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RESUMO

O presente relatorio insere-se no ambito do estagio que decorreu no ano de 2014
entre os meses de Janeiro e Maio, tendo sido efetuado em dois locais distintos ao longo de
dezasseis semanas.

O primeiro segmento realizou-se no Oceanografic, na Cidade das Artes e das
Ciéncias em Valéncia, Espanha. Durante oito semanas foi possivel integrar a equipa
Veterinaria que da assisténcia aos mamiferos marinhos, aves aquaticas, répteis, e peixes
(teledsteos e elasmobranquios) do parque em todas as areas relativas a salde e bem-estar
animal. Nesta instituicdo foi possivel auxiliar os Médicos Veterinarios nos variados
procedimentos levados a cabo no dia-a-dia como rondas pelo parque para assessorar 0
estado de salde dos animais, recolha de amostras biologicas para analise externa ou no
laboratorio do parque, terapéutica de animais enfermos, realizacdo de necropsias e
preparacdo de medicagoes.

O segundo segmento realizou-se no Zoomarine Italia em Torvaianica, Roma, Italia.
Num periodo de igualmente oito semanas foram desenvolvidas actividades semelhantes as
anteriores embora fazendo uso de ferramentas e materiais diferentes. Para alem de visitas
as diversas areas onde se encontram os animais, foram também efectuadas colheitas de
amostras bioldgicas e desenvolvidas atividades no laboratorio da clinica veterinaria. Os
animais do parque compreendiam mamiferos marinhos, aves de rapina, psitaciformes, e
aves aquaticas.

Ambas as partes do estagio contribuiram para aumentar os conhecimentos de
fisiologia, patologia médica, doencas parasitarias e infeciosas, farmacologia e terapéutica,
maneio e profilaxia de espécies marinhas, aves e répteis. Também permitiram a observacao
de medidas que constituem os protocolos de prevencdo de doencas mais utilizados em
aquarios/ parques aquaticos e 0s comportamentos médicos, para 0s quais 0s animais estdo

treinados, que permitem que os primeiros sejam eficazes.



ABREVIATURAS

% - por cento

pg/dl — micrograma por decilitro

EDTA - &cido etilenodiamino tetra-acético
FSH — hormona foliculo-estimulante

GnRH — hormona libertadora de gonadotrofina
IUCN - International Unit for Conservation of Nature
LH — hormona luteinizante

mg/dl — miligrama por decilitro

mg/kg — miligrama por kilograma

mm/h — milimetro por hora

ng/ml — nanograma por mililitro

UFC — unidade formadora de colénia
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| - OCEANOGRAFIC

1. INTRODUGAO

O Oceanografic, pertencente a Cidade das Artes e das Ciéncias de Valéncia, e
concessionado a empresa Parques Reunidos € 0 maior aquério da Europa. Esta dividido
em trés plantas, duas de acesso ao publico e uma mais inferior onde circulam os
funcionarios do aquario e onde se situa a Quarentena de peixes e a Clinica Veterinaria.

O Oceanografic ¢ composto por sete edificios distintos, nos quais estdo
representados alguns dos mais importantes ecossistemas do planeta: Mediterraneo,
Zonas himidas, Mares Temperados e Tropicais, Oceanos, Antartico, Artico, Ilhas e Mar
Vermelho. Contém também o maior delfinario da Europa e um centro de recuperacgéo de
animais marinhos, a Area de Recuperacion y Conservacion de los Animales del Mar
(ARCA del Mar).

Os seus edificios contemporaneos, bem como a sua distribuicdo e grandiosidade
estdo pensados para que 0s visitantes vivam uma experiéncia Unica de intimo contacto
com a biodiversidade marinha existente nos nossos mares. Este aspeto arquitetonico
juntamente com as atividades desenvolvidas no &mbito da conservacdo e protecdo da
fauna marinha tém como objetivo sensibilizar visitantes de todas as idades para a
importancia da sobrevivéncia destes ecossistemas.

No Oceanografic sdo efetuadas atividades educativas com alunos de diversas
escolas no @mbito da preservacao da flora e da fauna marinhas e executam-se palestras e
exposicOes de variados temas. Sdo ainda desenvolvidos projetos de investigagdo em
colaboracdo com universidades e entidades nacionais e internacionais, bem como
programas de reproducdo de animais ameacados.

Um dos projetos de investigacdo atualmente em desenvolvimento pela equipa
Veterinaria refere-se a reproducdo de tartarugas marinhas Caretta caretta em cativeiro
mediante estimulacdo hormonal, que serd o tema central deste segmento do relatério de

estagio.

2. TARTARUGA COMUM

Atualmente existem sete espécies de tartarugas marinhas, das quais quatro estdo
ameacadas - Tartaruga Comum (Caretta caretta), Tartaruga-de-kemp (Lepidochelys
kempii), Tartaruga de pente (Eretmochelys imbricata), e Tartaruga verde (Chelonia

mydas) - duas sdo consideradas vulneraveis - Tartaruga-de-couro (Dermochelys



coriacea), e Tartaruga oliva (Lepidochelys olivacea), sendo que atualmente ndao ha
dados suficientes para definir o estatuto da Tartaruga de Carapaca Achatada (Natator
depressus) que  anteriormente  era  vulneravel = 7 | -l‘

(www.iucnredlist.org). / / ,

A tartaruga comum, Caretta caretta (Linnaeus
1758), tem uma grande cabeca com dois pares de
escamas pré frontais. Possui duas garras em cada I
membro, e uma carapaca castanha que pode ser mais ou
Mmenos escura, Com CinCo OU por vezes quatro escamas
laterais e na qual a escama nucal contacta com a primeira
escama lateral (Figura 1). As caracteristicas fisicas das

Caretta caretta vdo-se alterando com a idade. Aquando

da eclosdo, estes animais tém a carapaca castanha com
Figura 1. Tartaruga Caretta
caretta recém eclodida e adulta
castanho (Figura 1). Quando sdo juvenis observa-se uma  (Wyneken et al. 2006)

varios tons de cinzento e o plastrdo amarelo péalido a

sobreposicdo de escamas da carapaca que formam cristas e em adultas tém o aspeto
inicialmente descrito neste paragrafo (Wyneken 2001). A sua distribuicdo engloba a
zona tropical e subtropical dos oceanos Atlantico, Pacifico e indico e do mar
Mediterranico (Wyneken et al. 2006).

2.1. CicLo DE VIDA

As tartarugas marinhas eclodem ao final da tarde ou durante a noite pois
enquanto se mantiver o mecanismo de respiracdo anaerobia e o estrato de areia que as
cobre estiver mais quente do que aquele em que se encontram, a escavagao € inibida.
Quando comecam a eclodir verifica-se uma estimulacdo muatua conhecida como
facilitacdo social, em que a atividade exercida pelas tartarugas recém-eclodidas para
sairem do ninho estimula a escavacdo e subida até a superficie pelas restantes (Miller
1997). Apos a saida do ninho as tartarugas seguem em dire¢do ao mar. Uma vez na agua
continuam a afastar-se do litoral durante um ou mais dias, podendo fixar-se em zonas de
forrageamento de baixa profundidade ou ser arrastadas por correntes para alto mar
(Dood 1988 cit. por Valente 2007) onde residem de cinco a vinte anos — “the lost years”
(Miller 1997).



A idade a puberdade difere entre espécies mas calcula-se que seja entre quinze a
vinte anos (Wyneken et al. 2006) e que tenha a duracdo de dez anos (Miller & Limpus
2003), podendo considerar-se vinte e cinco a cinguenta anos como a idade em que
atingem a maturidade sexual. Os anos de vida de uma tartaruga marinha podem ser
estimados através do seu peso e das medidas da sua carapaca (Wyneken et al. 2006), no
entanto estas ndo sdo totalmente fidveis pois os individuos ndo maturam todos com o
mesmo tamanho (Hamann et al. 2003). Assim, pode-se fazer uso da laparoscopia para
observar 0s 6rgdos internos e avaliar a maturidade e o estado reprodutivo dos animais
(Limpus 1992 cit. por Miller & Limpus 2003).

Coastal Shallow Water Benthic Feeding Zone (s)

Immature Turtles =* =% = Adults Breeding

Age at first breeding Migratinn
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Nesting Beach
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Figura 2: Ciclo de vida das Tartarugas Marinhas (www.gbrmpa.gov.au).

Quando atingem a maturidade sexual e chega a primavera, as tartarugas comuns
do Mediterrdneo adultas migram da sua area de forrageamento para a area de
acasalamento (Miller 1997). A éarea de acasalamento & geralmente na vizinhanga dos
locais de postura e € onde varias fémeas copulam com diversos machos, durante uma
média de vinte e cinco horas (Hamann et al. 2003). No final do periodo de
acasalamento, que se verifica um a dois meses antes da primeira postura, 0s machos
retornam a area de forrageamento e as fémeas seguem para a area de cria na regido da

praia onde nasceram (Figura 2). Ai efetuam vérias posturas durante a noite com
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intervalos de dez a quinze dias. O numero estimado de posturas durante uma época
reprodutiva é de quatro, sendo postos em media cento e doze ovos em cada uma delas.
As diversas posturas sao efetuadas em locais proximos (até cinco quilometros). Os ovos
sdo depositados em praias com areia relativamente solta e com poucos detritos, onde
podem ser incubados entre seis e treze semanas num ambiente com baixa salinidade,
alta humidade, boa ventilagdo e onde néo corram o risco de serem inundados.

No final da época de postura as fémeas voltam para a &rea de forrageamento e
comecgam a preparar-se para a sua proxima epoca reprodutiva, que podera ocorrer dois a
nove anos depois — reproducéo iteropara. Este periodo entre épocas de postura depende
do tempo necessério ao individuo para recuperar a energia despendida na Gltima época
reprodutiva e armazenar reservas energéticas que irdo posteriormente ser utilizadas na
vitelogénese e em todo o processo de migracdo, corte e acasalamento. Por terem
menores gastos energéticos que as fémeas, os machos tém maior probabilidade de se
reproduzir todos os anos ou a cada dois. O referido intervalo de tempo pode ainda estar
regulado pela quantidade e qualidade de comida disponivel na area de forrageamento
(Miller 1997).

2.2. ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTIVO

As gbnadas de ambos 0s sexos sdo pares e estdo
localizadas  dorsalmente  na  cavidade  celomica,
imediatamente caudais aos pulmdes e ventrais aos rins.

As fémeas possuem ovarios (Figura 3), ovidutos que

correm lateralmente aos ovarios e que ndo estdo fisicamente

conectados aos mesmos e duas papilas genitais que se : :
localizam na cloaca. Estruturalmente os ovidutos podem ser ~ Figura 3. Ovarios de
tartaruga verde imatura
segmentados em cinco regides: o Ostio ou infundibulo  wyneken 2001).
(abertura em forma de funil), o segmento aglandular, 0 magnum, o segmento de
deposicdo da casca e a porcéo final do oviduto. O aspeto e a organizacdo estrutural dos
ovarios e dos ovidutos diferem consoante a idade do animal e se esta em época
reprodutiva. Se as fémeas maturas estiverem sexualmente inativas o oviduto aparece
enrolado, enquanto se estiverem ativas esta desenrolado e possuem nos ovarios foliculos
aumentados de tamanho com deposigéo de gema.
Os machos possuem testiculos fusiformes, epididimos que correm lateralmente

aos testiculos (Figura 4) e canais deferentes que conduzem os espermatozoides desde os



epididimos até a base do pénis. O pénis ndo faz parte do
sistema urinario e pode ter um gancho distalmente (Hamann
et al. 2003). Quando ereto, o pénis preenche os seus dois
corpos cavernosos com sangue, formando o sulco uretral, um
tubo que permite a passagem do esperma e fluidos adjacentes.

Em machos sexualmente ativos os testiculos tém de

Figura 4: Testiculos e comprimento duas vezes o valor do seu diametro e estdo
epididimos de tartaruga

verde imatura (Wyneken
2001). cloaca exceto durante a copula.

preenchidos com esperma. O pénis esta sempre retraido na

2.3. FISIOLOGIA E ENDOCRINOLOGIA REPRODUTIVA
2.3.1. FEMEAS

Epoca ndo Reprodutiva

Estima-se que, sete a nove meses antes da época reprodutiva, fatores exdgenos
como o aumento do fotoperiodo e da temperatura (Valente 2011) e enddgenos, como o
limiar energético determinado geneticamente, que estipula o acimulo de energia a partir
da alimentacdo (Hamann et al. 2003), levem ao aumento de estrogénio na corrente
sanguinea (Valente 2011), hormona que estimula a vitelogénese (Wibbels 1990). Infere-
se também que a testosterona e a corticosterona podem ter um papel na mobilizacdo de
lipidos, hidratos de carbono e proteinas, para deposicdo na gema, e que a corticosterona
pode atuar como co-hormona do estrogénio (Whittier 1997).
A vitelogénese é o processo de deposicdo de proteinas e lipidos em o6citos em
crescimento para formar a gema do ovo (Guraya 1989 cit. por Hamann et al. 2003).
Durante este processo, 0 estrogénio produzido pelos foliculos ovaricos estimula a
producdo de vitelogenina (Ho 1987 cit. por Hamann et al. 2003), uma proteina
produzida no figado, que faz parte de um complexo lipoproteico, cuja funcdo é
transportar lipidos pelo plasma até ao ovéario (Heck et al. 1997 cit. por Hamann et al.
2003). Neste periodo de vitelogénese além da elevacdo do estrogénio verificaram-se
valores superiores de corticosterona, testosterona, adrenalina, triglicerideos, (Hamann et
al. 2003), colesterol total, proteinas totais, aloumina, e do réacio célcio/fésforo (Kakizoe
2013).
Migracéo, Corte e Acasalamento

Quatro a seis semanas antes da migracdo os niveis circulantes de testosterona

aumentam, o valor minimo de testosterona reportado é 8x10°ng/ml e o méaximo
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32x10%ng/ml (Wibbels 1990). Os niveis de estrogénio estdo elevados desde o inicio da
vitelogénese, mas s6 quando se verifica uma diminui¢do do estrogénio circulante e um
maior aumento de testosterona é que se inicia a migracdo (Wibbels 1990).

A corte e 0 acasalamento iniciam-se quando ha um pico de testosterona, que
depois vai diminuindo ao longo da época de postura (Wibbels 1990). No inicio da época
de acasalamento verificou-se também um aumento dos niveis de tiroxina em machos e
fémeas (Valente 2011).

No final do acasalamento a concentracdo de estrogénio e de vitelogenina diminui
e estdo presentes elevados valores de testosterona, corticosterona, adrenalina e
triglicerideos. Nesta altura observam-se foliculos de tamanho e desenvolvimento
maximos (Hamann et al. 2003).

Ovulacéo e Postura

A primeira ovulacdo ocorre aproximadamente catorze dias antes da
primeira postura. A ovulacdo seguinte ocorre quarenta e oito horas ap6s a postura, e
assim sucessivamente durante toda a época de cria (Owens 1997). A ovulagdo coincide
com picos de LH e FSH e com simultaneos decréscimos de testosterona plasmatica
(Wibbels 1992). Os valores de testosterona vao diminuindo ao longo da época de
postura atingindo valores basais na ultima deposicdo da temporada. Por este motivo
pensa-se que a testosterona é produzida pelos foliculos maduros (Owens 1997).

Apds a ovulacdo, o corpo lateo, em resposta a LH, produz progesterona.
Considera-se que a progesterona estimula a producdo e deposicdo de albumina e que
inibe temporariamente o desenvolvimento folicular e a ovulacdo do conjunto de
foliculos que irdo constituir a ninhada seguinte (Hamann et al. 2003 & Owens 1997).
Quando o corpo luteo cessa a producdo de progesterona, designa-se Corpus albicans.
Os varios corpos luteos regridem durante o periodo de postura, de forma que no final da
época reprodutiva sejam evidentes Corpus albicans de varios tamanhos nos ovarios
(Hamann et al. 2003).

Durante a postura, a neurohipéfise liberta arginina vasotocina, e neurofisina. A
primeira é uma molécula que aumenta a contractilidade do oviduto e que pode levar a
sintese de prostaglandina F que tem igual funcdo. A segunda molécula tem efeito
protetor sobre a arginina vasotocina no seu trajeto desde o cérebro até ao oviduto
(Owens 1997).



2.3.2. MACHOS

Epoca ndo Reprodutiva

Os machos de tartaruga comum do Mediterraneo tém, durante o inverno e o
inicio da primavera (Owens 1997), um aumento de testosterona com valores referidos
de 0 a 8 ng/ml (Wibbels 1990), que coincide com um padrdo espermatogénico pré-
nupcial. O esperma é produzido e armazenado no epididimo, até ao acasalamento
(Wibbels 1990). No epididimo os espermatozoides sofrem uma maturacao final que lhes
proporciona capacidade fertilizante e mobilidade (Hamann et al. 2003).

A espermatogénese compreende apenas um ciclo que dura nove meses, com
intervalos entre ciclos de dois a trés meses. Comeca na época ndo reprodutiva e termina
antes de se iniciar a corte (Hamann et al. 2003), tendo o seu pico de producdo durante a
migracdo (Miller & Limpus 2003).

Migracdo, Corte e Acasalamento

Os machos tém o pico de testosterona antes das fémeas e por essa razéo
comegam a migragdo antes destas (Owens 1997), sendo que esta hormona continua
elevada durante os periodos de migracdo corte e acasalamento. Foi demonstrado que
injecOes de testosterona estimulavam a monta, sugerindo assim que esta hormona pode
ter um papel nestes eventos (Owens 1956 cit. por Wibbels 1990).

A época de acasalamento termina quando h&d uma diminuicdo da condicdo
corporal (Hamann et al. 2003), retornando os machos as zonas de forrageamento (Miller
1997).

3. Uso DE GONADOTROPINA RECOMBINANTE AVIARIA NA ESTIMULACAO GONADAL DE
TARTARUGA COMUM (CARETTA CARETTA)

3.1. AMBITO E OBJETIVOS

Dado o estatuto de ameaca da tartaruga comum e o facto de haver varios
arrojamentos desta espécie de tartarugas na costa Valenciana foi elaborado o presente
projeto de investigacdo, desenvolvido em duas fases. O seu sucesso permitird a
introdugdo de novos elementos no seu habitat natural e podera aumentar a sua
probabilidade de sobrevivéncia, que é bastante baixa, podendo eventualmente a longo
prazo reverter-se o estatuto de ameaca que esta espécie possuli.

E bastante dificil reproduzir as condic@es ideais para que haja reproducdo de
tartarugas marinhas em cativeiro, tendo sido apenas conseguido no Port of Nagoya
Public Aquarium, no Japdo e em Antibes em Franca. Pensa-se que fatores exdgenos
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como o aumento do fotoperiodo e da temperatura (Valente 2011) e endégenos, como 0
limiar energético determinado geneticamente, que estipula o acimulo de energia, a
partir da alimentacdo (Hamann et al. 2003), contribuam para o inicio da época
reprodutiva. No entanto, pode haver outros fatores como o efeito macho, a passagem
por aguas mais frias durante a migracdo ou a juncdo dos fatores supracitados de
determinados modos que desencadeiem o inicio da época reprodutiva (José Luis
Crespo, Oceanografic, comunicacao pessoal).

O objetivo deste estudo é induzir e manter o ciclo reprodutivo de uma fémea
adulta de tartaruga comum, fazendo uso de gonadotropina recombinante aviaria,
produzida e fornecida pela empresa Rara Avis Biotec S.L, de nome comercial Rara Avis
1. Esta hormona foi previamente testada, pela empresa fornecedora, in vitro e in vivo, e
conseguiu fechar com éxito os ciclos reprodutivos de diferentes espécies de aves (José
Luis Crespo, Oceanografic, comunicacdo pessoal). Como pressupostos tém-se a
proximidade filogenética entre aves e répteis (Chiari et al. 2012), poucas diferencas na
estrutura da hormona foliculo estimulante entre estes dois grupos de animais (Licht &
Gallo 1978) e a resposta positiva em ensaios com tartarugas de orelhas vermelhas
(Trachemys scripta elegans) conseguida pela empresa Rara Avis Biotec S.L. (José Luis

Crespo, Oceanografic, comunicacao pessoal).
3.2. APRESENTACAO DO CASO

Deu entrada no centro de recuperacdo ARCA del Mar em 2007 uma fémea
adulta da espécie Caretta caretta, sem o terco posterior da carapaga possivelmente
devido a trauma sofrido no seu habitat natural, que sera denominada neste documento
como fémea 63. Foi posto em pratica o protocolo de admissdo utilizado no centro de
recuperacdo de modo a avaliar o estado de saude do animal. Este consiste em inspecéo
visual do animal, realizacdo de radiografias uma vez que poderia ter outros sinais de
trauma internos; ecografia pela razdo anterior e porque muitas das tartarugas séo
arrastadas pelas redes de pesca a grandes velocidades e possuem sinais ecogréaficos de
embolia gasosa; e colheita e andlise de sangue — hemograma completo, perfil
bioquimico renal e hepatico (consultar Anexo). Os resultados da analitica sanguinea sdo
importantes para complementar a avaliagdo do estado de salde do animal, que néo é
facil de efetuar apenas com exploracdo macroscopica. Assim, mediante as alteragdes
observadas nos parametros sanguineos podera efetuar-se uma terapéutica adequada.

Como a lesdo traumatica ja se apresentava completamente cicatrizada e ndo se


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0016648078900989
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0016648078900989

verificaram alteragdes nos exames complementares efetuados, o animal seguiu para as
instalacbes da ARCA del Mar, onde ficou alojado com outras tartarugas que estavam
em recuperagdo. Em 2013 deu entrada no centro de recuperacdo ARCA del Mar uma
outra fémea adulta da espécie Caretta caretta que sera denominada neste documento
como fémea 75. Foi posto em préatica o protocolo de admissdo utilizado no centro de
recuperacdo e como néo se verificaram alteracfes nos exames complementares seguiu
para as instalagOes do centro de recuperacéo.

As tartarugas sdo mantidas num edificio parcialmente aberto nas faces laterais,
se possivel isoladas em tanques circulares com profundidade estimada de um metro e
vinte, em que a agua ronda os vinte e cinco graus Celsius e tem fluxo continuo. Cada
tanque tem a sua prépria fonte de luz halogenada, que constitui a simulacéo da variacao
do fotoperiodo a que os animais estdo sujeitos durante o ano (aproximadamente dez
horas no inverno e catorze no verdo, aumentando e decrescendo progressivamente) e

também possuem meio vaso de cerdmica pousado no fundo do tanque que funciona

como esconderijo (Figura 5).

A sua alimentacdo é a base
de uma gelatina constituida por
arenque, lula, gambas, espinafres e
cenoura e comem um caranguejo
por semana como método de
enriquecimento  ambiental. A

quantidade de alimento a fornecer

varia entre dois e cinco por cento
Figura 5: Instalagdes da ARCA. Imagem gentilmente

cedida pelo Oceanografic. do peso do animal, consoante o
animal é maior/mais velho ou mais pequeno/jovem, respetivamente. Deste modo, a
fémea 63 e a fémea 75 eram alimentadas com aproximadamente dois quilos e
quatrocentos gramas de gelatina trés vezes por semana.

A fase 1 do projeto consistiu na aplicacdo do protocolo experimental a fémea 63
em Setembro de 2011 com respetiva obtencdo de resultados. A fase 2 consistiu na
aplicacdo do mesmo protocolo experimental & fémea 75 em Novembro de 2013. A
estudante participou no inicio da fase 2 do protocolo que consistiu no seguimento
ecogréafico e da analitica sanguinea, e injecdo da gonadotropina recombinante aviaria na

fémea 75. Como durante o estagio a fase 2 do protocolo de estimulagdo gonadal tinha



apenas sido iniciada ndo serdo apresentados os respetivos resultados pois estes nédo

seriam representativos da mesma.
3.3. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Em Setembro de 2011 foi injetada durante oito meses, cada quarenta e oito horas
por via intramuscular, FSH recombinante produzida e fornecida pela empresa Rara Avis
Biotec S.L. de nome comercial Rara Avis 1, na fémea 63, em diferentes concentracfes
ndo divulgadas a aluna. A concentragdo da hormona foi-se ajustando de acordo com 0s
valores de colesterol, triglicerideos e estradiol sanguineos observados, até se encontrar
uma concentracdo minima de hormona que estimulasse 0o aumento de tais parametros
indicativos de vitelogénese (Hamann et al. 2003 e Kakizoe 2013).

Foram feitas recolhas de sangue, trés mililitros do seio cervical dorsal, em tubos
de heparina, fazendo uso de uma seringa de cinco mililitros e uma agulha de vinte e um
Gauge, para efetuar medicGes do estradiol sanguineo através de radioimunoensaio em
laboratério externo, a partir do plasma heparinizado. As medi¢des foram efetuadas
inicialmente todas as semanas e posteriormente cada quinze dias uma vez que no
intervalo de tempo de uma semana ndo se verificaram alteracdes significativas do valor
de estradiol sanguineo. Foram também efetuados a partir das mesmas amostras de
sangue controlos hematolégicos semelhantes aos descritos no ponto 3.2. deste
documento. Os valores de analitica sanguinea permitem complementar a avaliacdo do
estado de saude geral do animal durante o periodo do estudo. Paralelamente controlou-
se 0 bem-estar do animal, observando-se os padrdes de conduta, movimento e
alimentacdo. Estes controlos analiticos e de bem-estar do animal sdo bastante
importantes para o projeto pois a alteracdo de algum ou alguns dos parametros avaliados
poderia relacionar-se com a presenca de alguma patologia que poderia alterar os
resultados do estudo tornando-o inconclusivo.

Durante 0 mesmo periodo foi feito um seguimento ecografico da cavidade
celomica da fémea 63 para examinar o desenvolvimento do seu sistema reprodutivo. No
final deste periodo foi efetuada uma radiografia para avaliar a presenca ou auséncia de
0VO0s no seu oviduto.

Com o intuito de efetuar copula/ inseminacéo artificial no final do periodo de
estimulacdo, foi cedido por tempo limitado um macho adulto de tartaruga comum do
Zoo Aquarium de Madrid. Seguindo o mesmo método de recolha e anélise sanguineas

anteriormente descritas para avaliagdo de estradiol na fémea 63 mediu-se o nivel de
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testosterona sanguinea do macho. Foram levadas a cabo tentativas de recolha de sémen,
para efetuar a sua avaliacdo e foi apreciada a consisténcia medial do plastréo. A recolha
de sémen foi feita atraves de lavagem cloacal com solucéo fisioldgica, resultando na
externalizacdo do pénis ereto e recolha de liquido com agregados de material branco
que se identificaram ao microscopio 6tico como agregados de espermatozoides. Tentou-
se efetuar a fertilizagdo dos dvulos através de monta natural, no entanto as varias
tentativas de monta ndo foram efetivas pois ndo houve introducdo do pénis na cloaca da
fémea 63. Posteriormente foi efetuada inseminacao artificial. Esta técnica foi executada
com o auxilio de um endoscépio, que permitiu a visualizacdo das papilas genitais no
interior da cloaca da fémea 63 e deposicdo nesse local do material recolhido
imediatamente antes do macho por lavagens cloacais (José Luis Crespo, Oceanografic,
comunicacdo pessoal). Em Novembro de 2013 foi iniciada a estimulacdo hormonal ja
descrita neste documento, na fémea 75 fazendo uso das mesmas técnicas, frequéncias e
materiais de injecdo da hormona Rara Avis 1, colheita de sangue e seguimento
ecografico.

3.4. RESULTADOS E SEGUIMENTO

Aguando da andlise das amostras sanguineas da fémea 63, verificou-se um
aumento progressivo das concentracdes plasmaticas de estradiol (Figura 6) desde
Setembro de 2011. Em Dezembro de 2011 houve elevacdo dos valores plasmaticos de
triglicerideos e colesterol e ndo foram observadas alteracdes patologicas nos parametros
hematoldgicos e bioguimicos avaliados, bem como no comportamento. As imagens

ecograficas, do mesmo animal apresentavam em Janeiro de 2012 os ovarios em forma
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Figura 6: Valor de estradiol sanguineo avaliado durante os oito meses. Imagem gentilmente cedida
pelo Oceanografic.

de cacho de uva com oOvulos de estrutura normal, crescimento folicular regular em

diferentes grupos de foliculos, foliculos de maior tamanho com bandas ovulatérias,
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ovulacdo em grupo de foliculos de maiores dimensdes e oviduto desenrolado (Figura 7).

Na radiografia efetuada ndo se verificou a presenga de ovos no oviduto do animal.

No macho visualizaram-se por ecografia os testiculos com comprimento

aproximado de 8 centimetros (Figura 8) e verificaram-se elevados niveis sanguineos de

testosterona, ndo divulgados a estudante, morfologia espermatica normal e

amolecimento medial do plastrao.

ESTRUCTURA NORMA|

Figura 7: Achados ecograficos descritos na fémea C. caretta. Imagens gentilmente

cedidas pelo Oceanografic.

Figura 8: Dimensdes testiculares do
macho C. caretta. Imagem gentilmente
cedida pelo Oceanografic

Em Outubro de 2012, trés meses apds a
concluséio do estudo, a tartaruga 63
desenvolveu sinais de septicemia severa como
prostracdo, anorexia, anemia, leucocitose
severa e apresentava heterdfilos com sinais de

citotoxicidade no esfregaco sanguineo. Dada a

gravidade do processo e tendo em conta que

0 animal ja tinha sofrido um trauma que
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levou a sequelas significativas optou-se por efetuar eutanasia. Quando se fez a necropsia
do animal verificaram-se aderéncias do oviduto as estruturas adjacentes e a presenca de

centenas de foliculos desenvolvidos nos ovarios.
3.5. DIscussAo

O aumento de estradiol, triglicerideos e colesterol plasmaticos da fémea 63
foram concordantes com o esperado durante a vitelogénese (Hamann et al. 2003 &
Kakizoe 2013). Os valores da analitica sanguinea indicam que o animal era saudavel.
Assim consideram-se os resultados analiticos indicativos de vitelogénese reais pois nao
sofreram influéncia de patologias concomitantes.

As imagens ecograficas da cavidade celémica da fémea 63 foram compativeis
com foliculos em fase de crescimento pois apresentavam os ovarios em forma de cacho
de uva com dvulos de estrutura normal e crescimento folicular regular em diferentes
grupos de foliculos; e também com fendmenos de ovulacdo, uma vez que se
apresentavam foliculos de maior tamanho com bandas ovulatérias que indicam ovulagao
de foliculos de maiores dimensdes e oviduto desenrolado. Estes resultados ecogréaficos
eram esperados tendo em conta os elevados valores de estrogénio plasmatico — hormona
que estimula a foliculogénese - e apoiam fortemente a hipdtese de haver suscetibilidade
das tartarugas marinhas Caretta caretta a estimulagdo gonadal utilizando a hormona
foliculo estimulante recombinante Rara Avis 1.

Na radiografia efetuada no final do periodo de estimulacdo ndo se visualizaram
0vos no oviduto e posteriormente ndo se presenciou a deposi¢cdo de ovos devido a
aderéncias no lumen do oviduto. As aderéncias no oviduto ndo foram observadas por
ecografia possivelmente devido a grande extensdo do 6rgdo, entre 4 e 5 metros
(Hamman et al. 2003) e ao limitado alcance de profundidade do equipamento
ecografico. Estas aderéncias foram apenas visualizadas durante a necropsia e
provavelmente tiveram origem na leséo traumatica que a tartaruga sofreu no seu habitat
natural. Devido a falta de producdo e postura de ovos ndo foi possivel tirar conclusdes
acerca do sucesso das tentativas de fertilizacdo efetuadas. As montas naturais
visualizadas nao foram efetivas devido a alteragdo da funcionalidade da cloaca - sequela
do trauma sofrido na Natureza. A técnica de inseminagdo artificial utilizada foi
semelhante a utilizada para outros répteis (Zacariotti 2008), uma vez que ndo esta
descrita para tartarugas marinhas. Relativamente ao seguimento da fémea 63, pensa-se

que durante a estimulagdo hormonal e a consequente ovulagdo possa ter havido rutura
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de adesdes do oviduto e de abcessos ai localizados desde o trauma sofrido no terco
posterior do corpo, no estado selvagem. Assim, dada a impossibilidade de formar os
0V0S, a gema seria 0 meio para o crescimento bacteriano que culminaria em septicemia.
Esta fémea de tartaruga comum nao seria a candidata ideal para aplicar o protocolo de
estimulacdo hormonal anteriormente descrito pela razéo supracitada, no entanto foi a
fémea escolhida pois ndo se sabia da existéncia das adesbes e era o Unico animal
irrecuperével no centro, que por essa razdo permaneceria ai tempo indeterminado.

No macho visualizaram-se por ecografia os testiculos com dimensdes indicativas
de maturidade reprodutiva (Pease et al. 2010). Foram observados elevados niveis de
testosterona (José Luis Crespo, Oceanografic, comunicacdo pessoal) ndo divulgados a
estudante, que eram esperados devido a faixa etaria do animal e ao crescente
fotoperiodo (Owens 1997), e que levam ao aparecimento de caracteres sexuais
secundarios como o amolecimento medial do plastrdo que também foi verificado. Estas
caracteristicas juntamente com a morfologia espermatica normal observada corroboram
a ideia de que 0 macho se encontrava em época reprodutiva. O método utilizado para a
recolha de sémen apesar de ndo estar descrito, foi o utilizado uma vez que a Unica
técnica descrita de recolha de sémen em tartarugas marinhas € a eletroejaculacéo
(Manita et al. 2009) que néo foi efetuada neste estudo devido & falta da sonda rectal.

O protocolo de estimulacdo hormonal utilizado obteve os resultados esperados,
podendo concluir-se que a metodologia foi bem-sucedida. No entanto, os aspetos que se
poderiam melhorar sdo a utilizacdo de eletroejaculacdo como método padrédo de recolha
de sémen; descricdo dos parametros e respetivos valores obtidos ao longo do tempo na
avaliacdo do sémen dos individuos que participem no estudo; avaliacdo mais exaustiva
do trato reprodutivo das fémeas de modo a identificar possiveis alteracdes anatdmicas; e
a utilizacdo de um maior numero de exemplares nos quais aplicar o protocolo de

estimulacdo hormonal.

4. CONCLUSAO

Apesar de ndo ter havido postura de ovos devido a les6es no oviduto resultantes
do trauma sofrido pelo animal no seu habitat natural considera-se que o protocolo de
estimulagdo com gonadotropina recombinante aviaria utilizado na fémea 63 foi efetivo
uma vez que houve crescimento e ovulacdo de foliculos maturos. Assim, sera necessario

efetuar um novo estudo em animais sem alteracbes anatdmicas estruturais de modo a
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que se possa confirmar o encerramento do seu ciclo reprodutivo em cativeiro, que sera
uma importante ferramenta de apoio em programas de conservacao.

Em termos gerais serdo necessarios estudos no ambito da reprodugdo em
cativeiro de Caretta caretta. Deverdo aprofundar-se conhecimentos na area de colheita e

avaliacdo de sémen de tartarugas marinhas, e na area de fertilizacao.
Il. ZOOMARINE ITALIA

1. INTRODUCAO

O Zoomarine Italia € um parque tematico de entretenimento educativo situado
em Torvaianica, Roma, Italia. Nele existem areas de entretenimento como o cinema 4D,
piscinas, aquaparque e areas zooldgicas como a llha dos Golfinhos, a Baia dos
Pinipedes, a Floresta dos Papagaios, a Planicie das Aves de Rapina e a Caminhada pelos
Lagos onde residem as aves aquéticas. As areas zooldgicas estdo inseridas num contexto
paisagistico caracteristico da zona Mediterranica, o que contribui para a disposi¢cdo e
inser¢do harmoniosa dos habitats no parque. O Zoomarine Italia também possui, numa
zona de acesso restrito ao publico o edificio administrativo e a Clinica Veterinaria.

No parque sdo desenvolvidas atividades de educagdo ambiental de modo a
alertar os visitantes para a biodiversidade de espécies e ameacgas existentes a sua
conservacao, fomentando nos mesmos uma postura de respeito e protecdo dos animais.
Também se realizam projetos de investigacdo e divulgacdo cientifica em colaboragéo
com diversas universidades. Todos os animais do parque nasceram noutros parques em
ambiente controlado, o que permite obter informacdes exatas a seu respeito e
consequentemente chegar a conclusdes isentas de influéncias externas nos trabalhos de

investigacdo levados a cabo.

2. GOLFINHO-ROAZ

O Golfinho-roaz (Tursiops truncatus) é uma das espécies pertencentes a familia
Deplphinidae mais comumente apresentadas em delfinarios (Robeck et al. 2001) e esta
categorizado como espécie pouco preocupante em termos de extingdo
(www.iucnredlist.org). Esta espécie de golfinho tem o corpo fusiforme e robusto, o
rosto curto, a barbatana dorsal proeminente e a sua coloracéo é cinzenta com o ventre

mais claro (www.marinemammalscience.org).
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2.1. ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTIVO

Os dois sexos podem distinguir-se
através da observacdo externa devido a
distinta configuracdo da fenda genital que
possuem ventralmente na parte caudal do
abdomen (Figura 9). Os machos possuem
duas fendas genitais alinhadas, uma

cranial e outra caudal que correspondem a

localizacgio do pénis e do reto Figura 9. Fendas genitais de um macho
(esquerda) e uma fémea de Golfinho-roaz.
Imagens gentilmente cedidas pelo Zoomarine

genital mais longa que possui no seu ltalia.

respetivamente. As fémeas tém uma fenda

interior a abertura vaginal cranialmente e a do reto caudalmente. De cada lado da fenda
genital, as fémeas possuem uma fenda mais curta onde se localizam os mamilos (Geraci
& Lounsbury 1993).

As fémeas possuem no seu trato reprodutivo, ovarios, trompas de falépio e
cornos uterinos pares, corpo uterino e vagina. Os ovarios sdo estruturas alongadas,
pequenas e solidas localizadas dorsolateralmente no abdémen, num angulo formado
pelos musculos lombar hipaxial e o reto abdominal a uma distancia varidvel da fenda
genital (Rommel & Lowenstine 2001). As estruturas presentes no ovario podem
fornecer informacdo sobre a historia reprodutiva individual (Boyd et al. 1999 cit. por
Robeck et al. 2001), pois os Corpus albicans resultantes de gestacGes permanecem no
ovario de fémeas maturas (Robeck et al. 2001). O corpo do Utero localiza-se na linha
meédia do abdomen dorsalmente a bexiga.

Os machos possuem testiculos intra-abdominais, epididimos e canais deferentes
pares, pénis e prostata. Os testiculos sdo elipticos, alongados, possuem uma tdnica
externa (Brook et al. 2000) e situam-se no abdémen caudal, na metade inferior do
aspeto lateral do animal. O tamanho testicular aumenta consideravelmente durante a
maturacdo sexual e ndo regride de acordo com nenhum padrdo de reproducdo sazonal
(Rommel & Lowenstine 2001). Estes animais possuem também um mecanismo vascular
de contra-corrente para diminuir temperatura testicular (Pabst et al. 1995). O pénis é
fibroelastico, possui uma flexura sigmoide que desaparece durante a erecdo e esta

normalmente retraido na cavidade abdominal (Rommel & Lowenstine 2001).
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2.2. FISIOLOGIA E ENDOCRINOLOGIA REPRODUTIVA
2.2.1. FEMEAS

As fémeas atingem a maturidade sexual entre os sete e os dez anos de vida,
geralmente mais cedo que os machos. Sdo poliéstricas sazonais (Kirby & Ridgway
1984, Robeck et al. 1994, Robeck 2000 cit. por Robeck et al. 2001), desde a primavera
até ao outono, embora a sazonalidade reprodutiva possa variar com a sua origem
geogréfica (Urian et al. 1996 cit. por Robeck et al. 2005). O seu ciclo éstrico varia entre
vinte e um e quarenta e dois dias (Sawyer-Steffan & Kirby 1980, Kirby & Ridgway
1984, Shroeder 1990 cit. por Robeck et al. 2001) e ocorrem periodos de anestro ndo
associados a gravidez ou a lactacdo (Brook 1997 cit. por Robeck et al. 2001).

O aumento do fotoperiodo leva a libertagdo de melatonina pela glandula pineal e
a producdo pulsatil de GnRH pelo hipotalamo que leva a producdo de FSH e LH. No
inicio da fase folicular ha um aumento de FSH que leva ao recrutamento e crescimento
de foliculos e ao aumento de recetores de LH na teca dos mesmos. A medida que 0s
foliculos crescem hé interacdo parécrina entre as células da teca e da granulosa, 0 que
leva a producdo de estrogénio. O estrogénio inibe inicialmente a FSH e a LH mas
guando atinge o seu pico na fase pré-ovulatoria estimula uma maior producdo de GnRH
que origina o pico pré-ovulatério de LH. Estdo descritos valores de 5,4ng/ml e 71ng/mi
para o0 pico de estrogénio e LH respetivamente (Robeck TR et al 2005). Dos foliculos
recrutados apenas um se identifica como foliculo pré-ovulatério quando possui em
média vinte milimetros (Brook 1997 cit. por Robeck et al. 2001 e Robeck et al. 2005).
A LH leva a producdo de inibina pelo foliculo pré-ovulatério, que é uma glicoproteina
que inibe a FSH e aumenta a sensibilidade das células da teca & LH (Robeck et al.
2001). A ovulacdo ocorre espontaneamente (Wells & Scott 1999, Sawyer-Steffan et al.
1983, Schneyer et al. 1985, Brook 2001) apos o pico de LH e mais 68% das vezes tem
origem no ovério esquerdo (Ohsumi 1964, Harrison & Ridgway 1971, cit por Robeck et
al. 2001 e Robeck et al. 2005).

Apbds a ovulacdo as células da teca e da granulosa transformam-se em células
luteas produtoras de progesterona, originando o corpo lateo. Foram referidas
concentragcdes de progesterona superiores a 3ng/ml (Sawyer-Steffan et al. 1983) que
diminuem a libertagdo de GnRH e consequentemente de FSH e LH. No final da fase
lutea, que tem duracdo média de 19 dias (Robeck et al. 2005), a neurohipofise e o corpo

luteo libertam ocitocina que leva a diminuicdo da progesterona — foram referidas
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concentracgdes inferiores a 1ng/ml (Sawyer-Steffan et al. 1983). Esta diminuicdo leva ao
aumento da frequéncia e amplitude dos pulsos de GnRH (Robeck et al. 2001),
iniciando-se um novo ciclo de aproximadamente trinta dias (Brook 2000 cit. por Robeck
et al. 2005). Apenas permanecem no ovario os Corpus albicans que resultaram de uma
gravidez e por isso a forma do ovario pode variar ligeiramente (Harrison 1969, Marsh &
Kasuya 1984, Perrin & Reilly 1984 cit. por Robeck 2001 e Brook 2002).

A gestacdo dura doze meses, a placenta é epiteliocorial e difusa. O feto ocupa
apenas o0 corno uterino ipsilateral ao ovario que ovulou mas quando aumenta de
tamanho, a sua cauda pode estender-se até ao outro corno uterino
(placentation.ucsd.edu/dolph.html).

Os sinais que antecedem o parto sdo descargas de leite, descargas vaginais,
diminuicdo de apetite, diminuicdo da temperatura retal e fortes contracbes (Robeck et
al. 2001). Os partos ocorrem maioritariamente no Verdao, com nascimento de apenas um
animal (placentation.ucsd.edu/dolph.html) e possuem trés fases. A primeira fase
consiste em contracdes e distensdes abdominais de diferentes graus de intensidade (1, 2
e 3) e na abertura do cérvix. A segunda fase consiste na expulsdo do feto que em 98%
das vezes estd em apresentacdo posterior, e a terceira fase constitui a expulsdo da
placenta (Robeck et al. 2001). O mecanismo de controlo do parto em cetaceos é
desconhecido, no entanto pensa-se que havera interacdo de hormonas produzidas pelo
eixo feto-placenta-Utero, como estrogénio, progesterona, hormonas adrenais, ocitocina,
relaxina e prostaglandinas (Robeck et al. 2001).

A lactacdo mantém-se em média dois anos. O intervalo entre partos € de trés a
quatro anos pois a sucgdo efetuada pela cria quando se alimenta diminui a secrecéo de
LH inibindo o ciclo éstrico. Um ano apds o nascimento a frequéncia de alimentacao da
cria com leite materno diminui e o ciclo éstrico é restituido (West et al. 2000, cit. por
Robeck et al. 2001).

2.2.2. MACHOS

Os machos apresentam maior tamanho que as fémeas, podem-se reproduzir todo
0 ano (Wells & Scott 1999) e atingem a maturidade sexual entre os dez e 0s treze anos
de vida (Seargent et al. 1973, Perrin & Reilly 1984, Cockcroft & Ross 1990 cit. por
Robeck et al. 2001). Existe variacdo sazonal dos niveis de testosterona (Harrison &
Ridgway 1971, Schroeder & Keller 1989 cit. por Robeck et al. 2001), embora néo se
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verifiquem variacfes da ecogenicidade testicular (Brook 1997 cit. por Robeck et al.
2001 e Brook et al. 2000).

Foram relatados aumentos de testosterona de 1,1ng/ml em Abril até 54,1ng/ml
em Junho, més em que tem o seu pico (Schroeder e Keller 1989 cit. por Robeck T et al
2001). Os mesmos autores verificaram, no entanto, que o pico de producdo de esperma
ocorre quando os niveis de testosterona estdo mais baixos, de finais de Agosto até
Outubro. Este facto pode estar relacionado com os efeitos inibitorios que altos niveis de
testosterona podem ter na espermatogénese (Matsumoto 1990 e Tom et al. 1991 cit. por
Robeck et al. 2001). O atraso entre o pico de testosterona e o pico de producao de
esperma pode também resultar do tempo necessario para a maturacdo dos
espermatozoides em golfinhos (Byers et al. 1983 e Asher et al. 1987 cit. por Robeck et
al. 2001).

3. MANEIO VETERINARIO DE GRAVIDEZ E PARTO DE GOLFINHOS ROAZ (TURSIOPS
TRUNCATUS) NO ZOOMARINE ITALIA

3.1. AMBITO E OBJETIVOS

Apesar de nos parques os cuidados de bem-estar estarem garantidos continuam-
se a perder frequentemente crias por dificuldades na avaliacdo do seu estado geral de
salde e pelo seu dificil acesso. A percentagem de nados mortos em parques € em média
20,7% e a de sobreviventes para além dos trés meses de idade é de 6,7% (Duffield &
Robeck 1999). Assim, o objetivo da aplicacdo deste protocolo de seguimento de
golfinhos pré e p6s parto sob cuidado humano é reunir o maximo de informag&o para

tentar minimizar os possiveis fatores de insucesso reprodutivo.
3.2. APRESENTACAO DO CASO

O Zoomarine Italia possui no seu delfindrio cinco Golfinhos Roaz sem
experiéncia reprodutiva. O grupo social é constituido por um macho dominante de vinte
e dois anos de idade, outros dois machos com quinze e dezasseis anos de idade e duas
fémeas de doze anos de idade. Os golfinhos sdo alimentados com seis espécies distintas
de pescado congelado (arenque, verdinhos, carapau, chicharro, capelim, sprat e peixe-
rei-do-mediterraneo) apropriado para consumo humano e a sua dieta € suplementada
com vitaminas e sessdes de hidratacdo com &gua, gelo ou gelatina.

O delfinario possui sete milhdes de litros de &gua e € composto por cinco

piscinas que podem ser individualizadas, das quais uma é a piscina médica. Esta piscina
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tem fundo movel que esta revestido por nylon de modo a néo ferir os animais, possui
um local de observacao subaquético e é onde ocorrem variados procedimentos médicos
e 0s partos. A &gua das piscinas é agua salgada produzida no Zoomarine Italia
utilizando 4agua e sal com parametros fisico-quimicos controlados. E-lhe adicionado
cloro e a temperatura da agua € mantida entre 15 e 27 graus Celsius por um mecanismo
autonomo. As piscinas possuem sistemas de filtragdo de agua e todos os dias se controla
a temperatura, o cloro e o pH da agua.

No ano de 2012 as duas fémeas primiparas (fémea 1 e fémea 2) do grupo
ficaram prenhas do macho dominante. Tendo em conta a sua falta de experiéncia
reprodutiva, a incapacidade de prever o desenvolvimento de instinto maternal, assim
como a reacao do grupo social ao nascimento das crias, foi de imediato posto em prética
um protocolo de seguimento de gravidez de Tursiops truncatus elaborado pelo
Zoomarine Portugal. No ano de 2013 a fémea 1 ficou prenha novamente, tendo sido
posto em pratica 0 mesmo protocolo de seguimento de gravidez. A estudante participou
na parte inicial do protocolo de seguimento posto em préatica na gravidez da fémea 1 em
2014 (seguimento de analitica sanguinea e ecografico) no entanto ndo serdo
apresentados os resultados deste seguimento uma vez que nao seriam representativos de

toda a gestacao.

3.3. PROTOCOLO DE SEGUIMENTO DE GRAVIDEZ DE TURSIOPS TRUNCATUS NO ZOOMARINE

ITALIA

O programa de profilaxia médica posto em pratica no Zoomarine Italia inclui,
além de outros procedimentos, execucao de ecografia semanal aos 6rgaos reprodutivos
(Figura 10 A) das fémeas de golfinho roaz para detegdo de crescimento folicular,
ovulacdo e diagndstico precoce de gravidez - as quatro semanas de gestacdo (Stone et
al. 1999 cit. por Lacave et al. 2004). Assim que se verifica a presenca de um feto as
ecografias semanais mantém-se pois permitem estimar a data do parto (Lacave et al.
2004) e verificar que toda a gestacdo se desenvolve da maneira esperada, de modo a que
se possa planificar a execucdo de outras acbes do protocolo em questdo. Nos Gltimos
dois meses de gravidez faz-se o exame ecografico duas vezes por semana, nas duas
ultimas semanas trés vezes por semana e na Ultima semana todos os dias.

A ecografia, bem como todas as outras intervencGes que fazem parte deste
protocolo, sdo realizadas com cooperagdo do animal através de um comportamento

médico - comportamento efetuado pelo animal que permite assessorar o seu estado de
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salude (www.imata.org). Neste caso o animal coloca-se junto ao bordo da piscina em
posicdo lateral e mantém essa posicdo fazendo pausas para respirar com ajuda dos
treinadores que suportam a cabeca e a cauda. Devido as caracteristicas da pele dos
golfinhos nédo existe ar entre esta e a sonda e por isso ndo é necessario utilizar gel na
realizacdo do exame ecografico (Brook 2001). A sonda utilizada é semi-convex de 3.5
MHz e o modo utilizado é o modo B, alterando-se para modo M para determinar a
frequéncia cardiaca do feto. A sonda é colocada transversalmente imediatamente cranial
a fenda genital e é deslocada cranialmente até se visualizar o ovario entre 0s muasculos
reto abdominal e lombar hipaxial e o feto. Observam-se as dimensdes do corpo luteo
para verificar que ndo esti a regredir, o crescimento fetal através das medidas do
didmetro biparietal e do térax, o corddo umbilical para ver se esta livre de compressao e
a viabilidade fetal através da medicéo da frequéncia cardiaca. Posteriormente inserem-
se as medidas do feto no programa informatico de regressao linear do aumento do
didmetro biparietal e tordcico desenvolvido por Lacave et al. 2004 que permite estimar a
data do parto.

E  também  parte
integrante do programa de
profilaxia médica do
Zoomarine Italia fazer uma
colheita de sangue (Figura 10
B) de cada animal por més.
Esta frequéncia mantém-se
nos primeiros dez meses de
gestacdo e aumenta para duas

colheitas sanguineas por més

nos ultimos dois meses. Na

Figura 10. A Ecografia, B Colheita de sangue, C Medicdo da
execucdo deste procedimento  distancia inter-maméria, D Medigdo da temperatura retal.
Imagens gentilmente cedidas pelo Zoomarine Italia.

o animal emerge a parte
caudal do corpo que é segura pelo treinador e girada para que exponha a parte ventral da
cauda onde se vé o sulco que possui a veia caudal ventral. A colheita de sangue faz-se
com uma agulha borboleta de vinte e um Gauge acoplada a um adaptador de tubos de
vacuo. Colhe-se sangue em tubos sem anti-coagulante, dos quais se extrai soro para
medir os parametros de bioquimica; num tubo com citrato de sddio, do qual se extrai

plasma para avaliar o fibrinogénio, num tubo com litio heparina para medir a velocidade
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de sedimentacdo eritrocitaria e num tubo com EDTA para efectuar hemograma. O
hemograma é realizado num laboratério externo e é complementado com um esfregaco
sanguineo e respetiva visualizagdo ao microscopio Otico para efetuar contagem
diferencial de leucdcitos, realizacdo de microhematdcrito com respetiva leitura e leitura
de proteinas totais num refratbmetro - tarefas executadas no laboratério da Clinica
Veterindria do Zoomarine Italia. A andlise dos parametros bioquimicos é feita num
laboratério externo sendo medidos os pardmetros disponiveis e padronizados no
analisador bioquimico utilizado - glucose, ureia, creatinina, bilirrubina, colesterol,
proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase, alanina
transaminase, aspartina transaminase, creatina kinase, lactato desidrogenase, calcio,
fosforo, sddio, potéssio, cloro, ferro, triglicerideos, amilase, lipase e acido drico. Os
resultados da analitica sanguinea sdo importantes para complementar a avaliacdo do
estado de salde do animal, que ndo é facil de efetuar apenas com exploracédo
macroscopica. Na avaliacdo dos resultados da-se especial atencéo aos valores de ferro,
fibrinogénio, globulos brancos e velocidade de sedimentagao eritrocitaria pois estes séo
utilizados para identificar precocemente qualquer processo inflamatorio que possa estar
a desenvolver-se.

Nos ultimos trés meses de gestacdo mede-se a temperatura retal da progenitora
(Figura 10 D) uma vez por dia, atraves da colocacdo de uma sonda termosensivel
caudalmente na fenda genital. A frequéncia das medicGes aumenta para duas vezes por
dia nas ultimas duas semanas de gestacdo para prever de forma mais precisa a data do
parto. uma vez que esta demonstrada uma diminuicdo de 0,7 a 1,3° Celsius na
temperatura retal de golfinhos roaz de vinte e quatro a doze horas antes do parto
(Terasawa et al. 1999).

O valor da distancia inter-mamaria € outro parametro importante pois pode
indicar a proximidade do parto uma vez que apesar de aumentar ao longo da gestacéo
devido a acumulacdo de leite nas glandulas mamérias, aumenta abruptamente nos
ultimos dias de gestacdo possivelmente devido a deslocacdo caudal do feto no Utero
(Francesco Grande, Zoomarine Italia, comunicagdo pessoal). No mesmo periodo de
tempo e com a mesma frequéncia das medicGes de temperatura fazem-se medicgdes da
distancia inter-mamaria com auxilio de um paquimetro (Figura 10 C).

Nos trinta dias que antecedem a data prevista do parto sdo feitas observagdes
subaquaticas sistematicas da fémea gestante ao longo de dezasseis horas, no periodo

noturno, na piscina médica, onde o animal é isolado. Sdo registadas a frequéncia
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respiratoria, de defecacgdo, urinaria e das contracdes e distensdes abdominais que sdo
também caracterizadas quanto ao seu grau. Na semana antes da data prevista do parto,
as observacOes sdo efetuadas durante vinte e quatro horas pois qualquer alteragédo
fisioldgica ou comportamental pode indicar a iminéncia do parto.

Durante o parto esta presente a equipa que foi previamente formada e treinada a
intervir caso haja problemas no trabalho de parto que possam comprometer a
viabilidade da progenitora e do feto. Esta equipa é formada pelos médicos veterinarios,
treinadores e bidlogos. E contabilizada a duragdo da expulsdo do feto e quanto tarda a
expulsdo da placenta. Sdo recolhidas amostras de placenta para despiste de Brucella
spp. e administra-se a progenitora, por via oral, acido clavulénico e amoxicilina 10
mg/kg de doze em doze horas durante dez dias. O antibidtico é administrado para
prevenir possiveis infecbes como metrite, vaginite e possiveis mastites causadas pelo
modo de alimentacdo da cria -ma posicdo, elevado nimero de tentativas (Francesco
Grande, Zoomarine Italia, comunicacdo pessoal).Na primeira semana de vida da cria
observa-se a sua frequéncia respiratéria e de amamentacdo durante vinte e quatro horas,
pois é neste periodo que a cria vai aprender a nadar, respirar e alimentar-se, estando
muito vulneravel a fatores externos. E bastante importante verificar a eficiéncia da

amamentacao pois, em caso de falha, a imunidade passiva pode estar comprometida.
3.4. RESULTADOS E SEGUIMENTO

Nas
ecografias
realizadas ao
longo da
gestacdo das
duas fémeas
observaram-se
corpos ldteos
de grandes
dimensdes
(Figurall Ae
B), em média

Figura 11. A e B Corpo Luteo, C e D Corddo umbilical. Imagens gentilmente
2,5x3cm. O cedidas pelo Zoomarine Italia.

cordao umbilical (Figura 11 C e D) dos dois fetos foi constantemente visualizado como
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uma estrutura individualizada, sem ndés e ndo comprimida por outras estruturas.
Verificou-se 0 aumento do didmetro biparietal e toracico dos dois fetos ao longo da
gestacdo (Figura 12 em Anexo) e o batimento cardiaco determinado foi em média 160
batimentos por minuto.

N&o foram observadas alteracGes patoldgicas nos parametros hematoldgicos e
bioguimicos avaliados nas fémeas 1 e 2. Quanto aos pardmetros sanguineos indicativos
de inflamagdo verificou-se que: a velocidade de sedimentagdo eritrocitaria esteve em
média acima dos valores de referéncia (4-17 mm/h) nos dois animais (Figura 13 A em
Anexo); o0 numero total de glébulos brancos esteve dentro dos valores de referéncia
publicados (5000-9000 milhdes) (Figura 13 B em Anexo); a quantidade de ferro
sanguinea esteve maioritariamente entre os valores de referéncia (120-340 pg/dl)
(Figura 13 C em Anexo) e o fibrinogénio ultrapassou o valor maximo de referéncia
(170-280 mg/dl) quatro vezes na fémea 2, tendo duas das vezes sido ap6s o parto
(Figura 13 D em Anexo). Como na colheita de sangue efetuada a fémea 2 oito dias antes
do parto se verificaram valores dos parametros inflamatorios que poderiam indicar
existéncia de inflamacdo (fibrinogénio 366 mg/dl, velocidade de sedimentagdo
eritrocitaria 80 mm/h e 6350 milhdes de glébulos brancos), iniciou-se uma terapia oral
com 10 mg/kg de amoxicilina e &cido clavulanico de doze em doze horas que teve a
duracgéo de trinta dias.

A temperatura retal das progenitoras esteve dentro dos valores de referéncia
(36,3-36,9 graus Celsius) e diminuiu 0,3 graus Celsius doze horas antes do parto na
fémea 1. Na fémea 2 ndo se conseguiram obter os valores dos Ultimos dias antes do
parto devido a falta de cooperacdo do animal. A distancia inter-mamaéria aumentou
progressivamente ao longo da gestacdo em ambas as fémeas. Na fémea 1 verificou-se
um aumento de 5 milimetros doze horas antes do parto, na fémea 2 ndo se conseguiram
obter os valores dos Gltimos dias antes do parto pelo motivo supracitado. Verificou-se
ainda um aumento da intensidade e frequéncia das contrac@es nas duas fémeas a medida
gue se aproximava a data prevista de parto.

O parto da fémea 1 durou setenta minutos, a placenta foi expulsa quatro horas
apos o0 parto e a cria estava em posicdo posterior. O parto da fémea 2 teve duracdo de
vinte minutos, a placenta foi expulsa dez horas e vinte minutos apds o parto e a cria
estava em posicédo anterior. Os resultados dos exames microbioldgicos foram negativos
quanto a presenca de Brucella spp. nas duas placentas. Em ambas as crias a frequéncia

respiratéria ndo excedeu as cinco respiragdes por minuto por mais de duas horas e era
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sincronica com a da progenitora; a amamentacdo da cria 1 iniciou-se seis horas apds o
nascimento e a da cria 2 dezasseis horas ap6s o nascimento. Ao longo do tempo
verificaram-se valores decrescentes de tentativas e de nimero de amamentacgoes efetivas
devido a maior eficiéncia das crias em alimentar-se.

Nove dias apds o parto da fémea 1 observaram-se dificuldades respiratdrias na
cria 1 seguidas de morte imediata da mesma. A fémea 1 ndo apresentava alteragdes na
analitica sanguinea nem de comportamento e as analises microbioldgicas do seu leite e
da agua da piscina médica obtiveram resultados satisfatérios. Foi encontrada 1
UFC/100ml de Pseudomonas aeruginosa numa das piscinas do delfinario. Durante a
necropsia da cria verificou-se boa condicdo corporal, hiperémia e edema pulmonar,
hiperémia moderada das meninges e petéquias nas serosas dos diversos 6rgaos. Foram
recolhidas amostras de todos os 6rgdos da cria 1 para analise microbioldgica e foi
encontrada Escherichia coli no coracdo, Pseudomonas spp. no encéfalo e pulmdes e
Pseudomonas aeruginosa no intestino. A data da concretizagio deste relatorio de

estagio a cria 2 encontrava-se viva.
3.5. DISCUSSAO

O corpo lateo observado durante os exames ecograficos tinha grandes
dimensdes, como era esperado, de modo a produzir niveis elevados de progesterona
durante a gravidez (Sawyer — Steffan et al. 1983). O cord@o umbilical foi observado por
ecografia sem a presenca de nos e de outras estruturas que 0 comprimissem, o que esta
de acordo com a viabilidade fetal observada. Também por ecografia foi verificado o
aumento do diametro biparietal e toracico esperado devido ao crescimento fetal linear
(Lacave et al. 2004), e um batimento cardiaco fetal dentro dos valores verificados na
pratica clinica (Pietro Saviano, comunicacdo pessoal).

Na avaliacdo da analitica sanguinea de golfinhos roaz tem de se ter em conta
variacOes fisioldgicas que podem ocorrer durante a prenhez (Terasawa et al. 2002). A
velocidade de sedimentacdo eritrocitaria, apesar de estar acima dos valores de referéncia
(Bossart et al. 2001) encontrava-se dentro dos valores verificados em fémeas prenhas na
pratica clinica (Francesco Grande, Zoomarine Italia, comunicacdo pessoal). Os
leucdcitos, apesar de estarem dentro dos valores descritos na bibliografia (Bossart et al.
2001) estiveram acima dos valores verificados neste grupo de golfinhos roaz na pratica
clinica (Francesco Grande, Zoomarine Italia, comunicacdo pessoal). Esta alteracédo era,

no entanto, esperada pois em fémeas prenhas verifica-se neutrofilia moderada na
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analitica sanguinea (Duffield & Robeck 1999). A concentracdo de ferro esteve dentro
dos valores de referéncia (Bossart et al. 2001) exceto em duas colheitas sanguineas da
fémea 2. Contudo a diminuicdo pontual verificada nas duas colheitas sanguineas nao foi
considerada clinicamente relevante pois os valores dos outros parametros inflamatdrios
estavam dentro dos valores esperados. O valor de fibrinogénio sanguineo ultrapassou
quatro vezes o valor maximo de referéncia (Bossart et al. 2001) no entanto como é
esperado um aumento dos valores de fibrinogénio sanguineo durante a prenhez
(Duffield & Robeck 1999) e ndo havia alteracbes dos restantes parametros
inflamatdrios, as elevac@es verificadas ndo se consideram clinicamente relevantes.

Na colheita de sangue efetuada a fémea 2 oito dias antes do parto verificaram-se
valores dos parametros inflamatdrios que poderiam indicar existéncia de inflamacéao
pois o fibrinogénio (366 mg/dl) estava bastante proximo do limite superior, a velocidade
de sedimentacdo eritrocitaria (85 mm/Hg) apresentava um dos valores mais elevados
verificados durante a gravidez e os gloébulos brancos (6350 milhdes) encontravam-se
acima dos valores verificados na pratica clinica para este grupo de golfinhos roaz (3500-
5000 milhdes - Francesco Grande, Zoomarine Italia, comunicacdo pessoal). Por se
considerar que poderia existir um processo inflamatorio na fémea 2 e tendo em conta
que oito dias depois (data estimada do parto) se iria iniciar a administracdo de
antibidtico, iniciou-se no dia da colheita de sangue a terapia oral com amoxicilina e
acido clavulanico 10 mg/kg de doze em doze horas. A terapia durou trinta dias pois
apenas terminou apds o “gating” (passagem da progenitora e cria da piscina médica para
outra piscina por condicionamento operante - acdo em que as fémeas se podem lesionar)
e apds os valores de analitica sanguinea ndo apresentarem alteracfes. A amoxicilina é
um antibidtico p-lactdmico que foi escolhido pois embora atravesse a barreira feto-
placentaria e seja excretado no leite, ndo possui efeitos nefastos no desenvolvimento do
feto (www.infarmed.pt).

A temperatura retal das progenitoras esteve dentro dos valores de referéncia e
como se esperava, diminuiu 0,3 graus Celsius doze horas antes do parto na fémea 1
(Terasawa et al. 1999). Também a distancia inter-mamaria evoluiu como era de esperar
aumentando substancialmente doze horas antes do parto na fémea 1. O aumento da
frequéncia e intensidade das contragdes verificado a medida que se aproximou o parto
vai de encontro ao descrito na bibliografia (Robeck et al. 2001), bem como a duracao do
parto (até duas horas) e o periodo de tempo entre a expulsdo do feto e a expulsdo da
placenta (até doze horas) (Duffield & Robeck 1999).
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Os resultados microbioldgicos das placentas foram negativos, como se esperava,
uma vez que todos os golfinhos do parque nasceram noutros parques livres de Brucella
spp. e ndo tiveram contacto com outros animais. A pesquisa desta bactéria, porém, € de
elevada importancia devido ao seu potencial zoonético (Wu et al. 2014) e por ja se ter
isolado Brucella spp. em populac¢@es sob cuidado humano. Apesar de se desconhecer a
fisiopatologia da doenga em mamiferos marinhos pensa-se que pode causar problemas
reprodutivos, a semelhanca do que se verifica noutras espécies (Dunn et al. 2001).

Os sinais clinicos da cria 1 juntamente com os achados macroscépicos e
microbiologicos da necropsia, sugerem que a causa de morte foi broncopneumonia
(dificuldade respiratéria, hiperémia e edema pulmonar) seguida de septicemia
(petéquias nas serosas dos diferentes érgdos, hiperémia das meninges, Escherichia coli
no coracdo, Pseudomonas spp. no encéfalo e Pseudomonas aeruginosa no intestino)
(Francesco Grande, Zoomarine Italia, comunicacdo pessoal). As infecdes bacterianas
sdo a primeira causa de morte de crias entre 0s sete e 0s noventa dias pds parto devido a
falha na imunocompeténcia (Duffield & Robeck 1999). No entanto este facto ndo era
esperado uma vez que os padrdes de amamentacdo da cria 1 eram normais. Nos
mamiferos marinhos ha uma grande prevaléncia de infecdes por bactérias Gram-
negativas, o que aumenta as probabilidades de endotoxemia e choque séptico que
culminam em faléncia organica geral. Como as crises de septicemia evoluem muito
rapidamente, um animal com septicemia pode apresentar um comportamento normal
nas horas anteriores ao seu falecimento (Dunn et al. 2001). Este facto é semelhante ao
sucedido com a cria 1 que tinha um padrédo de amamentacéo e respiracdo normal e que
apresentou dificuldades respiratorias de forma hiper aguda e faleceu.

Numa proxima gestacdo da fémea 1 podera fazer-se suplementagdo vitaminica e
imunitaria (por exemplo com comprimidos de Echinacea purpurea) durante a gravidez
para que aumente a eficacia da imunidade passiva transmitida pelo leite. Também se
poderad capturar a cria nos primeiros dias de vida para efetuar recolha e analise de
sangue, que dard mais informacbes sobre a eventual presenca de uma
inflamacdo/infecdo a equipa veterinaria, de modo a que esta possa atuar mais

precocemente (Letizia Fiorucci, Zoomarine ltalia, comunicacgéo pessoal).

4. CONCLUSAO
Embora cada parque tenha um protocolo de seguimento de gravidez
estabelecido, é essencial ir modificando e adaptando os procedimentos utilizados de
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acordo com a experiéncia adquirida e o grupo de animais em questio. E também
importante ter uma boa instalagdo e equipa de observacdo subaquatica de modo a
registar e comunicar qualquer alteragdo fisiologica ou de comportamento para que se
possa intervir precocemente na progenitora ou na cria. Apesar dos seguimentos
efetuados e do aperfeicoamento das técnicas utilizadas, a percentagem de crias que
sobrevivem além dos 3 meses de idade € bastante baixa, 0 - 33% (Duffield & Robeck
1999).
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IV. ANEXO

Analitica sanguinea executada em Caretta caretta

Hemograma realizado num hemocitometro complementado com esfregaco sanguineo e
respetiva visualizacdo ao microscopio Otico para efetuar contagem diferencial de
leucdcitos, microhematdcrito com respetiva leitura, leitura de proteinas totais num
refractometro. Medicdo dos pardmetros bioquimicos disponiveis e padronizados no
analisador bioquimico utilizado - glucose, ureia, creatinina, bilirrubina, colesterol,
proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina, gamaglutamiltransferase, alanina
transaminase, aspartina transaminase, creatina kinase, lactato desidrogenase, calcio,

fosforo, sddio, potassio, cloro, ferro, triglicerideos e acido Urico)

Figura 12. Crescimento dos dois fetos ao longo da gestacdo da fémea 1 e 2.
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Figura 13. Variacdo dos parametros sanguineos inflamatorios ao longo da gestacdo da
fémea 1 e da fémea 2 — velocidade de sedimentacdo eritrocitaria (A), leucécitos (B),

ferro (C) e fibrinogénio (D).
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