups for the temperature (33°C and 29°C); for motility, a difference
was observed at day 49 for the 29°C-4AP group. This revealed that the non-invasive evaluation method can be
used to verify embryonic motility and HR effectively in Caiman yacare embryos.

Keywords: embryonic motility, temperature, pantanal alligator
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