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Resumo



Parametros bioquimicos e hematoldgicos de Testudines sdo escassos na literatura. A
elaboracdo da presente dissertacdo teve por objetivo descrever todas as etapas e
procedimentos que foram realizados com seis espécies de testudines, das espécies de cagado-
de-barbicha (Phrynops geoffroanus), tartaruga-da-amazonia (Podocnemys expansa), cagado-
do-Nordeste (Mesoclemmys tuberculata), jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria), tracaja
(Podocnemis unifilis), tigre-d’agua (Trachemys dorbigni) do Zoologico do Parque Estadual
Dois Irmaos, Recife-PE. Foram utilizados dez animais de cada espécie, em que os animais
clinicamente higidos passaram pela biometria e pela punc¢ao da veia coccigea dorsal, de onde
foram obtidas amostras de sangue utilizando-se Heparina Sodica, para avaliagdo hematologica
(eritrograma e leucograma). Para a avaliacdo da bioquimica sérica, foram analisados Alanino
aminotransferase (ALT), Fosfatase alcalina (FALCA), Gamaglutamiltransferase (GGT),
Célcio, Magnésio, Fosforo e Proteinas Totais, os quais foram determinados através de
analisador bioquimico semiautomatico com uso de kit de reagentes comerciais da Dolles®.
Foi utilizada a Heparina de S6dio como anticoagulante, porém os esfregagos foram realizados
a fresco. No hemograma e na bioquimica sérica, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em relacdo aos dados da literatura, em que tais variagdes possivelmente ocorrem
devido as diferengas entre as espécies, ou quanto aos métodos de coleta, sazonalidade, sexo
dos animais e tipo de anticoagulante utilizado, quando os animais comparados eram da
mesma espécie. Através da realizacdo da andlise hematologica e também andlise da
bioquimica sanguinea destas espécies, pdde-se sugerir valores de normalidade para as
espécies em estudo quando em cativeiro, favorecendo a interpretacdo de hemogramas obtidos

de animais destas espécies em cativeiro, que ainda ¢ bastante controversa.

Palavras-chave- Animais silvestres, leucograma, eritograma, jabutis, cagados

Abstract



Biochemical and hematological parameters of Testudines are scarce in the literature. The
purpose of this dissertation was to describe all the stages and procedures that were carried out
with six species of testudines, of the species of Geoffroy’s side-necked turtle (Phrynops
geoffroanus), Giant south American river turtle (Podocnemys expansa), Tuberculate toadhead
turtle (Mesoclemmys tuberculata), Red-footed tortoise (Chelonoidis carbonaria), yellow-
spotted amazon river turtle (Podocnemis unifilis), Black-bellied slider (Trachemys dorbigni)
of the Dois Irmaos State Park Zoo, Recife-PE. Ten animals of each species were used, in
which the clinically healthy animals underwent biometry and dorsal coccygeal vein puncture,
from which blood samples were obtained for hematological evaluation (erythrogram and
leukogram), which were Total Red Blood Cell Count, Hemoglobin, Hematocrit (obtained by
the microhematocrit method), hematimetric indexes (VCM, HCM and CHCM), Total Plasma
Proteins (obtained by refractometry) and Differential Leukocyte Count, besides serum
biochemical parameters, which included liver enzyme dosage (ALT, ALP and GGT), Calcium,
Magnesium, Phosphorus and Total Proteins, which were obtained by semiautomatic
biochemical counter with the use of commercial reagent kit. Sodium Heparin was used as an
anticoagulant, however the smears were fresh. In the hemogram and serum biochemistry,
statistically significant differences were observed in relation to the literature data, where such
variations possibly occur due to the differences between the species, or the methods of
collection, seasonality, sex of the animals and type of anticoagulant used, when the animals
compared were of the same species. Through the hematological analysis and also the blood
biochemistry analysis of these species, it was possible to suggest normal values for the species
under study in captivity, favoring the interpretation of hemograms obtained from animals of

these species in captivity, which is still quite controversial.

Keywords- Wild animals, leukogram, erythrogram, tortoises, freshwater turtles
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A 4area de pesquisa com animais silvestres ¢ bastante desafiadora, inclusive no que
tange a clinica veterindria, pois existe certa dificuldade para o clinico na realizacdo da
exploracao fisica, assim como na execucao de um exame clinico adequado nestas espécies
animais, em consequéncia de particularidades anatémicas e comportamentais (SANTOS et al.,
2005). Esta dificuldade encontrada para a exploragdo fisica e para a execugdo de um exame
clinico adequado nestas espécies animais faz com que as informagdes obtidas sejam minimas
e na maioria das vezes inadequadas para a realizacdo de um diagndstico, levando o clinico a

utilizar-se de métodos ou exames complementares para auxilia-lo (MUNDIM et al., 1999).

O laboratorio clinico tem estado presente na clinica de pacientes humanos € vem sendo
cada dia mais utilizado em animais domésticos auxiliando na prevencdo, diagndstico e
controle de doencas. Na medicina de animais selvagens, os exames laboratoriais ja podem ser
considerados como ferramentas para diagnosticar e prevenir doengas e até mesmo como
biomarcadores de agressdes ambientais, uma vez que a sanidade do meio ambiente influencia

na vida dos seres que interagem com esse (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Em relagdo aos valores sanguineos e bioquimicos de répteis, ocorrem muitas
limitagdes, pois 0s mesmos possuem variagdes nos parametros sanguineos em relagdo a idade,
sexo, tamanho, saude, dieta, sazonalidade, habitat, dificultando bastante o estabelecimento de
valores de referéncia, bem como comparagdes entre individuos e populagdes, tornando de
grande necessidade o estabelecimento de padrdes para diversas espécies, possibilitando uma
avaliacao do estado de saude e niveis de estresse destes animais, tanto de vida livre, como de
cativeiro (CAMPBELL, 2006; THRALL et al., 2007 ). Com isso, percebe-se a necessidade da
realizagdo de pesquisas na area de hematologia e bioquimica sérica de répteis, que
indubitavelmente h& de contribuir para o diagnostico de enfermidades através do

estabelecimento dos niveis de referéncia para cada espécie.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

e Estabelecimento de perfil hematologico para seis espécies de testudines brasileiros
mantidos em cativeiro, sendo eles, cdgado-de-barbicha (Phrynops geoffroanus),
tartaruga-da-amazonia (Podocnemys expansa), cagado-do-Nordeste (Mesoclemmys
tuberculata), jabuti-piranga (Chelonoidis carbonaria), tracaja (Podocnemis unifilis) e

tigre d’agua (Trachemys dorbigni).
2.2 Objetivos Especificos
e Determinar valores de eritrograma.
¢ Determinar valores de Contagem Diferencial de Leucdcitos.

e Determinar valores bioquimicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Os Testudines

Os testudines incluem tartarugas, cagados e jabutis. Seu metabolismo também ¢ muito
mais lento que o dos demais répteis. Todos os testudines sdo oviparos, depositando seus ovos
em buracos no solo, depois de cobertos com areia e abandonados para que sejam incubados
eventualmente no calor do sol. Os filhotes sofrem a influéncia da temperatura durante o
periodo de incubagdo na determinacdo de seu futuro sexo. Sua expectativa de vida ¢

extremamente longa, principalmente em jabutis e nas tartarugas (OLIVEIRA, 2003).

Aproximadamente 20% das 278 espécies de testudines do mundo ocorrem na América
do Sul, representando oito familias (Dermochelyidae, Cheloniidae, Chelydridae, Emydidae,
Kinosternidae, Testudinidae, Podocnemididae e Chelidae). Dessas, a familia Chelidae, cujos
representantes tipicos sdo conhecidos como cagados, ¢ a mais rica, contando com 23 espécies,

das quais 19 ocorrem no Brasil (SOUZA, 2004).

A relagdo filogenética das espécies de testudines estd contida na figura abaixo (figura

).

Figura 1. Relacao filogenética da ordem Testudines (GOULART,
2004).

Emwvdidae i
lestudinoidea
Testudimidace T
Dermatemydidae
Kinosternidae ;
Imonychoidea :
Carettochelvidae i Cryptodira
Imonychidae

Chelonndae i
—l: Chelomioides
Dermochelyidac i

Chelydridae

Chehdae

Pelomedusidae i Pleurodira |
Pelomedusoidea ) ¥
Podocnemididae ¥ H

Os cagados, de modo genérico, sdo os testudines de dgua doce ou salobra, embora s6

entrem na agua para cacgar peixes € anfibios (quando ndo o fazem, repousam nas margens das
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colegdes de agua). A expectativa de vida € de 30-50 anos, embora raramente cheguem a tanto

em cativeiro (OLIVEIRA, 2003).

Dentre os cagados brasileiros, tem-se a tartaruga-da-amazonia (Podocnemis expansa -
Schweigger, 1812), a qual habita na América do Sul, nas bacias dos rios Amazonas, Orinoco e
Essequibo (OLIVEIRA, 2003). No Brasil, habita nas bacias dos rios Amazonas, Araguaia,
Tocantins e Branco (IBAMA, 2007). Esta espécie de habitos aquaticos possui dimensdes que
vao de 85 cm a 1 m de comprimento e 45 a 70 kg de peso, sendo o maior quelonio de dgua
doce da América do Sul e um dos maiores do mundo. Sua carapaga possui uma coloragdo
verde-oliva acinzentada e seu plastrdo uma colora¢do amarelada. Sua alimentagdo ¢ a base de
frutas e a sua maturagdo sexual se d4 entre 7 a 8 anos de idade (OLIVEIRA, 2003, FREITAS
e SILVA, 2007). De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA, 2017), sua reproducao varia conforme a localidade, mas sabe-

se que no Brasil, desova nos meses de agosto a dezembro, desovando entre 40 e 160 ovos.

Figura 2. Podocnemis expansa (A) e sua distribuicdo na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.

O tigre-d’agua (Trachemys dorbigni - Duméril e Bribon, 1835) ¢ originario do Sul do
Brasil, norte da Argentina, Uruguai e Paraguai. Apresenta carapaca, cabeca € membros com
desenho de coloracdo verde, amarelo e preto. Embora pequeno, possui um comportamento
agressivo, com a incubagio dos ovos levando dez semanas. E o cagado mais vendido, muitas

vezes ilegalmente em feiras livres (OLIVEIRA, 2003).
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Figura 3 Trachemys dorbigni (A) e sua distribuigdo na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.

Os tracajas (Podocnemis unifilis - Troschel, 1848) possuem dimensdes de até¢ 20 cm de
comprimento € uma pele escura, com marcas de coloracdo amarelo-viva na face. Sua
alimentagdo ¢ a base de pequenos vertebrados e peixes, além do zoo e fitoplancton do rio, os
quais captura nadando com a boca aberta na superficie da agua e expelindo a dgua pelas
narinas (OLIVEIRA, 2003). De acordo com o IBAMA (2017), os tracajas possuem ampla
distribuicao geografica, ocorrendo em rios das regioes norte e centro-oeste do Brasil, Bolivia,
Colombia, Peru, Venezuela e Guianas. O periodo de nidificagdo varia conforme a localidade.
No Brasil, ocorre de junho a outubro, podendo desovar entre 20 e 40 ovos. Pode alcancar mais

de 60 cm de comprimento, e pesar cerca de 9,0 kg.

Figura 4 Podocnemis unifilis (A) e sua distribuigdo na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.
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Sobre os cagados-do-Nordeste (Mesoclemmys tuberculata - Liederwaldt, 1926),
Santana et al. (2015) declaram que ha poucas informacdes sobre a biologia desta espécie, com
a maior parte das informagdes obtidas de animais em cativeiro. Esta espécie ¢ endémica do
Brasil, ocorrendo ao longo da bacia do rio Sdo Francisco, em areas de cerrado e caatinga, nos
estados de Minas Gerais, Bahia, Alagoas, Piaui e Maranhdo. Sua extensdo de ocorréncia
calculada ¢ de 1.079.735,10 km?*. Nos Estados do Maranhio e Piaui, em areas de restinga, é
utilizado o manejo de fogo para a renovagdo de pastagens naturais, afetando as areas de
repouso e nidificacdo dessas subpopulagdes. No entanto, ndo hé evidéncias de ameagas que
possam afetar a popula¢do ao ponto de coloca-la em risco de extingdo. Por essas razoes,
Mesoclemmys tuberculata foi categorizada como menos preocupante na lista do ICMBIO
(VOGT et al.,, 2010). Os individuos desta espécie atingem cerca de 35 cm de comprimento
total, e embora de habitos aquaticos, podem ser encontrados no meio da vegetagdo arborea

(FREITAS e SILVA, 2007).

Figura 5. Mesoclemmys tuberculata (A) e sua distribuigdo na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.

O cégado-de-barbicha (Phrynops geoffroanus- Schweigger, 1812) ¢ uma das espécies
mais comuns do Brasil, e uma das maiores do género, medindo até 35 cm, com pescogo
bastante longo, que ¢ recolhido lateralmente, além da presenca de barbilhdes na regido gular,
que identificam a espécie. Possuem dieta carnivora na natureza, alimentando-se de peixes e
pequenos animais. Habitam as bacias dos rios Paran4, Amazonas e Sao Francisco, vivendo em

habitat aquético, e pesando de 0,6 a 4,0 kg (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).
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Figura 6. Phrynops geoffroanus (A) e sua distribuicdo na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.

Os jabutis, por sua vez, sao os testudines mais adaptados ao habitat terrestre. Em sua
maior parte sdo herbivoros e bebem bastante d4gua, embora sejam resistentes a desidratacdo. A
expectativa de vida ¢ bastante longa, como por exemplo, as tartarugas-das-galapagos, que

podem chegar a viver 200 anos (OLIVEIRA, 2003).

O género Chelonoidis (Fitzinger, 1835) ¢ atualmente composto por quatro espécies
distintas, encontradas na América do Sul, que sdo Chelonoidis carbonaria, C. chilensis, C.

denticulata e C. nigra (SILVA et al., 2011).

Dentre as espécies de jabutis deste gé€nero, encontram-se os jabutis-piranga
(Chelonoidis carbonaria - Spix, 1824), distribuidos amplamente nas planicies da América do
Sul, ocorrendo na Guiana, Venezuela, Bolivia, Coldombia, Paraguai, Brasil e Argentina ¢ na
América Central ocorre no Panamd, Antilhas e Ilha de Trinidad, estando amplamente
distribuidos nas florestas mais secas e pastagens, sendo tais areas relativamente quentes e
secas na maior parte do ano. Estes animais vivem em torno de 80 a 100 anos de idade,
possuindo uma dieta onivora na natureza. Possuem em torno de 22 cm de carapaca, pesando
em torno de 6,0 a 12 kg, possuindo uma coloracdo uniformemente marrom-amarelada. A
fémea ¢ nitidamente maior que o macho, a qual ndo tem a concavidade do plastrdo acentuada.
Embora ndo listada como ameagada pela International Union of Conservation Nature (IUCN,
2016), esta sob consideravel pressdo, tendo em vista o seu declinio em algumas areas. No
Brasil, ocorre nos biomas da Amazonia, Cerrado, Pantanal, Caatinga e Mata Atlantica, nos
estados do Amazonas, Para, Rondonia, Roraima, Maranhao, Piaui, Pernambuco, Alagoas,

Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias. Sua extensdao de ocorréncia calculada no
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pais é de 5.750.511,31 km? e essa espécie ¢ comumente encontrada nos estados que ocupa.
Embora sejam intensamente utilizadas ilegalmente como animal de estimagdo e para

alimentacdo humana, essas atividades parece ndo afetar significativamente sua popula¢do no

pais (SWINGLAND e KLEMENS, 1989; VOGT et al., 2010; MUNDIM et al., 1999).

Figura 7- Chelonoidis carbonaria (A) e sua distribuigio na América do Sul (B). Fonte: ICMBIO.

3.2 O Hemograma

Um dos exames diagnosticos mais utilizados € o hemograma, que conforme Almosny
e Monteiro (2007) ¢ o principal exame de triagem e por isso deve ser o primeiro a ser
solicitado, visando elucidar uma suspeita clinica e direcionar o0s outros exames
complementares. Este exame, por sua vez, ¢ dividido em dois grupos de exames, que sdo o
eritrograma onde sdo avaliados os eritrocitos sanguineos € o leucograma que analisa os
leucocitos. Este ultimo, de acordo com Thrall et al. (2007), abrange as contagens total e
diferencial de leucocitos e o exame morfoldgico dos leucocitos em esfregaco sanguineo

corado.

O hemograma pode ser influenciado por varios fatores, como espécie, idade, sexo,
habitat, dieta, estado de saude, reproducdo, niveis de estresse, local de venopungdo,
sazonalidade, hibernagao, estado de cativeiro, coloracdo dos esfregacgos, técnicas de avaliagdo,
bem como fatores ambientais, os quais podem influenciar nos resultados do hemograma dos
répteis, alterando a morfologia celular e concentragdo de células sanguineas no sangue
periférico e, por conseguinte, afetando os valores do hemograma e a apresentacao das células

na visualizagdo (STACY et al., 2011; SYKES e KLAPHAKE, 2008).
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Em pesquisa realizada por Lopes-Olvera et al. (2003) com testudines da espécie
Testudo marginata, foi comparada a diferenca entre os locais de colheita sanguinea nos
exames hematologicos, em que amostras de sangue foram colhidas da veia coccigea dorsal e
da veia braquial. Os autores observaram diferencas significativas entre os dois métodos, em

relacdo a contagem de eritrocitos, hematdcrito e concentragdo de hemoglobina.

Para a avaliacdo morfologica das células, bem como a contagem diferencial, deve-se
fazer o esfregaco, que segundo Almosny e Monteiro (2007, p. 942), “o esfregaco sanguineo ¢
o primeiro passo para um hemograma bem realizado, por meio desse, sdo visualizadas
alteracdes morfologicas em células sanguineas e a presenca de hemoparasitas”. E
recomendado que o mesmo seja realizado no momento da coleta para que danos causados por

anticoagulante ndo se confundam com alteragdes hematoldgicas (ALMOSNY, 2014).

Sobre o uso dos anticoagulantes, Muro et al. (1998), apds a realizagdo de estudos com
Testudo hermanni, em que compararam a heparina de litio com EDTA k3, verificaram que o
EDTA ndo deve ser indicado como anticoagulante de testudines, tendo em vista causar
diminui¢do do hematocrito e na contagem de eritrocitos, devido a sua tendéncia em causar
hemodlise e ndo favorecer a confecgdo de um bom esfregago para a contagem diferencial.
Campbell (2006) também cita o efeito de lise que o EDTA provoca nas células,
principalmente dos quelonios e com isso, 0 mesmo autor recomenda o uso de heparina de litio
como anticoagulante, sendo que as amostras devem ser processadas imediatamente, para
reduzir seus efeitos nas células. Por fim, Oliveira (2003) cita que embora deva ser usada
preferencialmente a heparina de litio, também podem ser usadas a heparina de so6dio ou a

heparina de amonio.
3.2.1 Células Sanguineas

As células sanguineas presentes no sangue periférico de testudines consistem de
eritrocitos, leucocitos e trombocitos. Os leucocitos podem ser subdivididos em granulocitos,
que incluem heterofilos, eosindfilos e basofilos, e os agranuldcitos, que incluem linfocitos e
monocitos. Ambos, heterdfilos e eosindfilos apresentam granulos acidofilos, enquanto os

basofilos apresentam granulos basofilicos no citoplasma (ZHANG et al., 2011).

Os eritrocitos possuem formato biconvexo (achatados, ao invés de biconcavos, que

ocorre como nos mamiferos), ovais e com presenca de nucleo, o que gera dificuldades nas
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contagens celulares com hemocitdmetros automaticos, pois gera erros na distingdo com os

leucocitos (OLIVEIRA, 2003).

Os trombdcitos de répteis se apresentam como células nucleadas elipticas e
fusiformes. O nucleo central apresenta densa cromatina de coloragdo purpura; o citoplasma
geralmente ¢ descorado e pode conter alguns granulos azurofilicos. Trombdcitos ativados sdo
comuns e surgem na forma de agregados de células com vacuolos e margens citoplasmaticas
irregulares. Quando estdo agregados, parecem destituidos de citoplasma (THRALL et al.,
2007). Segundo Ferronato (2008), devido a diferencas na metodologia de contagem dos

trombocitos, torna-se dificil fazer uma comparagdo entre os dados obtido com os da literatura.

Com base em sua aparéncia no esfregago sanguineo corado com corantes do tipo
Romanowsky, os granulécitos de répteis podem ser classificados em dois grupos: acidofilos e
baséfilos. Os acidoéfilos sdo classificados em heterofilos e eosindfilos, onde os heterofilos de
répteis geralmente sdo células arredondadas, com granulos citoplasmaticos eosinofilicos. O
nucleo de heterofilos maduros costuma ser excéntrico, redondo ou oval, com denso

aglomerado de cromatina nuclear (THRALL, 2007).

Os eosinodfilos, na maioria dos esfregacos de répteis, aparecem como grandes células
redondas, com granulos citoplasmaticos eosinofilicos esféricos (THRALL, 2007). Quanto a
sua elevacao, Rosskopf (1982) afirma que a eosinofilia ¢ comum em casos de parasitismo, em

que apos a eliminacdo dos parasitas, seu nimero retorna a zero.

Os Heterofilos, por sua vez, recebem este nome, devido a presenga de proeminentes
granulos citoplasmaticos de aspecto brilhante e coloracdo rdseo-alaranjada, sendo o
equivalente dos neutrofilos em mamiferos (STACY et al., 2011). Os mesmos podem
apresentar um aspecto anormal em répteis acometidos por varias doengas. Por exemplo, eles
podem exibir graus variaveis de toxicidade em doencas inflamatorias, principalmente quando
associadas a microrganismos infecciosos, como bactérias. Sua degranulacdo pode ser
provocada por artefatos originados durante a preparacdo do esfregaco sanguineo ou por
alteracoes toxicas (THRALL et al., 2007). Alguns pesquisadores também citam os neutrofilos
como presentes em répteis, como Zago et al., (2010), que os descreve como células
apresentando um nucleo basofilico e ndo segmentado, semelhante aos dos mamiferos, o qual
relata que também foram observadas cadeias fibrilares e granulagdo basofilicas, eosinofilicas
e azurofilicas em seu citoplasma. Contudo ambas serdo consideradas como o mesmo tipo

celular no presente trabalho.
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O basofilo, em mamiferos, tem nicleo volumoso, com forma retorcida e irregular,
geralmente com o aspecto da letra S. O citoplasma ¢ carregado de granulos maiores do que os
dos outros granuldcitos, os quais muitas vezes obscurecem o nucleo. Os basoéfilos constituem
menos de 1% dos leucocitos do sangue, e, por isso, sdo dificeis de encontrar nos esfregacos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Em répteis, os basofilos se caracterizam por possuirem
granulos esféricos ou em forma de bastonete, que se coram intensamente de cor azul-escura
(OLIVEIRA, 2003). Em trabalho realizado por MEAD et al. (1983) com tartarugas
mordedoras (Chelydra serpentina), foi demonstrado o potencial imunologico dos basofilos,
em que ficou evidenciado que estas células possuem sitios de ligagdo para imunoglobulinas e

na presenga de antigenos degranulam, liberando histamina.

Rosskopf (1982) declara que os heterofilos e basofilos sdo responsivos durante a
inflamagdo, em que o numero de heter6filos aumenta e em seguida, quando a inflamagao se

torna cronica, o nimero de basofilos se torna elevado.

Quanto aos monocitos, Oliveira (2003) declara que em répteis, estas células possuem
um Unico nucleo e com reentrancias, sendo maiores que os linfécitos. O seu citoplasma

também ¢ finamente granulado e se cora de azul-claro a cinza-azulado.

Quanto aos azuréfilos, Rameh-de-Albuquerque (2007), em pesquisa realizada com
serpentes afirma que estas células foram o segundo tipo de leucocito mais observado,
apresentando-se redondas e com o citoplasma contendo numerosos granulos azurofilicos e
algumas vezes possuiam uma aparéncia monocitoide. Tratava-se de uma variagao leucocitaria
que possuia muitas variacdes morfologicas. Com relacdo ao nucleo, este se apresenta

centralizado ou levemente excéntrico.

3

E comum encontrar divergéncias dos autores quanto a possibilidade de mondcitos e
azurofilos serem o mesmo tipo celular. No entanto, ALMOSNY (2014) cita que alguns
trabalhos demonstram atuagdo decisiva dos azur6filos - monocitos em processos infecciosos
de serpentes, com atividade compativel com mondcitos. No presente trabalho, mondcitos e

azurofilos sdo considerados como o mesmo tipo celular.

Os linfocitos de serpentes, lacertilios e testudines sao células redondas que apresentam
irregularidades quando se moldam as células adjacentes no esfregago sanguineo ou quando se
dobram. Tém nucleo central ou ligeiramente excéntrico, redondo ou com discreta indentagao;

nos linfécitos maduros, a cromatina nuclear encontra-se densamente agregada. E comum os
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linfocitos apresentarem alta propor¢do nucleo: citoplasma. O linfocito pequeno maduro tipico
tem citoplasma escasso ligeiramente basofilico (azul-claro). Os grandes linfocitos tém maior
volume citoplasmatico, em comparagao com os linfocitos pequenos e o niicleo normalmente ¢
claro. O citoplasma de um linfécito normal tem aspecto homogéneo e carece de vactolos e

granulos (THRALL et al., 2007).

A fungdo dos linfocitos de répteis ¢ semelhante a de linfocitos de aves e mamiferos.
Essas células apresentam as mesmas classes de linfocitos principais: linfocitos B e linfocitos
T, implicados em varias fun¢des imunologicas. Contudo, ao contrario do que acontece com
aves e mamiferos, a resposta imunologica de répteis ¢ muito influenciada pelo ambiente. Por
exemplo, baixas temperaturas podem suprimir, ou mesmo inibir a sua resposta imune
(THRALL et al.., 2007). Nos animais em periodo de hibernagdo, a linfopoiese parece cessar e
as populacdes de linfocitos localizadas nos tecidos nao sao renovadas, promovendo um
declinio no numero de linfécitos. Tal fato pode explicar a auséncia de resposta imune durante

a hibernacao (WRIGHT e COOPER, 1981).
3.2.2. Eritrograma

A avaliagdo laboratorial dos eritrocitos envolve a determinacdo hematocrito, da
contagem total de eritrocitos e do teor de hemoglobina (Hb) no sangue. O hematdcrito ¢
obtido pelo método do micro-hematocrito ou em contador de células eletronico ajustado
adequadamente para cada espécie, devido as diferencas no tamanho dos eritrocitos. Em
répteis, porém, o método do micro-hematocrito € mais pratico e confiavel (THRALL et al.,

2007).

A contagem total de eritrocitos pode ser determinada em contador manual ou
eletronico. Dois métodos manuais sdo muito utilizados para contagem total de eritrocitos de
sangue de répteis, que sdo o sistema Unopette ® e o método de Natt-Herrick. No método
Natt-Herrick, o sangue ¢ aspirado até a marca 0,5 da pipeta, e a solucdo de Natt-Herrick ¢
aspirada até a marca 101, de modo a propiciar uma dilui¢do de 1: 200. Em ambos os métodos,
a camara de contagem do hemocitometro ¢ preenchida com o sangue diluido, deixando-se em

repouso, por no minimo, 5 minutos antes da contagem (THRALL et al., 2007).

Em trabalho realizado por Lawrence e Hawkey (1986) com tartaruga grega (7Testudo
graeca) e tartaruga de Hermann (7estudo hermanni), os autores descrevem a férmula usada

por Natt Herrick (1952) em aves, que ¢ 3,88 g de cloreto de sddio, 2,50 g de sulfato de sodio,
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2,9 g de fosfato sodico de hidrogénio, 0,25 g de fosfato potassico de hidrogénio, formalina

40% e 10 mL de diluente.

O Hematdécrito por sua vez, corresponde a porcentagem de eritrocitos presentes no
sangue, sendo calculado a partir de uma coluna de sangue na qual a sua centrifugacao
promove compactacdo maxima das hemadcias. Seu valor é determinado em um aparelho de

leitura, como o cartdo de leitura para micro-hematodcrito (THRALL et al., 2007).

A medigdo do conteudo de hemoglobina por unidade de volume ¢ expressa em g/dL.
A interpretagdo dos seus valores ¢ semelhante a do hematdcrito. Ela representa um indicador
da concentragdo de hemacias por unidade de volume de sangue do paciente. No entanto, como
¢ quase equivalente ao hematocrito, esse teste ndo ¢ muito util para interpretagdo clinica

(THRALL et al., 2007).

Os parametros hematologicos podem variar conforme a espécie, género, idade,
sazonalidade, contudo sua elevacdo geralmente estd relacionada com desidratagdo, embora
nos casos de doenga hepatica cronica, a anemia possa ser evidente, causando sério déficit

fluidico (DUTRA, 2014).

Gottdenker e Jacobson (1995) em estudos com Tartarugas do deserto (Gopherus
agassizii) compararam coletas realizadas na veia jugular com colheitas realizadas no plexo
venoso pos-occipital, onde foram observadas diferengas significativas entre os valores de
hematdcerito, contagem de eritrocito, contagem de leucdcitos heterofilos, monoécitos e
hemoglobina. O autor atribui este fato a hemodilui¢do pelos fluidos extravasculares na

colheita da regido pds-occipital.

Conforme Pires et al. (2006), a partir da obtengdo dos valores das varidveis do
eritrograma, pode-se estabelecer matematicamente os indices hematimétricos Volume
Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracao de
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), expressos em fentolitros (fl), picogramas (pg) e

porcentagem (%), respectivamente.

Quanto ao VCM, 4 medida que os eritrécitos sdo contados, sua distribuicdo por
tamanho ¢ simultaneamente tragada, e assim este parametro ¢ facilmente calculado. Esse valor
¢ util para a avaliagdo de anemia. A deficiéncia de ferro resulta na producdo de eritrocitos
microciticos, ao passo que a regeneracdo acelerada destes promove a liberagdo de eritrdcitos

macrociticos. O HCM ¢ calculado a partir da concentragdo de hemoglobina e da contagem de
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heméacias. A CHCM ¢ calculada a partir da concentracdo de hemoglobina e do valor do

hematdcrito, sendo expressa em g/dL (THRALL et al., 2007).

Em relagdo as variacdes dos indices hematimétricos, algumas alteracdes sazonais
podem ser observadas, como por exemplo, em trabalho realizado por Lawrence (1986) com
Testudo graeca e Testudo hermanni, nas quais foi observado que a contagem de células
brancas aumentou no outono, decaiu durante a fase de hiberna¢do e aumentou novamente
durante o verdo, um aumento do numero de linfécitos durante o periodo de atividade, a
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média diminuiu durante a hibernacio e antes da
recuperacao durante o verdo; e os eritrocitos, por conseguinte, estavam hipocrdmicos durante

a hibernacao.

Em pesquisa realizada por Raphael et al. (1994), com testudines da espécie
Malacochersus tornieri de dois parques nacionais da Tanzania, os autores afirmaram que
diferencas na dieta entre animais de via livre e de cativeiro podem afetar significativamente os
valores sanguineos, ndo sendo adequada a comparagdo de valores entre animais de vida livre

com os de cativeiro e vice-versa.
3.2.3 Leucograma

A avaliagdo do leucograma de répteis compreende a contagens total e diferencial de
leucocitos e o exame morfolégico dos leucdceitos em esfregaco sanguineo corado. Os métodos
de contagem manual sdo utilizados na contagem de leucdcitos de répteis, pois trombdcitos e
eritrocitos nucleados ndo permitem a contagem pelo contador eletronico de células. Os
métodos empregados na contagem sdo o método de Natt-Herrick ou o método da Floxina B

(THRALL, 2007).

Com relagdo a contagem diferencial de leucdcitos, os esfregacos podem ser corados
com Wright’s, Giemsa ou Wright’s/ Giemsa. Coloracdes rapidas, tais como Dif-Quik podem
ser usada, porém possuem uma tendéncia em danificar algumas células, como, por exemplo,
os linfocitos (CAMPBELL, 2006). Com essas misturas de corantes, as estruturas acidofilas
ficam na cor rosa, as basoéfilas em azul e as que fixam os azures, ditas azurdfilas, aparecem na

cor purpura (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004)

Em trabalho realizado por Hidalgo-Villa et al. (2007) com Cagado Mediterraneo
(Mauremys leprosa) de vida livre, em reserva ecologica na Espanha, foi obtida na contagem

diferencial de leucocitos, uma média de 53,8% e 58,5% de heterofilos, 35,3% e 32,6% de
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eosinofilos, 6,3% e 5,8% de linfocitos, 4,3% e 2% de mondcitos em machos e fémeas,

respectivamente. Nao foram encontrados basoéfilos.

Em pesquisa realizada por Pires et al. (2006) com tartarugas marinhas da espécie
Caretta caretta criadas em cativeiro na Praia do Forte, Bahia, foram utilizados 8 animais,
sendo sete fémeas e um macho, em que a contagem diferencial de leucocitos foi de
Heter6filos 59,38% (£ 16,27), eosindfilos 10,38% (£ 6,32), basoéfilos 0,13% (= 0,35),
linfécitos 29,25% (= 17,12), mondcitos 0,88% (£ 2,10). Os mesmos autores ressaltam que
entre a literatura consultada ha valores distintos, possivelmente devido a grande variagao entre
individuos da mesma faixa etaria, assim como da dificuldade de classificacdo dos leucocitos,

e a dificil diferenciacdo entre linfocitos e trombocitos.

De acordo com Oliveira (2003), os linfécitos correspondem de 15 a 89 % da contagem
leucocitaria, os monocitos de 0,5 a 3%, os neutrofilos de 3 a 7%, os heterofilos de 20 a 40%,
os eosinofilos de 7 a 20%, os basofilos de 20 a 25% e os plasmdcitos a 0,5% da contagem de

leucocitos de répteis.

Em pesquisa realizada por Deus et al. (2009) com 60 tartarugas marinhas da espécie
Chelonia mydas do arquipélago de Fernando de Noronha-PE, na contagem diferencial, foi
obtida a seguinte ordem de predominancia entre as células: heterofilos, linfocitos, eosinofilos,
monocitos e basofilos. O autor comparou seus dados com Work et al., (1998), cuja ordem de
predominancia foi: linfécitos, mondcitos, heterofilos, eosinodfilos e baséfilos. O autor atribuiu
estas diferencas provavelmente a dificil diferenciacdo se algumas células na microscopia
optica, em que os autores do trabalho citado referem a dificuldade de diferenciagdo entre

trombocitos e basofilos.

Em pesquisa realizada por Pires et al. (2009) com tartarugas cabecudas (Caretta
caretta) de vida livre e mantidas em cativeiro na Bahia, ocorreu diferenca estatisticamente
significativa entre os valores da contagem relativa de mondcitos entre os dois grupos. Foram
também observadas diferengas significativas entre os eosinodfilos, com os animais de vida
livre apresentando valores maiores, o que segundo os autores, pode ser devido aos animais de
vida livre possuirem um estimulo parasitario maior, visto que os animais de cativeiro

passaram por procedimentos de vermifugagao.

Em pesquisa realizada por Work e Balazs (1999) com tartarugas verdes (Chelonia

mydas) com fibropapilomatose, os autores estabeleceram um escore que varia de 0 a 3,
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levando em consideracdo a severidade gerada pelos fibropapilomas e chegaram a conclusao
de que a medida que o escore aumenta, ocorre um decréscimo no hematdcrito, linfocitos,

basofilos e contagem de células brancas e um progressivo aumento de nimero de heterofilos.

3.3 Bioquimica sérica

Sabe-se que nos animais silvestres, na maioria das vezes as informacdes que se pode
obter sdo minimas e inadequadas para o estabelecimento de um diagnostico. Em virtude disto,
o clinico tem como opg¢ao a utilizagdo de exames complementares de diagnéstico, dentre eles

o perfil bioquimico sanguineo (SANTOS et al., 2005).

O perfil bioquimico sanguineo ¢ utilizado com freqiiéncia para avaliar a satde dos
répteis; no entanto, ha poucas pesquisas controladas a respeito do significado das alteracdes
na bioquimica do sangue de répteis, em comparacdo com as referentes aos mamiferos
domésticos. Portanto, a bioquimica clinica de répteis ainda ndo alcangou o estigio de

avaliagdo criteriosa verificado em medicina de mamiferos domésticos (THRALL et al., 2007).

Em geral, os procedimentos para interpretagao dos testes de bioquimica sanguinea de
répteis sdo semelhantes aqueles descritos para mamiferos domésticos, porém considerando
que os fatores externos (por exemplo, condi¢des ambientais) t€ém maior influéncia na
fisiologia e saude normal de vertebrados ectotérmicos. Os parametros bioquimicos do sangue
de répteis sdo influenciados por espécie, idade, sexo, condi¢do nutricional, estagdo do ano e
estagio fisiologico, fatores que tornam a interpretagao dos resultados um desafio (THRALL et

al., 2007).

Hé relato de valores de referéncia normais para testes bioquimicos do sangue
especificos em poucas espécies de répteis. Contudo, na elaboragdo desses intervalos de
referéncia frequentemente ndo ¢ considerada a influéncia das condi¢des ambientais e das
variagOes fisiologicas decorrentes da condi¢do nutricional, do sexo ¢ da idade do animal,
tornando tais faixas de variacdo menos confiaveis. Os métodos de coleta, manuseio e analise
bioquimica das amostras sdo fatores adicionais de variacdo nos valores de referéncia

publicados (THRALL et al., 2007) .

Com relacdo aos itens avaliados na bioquimica sérica, em estudos com Cégados

Leopardo (Geochelone pardalis) em cativeiro, Rechav et al. (1993) analisaram os parametros
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de sddio, potassio, cloro, diéxido de carbono, ureia, acido trico, creatinina, proteinas totais,
albumina, fosforo inorganico, calcio, colesterol, triglicerideos, glicose, magnésio, Aspartato
aminotransferase, Alanino aminotransferase, transaminases, creatina cinase, Lactato

Desidrogenase (LDH), Gama glutamiltransferase, Fosfatase Alcalina e bilirrubina total.
3.3.1 Dosagem de ions e Proteinas Totais

A concentracdo sérica de sddio varia de 120 a 170 mEq/L. O teor normal de s6dio em
tartarugas terrestres e de dgua doce varia de 120 a 150 mEq/L. Tartarugas marinhas tendem a
apresentar maior concentracdo sérica de sddio, variando de 150 a 170 mEg/L. o teor normal
de sodio de lagartos abrange de 140 a 170 mEg/L, enquanto o de cobras, como jiboia e piton

abrange de 130 a 160 mEq/l (THRALL et al., 2007).

A hiponatremia pode decorrer da perda excessiva de sodio associada a disturbios
gastrintestinais (diarreia), renais ou, possivelmente, das glandulas de sal. Hipernatremia
resulta de desidratacdo, por perda excessiva ou consumo inadequado de agua e consumo de

dieta com alto teor de sal (CAMPBELL, 2006).

O cloreto ¢ o principal anion no sangue e juntamente com o sodio, sdo os principais
componentes osmoticamente ativos do plasma na maioria dos répteis. A concentragdo sérica
normal de cloreto varia em fun¢do da espécie, mas em geral se situa entre 100 e 130 mEq/L. A
concentracao de cloreto em tartarugas marinhas varia de 100 a 110 mEq/L e, na maioria das
serpentes e lagartos, de 100 a 130 mEqg/L. O teor sanguineo de cloreto fornece informagao

clinica a respeito do equilibrio eletrolitico (THRALL et al., 2007).

E rara a ocorréncia de hipocloremia em répteis, mas quando presente sugere perda
excessiva de fons cloreto ou hidratagdo excessiva com fluido pobre em ions cloreto. A
hipercloremia estd associada a desidratagdo e, possivelmente, doenga tubular renal ou a

disturbio de glandulas de sal (THRALL et al., 2007) .

A concentragdo sérica normal de potassio também varia entre as espécies de répteis,
sendo comum entre 2 ¢ 6 mEg/L. O teor plasmatico normal de potassio na maioria das
tartarugas marinhas, lagartos e cobras variade 2 a 6,3 a 5 e 3 a 6 mEq/L, respectivamente. Os
distarbios comuns no teor sérico de potdssio incluem ingestdo de dieta com teor inadequado
de potassio, perda gastrintestinal excessiva (hipocalemia) e menor secre¢do renal

(hipercalemia). A hipocalemia também pode estar associada a alcalose grave. Hipercalemia
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pode decorrer do consumo de dieta com alto teor de potassio ou de acidose grave (THRALL

et al., 2007).

A concentragdo sérica de célcio na maioria dos répteis varia de 8 a 11 mEq/L, sendo
influenciada pela espécie quanto ao estado fisioldégico do animal. Por exemplo, algumas
espécies de tartaruga terrestre tém baixa concentracdo de calcio, menor que 8mg/dL

(THRALL et al., 2007).

Na maioria dos répteis, considera-se hipocalcemia quando o teor plasmatico de célcio
¢ inferior a 8 mg/dL. E possivel notar hipocalcemia nos casos de deficiéncias de calcio e de
vitamina D3 e excesso de fosforo na dieta, alcalose, hipoalbuminemia e hipoparatireoidismo
(THRALL et al., 2007). E importante considerar que dietas herbivoras sdo frequentemente
deficientes em calcio e contém excessiva quantidade de fosforo (CAMPBELL, 2006).

Considera-se hipercalcemia quando o concentragdo plasmatica de célcio supera 20
mg/dL, o que ocorre quando ha quantidade excessiva de calcio na dieta ou apos injecao
parenteral de vitamina D3 e calcio. Tipicamente, ¢ um distirbio iatrogénico associado a
suplementagdo excessiva de calcio e vitamina D3. Outros diferenciais para hipercalcemia sdo
hiperparatireoidismo primario, pseudo-hiperparatireoidismo e doenca dssea osteolitica. No

entanto, tais disturbios raramente sao relatados em répteis (THRALL et al., 2007).

Na maioria desses animais, a concentra¢do sérica normal de fosforo varia de 1 a 5
mg/dL. A hipofosfatemia pode ser causada por inani¢@o ou por deficiéncia de fosforo na dieta.
Considera-se hiperfosfatemia quando o teor plasmatico de fosforo ¢ superior a 5 mg/dL.
Dentre as causas de hiperfosfatemia estdo dietas com alto teor de fosforo, hipervitaminose D3
e doenca renal. Causas raras de hiperfosfatemia sdo lesdo tecidual grave e doenga dssea
osteolitica. Pode haver falsa-hiperfosfatemia quando o soro ou o plasma nao ¢ imediatamente
separado do codgulo sanguineo, permitindo a liberagao de fosforo pelos eritrécitos (THRALL

et al., 2007).

A relagdo célcio: fosforo serve como indicador para doenga renal em répteis, a qual em
animais sadios geralmente situa-se acima de 1, porém a relacdo ¢ menor em casos de doenca

renal (ALMOSNY, 2014).

Hidalgo-Villa et al. (2007) afirmaram que com exce¢ao do LDH e creatinina, todos os
demais parametros bioquimicos analisados foram maiores nas fémeas do que nos machos. Em

relacdo ao calcio, os autores deste trabalho relacionaram seus niveis mais altos em fémeas
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pelo fato do alto nimero de fémeas em fase de oviposi¢ao utilizadas na pesquisa. Os autores
relataram que as diferengas nos parametros podem estar associadas com a influéncia do
cativeiro na fisiologia dos animais, ou até mesmo devido a utilizacdo de animais jovens nos

trabalhos dos outros autores.

Em estudos realizados por Marks e Citino (1990) com sete machos e trés fémeas de
Jabutis- estrelados- de- Madagascar (A4strochelys radiata) de zooldgico de Miami, dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos avaliados, apenas o célcio teve variagao significativa
em relagdo aos trabalhos comparados. Os autores afirmam que embora tal fato seja devido a
fase de oviposi¢do, apenas um dos animais estava nesta fase, e mesmo assim nao diferiu dos

machos e fémeas utilizados na pesquisa.

A concentracdo sérica de proteina total em répteis sadios geralmente varia de 3 a 7
g/dL. As fémeas apresentam aumento acentuado no teor plasmatico de proteina durante a
foliculogénese ativa. Essa hiperproteinemia induzida por estrogeno esta associada ao aumento
da concentragdo de proteinas (principalmente globulinas) necessario para a producgio da gema
do ovo. O teor plasmatico de proteina total retorna ao normal apds a ovulagdo (CAMPBELL,

2006).

Na maioria dos répteis, considera-se hiperproteinemia quando o valor de proteina total
¢ superior a 7 g/dL e ocorre juntamente com desidratagdo ou hiperglobulinemia associada a
doenga inflamatoria cronica. Doengas infecciosas podem provocar uma elevacdo dos niveis
das globulinas alfa, beta e gama (THRALL et al., 2007). Pires et al. (2006), encontraram uma
média de valores de proteina plasmatica total de 6,5 g/dL, sendo considerada relativamente
alta, quando comparadas com os valores de outros autores que também pesquisaram

tartarugas.

Hipoproteinemia requer valor de proteina total inferior a 3 g/dL; em répteis, ela
comumente esta associada a ma nutricdo cronica. No entanto, devem-se considerar outras
causas, como ma absor¢do, ma digestdo, enteropatias com perda de proteinas, hemorragia

grave e doenca hepatica ou renal cronica (THRALL et al., 2007).

No que diz respeito a bioquimica sérica, dos 16 parametros avaliados por Gottdenker e
Jacobson (1995), foram observadas diferencas significativas nos niveis de glicose, potassio,
cloro, acido trico, calcio, fosforo, proteinas totais, albumina, globulina, Fosfatase Alcalina,

aspartato-aminotransferase e colesterol total.
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Na bioquimica sérica, Pires et al. (2009) ao compararem os grupos de tartarugas
cabecudas (Caretta caretta) de vida livre com de cativeiro, verificaram diferengas
significativas para os valores de proteina total, globulinas, glicose, colesterol e Aspartato-
aminotransferase. Os autores atribuiram estas diferengas com as condi¢cdes ambientais,

nutricionais e reprodutivas, as quais estes animais foram submetidos.
3.3.2 Dosagem de enzimas hepaticas

Quanto as enzimas hepaticas em répteis, Oliveira (2003) declara que se costuma
analisar as dosagens de sodio, potassio, cloreto, calcio, fosforo, glicose, ureia, acido urico,
creatinina, colesterol, alanino-aminotransferase (ALT), aspartato-aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (ALP), proteina total (PT). Restringindo o grupo para os testudines, Dutra
(2014) pontua que devem ser avaliados os seguintes parametros: proteina total, albumina,

glicose, acido urico, (AST), creatina cinase (CK), célcio e fésforo.

Em répteis, as enzimas hepaticas parecem semelhantes as de aves e mamiferos. O
tecido hepatico de répteis apresenta altas atividades de LDH e AST e, embora poucos estudos
tenham enfocado o perfil bioquimico sanguineo de répteis com intuito de avaliar doenca
hepatica, o aumento da atividade plasmatica de AST ndo ¢ considerada 6rgdo-especifica, pois
essa enzima estd presente em varios tecidos. Em geral, a atividade plasmatica normal de AST
¢ inferior a 250 UI/L. Contudo, doengas generalizadas como septicemia e toxemia podem
lesar esses tecidos e ocasionar aumento da atividade plasmatica dessa enzima (THRALL et

al., 2007).

Semelhantemente a AST, a atividade de ALT ndo ¢ considerada 6rgdo-especifica em
répteis. A atividade plasmatica normal de ALT geralmente ¢ inferior a 20 UI/L. Embora se
encontre atividade dessa enzima no figado de répteis, o aumento da atividade de ALT pode
nao ser tdo confiavel para deteccao de doenga hepatocelular quanto o aumento da atividade

plasmatica de AST ou LDH (CAMPBELL, 2006).

A Fosfatase Alcalina também estd amplamente distribuida pelos tecidos corporais de
répteis e a atividade plasmatica dessa enzima nao ¢ considerada 6rgdo-especifica. H4 pouca
informacao disponivel a respeito da interpretagdo do aumento dessa atividade; no entanto, o

seu aumento pode indicar maior atividade osteoblastica (THRALL et al., 2007).

Em pesquisa realizada por Lopez-Olvera et al. (2003) com testudines da espécie

Testudo marginata, foi comparada a diferenca entre os locais de colheita sanguinea nos
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exames bioquimicos, ¢ foi observado que os valores de proteinas totais, acido urico, calcio,
fosforo, AST, ALT, LDH e Fosfatase Alcalina foram mais elevados nas colheitas de sangue da

veia braquial do que em amostras colhidas da veia coccigea dorsal.
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Abstract: Biochemical and hematological parameters of testudines are scarce in the literature.
The purpose of this study was to evaluate the parameters of 10 males Red-footed tortoise,
Chelonoidis carbonaria (Spix, 1824) of the Zoo Parque Estadual Dois Irmaos, in order to
establish a profile for this species. In order to obtain blood, the animals were manually
restrained, ie without anesthesia, and the samples were obtained by puncture of the dorsal
coccygeal vein and were preserved in Sodium Heparin. However, the smears were fresh and
stained with Giemsa. Hemoglobin dosage was obtained by semi-automatic counting and
micro-hematocrit by the microhematocrit method. Samples for serum biochemistry were
calculated by means of a semiautomatic counter. The data were analyzed by the statistical
program SPSS. In the hematological analysis, the erythrogram was determined, obtaining a
total erythrocyte count of 1.08 x 105 + 0.71 x 105 / mm3, Hemoglobin 17.16 + 8.37 g / dl,
Hematocrit 16.7 = 8 , 27%, Mean Corpuscular Volume 29 + 12.73 I, Mean Corpuscular
Hemoglobin 179.47 + 83.09 pg, Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration 103.5 £ 19.57,
in addition to Total Plasma Protein Assay 4.89 + 2.08 g / dl. In the leukogram, which
comprised differential leukocyte counts, values of Lymphocytes were obtained 54.50 =+
9.81%, Heterophils 27.00 = 10.53%, Eosinophils 0.20 =+ 0.42%, Monocytes 5.67 + 2.66% and
Basophils 7.50 + 7.00%. In the biochemical analysis, the values of Alanine-Aminotransferase
(ALT) of 14.51 £9.58 IU / 1, Alkaline Phosphatase 113.37 + 52.80 IU / I, Glutamyltransferase
Range 1.39 + 1.12 U / 1, Calcium 14.24 + 4.14 mg / dl, Phosphorus 2.88 + 1.71 mg / dI,
Magnesium (Mg) 3.34 + 0.45 mg / dl, Total Proteins 3.20 + 1, 52 g / dl and Albumin 1.38 +

0.35 g / dl. The reference ranges obtained for this species can be used as a reference for

! Artigo submetido na revista Journal of Herpetological Medicine and Surgery
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Chelonidis carbonaria kept in captivity, serving to verify the state of health of the animals of

this species.

Key words: Leukocyte differential count, ion dosage, blood cells, wild animals, erythrogram,

leukogram
INTRODUCTION

The Red-footed tortoise, Chelonoidis carbonaria (Spix, 1824) are widely distributed
in the plains of South America, occurring in Guyana, Venezuela, Bolivia, Colombia, Paraguay,
Brazil and Argentina and in Central America occurs in Panama, the Antilles and the Island of
Trinidad , being widely distributed in the drier forests and pastures, being such areas relatively
warm and dry most of the year. Although not listed as threatened by the International Union of
Conservation Nature (IUCN, 2016), it is under considerable pressure, in view of its decline in
some areas. In Brazil, it is intensely used illegally as a pet and for human consumption
(Swingland and Klemens, 1989; Vogt et al., 2010). The animals of this species live around 80
to 100 years of age, possessing an omnivorous diet in nature. It has around 22 c¢m of carapace,
weighing around 6 to 12 kg, with a uniformly yellowish-brown coloration. The female is
markedly larger than the male and the latter does not have the concavity of the marked

plastron (Mundim et al., 1999).

There is a growing increase in the number of reptiles, mainly tortoises that are reared
as pets or kept in captivity, however, when in these situations, animals are more vulnerable to
diseases caused by infectious agents, inadequate diets, as well as various conditions where
these animals are often taken to the veterinarian for diagnosis and treatment (Rosskopf Junior
and Shindo, 2003; Andreani et al., 2014). However, given the peculiarities and anatomical and
behavioral of these species, the difficulty found for the physical exploration and the execution
of an adequate clinical examination, which often appear in a subtle or non-specific way, is
notorious, making the information obtained from these are minimal and most of the time
unsuitable for a diagnosis, leading the clinician to use complementary methods or tests to
assist him, such as the hemogram and serum biochemistry, which provide valuable
information on health (Muro et al., 1998; Mundim et al., 1999; Santos et al., 2005; Mayer et
al., 2011).

Some species of tortoises have already been studied in terms of haematological and

biochemical parameters (Taylor and Jacobson, 1982), Marks et al. (1990), Marks and Citino
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(1990) and Oyewale et al. In the present study, the results of the present study are presented in
Table 1 and Table 2, and the results obtained in the present study are presented in Table 1,
(1998), Eshar et al., 2004, and Shahbazkia et al., 2013, and Eshar et al., 2014. Eshar et al.,
2014 and Velhasquez et al., 2014 Eshar et al., 2014 and Dutra, In the present study, however, a
number of species of C. chilensis (Troiano and Silva, 1998) and C. denticulata (Pérez et al.,
2011) were reported on the genus Chelonoidis, serum biochemistry of C. carbonaria with
hepatic steatosis (Dutra, 2014), and serum carbonochemical and biochemical data of C.
carbonaria in Diethelm and Stein (2006) sources extracted from ISIS (1999), but without
providing information on the animals, besides Cubas and Baptistotte (2007) and Bergamini

(2011) and Bergamini (2016) with C. carbonaria in captivity.

The interpretation of the hematological and serum biochemical parameters of
Testudines requires the existence of reference intervals, as well as the standardization of the
collection methods, so that data from different origins can be compared (Lopez-Olvera et al.,
2003). However, the interpretation of hematological data on reptiles is still challenging in
comparison with other species, due to the low number of studies and the scarcity of reference
values for comparison and interpretation of the parameters in certain species (Mayer et al.,
2011; Nardini et al., 2013). Therefore, the objective of this work was to obtain a

hematological profile and serum biochemistry for healthy captive Red-footed tortoise.
MATERIAL AND METHODS

Animals- Ten specimens of Red-footed tortoise were used in captivity, males, adults,
belonging to the exhibition grounds of the Zoo Parque Estadual Dois Irmaos. The site has a
total area of 139 m?, with sandy soil, with the presence of plants of the families Poaceae and
Araceae, with covered feeding place, also serving as shelter, as well as a small reservoir of
water for drinking and bathing. The animals used in the research were fed once a day in the
morning, always at the same time, with beef (muscle, heart and viscera), fruits, leaves and
Pedigree Vital ™ canine ration for adults. The project was approved by the Committee on
Ethics in the Use of Animals (CEUA) of the Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), with license number 000944/2011-A01.

The collection period occurred in September 2012 and according to data from the
Pernambuco Water and Climate Agency (APAC), the city of Recife presented a heat index
(CI) of 31 ° C (87.8 ° F) during this period. The average maximum temperature was 28.6 ° C
(83.48 ° F), the average minimum temperature was 21.2 °© C (70.16 ° F), the average
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atmospheric pressure of the month was 1016, 4 hPa and air humidity presented a maximum

average of 77.6% and a minimum average of 63.7%.

Prior to collection, the animals underwent a previous clinical evaluation to certify their
hygiene and then underwent biometrics, which included weighing and measuring the length
and circumference of the carapace. The blood, in turn, was obtained through puncture of the
dorsal coccygeal vein, with the aid of a syringe, whereby about 2.0 mL of blood was
collected, in which 0.5 mL was used for the preparation of the smears and differential
counting of leukocytes and 1.5 mL were sent in refrigerated boxes to the private clinical
pathology laboratory to evaluate their biochemical parameters, and all samples were analyzed

on the day of collection.

Hematology and Biochemistry - Blood samples destined for differential counting
(performed by the same person) as well as erythrocytes were stored in tubes containing
Sodium Heparin as an anticoagulant. The laboratory parameters evaluated for the erythrogram
were Hematocrit, MCV  (Medium Corpuscular Volume), HCM (Mean Corpuscular
Hemoglobin), CHCM (Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration), Total Plasma Proteins,
as well as manual counting of erythrocytes in the Neubauer, using as diluent the solution of
Natt and Herrick, which was carried out in a maximum of 24 hours after the collection. The
microhematocrit was obtained through a Top Spin® microcentrifuge at a speed of 3000 RPM
for five minutes and the tube containing the centrifuged sample was analyzed on the

microhematocrit card.

For the evaluation of the serum biochemistry, the serum obtained was analyzed
through a semi-automatic TP Analyzer ™ biochemical analyzer, using the Dolles ™ Kkit, in
which the dosages of ALT (Alanine Aminotransferase), ALP (Alkaline Phosphatase), GGT
(Gama Glutamyl Transferase), calcium (Ca), phosphorus (P), Magnesium (Mg), Albumin
(ALB), hemoglobin (Hb) and Total Proteins (PT). For the differential leukocyte count, the

smears were stained with Giemsa.

Statistical analysis- The data were analyzed through the SPSS version 21 ™ program, the
results being expressed through mean and standard deviation. To compare the means in
relation to the reference values (from the literature), the Student's t-test was used with a

margin of error of 5%.

RESULTS
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No clinical signs of any pathology were observed, such as nasal discharge, difficulty
breathing, difficulty in locomotion, or skin or carapace injury in the animals studied. The
animals used in the research had an average weight of 7.25 + 0.82 kg, a carapace length of
45.8 £ 2.70 cm and a carapace circumference of 42.20 + 2.20 cm. The results obtained, for the
erythrogram, leukogram and serum biochemistry, with their respective Means and Standard

Deviation, can be visualized in table 1.

Table 1. Values of hemogram and serum biochemistry of Chelonoidis carbonaria adults kept

in captivity at the Zoo Parque estadual Dois irmaos, Pernambuco, Brazil.

Hematologic parameters (Mean + Standard deviation)

Erythrogram

Erythrocytes(10°/mm3 1,08 x 10° £ 0,71 x 10°
Hemoglobin (g/dL) 17,16+8,37
Hematocrit (%) 16,70£8,27
MCV (1) 181,72+91,75
HCM (pg) 179,47+83,09
CHCM (%) 103,50 + 19,57
Lynphocytes 54,50+ 9,81
Heterophils 27,00+ 10,53
Eosinophils 0,20 £ 0,42
Monocites 5,67+ 2,66
Basophils 7,50 + 7,00
Biochemical parameters (Mean + Standard deviation)
ALT (UI/L) 14,51 +£ 9,58
ALP (UI/L) 113,37 +£ 52,80
GGT (UI/L) 1,39 +1,12
Calcium (mg) 14,24 £4,14
Phosphorus (mg/dL) 2,88+ 1,71
Magnesium (g/dL) 3,34+0,45
Total Proteins (g/dL) 3,20+ 1,52
Albumin (g/dL) 1,38 £0,35
DISCUSSION
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The erythrogram values were compared to those of Troiano and Silva (1998) with C.
chilensis, Bergaminni (2011) with C. carbonaria and Pérez et al. (2011) with G. denticulata.
The values in which statistically significant differences were recorded were total erythrocyte
count and MCV, which were higher than the present study and hemoglobin and CHCM,
which were lower than the present study. Only the hematocrit had no statistically significant
differences. As for total plasma proteins, these were compared with Bergaminni (2011) with

C. carbonaria in captivity, with no statistically significant differences.

The differences in the other studies may have occurred because Troiano and Silva
(1998) used animals from different backgrounds. As for Pérez et al. (2011) and Bergamini
(2011), such differences may have occurred due to the differences in the methods of
collection, which were the subcarapacial vein and the jugular vein and subcarapacial sinus by

these.

The values of total erythrocyte counts, MCV and HCM were also compared with those
of Diethelm and Stein (2006) and Cubas and Baptistotte (2007) and Bergamini (2016), all
with C. carbonaria. The total erythrocyte counts did not differ only from those of Cubas and
Baptistotte (2007), while MCV and HCM differed from these authors. However, Diethelm
and Stein (2006) do not provide more information about sex, age, habitat or whether they are
captive or free-living animals. MCV differences in habitat were observed by Velasquez et al.

(2014), where MCYV values were lower in free-living animals.

Haematological values described for reptiles often do not include information that may
influence the blood count, especially the environment of the population of the animals used as
control group. For these reasons the reference data of reptiles vary greatly when compared to
those of domestic mammals (Campbell, 2006). Although some sources cite values obtained
from the International Species Information System (ISIS, 1999) for C. carbonaria, however
Pérez (2008) states that even though these data come from veterinary examinations and
annual controls of a number of individuals for each evaluation, However, they do not indicate

age, sex and management of the animals used.

The use of sodium heparin was considered adequate, since there are studies that
mention EDTA as inappropriate for use in blood samples from testudines (Perpifian et al.,
2010). However, in relation to the choice of Sodium Heparin or Lithium Heparin, Bolten et al.
(1992) cite variations in some biochemical parameters of Caretta caretta, such as phosphorus,

total proteins, cholesterol and glucose, according to the type of biochemical analyzer used.
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However, the same author mentions that the variations occurred more depending on the

biochemical analyzer used, than on the anticoagulant.

Although such wvariations have occurred, it should be considered that the
haematological parameters of reptiles can vary according to the physiology of the species, as

well as the techniques used for analysis (Bielli et al., 2015).

The collection site as the dorsal coccygeal artery makes these results comparable only
to animals collected at the same site, because although studies, such as those by Gottdenker
and Jacobson (1995), report the possibility of collecting in several places, such as the same
work reports the occurrence of variations in hematological and biochemical parameters when
comparing the collection of the post-occipital sinus with the jugular vein in Gopherus
agassizi and in a study by Lopez -Olvera et al. (2003), in which there were differences
between the biochemical and hematological parameters, comparing the values obtained by
collection in the dorsal coccygeal vein and the brachial vein, assigning these variations to
hemodilution by lymphatic contamination in the samples collected by the dorsal coccygeal
vein. However, Lawrence and Hawkey (1986) did not detect differences when comparing
samples collected from the dorsal coccygeal vein with samples collected by cutting the nails

of Testudo graeca and Testudo hermanni in captivity.

It is believed that the time of year in which the collections were carried out may also
influence the results, as cited by Lawrence and Hawkey (1986), who reports variations in
hematological parameters of Testudo graeca and Testudo hermanni according to the time of
year, which were lymphopenia and eosinophilia in winter and eosinopenia during the summer.
Specifically in the environment that the tortoises were not expected significant variations,

since no abrupt climatic variations are observed in the different seasons of the year.

The research, because it was carried out in captive animals, is recommended for
comparison between captive animals, given the variations between free-living and captive
populations, such as in Keller et al. (2012), which found variations in biochemical and
hematological parameters when comparing free-living populations with those of captivity

within the same species.

As far as total erythrocyte count values were so low, it can be explained by Rayerson
(1949), who in his lacertilia research, observed that when comparing erythrocytes with

hemoglobin among several species, he found that the hemoglobin concentration varies
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directly with the number of erythrocytes and that the size of the erythrocytes varies inversely
with their quantity. In studies conducted by Ugurtas et al. (2014), comparing two species of
tortoises with two of turtles, it was observed that the largest erythrocytes were observed in

tortoises and the smallest in the tortoises.

The large size of the nuclei of the boobies probably interferes with the automated
counting of these, which requires that the count be performed manually (HAMOODA et al.,
2014).

The research was conducted only with males in captivity. However, other studies have
made comparisons between free-living and captive animals, such as Veldsquez et al. (2014),
who observed differences between torpedoes of the Trachemys calirrostris free-living and
captive species regarding blood parameters. The author also cites MCV values, which were

lower than those of free-living relative to captivity.
Leukogram

As for the leukogram, fresh smears were performed in the animals, as recommended
by Dutra et al. (2014), in which smear analysis should be done without anticoagulant. In
addition, Sykes and Klaphake (2008) cite species, smear staining and assessment technique,
health status, nutritional status, age, reproductive status, stress levels, gender, blood collection
site, station, hibernation state of captivity and environmental factors as factors that interfere

with the values and presentation of blood cells.

When compared to Troiano and Silva (1991) with males of Chelonidis chilensis, Pérez
et al. (2011) with Geochelone denticulata, Cubas and Baptistotte (2007) with Chelonoidis
carbonaria, it was observed that the values of lymphocytes, eosinophils and basophils of the
present study differed statistically from the values obtained by these authors. It is believed
that eosinophil values in free-living animals are higher, as observed by Pires et al. (2009) in a
research with turtles of the species Caretta caretta, where the author believes that the parasitic
stimulus should be higher in free-living animals than in captivity, which were also wormed.
The values of heterophils differed from those of Pérez et al. (2011) and Cubas and Baptistotte
(2007) and monocytes were superior to Cubas and Baptistotte (2007) and Pérez et al. (2011),
but similar to Troiano and Silva (1991). The cell types found were similar to those of Sousa et
al. (1980) for C. carbonaria found the following cells in the blood smears of C. carbonaria:

erythrocytes, thrombocytes, leukocytes granulocytes (heterophils, eosinophils and basophils)
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and agranulocytes (lymphocytes and monocytes). The presence of basophils was also
observed by Knotkova et al. (2002), who report that basophils are more frequently observed

1n tortoises than in mammals.

The apparent difficulty in differentiating some cell types, such as heterofilos
eosinophils, is described by Nardini et al. (2013), which cites the difficulty in differentiating
some cell types, which requires knowledge and much practice, not being so obvious, even for
experts. The authors also cite ongoing discussions about the existence of some cell types, such

as azurophils.

As for cell staining by Giemsa, it is the same dye used by Lawrence and Hawkey
(1986) in studies with Testudo graeca and Testudo hermanni, in the study of leukocyte

morphology, as well as differential leukocyte count.

No comparisons were made between males and females, as there were only male
individuals in captivity. However, Veldsquez et al. (2014) found differences in leukocyte
differential count values in 7. callirostris when comparing leukocyte differential counts

between males and females and between free-living and captive animals.

Due to limitations in obtaining total cell count in the blood of reptiles, especially
leukocytes, evaluation of cell morphology is an important part of evaluating your blood count
(Campbell, 2006). With this, the cells were evaluated in both their aspects, as well as the
presence of hemoparasites. The non-visualization of hemoparasites in this study corresponds
to the one cited by Sykes and Klaphake (2008), which states that captive animals (unless
housed outdoors) appear to be less susceptible to hemoparasites, which in most cases require

an invertebrate animal as part of their life cycle.

Differences in the percentages of leukocytes regarding sex and habitat were reported
by Velasquez et al. (2014) in research with tortoises of the species Trachemys calilirostris,
which showed higher amounts of monocytes in males and captive animals, as well as larger

eosinophils in captive animals when compared to free-living animals.

Serum Biochemistry

Serum biochemistry values were compared statistically to those of Eshar et al. (2014)

with Testudo werneri in captivity and Taylor Jr and Jacobson (1982) with Gopherus
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polyphemus. With respect to Eshar et al. (2014), the values of ALT, GGT, Ca, total proteins
and albumin were similar, but the phosphorus values were statistically different, being lower

than those of this author. Compared with Taylor and Jacobson (1982), similar values were

observed for ALT, Ca, P, PT and ALB, but lower for the dosage of ALP and Mg.

With regard to Dutra (2014), in a study with C. carbonaria with hepatic steatosis kept
in captivity, only liver enzymes were compared, whose values were higher than those of this
author, where possibly these values differed as a result of this author using animals with
steatosis in the research. When compared with Eshar et al. (2014), the differences may have
occurred in part due to the difference in collection methods, since this author collected the
samples from the subcarapacial vein and in relation to Taylor and Jacobson (1982) such
differences may have occurred because these authors have performed collection through

cardiac puncture.

The values were lower for P and PT, but higher for ALP and Ca than for Diethelm and
Stein (2006) and Cubas and Baptistotte (2007). The values of ALT and Alb were higher than
Diethelm and Stein (2006) and inferior to Cubas and Baptistotte (2007). As for GGT and Mg,
the authors did not perform analyzes. Elevated GGT levels may be triggered by cholestasis
(Viana et al., 2014).

Calcium levels below 20 mg / dl are within the range recommended by Thrall (2007),
who consider hypercalcemia when values are above 20 mg / dl and hypocalcemia when lower
than 8 mg / dl. The same author states that normal values are usually between 8 and 11 mg /
dl, however such values may vary according to the species and physiological state of the
animal, for example, in some species of hawthorn, whose values may be below 8 mg / dL.
Phosphorus values, which were 2.88 + 1.71 mg / dl, are within the standards established by
Campbell (2006), which states that hyperphosphataemia is characterized by phosphorus

values above S5mg / dl.

The values can not possibly be extrapolated to females, as it is likely that variations
occur between the sexes, as in work by Dickinson et al. (2002), who found differences in the
levels of PT, ALB, Cholesterol, Triglycerides, Ca, AST and Vitamin E in Gopherus agassizii,
as well as in a study by Chung et al. (2009), who in research with Ocadia sinensis found
differences between the sexes, with females having higher values of hematocrit and

percentages of heterophils and monocytes and males with higher numbers of erythrocytes.
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On the possibility of influence of diet on the variables under study, Keller et al. (2012)
cites the scarcity of information on the long-term effects of excess protein and fat
supplementation in captive animals, requiring studies to relate the effect of nutrients on the
hematological and biochemical aspects of testudines. On feeding of these animals, it is
emphasized that turtles and turtles need an adequate diet and a clean environment, being an
essential condition for the health of captive animals (Rosskopf Junior and Shindo, 2003). The
same authors cite for turkey, a vegetable-based diet, live low-fat food, and dog or cat food.
Because the feeding of the animals is similar to the one recommended by these authors, it is

believed that it should not have exerted such influence on the parameters analyzed.

In works by Lopez-Olvera et al. (2003), differences were found between collection
sites, brachial vein and dorsal coccygeal vein, where differences were found in biochemical
parameters (uric acid, AST, ALT, Ca and P) and haematological parameters (RBC, hematocrit,
hemoglobin), except differential leukocyte count. The author attributed such variations due to

lymph contamination.

The values obtained in the experimental group studied differed generally when
compared to the values of normality obtained for other species of testudines. This fact
reinforces that the values of normality of other species of hawthorn should not be extrapolated
to C. carbonaria, since there are physiological variations between the species as well as

environmental and alimentary differences

It can be concluded that such results can be used as a profile for captive Chelonidis
carbonaria, but that it is necessary to consider the collection site, season of the year, and that

the animals are preferably captive, so that the values are compared way.
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ANEXOS

Anexo 1- Células sanguineas de testudines utilizados na
pesquisa observadas no miscroscopio optico. Aumento de
1000X.
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Fonte: Arquivo pessoal

Anexo2- Preparo das laminas com o corante Giemsa para analise ao
microscopio

Fonte: Arquivo pssoal

Anexo 3- Realizago da coleta de sangue em C. carbonaria (A) e P. expansa (B).



Fonte: Arquivo pessoal
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