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RESUMO

Entre os quel6nios, Hydromedusa maximiliani € endémica de regies montanhosas, com
distribuicdo na regido da Mata Atlantica ao longo de montanhas no sudeste e parte do
nordeste do Brasil. O objetivo deste estudo foi analisar a hematologia de uma populagao
H. maximilaini da Reserva Bioldgica Municipal de Santa Candida (RBMSC), Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil. Foram capturados doze individuos (cinco machos, quatro
fémeas e trés juvenis). Foram coletadas amostras de sangue e 10 esfregagos de sangue
foram feitos para cada individuo e o restante armazenado em tubos de coleta com
heparina para serem analisados no laboratério. Os esfregacos de sangue foram
analisados no microscopio e as células do sangue foram medidas e foi feita a contagem
diferencial de leucécitos. O hemograma foi feito manualmente para determinar:
hematdcrito, hemoglobina, eritrdcitos totais, leucdcitos totais e contagem diferencial,
trombdcitos e foram calculados os indices hematimétricos. Dentro da bioquimica
sanguinea foram calculados: ureia, fosfatase alcalina, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase e acido drico. Os resultados foram relatados usando
estatistica descritiva e para comparar os resultados entre individuos de diferentes sexo e
idade, foi utilizado o teste t. Os eritrdcitos desta espécie sdo grandes e elipsoidais como
outras espécies de quelbnios de agua doce. Houve uma diferenca significativa no
tamanho dos eritrocitos entre machos, fémeas e juvenis. Os machos mostraram um
eritrocito e ndcleo maiores possivelmente relacionados ao seu maior peso e tamanho em
relacdo as fémeas adultas e aos juvenis, nesta espécie. Também foram identificados
cinco tipos de leucdcitos (heterofilos, eosinéfilos, basofilos, mondcitos e linfdcitos). Os
leucocitos menores e mais comuns foram linfdcitos e os maiores foram heterdfilos e
eosinofilos. Dentro do hemograma o hematdcrito, a hemoglobina e o0s eritrdcitos
apresentaram niveis altos em juvenis e o0 hematdcrito apresentou menor nivel em
fémeas. Os machos apresentaram um maior namero de linfocitos e menor de leucécitos,
acontecendo o inverso com o0s juvenis. Quanto a bioquimica sanguinea, 0s juvenis
apresentaram niveis maiores de fosfatase alcalina e aspartato aminotransferase devido a
uma maior atividade osteoblastica e muscular. Finalmente, as fémeas e 0s juvenis
apresentaram um maior indice de estresse cronico devido a um maior nimero de
heterofilo comparado com o ndmero de linfocitos.

Palavras-chave: Hemograma, Bioguimica Sanguinea, Quel6nios.



ABSTRACT

Hydromedusa maximiliani is endemic to mountainous regions, with distribution in the
Atlantic Forest region along mountains in the southeast and part of northeastern Brazil.
The objective of this study was to analyze the hematology of a H. maximilaini
population of the Reserva Bioldgica Municipal Santa Candida (RBMSC), Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brazil. Twelve individuals (five males, four females and three juveniles)
were captured. Blood samples were collected and 10 blood smears were made for each
individual and the remainder stored in heparin tubes for analysis in the laboratory. The
blood smears were analyzed under the microscope and the blood cells were measured
and differential leukocyte counting was done. The hemogram was done manually to
determine: hematocrit, hemoglobin, total erythrocytes, total leukocytes and differential
counts, thrombocytes and hematimetric. For blood biochemistry were calculated: urea,
alkaline phosphatase, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase and uric
acid. The results were reported using descriptive statistics and to compare the results
between individuals of different sex and age, t test was used. The erythrocytes of this
species are large and ellipsoidal like other species of freshwater chelonians. There was a
significant difference in erythrocyte size between males, females and juveniles. Males
showed a larger erythrocyte and nucleus possibly related to their larger weight size in
relation to adult females and juvenile. Five types of leukocytes (heterophiles,
eosinophils, basophils, monocytes and lymphocytes) were also identified. The smallest
and most common leukocytes were lymphocytes and the largest were heterophiles and
eosinophils. Hematocrit, hemoglobin and erythrocytes were high in juveniles and
hematocrit was lower in females. The males presented a greater number of lymphocytes
and less of leucocytes, and in juveniles was the opposite. As for blood biochemistry,
juveniles presented higher levels of alkaline phosphatase and aspartate aminotransferase
due to increased osteoblastic and muscular activity. Finally, females and juveniles
presented a higher chronic stress index due to a greater number of heterophils compared
to the number of lymphocytes.

Key Words: Hemogram, Blood Biochemistry, Chelonia.



1 INTRODUCAO

Na América do Sul ocorre uma grande variedade de queldnios, encontrando-se
espécimes de oito familias. Sendo a familia Chelidae a mais diversificada com 23
espécies, das quais, 20 ocorrem no Brasil (SOUZA, 2004; COSTA e BERNILS, 2014).
Hydromedusa maximiliani (MIKAN, 1820) (Testudines, Chelidae), conhecida como
cagado da serra ou cagado pescogo de cobra, € uma espécie endémica de regides de
Mata Atlantica. Esta distribuida numa extensdo de 471.747,80 km? ao longo das bacias
hidrograficas mais meridionais da regido Atlantico Leste, porcdo setentrional da regido
Atlantico Sudeste, leste da bacia do rio Parana e alto rio Sdo Francisco (Vogt et al.,
2015). Segundo Costa et al. (2015), a distribuicdo da espécie H. maximiliani inclui 48
localidades: 5 no estado de Bahia, 2 em Espirito santo, 21 no estado de Minas Gerais,
10 no Rio de Janeiro, e 10 no estado de S&o Paulo.

Atualmente, a destruicdo das matas ao longo dos rios e a elevada quantidade de
poluentes domésticos, industriais e agropecuarios tém sido as principais ameacas para a
fauna de répteis (RODRIGUES, 2005). Pela perda de habitat e a diminui¢do do tamanho
das populacdes, H. maximiliani € considerada desde 1996 como uma espécie Vulneravel
(Vu) B1+2cd segundo a “International Union for Conservation of Nature” (IUCN,
2017). Porém, no Brasil, essa espécie foi categorizada como Dados Insuficientes (DD)
devido a falta de informacdo sobre a taxa de reducdo populacional (VOGT et al., 2015).
Atualmente, H. maximiliani ndo se encontra mais no livro vermelho de espécies
ameacadas brasileiras (ICMBIo, 2016).

O meio ambiente influencia na biologia e ecologia dos organismos que nele
habitam e métodos como os exames laboratoriais além de serem usados para a
determinacdo do estado de saude de animais silvestres, podem indicar a qualidade
ambiental (FALCE, 2009). A avaliacdo do perfil sanitario, que inclui analises
hematoldgicas (hemograma e bioquimica sanguinea), parasitologicas, microbioldgicas e
achados clinicas e patoldgicas, é importante para determinar o estado de salde de uma
populacdo (CHRISTOPHER et al.,, 1999). A hematologia de animais silvestres
brasileiros é ainda pouco conhecida, especialmente em répteis (CARVALHO et al.,
2014), por isso, sdo necessarias pesquisas que acrescentem maiores informag6es sobre o
assunto. O sangue é responsavel pelo transporte de nutrientes, gases, residuos

metabolicos e células, dessa forma, € essencial realizar avaliagbes hematologicas
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adequadas para determinar o estado de saude dos animais, diagnostico e prevencéo de
doencgas, estabelecimento de valores de referéncia e para manejo e conservacdo de
populacbes em cativeiro e de vida livie (FERRONATO, 2008; MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011). O hemograma determina o hematocrito, a hemoglobina, e a
contagem de células como: eritrocitos, leucécitos e trombécitos (MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011). A bioquimica sanguinea constitui um complemento dentro
do estudo hematoldgico. Deve-se considerar que os resultados hematolégicos podem
variar dependendo da estacdo, idade, sexo, dieta, habitat e estado reprodutivo
(VERNBERG, 1955; HARTMAN & LESSLER, 1964, TAYLOR & JACOBSON,
1982; BOLTEN & BJORNDAL, 1992; ANDERSON et al., 1997; KNOTKOVA et al.,
2002; PIRES et al., 2006; CASAL & OROS, 2007; STACY et al., 2011). Muitas
doencas como infeccBes por hemoparasitos e respostas inflamatorias, podem estar
associadas a alteracfes patoldgicas em parametros hematoldgicos (STACY et al., 2011).
Os resultados hematoldgicos também tem permitido avaliar o indice de estrese cronico
de uma populacgdo a partir da determinacdo da razdo heterofilo/linfocito, que pode ser
maior em animais expostos a ambientes poluidos e cativeiro (FERRONATO, 2008).
Para a compreensdo dos parametros hematoldgicos e suas possiveis mudancas é
importante analisar primeiro a morfologia e a morfometria das células sanguineas, ja
que podem variar dependendo da espécie analisada. O tamanho dos eritrdcitos indica a
posicdo das espécies na escala evolutiva e muitos estudos demonstraram que 0S
tamanhos de eritrécitos variam em membros das 4 ordens de répteis (HARTMAN &
LESSLER, 1964; SZARSKI e CZOPEK, 1966; SAINT-GIRONS, 1970; Mader, 2000;
SEVINC et al., 2000; ARIKAN et al., 2004; CAMPBELL, 2004; ARIKAN et al.,
2009). Néo existem estudos com abordagem hematoldgica de H. Maximiliani por isso,
este estudo objetivou analisar a morfologia e morfometria das células sanguineas, assim
como também determinar valores hematoldgicos e bioquimicos dessa espécie em Juiz
de Fora, Minas Gerais. Esta pesquisa representa o ponto de partida para outras que
permitam a obtencdo de resultados laboratoriais e dados fisioldgicos para estabelecer
padrdes sobre a biologia da espécie que poderdo ser usados para seu adequado manejo e

preservacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biologia de Hydromedusa maximiliani

Cégados do género Hydromedusa da sub-ordem Pleurodira e da familia Chelidae
tem uma distribuicdo restrita a América do Sul (PRITCHARD, 1979; ERNST &
BARBOUR, 1992; SOUZA, 2005a; 2005b). Dentro desse género, existem duas
espécies: Hydromedusa maximiliani e Hydromedusa tectifera, conhecidas comumente
como “cagados pescogo de cobra” ou cadgados de pescogo comprido” (SOUZA, 19953;
SOUZA, 2005a). As duas espécies podem ocorrer de forma simpatrica, com H.
maximiliani em &reas acima de 600m de altitude e H. tectifera em areas mais baixas
(SOUZA, 2005b). Em éreas em que ndo ocorre H. tectifera, H. maximiliani pode ser
encontrada em altitudes inferiores a 100m; na auséncia de H. maximiliani, H. tectifera
pode ser encontrada em altitudes superiores a 900m (RIBAS e MONTEIRO-FILHO
2002; SOUZA, 2005b). Enquanto a o comprimento da carapaca, H. tectifera pode
atingir 300mm (ERNST & BARBOUR, 1992) e H. maximiliani, no maximo 200mm
(SOUZA, 2005a). Além do tamanho corporal, estas espécies podem se diferenciar pela
presenca de duas dobras de pele nos cantos da boca em H. maximiliani e uma listra
preta que se inicia na margem distal e se estende até o final do pescoco, dividindo a
cabeca do cagado em duas partes, superior e inferior em H. tectifera (ERNST &
BARBOUR, 1992).

H. maximiliani é uma espécie da Mata Atlantica cuja distribuicdo inclui regides
dos estados de Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(IVERSON, 1992; ARGOLO & FREITAS, 2002; SOUZA & MARTINS, 2009).
Também sdo encontradas populacdes na Ilha Grande (Rio de Janeiro) e na llha Bela
(Séo Paulo) (SOUZA & MARTINS, 2009). Habitam riachos estreitos (0,60-1,80m de
profundidade) e rios (2,10-6,80m de profundidade) de &guas translicidas e
relativamente frias (14,5- 20°C), com fundo argiloso ou arenoso, pedras e folhas de
vegetacdo na margem (GUIX et al., MIRANDA & NUNES, 1992). Os individuos desta
espécie podem chegar a pesar 520g (SOUZA & MARTINS, 2009) e a sua dieta €
baseada em pequenos invertebrados como larvas de ninfas de insetos, alguns crustaceos,
anelideos, aranhas, anfibios, lagartos e carnica (YAMASHITA 1990; GUIX et al. 1992;
SOUZA, 1995; SOUZA & ABE, 1995; 1997a; 1997b; 1998; NOVELLI & SOUSA,
2006; NOVELLI et al. 2013). O periodo de setembro-janeiro que apresenta mais chuvas
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é 0 de maior atividade para esta espécie, enquanto entre maio e agosto, periodo
caracterizado por baixas temperaturas e estiagem a atividade é menor (SOUZA, 1995;
SOUZA & ABE 1997b). H. maximiliani desloca-se pouco, em média 2 m/dia (SOUZA
1995, SOUZA & ABE 1997b). O ambiente terrestre é de grande importancia para o
forrageio (NOVELLI et al., 2013), e para hibernacédo e postura (FAMELLI et al. 2011).
A maturidade sexual é tardia, 0s machos atingem com 12 anos de idade e as fémeas aos
15 anos (FAMELLLI et al. 2011). O ninho desta espécie se restringe apenas a uma cova
rasa e os filhotes nascem durante 0 més de outubro, apds a incubacdo durante a estacao
seca (SOUZA, 1995; SOUZA & ABE, 1997b).

2.2 Coleta sanguinea em queldnios

O volume sanguineo em repteis varia dependendo da espécie, mas geralmente
representa 5 a 8 % do peso corporal e na maioria de répteis pode ser coletado até um
volume de 10% do volume sanguineo (ou 1% do peso corporal) sem comprometer o
estado de saude do animal (MADER, 2000; CAMPBELL, 2012).

Em quelbnios, a coleta sanguinea pode ser feita nos seguintes locais: coracéo,
veia jugular, veia ou artéria braquial, veia coccigea ventral, seio orbital, veia escapular e
pelo corte das unhas (JACOBSON, 1993; CAMPBELL, 2012). A puncao cardiaca pode
ser usada principalmente em queldnios jovens antes da calcificagdo da carapaga usando
uma agulha maior 20-18G, no entanto, em adultos torna-se um procedimento mais
complexo devido a que a carapaca perfurada e depois restaurada usando epoxi
(JACOBSON, 1992; CAMPBELL, 2012). Para espécimes do género Hydromedusa pelo
fato de apresentar um pescogo comprido, 0 melhor local para a coleta sanguinea é a veia
jugular (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994).

Embora o anticoagulante de eleicdo é o EDTA (acido etilenodiaminoacético),
este causa hemolise nas amostras de algumas espécies de repteis, especialmente em
queldnios. E recomendavel o uso de outro anticoagulante como a heparina, que pode
conservar o plasma para ser usado em analises bioquimicas (CAMPBELL, 2012). No
caso dos esfregacos sanguineos, eles devem ser feitos sem utilizagdo de anticoagulante,
logo depois da coleta sanguinea (MADER, 2000; CAMPBELL, 2012).
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2.3 Hematologia

O principal local de produgdo das células sanguineas de répteis e anfibios é a
medula 6ssea, mas 6rgdos viscerais como o figado e baco também podem contribuir
com essa funcdo (CANFIELD, 1998).

A hematologia é uma ferramenta importante para determinar o estado de satde
dos individuos e diagnosticar doencas como anemia, reagdes inflamatorias,
parasitemias, alteracbes hematopoiéticas e hemostaticas (JACOBSON, 1993;
CAMPBELL, 2012).

A avaliacdo hematoldgica inclui analises de eritrdcitos, leucécitos e trombdocitos
no sangue periférico. A resposta celular no sangue de répteis € menos previsivel do que
em animais endotérmicos cujo microambiente é mais estavel. Existem alguns fatores
que dificultam o estabelecimento de parametros hematolégicos em répteis. Os valores
hematoldgicos podem apresentar mudancas influenciadas por fatores externos como as
condi¢Ges ambientais e/ou por fatores intrinsecos como a idade e o sexo do animal
(VERNBERG, 1955; HARTMAN & LESSLER, 1964; TAYLOR & JACOBSON,
1982; BOLTEN & BJORNDAL, 1992; ANDERSON et al., 1997; KNOTKOVA et al.,
2002; PIRES et al., 2006; CASAL & OROS, 2007; STACY et al., 2011; CAMPBELL,
2012). Outras mudancas podem acontecer durante a coleta do sangue e 0 processamento
do mesmo como o local de coleta, o anticoagulante, o corante e método de contagem
celular usados (CAMPBELL, 2012).

2.4 Células Sanguineas
2.4.1 Eritrocitos

Produzidos na medula através de eritroblastos, podendo ser gerados em outras
fontes secundarias como o baco e o figado, eritrécitos maduros podem se dividir na
corrente sanguinea e na medula segundo alguns estudos (GOULART, 2004).
Diferentemente de mamiferos que apresentam eritrécitos em forma de discos
bicdncavos com margem circular espessa e a parte central fina e anucleada, em répteis,
assim como nas aves, existem algumas diferencas quanto a morfologia, com um
formato eliptico e um nucleo oval condensado e centralizado (RASKIN, 1999; KERR,
2003; FRANDSON et al., 2011). Ocasionalmente eritrécitos imaturos podem ser

encontrados na periferia sanguinea dos répteis especialmente em animais muito jovens
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ou em processo de ecdise, sdo irregulares, com um nucleo centralizado, citoplasma
basofilico e sdo de tamanho reduzido em relacdo aos maduros.

Quando o citoplasma é normal cora de rosa uniformemente, o aumento da
basofilia do citoplasma (policromasia), variagdes do tamanho da célula (anisiocitose) e
mudancas na forma (poiquilocitose), podem ser indicativos de alteracGes nessas células
(RASKIN, 1999).

2.4.2 Trombdcitos

Em répteis a producéo de trombdcitos € similar & das aves. A célula madura tem
uma forma eliptica, quando em desenvolvimento sdo menores e o citoplasma é menos
basofilico. O nucleo, centralmente posicionado, possui uma cromatina nuclear densa,
que se cora em roxo, enquanto que o citoplasma & menos corado e contem poucos
granulos azurofilicos. Durante os Ultimos estadgios de desenvolvimento, a cromatina
nuclear se torna mais densa e granulocitos plasmaticos especificos aparecem.
Trombdcitos ativos sdo comuns e aparecem como agrupamentos de células com
citoplasmas irregulares e vacuolos (HAWKEY & DENNET, 1989).

Dentre suas mdltiplas funcBes, podemos citar sua capacidade de fagocitose,
participando ativamente na defesa do organismo, a capacidade de transformar-se em
eritrocitos, se houver um aumento na demanda de eritrécitos (GOULART, 2004;
PENDL, 2006), e sua participacdo nos processos de hemostasia (SYPEK &
BORYSENKO 1988; GOULART, 2004). Essas células em mamiferos podem ser
conhecidas como plaquetas, e possuem importante papel criando uma barreira fisica
para uma abertura no vaso sanguineo, controlando sangramento. Elas formam um
codgulo estavel a base de fibrina através de uma aglomeracéo plaquetaria, mediadores
quimicos sdo liberados pelas plaquetas juntamente com fibrinogénio e diversos fatores
de coagulacdo do plasma sanguineo, resultando na coagulacdo do sangue
(CUNNINGHAM, 1999).

Sdo normalmente menores em mamiferos do que em aves e répteis, visiveis
como fragmentos granulados de coloracdo azul palida, mas normalmente ambas se
apresentam menores que as hemacias (KERR, 2003). Segundo Ramos (1992) foi
relatada a presenca de trombaocitos em processos inflamatorios por corpo estranho em
tartarugas tigre d’agua, sugerindo a participacdo dessas células em processos
inflamatdrios nos répteis. Poucos trabalhos descreveram perfis hematolégicos em
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queldnios devido as diferencas na metodologia de contagem. Os valores aumentados no
namero de trombdcitos podem ter algum sentido bioldgico com as alteragbes de
leucocitos devido ao fatos dos animais amostrados estarem bem adaptados ao meio
(FERRONATO, 2008).

2.4.3 Leucécitos

Sdo células brancas e suas precursoras, que utilizam o fluxo sanguineo como
meio de transporte até o seu sitio de atuacdo final nos tecidos. Seu numero circulante
reflete o equilibrio entre demanda e fornecimento (KERR, 2003).

Sao divididas em duas categorias, granuldcitos ou miel6citos (baséfilos,
eosinofilos e heterofilos) e os agranuldcitos (linfocitos, mondcitos e azurofilos), com
base na auséncia ou presenca de granulos citoplasmaticos que se coram com 0 sangue
comum (FRANDSON et al., 2011).

Em répteis o desenvolvimento é semelhante ao dos mamiferos e sdo associados
a espacos extravasculares do estoma reticular da medula dssea. As células maduras
migram para o endotélio celular dos sinuséides para entrar na corrente sanguinea, e
diminuem em tamanho e o citoplasma torna-se menos basofilico. A cromatina torna-se
intensamente condensada com a maturidade e nas células em que o nucleo é lobulado
ele passa de arredondado para segmentado (HAWKEY & DENNET, 1989).

2.4.3.1 Basofilos

Estas células nucleadas geralmente sdo pequenas, mas de tamanho variavel que
podem conter granulos redondos, com mdltiplos compostos incluindo a heparina que
evita a coagulagdo sanguinea e a histamina que relaxa a musculatura dos vasos
sanguineos (FRANDSON et al., 2011). Compdem cerca de 0 a 40% dos leucocitos
totais (RASKIN, 1999).

S&o pequenos, com o tamanho variando de 7 a 20um, com células circulares que
contém granulos citoplasmaticos basofilicos e metacrométicos , o que pode camuflar o
ndcleo (HAWKEY & DENNET, 1989).

Dificilmente sdo vistos em queldnios e fatores como sazonalidade parecem ter
pouca influéncia sobre niumeros de basofilos. Estudos tém mostrado que em répteis 0s

basofilos possuem imunoglobulinas de superficie reativas com a liberagdo de histamina
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(FUDGE, 2000) e estes reagem por degranulacdo (ROSSKOPF, 1999). O aumento
destas células sdo associados a certos hemoparasitos como hemogregarinas e
tripanosomas, e infec¢des virais como por exemplo Iridovirus (SYPEK e
BORYSENKO, 1988).

2.4.3.2 Eosindfilos

Possuem como caracteristica citoplasma granulado, nucleo isolado ou bilobado,
pouco oval arredondado, geralmente constituem mais de 20% do total dos leucdcitos.

Sua funcdo esté envolvida com a fagocitose dos imunocomplexos associado com
infecgBes parasitarias, em periodos de alta atividade metabdlicas dos animais os
eosinofilos aparecem em baixa propor¢do e em periodos de baixo metabolismo existem
altas concentracbes na corrente sanguinea (FUDGE, 2000). Esta funcdo de
desintoxicacdo se realiza por inativacdo da histamina (RASKIN, 1999). Sua relevancia
clinica quando apresenta alta concentracdo na corrente sanguinea (eosinofilia) esta
correlacionada a reacdes alérgicas, parasitismo, lesdo tecidual, ciclo estral, gestacédo e
parto (KERR, 2003).

2.4.3.3 Heterofilos

Seu tamanho varia conforme a espécie reptiliana, podendo ser de 10 a 23um, e
apresentam o citoplasma com numerosos granulos, alongados em bastonetes, ovais ou
fusiformes (REGAN et al., 2011).

Tem uma funcdo anéloga aos neutrofilos dos mamiferos, incluindo fagocitose e
atividade antimicrobiana (ROSSKOPF, 1999; ARIKAN & CICEK, 2010; STACY et
al., 2011). Apresentando niveis elevados de heterofilos em porcentagens hematologicas
relatadas em animais saudaveis, que podem ser associados com baixas contagens de
células brancas totais, no entanto, fatores como hibernagéao e estresse sdo determinantes
para elevar ou diminuir respectivamente o nimero de células circulantes (FUDGE,
2000). Heterofilos toxicos podem estar presentes em répteis com infeccdes bacterianas,
inflamacédo grave ou necrose (CAMPBELL, 2004). Um indicativo de estresse crénico
pode ser observado pelo aumento de heterdfilos e a diminuicdo de linfécitos
(FERRONATO, 2008).
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2.4.3.4 Linfocitos

A formacéo de linfocitos nos répteis € semelhante a dos mamiferos e aves
(HAWKEY & DENNET, 1989). S&o células com tamanho variado (5,5 a 14,5um).
Podem conter pequenos granulos azurdfilos citoplasmatica com uma prevaléncia
variada, mas frequentemente maior que 50% do total de leucécitos (MADER, 2000;
CAMPBELL, 2004; ARIKAN et al., 2004, 2009). O nucleo é compacto e circular,
semelhante aos trombdcitos (RASKIN, 1999). Com uma nucleacdo relativamente
grande e em contrapartida uma pequena quantidade de citoplasma na maioria das
espécies estas células sdo o segundo tipo de leucdcitos circulantes mais comuns, sendo
conhecidos trés tipos de linfdcitos (linfocito B, linfécito T e linfécito NK), sendo que
ndo possuem diferencas estruturais (Kassab et al., 2009; FRANDSON et al., 2011 ).

O aumento de linfdcitos na corrente sanguinea é denominada como linfocitose,
tendo relevancia na clinica para répteis em casos de inflamacdo, cicatrizacéo, e doencas

infecciosas de origem bacterianas e virais (MADER, 2000).

2.4.3.5 Mondcitos

Sdo as maiores células da periferia sanguinea dos répteis (HAWKEY &
DENNET, 1989). Semelhante a de mamiferos, com citoplasma de coloracdo azul-
cinzenta, podendo apresentar vacuolos ou granulacbes (FUDGE, 2000).

Em répteis ja foi observado que os mondcitos podem ser afetados por fatores
sazonais. Sao celulas nucleadas e ovais sendo importantes na resposta a infecgédo
granulomatosa microbiana por ter funcionalidade fagocitica (FUDGE, 2000). Os
mondcitos aumentam durante estimulacdes antigénicas cronicas, inflamagéo cronica ou
doenca parasitaria (GREGORY et al., 2004). Tém sua origem na medula 0ssea, porém
estes se diferenciam em macréfagos quando migram dos vasos para os tecidos
(CUNNINGHAM, 1999).

2.4.3.5.1 Azurdéfilos

Sdo células presentes em anfibios e répteis, especialmente em muitas espécies de
serpentes (CANFIELD, 1998; FUDGE, 2000) que sdo mondcitos diferenciados,

apresentando uma granulagéo rosa semelhante a uma poeira, com grande quantidade de
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citoplasma e nucleos em formas ovais, arredondados ou em forma de “U”, podendo
conter alguns vacuolos citoplasmaticos claros (CAMPBELL, 2004; REAGAN et al.,
2008).

Acredita-se que a azuropenia representa uma resposta antigénica a doencas de
ordem infecciosas em répteis (MADER, 2000).

2.5. Bioquimica sanguinea
2.5.1 Ureia

Embora répteis ndo podem concentrar urina, produtos nitrogenados sao
excretados em diversas quantidades de acido Urico, ureia e aménia dependendo do
ambiente natural do animal. Em quel6nios de &gua doce, a aménia e a ureia sao
excretados em quantidades iguais (DAVIES, 1981; BRAUN, 1998).

A ureia plasmatica age aumentando a osmolalidade plasmatica, reduzindo a
perda de &gua corporal. ConcentracGes plasmaticas elevadas de ureia podem ocorrer em
répteis que habitam &reas desérticas, especialmente algumas espécies de cagados
(CAMPBELL, 1996). Patologicamente, 0 aumento dos niveis de ureia plasmatica estdo
relacionados com doenca renal, azotemia pré-renal e grande quantidade de proteina na
dieta (CAMPBELL, 1996).

2.5.2 Creatinina

Os valores normais de creatinina plasmatica em répteis sdo geralmente muito
baixos. Uma elevagdo nos niveis de creatinina podem estar associados com uma
desidratacdo severa e doenca renal. Em répteis, as analises de creatinina ndo sdo

importantes para o diagndstico de doengas renais e pré-renais (CAMPBELL, 1996).

2.5.3 Acido Urico

O metabolismo uricotélico esta associado ao desenvolvimento do ovo, no lugar
da amdnia, que € toxica, se elimina nitrogénio na forma de &cido Urico porque mesmo a
ureia seria nociva em excesso (TROIANO et al., 2001; BACILA, 2003). O intervalo de
7,7 a 615,4 mg/dl é considerado como indice normal para queldnios (JACOBSON,
1992).
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O acido urico é o produto final do catabolismo de proteinas, nitrogénio nao
proteico e purinas em répteis (FRYE, 1991; TROIANO et al, 2001). Os valores normais
estdo entre 0 e 10 mg/dl, para a maioria de répteis. Um aumento dos niveis de acido
urico estdo associados com doenca renal severa e gota Urica (CAMPBELL, 1996).
Bacteremias e septicemias severas, drogas nefrotoxicas como aminoglicosideos e sulfas
podem causar doenca renal (CAMPBELL, 1996).

A avaliagdo dos niveis de &cido Urico sanguineo ndo € um indicativo sensitivo
para doenca renal em répteis, ja que para ter um aumento consideravel, dois tercos dos
rins devem estar afuncionais. A dieta € muito importante para avaliacdo de enzimas
renais, sendo que répteis carnivoros tém maiores concentragdes de acido Urico no
sangue devido as altas quantidades de proteina (CAMPBELL, 1996; MITCHELL &
TULLY, 2009).

2.5.4 Fosfatase Alcalina

A enzima fosfatase alcalina estd amplamente distribuida no organismo de
repteis, porém nao existe suficiente informacéo para interpretar os valores da mesma de
forma adequada. Em alguns répteis, um aumento nos valores desta enzima esta
relacionado com atividade osteoblastica aumentada, doenca hepatobiliar ou distocia
(CAMPBELL, 2008). Fisiologicamente, pode ocorrer um aumento da FA em répteis
jovens quando comparado com adultos da mesma espécie (CAMPBELL, 1996;
MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011). A hipovitaminose D3 pode causar um aumento
da atividade dessa enzima durante uma doenca metabolica 6ssea (CAMPBELL, 2008).
Tem sido descrito um incremento de FA associado a periodos de imaturidade em
espécies de crescimento rapido, também em fémeas com problemas reprodutivos
cronicos (McCARTHUR, 2001).

2.5.5. Alanina Aminotransferase (ALT)

A ALT ndo é considerada uma enzima especifica de algum 6rgdo, e ndo é
importante para o diagnostico de doenga hepética. O nivel normal em répteis € menor de
20UI/L. Um aumento nos niveis desta enzima pode estar associado a uma dieta
inadequada prolongada que podem causar alteracdes hepaticas, especialmente em
animais em cativeiro (CAMPBELL, 2012).
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2.5.6 Aspartato Aminotransferase (AST)

Embora a atividade de AST ndo é especifica de um érgdo, o aumento da AST
no sangue € um indicativo de doenca hepatocelular (BOYD, 1988; DIVERS, 2000;
ALMOSNY & MONTEIRO, 2007). Geralmente, o nivel de AST normal é menor de
250 UI/L. O aumento dos niveis no sangue esta relacionado com uma doenga muscular
ou hepética. Em animais de vida livre o0 aumento desta enzima pode estar associado a
atividade muscular relacionada com a agressdo do macho na época reprodutiva
(NEVAREZ et al., 2002; CAMPBELL, 2012).
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3 MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacgdo da
Biodiversidade-SISBIO, licenca nimero 54910-2. Também foi aprovado pelo Comité
de Etica na Experimentacdo Animal da Pro-Reitoria de Pesquisa / UFJF (Protocolo
namero 025/2016-CEUA).

3.1 Area de estudo

Os espécimes de H. maximiliani foram capturados na Reserva Biologica
Municipal Santa Candida (RBMSC) (Figura 1), criada pelo Decreto Municipal 2904/83,
localiza-se a oeste da area central de Juiz de Fora (21° 41°20°" S e 43° 20° 40”°W),
regido da Zona da Mata, sudeste do estado de Minas Gerais. Tem uma &rea de 113, 3 ha
e faz divisa com os bairros Monte Castelo, Carlos Chagas, Milho Branco, Recanto dos
Bruggers e Sdo Pedro (CENTRO DE PESQUISAS SOCIAIS-UFJF, 2007; NOVELLI
et al., 2013; PJF, 2016).

A vegetagdo tipica é do bioma Mata Atlantica, o relevo é inclinado,
apresentando vales com morros que variam de 60 a 200m de altura e altitudes extremas
que variam de 760 a 960m acima do nivel do mar. E Floresta Estacional Semidecidua
Montana devido ao carater semideciduo de muitos de seus elementos arboreos nas

estacdes do ano de menor pluviosidade e temperaturas mais baixas (LAFETA, 1998).

Rio Paraibuna

Ropresa
Or. Jodo Penido

- .

ReBio Pogo D'Anta
ReBio Santa Candida

Represa Siao Pedro

Parque da Lajinha

Figura 1: Mapa de juiz de fora com as principais Reservas Biologicas. Retangulo (Reserva Bioldgica
Municipal Santa Candida).
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3.2 Amostragem dos espécimes de Hydromedusa maximiliani

As capturas foram feitas manualmente com auxilio de pucas, duas vezes por més,
durante um ano, comecando em setembro de 2016. Ap6s a captura dos individuos se
realizou a seguinte metodologia:

e Marcacéo: foram feitas dois tipos de marcagdo. Uma marcagao permanente, feita

com auxilio de serra metélica na placa marginal da carapaca (SOUZA, 1995a) e
uma temporaria usando caneta corretiva que foi usada para ajudar na

visualizacdo dos individuos durante as capturas (Figura 2).

Figura 2: Marcacdo permanente na placa marginal da carapaga e marcagdo temporaria feita com caneta
corretiva em Hydromedusa maximiliani.

e Morfometria: os individuos foram pesados com dinamometro Pesola® (preciséo
de 10g) e as seguintes medidas foram aferidas, por meio de paquimetro manual
Western® (precisdo de 0,21mm) conforme figura 1:

a) CMC = Comprimento méximo da carapaca, medido em linha reta desde a
borda anterior até a borda posterior da carapaga.

b) LMC = Largura maxima da carapaca, medida em linha reta, onde ocorre a
maior distancia entre a borda lateral dos escudos marginais de um lado ao
outro.

c) AMC = Altura maxima da carapaca, medida perpendicularmente ao plastréo,
ao nivel de maior distancia entre os escudos do plastrdo e os vertebrais da

carapagca.
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d) CMP = Comprimento maximo do plastrdo, medido em linha reta desde o
escudo intergular até o ponto de juncdo dos escudos anais.
e) LMP = Largura do plastrdo, medido em linha reta atraves da sutura entre 0s

escudos abdominais e peitorais, de um ponto de juncéo entre estes dois.

Carapaga Plastrao

e Sexgem e determinacdo da idade: os exemplares foram identificados quanto ao

sexo pelas caracteristicas externas. Os machos apresentam-se maiores e com
maior massa corpérea, também tém uma concavidade no plastrdo nas placas
anais (ERNEST & BARBOUR, 1989) e a cauda significativamente mais longa
(GUIX et al,, 1992). Os individuos jovens foram identificados pelo formato da
carapaca e coloracdo do plastrdo; assim, a partir da sétima escama posterior dos

escudos marginais, 0s jovens apresentam um aspecto denteado (SOUZA,

Figura 3: Hydromedusa maximiliani. Comprimento maximo da carapaga (CMC), largura maxima
da carapaca (LMC), altura méaxima da carapaca (AMC), comprimento méximo do plastrdo (CMP) e
largura maxima do plastrdo (LMP) (Adaptado de Guide d’ldentificaction CITES-Tortues em
Novelli, 2006).
1995b). Em quanto a cor, os jovens apresentam o plastrdo amarelo claro com
manchas negras periféricas ou totalmente escuro (SOUZA, 1995a; SOUZA,

1995h).
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Figura 4: Sexagem dos espécimes de Hydromedusa maximiliani pelas caracteristicas externas. A) Macho
e fémea juntos para obersvacdo da diferencaa de tamanho corporal, sendo 0 macho n° 1 e a fémea n° 4; B)
eversdo do pénis do macho durante a manipulacdo, destacando a concavidade do plastrdo; C) fémea
destacando plastréo plano.

3.3 Amostragem sanguinea

As amostras sanguineas foram coletadas do ramo externo da veia jugular, em
volume de 2ml usando uma seringa de 3ml com agulha de 24G x %"~ previamente
heparinizados (SINGH & KUMAR, 2008). O sangue foi adicionado em um tubo de
coleta heparinizado (Vacutainer ®), e 0,5 ml da amostra foi usado para fazer o
esfregaco sanguineo e o restante foi transportado em um isopor com gelo artificial até o
laboratério de Bioquimica da UFJF e o laboratério LEMOS onde foi processado dentro
das 4 horas apés a coleta (ANDRADE et al., 2014).
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Figura 5: A) Coleta sanguinea da veia jugular externa de Hydromedusa maximiliani; B)
elaboracéo de esfregagos sanguineos em campo ap6s a coleta sanguinea.

3.4 Morfologia e morfometria das células sanguineas

Foram feitos 10 esfregacos por individuo que foram corados usando Pandtico
Réapido. Uma vez secos, foram selecionados aleatoriamente esfregacos sanguineos de
cada individuo para serem analisados no microscopio Olympus BX51. As
microfotografias foram tiradas utilizando uma camera Olympus DP73. Para cada
individuo foram selecionados aleatoriamente 50 eritrocitos e de cada célula foram
aferidas as seguintes medidas; comprimento (CE) e largura (LE); e comprimento e
largura do ndcleo (CN e LN). O tamanho dos eritrdcitos (TE) e o tamanho do nucleo
(TN) foram calculados usando as férmulas: CELEn /4 e CNLNn /4 (UGURTAS et al.,
2003). Foram calculadas as razdes CE/LE e CN/LN; e as relacdo nucleo/ citoplasma
TN/TE. Além disso, as medidas de leucdcitos (heterdfilos, eosindfilos, basofilos,
linfécitos e mondcitos) e trombdcitos (CT, LT) também foram aferidas e o tamanho das

células foi determinado usando a féormula: A = nir » 2.

3.5 Hemograma

e Hematdcrito (Htc): a determinacdo do hematdcrito foi feita por centrifugacdo do
sangue em tubos capilares a 10.000 RPM por 5 minutos em centrifuga para
microhematdcrito digital (Benfer DHM — 6 ®) e a leitura foi realizada usando
um leitor de hematocrito (MADER, 2000). O resultado foi expresso em
porcentagem (%).
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Hemoglobina (Hb): a concentracdo de hemoglobina foi realizada pelo método da
cianometahemoglobina no aparelho automatizado ABX Micro 60 — OT (Horiba
®) e o resultado foi expresso em g/dl (CAMPBELL, 1989).

Contagem Total de Eritrdcitos: foi realizada utilizando uma camara de
Neubauer, usando uma mistura de 4 ml de diluente isotbnico Natt & Herrick
(NATT & HERRICK, 1952) com 20 pl de amostra de sangue com heparina. A
solugdo homogeneizada foi preenchida na camara de Neubauer e foi feita a
contagem no microscopio em aumento de 400 vezes. Para a contagem celular
foram utilizados cinco quadrantes, na area do quadrante central da cdmara e para
a obtencdo do numero de eritrocitos por microlitro (ul) foi multiplicado pelo
fator de correcao (x 10.000).

Contagem Total de Leucdcitos: foi realizada em camara de Neubauer com
diluicdo a 1:20 em liquido de Turk (Renylab ®). Foram contados quatro
quadrantes grandes laterais e multiplicado pelo fator de correcédo (x 50). O
resultado foi expresso em ul de sangue.

Contagem de Trombdcitos: a contagem foi feita utilizando o esfregaco
sanguineo a partir da contagem do numero de trombocitos em cada 500
eritrocitos.

Contagem diferencial de Leucdcitos: foi feita utilizando o esfregagco sanguineo

corado em corante tipo Romanowsky May — Grunwald — Giemsa ( Renylab ®).
As laminas foram analisadas no microscopio 6tico em objetiva de imersdo, para
diferenciar as seguintes células: neutrofilos, basofilos, eosindfilos, mondcitos,
linfécitos segundo WORK et al. (1998).

indices Hematimétricos: o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina
corpuscular média (HCM) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) foram calculados a partir dos dados obtidos para o hematocrito (Htc),
hemoglobina (Hb) e contagem total de eritrdcitos (He) (CAMPBELL, 1989). As

equac0es utilizadas foram:

VCM fl = Htx 10+ He x 10°
HCM pg = Hb x 10 =+ He x 10°

cHcMm 9 g = Hbx100 = Ht
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3.6 Bioquimica sanguinea

Para os resultados dos exames bioquimicos foram utilizados kits comerciais.
As enzimas processadas foram uréia, creatinina e acido Urico, visando determinar a

funcdo renal e ALT, AST e fosfatase alcalina (FA) para determinar a funcao hepatica.
3.7 Indice de estresse (Raz&o Heterofilo/Linfdcito)

Foi realizado dividindo o nimero absoluto de heterdfilos pelo de linfocitos
(LANCE & ELSEY, 1999). Essa razdo é um indicativo de estresse crénico, que é
representada por uma elevacdo na contagem total de heterofilos e uma diminuicdo dos

linfdcitos (SIEGEL, 1980).

3.8 Analises estatisticas

Os resultados do perfil hematolégico foram apresentados usando estatistica
descritiva (desvio padrdo). Para a comparacdo dos dados obtidos entre individuos de

diferentes sexos, idade e dados da morfometria foi utilizado o teste T- student.
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4 RESULTADOS

Para este estudo, foram capturados 12 individuos de H. maximiliani (cinco
machos, quatro fémeas e trés juvenis). A massa corporal foi em média de 400 + 191,31
g para machos e 315 + 71.88 g para fémeas (Tabela 1). Os juvenis tiveram uma média
de peso corporal de 76,67 = 30,56 g; no entanto, estes apresentaram tamanhos diferentes
devido a diferenca no tempo de eclosdo (Tabela 1). O comprimento da carapaca foi
17.06 £ 2.94cm, 14.68 + 0.57cm e 9.12 + 1.47 cm para machos, fémeas e juvenis,

respectivamente.

Tabela 1: Aferi¢es dos individuos de Hydromedusa maximiliani capturados ha RBMSC. Comprimento
méaximo da carapaca (CMC), largura maxima da carapaca (LMC), altura maxima da carapaca (AMC),
comprimento maximo do plastrdo (CMP) e largura maxima do plastrdo (LMP).

Massa

Sexo/ldade corporal (g) CMC (cm) LMC(cm) AMC (cm) CMP(cm) LMP (cm)

Macho (n=5) 400+191,31 17,06+2,94 10,22+0,64 4,42+0,40 12,04+0,79 7,21+0,39
Fémea (n=4) 315+7188 14,68+057 9,06+0,14 3,92+0,07 11,10£0,30 7,21+0,32
Juvenil (n=3) 76,67 +3056 9,12+147 6,04+£039 204+027 6,87+066 4,42+0,39

Nos esfregacos sanguineos foram identificadas sete tipos de células sanguineas:
eritrocitos nucleados, heterofilos, eosinofilos, basofilos, mondcitos, linfocitos e
trombdcitos (Figura 6).

Nesse estudo os eritrocitos de H. maximiliani, se apresentaram como células
nucleadas, homogéneas em tamanho, forma e cor (Figura 6). Eles foram elipticos com
um citoplasma roxo palido. O nucleo violeta-azul estava colocado centralmente com
cromatina condensada basofila. Alguns eritrécitos apresentaram  inclusfes

citoplasmaticas ou vacuolas.
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Figura 6: Esfregaco sanguineo de Hydromedusa maximiliani corado com panético rapido. Eritrécitos (Er); Heterdfilo (He); Eosindfilos
(Eo); Basodfilo (Ba); Mondcito (Mo); Linfocitos (Ly); Trombdcitos (Th). Barras de escala: 5 pm.
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O tamanho dos eritrocitos foi de 172,49 + 13,57 umz e o tamanho do ndcleo
foi de 21,39 + 0,74 pum’ (Tabela 2). Ao comparar o tamanho dos eritrocitos entre
individuos de diferentes sexos, 0s machos apresentaram uma célula significativamente
maior (p <0,05) do que as fémeas. E quanto a comparacdo baseada na idade dos
individuos, os adultos apresentaram uma célula e nucleo significativamente maiores (p
<0,05) do que os juvenis.

Os heterofilos apresentaram grandes granulos citoplasmaticos eosinofilicos e
fusiformes (Figura 6). O nucleo basofilo foi segmentado e deslocado para a borda da
célula. A média para o tamanho foi de 50,69 + 1,3 pm? (Tabela 3).

Os eosindfilos (Figura 6) apresentaram granulos citoplasmaticos eosinofilicos
redondos. O nucleo foi basofilo, de forma redonda-oval, alguns se apresentaram
bilobados e localizados perto da membrana. O tamanho foi de 48,73 + 4,13 pm? (Tabela
3).

Os basofilos foram células pequenas de cerca de 40,10 + 2,50 um?2 (Tabela 3).
Eles foram identificados pelo seu citoplasma que se apresentou profundamente
basofilico preenchido com granulos redondos de purpura-azul escuro. O nucleo foi
redondo e centralizado (Figura 6).

O citoplasma dos mondcitos (Figura 6) foi preenchido com granulos azul-
cinza e o nucleo foi oval ou em forma de rim localizado perto da membrana. Os
azurdfilos (Figura 6), um tipo de mondcito, teve um citoplasma ligeiramente mais
claro do que os mondcitos regulares. O tamanho médio foi de 45,72 + 3,65 um? (Tabela
3).

Os linfdcitos (Figura 6) foram células redondas com um citoplasma corado de
azul e um nudcleo reticular esférico. Eles mostraram uma maior relagdo ndcleo-
citoplasma do que as outras células. O tamanho foi de 27,50 = 1,16 um2 (Tabela 3).

Os trombdcitos (Figura 6) foram as menores células encontradas nos
esfregacos sanguineos de H. maximiliani. Eles se apresentaram redondos ou elipsoidais,
com auséncia de granulos no citoplasma hialino e o nudcleo foi grande e basofilo,
colocado centralmente. O comprimento médio dos trombdcitos foi de 11,05+ 0,93 pm e
a largura média foi de 5,92 + 0,36 um (Tabela 3).

Nenhum tipo de leucécito mostrou diferenca significativa quando comparados

entre individuos de diferentes sexos e idades.

32



Tabela 2: Tamanho médio dos eritrdcitos e ndcleos de Hydromedusa maximiliani com seus desvios padréo (C: comprimento do eritrdcito, L: largura do eritrocito, TE:
tamanho do eritrécito, CN: comprimento do nicleo, LN: largura do ndcleo, TN: tamanho do nicleo; TN /TE: razdo nucleocitoplasmica).

Sexo/ldade

CE (um)

LE (um)

TE (um°)

CN (um)

LN (um)

CN/LN

TN (um°)

TN/TE

Macho (n=250)
Fémea (n=200)

Juvenil (n=150)

Media

20,08+1,85
19,15+1,24
19,05+1,80

19,42+0,57

11,86+1,52
10,93+1,49
10,99+0,88

11,6+0,52

1,71+0,19
1,78+0,23
1,74+0,20

1,74+0,04

188,16+36,10
164,7+27,81
164,6+21,97

172,49+13,57

5,96+0,64
6,28+0,64
6,02+0,63

6,08+0,17

4,6+0,70
4,46x0,59
4,33+0,55

4,46%0,14

1,32+0,21
1,43+0,24
1,41+0,21

1,39+0,06

21,65+4,69
21,97+3,77
20,55%3,76

21,39+0,74

0,12+0,021
0,12+0,023
0,13+0,04

0,12+0,005

Tabela 3: Tamanho médio de leucdcitos e trombdcitos com seus desvios padrdo em Hydromedusa maximiliani (CT: comprimento do trombécito, LT: largura do trombdcito).

Sexo/ldade Heterdfilos Eosinofilos Basofilos Monécitos Linfécitos Trombdcitos
(pm’) (pm’) (pm’) (pm’) (pm’) CT (um) LT (um)
Macho 50,42+6,40 51,39+5,73 42,94+9,07 43,745,97 28,83+4,41 10+1,20 6,33+0,84
Fémea 52,1+6,19 50,84+7,54 39,13+8,12 49,94+7,32 26,97+4,72 11,41+41,25 5,66%0,62
Juvenil 49,54+6,81 43,98+2,22 38,22+2,36 43,53+3,36 26,7+3,63 11,75+1,26 5,79+0,66
Média 50,69+1,3 48,73+4,13 40,10+2,50 45,72+3,65 27,50+1,16 11,05+0,93 5,92+0,36
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No caso do hemograma, foram analisadas oito amostras (cinco machos, duas
fémeas e um juvenil) do total de 12 individuos capturados, no caso da bioquimica
sanguinea foram analisadas 10 amostras (cinco machos, trés fémeas e dois juvenis)
devido a dificuldade de captura, recaptura, quantidade de sangue coletado e
contratempos com o processamento das amostras no laboratorio.

No hemograma, o Unico juvenil amostrado apresentou valores muito diferentes
quando comparados com os resultados obtidos dos machos e das fémeas. O juvenil
apresentou hematocrito, hemoglobina e contagem de trombdcitos altos de 38%, 10,9
g/dl e 34x10%células/pl respectivamente. Além disso, o numero total de leucocitos (200
células/ ul) no juvenil foi baixo quando comparado com os dos adultos (Tabela 4).

Na contagem diferencial leucocitéria, os machos apresentaram uma porcentagem
de heterofilos (28,6+3,75), eosinofilos (5,4+1,4) e mondcitos (3,4+2,2) baixos e
linfdcitos elevados (59,8+6,82). No caso do Unico juvenil amostrado, este apresentou
heterdfilos altos (53) e linfécitos (23) baixos (Tabela 5-6).
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Tabela 4: Hemograma com seu respectivo desvio padrdo de Hydromedusa maximiliani. Hematocrito (HCT); hemoglobina (HGB); eritrécitos (RBC); leucocitos (WBC);

hemoglobina corpuscular média (HCM); volume corpuscular médio (VCM); concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

HGB RBC x10° CHCM Trombdcitos
Sexo/ldade HCT (%) (g/dL) (cél/ul) WBC (cél /nl) HCM (fL) VCM (pg) g/dL x10° (cél/ pl)
Macho (n=5) 255+1,1  7,78+0,35  0,6+0,03  5245+1069,18  128,79+5,6 422,92+26,91 30,72+1,33 18+2,79
Fémea (n=2) 1946 6,05+1,85  0,5+0,09 4687,5+812,5 123,65+20  387,25+67,25 31,95+ 0,35 2145
Juvenil (n=1) 38 10,9 0,7 200 162,7 567,2 28,7 34
Média (Machos e
Fémeas) 22,25+3,25 6,92+0,87 0,55+0,05 4966,25+278,75 126,22+2,57 405,09+17,84 31,34+0,62 19,5+1,5

Tabela 5: Contagem diferencial de leucdcitos representada em porcentagem com seu respectivo desvio padrdo de Hydromedusa maximiliani.

Leucdcitos (Valor %)

Sexo/ldade Basofilo Eosindfilo Heterofilo Linfocito Mondcito
Macho (n=5) 2,8+0,66 5,4+1,4 28,6+3,75 59,8+6,82 3,4+22
Fémea (n=2) 2,5+0,5 8,56+3,5 41,5+6,5 32,5475 15+2
Juvenil (n=1) 4 10 53 23 10

Média (Machos e
Fémeas) 2,65+0,15 6,95+1,55 35,05+6,45 46,15+13,65 9,245,8

Tabela 6: Contagem diferencial de leucdcitos representada em valores absolutos com seu respectivo desvio padrdo de Hydromedusa maximiliani.

Leucocitos Valor absoluto (células/ul)

Sexo/ldade Basofilo Eosindfilo Heterofilo Linfocito Mondcito
Macho (n=5) 126,25+22,07 309+143,86 1371,05£201,37 3317+761,77 121,1+53,26
Fémea (n=2) 121,25+43,75 37095 1892,5 +32,5 1584,36+615,63 719,38+215,62
Juvenil (n=1) 8 20 106 46 20
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Foi determinado o indice de estresse crénico usando a razdo heterofilo/linfécito
obtendo uma média de 0,97+0,41, o indice foi maior no juvenil (2,30) e menor nos
machos (0,56+0,17) (Tabela 7).

Tabela 7: indice de estresse de Hydromedusa maximiliani calculado a partir da razdo
Heterdfilo/Linfocito.

Sexo/ldade indice de estresse
Macho (n=4) 0,56+0,17
Fémea (n=2) 1,39+0,52
Juvenil (n=1) 2,30
0,97+0,41

Média (Machos e
Fémeas)

Nas andlises bioquimicas o0s juvenis apresentaram valores elevados de FA
(63,57 UI/L) e AST (51,07 = 24,88 UI/L), e no caso da ureia, apresentou valores baixos
(12,03 + 5,33E-15 mg/dL) (Tabela 8).

Tabela 8: Bioquimica sanguinea de Hydormedusa maximiliani. Uréia; Fosfatase Alcalina (FA);

Aspartato Aminotransferase (AST); Alanina Aminotransferase (ALT); Creatinina; e Acido Urico.

Creatinina Acido Urico
Sexo/ldade Ureia (mg/dL) FA (UI/L)  AST (UI/L) ALT (UI/L) (mg/dL)  (mmol/L)

Macho

(n=5) 37,74 +412 35,39+6,73 3754+1569 1462+270 050+0,19 5,04+ 0,62
Fémea

(n=3) 22,78 +0,18 33,47+223 2226+509 17,7+3,83 0,29+0,02 391+ 0,10
Juvenil

(n=2) 12,03 + 5,33E-15 63,57 51,07 + 24.88 10,47 0,32 +0.01 3,71
Média 24.18 + 7.45 4414 +9.73 36.96+8.32 14.26+2.10 0.37+0.07 4.22+0.41

Finalmente, se compararam os resultados de algumas analises sanguineas com
outras espécies da familia Chelidae. Os resultados deste estudo foram comparados com
valores hematoldgicos de individuos em cativeiro e em vida livre, sendo que o
hematocrito, a hemoglobina e os eritrocitos totais ndo mostraram uma grande diferencia
nas 3 espécies de queldnios de agua doce (Hydromedusa maximiliani, Phrynops

geoffroanus e Hydromedusa tectifera). A Unica diferenga marcada entre estas espécies
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comparadas foi a contagem de leucdcitos totais, na qual H. maximiliani apresentou a
quantidade menor desta célula (Tabela 9). N& foram comparados os dados da
contagem diferencial de leucocitos devido a estes dados serem muito influencidveis por
fatores ambientais como sazonalidade, estado reprodutivo, dieta, etc., e fatores

patoldgicos como doencas parasitarias, alteraces inflamatorias e neoplasias.

Tabela 9: Valores do hemograma de 3 espécies de queldnios de agua doce da familia Chelidae
(Hydromedusa maximiliani, Phrynops geoffroanus e Hydromedusa tectifera). Hematocrito (HCT);
hemoglobina (HGB); eritrdcitos; leucocitos.

Presente estudo Phrynops Phrynops Hydromedusa
geoffroanus geoffroanus tectifera
Hemograma Hydromedusa bi b o .
maximiliani ambiente urbano criatorio Cativeiro
(Afonso, 2011) (Afonso, 2011)  (Ludwing, 2004)
HCT (%) 22,25+3,25 26,63+ 4,15 25,7+ 4,95 21,9313,12
HGB (g/dL) 6,92+0,87 446+ 1,11 4,93+ 0,82 7,12+1,411
Eritrocitos
x10° (cél/pl) 0,55+0,05 0,45+ 0,09 0,57+ 0,12 0,43+0,073
Leucocitos
(cél/ul) 4966,25+278,75 19470 £ 4420 10130 + 2,43 18635,9+9215,8

Nas analises bioquimicas os resultados foram muito parecidos, porém o
resultado da fosfatase alcalina do juvenil foi maior nesse estudo em comparagcdo com 0s

machos e as fémeas (Tabela 10).

Tabela 10: Valores da bioquimica sanguinea de 2 espécies de queldnios de dgua doce da familia Chelidae

(Hydromedusa maximiliani e Hydromedusa tectifera).

Bioquimica Presente estudo Hydromedusa tectifera
Sanguinea Hydomedusa maximiliani ~ Cativeiro (Ludwing, 2004)
Ureia (mg/dL) 24,18 + 7,45 26,94+19,28
FA (UI/L) 44,14 +9,73 28,05+10,77
Creatinina (mg/dL) 0,37 £ 0,07 0,33+0,12
Acido Urico (mmol/L) 4,22 +0,41 1,49+0,48
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Os dados do indice cronico foram menores nos individuos adultos de H.
maximimiliani quando comparado com os dados de P. geoffroanus de ambiente urbano

e criatorio (Tabela 11).

Tabela 11: indice de estresse de Hydromedusa maximiliani calculado a partir da razdo
Heterofilo/Linfécito de 2 espécies de queldnios de agua doce da familia Chelidae (Hydromedusa

maximiliani e Phrynops geoffroanus em ambientes urbanos e criatério).

Indice de estresse

Hydromedusa maximiliani Phrynops geoffroanus Phrynops geoffroanus

Sexo/ldade Presente Estudo ambiente urbano criatério
(Afonso, 2011) (Afonso, 2011)
Macho 0,56+0,17 2,07+1,1 2,17+0,6
Fémea 1,39+0,52 2,37+1,25 2,45+0,99
Juvenil 230 = e
0,97+0,41
Média 2,45+ 0,99 2,28+0,78
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5 DISCUSSAO

Os eritrdcitos séo especializados em armazenar oxigénio e didxido de carbono,
de modo que sua relacdo superficie-tamanho é importante para a troca de gases nos
tecidos. Portanto, um pequeno eritrocito tem uma troca maior do que uma célula de
maior tamanho (HARTMAN & LESSLER, 1964; SEVINC et al., 2000). O tamanho do
eritrocito mostra o lugar em que a uma espécie se encontra na escala evolutiva. Nos
répteis, Sphenodon punctattus, queldnios e crocodilianos os eritrocitos sao maiores
(HARTMAN & LESSLER, 1964, SAINT GIRONS, 1970). Embora, os quelénios
tenham um grande eritrocito, eles tém a menor quantidade celular dentre os répteis;
existe uma relacdo entre o nimero de células e o tamanho das mesmas (RYERSON,
1949; DUGUY, 1970).

Estudos com o jabuti do deserto Gopherus agassizii (ALLEMAN et al., 1992)
e com as tartarugas verdes Caretta caretta (CASAL & OROS, 2007) mostraram a
presenca de pequenas inclusdes intracitoplasmaticas. Estas inclusdes basofilas ou
estruturas claras sdo frequentemente observadas no citoplasma de eritrocitos de
quelbnios saudaveis e outras espécies de répteis (CASAL & OROS, 2007;
CAMPBELL, 2004). Eles foram considerados por ALLEMAN et al. (1992) como
organelas degeneradas, possivelmente mitocondrias.

Segundo Saint Girons (1970), as espécies de quelénios da subordem Cryptodira
tem os eritrocitos maiores quando comparado com outros répteis. De acordo com um
estudo de Javanbakht et al. (2013), desenvolvido com trés espécies de testudines, o
tamanho dos eritrocitos do jabuti Testudo graeca foi de 67,21 &= 1,41 um?, menor que as
espécies de agua doce, Emys orbicularis (Emydidae) e Mauremys caspica
(Geoemydidae) com um tamanho de eritrocitos de 110,9 £2,17 pm? e 97,15 + 2,27 um?2,
respectivamente. Outros estudos (METIN et al., 2006; ARIKAN & CICEK, 2010;
COLAGAR & JAFARI, 2007; UGURTAS et al., 2003; ARIZZA et al., 2014; CICEK
et al., 2015) confirmaram o grande tamanho dos eritrocitos da familia Emydidae, com o
eritrocito de maior tamanho (249,4 + 21,58 um2), em Emys trinacris(Figura 7). Existem
poucos estudos desenvolvidos em espécies de quel6nios da subordem pleurodira, um
deles foi sobre Podocnemis erythrocephala (Podocnemididae) que apresentou um
tamanho do eritrocito de 167.75 = 23.03 um? (SANTOS et al., 2011) (Figura 7). No
presente estudo, em H. maximiliani, outra espécie de cagado, mostrou um tamanho do
eritrocito de 172,49 + 13,57 um? e um tamanho do ntcleo de 21,39 + 0,74 um? (Tabela
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2). As razdes C/L e CN/LN em H. maximiliani confirmaram a forma elipsoidal do
eritrécito e do ndcleo (Tabela 2).. Em termos de relagdo C/L, as espécies aquéticas
apresentam eritrocitos mais elipsoidais do que jabutis como T. graeca. Por outro lado,
T. graeca possui um ndcleo mais elipsoidal em termos de CN/LN (UGURTAS et al.,
2003; ARIKAN & CICEK, 2010). Em conclusdo, as espécies terrestres tém eritrocitos
mais especializados para a troca de gases do que as especies aquaticas devido a
adaptacdo a algumas condicGes ambientais como a temperatura e a pressdo atmosférica
(RUIZ et al., 1983) e/ou condicbes de atividade relacionadas a saude, reproducdo,
forrageamento, etc. (CAMPBELL, 2004; ALLANDER & FRY, 2008).
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Figura 7: Area (um?) dos eritrocitos e nicleo em varias espécies de queldnios de dgua doce do mundo. 1. Hydromedusa maximiliani (Chelidae), Brasil (Presente
Estudo), 2. Podocnemis erythrocephala, (Podocnemididae), Brasil (SANTOS et al., 2011). 3. Emys orbicularis galloitalica, (Emydidae) e Mauremys caspica,
(Geoemydidae), Ird (JAVANBAKHT et al. 2013). 4. Emys orbicularis galloitalica, (Emydidae), Turquia (METIN et al., 2006). 5. Emys orbicularis galloitalica,
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al., 2015). 9. Emys trinacris, (Emydidae), Italia (ARIZZA et al., 2014).
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Em relacdo ao tamanho, em H. maximiliani com uma razdo TN/TE de 0,12 +
0,005, o nucleo representa 0 12% do tamanho total do eritrécito (Tabela 2). De acordo
com Arizza et al. (2014) e Ugurtas et al. (2003), ndo houve diferencas significativas
entre o tamanho dos eritrocitos de machos e de fémeas, neste estudo, 0s espécimes
machos de H. maximiliani apresentaram uma célula significativamente maior (p <0,05)
do que as fémeas e em quanto a idade dos individuos, os adultos apresentaram
eritrocitos e nucleos significativamente maiores (p <0,05) do que os juvenis. Esta
diferenca pode estar relacionada com a massa corporal e ao tamanho dos machos de H.
maximiliani, que sdo mais pesados e maiores do que as fémeas e os juvenis (SOUZA &
ABE, 1997; NOVELLI et al., 2013) (Tabela 1). O tamanho dos eritrdcitos pode ser
aumentado associado as células e ao crescimento corporal (SNYDER & SHEFOR,
1999). Feder (1976; 1977), observou em salamandras, o aumento do tamanho dos
eritrocitos devido aos requisitos de hemoglobina que aumentam com as crescentes
demandas de oxigénio do organismo. Néo sé idade, tamanho e sexo podem causar
diferengas nos tamanhos e quantidade de células sanguineas, mas também nas estacGes.
Um estudo de Pagés et al. (1992) concluiu que o tamanho do nucleo de eritrdcitos foi
menor nos queldnios em outono do que em outras estacdes. Esse fenbmeno poderia ser
uma resposta compensatoria ao aumento do hematdcrito (PAGES et al., 1992).

Os leucdcitos reptilianos sdo classificados em dois grupos: granulécitos
(heterofilos, eosindfilos, basofilos) e células mononucleares (linfécitos, mondcitos,
azurofilicos). Eles podem diferir em nimero e morfologia de granulos, padrdes de
coloracdo citocinémica e concentra¢do no sangue periférico dependendo das espécies e
géneros (ALLEMAN et al., 1999; STACY et al., 2011).

Neste estudo, o menor leucdcito foi linfocito mas foi o mais numeroso, o que
que acontece comumente em diferentes espécies de repteis segundo Saint Girons
(1970). Os maiores leucocitos foram o heterofilo e o eosindfilo (Tabela 3). O
trombocito foi a menor célula no sangue periférico (Tabela 3).

Em quanto ao hemograma, o nimero de eritrocitos do sangue periférico em
répteis € menor do que em mamiferos e aves, sendo especialente alto na contagem total
em lagartos. Essa diferencia € justificada pela maior capacidade que tem aves e
mamiferos para transporte de oxigénio comparado com espécies ectodermas (RASKIN,
2000).

O valor normal do hematdcrito da maioria dos répteis varia entre 15 e 55%
(FRYE, 1991). E um valor que tem sido associado com a idade dos animais sendo maior
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em adultos devido ao fato de ter um maior tempo de submersdo que 0s juvenis
(STAMPER et al. 2005). Estudos feitos na tartaruga Mauremys leprososa tem
demostrado um aumento do hematdcrito durante outono (PAGES et al. 1992).

A concentracdo de hemoglobina de muitas espécies de répteis variam entre 6 e
12 g/dL, embora os valores sejam geralmente inferiores a 10 g / dL (MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011). Estudos feitos na tartaruga Chrysemys picta, tem demostrado
que quando mantido em baixas temperaturas do inverno, a hemoglobina mostra uma
maior afinidade pelo oxigénio, o que facilita a absor¢do do mesmo durante o mergulho,
permitindo a hibernacdo dentro da agua (MAGINNISS et al. 1983; 2004).

Nesse estudo, a contagem de eritrocitos totais, o hematocrito e o0 hemograma
foram maiores em juvenis do que fémeas e machos e as fémeas apresentaram um
hematocrito menor(Tabela 4). Embora esses valores sdo frequentemente menores em
juvenis devido a hemodiluicdo, esse aumento pode ser devido a fatores patoldgicos
como desidratagdo. Além da diminuicdo desses valores em juvenis, também pode haver
uma diminuicdo associada ao sexo, sendo menor nas fémeas e associada a sazonalidade
apresentando uma diminuicdo nos valores depois da hibernacdo associada a anorexia
(McARTHUR et al. 2001).

A contagem de leucocitos variam entre 4000 e 33000 cel/uL (MARTINEZ-
SILVESTRE et al., 2011). Aumento no ndmero de heterofilos geralmente é sazonal
(valores maximos no verao e menores durante a hibernacdo) (STAMPER et al. 2005).
Patologicamente, o aumento pode estar associado a doencas inflamatérias e/ou
infecciosas, presenca de neoplasias e estresse (MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011).
Nesse estudo, os heterdfilos foram mais altos em juvenil possivelmente causado por
estresse provocado pela captura e a coleta sanguinea, em machos, os valores foram
menores possivelmente devido ao periodo da captura no inverno durante a hibernagéo.

Os eosindfilos compdem 7% a 20% dos leucdcitos totais em répteis saudaveis,
com menor porcentagem em lagartos e maior em quelonios (CAMPBELL, 2004). O
aumento de eosinofilos € maior durante a hibernacdo (AL-BADRY & NUZHY, 1983).
Em individuos do género Trachemys é comum uma contagem alta destas células
(MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011). Um incremento na contagem dos eosin6filos
também pode estar associado a infeccdes parasitarias e a estimulacdo do sistema
imunologico (MCARTHUR et al. 2001).

Muitas espécies de répteis saudaveis ttm maior contagem de linfocitos do que
de heterdfilos (STRIK et al., 2007). Na maioria das espécies de répteis, os linfocitos
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compdem até 80% dos leucaocitos totais (SYPEK & BORYSENKO, 1988; DIVERS et
al., 1996; TROIANO et al., 1997; WORK et al., 1998; ALLEMAN et al., 1999). Eles
também variam com o sexo (as fémeas de algumas espécies pode ter uma concentracao
significativamente maior de linfocitos que os machos da mesma espécie), estado
nutricional (diminuicdo associado a desnutri¢do) e a estacdo do ano (diminui no inverno
e aumenta no verdo) (ALLEMAN et al. 1999; Le BLANC, 2001; DICKINSON et al.
2002; KESSAB et al., 2009). Estudos feitos em tartarugas marinhas da espécie Caretta
caretta tem demostrado um aumento do valor dos linfocitos associados a idade, sendo
maior em individuos mais idosos (KAKIZOE et al., 2007). Nesse estudo, os machos
apresentaram um maior numero de linfocitos e os juvenis um menor numero,
confirmando a associacdo dos niveis da célula com a idade descrita em outros
quelénios.

Os queldnios saudaveis de agua doce possuem 65% de basofilos (BRENNER et
al., 2002; INNIS et al., 2007). A variacdo sazonal na concentracdo de basofilos € leve,
com menos basofilos em jabutis durante a hibernacdo e um aumento durante periodos
ativos (SAINT GIRONS, 1970; CHRISTOPHER et al., 1999). A porcentagem de
basofilos € bastante afetada pela idade e regido geografica (WORK et al., 1998).

Em alguns répteis, um aumento nos valores de fosfatase alcalina esta
relacionado com atividade osteoblastica aumentada, doenca hepatobiliar ou distocia
(CAMPBELL, 2008). Fisiologicamente, pode ocorrer um aumento da FA em répteis
jovens quando comparado com adultos da mesma espécie (CAMPBELL, 1996;
MARTINEZ-SILVESTRE et al., 2011) o que explicaria os resultados desse estudo no
qual a FA do juvenil esta muito elevada em comparacdo com machos e fémeas (Tabela
8).

O aumento dos niveis no sangue do AST do juvenil nesse estudo pode estar
relacionado com atividade muscular j& que essa enzima ndo é especifica para o
diagnostico de doencas hepaticas (NEVAREZ et al., 2002; CAMPBELL, 2012).

No caso da Ureia, o juvenil apresentou um valor menor comparado com
machos e fémeas, mas ndo deve-se considerar como uma diminuic¢do patoldgica porque
o intervalo de 7,7 a 615,4 mg/dl é considerado como indice normal para quelénios
(JACOBSON, 1992).

Finalmente, a razdo heterofilos/linfocitos foi analisada como indicador de
estresse cronico, pois 0 estresse acelera a secrecdo dos hormoénios do cortex da

suprarrenal, influenciando na diminuicdo dos eosinofilos e linfécitos e favorecendo o
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aumento dos heterofilos (POST et al., 2003). Quanto maior a proporcao de heteréfilos,
maior o indice de estresse do animal (MATOS & MATQOS, 1988). Nesse estudo as
fémeas e os juvenis apresentaram um indice de estresse maior de 1,39+0.52 e 2,30,
respectivamente (Tabela 7). Esse aumento no namero de heteréfilos pode ter sido
causado pela acdo antrépica no local, a manipulacdo durante a coleta sanguinea e
afericdo biométrica, que tornou-se crénico devido a varias recapturas durante este

estudo.

45



6 CONCLUSOES

Todos os resultados apresentados nesse trabalho ndo puderam ser analisados
completamente devido as dificuldades para a captura e recaptura dos espécimes, ao
tamanho pequeno da populacdo, manipulacdo e processamento das amostras no
laboratdrio, a coleta de uma pouca quantidade de sangue e principalmente a falta de
pardmetros sanguineos de referéncia. Por esse motivo a maioria dos resultados foram
comparados entre espécimes da mesma populacdo categorizando a mesma por sexo e
idade e usado parametros de referéncia e estudos desenvolvidos com outras espécies de
queldnios da familia Chelidae, como H. tectifera e P. geoffroanus.

Esse estudo é o primeiro baseado em hematologia de H. maximiliani, uma
espécie considerada vulneravel e é de grande importancia a continuacéo de estudos que
abordem hematologia desta espécie, considerando mudancas sazonais e outros aspectos
da biologia da mesma como por exemplo, o tempo de submersao, fator que pode causar
variacfes consideraveis nos valores hematoldgicos. Estudos com populaces maiores
podem fornecer dados estatisticamente mais representativos e que poderéo ser utilizados
para estabelecer parametros hematoldgicos para essa espécie.

Deve-se focar em estudos que abordem a biologia e ecologia dessa espécie e

que permita futuramente desenvolver projetos de conservagao da mesma.
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