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BRUNO, B.C.S. Variacdo Sazonal dos Parametros Hematoldgicos e
Bioquimicos do Jabuti Piranga (Chelonoidis carbonaria). Botucatu, 2016,
124p. Dissertacdo (Mestrado)-— Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

RESUMO

O jabuti piranga (Chelonoidis carbonaria) € uma espécie de queldnio
bastante frequente em zoologicos e centros de triagem brasileiros e cujos
exemplares podem ser encontrados em varios locais do Brasil. O objetivo deste
trabalho consistiu em estudar as variagbes ambientais e sazonais que
interferem na hematologia e nos exames bioquimicos de um grupo de C.
carbonaria mantidos em um ambiente ndo controlado. Foram coletadas
amostras de 30 animais, clinicamente saudaveis e na idade adulta; realizaram-
se coletas mensais de sangue total e plasma durante o periodo de doze
meses. O hemograma completo foi realizado em todas as amostras de sangue
com heparina, enquanto no plasma heparinizado foram aferidos: proteina
plasmatica Total (PPT), ureia, acido urico (Ac. Urico), alanina aminotransferase
(ALT); aspartato aminotransferase (AST), glicose, colesterol total, triglicerideos,
creatina quinase (CK) fosfatase alcalina (FA),calcio e fésforo. Os principais
resultados médios gerais foram: Eritrécitos: 0,522 x 10° cel/pL; Hb: 6,13 g/dL;
VG: 25,37%; Leucdcitos totais: 8697,67 cel/uL; Trombaocitos: 9007,54 cel/uL;
PPT:4,35 g/dL; Ureia: 24,33 mg/dL; Ac. Urico:1,66 mg/dL; ALT: 12,46 Ul/L; AST:
209,52 UI/L; Glicose: 72,16 mg/dL; Colesterol: 221,37 mg/dL;
Triglicerideos:367,76 mg/dL; CK: 903,94 UI/L; FA: 53,57 mg/dL; Calcio: 13,15
mg/dL Fésforo:4,83 mg/dL. Os jabutis apresentaram uma diminuicdo do
consumo de alimento e da atividade metabdlica durante o outono evidenciado
pelos resultados baixos de Eritrocitos, Hb, VG, PPT e Glicose. As fémeas que
durante a primavera e o verdo apresentaram valores elevados de Eritrdcitos,
Hb, VG e Triglicerideos e diminuidos de Glicose. Comprovando que houve

variacdes sazonais e sexuais nos parametros analisados.

Palavras Chave: Bioquimica do plasma, Eritrograma, Leucograma, Quelonios,

Sazonalidade.



Bergamini B. C. S.Seasonal variation of hematological and Biochemicals
parameters of the Red footed tortoise (Chelonoidis carbonaria)Botucatu,
2016, 124p. Dissertation (Master degree)-— Faculdade de Medicina Veterinéria

e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista

ABSTRACT

The Red Footed Tortoise (Chelonoidis carbonaria) is quite common chelonian in
zoos and wildlife centers with wide distribution over Brazil; this is one of the
main reptilian species seen by wild animals veterinarians. This project focused
on how environmental and gender variations interfere on hematology and
biochemical tests of a C. carbonaria group kept in an uncontrolled environment.
Thirty adult and clinically healthy animals were selected to monthly blood
collection during twelve months. Complete blood count was performed in all
blood samples; total plasma protein(TPP), urea, uric acid, aspartate alanine
aminotransferase(ALT), aminotransferase (AST), glucose, total cholesterol,
triglycerides, creatine kinase(CK), alkaline phosphatase(FA), calcium and
phosphorus were analyzed in heparinized plasma samples. The principals
médian results were: RBC: 0,522 x 10° cel/uL; HGB: 6,13 g/dL; PCV: 25,37%:;
WBC: 8697,67 cel/uL; Thrombocytes: 9007,54 cel/uL; TPP:4,35 g/dL; Urea:
24,33 mg/dL; Uric Acid .:1,66 mg/dL; ALT: 12,46 UI/L; AST. 209,52 UI/L;
Glucose: 72,16 mg/dL; Total Cholesterol: 221,37 mg/dL; Triglycerides:367,76
mg/dL; CK: 903,94 UI/L; FA: 5357 mg/dL; Calcium: 13,15
mg/dL;Phosporus:4,83 mg/dL. The tortoises showed a decrease in food intake
and metabolic activity during the fall evidenced by the low values of RBC, HGB,
PCV, TPP and glucose. Females during the spring and summer had higher
values of RBC, HGB PCV and triglycerides and lower glucose. Showing that

seasonal e sexual variations occurred on the analyzed parameters

Key words: Chelonians, Erythrogram, Leukogram, Plasma Biochemistry,

Seasonality.



1. INTRODUCAO

Os jabutis piranga (Chelonoidis carbonaria) sdo queldnios terrestres
dotados de corpos compactos, cascos abobadados e pesados, membros
cilindricos e robustos. Eles sédo considerados animais de estimacdo e
frequentemente sdo recebidos para atendimento na clinica de animais
silvestres (DUTRA, 2014).

Tais animais, comumente sao acometidos por doencas infecciosas que
atingem pele, sistemas respiratorio e gastrointestinal, dentre outros. Uma
ampla variedade de agentes ocasiona tais quadros e erros de manejo atuam
como fatores predisponentes. As enfermidades néo infecciosas sdo geralmente
causadas por erros nutricionais - como a hipocalcemia, que leva ao raquitismo;
Oou 0 consumo excessivo de proteina, gordura, calcio e fésforo, que pode levar
a distarbios de crescimento do casco (casco piramidal) (CUBAS e
BAPTISTOTTE, 2007).

O C. carbonaria habita areas adjacentes a florestas e cerrado, sendo
encontrado mais frequentemente em estados da regido Norte e Centro-Oeste
como Mato Grosso e Roraima; porém também ja foi avistado em estados da
regido Sudeste como o Espirito Santo. Estes quelbnios sdo um componente
importante no ecossistema regional por auxiliarem na dispersao de sementes,

ja que se alimentam de plantas, flores e frutos (SILVA-SOARES et al., 2011).

Os individuos de vida livre também sofrem com a exploracdo do homem,
pois sao cacados para alimentacao e utilizados como ingredientes na medicina
popular. Este € um dos motivos pelos quais a espécie se encontra em risco de

extingdo, caso a exploracao ndo seja controlada (FARIAS et al., 2007).

Os jabutis costumam se reproduzir durante as épocas mais quentes do
ano, na primavera e no verdo (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007). Alteracdes nos
parametros hematologicos durante a estacao reprodutiva ja foram observadas
em outras espécies de queldnios (KELLY et al., 2015); porém, para constituir
um melhor panorama de quando estas alteracées sao mais evidentes, a
realizacdo de coletas seriadas mais frequentes, tanto dentro quanto fora da

estacao reprodutiva, se faz necessaria.

Como os demais répteis, os Jabutis sdo ectotérmicos; ou seja, sua

temperatura corporal é influenciada pelas condicdes ambientais. Alguns



autores também os classificam como animais heliotérmicos, ja que eles
procuram a luz do sol para se aquecer (ALMOSNY 2014). J& foi observado em
outras espécies de répteis que, devido a esta caracteristica, os parametros
hematolégicos e bioquimicos tendem a variar em funcdo das condicbes
ambientais e da época do ano. Estes estudos também demonstraram
diferencas importantes entre individuos machos e fémeas (ANDREANI et al.,
2014; BIELLI et. al., 2015; KELLY et. al.,, 2015), porém estes realizaram
apenas uma coleta por estacao, dificultando o discernimento entre variacdes
efetivamente sazonais e as causadas pela eventualidade. Ademais, estudos
recentes a respeito da hematologia e bioquimica de C. carbonaria ndo foram

encontrados na literatura.

Devido a importancia dos jabutis dentro e fora do cativeiro, a falta de
informacdes relacionadas a fisiologia e a variagcdo encontrada entre espécies
de quelbnios, existe a necessidade de determinar os parametros hematoldgicos
e bioguimicos desta espécie em situacdes ambientais ndo controladas; para
assim melhor definir a fisiologia destes individuos, o que € fundamental para

realizacdo de um atendimento clinico adequado.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Espécie Estudada

Segundo a divisdo taxonémica, os Jabutis Piranga pertencem a Classe
Reptilia, subclasse Anapsida, ordem Chelonia, subordem Cryptodira, super
familia Testudinoidea. No Brasil existem trés espécies, todas pertencentes ao
género Chelonoidis: Jabuti piranga (Chelonoidis carbonaria), o Jabuti tinga (C.
denticulata), e o Jabuti argentino (C. chilensis) (BOYER e BOYER 2006). Todas
se caracterizam por ter corpos compactos e membros locomotores cilindricos;
serem onivoros com tendéncia ao herbivorismo; e possuirem expectativa
média de vida entre 80 a 100 anos (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).

O C. carbonaria habita areas adjacentes a grandes florestas como a
Amazonia e areas de vegetacdo mais seca como o cerrado, sendo encontrado
em estados como Roraima, Mato Grosso do Sul e Espirito Santo. Em vida livre
possui um papel consideravel no equilibrio do ecossistema, por se alimentar de

frutas, contribuindo assim para a dispersdao de sementes (STRONG e



FRAGOSO, 2006; FARIAS et al., 2007; SILVA-SOARES et al., 2011). Porém é
ameacado por causa do desmatamento do seu habitat e pela caca para
alimentacao e a formulagdo de medicamentos populares (COSTA-NETO 1999;
FARIAS et al.,2007). Apesar dessas ameacas, a espécie ndo possui risco de
extincdo imediato, mas pode vir a se tornar ameacada se sua exploracdo nao
for controlada. (FARIAS et al., 2007). Outra forma de exploracdo consiste na
sua comercializagdo como animal de companhia, tanto dentro quando fora do
Brasil (FUJISAKI et. al., 2010).

Os jabutis se alimentam de folhas, flores, frutos, gramineas,
invertebrados, carcacas e outros alimentos que encontram no solo. Em
cativeiro devem ser alimentados com uma dieta que inclua: vegetais (70 -85 %
da dieta), frutas (10-20 % da dieta) e proteina animal (5 a 10% da dieta).
(CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007)

Sao animais oviparos, cuja estacdo reprodutiva ocorre na primavera e
no verao - 0s meses em que a confeccdo de ninhos ocorre podem variar de
acordo com a regido - mas trabalhos ja observaram que ela costuma ocorrer
entre os meses de outubro e marco. O periodo de incubacdo dos ovos dura de
60 a 90 dias (OMAR e HERNANDES 1997; CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).

Sdo propensos a desenvolver doencas metabdlicas, como a
hipocalcemia - que leva ao raquitismo - ou a hipercalcemia, que leva a
anormalidades no crescimento do casco. Outras afeccfes ndo infecciosas
incluem o prolapso de pénis e a distocia. Entre as doencas infecciosas podem-
se citar dermatites, pneumonias e gastroenterites. Estas podem ser causadas
por varios agentes e apresentam como fatores predisponentes erros de manejo
ou desnutricdo. Também podem ser potenciais transmissores da Salmonella
spp. para humanos (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007; DUTRA, 2014).

2.2.  Meteorologia da Regiao

Segundo dados fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia o
clima da regido de Botucatu, € bem estavel. O periodo mais chuvoso situa-se
entre dezembro e fevereiro, onde as temperaturas ficam entre 21°C e 24°C e
a precipitacdo pluviométrica total varia entre 128 mm e 354 mm. Os meses
mais secos sao julho, agosto e setembro, onde a temperatura média varia entre

16° C e 20° C e a precipitacao varia entre 0,0 mm e 64,4mm (INMET).



Este dados indicam que a regido de Botucatu possui um clima
temperado Umido com Inverno seco e Verdo quente (Cwa) segundo a

classificagao internacional de Koppen-Geiger (PEEL et. al . 2007)
2.3. Analise laboratorial do Sangue de Queldnios

A analise laboratorial do sangue de todos os animais auxilia na
monitoracdo da sua saude e na diferenciacdo entre processos fisioldgicos e
patologicos. Tanto a hematologia quanto a bioquimica possuem uma descri¢cao
limitada para os queldnios e répteis em geral (CHRISTOPHER et al., 1999;
ROVIRA, 2010).

Uma particularidade dos répteis - principalmente em quelénios - que
pode prejudicar os exames hematoldgicos e bioquimicos é a contaminacdo da
amostra com linfa, pois a distribuicdo anatdmica dos vasos linfaticos e dos
vasos sanguineos é similar; portanto a linfa pode ser coletada juntamente com
0 sangue e diluir a amostra. Alguns pontos de coleta - como a veia jugular -
possuem menor risco de contaminagdo (CHRISTOPHER et al., 1999 e
CAMPBELL 2012a).

O anticoagulante mais recomendado para a coleta de sangue de
quelbnios é a heparina litica, pois ndo causa lise nos eritrocitos, diferente do
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007
ROVIRA, 2010; CAMPBELL, 2012a). A maioria dos trabalhos pesquisados faz
uso da heparina litica (CHRISTOPHER et al., 1999; ZAIAS et al., 2006;
CHAFFIN et al., 2008; BRYANT et al., 2012), porém um dos trabalhos mais
recentes envolvendo uma espécie de tartaruga de agua doce da Inglaterra
(Emys marmorata) (KELLER et al., 2012) utilizou outro tipo de anticoagulante, o
acido etilenodiaminotetracético dipotassico (K.EDTA) e obteve resultados
satisfatorios. Ainda assim, por se tratar de um estudo singular em uma espécie
diferente, ndo € possivel afirmar que as amostras de sangue do C. carbonaria

nao apresentariam hemolise neste anticoagulante.

Devido as alteragbes celulares que a heparina litica induz, como
agregacdo de trombdcitos e leucdcitos, recomenda-se confeccionar um
esfregaco sanguineo a partir de uma amostra que ainda néo teve contado com
0 anticoagulante, imediatamente ap0s a coleta, para que seja possivel realizar

uma andlise adequada da morfologia das células (CAMPBELL, 2012a).



O eritrograma consiste na mensuracdo dos eritrocitos, analisados
segundo os valores de volume globular (VG), concentragdo de hemoglobina
(Hb), contagem total de eritrocitos, volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e analise
morfolégica das hemacias na lamina de esfregaco (ALMOSNY e MONTEIRO,
2007). O volume globular, a concentracdo de hemoglobina e a contagem de
eritrocitos auxiliam tanto no diagnéstico da anemia quanto na avaliagcdo da
intensidade desta (TVEDTEN, 2010; THRALL, 2012). A hemoglobina dos
répteis possui uma estrutura semelhante a dos mamiferos, porém com menor
afinidade pelo oxigénio (MURRAY, 2006). Os répteis - assim como as aves,
anfibios e peixes - possuem hemécias nucleadas, de formato ovalado e
apresentam uma menor contagem total de eritrocitos quando comparados a
mamiferos ou mesmo aves. Ademais, ha uma relacéo inversa entre os valores
da contagem total de eritrocitos e o tamanho médio das hemécias em répteis
(ROVIRA, 2010; CAMPBELL, 2012a).

Heméacias jovens podem aparecer em pequena quantidade no esfregaco
sanguineo de quelbnios clinicamente saudaveis, estas células sdo menores,
mais arredondadas e apresentam nucleo com cromatina mais fina que as
hemacias maduras (ROVIRA, 2010; CAMPBELL, 2012a).

A maioria dos trabalhos pesquisados encontrou variacdes consideraveis
para os parametros do eritrograma segundo o clima ou o sexo do animal,
sendo geralmente elevados em épocas mais quentes (CHRISTOPHER et al.,
1999; MACHADO et al., 2006; ZAIAS et al., 2006; CHAFFIN et al., 2008) e
apresentam diferenca consideravel entre os sexos (CHRISTOPHER et al.,
1999; ZAIAS et al., 2006; ANDREANI et. al., 2014; BIELLI et. al., 2015).

A contagem total de leucocitos deve ser interpretada em associagdo com
o seu diferencial (WEISER, 2012). Os répteis possuem seis tipos de leucécitos
visiveis ao esfregago sanguineo, os quais séo classificados como: heterofilos,
eosindfilos, basdfilos, linfocitos, mondcitos e azurodfilos. Em muitas das
espécies foi detectada variagdo em determinados tipos de leucécitos em
funcdo da estacdo do ano, sexo e status de hibernacdo (CHRISTOPHER et
al.,,. 1999; MACHADO et al., 2006; ZAIAS et al., 2006; CHAFFIN et al., 2008;
BRYANT et al., 2012).



Os heterofilos nos quelénios possuem nudcleos ovais, ndo segmentados
e excéntricos, apresentando citoplasma com granulos eosinofilicos fusiformes.
Durante processos patologicos podem apresentar sinais de toxidade (como
segmentacdo e citoplasma basofilico). Sua determinacdo contribui para a
deteccdo de processos inflamatorios, estressantes ou neoplasicos (ALMOSNY
e MONTEIRO, 2007; ROVIRA, 2010; STACY et al., 2011; CAMPBELL 2012a).

Os eosinodfilos possuem nulcleos ovais, seus granulos citoplasmaticos
sao eosinofilicos e redondos. Sua mensuracao contribui para o diagnostico de
processos parasitarios ou inflamatérios (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007,
ROVIRA, 2010; STACY et al., 2011; CAMPBELL, 2012a).

Os basdfilos sdo redondos e pequenos, dotados de nucleo nao lobulado
e granulos basofilicos no citoplasma. Estas células ndo possuem funcao
esclarecida em répteis, mas sua afericdo € importante, pois podem representar
uma grande porcentagem dos leucocitos em quelénios (ALMOSNY e
MONTEIRO, 2007; ROVIRA, 2010; STACY et al., 2011; CAMPBELL, 2012a).
Além disso, em algumas espécies de quelbnios ja foi detectada variacdo em
funcado da estacdo do ano (CHRISTOPHER et al., 1999; CHAFFIN et al., 2008).

Os linfocitos se assemelham aos de aves e mamiferos. Sdo células com
alta razdo nucleo/citoplasma, com nudcleo redondo e cromatina densa e
citoplasma levemente basofilico. Podem apresentar variacdo de tamanho no
esfregaco. Sua afericdo auxilia na deteccdo de processos patoldgicos, ja que
sua populacdo aumenta em casos de estimulo imune, doenca viral ou
cicatrizacdo e diminui em situacdes de estimulo estressante (ALMOSNY e
MONTEIRO, 2007; ROVIRA, 2010; STACY et al., 2011; CAMPBELL, 2012a).
Autores encontraram variagdo na quantidade ou na porcentagem de linfécitos,
de acordo com o sexo, a estacdo do ano e a hibernagcdo (CHRISTOPHER et
al., 1999; MACHADO et al., 2006; ZAIAS et al., 2006).

Durante a contagem diferencial, nos repteis é possivel encontrar uma
guantidade infima de plasmécitos (0,5%), sendo que este achado ndo é
considerado patolégico nestes animais. Estas células possuem nucleo
excéntrico com cromatina fina; o citoplasma é azulado e apresenta um
Complexo de Golgi evidente (ROVIRA, 2010; CAMPBELL, 2012a).



Os mondécitos sdo células grandes apresentando nucleo e citoplasma
pleomorficos. O citoplasma é abundante e pode conter vacuolos. A mensuracao
desta célula auxilia no diagnostico de processos inflamatérios crénicos e
processos que envolvem a formacdo de granulomas. Algumas pesquisas
relatam variacdo do numero de mondcitos em funcdo da estacdo do ano
(CHRISTOPHER et al., 1999; MACHADO et al., 2006; ZAIAS et al., 2006).

Os azurdfilos dos queldnios sdo muito parecidos com os mondcitos; a
distincdo das duas células sO € realizada observando-se a presenca de
pequenos granulos azurofilicos (metacromaticos) nos primeiros (ROVIRA,
2010; STACY et al., 2011; CAMPBELL, 2012a). Na literatura encontram-se
trabalhos em que os autores mensuraram os dois tipos celulares
(CHRISTOPHER et al., 1999; KELLER et al., 2012; KELLY et al., 2015), ou
determinaram apenas a quantidade de mondcitos (ZAIAS et al., 2006; BIELLI et
al.,2015) ou de azurdfilos (CHAFFIN et al., 2008).

Os trombdcitos sdo células elipticas a fusiformes, possuem um ndcleo
central com cromatina densa e citoplasma incolor. Muitas vezes estas células
encontram-se agregadas no esfregaco devido a heparina, ou a demora na
confeccdo do esfregaco fresco, o que dificulta a sua mensuracdo. S&o
responsaveis pela coagulacdo nos répteis. Sua mensuragdo auxilia na
avaliacdo da hemostasia (ROVIRA, 2010; CAMPBELL, 2012a).

A andlise bioquimica em quel6nios pode ser feita a partir de amostras do
plasma ou soro. A partir de uma mesma quantidade de sangue total é possivel
conseguir um maior volume de plasma do que de soro. (BRYANT et al., 2012;
CAMPBELL, 2012b). Por este motivo e pela dificuldade em coletar grandes
guantidades de sangue destes animais, muitos autores optaram por realizar a
analise bioquimica no plasma (ZAIAS et al., 2006; KELLER et al., 2012; KELLY
et al., 2015).

A aspartato animotransferase (AST) é usada principalmente para avaliar
o tecido hepatico, j& que existe em grande concentracdo no figado dos répteis.
Esta enzima pode aumentar devido a lesdo hepética, muscular, ou em alguns
quadros sistémicos como a septicemia (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007;
CAMPBELL, 2012b). Foi utilizada por Christopher et al., (1999) e Chaffin et al.,
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(2008) para detectar a variacdo da atividade metabolica durante o ano. Além

disso, seu valor varia consideravelmente entre os sexos (CAMPBELL, 2012b).

A alanina aminotransferase (ALT) também pode ser encontrada no
figado dos répteis; apesar de poder ser encontrada em outros 0rgaos,
considera-se que esta enzima é mais influenciada pela atividade hepatica,
sendo mais 6rgao especifica que a AST. Sua atividade € normalmente baixa no
plasma dos répteis e por isso € menos confidvel do que a AST para avaliar a
lesdo hepatica (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007; CAMPBELL, 2012b). Todavia,
assim como a AST, estudos apontam uma variacdo consideravel para esta
enzima entre as estacbes do ano (CHRISTOPHER et al., 1999; CHAFFIN et
al., 2008).

A fosfatase alcalina (FA) ndo é érgdo-especifica nos répteis; o aumento
desta enzima normalmente indica o aumento da atividade osteoblastica
(ALMOSNY e MONTEIRO, 2007; CAMPBELL, 2012b). Trabalhos ja
encontraram diferencas consideraveis de valores da FA em épocas do ano
distintas (CHRISTOPHER et al., 1999; CHAFFIN, et al., 2008).

A creatina quinase (CK) é considerada uma enzima especifica do tecido
muscular, podendo ser utilizada para detectar lesbes musculares, como
aquelas que ocorrem devido a resisténcia a contencdo durante a coleta ou
captura dos animais. Portanto esta enzima pode ser usada para avaliar a
qualidade da coleta (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007; CHAFFIN, et al., 2008;
CAMPBELL, 2012b). J& foi detectada uma variacdo dessa enzima em relagéo a
estacdo do ano e em relagcdo ao sexo (ZAIAS et al., 2006; CHAFFIN, et al.,
2008).

O acido urico e a ureia sédo os principais produtos finais do metabolismo
de proteinas nos répteis terrestres e aquaticos, respectivamente. Suas
afericbes podem ser utilizadas para detectar lesdes nos rins, por serem
excretados por estes 6rgdos (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007; CAMPBELL,
2012b). O &cido arico também pode ser um indicativo do consumo de proteinas
na dieta de quelbnios terrestres (CHRISTOPHER et al., 1999; ALMOSNY e
MONTEIRO, 2007; CAMPBELL, 2012b). A mensuracdo da ureia € mais
importante nos queldonios aquaticos (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007,
CHAFFIN, et al.,, 2008; CAMPBELL, 2012b). Em quelbnios terrestres sua



11

mensuracdo ja foi utilizada para avaliar o grau de desidratacdo
(CHRISTOPHER et al., 1999).

A determinacéo da glicose é a principal forma de analisar a nutricdo em
répteis (CHRISTOPHER et al.,, 1999; CAMPBELL, 2012b), auxiliando no
diagnostico de desnutricdo, septicemia e diabetes mellitus (ALMOSNY e
MONTEIRO, 2007).

A aferi¢cdo do colesterol e dos triglicerideos € uma boa forma de avaliar a
nutricdo e a atividade reprodutiva dos quelbnios. Fémeas normalmente
possuem maior concentracdo de ambos, devido a vitelogénese (sintese do
vitelo dos ovos) (CHRISTOPHER et al., 1999; ZAIAS et al., 2006; CAMPBELL,
2012b). Ja foram detectadas também diferencas sazonais para estes lipideos
(CHRISTOPHER et al., 1999).

A determinacdo da proteina plasmatica total (PPT) ajuda a avaliar a
desidratacdo e a nutricdo desses animais. (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007,
CHRISTOPHER et al., 1999; CAMPBELL, 2012b). FEmeas podem apresentar
hiperproteinemia na fase folicular ativa, a qual é induzida pelo estrogénio
(ALMOSNY e MONTEIRO, 2007).

Os valores de célcio e fésforo variam muito entre machos e fémeas,
devido a producédo de ovos pelas ultimas (CAMPBELL, 2012b). Por este motivo
em alguns trabalhos foi observada uma maior concentracdo de calcio nos
individuos desse sexo durante a época reprodutiva (CHRISTOPHER et al.,
1999; BRYANT et al., 2012; CAMPBELL, 2012b). A afericdo de célcio e fésforo
€ particularmente importante em jabutis, pois estes possuem predisposicdo a
desenvolver doencas 6sseo-metabdlicas hipocalcémica, ou raquitismo (CUBAS
e BAPTISTOTTE, 2007)

3. OBJETIVOS

-Obter valores laboratoriais que poderdo auxiliar no atendimento dos
individuos do Chelonoidis carbonaria e contribuir para o estabelecimento

de valores de referencia da espécie.

-Determinar os valores hematologicos e bioquimicos de um grupo de

Chelonoidis carbonaria durante os doze meses do estudo.
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-Verificar a interferéncia sazonal e sexual sobre os parametros
hematoldgicos e bioquimicos no grupo de animais amostrados ao longo
dos doze meses de experimento (janeiro-  dezembro)

€ entre 0S sexos

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local de realizagéo

A pesquisa foi conduzida no Centro de Medicina e Pesquisa de Animais
Selvagens (CEMPAS), no Laboratério Clinico Veterinario Profa. Dra. Aguemi
Kohayagawa da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
UNESP, Campus de Botucatu e no Programa Centrofauna do Instituto
Floravida, na cidade de Botucatu/SP. O recinto que 0s animais eram mantidos
no CEMPAS (recinto 1) possuia as dimensdes de 5,29m por 8,68m, o solo era
arenoso e ndo havia muita protecdo contra a luz solar e o vento. No centro
havia uma pequena fonte e reservatério retangular de agua. O recinto do
Centrofauna (recinto 2), possuia solo argiloso, era no meio de fragmento mata
atlantica que fornecia alguma protecdo contra a luz solar e o vento, havia

também uma fonte de agua
4.2. Animais

No recinto localizado no CEMPAS havia cerca de 70 animais de duas
espécies diferentes de quelbnios terrestres, o jabuti piranga (Chelonoidis
carbonaria) e o jabuti tinga (Chelonoidis denticulata) além de alguns animais
hibridos das duas espécies. Durante alguns periodos do ano estes animais
dividiram o recinto com outras espécies de queldnios, como o tigre d’agua
(Trachemys scripta elegans/ Trachemys dorbigni). Eventualmente o recinto
recebia novos queldnios de origens diversas. Os mesmos eram pré-avaliados
antes de entrar em contado com os animais do recinto. No recinto localizado no
Centrofauna havia cerca de 20 animais de duas espécies de jabutis, C.
carbonaria e C. denticulata, além de animais hibridos das duas espécies.

Para o estudo somente a espécie Chelonoidis carbonaria foi utilizada, os
animais foram selecionados segundo caracteristicas fenotipicas especificas

desta espécie, segundo as orientacdes descritas pela Sociedade Internacional
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de tartarugas (Internacional Turlte and Tortoise Society, ITTSJ 1968) que
descrevem como diferenciar as duas espécies mais comuns de jabutis do
Brasil, C. carbonaria e C. denticulata a partir de caracteristicas como a

disposicéo das escamas faciais dos escudos do plastrdo e casco(Figura 1)

Foram coletadas amostras de sangue de 30 jabutis piranga (C.
carbonaria) quinze machos e quinze fémeas, 24 jabutis residiam no recinto 1,
localizado no CEMPAS e 6 jabutis residiam no recinto 2 localizado no
CentroFauna. Os individuos foram mantidos em um recinto aberto, exposto as
variacfes ambientais, como temperatura, luminosidade, umidade e precipitacédo
pluviométrica. A dieta foi formulada de acordo com Boyer e Boyer (2006) e
Cubas e Baptistotte (2007), consistindo de porcdes variadas de frutas e
legumes da estacdo (como por exemplo, banana, cenoura e beterraba), os
animais do recinto 1 recebiam alimentacdo uma vez por dia enquanto os do
recinto 2 recebiam alimentacdo uma vez a cada trés dias. S6 participaram do
trabalho animais saudaveis, tanto em relacdo a condicdo clinica quanto em
relacdo aos exames laboratoriais. Para que houvesse garantias destas
condicbes, antes do inicio do experimento todos os jabutis foram avaliados
clinicamente e tiveram seus parametros hematolégicos e bioquimicos
analisados. Aqueles que apresentaram valores fora da referéncia segundo
Teare (2013), ou discrepantes em relacdo ao conjunto de animais, foram
substituidos por outros individuos de mesmo sexo que foram submetidos as
mesmas avaliagdes. Os animais receberam uma marcagdo no casco como
forma de identificacdo assim foi possivel garantir que sempre eram 0s mesmos
animais amostrados; além disso, a marcacao possibilitou avaliar a variacao
individual de cada animal. O projeto obteve aprovacdo da Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) desta Universidade, sob protocolo n°
100/2015(Anexo 1) e do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade — (ICMBIio) sob protocolo numero 49615-1(Anexo 2)



14

PREFRONTAL
SCALE

FIRST
~~.. MARGINAL .__-
SCUTE

FIGURA 1. Diferenciacdo das Espécies Chelonoidis denticulata (esquemas a
esquerda) e Chelonoidis carbonaria (esquemas a direita), através dos escudos

do plastrdo e casco e escamas da cabeca (Fonte: ITTSJ 1968)
4.3. Delineamento experimental.

As coletas de sangue para a pré-avaliacao foram feitas em dezembro de
2014. As coletas que fizeram parte da avaliacdo da variacdo sazonal e sexual
foram realizadas mensalmente entre janeiro e dezembro de 2015, totalizando

assim treze momentos de analise.

Antes da colheita os animais foram submetidos no minimo doze horas
de jejum para garantir a qualidade da amostra e evitar interferéncias. As
colheitas de sangue eram realizadas preferencialmente pela manha. As
amostras eram processadas imediatamente ap0s a colheita. Realizava-se a
colheita de sangue de 4 a 8 animais por dia, totalizando assim 4 a 5 dias de
colheita a cada més de amostragem. Cada momento de colheita iniciou-se com
a afericdo da temperatura ambiente por meio de um termémetro; assim como o
exame clinico de cada animal, segundo Zaias et al., (2006) e Chaffin et al.,
(2008). Em seguida o animal era contido fisicamente para exposicdo e
assepsia do local de colheita. Foram coletados aproximadamente 2 mL de
sangue por venopuncao da veia jugular; para tal, foram utilizadas seringas de 3
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mL acopladas a agulhas 0,55 x 20 mm (24G) (CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).
Eventualmente havia a necessidade de utilizagcdo de outro local de colheita -
como a veia coccigea dorsal ou a veia braquial - devido a dificuldades na
contencdo fisica. Imediatamente apds a obtencdo da amostra eram
confeccionados esfregacos sanguineos a partir de uma TGOa de sangue sem
anticoagulante (CAMPBELL, 2012a). A amostra era entdo dividida em dois
tubos contendo heparina litica (um microtubo de 1 mL e um tubo Vacuette®™ de
4 mL), obtendo-se assim duas amostras: uma seria utilizada para o
hemograma enquanto outra era utilizada para avalicdes de bioquimica e de

eletroforese, respectivamente.
4.4. Avaliagéo Laboratorial das Amostras.

Todas as andlises hematoldgicas foram realizadas a partir das amostras
coletadas em microtubo. As contagens totais de eritrécitos e leucdcitos foram
obtidas por contagem manual em camara de Neubauer com diluente Natt-
Herrick (1:100). O volume globular foi determinado pelo método do micro-
hematdcrito. A proteina plasmatica total foi determinada pelo método da
refratometria, utilizando o plasma obtido através da quebra do capilar do micro-
hematécrito. A concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método de
cianometahemoglobina (LABTEST). Ap06s a reacdo e antes da leitura da
amostra, esta era centrifugada (PowerSpin® VX Centrifuge Unico®) a 3000
rom durante 10 minutos, a fim de eliminar a interferéncia dos nucleos das
hemécias na afericdo. Os esfregagcos sanguineos foram corados com Panético
rapido® (ALMOSNY e MONTEIRO, 2007) e utilizados na contagem estimada
de leucdcitos e trombadcitos. Estas foram realizadas da seguinte maneira: foi
feita a média de leucécitos e trombdcitos por campo em dez campos. Foram
utilizados os aumentos de 400x para contar os leucocitos e de 1000x para
contar os trombdcitos. Posteriormente, as médias foram multiplicadas pelos
seguintes fatores: 1500(leucdcitos) (SYKES IV e KLAPHAKE, 2015) e 3500
(trombdcitos) (CAMPBELL 2012a). A estimativa de leucdcitos foi utilizada para
conferir o valor obtido na cAmara de NeuBauer e a estimativa de trombacitos foi
utilizada como parametro para avaliar a populacdo e a variacdo anual desta
célula. Os esfregacos também foram utilizados na contagem diferencial de

leucdcitos e na analise morfolégica das células. Tais analises foram realizadas

®4. |B Laborclin
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em microscopico optico com objetiva de imerséo (1000x), segundo indicado por
Almosny e Monteiro, 2007 e Almosny 2014. Para a contagem diferencial de
leucécitos foram considerados o0s seguintes tipos celulares: Heterdfilos,

Eosindfilos, Basofilos, Linfocitos, Monocitos e Azurofilos.

A amostra contida no tubo de 4 mL foi centrifugada (PowerSpin® VX
Centrifuge Unico®) a 3000 rpm por 10 minutos para obtencéo do plasma com
heparina sendo este em seguida congelado a -20°C; posteriormente, 0 mesmo

foi descongelado para a analise bioquimica.

O plasma foi analisado em aparelho de bioguimica automatica
(COBAS®). Os parametros analisados foram: Aspatato Aminotrasferase(AST),
Alanina Aminotransferase(ALT) e Creatina Quinase(CK), determinadas pelo
método cinético UV (EBRAM); a Fosfatase Alcalina(FA), pelo método p-
Nitrofenilfosfato (EBRAM); o acido urico, pelo método enziméatico colorimétrico,
UOD-PAP (BIOCLIN);a Ureia, pelo método cinético (KATAL); a Glicose, pelo
método enzimatico colorimétrico (KATAL); o Colesterol total, pelo método
enzimatico colorimétrico, colesterol oxidase peroxidase; os Triglicerideos pelo
método enziméatico colorimétrico, GPO Peroxidase (EBRAM); e a Proteina
Plasmatica Total pelo método colorimétrico, biureto (EBRAM); o Calcio, pelo
método colorimétrico, Arsenazo Ill (EBRAM); o Fésforo, pelo método Molibdato
(KATAL).

4.5. Avaliacdo Meteoroldgica da Regido de Estudo

Além da afericho da temperatura no dia de coleta, através da
colaboracdo do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), foram reunidos
dados climatoldgicos e pluviométricos da regido de Botucatu no ano 2015. As
afericdes foram feitas na base do INMET mais proxima de Botucatu, a base de
Avaré-SP. Posteriormente os dados fornecidos foram agrupados em graficos
utilizando-se o Microsoft Excel (Figuras 33 e 34)

Desta forma seria possivel observar se o Botucatu possui as
caracteristicas de um clima temperado Umido com inverno seco e verao quente

(Cwa) descritas pelo sistema de Koppen-Geiger(PEEL et al., 2007)

Segundo o Sistema Meteorolégico do Parana (Simepar) as mudancas de
estacdes no Brasil ocorrem nos solsticios e equindcios. As datas especificas

que houve mudanca de estacdo no pais em 2015 foram: de ver&o para outono
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no dia 20 de marco; de outono para inverno no dia 21 de junho; de inverno para
primavera no dia 23 de setembro e de primavera para verdo dia 22 de
dezembro. Com base nestas datas determinou-se que cada estacéo de andlise
seria composta por trés momentos de colheita. Assim dividiu-se o periodo de
analise da seguinte forma: Colheitas de Janeiro a Marco corresponderiam as
colheitas do Verao; colheitas de Abril a Junho corresponderiam as do Outono;
colheitas de Julho a Setembro corresponderiam as do Inverno e colheitas de

Outubro a Dezembro corresponderiam as da Primavera.
4.6. Calculo estatistico.

Todos os dados foram reunidos e analisados segundo o método da
estatistica descritiva. As variaveis foram submetidas ao teste de Kolmogorov-
Smirnov para determinar a nhormalidade e por consequéncia sua confiabilidade
(BUSSAB e MORETTIN, 2002, VIEIRA 2008). Posteriormente a variacdo por
més e por estacdo foi analisada utilizando-se o Modelo estatistico misto,
atraveés do programa R versdo 2.12.2. (BATES et al., 2014).

Depois que os resultados de cada sexo foram agrupados, o Modelo
estatistico misto foi utilizado para verificar a variacdo de cada sexo entre as
estacdes do ano (BATES et al., 2014). Para visualizar a variacdo de cada sexo
ao longo da Pré-avaliacdo e dos doze meses de avaliacdo, foram

confeccionados gréaficos boxplot para cada variavel.

Para comparar os resultados entre os sexos foi empregado o Teste T
para amostras independentes nos momentos onde ambos 0s sexos obtiveram
resultados com distribuicdo normal(p>0,05), nos momentos onde a distribuicdo
nao foi normal utilizou-se o teste de Mann Whitney (BUSSAB & MORETTIN,
2002).

5. RESULTADOS
5.1. Particularidades da coleta

Sete individuos (quatro machos e trés fémeas) apresentaram
irregularidades clinicas ou laboratoriais durante a pré-avaliacdo e foram

substituidos por outros de mesmo sexo e adaptados ao mesmo ambiente.
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Na maioria dos casos foi possivel coletar uma amostra de volume
satisfatorio a partir da veia jugular. Apés duas coletas, um individuo (fémea)
necessitou ser excluido do estudo devido a dificuldades de contengcdo e
impossibilidade de se obter uma amostra de sangue livre de contaminacao por
linfa, nenhum exame deste animal foi considerado na analise estatistica. A

partir do terceiro més, o numero total de animais amostrados passou a ser 29.

Durante o ultimo més de coleta seis jabutis fugiram do recinto onde eram
mantidos, todos foram encontrados e realocados em seu recinto antes do dia
de coleta. Porém, um deles (macho), apresentou sinais de anemia e inflamacéao
nos exames laboratoriais. Por estes motivos e a amostra deste animal foi

excluida durante a analise estatistica.

Eventualmente alguns animais apresentaram sinais clinicos pontuais
como diarreia ou secrecdo nasal durante a coleta, porém 0S mesmos
individuos ndo apresentaram resultados laboratoriais discrepantes do resto do
grupo; portanto estas amostras foram consideradas na analise estatistica.

5.2. Morfologia normal das células e aspecto geral do plasma

Nos esfregacos as células normalmente apresentaram-se na seguinte
morfologia: As hemécias tinham formato oval nucleo central com cromatina
condensada o citoplasma apresentava coloragao acidofilica (Figura 2). Os
heterdéfilos possuiam nucleo sem segmentacdo e excéntrico, citoplasma com
granulos eosinofilicos em formato fusiforme (Figura 3A). Os eosinofilos
apresentavam ndcleo sem segmentacao, citoplasma com granulos eosinofilicos
com formato redondo (Figura 3B). Os basofilos apresentavam tamanho
variado, possuiam nucleos sem segmentacdo e citoplasma com pequenos
granulos basofilicos (Figura 3C). Os linfécitos foram encontrados em diversos
tamanhos, apresentavam nucleos grandes com cromatina fina, alta relacéo
nacleo/ citoplasma, citoplasma levemente basofilico (Figura 3D). Os mondcitos
eram células grandes com nucleo e citoplasma pleomérficos, apresentavam
citoplasma abundante e levemente basofilico, e por vezes vacuolizado (Figura
3E). Os azurdfilos possuiam nudcleo e citoplasma pleomorficos, o citoplasma
era abundante e basofilico, este apresentava granulos azurofilicos finos (Figura

3F). Os trombdcitos eram células pequenas, que apresentavam alta relacao
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ndcleo/citoplasma, citoplasma incolor, com formato oval a fusiforme, estas

células foram encontradas livres(Figura 2A) e agregadas (Figura 2B).

O plasma apresentou variadas intensidades de coloragdo amarelada e o

aspecto normalmente era limpido

T——

3.25um

. B

FIGURA 2: Eritrocitos e trombdcitos tipicos encontrados nos esfregacos

de C. carbonaria. A: Dois eritrocitos com um Trombécito livre no meio

deles, B: Um eritrécito com um agregado de trombécitos abaixo dele.
MO 1000X. Botucatu 2016

FIGURA 3: Leucdcitos tipicos encontrados em nos esfregacos de C.
carbonaria. A: Heterdfilo, B: Eosinéfilo, C: Basofilo , D: Linfécito, E:
Monécito, F: Azurdfilo. MO 1000X. Botucatu 2016
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5.3. Achados nos exames laboratoriais

Foram encontradas discretas alteragbes em alguns esfregacos
sanguineos, como discreta anisocitose (Figura 4) e raros heterofilos tdéxicos
(Figuras 5A e 5B). Como estas alteracGes precisam estar presentes em alto
grau para serem consideradas clinicamente relevantes (CAMPBELL, 2012a) os

respectivos exames ndo foram excluidos.

No diferencial eventualmente foram observados linfocitos caracteristicas
de plasmacitos (nucleo excéntrico, cromatina fina, Complexo de Golgi evidente
e citoplasma azulado) (Figura 5C), porém a porcentagem destas células nunca
ultrapassou 1%. Por este motivo elas foram contadas como linfocitos na analise

estatistica, e sua presenca foi anotada nas observacoes.

Muitos animais apresentaram agregacdo trombocitaria no esfregaco
sanguineo (Figura 2B), devido provavelmente a demora entre a coleta e a
confeccdo do esfregaco, por este motivo ndo foi possivel realizar a contagem
estimada de trombdcitos nestes individuos e como a heparina ndo impede a
agregacdo trombocitaria foi impossivel contar esta célula na camara de
NeuBauer, assim nédo foi possivel obter valores da contagem de trombdcitos

nestes casos.

Durante o primeiro més de analise um individuo apresentou 30%
heterofilos toxicos (Figuras 5A e 5B), foi tratado com uma aplicacdo de
enrofloxacina na dose de 5 mg/kg, 60 dias depois estas células
desapareceram. Ou seja, a presenca de heterofilos tdéxicos neste caso pode ser

relacionada a um processo inflamatério sem sinais clinicos.

Nas afericbes de outubro um individuo do sexo feminino apresentou
varias alteracdes morfologicas tanto nas hemacias quanto nos leucécitos; como
poiquilocitose e ativagcdo de mondcitos, com presenca de fagocitose de
hemacias, leucécitos e trombocitos. Esta afericdo foi excluida da analise
estatistica. No més seguinte o animal ndo apresentava mais alteracdes
relevantes, a ndo ser uma leve anisocitose; por este motivo, as amostras

posteriores foram consideradas.

Dois animais apresentaram diferentes graus de plasma de coloracao

esverdeada em alguns momentos de analise; o que indica acumulo de
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biliverdina no mesmo (CAMPBELL, 2012b). Os resultados bioquimicos destes

individuos ndo apresentaram discrepancia com o resto do grupo.

3.25t1m

FIGURA 4: Eritr6cito jovem, célula menor, em comparacdo com um
eritrocito maduro, célula maior, células encontradas no esfregaco de C.
carbonaria. MO 1000X. Botucatu 2016

FIGURA 5: Leucocitos atipicos eventualmente encontrados em

esfregacos de C. carbonaria. A: Heterofilo téxico com granulagéo toxica.
B: Heterdfilo téxico segmentado com corpusculo granular no citoplasma.
C: Linfécito reativo com caracteristicas de plasmaocito, complexo de Golgi
evidente e nucleo excéntrico com cromatina fina. MO 1000X. Botucatu
2016

5.4. Resultados da Anéalise Estatistica

A tabela 1 representa uma andlise estatistica descritiva geral,
abrangendo todos os dados confiaveis em todos os momentos de coleta.
Enquanto a tabela 2 representa o teste de normalidade aplicado para todas as
variaveis que fazem parte do exame de hemograma. A tabela 3 apresenta a
estatistica descritiva de cada estacdo, abrangendo os dados confiaveis
agrupados por estacdo do ano, cada estacdo composta por trés momentos de

colheita como descrito acima.
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Houve variacOes significativas (p<0,05) pontuais entre os meses de
colheita para todos os parametros do hemograma exceto os para os eosinofilos
absolutos, houve diferencas significativas entre machos e fémeas para 0s
parametros de contagem total de eritrécitos (Eritrocitos), concentracdo de
hemoglobina (Hb), volume globular (VG), eosindfilos absolutos, mondcitos
absolutos e azurdfilos. Nao foi possivel fazer os testes do modelo estatistico
misto na contagem estimada de trombdcitos devido & impossibilidade de aferir
este parametro em muitos dos esfregacos devido a agregacao, no entanto foi
possivel fazer a uma andlise descritiva da variavel(Tabela 1) e comparar os

resultados de machos e fémeas(Tabela 5)

Em relacdo aos Bioquimicos, houve diferencas significativas pontuais
entre 0s meses de colheita, para todos os parametros analisados, houve
também diferencas entre os sexos para a maioria dos parametros bioquimicos

em pelo menos um més de analise (tabela 5).

Os parametros que apresentaram variagcdes entre as estacdes estao

descritos na tabela 4.

As Tabelas 5 e 6 apresentam as variacfes especificas de cada sexo

entre as estacdes

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam as medias mensais de cada sexo para
cada parametro analisado e os resultados estatisticos do teste T de amostras
independentes e do teste de Mann Whittney (resultados seguidos de um
asterisco) que avaliaram se houve diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s sexos

em cada momento de analise.
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TABELA 1: Andlise Estatistica Descritiva dos valores do Hemograma e dos
exames Bioquimicos dos Jabutis Piranga(Chelonoidis carbonaria), durante os

doze meses de amostragem. Botucatu. SP. 2016

N Média Desv. Minimo  Maximo
Pad

Peso (Kg) 343 4,67 1,09 2,36 7,01
Eritrécitos (x10° cel/pL) 343 0,52 0,08 0,24 0,79
Hb (g/dL) 343 6,13 1,02 2,52 8,80
VG (%) 343 25,37 3,75 13,00 35,00
VCM (fl) 343 488,86 48,15 339,46 660,92
CHCM (g/dL) 343 24,19 2,07 17,16 29,47
Leucdcitos Totais 343 8697 2283 4800 19700
(cel/uL)
Heterofilos (%) 343 41 14,44 12 85
Eosindfilos (%) 343 9 7,56 0 59
Basdfilos (%) 343 10 5,93 0 34
Linfécitos (%) 343 34 14,12 1 69
Mondcitos (%) 343 3 3,36 0 33
Azurdfilos (%) 343 3 2,36 0 12
Heterdéfilos Absolutos 343 3595 1647 928 10835
(cel/uL)
Eosindfilos Absolutos 343 799 837 0 8201
(cel/uL)
Basofilos Absolutos 343 853 552 0 3580
(cel/uL)
Linfocitos Absolutos 343 2997 1516 63 8385
(cel/uL)
Mondcitos Absolutos 343 230 296 0 2639
(cel/uL)
Azurdfilos Absolutos 343 223 218 0 1379
(cel/uL)
Trombdécitos estimados 199 9008 3418 3500 20700
(cel/uL)
PPT (Refratdmetro) 343 4,98 0,96 2,20 8,80
(g/dL)
PPT 343 4,35 0,87 2,050 6,670
(Espectrofotometro)
(g/dL)
Ureia mg/dL 343 24,33 13,88 1,00 103,00
Acido urico mg/dL 343 1,66 1,13 0,10 8,40
ALT(TGP) UI/L 343 12,46 11,23 2,00 74,00
AST(TGO) UI/L 343 209,52 112,08 30,00 718,00
Glicose mg/dL 343 72,16 24,92 22,00 174,50
Colesterol mg/dL 343 221,37 102,66 49,00 519,00
Triglicerideos mg/dL 343 367,76 316,89 8,00 1563,00
CK UI/L 342 903,94 731,12 66,00 4691,00
FA UI/L 343 53,57 21,50 14,00 125,00
Célcio mg/dL 343 13,15 4,71 5,67 57,30
Fdésforo mg/dL 321 4,83 3,34 1,30 35,20
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TABELA 4. Comparacao entre estacdes, Verdo(V), Outono(O), Inverno (I) e
Primavera, para todos os valores hematolégicos e Bioquimicos do Jabuti
Piranga (C. carbonaria), modelo estatistico misto, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre as estacdes correspondentes aos campos vazios,
foi considerado que havia diferenca significativa entre as duas estacdes
quando o coeficiente de variacdo p entre as mesmas foi menor que 0,05.
Botucatu- SP 2016

V-0 O-l I-P V-P V- | O-P
Eritrocitos
HB V<P O<P
VG
VCM <P V<P
CHCM V<O o<l V<P V>| O<P
Leucdcitos Totais I>P V>P Oo>P
Heterofilos V>0 I>P V>P V>| Oo>P
Absolutos
Eosindfilos
Absolutos
Basofilos Absolutos I<P V<P O<P
Linfocitos Absolutos o<l I>P V<I
Mondcitos o>l V>pP V>| Oo>P
Absolutos
Azuréfilos Absolutos V<O <P V<P V<I
PPT (Refratbmetro) V<P O<P
PPT o<l V<P V<I O<P
(Espectrofotometro)
Ureia V<
Acido arico o<l I<P V<P V<l O<P
ALT(TGP) o<l <P V<P O<P
AST(TGO)
Glicose V>0 V>pP
Colesterol V<O I>P V<P V<I
Triglicerideos V<P
CK <P V<P Oo>P
FA V>0 o>l <P V>P V>|
Célcio

Fosforo O<P
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TABELA 5: Comparacao entre estacdes, Verdo(V), Outono(O), Inverno (I) e
Primavera, para os resultados hematolégicos e Bioquimicos dos machos da
espécie C. carbonaria, modelo estatistico misto, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as estacbes correspondentes aos campos vazios, foi
considerado que havia diferenca significativa entre as duas estacdes quando o
coeficiente de variacdo p entre as mesmas foi menor que 0,05. Botucatu- SP
2016

Machos V-O O-l I-P V-P V-l O-P

Eritrocitos V>P Oo>P

HB

VG O>| V>P O>P
VCM

CHCM V<O V<P V<I
Leucdcitos Totais I>P

Heterdfilos V>0 V>P
Absolutos

Eosinofilos V<O I>P V<I Oo>P
Absolutos

Basdfilos Absolutos V<P O<P
Linfocitos Absolutos I>P V<

Mondcitos V>P V>l

Absolutos

Azurdfilos V<O I>P V<P O<P
Absolutos
PPT(Refratdbmetro)

PPT o<l V<l
(Espectrofotbmetro)
Ureia V<O V<

Acido Grico o«l I<P V<P V<l O<P
ALT(TGP) o<l I<P V<P O<P
AST(TGO) V>P O>P
Glicose V>0 O<P

Colesterol V<O I>P V< O>P
Triglicerideos V<O V< O>P

CK I>P V>pP O>P
FA V>0 V>P V>|

Célcio o>l

Fésforo V>0 o<l V>P V>| O<P
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TABELA 6: Comparacao entre estacdes, Verdo(V), Outono(O), Inverno (I) e
Primavera, para os resultados hematolégicos e Bioquimicos das fémeas da
espécie C. carbonaria, modelo estatistico misto, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as estacbes correspondentes aos campos vazios, foi
considerado que havia diferenca significativa entre as duas esta¢cdes quando o
coeficiente de variacdo p entre as mesmas foi menor que 0,05. Botucatu- SP
2016

Fémeas V-O Ol I-P V-P V-1 O-P
Eritrocitos V>0 o<l I<P O<P
HB o<l I<P V<P O<P
VG V>0 o<l I<P V<P O<P
VCM V<O O>| I<P V<P
CHCM V<P V<I O<P
Leucdcitos Totais V>P
Heterofilos I>P V>P V>| Oo>P
Absolutos
Eosindfilos V>0
Absolutos
Basdfilos Absolutos V<P O<P
Linfécitos Absolutos o<l V<l
Monécitos o>l V>| Oo>P
Absolutos
Azurdfilos V<O V<P V<l
Absolutos
PPT (Refratbmetro) I<P V<P O<P
PPT O«l I<P V<P O<P
(Espectrofotometro)

Ureia V<P O<P
Acido arico o<l V<P V<l O<P
ALT(TGP) o<l I<P V<P O<P
AST(TGO)

Glicose I>P V>P O>P
Colesterol V<O V<P V<
Triglicerideos I<P V<P O<P
CK I>P

FA V>0 o>l V>P V>|

Célcio I<P V<P O<P

Fosforo Oo<P
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5.5. Eritrograma

O teste de normalidade foi aplicado para todas as variaveis eritrocitarias
em todos os momentos de analise, como mostrado na tabela 2. Se
observarmos os resultados é possivel notar que todas as variaveis tiveram
resultados de p acima de 0,05, o que significa que todas possuem distribuicdo
normal, ou seja, possuem uma Vvariacdo confiavel segundo este teste

estatistico.

Se analisarmos os resultados segundo cada estacdo do ano, podemos
observar que as variaveis Eritrocitos(0,509 x 10° cel/uL), Hb(5,94 g/dL) e VG(
24,83 %)possuem seus valores mais baixos no outono enquanto a média mais
alta fica no verdo( ou na primavera(Eritrocitos 0,519 x 0,509 x 10° cel/uL; Hb:
6,44 g/dL; VG: 26,02 %). (Tabela 3).

Segundo a andlise estatistica por estacdo, o0s resultados de
concentracdo de hemoglobina (Hb) na primavera (6,44g/dL) foram
significativamente maiores que os resultados no verdo (6,00 g/dL)e no outono
(5,94 g/dL) (Tabela 4). Outras variaveis eritrocitarias que demonstraram
diferencas significativas foram o volume corpuscular médio (VCM) e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os resultados do
VCM na primavera foram significativamente maiores que os resultados no
verdo e no inverno. Ja o CHCM foi o parametro eritrocitario que mais variou
entre as estacfes. Houve diferencas significativas desta variavel entre o verédo
e 0 outono (resultados do outono mais altos que resultados do verao); entre o
outono e o inverno (resultados do inverno mais altos que resultados do outono);
entre a o verdo e a primavera (resultados da primavera mais altos que
resultados do veréo), entre inverno e o verao (resultados do inverno mais altos
gue os resultados do verdo) e entre 0 outono e a primavera (resultados da

primavera mais altos que os resultados do outono) (Tabela 4).

Analisando-se a variacdo das médias de machos e fémeas na contagem
total de hemacias, na concentracdo de hemoglobina e no volume globular ao
longo dos 12 meses, representas nas figuras 6, 7 e 8, € possivel observar que
0s trés parametros parecem variar de forma semelhante: a média de valores
das fémeas inicia 0 ano com valores consideravelmente mais baixos que os

machos; tal diferenca aumenta até metade do ano e posteriormente as fémeas
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comecam a ter médias mais altas destas variaveis, diminuido assim a
diferenca. Em novembro a diferenca entre as médias quase nula para a
contagem total de hemécias (0,514x 10%pL Machos(M); 0,519 x 10°%pL
Fémeas(F)) e para o volume globular (26,13% M; 26,21% F). Enquanto na
concentracdo de hemoglobina houve uma inversdo neste més, e as fémeas

apresentaram uma maior média do que os machos (6,08 g/dL M; 6,65 g/dL F).

Fémeas apresentaram mais variagoes significativas entre as estagcdes
do que os machos, este sexo apresentou seu maiores valores do eritrograma
na primavera. Os machos também apresentaram variacdes significativas,
apresentaram seus menores de contagem de eritrOcitos e hematdcrito na

primavera. (Tabela 5 e 6)

Segundo o teste T para amostras independentes e as fémeas tiveram
valores significativamente mais baixos (p<0,05) de Volume Globular (VG) em
todos os meses de andlise, exceto nos Ultimos quatro meses do ano (Setembro
a Dezembro). Algo semelhante ocorreu para os resultados de concentracao de
hemoglobina (Hb). As fémeas tiveram resultados significativamente menores
gue 0s machos para este parametro entre nos meses de janeiro e nos meses
de margo a junho. Fémeas também demonstraram um valor contagem total de
hemacias (Eritrécitos) mais baixo que os machos em fevereiro e entre os
meses de Abril e Julho. Machos tiveram resultados de VCM maiores que as
Fémeas no més de Janeiro, enquanto fémeas tiveram resultado de CHCM

maiores que 0os machos nos meses de janeiro e novembro (Tabela 7).

No que diz respeito a variacdo durante o ano é possivel notar que esta é

maior nas fémeas para todas as variaveis referentes ao Eritrograma.
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FIGURA 6: Variacdo da contagem total de eritrécitos (Eritrocitos) do Jabuti

Piranga (C. carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com

discriminacdo entre os sexos. Botucatu 2016.
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FIGURA 7: Variagcado da Concentragédo de Hemoglobina (Hb) do Jabuti Piranga

(C. carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com discriminagao entre

0S sexos. Botucatu 2016.
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FIGURA 8: Variacdo do Volume Globular (VG) do Jabuti Piranga (C.

carbonaria) ao longo de todo o periodo de andlise com discriminagdo entre os

sexos. Botucatu 2016.
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FIGURA 9: Variacdo do Volume Corpuscular Médio(VCM) do Jabuti Piranga (C.

carbonaria) ao longo de todo o periodo de andlise com discriminacdo entre 0s

sexos. Botucatu 2016.
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FIGURA 10: Variacdo da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular média
(CHCM) do Jabuti Piranga (C. carbonaria) ao longo de todo o periodo de

analise com discriminagdo entre os sexos. Botucatu 2016.
5.6. Leucograma

Os leucocitos também foram submetidos ao mesmo teste de
normalidade como podemos observar na tabela 2. Nota-se que na maioria das
afericbes, os resultados de leucdcitos totais e de heterdfilos, eosindfilos,
basofilos, linfécitos, mondcitos e azurdfilos absolutos atingiram uma distribuicéo
normal (p>0,05); ou seja, a grande maioria destes resultados € confiavel

segundo a analise estatistica.

Observando os resultados do diferencial e leucécitos (Tabela 1), é
possivel notar que a célula mais predominante do diferencial € o heterofilo
(média: 3595,13 cel/uL) e a segunda mais predominante é o linfocito (média:
2997,31 cel/yL). Estas também foram as células que apresentaram o maior
intervalo (928-10835 cel/pL e 63-8385 cel/yL respectivamente) e 0 maior desvio
padréao (1646,66 e 1516,20 respectivamente)

Se os resultados forem agrupados por estacdo pode-se observar que
houve uma queda consideravel no valor de Leucdcitos totais entre o inverno e

a primavera. Esta queda se também ocorreu nas médias dos resultados
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absolutos de dois tipos de leucdcitos, heterdfilos e linfocitos (Tabela 3). A
andlise estatistica revelou que estas quedas nos resultados dos leucdcitos
foram significativas, j& que ha diferencas significativas entre os resultados de
leucdcitos totais, de heterofilos, e de linfocitos entre estas duas estagdes.
Porém entre estas estacdes também ocorreu um aumento significativo nos

resultados absolutos dos basdéfilos e azurdfilos (Tabela 4).

Os Leucécitos totais também demonstraram diferencas significativas
entre o verdo e a primavera, sendo que o0s resultados do verdo sé&o
significativamente maiores que os resultados da primavera. O mesmo ocorreu
para os resultados absolutos de heterdfilos, linfocitos e mondcitos. Porém a
andlise estatica também revelou que os resultados de baséfilos e azurdfilos

foram significativamente maiores na primavera em relacéo ao verao (Tabela 4).

Também houve diferencas significativas entre 0 outono e a primavera
para os resultados de leucdcitos totais, heteréfilos absolutos e mondcitos
absolutos, os quais foram significativamente maiores no outono em relagéo a
primavera. Enquanto os resultados de Basodfilos absolutos foram maiores na

primavera em relacdo ao outono (Tabela 4)

Heterodfilos e azurdfilos demonstraram diferencas significativas entre os
resultados do verdo e do outono, sendo que para os heterdéfilos os resultados
do verdo foram maiores que os do outono, enquanto para os azurdfilos ocorreu

o contrario. (Tabela 4)

Alguns tipos de leucocitos também demonstraram diferencas
significativas entre o verdo e o0 inverno: os resultados de heterofilos e
monacitos foram significativamente maiores no verdo; enquanto os resultados
de linfocitos e azurofilos foram significativamente maiores no inverno (Tabela
4).

Ambos os sexos apresentaram semelhante entre as estacdes para todos
os resultados do leucograma, exceto nos resultados dos eosinéfilos onde
machos apresentaram mais variagdes entre as estagfes do que as fémeas
(Tabelas 5 e 6)

Segundo o teste T para amostras independentes e o Teste de Mann
Whitney , ndo houve diferenca significativa entre os sexos nos resultados de

leucdcitos totais em todos os meses de analise (Tabela 8). Apesar de haver
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uma grande variacdo nos resultados desta variavel, para ambos 0s sexos ao
longo do ano, como pode ser observado na figura 11 e comprovado pelo alto
desvio padréo geral: 2283,66 cel/uL (Tabela 1)

Porém segundo os mesmos testes, houve algumas diferencas
significativas nos resultados de alguns tipos especificos de leucécitos: houve
diferenca significativa entre os sexos para os valores de eosindfilos, nos meses
de janeiro, fevereiro e margco. Nestes meses as fémeas apresentam meédias
maiores que 0s machos para esta variavel. Houve diferencas significativas
entre machos e fémeas para os valores de mondcitos nos meses de abril, maio
e setembro. Nos trés casos, fémeas apresentaram médias maiores que 0s
machos. Houve diferengas significativas entre 0os sexos em dois momentos
para os valores absolutos de azurodfilos: em agosto fémeas apresentaram
valores significativamente mais altos que os machos e em dezembro ocorreu o

contréario (Tabela 8)
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FIGURA 11: Variacdo dos Leucdcitos totais dos Jabutis Piranga (C. carbonaria)
ao longo de todo o periodo de andlise com discriminacdo entre 0S sexos.
Botucatu 2016
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FIGURA 12: Variacdo dos Heterofilos absolutos dos Jabutis Piranga (C.

carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com discriminacdo entre os

sexos. Botucatu 2016
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FIGURA 13: Variagdo dos Eosindfilos absolutos dos Jabutis Piranga (C.

carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com discriminagéo entre 0s

sexos. Botucatu 2016
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FIGURA 14: Variacdo dos Basoéfilos absolutos dos Jabutis Piranga (C.

carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com discriminacdo entre 0s

sexos. Botucatu 2016
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FIGURA 15: Variacdo dos Linfocitos dos Jabutis Piranga (C. carbonaria ) ao

longo de todo o periodo de andlise com discriminacdo

Botucatu 2016

entre 0s sexos.
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FIGURA 16: Variacdo dos Mondcitos dos Jabutis Piranga (C. carbonaria ) ao
longo de todo o periodo de analise com discriminacdo entre 0S Sexos.
Botucatu 2016
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FIGURA 17: Variacdo dos Mondcitos dos Jabutis Piranga (C. carbonaria ) ao
longo de todo o periodo de andalise com discriminacdo entre 0S Sexos.
Botucatu 2016
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5.7. Contagem Estimada de Trombdcitos

Apesar da impossibilidade de mensuracdo dos trombdécitos em muitas
amostras devido a presenca de agregacao nas laminas de esfregaco, podemos
observar que em todos os momentos de andlise os resultados desta célula

obtiveram uma distribuicdo normal (p>0,05) (Tabela 2)

Analisando a variacdo das médias dos trombdcitos ao longo das
estacbes (Tabela 3), e ao longo do ano (Figura 18) para ambos 0s sexos, é
possivel notar que aparentemente estas células ndo apresentam um padréo de
variacdo definido durante o ano; portanto é provavel que sua variacdo sazonal

nao seja significativamente relevante.

Segundo o Teste T, ndo houve diferencas significativas entre 0os sexos
para os resultados de Trombdcitos em todos os momentos de analise (tabela
6).

Porém néo foi possivel realizar mais testes estaticos além da verificacao
da distribuicdo normal nos valores de trombdcitos devido a alta quantidade de
amostras onde nédo foi possivel fazer uma estimativa destas células, devido a

presenca de agregacao.
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FIGURA 18: Variacdo das médias mensais dos Trombdcitos dos Jabutis
Piranga (C. carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise sem

discriminagéo entre os sexos. Botucatu 2016
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5.8. Proteina Plasmatica Total: Refratometria e

Espectrofotometria

Observando a Tabela 2 € possivel notar que, com excecado dos
resultados de janeiro, as afericbes da proteina plasmatica mensuradas pelo
refratbmetro tiveram resultados dentro dos padrbes de normalidade (p>0,05).
Em todos os momentos de analise os resultados da proteina plasmatica aferida
pelo espectrofotometro obtiveram resultados dentro dos padrdes de
normalidade (p>0,05)

Analisando a variacdo de ambos os sexos ao longo do ano (Tabela 1),
nota-se que a proteina plasmética (refratometria) ndo variou muito em ndmeros

absolutos (Desvio padréo geral: 0,96 - Tabela 1).

Analisando a proteina plasmatica (refratometria) por estacdo, € possivel
notar que as maiores médias se encontram no inverno e na primavera (5,01
g/dL e 5,34 g/dL respectivamente) e a menor média € a do outono (4,76 g/dL)
(Tabela 3).

Segundo a analise estatistica os resultados da proteina plasmatica
(refratometria) foram significativamente maiores na primavera em relacdo ao

verdo e em relacéo ao outono (Tabela 4).

Segundo o teste T, que avalia se existem diferengas significativas entre
0s sexos, fémeas tiveram resultados significativamente mais baixos que os
machos nos meses de abril, maio, junho e julho, para a proteina plasmatica

aferida no refratdmetro (Tabela 9).

A andlise da proteina plasmatica realizada no espectrofotdmetro
apresentou uma variacdo semelhante a do refratbmetro, porém as médias dos
resultados da espectrofotometria tenderam a ser mais baixos que as da

refratometria (Tabela 3).

Além disso, na andlise estatistica estes resultados deste método
demonstraram diferencas entre o outono e o inverno (resultados do outono
menores que resultados do inverno), entre a primavera e o verao (resultados
da primavera maiores que resultados do verdo), entre verdo e inverno

(resultados do verdo menores que resultados do inverno) e entre o outono e a
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primavera (resultados da primavera do outono menores que resultados da

primavera)(Tabela 4).

Os dois sexos variaram de forma semelhante no que diz respeito a
variacdo da proteina plasmatica ao longo ano, ambos apresentaram seus
maiores valores a partir da segunda metade do periodo de anélise , machos
aprestaram seus maiores valores no inverno enquanto nas fémeas isso ocorreu

na primavera (Tabelas 5 e 6)

Segundo o teste T machos apresentam resultados de proteina
plasmatica total (espectrofotometria) foram significativamente mais altos que as
fémeas durante todos os meses do ano; exceto nos meses de novembro e

dezembro onde néo ha diferencas significativas entre os sexos (Tabela 9).
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FIGURA 19: Variagdo da Proteina Plasmatica Total aferida por refratometria
dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com

discriminagdo entre os sexos. Botucatu SP 2016
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Proteina Plasmatica Total (Espectrofotometria) (g/dL)
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FIGURA 20: Variagdo da Proteina Plasmética Total aferida por
espectrofotometria dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo de todo o

periodo de analise com discriminagdo entre os sexos. Botucatu SP 2016

5.9. Avaliagdo do sistema Renal- Ureia e Acido Urico

Os resultados das afericdes do acido Urico e da ureia obtiveram variacao
normal para a maioria dos meses de estudo (p>0,05), ou seja, a maioria dos

resultados € confiavel (Tabela 2).

Analisando a variacdo por estacdo do ano é possivel notar que o acido
arico, apesar ter uma concentracdo consideravelmente menor que a ureia,
apresentou uma variacdo muito maior entre as estacfes. Por exemplo, do
outono para o inverno esta variavel passou de uma média de 0,8 mg/dl para
2,28 mg/dl, enquanto a ureia se manteve com uma variagao relativamente
baixa (variacdo entre as médias da estacao), apresentando 19,59 mg/dl no
verdo e 26,89 mg/dl no inverno, mesmo assim o0s valores mais altos desta
variavel tenderam a ocorrer no meio do ano, nas estacdes de outono e

inverno(Tabela 3).

Segundo a andlise estatistica o0s resultados da ureia foram
significativamente mais altos no verdo em relagéo ao inverno. Os resultados do

acido arico foram significativamente mais altos no inverno em relacdo ao
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outono, na primavera em relacdo ao inverno, no inverno em relagdo ao verao e

na primavera em relacdo ao outono. (Tabela 4)

Individualmente os dois sexos apresentaram variacdes semelhantes a
variacao geral para os resultados de ureia e acido Urico, 0s maiores resultados
ocorreram na segunda metade do periodo de analise, no inverno ou na

primavera (tabela 5 e 6)

Analisando a variagdo mensal é possivel notar que ambos o0s
parametros, aumentam sua média geral bruscamente no meio no ano e que
estas tendem a ficar altas até o final do ano. O aumento da ureia ocorre mais
cedo, entre abril e maio (médias 20,02 mg/dL abril, 28,59 mg/dL maio)(Figura
21) enquanto o aumento do &cido urico ocorre entre junho e julho(médias:0,79
mg/dL junho 2,55 mg/dL julho)(Figura 21). E justamente entre estes meses que
estas variaveis demonstram variacao significativa segundo a analise estatistica.
O &cido urico volta a aumentar significativamente entre os meses de outubro e

novembro (médias 2,07 mg/dL outubro, 3,01 mg/dL novembro)(Figura 22)

Machos tendem a ter médias mais altas de ureia do que as fémeas. Esta
diferenca € mais pronunciada entre os meses de abril e agosto, sendo que €&
neste periodo que ocorrem diferengas estatisticamente significativas entre os
sexos (Tabela 9)

No acido urico machos e fémeas apresentaram diferencas significativas
nos meses de Abril, Julho, Agosto, Novembro e Dezembro. Em trés desses
momentos as fémeas apresentaram médias maiores que os machos, Julho,
Novembro e Dezembro, nos outros meses ocorreu o contrario. As médias se
apresentaram particularmente discrepantes no més de Julho onde as fémeas

tiveram uma média muito maior que os machos (Tabela 9).
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FIGURA 21: Variacdo da Ureia dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo de

todo o periodo de analise com discriminacao entre os sexos. Botucatu SP 2016

Acido Urico (mg/dL)

3 O Fémea
® — : O Macho

(]

FIGURA 22: Variacéo do Acido Urico dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao

2
:
9 =|
Q (e 45D
! [
|

s
'
|

H

FE

H{TH

o

Sl

g Sy

F-TH

i

(]

| N T S O S A A B O B O O O S O T M T R -
Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

longo de todo o periodo de andlise com discriminagdo entre 0os sexos. Botucatu

SP 2016



49

5.10. Avaliacdo do metabolismo Hepatico-  Aspartato

aminotransferase (ALT) e Alanina aminotransferase (AST)

Apenas em um dos momentos de analise os resultados da AST néo
atingiram uma variacdo normal (p<0,05), enquanto os resultados a ALT néo
apresentaram variacdo normal em trés meses de analise. Ou seja, a maioria

desses resultados é confiavel estaticamente (Tabela 2).

A AST apresentou médias mais altas no verdo e no outono e a ALT
apresentou médias mais altas no inverno e na primavera. No entanto nenhuma
das médias das atividades das enzimas variou muito em numeros absolutos:
AST variou entre 192,04UI/L na primavera e 222, 59 UI/L no outono; a ALT
variou entre 7,38 UI/L no outono e 19, 34 UI/L na primavera (Tabela 3).

Considerando a variagdo mensal € possivel notar que ambas as
enzimas nao variam muito em numeros absolutos: o desvio padréo da ALT foi
de 11,23 UI/L e o da AST foi de 112, 09 UI/L (Tabela 1). Porém a AST tendeu a
ter médias mais baixas nos meses finais de andlise (outubro a dezembro),
enquanto as médias da ALT tenderam a ficar mais altas no mesmo periodo
(Figuras 23 e 24)

A ALT apresentou resultados significativamente mais altos na
primavera em comparacdo a todas as outras estacbes. Além disso, 0s
resultados do inverno foram significativamente mais altos que o outono. Isso
ocorreu tanto na analise variacdo sazonal geral quanto na analise da variacao

sazonal de cada um dos sexos (Tabelas 4, 5 e 6)

Somente machos tiveram variagdes significativas entres as estagcoes
para os resultados de AST, apresentando resultados mais baixos na primavera

em relacao ao veréo e ao outono (Tabela 5)

Analisando machos e fémeas separadamente € possivel notar que os
machos tiveram médias mais altas de ALT em todos os meses de analise
(Figura 23), porém esta diferenca entre os sexos so6 é significativa (segundo os
testes estatisticos)b nos meses de agosto e setembro (Tabela 9). Machos
sempre obtiveram resultados de AST maiores que as fémeas (Figura 24),
porém segundo o teste T (Tabela 9) esta diferenca entre 0os sexos sO €

significativa entre os meses de marcgo e agosto.
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FIGURA 23: Variacdo da ALT/TGP dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo
de todo o periodo de analise com discriminagcdo entre 0os sexos. Botucatu SP
2016

longo de todo o periodo de analise com discriminagéo entre 0s sexos. Botucatu

FIGURA 24: Variagdo da AST/TGO dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao
SP 2016



o1

5.11. Avaliacdo do Metabolismo Energético- Glicose, Colesterol

e Triglicerideos.

Em todos os momentos de analise as concentracdes plasmaticas de
glicose, colesterol e triglicerideos apresentaram variacdo normal (p>0,05), ou
seja: todos os resultados dessas variaveis sdo confiaveis estatisticamente
(Tabela 2).

Se considerarmos a variagdo entre as estacdes do ano os trés
parametros variam de formas distintas. A Glicose teve médias mais altas no
Verdo e no Inverno, 78,73 mg/dL e 73,17 mg/dL respectivamente. O Colesterol
apresenta médias mais altas no outono e no inverno, 244,02 mg/dL e 249,57
mg/dL respectivamente. Os triglicerideos se mantem relativamente constantes
ao longo das estacbes, porém ocorre um aumento consideravel entre as

meédias de inverno e primavera, de 340,74 mg/dL para 444,98 mg/dL.(Tabela 3)

A glicose mostrou diferencas significativas entre o verdo e o outono:
os resultados do verdo foram mais altos que os do outono. Entre o verdo e
primavera, os resultados do verdo foram maiores que o0s resultados da
primavera. Os resultados do colesterol demonstram diferencas significativas
entre o verdo e o outono (resultados do verdo menores que os resultados do
outono), entre o inverno e a primavera (resultados da do inverno maiores que
os resultados da primavera), entre o verdo e a primavera (resultados do veréo
menores que 0s resultados da primavera) e entre o verdo e 0 inverno
(resultados do verdo menos que resultados do inverno). Os Triglicerideos
apresentaram resultados significativamente menores no verdo em relacdo a

primavera (Tabela 4).

Individualmente machos e fémeas variaram de forma distinta entre as
estacdes para os resultados de glicose e triglicerideos, enquanto a variacao
para os valores de colesterol foi semelhante nos dois sexos. Machos
apresentam resultados mais baixos de glicose no outono enquanto fémeas
apresentaram resultados mais baixos na primavera. Machos tiveram seus
maiores resultados de triglicerideos no outono e no inverno, enquanto nas
femeas isso ocorreu na primavera. A variacdo de cada sexo nos valores de

colesterol foi semelhante a geral (Tabela 5 e 6)
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Os trés apresentam padrfes de variacdo distintos. A glicose tendeu a
ter médias mais altas no inicio do ano (84,73 mg/dL em janeiro) e mais baixas
entre os meses de julho a outubro(73,99 mg/dL e 75,25 mg/dL
respectivamente)(Figura 25). O colesterol tendeu a ter médias mais altas entre
os meses de abril a agosto (238,828 mg/dL e 252,310 mg/dL
respectivamente)(Figura 26). E os triglicerideos tenderam a apresentar médias
mais altas no final do ano, a partir de outubro até dezembro (420,81 mg/dL e
451,721 mg/dL) (Figura 27).

Comparando a variacdo de glicose separando machos e fémeas,
notamos que os machos tendem a ter valores mais altos que as fémeas no
inicio e no final do ano (entre janeiro e fevereiro e entre setembro e dezembro),
enguanto que no meio do ano os valores se aproximam (entre marco e agosto)
(Figura 25).

O colesterol tende a variar de forma semelhante para ambos 0s sexos
com os valores mais altos ocorrendo no meio do ano (entre margo e outubro),
sendo que as fémeas sempre tém valores mais altos que os machos (Figura
26).

A variagdo e os resultados mensais de triglicerideos sdo bem distintos
entre os sexos. No geral, as fémeas tendem a ter valores mais altos que os
machos em todos os meses de andlise. As Fémeas tendem a ter valores mais
altos de triglicerideos no inicio e no final do ano (entre janeiro e abril e entre
agosto e dezembro), enquanto os machos tendem a ter valores mais altos no

meio do ano (entre marco e agosto) (Figura 27).

No teste T para amostras independentes, que avaliou as diferencas
entre 0s sexos, a glicose apresentou diferencas significativas entre 0s sexos no
inicio e no final do ano. No més de Janeiro e nos meses de outubro a
dezembro, em ambos os periodos, machos tiveram valores mais altos que as
fémeas. Para praticamente todos os meses de analise houve diferengas
significativas entre os sexos de colesterol e triglicerideos. A Unica excecao foi 0
més de junho, onde ndo houve diferenca significativa entre os sexos para 0s
valores de triglicerideos. Em todos estes momentos as fémeas apresentaram

valores mais altos que os machos, para ambas as variaveis. (Tabela 9)
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Glicose (mg/dL)
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FIGURA 26: Variacdo do Colesterol dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao
SP 2016
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Triglicerideos (mg/dL)
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FIGURA 27: Variacao dos Triglicerideos dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao
longo de todo o periodo de analise com discriminacao entre 0os sexos. Botucatu
SP 2016

5.12. Avaliagdo do metabolismo muscular- Creatina Quinase
(CK)

Em todos os momentos de andlise a CK apresentou uma variacdo
normal (p>0,05), ou seja, seus resultados sao confiaveis estaticamente.(Tabela
2)

A CK manteve-se relativamente constante durante as trés primeiras
estacdes, porém entre 0 inverno e a primavera houve uma diminuicao
consideravel nos seus valores médios, de 1049,44 UI/L no inverno para 593,87
Ul/lL na primavera (Tabela 3). Os resultados da primavera foram
significativamente mais baixos que os resultados em relagcéo a todas as outras
estacdes, tanto na variagcdo sazonal geral quando na vraicdo sazonal dos
machos. Nas Fémeas o0s resultados na primavera foram apenas

significativamente mais baixos que os resultados do inverno. (Tabelas 4, 5 e 6)

Analisado a variacdo mensal da enzima é possivel notar que as

meédias se mantem relativamente altas durante a maioria do ano, apresentado
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picos no em meses pontuais como marcgo (1246,70 UI/L) e julho (1232,45 UI/L),
porém a partir de agosto (926,39 UI/L) as médias mensais comegam a decair
continuando este padrao até dezembro (572,57 Ul/L)(Figura 28).

Segundo o Teste T para amostras independentes, ndo ha diferencas

significativas entre os sexos em todos os meses de analise. (Tabela 9).
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FIGURA 28: Variacdo da Cretina Quinase (CK) ao dos Jabutis Piranga (C.
carbonaria) longo de todo o periodo de analise com discriminacdo entre os
sexos. Botucatu SP 2016

5.13. Avaliacdo do metabolismo 6sseo- Fosfatase alcalina (FA),

Calcio e Fosforo

Em todos os momentos de andlise a FA apresentou uma variagao
normal (p>0,05), ou seja: seus resultados sdo confiaveis estaticamente. Os
resultados de calcio e fosforo apresentam distribuicdo normal na maioria dos
meses (p>0,05) de analise o que significa, que a maioria dos resultados destes

parametros pode ser considerada confiavel (Tabela 2).

A andlise mensal da FA mostra que ocorreu uma gqueda nas médias
entre os meses de abril para maio (de 71,79 UI/L para 42,79 UIl/L); os valores

permaneceram constantemente mais baixos até o final do periodo de analise.
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(Figura 16A). O célcio ndo variou muito entre os meses. Os valores mais baixos
ocorreram entre os meses de fevereiro (11,88 mg/dL) a agosto(11,92
mg/dL)(Figura 16B). As médias do fosforo se mantiveram constantes na
maioria do ano, exceto em abril onde houve um pico (10,55 mg/dL)(Figura
16C). No entanto, ja que este pico € muito pontual e existem muitas diferencas
entre os valores individuais dos meses de margo e maio para o més de abiril,
este momento de analise para este parametro foi considerado invalido e

excluido da analise estatistica geral.

As médias FA ndo apresentam muita variacdo em nameros absolutos
entre as estagdes: 49,07 UI/L no inverno e 69,82 UI/L no verdo (Tabela 3).
Porém houve diferencas significativas estatisticamente entre todas as
estacdes: os resultados do verdo foram significativamente mais altos que os do
outono, do inverno e da primavera. Os resultados do outono foram maiores que
os do inverno e, os resultados da primavera, foram maiores que os resultados

do inverno (Tabela 4).

A variacdo sazonal de cada sexo para os resultados de FA foi
semelhante a geral, a Unica exce¢do foi que os machos ndo apresentam

variagao significativa entre os resultados do outono e do inverno (Tabela 5 e 6)

As médias de concentracdo do célcio também ndo variaram muito
entre as estacfes em numeros absolutos: 12,59 mg/dL no inverno e 14,59
mg/dL na primavera. Os valores mais baixos ocorreram no inverno e no outono
(12,60 mg/dL no outono)(Tabela 3). N&do houve diferengas significativas entre
as estacles para esta variavel (Tabela 4). As médias do Fésforo ndo variaram
muito em numeros absolutos: média de 5,17 mg/dL no verdo, 4,46 no outono
mg/dL. As maiores médias ocorreram no verao (5,17 mg/dL) e no inverno (5,01
mg/dL). Nao houve diferencas significativas para os resultados do fosforo entre

as estacoes.

Houve variagcbes sazonais significativas nos resultado de calcio
guando cada sexo foi analisado individualmente: machos apresentaram
resultados mais baixos no inverno em relacdo ao outono enquanto fémeas
apresentaram resultados mais altos na primavera em relacdo a todas as outras

estacdes. (Tabela 5 e 6)
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As concentracdes do fosforo variaram de forma significativa quando
cada sexo foi analisado individualmente. Machos tiveram resultados mais altos
no verdo em relagdo a todas as outras estagdes, e resultados mais baixos no
outono em relacdo a todas as outras estacdes. FEmeas variam menos que 0s
machos apresentando resultados mais baixos no outono em relacdo a

primavera (Tabela 5 e 6)

Analisando a variagdo entre 0os sexos ao longo do periodo de analise
para os valores da FA, é possivel notar que as fémeas sempre tendem a ter
valores mais altos que os machos (Figura 16A). Segundo o teste T esta
diferenca é significativa estatisticamente de janeiro a mar¢co, no més de maio e

de novembro a dezembro (Tabela 9).

Existe uma diferenca consideravel entre os sexos para os valores de
calcio, fémeas tenderam a ter valores mais altos e mais variaveis que 0s
machos (Figura 30). FEmeas tenderam a ter valores mais altos de fosforo em
relacdo aos machos (Figura 31)

O teste T e o de Mann Whitney revelaram que fémeas tiveram
resultados de caélcio significativamente mais altos que machos entre 0os meses
de julho e dezembro, com excecdo do més de agosto. Enquanto que nos
valores de fésforo, sempre ocorreu variacdo significativa entre 0os sexos exceto
no més de janeiro, em todos o0s casos as fémeas apresentaram meédias

maiores que 0s machos (Tabela 9)
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FIGURA 29: Variacdo da Fosfatase Alcalina (FA) dos Jabutis Piranga (C.
carbonaria) ao longo de todo o periodo de analise com discriminacdo entre os

sexos. Botucatu SP 2016

de todo o periodo de analise com discriminacdo entre os sexos. Botucatu SP

FIGURA 30: Variagdo do Célcio dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo
2016
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Fésforo (mg/dL)
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FIGURA 31: Variacao do Fosforo dos Jabutis Piranga (C. carbonaria) ao longo
de todo o periodo de analise com discriminacdo entre os sexos. Botucatu SP
2016

5.14. Resultados da Afericdo de Temperatura e Precipitacao
Total

Observando a figura 17, que representa a variacdo das afericbes de
temperatura no momento da coleta, € possivel notar que as afericdes de maio
a agosto apresentaram médias de temperatura mais baixas (entre 21,4 °C e
23,4 °C) do que o resto o ano (entre 27 °C e 24,2 °C). Algo semelhante pode
ser observado na figura que representa a variagdo de temperatura da regiéo
segundo o Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) (Figura 18A), onde a
temperatura média comecga e diminuir em abril e volta a aumentar a partir de

agosto.

Segundo os dados obtidos através do INMET (Figura 18B), os meses de
abril a agosto tiveram niveis de precipitagcdo total baixos (exemplo, precipitacdo
total do més de agosto: 33,8 mm); ou seja: estes foram alguns dos meses mais

secos na regiao.
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Estes dados confirmam que a regido de Botucatu possui um clima

temperado Umido com inverno seco e verdo quente (Cwa) segundo sistema de
Koppen-Geiger(PEEL, et al 2007)

30

25

20

15

10

Médias das temperaturas ambiente(°C)

\W

Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

FIGURA 32: Variacdo da média mensal das afericbes da temperatura ambiente

no momento da coleta ao longo dos doze meses de analise. Botucatu SP 2016

Temperatura Média Mensal de Jan/2015
até Dez/2015(°C)
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FIGURA 33: Variacdo da temperatura média mensal da regido de Botucatu

longo dos doze meses de analise. (Fonte: INMET). Botucatu SP 2016
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Precipitacdo Pluviométria Total Mensal de
Jan/2015 até Dez/2015 (mm)

450
400
350
300
250
200
150
100

50

JAN  FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGD SET OQUT WOV DEZ

FIGURA 34: Variacdo da Precipitacdo Pluviométrica Total mensal da regido de
Botucatu longo dos doze meses de andlise. (Fonte: INMET). Botucatu SP 2016

6. DISCUSSAO
6.1. Hematologia

Os Jabutis Piranga apresentaram uma contagem total de eritrécitos
variavel, apesar do resultado nunca ter passado de um milhdo de eritrOcitos
muitos animais apresentavam contagem diferentes entre 0s meses,
consequentemente o Volume Corpuscular Médio (VCM) mostrou um grande
intervalo, variando em até duzentas unidades, sem que isso significasse que
houvesse anisocitose de hemacias no esfregaco. A concentracdo de
hemoglobina em muitos casos se mostrou equivalente ao resultado do volume
globular dividido por trés ou quatro. A contagem total de leucdcitos destes
jabutis se mostrou menos variavel que a de hemacias. Eles normalmente
apresentavam os Heteroéfilos como células mais predominantes na contagem
diferencial seguido do Linfdcito, alguns individuos inclusive apresentavam mais
Linfocitos do que Heterdfilos no diferencial. Quanto a morfologia dos leucdcitos,
os basodfilos foram as células que apresentam maior variacdo no formato, no
tamanho e na sua quantidade de granulos; mondcitos e azurdfilos também
apresentam grande variacdo de tamanho e formato, mas geralmente os

monaocitos eram maiores que os azurofilos.
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6.1.1. Eritrograma.

Os autores Christopher et al., 1999, Zaias et al., 2006, Chaffin et al.,
2008 Cabrera et al., 2011; Keller et al., 2012; Andreani et al., 2014; Bielli et al.,
2015 e Kelly et al., 2015 estudaram outras espécies de queldnios, e
encontraram medias/ medianas dentro do intervalo desta pesquisa para 0S
resultados da contagem total de hemacias (0,242-0,793 x 10° cel/pL). O
mesmo ocorreu para a concentracdo de hemoglobina (2,52-8,90 g/dl) e para o
volume globular (13- 35%). Nesta ultima variavel foi possivel inclusive fazer
uma comparacao entre mais espécies, pois muitos trabalhos se limitaram a

medir somete o volume globular para avaliar a serie vermelha.(Tabela 10)

Todas as espécies de quelbnios pesquisadas apresentaram médias de
volume globular proximo a média encontrada nesta pesquisa (25,41%). Mesmo
daquelas que habitavam um ambiente muito diferente, como o deserto no caso
do Gopherus agassizii (mediana de 24,35 %) (CHRISTOPHER et al., 1999) ou
apresentavam consideraveis diferencas anatbmicas, como o quelénio de agua
doce Emys marmorata (média de 26,31% ) (KELLER et al., 2012). Porém o
trabalho que estudou uma espécie proxima em nivel taxondmico ao C.
carbonaria, o Chelonoidis denticulata, apresentou uma média de volume
globular consideravelmente mais baixa: 20,3% (CABRERA et al., 2011). Isso
pode ser atribuido ao fato deste trabalho ter usado como local de colheita o
seio subcarapacial ao invés da veia jugular, o qual segundo a literatura possui

maior chance de contaminagao com linfa. (CAMPBELL 2012a)

O volume corpuscular médio (VCM) variou mais entre as espécies o que
€ esperado considerando que este parametro varia muito, mesmo dentro da
mesma espécie. Mesmo assim, apenas Bielli et al., 2012 encontrou uma média
fora do intervalo encontrado nesta pesquisa (339,46-660,92 fL). Os outros
autores que aferiram o VCM, Christopher et al., 1999 e Cabrera et al., 2011,

encontraram médias/medianas dentro intervalo encontrado em C. carbonaria

Dos artigos que aferiram a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), dois autores apresentaram médias/medianas fora do intervalo
encontrado nesta tese (17,16-29,47g/dL): Cabrera et al., 2011 e Bielli et al.,

2015 enquanto o outro autor obteve uma mediana dentro do intervalo:
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Christopher et al.,1999. Esta discrepancia provavelmente se deve as diferencas

entre espécie e as diferencas de métodos de afericdo desta variavel.

Observando as variagdes dos valores eritrocitarios para ambos 0s sexos
durante o ano é possivel notar que nos meses onde as afericdes sdo, em geral,
mais baixas, correspondem aos meses que tiveram temperatura e precipitacéo
mais baixas (abril a julho) (Figuras 6, 7, 8 e 32). Isso pode ser notado
principalmente nas figuras que representam a variagdo das médias da
Concentracdo de Hemoglobina e do Volume Globular (Figuras 6 e 7). Assim é
possivel que haja uma relacdo entre o metabolismo eritrocitario e as condicdes
externas, pois estes parametros diminuiram nos meses mais frios e secos.
Agrupando os resultados da variacdo do eritrograma por estacdo, esta
observacéo fica mais evidente. Principalmente na variacdo do volume globular,
gue possui seus valores mais baixos no outono e no inverno; as outras
variaveis da série vermelha, (eritrocitos e hemoglobina) também tiveram sua
média mais baixa no outono, mas estas aumentaram um pouco a média no
inverno (Tabela 3). A diferenca significativa que ocorreu para a concentracao de
hemoglobina entre o outono e a primavera, mostra que houve um aumento
neste valor eritrocitario na mesma é€época que ocorreu um aumento na
temperatura ambiente. Porém, a diferenca entre as duas médias das estacdes
€ de 0,5 g/dL. Entdo, é provavel que estas variacbes sazonais destes
parametros eritrocitarios, ndo interfiram tanto no estado clinico do animal
(Tabela 4).

A diferenca que ocorreu nos resultados da hemoglobina entre a
primavera e o verdo pode ter sido estatisticamente significativa. Porém, em
nameros absolutos, uma diferenca de menos que 0,5 g/dL ndo é clinicamente
relevante. O mesmo vale para as diferencas que ocorreram entre as estacoes

para os valores de VCM e CHCM.

Quando a variagdo sazonal de sexo foi analisada individualmente,
ocorreram mais variagdes significativas para os resultados eritrocitarios, apesar
da diferengca em numeros absolutos ser minima. Fémeas apresentam mais
variacfes significativas entre as estacfes do que os machos, apresentando

seus maiores resultados na primavera e 0s menores no outono. (Tabela 5 e 6)
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Observando as figuras que discriminam as variacfes eritrocitarias entre
machos e fémeas (Figuras 6, 7 e 8), & possivel notar que as fémeas
mantiveram valores consideravelmente mais baixos do que os machos, com
excecdo das afericbes realizadas entre os meses de outubro a novembro.
Segundo a literatura, a época reprodutiva do C. carbonaria tende a ocorrer na
primavera e no verdo, o periodo de nidificacdo pode variar dependendo da
regido estudada, mas existem relatos deste ocorrendo entre outubro e margo.
(OMAR e HERNANDES, 1997; CUBAS & BAPTISTOTTE, 2007) Tomando isso
como base, é possivel inferir que esta aproximacdo entre os resultados
eritrocitarios entre machos e fémeas, pode estar relacionada com a época
reprodutiva (situada na primavera e no verao); ja que isso ocorreu na plena
primavera (INMET 2016; SIMEPAR 2016), com os valores mais proximos

ocorrendo em novembro. (Tabela 7, Figuras 6, 7 e 8).

Isso foi comprovado pelo teste T para amostras independentes ja que
nao existem diferengcas entre 0s sexos nos resultados todos os principais
eritrocitarios (Eritrocitos, Hb e VG) a partir de setembro. Como a estacéo
reprodutiva comeca na primavera, que tem seu inicio no final de setembro,
(SIMEPAR 2016) € possivel que esta aproximagdo tenha ocorrido devido a
mesma (Tabela 7).

A estacdo reprodutiva também pode ser o motivo pelo qual as fémeas
tiveram resultados eritrocitarios significativamente maiores na primavera
(Tabela 6).

Dessa forma € possivel inferir que as fémeas aumentaram seu
metabolismo eritrocitario durante a época reprodutiva (situada na primavera e
no verdo) provavelmente devido a producdo de ovos consequentemente, elas
aumentam seus resultados da série vermelha, aproximando-os dos resultados

dos machos.

Trabalhos realizados em outras espécies de quelbnios também
encontraram variagdes no Eritrograma entre os diferentes momentos de coleta,
porém nenhum dos trabalhos pesquisados possuia mais de uma avaliacédo por

estacdo do ano.

Mesmo assim comparando o0s seus resultados podemos encontrar

semelhancas com os resultados desta pesquisa.
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Um artigo que abordava com tartarugas terrestres (Gopherus agassizii)
de vida livre, no deserto de Mojave, California, os valores de volume globular,
concentracdo de hemoglobina e contagem de eritrécitos, foram
significativamente mais altos nas afericbes feitas no verdo. O autor também
observou que as fémeas possuiam valores mais baixos para estes parametros
e variaram mais entre as estacdes do ano que os machos (CHRISTOPHER, et.

al., 1999). Algo semelhante ocorreu com os C. carbonaria

Em outro artigo mais uma espécie de quelbnio, a tartaruga aligator
(Macrochelys Teminckii), apresentou variacdes consideraveis entre as estagdes
de verdo e primavera, o hematdcrito dos individuos foi significativamente maior
no verdo em comparagdo a primavera. Estes animais também eram de vida
livre e as amostras foram coletadas nos estados de Gedrgia e Flérida (Estados
Unidos) (CHAFFIN, et. al., 2008).

Estas variacbes de volume globular também foram observadas em
Tartarugas Marinhas Cabecudas (Caretta caretta) de vida livre, do estado da
Carolina do Norte (Estados Unidos).Estes animais apresentaram valores
maiores de volume globular no verdo em comparacdo ao outono. (KELLY, et.
al., 2015)

Artigos que usaram animais de cativeiro também encontraram variacdes.
Um estudo realizado em outra espécie de quelbnio terrestre (Geochene
radiata) na Georgia (Estados Unidos) fez apenas uma coleta durante inverno e
outra durante o verdo, porém encontrou valores significativamente maiores de
contagem eritrocitaria e volume globular na estacdo mais quente e nos
machos. (ZAIAS, et. al., 2006)

Autores que compararam apenas 0s resultados de machos e fémeas
também encontraram variacdes semelhantes as do C. carbonaria. Pesquisas
realizadas na Italia e com animais de cativeiro, abordando duas subespécies
diferentes do mesmo queldnio terrestre, o Testudo hermanni, reportaram que
0s machos possuiam valores mais altos de contagem eritrocitaria,
concentracdo de hemoglobina e volume globular. (ANDREANI, et. al., 2014;
BIELLI, et. al., 2015).

As variacfes apresentadas no Eritrograma no presente estudo e em nos

artigos citados mostram que varios fatores influenciam o metabolismo
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eritrocitario dos queldnios, estes podem ser extrinsecos (como a temperatura

do ambiente) ou intrinsecos (como o estado reprodutivo).
6.1.2. Leucograma

Os seguintes artigos pesquisados abordaram outras espécies de
guelbnios e realizaram a afericdo de Leucdcitos totais: Christopher et al., 1999,
Zaias et al., 2006 Chaffin et al., 2008, Cabrera et al., 2011, Keller et al., 2012
Biellli et al., 2015 e Kelly et al.,, 2015. Estes autores obtiveram médias ou
medianas dentro do intervalo encontrado neste trabalho (3500-19700 cel/uL)
(Tabela 11).

Porém ¢é importante ressaltar que algumas espécies como a
Macrochelys temminckii e Emys marmorata, apresentaram médias
consideravelmente maiores do que a média encontra para C carbonaria
(8648,66 cel/uL), 12300 cel/uL e 14665 cel/uL respectivamente (CHAFFIN et.
al., 2008; KELLER et. al., 2012). (Tabela 11)

E possivel que esta discrepancia esteja relacionada ao fato destes
trabalhos abordarem animais de vida livre que sdo expostos a mais patégenos
gue o0s animais de cativeiro. Outro artigo que estudou outra espécie de
quelbnios, Gopherus agassizii, também utilizou animais de vida livre e obteve
uma mediana geral de leucdcitos totais consideravelmente mais baixa quando
comparada ao valor obtido neste trabalho, 4683,75 cel/uL. Porém esta espécie
de queldénio costuma hibernar nas épocas frias, comportamento nao
apresentado pelo C. carbonaria. E que segundo o préprio autor do referido
trabalho (CHRISTOPHER, et. al., 1999), interfere nos resultados de leucdcitos

totais.

Todos o0s seguintes artigos pesquisados que realizaram a contagem
diferencial de leucdcitos encontraram o heteréfilo como leucécito mais
predominante: Christopher et al., 1999, Zaias et al., 2006 Chaffin et al., 2008,
Cabrera et al., 2011, Bielli et al., 2015 e Kelly et al., 2015 (Tabela 11). Porém
Keller et al 2012 abordou a Emys marmorata, a qual apresentou o linfocito
como leucécito mais predominante (Tabela 11). O eosindfilo foi a célula que
mais variou entre as espécies. Estas discrepancias podem ser atribuidas as
diferencas entre as espécies, ou aos diferentes ambientes que estas estédo

expostas.
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Apesar destas diferencas entre as espécies, todas as médias ou
medianas que os outros trabalhos encontraram para todas as células
diferenciadas na contagem diferencial de leucdcitos, se inseriram nos intervalos

encontrados neste trabalho (Tabela 11).

Nem todos os trabalhos pesquisados apresentaram valores distintos de
monadcitos e azurofilos. Os autores Zaias et al., 2006 e Bielli et al., 2015 se
limitaram a aferir apenas a quantidade de mondcitos, enquanto Chaffin et al.,
2008 aferiu apenas a quantidade de azurofilos (Tabela 11). O que mostra que

ainda existe controvérsia de que estas células contadas separadamente.

O fato dos resultados dos leucdcitos totais serem menores na primavera
em relacdo ao outono e ao inverno mostra que neste periodo houve uma
diminuicdo do estimulo imune. Porém, a média de leucdcitos totais ndo é tédo
baixa (7854 cel/uL- Tabela 3) e por este motivo ndo podemos afirmar que o0s
animais estdo imuno deprimidos. Na verdade pode ter ocorrido o contrario, ja
que os animais se alimentaram melhor na primavera (evidenciado pela
diminuicdo do colesterol e o aumento de proteina plasmatica nesta época). E
possivel que seu sistema imune tenha ficado mais ativo e, portanto adoeceram

menos e 0 numero total de leucdcitos acabou por diminuir.

A diferenca significativa entre os leucdcitos totais entre o verdo e a
primavera, pode ter ocorrido devido a época reprodutiva. Como evidenciado
pelas concentracfes de triglicerideos das fémeas (Figura 15C), o pico da

época reprodutiva deve ter ocorrido na transicdo entre a primavera e o verao.

Neste periodo, os animais devem ter passado por um estresse
reprodutivo, devido a produgcdo de ovos das fémeas e as brigas entre os
machos ou por um estresse térmico devido a altas temperaturas. Este pode ter
sido o motivo para os leucocitos totais estarem mais altos no verdo em relacéo
a primavera. A presenca de estresse reprodutivo pode também ser evidenciada
pela diferenca que os heterdéfilos apresentam entre o verdo e a primavera,
segundo a literatura (CAMPBELL 2012a), estas células tendem a aumentar no
estresse por estimulo de glicocorticoides. Como os heterdéfilos estdo mais altos

no veréo, € um indicio que o nivel de estresse foi maior nesta estacao.
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Quando variacdo sazonal de cada sexo foi avaliada individualmente, a
queda nos leucécitos totais da primavera foi menos evidente, porém ela ainda

existe e assim pode-se usar a mesma justificativa (Tabela 5 e 6)

Os Heterdfilos apresentaram resultados significativamente mais altos no
verdo em relacdo ao outono e ao inverno. Isto pode ter ocorrido por duas
razdes: em primeiro lugar, repteis tendem a ter nimeros mais baixos de
heterdfilos nas estacdes frias (CAMPBELL 2012a, CHRISTOPHER et al.,
1999). Outra razdo possivel seria que no verao 0s animais sofrem estresse
reprodutivo e quando a época reprodutiva,acaba no outono, ocorre uma
diminuicdo nos niveis de estresse e consequentemente no numero de
heterdfilos. Outra hip6tese para os altos resultados de heterdfilos seria o
estresse térmico devido as altas temperaturas que ocorreram no verao (figura
32). As outras variacdes significativas dos heterdfilos podem ser justificadas,
pelas mesmas razbes que foram apontadas para justificar a variacdo dos
leucécitos totais. (Tabela 4)

As mesmas justificativas utilizadas na variacdo sazonal geral dos
Heterdfilos podem ser aplicadas, para a variacdo sazonal de cada sexo.
Fémeas tiveram mais variagdes significativas entre as estacdes e seu menores
valores de heterofilos foram na primavera e no inverno. Assim este sexo parece
ter sofrido menos estresse na segunda metade do periodo de analise (Tabelas
5e6)

Como a fungé@o dos basdfilos nos répteis ndo é muito definida torna-se
dificil justificar suas variacbes entre o inverno e a primavera e entre a
primavera e o verdo. No entanto € possivel dizer que esta célula tende a ficar
mais alta no inicio da época reprodutiva (situada na primavera e no verao). Isso
ocorreu tanto na variacdo sazonal geral quanto na variacdo sazonal de cada

um dos sexos (Tabelas 4, 5 e 6)

Pelas variagfes significativas na quantidade absolutas de linfocitos é
possivel notar que estas células tenderam a ficarem mais altas no inverno, os
resultados desta estagcdo sao significativamente maiores que os do veréo, do
outono e da primavera. Esta variacdo pode ser observadas nos resultados

gerais e nos resultados de cada sexo. Isto provavelmente indica que o estimulo
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imune é maior no inverno o que levaria a um aumento nos numero de linfécitos

por reacao (Tabela 4, 5 e 6).

A variacdo em numeros absolutos de mondcitos e azurdfilos € muito
baixa (Desvio Padrdo: mondcitos: 296,29 cel/uL, azuréfilos: 218,08 cel/uL
Tabela 1) para afirmar se as variacfes entre estacdes(gerais e de cada sexo)
foram clinicamente relevantes. Porém, foi possivel notar que o padrdo de
variacdo destas células é bem distinto, o que ressalta a importancia de

diferenciar as duas na contagem diferencial (Tabela 4, 5 e 6).

Kelly et. al.,, 2015 observou um aumento significativo dos heterofilos
durante o outono em C. caretta de vida livre. O autor associou esta mudanca
ao fato que na populacdo amostrada durante o outono, havia individuos
migrantes os quais, segundo ele, estavam expostos a um nivel de estresse
maior devido a migracdo. Os jabutis apresentaram uma quantidade maior de
heterdfilos durante o verdo devido provavelmente ao estresse reprodutivo ou
térmico, ou seja, em ambos os trabalhos houve aumento de heterdfilos

causado aparentemente devido ao estresse.

Christopher et al., 1999 , observou uma queda significativa na
guantidade de linfocitos, em G. agassizii, durante a hibernagdo que ocorre no
inverno para esta espécie. O autor associou esta diferenca a uma diminuicao
do estimulo imune devido a menor exposicdo a antigenos durante a
hibernacdo. Em C. carbonaria ocorreu o contrério; os linfocitos se mostraram

significativamente mais altos no inverno em relacdo a todas as outras estacgoes.

Esta diferenca entre espécies pode ter ocorrido pelo fato dos jabutis ndo
hibernarem durante o inverno e por este motivo ficarem expostos a todos 0s
agentes infecciosos, que sdo mais frequentes nesta estacdo e, portanto o
estimulo imune para os jabutis acabou sendo maior. E apesar deles estarem se
alimentando menos, evidenciado, pela alta concentracdo de colesterol, eles
nao estavam imuno deprimidos, considerando que a quantidade de leucdcitos
totais apresentava-se normal. Por este motivo, eles tiveram uma resposta

imune adequada e aumentaram sua quantidade de linfocitos totais por reacao.

Outros trabalhos demonstram padrdes de variacdo diferentes para os
leucdcitos em geral, mostrando que esta variagcdo depende muito do ambiente

gue o animal esta submetido.
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Analisando as variacdes leucocitos entre os sexos (Figura 7), € possivel
notar que as maiores discrepancias parecem ocorrer no momento de trocas de
estacfes e durante a época reprodutiva (situada no verdo e na primavera),
porém como nao ha diferenca significativa entre os sexos nos resultados de
leucdcitos totais para todos os momentos de analise estas discrepancias néo
parecem ser tdo relevantes. Os dois tipos de leucécitos que apresentam a
maior contagem diferencial, heterofilos e linfocitos, ndo apresentaram muitas
diferencas relevantes entre os sexos (Tabela 8). Assim a relevancia das

diferencas sexuais entre leucdcitos, ndo parece ser muito grande.

Porém houve algumas diferencas sexuais significativas nos resultados

de eosindfilo, mondcitos e azurdfilos (Tabela 8)

As maiores discrepancias de eosinofilos (Figura 13), entre machos e
fémeas, parecem ocorrer nos meses onde a temperatura foi alta (janeiro,
fevereiro e mar¢o) (Figura 13 e 32). Inclusive, segundo a avaliac@o estatistica,
as fémeas tiveram valores mais altos que os machos nestes meses (janeiro,
fevereiro e marco) (Tabela 6). Para esta variavel, machos parecem ter médias
discretamente mais altas nos meses mais frios (junho, julho e agosto) (Figuras
13 e 32 e Tabela 8), porém em nenhum destes houve diferencas significativas

entre 0S sexos.

Cada sexo também apresentou padrdes de variagcdo sazonal distintas
para os resultados de eosinofilos absolutos. Machos apresentaram seus
maiores resultados no outono e no inverno, reforcando a hipétese que este
sexo apresenta uma quantidade maior de eosindéfilos nas estacfes mais frias.
(Tabela 5). Fémeas variaram, menos apresentando variacdo significativa
apenas entre o verdo e outono, sendo que 0s maiores valores ocorreram no
verdo, porém esta variacdo pode ter ocorrido por varios motivos, como 0s
eosinofilos variaram muito e sua funcao néo totalmente definida, torna-se dificil

apresentar uma hipotese concreta. (Tabela 6)

Pode-se afirmar entdo que os eosindfilos foram os leucdcitos que mais

variaram entre 0S Sexos.

As diferencas significativas entre 0s sexos para o0s resultados de
Mondcitos ocorreram nos meses de abril, maio e setembro, onde as fémeas

possuem valores mais altos que os machos. Estes meses sdo: os dois
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primeiros meses do outono e o ultimo més do inverno respectivamente.
Aparentemente as diferencas significativas dessas células ocorrem no inicio e

no final das estagdes frias (Tabela 8).

As diferencas significativas entre os sexos dos azurdéfilos sdo muito
pontuais para fazer uma correlacdo com as mudancas ambientais. Porém foi
possivel notar novamente que estas células apresentam um padrdo de
variacdo diferente dos mondcitos, o que reforca a importancia de aferir os

azurofilos nos queldnios (Tabela 8).
6.1.3. Contagem Estimada de Trombdcitos

A variacdo dos trombdcitos ndo parece ter sido muito significativa ao
longo do ano (Tabela 1). No entanto, como néo foi possivel realizar a analise
estatistica para esta variavel por causa da grande quantidade de amostras que

apresentaram agregacao trombocitaria, ndo ha como afirmar com certeza.

Apenas trés autores entre todos o0s artigos pesquisados avaliaram os
trombdcitos: Machado, et al., 2006, Kelly et al., 2012 e Adreani, et al., 2014.
Desses, apenas um apresentou resultados numeéricos desta célula e como este
envolvia amostras de sangue de Jiboias coletadas com EDTA, é dificil fazer
uma comparacdo (MACHADO, et al., 2006). Aparentemente até que se
encontre uma forma mais exata de mensurar estas células nos quelbénios sera

dificil obter resultados de andlise significativos
6.2. Bioquimica

Os Jabutis piranga apresentaram algumas particularidades em relacao
aos exames Bioquimicos: Eles possuem dois produtos finais do metabolismo
proteico, a ureia e o acido Urico, apesar dos dois terem variado ao longo do
periodo de estudo, a ureia sempre se mostrou mais alta que o acido urico, ou
seja, aparentemente a ureia € o principal metabolito proteico desta espécie.
Quanto a atividade enzimatica hepética estes animais apresentaram uma baixa
concentracédo de ALT no plasma, tanto que em muitos casos esta foi tdo baixa
gue nao pbde ser lida pelo espectrofotbmetro. Assim a AST se apresentou a
enzima presente no metabolismo hepéatico, com maior concentragdo no
plasma. Os jabutis também demonstraram concentracdes plasmaticas de

glicose e triglicerideos particularmente variaveis, principalmente entre 0s sexos.
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6.2.1. Proteina Plasmatica Total

Todos os seguintes aferiram a proteina plasmética apresentaram médias
ou medianas dentro do intervalo encontrado para C. carbonaria (2,2-8,8 g/dL):
Dickinson et al., 2002; Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Keller et al.,
2012; Andreani et al., 2014; Ehsanpour et al., 2014; Kelly et al., 2015. As
médias em si também se apresentaram bem proximas da média geral obtida
neste trabalho (5,01 g/dL- Tabela 1). Nenhuma média ou mediana apresentou
uma diferenca maior do que 1,67 g/dL (Tabela 10). E possivel notar que
mesmo com a baixa das médias no outono, as duas afericGes de proteina
plasmatica tendem a aumentar no inverno e depois na primavera. O aumento
dos valores no inverno pode estar ocorrendo por causa da desidratagéo, ja que

este foi o periodo mais seco (Figura 20).

As diferencas significativas que ocorreram entre as estacdes para 0s
resultados de proteina plasmatica, podem ser justificadas por razdes distintas:
a diferenca que ocorreu entre 0 outono e o inverno e entre o0 verao o inverno,
nos resultados aferidos pelo espectrofotdometro (Tabela 4), podem ser
justificadas pela desidratacéo, ja que os niveis de precipitacdo sao mais baixos
nesta época (Figura 20). A diferenca entre o verdo e a primavera em ambas as
afericdes (Tabela 4), também pode ser justificada pela desidratacdo, apesar do
verao e da primavera terem niveis precipitacdo pluviométrica total semelhantes
(Figura 20), na primavera o0s animais estdo saindo de uma estacdo seca,
enguanto no verao eles estdo ha mais tempo numa estagéo chuvosa. Por este

motivo, é de se esperar que eles figuem mais hidratados no verao.

A variacdo sazonal de machos e fémeas parece ser semelhante, os dois
sexos aparentemente apresentaram um aumento progressivo ao longo do
periodo de anélise, porém fémeas tiveram mais variagdes significativas entre
as estacOes que machos, principalmente quando este parametro foi mensurado
pelo espectrometro. Assim aparentemente o metabolismo proteico das fémeas

€ mais influenciado pelo ambiente que o dos machos (Tabela 5 e 6)

Outro fato que reforca esta hipotese € que entre o verdo e a primavera
as médias de ureia e acido arico também diminuiram (Tabela 3), mostrando
gue os animais estavam mais hidratados no verdo. A diferenca apresentada

entre os resultados de outono e primavera em ambas as afericbes pode ser
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justificada pela mudanca no consumo de alimento. O outono também foi a
estacdo que a glicose apresentou seus menores resultados (média de 66,76
mg/dL Tabela 3), o que indica que 0s animais consumiram menos alimentos
nesta época. Entdo, € esperado que a proteina plasmatica fosse maior em uma

estacdo onde os animais se alimentaram melhor.

Os resultados baixos de proteina plasmatica no meio do ano (Figuras 19
e 20) coincidem com médias baixas no hematdcrito (Figura 8), isto pode indicar
que a queda destes dois valores ocorreu por causa de baixa ingestdo de

alimentos ou queda no metabolismo.

Christopher et al., 1999 encontrou em G. agassizii variacdo significativa
na proteina plasmatica ao longo das esta¢fes do ano, com valores mais baixos
nos meses mais frios, porém o autor deste trabalho atribuiu esta variacdo ao
fato destes animais entrarem em hibernacdo nesta e época e, portanto, nao se

alimentarem, algo que nao ocorre no C. carbonaria

Os meses em que as fémeas apresentam valores significantemente
mais baixos que os machos para os valores de proteina plasmatica total,
aferida por refratometria, foram todos os meses do outono (abril, maio e junho)
e o primeiro meses do inverno (julho) (Tabela 9). Isso reforca a hipotese que as
fémeas sdo mais impactadas pelas mudancas do ambiente, pois seu
metabolismo proteico parece decair mais no inicio da época mais fria. Na
afericdo de proteina plasmatica realizada no espectrofotémetro a diferenca
entre 0s sexos € mais evidente, fémeas apresentam resultados
significativamente mais baixo que os machos em todos os meses de analise
exceto nos meses de novembro e dezembro. Estes dois meses fazem parte da
primavera entdo a aproximacdo dos resultados indica que as fémeas
aumentam seu metabolismo proteico neste periodo provavelmente devido a

época reprodutiva (Tabela 9).

Zaias et al., 2006 observou em G. radiata que somente as fémeas
apresentaram valores significativamente mais altos de proteina plasmética no
verdo em relacdo ao inverno. Isso pode ser relacionado ao que aconteceu com
C. carbonaria deste estudo, afinal fémeas tiveram mais variacdes significativas
entre as estacdes que os machos. E fémeas tiveram seus maiores resultado de

proteina plasméatica numa estacdo quente, na primavera, estes foram
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significativamente maiores que os resultados de todas as outras estacoes
(Tabela 6).

6.2.2. Sistema Renal- Ureia e Acido Urico

Os seguintes artigos que aferiram a Ureia plasmatica, ou o Nitrogénio
urémico do sangue (BUN): Dickinson et al., 2002; Zaias et al., 2006; Chaffin et
al., 2008; Keller et al.,, 2012; Andreani et al., 2014; Ehsanpour et al., 2014.
Estes autores encontraram valores de média ou mediana dentro do intervalo
encontrado neste trabalho (1- 103 mg/dL) (Tabela 12).

Os mesmos autores aferiram o acido Urico e encontraram médias ou

medianas dentro o intervalo deste estudo (0,1-8,4 mg/dL) (Tabela 12).

A semelhanca consideravel entre espécies destes metabolitos €
interessante, principalmente se considerarmos que dentro das espécies
pesquisadas, existem quelonios terrestres, semiaquaticos e marinhos.
Espécies que sédo submetidas a niveis de desidratacdo distintos e ainda assim
apresentaram semelhancas marcantes nas concentracdes plasmaticas de ureia
e acido urico.

O maior aumento do &cido Urico ocorre entre o outono e 0 inverno
(Tabela 3). Como estas sao as épocas mais secas do ano, 0 mais provavel é
que isso ocorra devido aos animais comecarem a sintetizar 4cido Urico ao invés
da ureia, jA que este metabolito precisa de menos agua para ser eliminado.
Este mecanismo ajuda os jabutis a poupar agua quando a época é mais seca.
Outro indicio que ocorreu desidratacdo entre estas estacdes é o aumento da
proteina plasmaética (espectrofotdmetro) no mesmo periodo.

O fato da ureia se manter alta no mesmo periodo mostra que 0s
jabutis continuam a sintetizar este metabolito na esta¢géo seca, o0 aumento que
ocorreu entre o verdo e o inverno (Tabela 4) deve ter ocorrido devido a
diminuicdo da filtragdo renal; outro mecanismo que 0s animais usam para

poupar agua em épocas secas.

A andlise estatistica revelou que o acido Urico apresentou seu maior
aumento entre 0 outono e 0 inverno; enquanto na ureia 0 maior aumento
ocorreu entre o verdo e o inverno. Isto mostra que 0s animais ao entrarem em

estado de desidratacdo, provavelmente recorrem em primeiro momento a
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diminuicdo da filtracdo renal, aumentando a concentracdo de ureia.
Posteriormente com a progressao da estacao seca, eles aumentam a producao
de mais acido arico e por este motivo o0 aumento deste metabolito é posterior a

ureia (Figuras 21 e 22).

O &cido urico inclusive também apresentou um aumento significativo
entre o inverno e a primavera e entre o outono e a primavera. (Tabela 4) Neste
caso isto provavelmente ocorreu pelo fato dos jabutis aumentarem seu
consumo de proteinas com o inicio da estacdo quente e, consequentemente
aumentarem sua concentracdo meédia de acido urico. O fato dos dois
metabdlitos terem se apresentado mais baixos no verdo em relacdo a
primavera, pode ter ocorrido pela permanéncia na estacdo chuvosa, ou pelo
fato dos resultados da proteina plasmatica total (ambas afericbes) também

serem mais baixos no verdo em relacéo a primavera.

Ehsanpour et al., 2014 estudou as Tartarugas de pente (Eretmochelys
imbricata) e aferiu a ureia plasmatica durante a estacéo de nidificacdo (Marco
e Abril, inicio da primavera) e durante a época de alimentacdo (Novembro e
Dezembro, final do outono). Este autor encontrou niveis mais baixos desse
metabolito, durante a época de nidificacdo e associou este fato aos animais se
alimentarem menos nesta época. Isso concorda com os achados deste
trabalho, ja que a ureia e a proteina plasmatica em jabutis se mostrou
progressivamente mais baixa com o decorrer a época reprodutiva (primavera e
verdo). Os resultados de ureia e de proteina plasmética séo significativamente

mais baixos no verdo em relagéo a primavera.

Christopher et al., 1999 também encontrou resultados semelhantes
em G. agassizii. Estes animais apresentaram seus maiores valores de acido
arico no inverno e na primavera e seus maiores valores de ureia durante o
outono e inverno, semelhante ao que ocorreu no C. carbonaria. O autor
associou os altos valores de acido Urico com o alto consumo proteico na
primavera e os altos valores de ureia com a desidratagdo que ocorreu no
outono e no inverno. Como ja discutido, nos Jabutis, as quantidades destes
metabolitos parecem ter sido influenciadas por uma combinagcdo dos dois

fatores.
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A analise més a més revela que o maior aumento das meédias da ureia
ocorreu entre os meses de abril e maio enquanto o aumento do &cido Urico
ocorreu entre maio e junho (Figuras 21 e 22). Isto indica novamente que
quando a época seca comecou, 0s animais diminuiram a filtracdo renal e
consequentemente a ureia aumentou. Posteriormente para poupar mais agua,
ja que a estagdo seca continuou, os individuos comecaram a sintetizar mais

acido urico.

A variacdo sazonal de cada sexo revela que os machos tendem a
produzir mais ureia nas estacdes secas, cOmo 0 outono e 0 inverno, que
tiveram resultados significativamente maiores que o verao, onde a precipitacéo
pluviométrica foi maior (Tabela 5 e Figura 34). A variacdo da ureia nas fémeas
parece acompanhar a variacdo da proteina plasmatica, tanto que este sexo
apresentou os maiores resultados de ureia na primavera uma estacdo onde a

proteina plasmética total também foi significativamente mais alta (Tabela 6).

A variagéo sazonal difere pouco entre 0s sexos para os resultados do
acido Urico, assim estas podem ser justificadas pelos mesmos principios das

variacfes sazonais gerais (Tabela 5 e 6).

A variacdo entre os sexos do acido Urico parece acompanhar a
variacao proteica. Em praticamente todos 0S meses que um sexo apresenta um
valor significativamente maior que outro para o acido Urico, 0 mesmo Sexo
apresenta uma média maior de proteina plasmatica (refratometria), mesmo que
esta ndo significativamente mais alta (Tabela 9). A Gnica excecdo ocorre no
més de Julho. Neste momento as fémeas apresentam valores
significativamente maiores de acido Urico que 0s machos, porém sua média de
proteina plasmatica foi menor que os machos no mesmo periodo. O fato dos
machos também apresentarem valores significativamente mais altos de ureia
no mesmo periodo (Tabela 9), indica que as fémeas sdo mais sensiveis a
desidratacdo. Este foi um dos periodos mais secos do ano, tanto machos
quanto fémeas devem ter apresentado desidratacdo. Porém as fémeas
iniciaram a sintese de acido Urico antes dos machos, mostrando que elas
recorrem a este mecanismo antes que 0os machos quando desidratadas,

indicando que elas sdo mais sensiveis.
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As diferencas entre os sexos de ureia podem ser justificadas pelo fato
de machos possuirem uma concentracao de proteina plasmética maior que as
fémeas, e por consequéncia, metabolizarem mais ureia, tanto que as
diferencas significativas entre os sexos de ureia (abril a julho) e proteina

plasmatica (refratometria) (abril a junho) ocorrem em periodos semelhantes.

Ou seja: as fémeas na época reprodutiva (situada na primavera e no
verdo) e proxima a esta, tentem a consumir, produzir e degradar mais
proteinas, provavelmente pelo seu aumento no metabolismo para produzir
ovOoS, e por este motivo a concentracdo de proteina plasméatica e ureia das

fémeas se aproximou dos machos.

Em dezembro as fémeas apresentaram resultados de ureia
significativamente mais altos que os machos (Tabela 9). No mesmo momento
de analise, ndo ha diferenca entre os sexos para ambas afericbes de proteina
plasmatica. Mostrando que as fémeas apesar de possuirem uma quantidade de
proteina plasmatica semelhante a dos machos, parecem ter degradado mais

proteinas, provavelmente pelo aumento do metabolismo.

6.2.3. Metabolismo Hepético- Alanina Aminotransferase (ALT) e

Aspastato Aminotransferase(AST).

Os seguintes trabalhos aferiram ALT e AST em outras espécies de
qgueldnios: Dickinson et al., 2002; Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Keller
et al., 2012; Andreani et al., 2014; Ehsanpour et al., 2014; Kelly et al., 2015.
Encontrando médias ou medianas dentro do intervalo deste trabalho (ALT: 2-74
UI/L e AST: 30-718 UI/L) (Tabela 12). Entre as espécies a média AST variou
consideravelmente, com a média mais baixa sendo encontrada em G. agassizii
(68,35 UI/L) (DICKINSON et al., 2002) e a mais alta encontrada em E.
marmorata (219,95 UI/L)(KELLER et al., 2012).

Observando somente as enzimas por estacdo, parece que estas
variam de forma contraria; jA que a ALT possui seus maiores valores no inverno
e na primavera enquanto a AST, possui seus maiores valores no verdo e no

outono. (Tabela 3)

Porém na analise més a més é possivel notar que as variacdes das
duas enzimas possuem semelhancas (Figuras 23 e 24). Tanto a ALT quanto a

AST comecam o periodo de analise em grandes alteracdes, apresentando uma
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gueda consideravel entre abril e maio (Tabela 9 , resultados dos machos). A
ALT continua a decair até junho enquanto a AST fica estavel a partir de maio
(Tabela 9). Estas quedas coincidem com o inicio do periodo mais seco e frio do
ano, elas ocorreram no inicio do outono. O que indica uma queda no
metabolismo hepatico geral. AALT continua a diminuir seus resultados por mais
tempo, esta enzima € um indicador melhor da funcdo hepatica. Isto indica que
0 metabolismo hepético continuou a cair nesta época (Figura 23 e Tabela 9). A
AST provavelmente voltou a ficar estavel pelo fato da sua concentracdo ser
influenciada por outros sistemas como o muscular (Figura 24 e Tabela 9). Outro
fato é que como a AST possui normalmente concentragdo maior que a ALT,
uma variacao de poucas unidades acaba por influenciar mais na figura grafica
da ALT do que a AST. Em numeros absolutos podemos notar que ambas as

enzimas nao variaram muito.

Analisando a ALT separadamente pode-se notar que esta volta a
aumentar a partir de julho e continua com este padrdo até outubro isso indica
um aumento do metabolismo hepatico e coincide com o inicio do aumento das

temperaturas médias mensais. (Figuras 23 e 32 e Tabela 9)

A variacdo estatistica da ALT mostra que esta atingiu seus resultados
mais altos na primavera. Os resultados do inverno sdo significantemente
maiores que o outono (Tabela 4), ou seja: na segunda metade do ano 0s
resultados de ALT entraram em ascensdo da mesma forma que a temperatura
ambiente (Figura 32), o que indica que o metabolismo hepético é influenciado
pela temperatura ambiente, ja que a atividade da ALT aumentou no mesmo
momento que a temperatura comecou a aumentar. Além disso, a variacdo da
ALT é semelhante a variagdo do &cido arico (Figuras 22 e 23), 0 que é

esperado ja que ambos séo indicadores do metabolismo hepatico/proteico.

Machos e fémeas apresentaram variagcdo sazonais semelhante para
os resultados da ALT, estas podem ser justificadas, pelos mesmos principios

das variagOes sazonais gerais (Tabelas 5 e 6)

Christopher et al., 1999 encontrou em G. agassizii atividades de ALT
baixas durante a hibernacédo(na estacdo fria) e altas durante as estacdes
guentes onde o consumo proteico era maior. Os C. carbonaria apesar de néo

hibernarem também demonstraram baixas atividades de ALT quando a
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temperatura ambiente estava mais baixa no outono (Tabela 4 e Figura 32) e
demonstraram altas atividades ALT quando a proteina plasmética também

estava mais alta, na primavera.

A AST se mantem relativamente constante durante o ano, nao

apresentando nenhuma diferenca significativa entre as estacdes ( Tabela 4).

Os machos sempre demonstram médias mais altas de ALT que as
fémeas durante todos os meses de analise, porém esta diferenca s6 é
significativa estatisticamente nos meses de agosto e setembro. Isso mostra que
0s machos tendem a ter ALT mais alta que as fémeas, porém na maioria dos

casos esta diferenga ndo é tdo marcante (Tabela 9).

Os machos apresentam a AST significativamente mais alta que a
fémeas entre os meses de marco e agosto (Tabela 9), justamente os meses
gue nado fazem parte da época reprodutiva (situada no verdo e na primavera),
com excecao de marco todos 0s meses citados estdo dentro do outono ou do
inverno. A aproximagdo dos resultados de machos e fémeas na época
reprodutiva provavelmente ocorreu pelo fato das fémeas terem entrado em
catabolismo proteico para produzir ovos, isso € evidenciado pela aproximacéo
dos resultados da proteina plasmatica e da ureia entre 0os sexos em periodos

semelhantes.

Machos apresentaram resultados de AST mais baixos na primavera
em relacdo ao verdo e ao outono, esta diminuicao significativa, contribuiu para

a aproximacéao dos resultados entre 0s sexos.

Andreani et al., 2014, em um estudo realizado em Testudo hermanni
de cativeiro na Itdlia, encontrou diferencas significativas entre os sexos para 0s
resultados de AST, onde os machos apresentaram-se com resultados maiores
que as fémeas, porém este trabalho aferiu este parametro somente no verao,
em dois anos diferentes. E foi exatamente durante esta estagdo que os C.
carbonaria ndo apresentaram diferencas significativas entre os sexos para 0s
valores de AST (Tabela 9). Esta diferenca pode ter ocorrido por se tratar de
outra espécie de queldnio em outro ambiente, porém como o referido trabalho
nao realizou analises em outras estacdes se torna dificil fazer uma comparacao

mais aprofundada.
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6.2.4. Metabolismo Energético- Glicose, Colesterol e

Triglicérideos.

Os seguintes autores abordaram outra espécie de queldnio: Dickinson et
al., 2002; Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Keller et al., 2012; Andreani et
al., 2014; Ehsanpour et al., 2014; Kelly et al., 2015. As médias ou medianas
destes artigos de Glicose, Colesterol e Triglicerideos se inseriram dentro o
intervalo encontrado para C. carbonaria neste trabalho (22 a 174 mg/dL, 49 a
519 mg/dL e 8 a 1563 mg/dL, respectivamente)(Tabela 12). Estas semelhancas
sdo particularmente interessantes, pois muitos trabalhos utilizaram animais de
vida livre os quais em geral possuem uma disponibilidade de alimento bem

menor do que os individuos de cativeiro.

A glicose comeca o0 ano com resultados elevados no verdo, porém
estes sofrem uma queda significativa com a mudanca de estacfes (Tabela 4),
sendo que a média do outono € a mais baixa entre as estacdes (Tabela 3), a
partir do inverno as médias comegam a aumentar, continuando estaveis até o
final do ano (Figura 33). A queda da concentracdo da glicose acompanha a
gueda da temperatura ambiente o que indica uma queda na ingestdo de
alimento quando a temperatura esta mais fria e precipitacdo pluviométrica esta
menor (Figuras 33 e 34). A partir de julho (inicio do inverno) a concentracao de
glicose comeca a aumentar, este fato pode ter ocorrido pelo aumento do
consumo, a temperatura também comeca a aumentar na mesma época, ou

pelo fato dos animais terem comecado a utilizar suas reservas de energia.

A concentragdo de Colesterol parece variar de forma inversa a
glicose, suas maiores concentracbes ocorrem no meio do ano (outono e
inverno), quando a temperatura esta mais baixa e a precipitacdo esta menor
(Figura 18 e Tabela 3). O colesterol € produzido quando ha degradacdo dos
triglicerideos. Ou seja, aparentemente os jabutis utilizam mais os triglicerideos
para a producdo de energia quando a temperatura esta mais baixa e
consequentemente produzem mais colesterol, devido provavelmente a baixa da

ingestao de alimentos neste periodo.

As diferencas significativas entre as estagcdes reforcam estas hipoteses,
a glicose diminuiu significativamente sua concentracdo entre o verdao e o

outono. Enquanto o colesterol se mostrou significativamente mais alto no
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outono em relagcéo ao verdo e no inverno em relacéo ao verao e a primavera. A
diferenca significativa entre a primavera e o verao para os resultados de glicose
e de colesterol pode ser explicada pelo fato de que na primavera 0s animais
estdo saindo de uma estacédo fria enquanto no veréo eles ja estavam em um
periodo mais quente e de maior consumo de alimento ha mais tempo e por
este motivo a glicose apresentou-se mais alta no verdo e o colesterol

apresentou-se mais alto na primavera. (Tabela 4)

Kelly et al.,, 2015, em seu artigo que abordava tartarugas cabecudas
(Caretta caretta), encontrou uma correlacdo positiva entre a temperatura da
dgua e a concentracdo de glicose, ou seja, neste artigo os animais
aparentemente também se alimentavam melhor quando a temperatura estava
mais alta. (KELLY et al., 2015) Algo semelhante ocorreu nos Jabutis, que
tiveram suas maiores concentracfes de glicose no verdo(Tabela 3), onde a

temperatura média foi mais alta(Figura 32)

Christopher et al., 1999 também encontrou uma queda consideravel nos
niveis de glicose em G agassizii entre o verdo o outono, semelhante ao que
ocorreu em C. carbonaria. O autor associou esta queda com o consumo do
glicogénio hepético devido a diminuicdo gradual do consumo de alimentos
entre as duas estacdes. O mesmo pode ter ocorrido em jabutis.

O mesmo trabalho encontrou resultados baixos de colesterol durante o
outono e o inverno, o autor associou este fato a hibernacgéo, ja que os animais
ndo se alimentam nesta época praticamente todos os metabolitos relacionados
a alimentacdo diminuiram. O C. carbonaria apresentou resultados mais
elevados de colesterol durante estas estagOes, esta diferenca entre as
espécies pode ter ocorrido pelo fato dos jabutis ndo hibernarem durante as
estacdes frias, assim estes animais diminuem o consumo de alimento e
acabam por usar suas reservas de triglicerideos e produzindo colesterol. Por
este motivo o colesterol aumenta na circulagdo, porém G. agassizii por estarem
em hibernagéo diminuem seu metabolismo dessa forma provavelmente né&o
precisam queimar tanto triglicerideos e por isso a producdo de colesterol
diminuiu.

Machos e fémeas possuem variacbes sazonais distintas para 0s

resultados de glicose. Machos tiveram uma concentragdo significativamente
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maior de Glicose no verdo e na primavera em relacdo ao outono. Assim para
este sexo a variacdo de glicose parece acompanhar a alimentacao, ja que as
maiores concentragfes ocorreram em épocas mais quentes em que 0s animais
estavam se alimentando melhor como comprovado pela variacdo geral do
colesterol. Fémeas tiveram mais variacdes significativas entre as estacoes
sendo que seus resultados na primavera foram menores que todas as outras
estacdes. E possivel, que estas variagbes estejam relacionadas a época

reprodutiva, que tem seu inicio na primavera (Tabela 5 e 6)

A glicose apresenta uma variacdo consideravel entre os sexos durante o
ano (Figura 14A). No meio do periodo de analise, entre os meses de fevereiro
a agosto machos e fémeas possuem valores semelhantes de glicose, néo
existe diferenca significativa entre os sexos durante este periodo segundo o
teste T (Tabela 9). Porém tanto no inicio quanto no fim do ano, ho més de
janeiro e entre meses de setembro e dezembro, existem diferencas
significativas entre os sexos com fémeas apresentando valores mais baixos de
glicose que o0s machos (Tabela 9). Esta diferenca esta ocorrendo
provavelmente por causa da época reprodutiva que segundo a literatura ocorre
durante as estacdes de primavera e verdo (OMAR e HERNANDES 1997;
CUBAS e BAPTISTOTTE, 2007).

Praticamente todos os meses onde existem diferencas significativas
estdo dentro dessas estacfes, a excecao € o0 més de setembro e mesmo assim
este trata-se de uma més de transicdo entre o inverno e a primavera. Ou seja
na época reprodutiva as fémeas devem ter que gastar mais energia do que os
machos para que possam produzir ovos, e por isso acabam por ter valores

mais baixos de glicose.

Kelly et al., 2015 reportou que machos da espécie C. caretta
apresentavam uma concentracdo de glicose maior do que as fémeas, porém
como este trabalho utilizou muitos animais juvenis nao foi possivel

correlacionar esta variagdo com a época reprodutiva.

Fémeas apresentam valores significativamente mais altos de colesterol
do que os machos durante o ano todo, aparentemente esta € uma
caracteristica do sexo ndo sendo muito influenciada pela sazonalidade. Além

disso, ambos 0s sexos apresentaram variagdes sazonais semelhantes, com o0s
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maiores resultados no outono e no inverno e 0S menores ha primavera € no

verao

A variacdo da concentracao de triglicerideos difere tanto entre os sexos
gue uma analise geral levaria a interpretacdes erradas. Isso € evidenciado pelo
fato de haver apenas diferencas significativas entre duas estacdes para 0s
resultados gerais de triglicerideos (verdo e primavera), apesar da Figura 27 que
diferencia os sexos indicar variacdes consideraveis para cada sexo ao longo do

periodo de analise.

Machos apresentam valores significativamente menores que as fémeas
todos os meses do ano, exceto no de junho segundo o teste T de o teste de
Mann Whittney (Tabela 9), neste més nao houve diferenga significativa entre os
sexos, porém o valor médio dos machos ainda foi menor que os valores médios

das fémeas.

Esta discrepancia entre os sexos fica ainda mais evidente analisando as
variacdes sazonais que machos e fémeas apresentaram ao longo do periodo

de andlise.

Machos tenderam a ter valores mais altos de triglicerideos nas estacdes
frias, outono e inverno. Algo semelhante ao que ocorreu com os valores de
colesterol para ambos 0s sexos Isso provavelmente ocorre devido a menor
ingestdo de alimentos que ocorreu nesta época, que levou estes animais a
utilizar suas reservas de energia e por este motivo a concentragdo plasmatica

de triglicerideos aumentou.(Tabela 5)

Fémeas apresentam uma variacdo completamente diferente. Seus
resultados de triglicerideos foram significativamente maiores no verdo e na
primavera. A primavera inclusive apresentou resultados significativamente
maiores que todas as outras estacfes. Esta também foi a estacdo com os
menores valores de glicose nas fémeas. Como os triglicerideos sao essenciais
para a producédo do vitelo dos ovos e para o transporte de horménios sexuais.
Esta alta concentracdo na circulagdo provavelmente esta ocorrendo por causa

da estacéo reprodutiva (situada na primavera e no verao).(Tabela 6)

Christopher et al., 1999; Dickinson et al., 2002; Zaias et al., 2006 e
Chaffin et al., 2008 encontraram resultados semelhantes em outras de

quelénios no que diz respeito a variacdo sexual de colesterol e triglicerideos.
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Fémeas de G. agassizii, G. radiata e M. temminckii, também apresentaram
valores mais altos de colesterol e triglicerideos em relacdo aos machos. Porém,
estes autores ndo analisaram muito como estes animais se comportam dentro
e fora das épocas reprodutivas. Por estes motivos ndao descreveram qual € o

perfil de variacdo para cada sexo ao longo do ano.

A variacdo sazonal de cada sexo de glicose e triglicerideos confirma a
hipotese que a aproximacédo dos resultados entre os sexos de Contagem Total
de Eritrécitos (Eritrocitos), Concentracdo de Hemoglobina (Hb) e Volume
globular (VG), ocorreu por causa da época reprodutiva. JA que a diferenca
significativa entre os sexos para estes valores cessa de existir prOximo ao
momento em que comeca a haver diferenca significativa entre 0s sexos para 0s
valores de glicose. Além disso, fémeas apresentaram seus maiores resultados
eritrocitarios e seus menores resultados de glicose na primavera, a estacao

onde a época reprodutiva se inicia (Tabelas 5, 6 e 9).

Neste mesmo periodo, fémeas também comecaram a apresentar valores
consideravelmente altos de triglicerideos. Ou seja, tudo indica que a partir do
inicio da primavera as fémeas comecaram a produzir ovos, evidenciado pelo
aumento da concentracdo de triglicerideos na circulacdo. Por este motivo
comecaram a ter maior gasto de energia, consequentemente diminuiram suas
concentracfes plasmaticas de glicose e este aumento no metabolismo
energético, provavelmente aumentou a demanda de oxigénio o que levou ao

aumento dos valores da serie vermelha.
6.2.5. Metabolismo muscular: Creatina quinase (CK)

Os seguintes autores aferiram a CK em outras espécies de quelbnios:
Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Keller et al., 2012; Andreani et al., 2014;
Ehsanpour et al., 2014; Kelly et al., 2015. Estes artigos encontraram valores

dentro do intervalo encontrados em nesta tese (66-4691 UI/L) (Tabela 12).

A concentracdo de CK é diretamente influenciada pelo estresse de
colheita. No més de outubro, justamente no momento onde comegou a ocorrer
uma gueda no valor médio da CK (Figura 28), houve uma troca na equipe de
coleta entdo é possivel que os dois eventos estejam relacionados. Outra
possibilidade é que depois de terem sido coletados nove meses, na primavera

0S animais se acostumaram a contencao fisica e por este motivo tenham tido
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menos estresse. Outra a hipotese seria que com a maior pratica na colheita por
parte da equipe a amostra tenha sido obtida mais rapidamente e
consequentemente houve menos estresse. Como a mudanga nos valores de
CK é muito influenciada pela contencao é dificil relacionar sua variagdo a outro

aspecto fisioldgico do animal.

As diferengas significativas reforcam estas hipoteses, pois a primavera
apresentou resultados significativamente mais baixos em relagdo aos
resultados de todas as outras estacdes (Tabela 4). Talvez se a contencédo
guimica fosse utilizada ao invés da fisica, a avaliacdo desta enzima fosse mais

satisfatoria.

E importante ressaltar que a diminuicdo da CK que ocorreu nos ultimos
meses de analise coincidiu com a diminuicdo dos leucdcitos totais que ocorreu
na primavera (Tabelas 3 e 4), como a literatura cita 0 estresse pode causar
aumento de leucadcitos, principalmente heterdfilos (CAMPBELL 2012a). Entdo é
possivel que a diminuicdo do estresse de colheita (que interfere diretamente na
CK) tenha contribuido para a primavera apresentar 0s menores resultados de
leucocitos totais, heterdfilos absolutos, linfécitos absolutos e mondcitos

absolutos (Tabelas 3 e 4).

N&o ha diferencas significativas entre os sexos, para os valores de CK,
machos e fémeas variaram de forma semelhante entre as estacfes (Tabelas 5,
6 e 7), Assim aparentemente ambos 0s sexos demonstram uma resisténcia a

colheita semelhante.

6.2.6. Metabolismo Osseo: Fosfatase Alcalina (FA), Calcio e

Fosforo.

As médias de FA encontradas em outras espécies de quelbnios foram
particularmente discrepantes, dos quatro que mediram esta enzima dois
encontraram medias dentro do intervalo obtido nesta tese (14-125 UI/L)
(DICKINSON et al., 2002, EHSANPOUR et al., 2014). Os outros dois obtiveram
médias mais altas que o intervalo do C. carbonaria. O trabalho que estudou
Testudo hermanni encontrou uma média 368 UI/L enquanto o que abordava
Emys marmorata encontrou uma média 219 UI/L. Estas discrepancias podem
ser justificadas pelas diferencas entre as espécies, e 0 ambiente que estas
estdo submetidas (KELLER et al., 2012, ANDREANI et al., 2014) (Tabela 12)
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Os artigos pesquisados que aferiram Calcio e Fosforo foram: Dickinson
et al., 2002; Zaias et al., 2006; Chaffin et al., 2008; Keller et al., 2012; Andreani
et al., 2014; Kelly et al., 2015. Estes autores encontraram médias dentro do
intervalo desta tese (5,67-57,3 mg/dL e 1,3-35,2 mg/dL, respectivamente)
(Tabela 8). As médias em si também se apresentaram bem proximas do valor
obtido neste trabalho para estes minerais (13,15 mg/dL e 4,83 mg/dL
respectivamente), sendo que nenhuma média apresentou uma diferenca maior
do que 5,55 mg/dL no caso do calcio(KELLY et al., 2015-média de 7,6 mg/dL) e
que 1,98 mg/dL no caso do fésforo(KELLY et al., 2015- média de 6,81
mg/dL)(Tabela 12).

A gueda na média geral da FA ocorreu justamente no inicio do outono,
entre abril e maio, 0 mais provavel € que a saida da época reprodutiva tenha
contribuido para esta discrepancia, como o metabolismo 6sseo é responsavel
por manter os niveis de calcio e fésforo na circulacdo era esperado que este
diminuisse quando estes minerais nao sdo mais necessarios para produzir os

ovos (Tabela 3).

A concentracdo de FA variou significativamente entre todas as estacdes.
E possivel notar um padrdo onde as estagdes mais quentes, primavera e
verdo, possuem resultados significativamente mais altos a que as estacdes
mais frias, outono e inverno. O fato da estacdo reprodutiva se situar na
primavera e no verao provavelmente contribuiu para esta variagcao ter ocorrido.
As fémeas provavelmente tiveram que aumentar seu metabolismo 06sseo
nestas épocas com o objetivo de liberar célcio e fésforo para produzir ovos e
consequentemente a FA apresentou resultados mais altos justamente nesta

época. (Tabela 4).

Porém os resultados apresentados nas tabelas 5, 9 e na figura 29
mostram que os resultados de FA dos machos diminuiram no mesmo momento
das fémeas, entre 0 verdo e outono ou seja, aparentemente a interrupgéo da
producdo de ovos ndo foi o Unico fator que causou a queda nos resultados de
FA nesta época, pois se fosse apenas este fator os machos nao apresentariam
esta diminuicdo no mesmo momento que as fémeas. A literatura afirma que a
FA é amplamente distribuida pelo corpo dos repteis (CAMPBELL 2012b), entédo

€ provavel que ela nao reflita apenas a atividade 6ssea. Inclusive os jabutis
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machos deste estudo apresentaram uma diminuicdo das enzimas hepaticas,
ALT e AST, em momentos semelhantes a diminuicdo que ocorreu na FA, entre
abril e maio (Tabela 9), entdo € possivel que a atividade desta enzima também

seja influenciada pelo metabolismo hepatico.

Machos e fémeas apresentaram variacdes sazonais semelhantes para
os resultados de FA, ambos os sexos apresentaram seus maiores resultados
no verao e seus menores resultados no inverno, assim tudo indica que nao € a
apenas a producao de ovos e 0 metabolismo 6sseo que estéo influenciando os
resultados de FA. Pois se fosse este 0 caso haveria mais discrepancias entre

as variagOes de cada sexo (Tabelas 5 e 6)

As fémeas tiveram resultados significativamente maiores que os machos
nos meses de janeiro a maio (excecdo abril) e nos meses de novembro e
dezembro, meses que as fémeas estavam em época reprodutiva ou saindo
desta, evidenciado pelas diferencas entre oS sexos que ocorreram para 0S
resultados de triglicerideos, proteina plasmaética, ureia, entre outros. Ou seja,
as diferencas entre 0s sexos nestes casos estao relacionadas a producéo de

ovos (Tabela 9)

O calcio apresenta valores mais altos nos meses de outubro, novembro,
dezembro e janeiro (na primavera e no inicio do verdo- Tabela 3), esta variagao
provavelmente ocorreu por causa da época reprodutiva. A literatura descreve
gque o estrogénio nas fémeas causa aumento do calcio plasmatico, para
produzir ovos (CAMPBELL 2012b). Porém ndo ha variacdo significativa entre
as estacdes mostrando que variacdo sazonal do calcio € minima em nimeros

absolutos (Desvio Padrao: 4,71 mg/dL Tabela 1)

Apesar da variagdo sazonal geral ndo ser significativa, quando cada
sexo foi analisado separadamente as variacbes sazonais foram evidentes.
Machos tiveram os resultados do outono maiores que o inverno, apesar de ser
uma variagdo pontual € possivel que ela esta relacionada a menor ingestéo de
alimentos no inverno (Tabela 5). Fémeas tiveram seus maiores resultados de
calcio na primavera, na mesma época que ocorrem as maiores concentracdes
de triglicerideos para este sexo. Assim provavelmente o aumento de calcio

plasmatico ocorreu por causa da producéo das cascas dos ovos (Tabela 6)
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As diferencas significativas entre os sexos para os valores de calcio
ocorreram nos meses de julho, setembro, outubro, novembro e dezembro
(Tabela 9), com as fémeas apresentando médias mais altas em todas as
ocasifes. Com excecdo do més de julho, todos os outros meses estdo dentro
da época reprodutiva (situada no verdo e na primavera), evidenciada pelas
concentragbes de glicose e triglicerideos neste periodo, entdo era esperado
que as fémeas apresentassem uma maior concentracdo geral de calcio nestes

momentos, devido ao estimulo do estrogénio (CAMPBELL 2012b).

Tartarugas cabecudas (C. caretta) de vida livre apresentaram uma
correlacao positiva entre o célcio e a temperatura da agua. O autor justificou
esta variacado pelo fato do alimento ser mais abundante quando a temperatura
da agua estava maior (KELLY et al., 2015).

E possivel que algo semelhante tenha ocorrido nos jabutis que
tenderam a apresentar uma maior concentracdo de calcio nas estacles
quentes (Tabela 3), principalmente as fémeas (Tabela 6) ; porém, como nédo ha
variacdo significativa entre as estacdes, 0 sexo parece influenciar mais na

variacdo do calcio que o ambiente em si.

Os resultados gerais do foésforo praticamente ndo variaram entre as
estacbes (Tabela 4). Porém houveram variagdes sazonais siginificativas

guando cada sexo foi analisado inidividualemente

Machos apresentaram suas menores concentragcbes de fosforo no
outono e maiores no verao, esta variagdo para ter ocorrido por causa da
variacdo na alimentacdo. Como ja estabelecido os jabutis aparentemente
comeram menos nas estacdes frias, entdo € possivel que esta menor
concentracdo seja pelo fato deles terem ingerido menos fosforo no outono

guando sua ingestdo de alimento como um todo foi menor (Tabela 5)

Nas fémeas a variagdo sazonal do fosforo foi mais discreta, havendo
apenas variacao significativa entre o outono e a primavera, os resultados da
estacdo mais quente foram maiores que a mais fria, entdo € possivel que isso
tenha ocorrido pelo mesmo motivo da variagdo dos machos. Outra
possibilidade seria que o fésforo estivesse acompanhando a variagédo do calcio

ja que estes dois minerais costumam manter um equilibrio (CAMPBELL 2012b).
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As diferencas significativas entre 0s sexos que ocorreram em quase
todos os meses de analise, podem ser justificadas pelas fémeas terem um
metabolismo 6sseo mais ativo por causa da producdo de ovos, por este motivo
precisam ter mais fosforo na circulacdo para equilibrar a maior quantidade de

calcio (Tabela 9).

Christopher et al 1999; Dickinson et al., 2002; Zaias et al., 2006;
Chaffin et al., 2008 compararam a concentragdo fosforo entre machos e
fémeas em outras espécies de quelbnios e encontraram que fémeas possuem
valores mais altos deste parametro e da mesma forma que esta tese relacionou

esta variagdo com a producao de ovos das fémeas.

7. CONCLUSOES

Os valores obtidos podem ser utilizados como valores de referéncia para
espécie.

Os resultados do eritrograma (Hb) e dos exames bioquimicos
relacionados ao metabolismo proteico (ALT, Proteina Plasméatica Total) se
apresentaram mais baixos nos meses onde ocorreram temperaturas médias e
precipitacdo pluviométrica baixas.

Na época reprodutiva, no periodo de primavera e verdo ocorrem as
maiores variagcdes sexuais. Foi neste periodo que 0os machos apresentaram
seus maiores valores de glicose e as fémeas apresentaram os maiores valores
no eritrograma, suas maiores concentracfes de Proteina plasmatica, ureia,

AST, triglicerideos, FA e calcio e seus menores resultados de glicose.

O ambiente e o sexo exerceram influéncia consideravel nos resultados
do hemograma e dos exames bioquimicos. O que ressalta a importancia que

considerarmos estes fatores ao interpretar estes exames nesta espécie.
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9. Trabalho Cientifico

Seasonal evaluation of the hematologic and biochemical parameters of red-footed

tortoise (Chelonoidis carbonaria)(Spix, 1824)

Bruno C S Bergamini, Brayan S L Castarfieda, Lygia K S Francelino, Ramiro D Neto,

Victor Yunes Guimaraes, Paulo R R Ramos, Carlos A Teixeira, Raimundo S Lopes,

Background: The red-footed tortoise is one of the most attended species by
veterinarians of wild animals. As in other species of chelonians, the detection of clinical
signs is subjective and there are no hematological or biochemical references for the
understanding of pathological processes.

Objectives: Obtain laboratorial ranges that can help the clinical care, contribute to the
establishment of reference values for this species and verify the seasonal and sexual
influences over these parameters.

Methods: Blood samples were monthly harvested from a group of 29 tortoises during
twelve months. Complete hemograms and biochemical evaluation of the plasma were
performed. Reference intervals were determined and the influence of the moments of
harvest and genders was evaluated.

Results: Typical erythrocytes and leukocytes of chelonians were observed on the
smears. The values of RCB, HCT and HGB were larger in males than in females, except
in the last four months of analysis. Both genders presented lower levels of leukocytes in
the last three months of analysis and higher levels of cholesterol between April and
September. Males presented higher results than females in the parameters related to the
protein metabolism, while females presented higher results in the rates related to the egg

production.
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Conclusion: The obtained results can be utilized as values of references for the red
footed tortoises. The season and the gender influenced in the results of the hemograms
and biochemical exams, highlighting the importance of considering these factors when
interpreting the exams of this species.

Keywords: Erythrogram, leukogram, chelonians, seasonality, gender variations, normal

values.

Introduction

The red-footed tortoise (Chelonoidis carbonaria Spix 1824) is a species of chelonian
with wide distribution in the Brazilian territory. For being considered a pet animal and
being common in zoos and trial centers, this species is much attended by
veterinarians.>??

The hematological analysis is particularly important in the chelonians to evaluate their
health status, once these animals do not tend to evidentiate specific clinical signs. The
values of reference for this species are scanty and hematological and biochemical
parameters suffer influence of intrinsic factors such as gender and reproductive status,
and extrinsic factors such as seasons of the year, collection method and sample analysis.
Studies have showed how these factors interfere in the laboratorial analysis of the blood
for other species of chelonians. However, no studies that specifically evaluated the red-
footed tortoise were found. The previous studies collected only one sample for season,
making it hard to evaluate whether the alterations found were a reflection of the
environment and gender or only caused by the circumstances of the sampling.* ® "2, In
order to effectively evaluate the influence of the environmental and sexual factors over

the hematological parameters of the species, many blood samples of the same season

and involving both genders would be necessary.
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The objectives of this study, therefore, were: (1) Obtain laboratorial values that can help
in the attendance of individuals Chelonoidis carbonaria and contribute to the
establishment of reference values for the species and (2) verify the seasonal and sexual
interferences over the biochemical and hematological parameters in the group of

animals sampled over twelve months, under experimental condition.

Materials and methods

Area of Study

Climatological and pluviometric data of the region of Botucatu in the year of 2015 were
gathered with the collaboration of the Instituto Nacional de Meterologia(Nacional
Institute of Meteorology) (INMET). The admeasurements were made in the INMET
base closer to Botucatu, the base of Avaré-SP. °

These information showed that the climate of the region is humid temperate with dry
winter and hot summer (Cwa), according to the climate classification of Koppen-
Geiger'®.

According to the Sistema Meteoroldgico do Parand (Meteorological System of Parand)
(Simepar), the changes of season in Brazil occur in the solstices and equinoxes™. The
specific dates in which the changes of the seasons occurred in the country, in 2015,
were: from summer to fall on March 20™; from fall to winter on June 21%; from winter
to spring on September 23 and from spring to summer on December 22™. Based on
these dates, it was determined that each season of analysis would be composed of three
moments of sampling. Thus, the period of analysis was divided the following way:
Samples from January to March would correspond to samples of the summer; samples

from April to June would correspond to the samples of the fall; samples from July to
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September would correspond to samples of winter and samples from October to

December would correspond to the samples of spring.

Animals and blood collection

Twenty nine adult red-footed tortoises from captivity were part of this experiment,
located in two different places: Centro de Medicina e Pesquisa de Animais Selvagens
(Center for Wildlife Medicine and Research) (CEMPAS) from the Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science)
(FMVZ), in Universidade Estadual Paulista(Sdo Paulo State University) (UNESP),
campus Botucatu and in the Centrofauna do Instituto Flora Vida(Fauna Center of the
Life Flora Institute) , also in the city of Botucatu, S&o Paulo, Brazil. The animals came
from distinct origins and not all of them were born in captivity, which is why the age of
the individuals was only estimated. The animals were kept in open enclosures, exposed
to sunlight and wind. In the enclosures there were another tortoises that did not take part
in the experiment. There were also other species of chelonian, like the red-eared slider
(Trachemys scripta elegans), the D’Orbigny slider (Trachemys dorbigni), and yellow-
footed tortoise (C. denticulata) which are differentiated animals from the other congener
species according to manometric criteria.*2. The animals received a diet composed by
many types of fruits and vegetables and water ad libitum.

In order to guarantee that only the healthy animals would be utilized, all the tortoises
were clinically evaluated and had their hematological and biochemical parameters
analyzed before the beginning of the experiment.

The blood samples were collected monthly between January and December of 2015.
The animals were physically restrained and had their blood collected by venipuncture of

the jugular vein. A volume of 2,0 mL of blood was harvested using syringes of 3,0 mL,
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connected to 0,55 x 20mm (24G) needles. At the minimum sign of contamination with
lymph, the harvest was then repeated. Immediately after the obtainment of the sample,
the blood smears were prepared with one drop of blood without anticoagulant'®. Then,
the sample was divided into two tubs, one containing lytic heparin (a 1 mL microtube
and a 4mL Vacuette tube). That way, two samples were obtained. One of the samples
was used for the hemogram, while the other one was used for biochemical evaluations.
At last, the animals were weighed and taken back to their original enclosures.

All the procedures were approved by the Comissio de Etica no Uso de Animais (Ethics
Committee on Animal Use) (CEUA) of the University and Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation)

(ICMBI0), autorization 49615-1.

Hematology

All the hematological analyzes were performed from the samples collected in
microtubes. The total counting of erythrocytes and leukocytes (RBC and WBC) were
obtained by manual counting in Neubauer chamber with Natt-Herrick diluent (1:100).
The globular volume (HCT) was determined by the micro-hematocrit technique®®. The
hemoglobin  concentration (HGB) was determined by the method of
cyanometahemoglobin®®. The blood smears were colored with Rapid stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin) and utilized in the estimated counting of leukocytes and
thrombocytes. The means of leukocytes and thrombocytes per field were performed in
ten fields. Leukocytes and thrombocytes were counted with the lens of 400x and 1000k,
respectively. Afterwards, the means were multiplied by the following factors: 1500

(leukocytes) and 3500 (thrombocytes).* ** 18
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The estimative of leukocytes was used to check the value obtained in the Neubauer
chamber and the estimative of thrombocytes was used as a parameter to evaluate the
total concentration of this cell lineage. The blood smears were also used in the
differential counting of leukocytes and in the morphological counting of the cells. These
analysis were performed in optic microscope with magnification power of 1000x.**

To the differential counting of leukocytes, the following cell types were considered:

Heterophils, Eosinophils, Basophils, Lymphocytes, Monocytes and Azurophils.

Clinical Biochemistry
The samples of the 4,0 mL tube were centrifuged (PowerSpin® VX Centrifuge Unico®)
at 3000 rpm for 10 minutes for the obtainment of plasma with heparine and frozen at -
20°C. In a later period, the samples were unfrozen for the biochemical analysis.

The biochemical tests of the plasma were performed in an automated biochemical
analyzer (Roche®- Cobas Mira Plus), using commercial reagents. The analyzed
parameters were: AST, ALT and CK, which were determined by the kinetic method; the
ALP, determined by the p-Nitrophenylphosphate method™®; the uric acid, determined by
the colorimetric enzyme assay, UOD-PAP®; the urea, determined by the cinetic assay;
the glucose, determined by the colorimetric enzyme assay?’; total cholesterol,
determined by the colorimetric enzyme assay, cholesterol oxidase peroxidase method;
the triglycerides, determined by the colorimetric enzyme assay, GPO Peroxidase; the
Total Plasma Protein by the colorimetric method, biuret; the calcium, determined by the
|18;

colorimetric method, Arsenazo I11*%; the phosphorus by the Molibdate method®.
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Statistical Analysis

A descriptive statistic of the data was performed. The variables were submitted to the
Kolmogorov-Smirnov test to determine their normality and combiality”" %2, Afterwards,
the variations by month and season were analyzed with the mixed model method
through the software R version 2.12.2.%%. The T test was used to compare the genders
when both of them showed results with normal distribution. When at least one of the
genders showed results with abnormal distribution (non-parametric results), the Mann

Whitney test was used?®.

Results

Animals and environment

Twenty-nine animals were included in this research (15 males and 14 females). It was
possible to collect a sample of satisfactory volume from the jugular vein. There were no
significant differences between the genders regarding the weight, which varied between
2,36 and 7,98 kg (Table 1). According to the data provided by the INMET, the annual
thermal amplitude varied between 17, 3°C and 24,8°C and the monthly total

pluviometric precipitation varied between 11,2 mm and 404,8 mm.°

Hematology

It was possible to perform the hemogram in all the tortoises during all the months of

harvest. Many blood smears presented thrombocyte aggregation, probably due to the

long time between the collection and the smear confection. For this reason, it was not
possible to perform the estimate counting of thrombocytes. Considering that the

aggregation present in the samples with heparin makes it impossible to count the
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thrombocytes with exactitude in the Neubauer chamber, it was not possible to obtain

values of thrombocytes counting in these cases.

In some specific exams, some tortoises presented aberrant results, which were excluded

from the analysis to avoid interference.

At the microscopic examination of the blood extensions with rapid stain, the following
characteristics were found in the cells. Erythrocytes presented oval shape, centered
nucleus with condensed chromatin and cytoplasm presenting acidophilic or green
coloration. The heterophils presented eccentric nucleus without segmentation,
cytoplasm with eosinophilic granules in fusiform shape. The eosinophils presented
nucleus without segmentation, cytoplasm with eosinophilic granules (darker in
comparison to the heterophils”) with round shape. The basophils presented variable size
and showed nucleus without segmentation and cytoplasm with small basophilic
granules. The lymphocytes were found in different sizes, presenting large nucleus with
thin chromatin, high rate nucleus/cytoplasm and slightly basophilic cytoplasm. The
monocytes were characterized by large cells with pleomorphic nucleus and cytoplasm,
which was abundant, slightly basophilic and sometimes vacuolated. The azurophils
presented pleomorphic nucleus and cytoplasm, which was also abundant and basophilic
and showed thin azurophilic granules. The thrombocytes were small cells, which
presented high rate nucleus/cytoplasm, colorless cytoplasm, and shape varying from

oval to fusiform.

Between the months of sampling, there was significant variance (p<0,05) for all the
hemogram parameters, except for absolute eosinophils. However, the variances
considered less punctual and, therefore, more pertinent to the physiology of the animals,

occurred between the seasons of the year and between the genders.
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According to the statistical analysis by season, the results of hemoglobin concentration
(HGB) in spring were significantly higher than the results at Summer and Fall (Table 2).
The MCV and the MCHC also presented significant variances between the seasons

(Table 2).

According to the T test, the females showed significantly lower values (p<0,05) of HCT
in all the months of analysis, except in the last four months of the year (September to
December) (Table 5). Something similar occurred to the results of HGB: the females
had significantly lower results than the males for this parameter between January and
June (with exception of February). Females also showed lower RBC than the males

between the months of April and July (Table 5).

Also according to the same test, there were punctual months in which the females
showed significantly higher levels in some types of leukocytes than the males. Those
situations were: Eosinophils from January to March, Monocytes in April, May and
September and azurophils in August. Males presented higher levels of eosinophils than

females in June and higher level of azurophils in December (Table 6).

The global counting of total leukocytes (WBC) at spring was significantly lower than at
other seasons. The results of heterophils were greater at summer, when they were
significantly higher when compared to all the other seasons (Table 3). The numbers of
lymphocytes were higher at winter, when the results were significantly higher than the
results of other seasons (Table 3). The other types of leukocytes had punctual variations
between the seasons. Basophils levels were significantly higher at spring (Table3).
Monocytes and azurophils levels also presented variations between the seasons,
however, these cells were always in low quantity in the differential counting, making it

difficult to know whether these variations were clinically relevant (Table 3).
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The reference range was calculated and statistical analysis were performed for all the
cited parameters, except for the thrombocytes estimative, because of the thrombocytic
aggregation that occurred in many samples. In this parameter, only a descriptive

statistical analysis was possible during the harvest moments.

Clinical Biochemistry

Significant variations (p<0,05) between the months of sampling occurred for all the
biochemical parameters, however, these were considered very punctual. The most

pertinent variations occurred between the seasons and the genders.

Such the seasons as the gender influenced the variation of the plasmatic parameters. The
total plasma protein and the uric acid showed results progressively higher along the
analysis period (Table 4). The urea results presented significant variation only between
summer and winter, being that the results at winter were higher than at summer (Table
4). The ALT presented higher results at spring and lower results at fall (Table 4), while
the CK presented its lower levels at spring (Table 4). ALP presented significant lower
results at the coldest seasons, fall and winter (Table 4). Glucose presented its lower
results at fall and the higher ones at summer. The cholesterol presented its higher results
at cold seasons, fall and winter, but especially at winter (Table 4). The other parameters

did not vary in a relevant way during the seasons.

Females presented lower levels of total plasma protein in comparison to the males,
during the twelve months of analysis, except the last two (November and December)
(Table 7). Males presented higher urea and AST results than the females. This difference
was accentuated between April and August regarding the urea results, between March
and May and in July regarding the AST results, being that in this period it occurs

significant statistical differences between the genders (Table 7).
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Regarding the uric acid, males and females presented significant differences in the
months of April, July, August, November and December. In July, November and
December, the females presented higher ranges than the males, but in the other months,
the opposite occurred. The ranges were particularly discrepant in July, in which the

females presented a much higher range than the males (Table 7).

Females presented higher cholesterol levels, triglycerides and phosphorus during
practically all the months of analysis (Table 7). Females presented a significant lower

concentration of glucose in the two first months and in the last four months of analysis.

Regarding the triglycerides values, both genders varied in an opposite way during the
analysis period (Figure 2B). The females tended to show higher levels of FA and
calcium than the males. The greater differences between genders for the FA values were
found between January and May and between November and December, while the
greater differences occurred in July and between September and December (Table 7).
The other biochemical parameters did not showed relevant differences between the

genders.

Discussion

The results presented in this study provide references to the species and will help in the
interpretation of laboratorial exams of the individuals. Besides proving that the
seasonality and gender influenced the hematologic and biochemical results, this study
provides a complete background of how the seasonal and sexual variations occurred

during one year with monthly collections.
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Hematology

The Red-footed tortoises presented a variable counting of erythrocytes. Despite the
result never having exceeded 1.000.000 erythrocytes, many animals presented
discrepancy between the months. In consequence, the MCV showed a large interval,

varying in two hundred unities, even not showing anisocytosis in the smear.

The global leukocyte counting (WBC) of these tortoises was less variable than the
counting of erythrocytes. They usually presented heterophils as the most predominant
cells in the differential counting, followed by lymphocytes. Besides, some individuals

presented more lymphocytes than heterophils in the differential counting.

Regarding the morphology of leukocytes, the basophils were the cells that presented
greater variation in the shape, size, and in the quantity of granules. Monocytes and
azurophils also presented great variation of size and shape, but the monocytes usually

were in greater number than azurophils.

The rapid stain coloration (Quick Panoptic® IB: Laborclin) was efficient to analyze the
leukocytes of this species. The obtained values were similar to the ones presented by
other species of chelonians.*®"® Each type of leukocyte was identified according to its
morphologic characteristics. The analysis allowed differentiation between heterophils
and eosinophils and between monocytes and azurophils. These cells can present many

similar characteristics that are hard to differentiate if the coloration is not suitable.

The fact that there are significant variations between the months for all erythrocytic
parameters and between seasons for the results for hemoglobin concentration, MCV and
MCHC, shows that the environment interfered in the erythogram of tortoises, mainly in
females, as it is showed in the bar graphs of RBC, HGB and HCT (Figure 1). However,
the variations between the seasons in absolute numbers were not very large. For

example, in the ranges of HGB at fall and spring, there was a difference of only
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0,5g/dL. Therefore, it is possible that the seasonal variations of the erythrocyte

parameters did not interfere in the clinical status of the animal.

The significant difference between the genders proves the interference of this factor on
the erythrocytic parameters. In a general way, the results of males and females for RBC,
HGB and HCT were similar in the hottest periods of the year, that is, at summer and
spring, the three first and the three last months of the year, respectively. The
reproductive season occurs at these seasons, therefore, it is likely that this is the reason
for the similarity of the results**?>. The females increased their erythrocyitic metabolism
during the reproductive season probably due to the consequent egg production,

characterized by an increase in the results of red blood cells.

The general decrease of WBC at spring indicates a diminution of the immune stimuli by
that time. However, the generalized mean and the interval obtained in this season show

that the animals were not immunosuppressed.

Based on the biochemical results, it is possible to formulate two hypothesis to justify
this situation. The first one is that the total cholesterol level decreased and the plasma
protein level increased at the same time. That indicates that the animals fed more, what
could have let their immune system more active. For that reason, they showed a more
efficient response to pathogenic stimuli, which is why the results were lower than the

ones of other seasons”.

The other hypothesis is based on the fact that the CK decreased at the same time, which
indicates a decrease in the stress of the harvest, something that influence the leukocytes

directly, that way contributing to lower results.?®

The heterophils presented higher levels at summer and a possible reason for that would
be that, at summer, the animals can suffer with thermal or reproductive stress, leading to

an increase of these cells. On the other hand, at fall, when the average temperature
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decreases and the reproductive season ends, it may have occurred a decrease in the

stress levels and, consequently, in the number of heterophils.324#

Caretta caretta of wild life presented a significant increase of heterophils levels during
fall. The author associated this change to the population sampled during fall, which
contained migrant individuals. According to the author, these migrant animals were
exposed to a higher level of stress due to the migration. The Red-footed tortoises
presented a higher number of heterophils during summer, probably due to thermal or
reproductive stress. In both studies there was an increase of heterophils levels

apparently caused by stress. 2

The lymphocytes presented higher results at winter. That indicates that probably the
immune stimuli is higher at winter, which would lead to an increase in the number of

lymphocytes for reaction.*®

The differences between the genders in the results of total and differential counting of
leukocytes were very punctual and, most of the times, occurred only in the types of
leukocytes whose absolute numbers were low, like monocytes and azurophils. This way,
it might be said that in the leukocytary parameters the sexual variations were less

significant than the seasonal ones.

Clinical Biochemistry

The Red-footed tortoises presented some particularities regarding the biochemical
parameters. They have two final products of the protein metabolism: urea and uric acid.
Despite these two have varied along the period of study, the urea level was always
higher than the level of uric acid. Regarding the enzymatic activity of the liver, these
animals presented a low concentration of ALT in plasma, so much that, in many cases,

the concentration of this enzyme was so low that it could not be detected by the
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spectrophotometer. In the tortoises, the AST was the enzyme present in the hepatic
metabolism with higher concentration in plasma. The tortoises also showed particularly

variable plasmatic concentrations of glucose and triglycerides, mainly between genders.

The total plasma protein, the uric acid and ALT showed higher values in the end of the
analysis period, at spring, suggesting a progressive increase in the hepatic protein

metabolism during the period of analysis.

The fact that the fall and winter are characterized by low concentrations of glucose and
high concentrations of cholesterol indicates a global decreasing in the food consumption
in this season and higher use of fat reserves, once there is production of cholesterol
when there is consumption of triglycerides. That is interesting, considering these
tortoises live in captivity and the same amount of food was offered during all the period
of analysis. Therefore, during the coldest seasons, the individuals decreased their
ingestion of food, which probably occurred due to a decrease in the general metabolism,
like evidenced by the low concentrations of enzymes like ALT and low values of red

cells (RBC, HGB and HCT).

This general decrease in the metabolism in cold seasons was already observed in many
other chelonians species, like Gopherus agassizzi. However, this species presented low
results of cholesterol during cold seasons. The fact that G. agassizii hibernates during

these seasons, which is something the C. carbonaria does not do, may have contributed

to this discrepancy between the species™ .

In a general way, males presented higher levels than the females for the biochemical
parameters related to the protein metabolism (total plasma protein, urea and AST, with
exception of uric acid). Meanwhile, the females presented higher values than males for
the biochemical parameters related to the egg production (cholesterol, triglycerides,

ALP, calcium and phosphor).
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Studies involving other species of chelonians found similar results regarding the sexual,
cholesterol and triglycerides variations. Females of G. agassizii, Geochelone radiata
and Macrochelys temminckii also presented high values of cholesterol and triglycerides

in relation to the males.* ® " °

Glucose and triglycerides showed a very distinct variation between the genders along
the period of analysis and in relation to the reproductive period (situated at summer and
spring for this species). Females presented a variation of these metabolites influenced
by the egg production. By the reproductive period, females presented higher
concentrations of triglycerides, for this is one of the main compounds of yolk, and
presented lower concentrations of glucose, because of the high energy spent to produce
the eggs.® On the other hand, males presented a variation of these metabolites in
function of a higher food consumption. During the hot seasons (summer and spring), the
males presented a higher concentration of glucose, which indicates that they were
feeding more. For this reason, their fat reserves were less used, decreasing the plasmatic
concentration of triglycerides. Out of the reproductive period, both genders presented

less discrepant concentrations of glucose and triglycerides.

Conclusion

The hematological and biochemical values obtained in the blood of Red-footed tortoise
(Chelonoidis carbonaria) can be used as values of reference for this species. Such the
seasonality as the genders influenced the results of hemogram and biochemical exams.
This fact highlights the importance of considering these factors when interpreting the
exams in this species. These data contribute to a better understanding of the physiology
of C. carbonaria, which means that laboratories and clinicians that work with medicine

and research of chelonians can use them. It was observed that the lack of
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standardization of methods and the obstacles that the blood analysis imposes bring

difficulties to the comparison between the species of chelonians and to the

establishment of reference values.
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Table 1 Reference intervals 95% (Maximum and Minimum), mean, standard deviation (SD)

and median for CBC and plasma biochemical on Chelonoidis carbonaria

N  Minimum Maximum  Mean SD Median
Weight(Kg) 343 2.94 6.88 4.67 1.09 453
RBC(x10°cel/pL) 343 0.36 0.68 0.52 0.08 0.52
HBG (g/dL) 343 4.27 8.30 6.13 1.02 6.10
HCT (%) 343 18.00 33.00 25.36 3.75 25.00
MCV (fl) 343  403.12 573.14 488.86 48.15 486.58
MCHC (g/dL) 343 19.73 27.83 24.19 2.07 24.23

Thrombocytes(estimated) 199 3900.00 17200.00 9008 3418 8800

(cel/uL)

WBC (cel/pL) 343 5300.00 1418250 8698 2283 8300
Heterophils (cel/pL) 343 124575  8005.15 3595 1647 3321
Eonophils**(cel/uL) 343 3843 2519.65 799 837 594

Basophils (cel/pL) 343 13600  2373.08 853 552 737

Lymphocytes (cel/pL) 343 681.68 6827.00 2997 1516 2698

Monocytes* (cel/uL) 343 0 718.80 230 296 156

Azurophils* (cel/pL) 343 0 816.95 223 218 166
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Table 1(continued)

N  Minimum Maximum  Mean SD Median

Total plasma Protein (g/dL) 343 2.44 5.95 4.35 0.87 4.34
Urea* mg/dL 343 5.00 56.47 24.33 13.88 21.70

Uric Acid mg/dL 343 40 4.08 1.66 1.13 1.30
ALT** UI/L 343 2.00 43.28 12.46 11.23 10.00
AST* UI/L 343 73.90 517.65 209.52 112.09 172.00
Glucose (mg/dL) 343 38.08 137.36 72.16 24.92 68.70
Total cholesterol (mg/dL) 343 79.00 448.83 221.37 102.66 210.00
Triglycerides (mg/dL) 343 27.18 1127.28 367.76 316.89 323.00
CK (UI/L) 342  123.10 2935.40 903.94 731.12 723.50

ALP UI/L 343 23.73 111.28 53.57 21.50 48.00
Calcium** (mg/dL) 343 8.77 23.99 13.15 4.71 12.23

Phosphorus** (mg/dL) 343 1.97 12.09 5.32 3.87 3.64

* Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in one sampling time

** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in two to three sampling times

*** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in more than three sampling times
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Table 2: Effect of sampling time season (summer, autumn, winter and spring) on the eritrogram
values and estimated thrombocytes on Chelonoidis carbonaria , mean, standard deviation(SD),

maximum and minimum . 95% reference interval

Minimum Maximum Mean SD Median
RBC (x10° cel/pL)
Sumer (n=28) 0.38 0.66 0.54 0.078 0.567
Autumn (n=29) 0.38 0.64 0.509 0.083 0.513
Winter (n=29) 0.44 0.62 0.520 0.053 0.515
Spring (n=29) 0.44 0.64 0.519 0.054 0.520
HGB (g/dL)
Sumer (n=28)Sp 3.87 7.68 6.00 0.99 6.09
Autumn (n=29)Sp 459 7.76 5.94 1.06 5.71
Winter (n=29) 4.89 7.66 6.13 0.79 6.10
Spring (n=29)SuA 5.28 8.33 6.44 0.85 6.30
HCT (%)
Sumer (n=28) 18.82 32.00 25.679 3.89 25.83
Autumn (n=29) 18.67 31.20 24.83 4.16 24.33
Winter (n=29) 20.23 30.57 24.90 291 24.33

Spring (n=29) 21.80 32.87 26.02 2.89 24.67
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Table 2 (continued)

Minimo  Maximo Média DP Mediana
MCV (fL)
Sumer (n=28)Sp 414.70 532.70 478.82 29.58 469.92
Autumn (n=29) 425.47 554.40 490.88 35.51 488.93
Winter (n=29)Sp 420.87 554.90 480.84 35.17 480.39
Spring (n=29)SuwW 440.53 547.27 503.16 35.68 513.11
MCHC (g/dL)
Sumer (n=28)AWSp 19.56 25.60 23.38 1.43 23.40
Autumn (n=29)SuWSp 21.17 26.48 23.97 1.55 23.97
Winter (n=29)SuA 22.23 26.44 24.67 1.26 24.64
Spring (n=29)SuA 22.67 27.13 24.72 1.34 24.54
Thrombocytes (estimated)
(cel/uL)
Sumer (n=26) 5300 16650 10672 2998 10850
Autumn (n=28) 6500 17200 10032 2194 9850
Winter (n=25) 3500 11200 6650 2202 6500
Spring (n=27) 4200 17200 8636 3425 7700

* Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in one sampling time

** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in two to three sampling times
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*** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in more than three sampling times

Su p< 0,05 when compared with the results of the Summer

A p< 0,05 when compared with the results of the Autumn

W p< 0,05 when compared with the results of the Winter

Sp p< 0,05 when compared with the results of the Spring
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Table 3: Effect of sampling time season (summer, autumn, winter and spring) on the
Leucogram values on Chelonoidis carbonaria, mean, standard deviation(SD), maximum and

minimum . 95% reference interval

Minimum Maximum Mean SD Median
WBC (cel/pL)
Sumer (n=28)Sp 7096 14424 9005 1778 8450
Autumn (n=29)Sp 6533 13233 8858 1864 8433
Winter (n=29)Sp 6350 13497 9063 2170 8500
Spring (n=29)SUAW 5790 12827 7849 1740 7500
Heterophils (cel/pL)

Summer(n=28) AWSp 1857 7751 4317 1401 4162
Autumn (n=29)SuSp 2024 6126 3638 1168 3474
Winter (n=29)SuSp 1652 7082 3629 1386 3239
Spring (n=29)SUAW 1441 7603 2788 1193 2643

Eosinophils **(cel/uL)

Sumer (n=28) 71 2301 839 969 641
Autumn (n=29) 263 2974 925 818 657
Winter (n=29) 142 2054 770 620 610

Spring (n=29) 50 1528 650 448 578
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Table 3(continued)

Minimo  Maximo Média DP Mediana

Basophils (cel/pL)
Sumer (n=28)Sp 132 2128 812 425 780
Autumn (n=29)Sp 215 1893 785 464 758
Winter (n=29)Sp 224 2200 836 500 707
Spring (n=29)SUAW 263 1963 995 518 857

Linfocytes (cel/uL)
Sumer (n=28)W 1020 6494 2582 1087 2514
Autumn (n=29)W 1472 5133 2993 1242 2406
Winter (n=29)SuASp 1737 6261 3444 1406 2787
Spring (n=29)W 1389 5130 2958 1086 2601

Monocytes *(cel/pL)
Sumer (n=28)WSp 113 979 324 253 227
Autumn (n=29)WSp 86 554 274 147 253
Inverno (n=29) SUA 55 392 164 102 148
Spring (n=29)SuA 52 331 159 85 145
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Table 3(continued)
Minimo  Maximo Média DP Mediana
Azurophils™ (cel/pL)
Sumer (n=28)AWSp 36 260 131 61 120
Autumn (n=29)Su 81 552 244 149 194
Winter (n=29)SuSp 22 460 220 129 209
Spring (n=29)SuW 88 735 299 145 267

* Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in one sampling time

** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in two to three sampling times

*** \ariable with non-normal distribution (p < 0.05) in more than three sampling times

Su p< 0,05 when compared with the results of the Summer

A p< 0,05 when compared with the results of the Autumn

W p< 0,05 when compared with the results of the Winter

Sp p< 0,05 when compared with the results of the Spring
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Table 4: Effect of sampling time season (summer, autumn, winter and spring) on the plasma
biochemistry values on Chelonoidis carbonaria, mean, standard deviation(SD), maximum and

minimum . 95% reference interval .

Minimum Maximum Mean SD Median
Total plasma protein (g/dL)
Sumer (n=28)WSp 2.73 5.40 4.17 0.78 4.283
Autumn (n=29)WSp 2.38 5.36 4.08 0.85 4.170
Winter (n=29)SuA 3.23 5.72 4.52 0.74 4.420
Spring (N=29)SuA 3.17 5.96 4.63 0.81 4.560
Urea* (mg/dL)

Sumer (n=28)W 7.76 37.44 19.59 8.56 18.33
Autumn (n=29) 931 53.71 25.44 12.80 23.73
Winter (n=29)Su 11.08 51.11 26.89 12.02 22.40
Spring (n=29) 14.57 45.49 25.75 10.01 24.00

Uric acid (mg/dL)
Sumer (n=28)WSp 0.46 1.57 0.83 0.28 0.750
Autumn (n=29)WSp 0.44 1.31 0.80 0.26 0.733
Winter (n=29) SUA 1.40 3.60 2.28 0.74 2.000

Spring (n=29)SuA 2.23 3.32 2.73 0.37 2.667
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Table 4(continued)

Minimum Maximum Mean SD Median
ALT** UI/L
Sumer (n=28)Sp 2.48 32.07 9.93 7.89 7.83
Autumn (n=29)WSp 2.00 28.20 7.38 8.10 3.67
Winter (n=29)ASp 6.37 22.90 13.21 4.40 12.67
Spring (n=29)SUAW 5.63 37.23 19.34 9.10 17.00
AST*(UI/L)
Sumer (n=28) 92.18 487.50 220.69 120.63 167.667
Autumn (n=29) 81.10 540.17 222.59 127.30 192.667
Winter (n=29) 99.47 431.50 201.33 86.96 190.333
Spring (n=29) 106.27 394.37 192.04 79.94 153.667
Glucose(mg/dL)
Sumer (n=28)ASp 53.44 107.68 78.73 17.56 78.65
Autumn (n=29)Su 43.89 94.89 66.76 13.28 65.53
Winter (n=29) 50.06 99.65 73.17 15.16 73.20
Spring (n=29)Su 43.30 104.10 69.99 19.68 68.27
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Table 4 (continued)

Minimum Maximum Mean SD Median

Cholesterol (mg/dL)
Sumer (n=28)AWSp 77.35 289.37 173.57 68.52 168.000
Autumn (n=29)Su 112.77 425.97 244.02 90.18 238.000
Winter (n=29)SuSp 114.23 458.97 249.57 102.71 231.000
Spring (n=29)SuwW 95.03 420.07 217.59 112.98 178.500

Triglycerides (mg/dL)
Sumer (n=28)Sp 22.17 858.49 335.30 289.81 313.67
Autumn (n=29) 50.13 742.27 362.14 228.39 345.67
Winter (n=29) 49.07 802.83 340.74 232.55 337.00
Spring (n=29)Su 47.27 1341.93  444.98 447.23 328.00

CK (Ul/L)

Sumer (n=28)Sp 221.10 2404.58 969.27 622.80 893.250
Autumn (n=29)Sp 17477 257593  997.77 639.96 808.000
Winter (n=29)Sp 220.97 2584.10 1049.44 647.69 972.667
Spring (n=29)SUAW 121.33 1849.97 593.87 469.66 483.667
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Table 4 (continued)

Minimum Maximum Mean SD Median
ALP (UI/L)
Sumer (n=28)AWSp 40.00 110.42 69.82 22.14 63.67
Autumn (n=29)SuwW 28.17 83.50 52.09 16.12 50.67
Winter (n=29)SuASp 21.83 67.07 43.66 12.38 42.00
Spring (n=29)SuwW 28.90 76.63 28.67 77.33 43.67
Calcium** (mg/dL)

Sumer (n=28) 941 21.10 13.13 3.45 12.07
Autumn (n=29) 9.44 15.16 12.60 1.55 12.63
Winter (n=29) 10.32 17.54 12.59 2.04 12.13
Spring (n=29) 9.53 34.02 14.59 6.61 12.66

Phosphorus**(mg/dL)
Sumer (n=28) 2.67 14.50 5.17 3.09 4.083
Autumn (n=29) 2.94 15.23 4.46 2.79 3.43
Winter (n=29) 2.06 10.15 5.01 2.71 3.743
Spring (n=29) 2.34 10.24 4.64 2.35 3.770

* Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in one sampling time

** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in two to three sampling times

*** Variable with non-normal distribution (p < 0.05) in more than three sampling times
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Su p< 0,05 when compared with the results of the Summer

A p< 0,05 when compared with the results of the Autumn

W p< 0,05 when compared with the results of the Winter

Sp p< 0,05 when compared with the results of the Spring
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Table 5: Effect of sex in every analyzed moment (January to December) in the biochemistry variables Chelonoidis carbonaria,. Mean of each sex in

every analyzed moment.

January February March April May June July August September  October November December
RBC(x10° cel/uL)
Mean Females (n=14) 0,56 0,49* 0,48 0,48*** 0,42%** 0,43*** 0,49* 0,51 0,50 0,51 0,52 0,50
Mean Males (n=15) 0,61 0,56* 0,54 0,58*** 0,56*** 0,58*** 0,55* 0,55 0,52 0,53 0,51 0,54
HGB (g/dL)
Mean Females (n=14) 5,90* 5,62 5,31* 5,38*** 5,21%** 5,18*** 5,58 5,73 6,26 6,32 6,65 6,41
Mean Males (n=15) 6,57* 6,25 6,37* 6,72%** 6,41%** 6,63*** 6,07 6,32 6,79 6,48 6,08 6,82
HCT (%)
Mean Females (n=14) 24,07** 24,00* 22,71%** 22, 57***%  21,71*%**  20,79*%** 23,00** 23,86* 23,50 25,54 26,21 25,57
Mean Males (n=15) 28,43** 27,43* 27,43*** 27,80***  27,93*** 27 53*** 26,07** 27,13* 25,53 26,13 26,13 26,86
MCV/(fL)
Mean Females (n=14) 433,82* 487,22 479,96 476,91 515,30 488,26 475,73 468,11 475,02 497,75 505,34 515,05
Mean Males (n=15) 467,28* 492,79 511,83 485,48 502,02 477,85 479,00 492,87 492,75 497,84 509,59 503,55
MCHC (g/dL)
Mean Females (n=14) 24,56* 23,52 23,33 23,85 24,09 25,00 24,34 23,98 26,68 24,75 25,42%* 25,08
Mean Males (n=15) 23,10* 22,64 23,13 24,16 22,87 23,94 23,28 23,22 26,56 24,69 23,22** 25,32




129

Table 5 (continued)

January February March April May June July August September  October November December
Thrombocytes
(estimated) (cel/uL)
Mean Females (n=14) 11871 12171 10600 11900 9540 9175 6200 7071 5575 9025 7550 8900
Mean Males (n=15) 10456 8440 10270 9978 8988 9778 6075 8863 6509 7970 8145 7567

*P<0,05 when compared with the other sex

**P< (0,01 when compared with the other sex

***P< 0,001 when compared with the other sex
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Table 6: Effect of sex in every analyzed moment (January to December) in the leucogram variables Chelonoidis carbonaria,. Mean of each sex in every

analyzed moment.

January February March April May June July August September  October November December
WBC (cel/uL)
Mean Females (n=14) 9171 9093 10257 9636 9100 8421 9621 9057 8036 8446 8193 7993
Mean Males (n=15) 8521 8293 8693 8860 8300 8873 10000 8907 8727 7740 7660 7164
Heterophils (cel/uL)
Mean Females (n=14) 4266 3799 4561 3544 3982 3573 3845 3413 2962 2581 2808 2913
Mean Males (n=15) 4902 3919 4459 3469 3999 3272 4591 3028 3892 2791 3114 2572
Eosinophils (cel/uL)
Mean Females (n=14) 1377+** 1135+* 1285*** 1221 956 591 590 614 517 665 670 894
Mean Males (n=15) 433+** 419+* 383*** 836 998 946 792 1059 1010 647 581 510
Basophils(cel/uL)
Mean Females (n=14) 771 811 983 887 773 828 808 921 938 997 1018 1117
Mean Males (n=15) 759 713 837 904 697 630 835 696 827 839 1003 924
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Table 6 (continued)

January February March April May June July August September  October November December
Lymphocytes (cel/uL)
Mean Females (n=14) 2090 2967 3019 3353 2703 29011 3880 3720 3237 3871 3176 2719
Mean Males (n=15) 1836 2923 2655 3242 2193 3559 3308 3846 2705 3051 2398 2614
Monocytes (cel/uL)
Mean Females (n=14) 609 287 182 559* 438** 91 195 144 188** 145 100 173
Mean Males (n=15) 490 223 154 271* 166** 137 187 188 84** 147 167 219
Azurophils (cel/uL)
Mean Females (n=14) 59 94 229 73 249 429 303 247%** 193 187 420 177**
Mean Males (n=15) 102 96 205 137 247 329 287 8o*** 209 265 398 326**

*P<0,05 when compared with the other sex

**P<(,01 when compared with the other sex

***P< 0,001 when compared with the other sex

+Analyte with nonparametric distribution on that moment, compared by the Mann-Whitney method
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Table 7: Effect of sex in every analyzed moment (January to December) in the biochemistry variables Chelonoidis carbonaria,. Mean of each sex in

every analyzed moment.

January February March April May June July August September  October November December
Total Plasma Protein
(g/dL)
Mean Females (n=14) 3,94* 3,64** 3,57*** 3,54*** 3,50%** 3,56%** 3,87*** 4,14%** 4,05%** 4,50* 4,44 4,21
Mean Males (n=15) 4,79* 4,51** 4,56%** 4 AT7*** 4,59%** 4,74%** 4,90%** 5,09%** 4,94%*>* 5,07* 4,73 4,73
Urea (mg/dL)
Média Fémeas (n=14) 15,21 21,27 17,19 15,564**  1921+*** 15 04*** 17,48*** 22,93* 21,51 21,63 23,93 28,80**
Média Machos (n=15) 17,07 24,34 22,48 24,19**  37,33+*** 39 H55*** 37,18*** 31,35* 29,64 31,09 25,54 19,79**
Uric acid (mg/dL)
Mean Females (n=14) 0,86 0,76 0,68 0,66** 0,71 0,72 4,19%** 2,06* 2,11 2,11 3,26*** 3,19**
Mean Males (n=15) 0,83 0,91 0,92 0,95** 0,88 0,85 1,02%** 2,37* 2,05 2,03 2,79%** 2,89**
ALT (UI/L)
Mean Females (n=14) 8,21 6,50 7,29 571 8,43+ 4,00+ 12,21 8,86** 11,00%** 17,69 16,57 11,64
Mean Males (n=15) 14,21 8,64 14,71 13,60 7,93+ 4,33+ 15,40 13,20** 18,07*** 28,13 25,60 15,64
AST (UI/L)
Mean Females (n=14) 178,07 182,93 168,71* 157,57** 161,71* 160,93* 164,21* 156,93* 168,43 188,23 184,29 158,14
Mean Males (n=15) 243,07 254,36 297,00* 336,40** 262,60* 243,80* 242,20* 238,13* 230,47 235,40 209,27 181,07
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Table 7 (continued)

January February March April May June July August September  October November December
Glucose (mg/dL)
Mean Females (n=14) 66,79*** 70,15 71,83 69,77 72,21 60,79 73,05 74,87 59,52 56,45*** 51,81*** 51,15%**
Mean Males (n=15) 102,67*** 85,51 75,41 67,48 65,08 65,40 74,87 79,24 76,65 91,56***  80,73*** 86,01***
Cholesterol (mg/dL)
Mean Females (n=14) 202,36*** 201,21*** 269,07***  290,57** 282,79* 295,50* 303,07** 307,43**  310,86***  327,77***  313,64*** 275,43***
Mean Males (n=15) 109,14*** 115,57*** 144,07***  190,53** 204,40* 209,47* 198,00** 200,87**  188,73***  156,67***  131,27*** 112,86***
Triglycerides (mg/dL)
Mean Females (n=14) 615,93*** 566,43*** 572,43%** 525,79* 436,86* 415,36 455,36***  433,79**  588,79***  730,77***  780,00***  827,00+***
Mean Males (n=15) 59,21*** 78,64*** 119,14*** 288,93* 246,53* 278,80 187,80***  233,73**  175,33***  152,20***  08,27*** 76,43+***
CK (UI/L)
Mean Females (n=14) 722,66 679,54 899,99* 820,50 910,50 934,86 1213,07 1153,07 863,50 573,08 463,00 629,93
Mean Males (n=15) 962,71 957,31 1593,42* 1048,47 1301,60 948,87 1250,53 816,93 989,29 751,07 641,13 515,21
ALP(UI/L)
Mean Females (n=14) 78,79* 83,00** 79,57** 80,79 48,50* 46,79 46,43 48,93 47,36 54,38 55,36* 55,50*
Mean Males (n=15) 62,07* 59,86** 55,64** 63,40 37,47 36,93 40,53 39,60 39,87 48,07 41,47* 41,14*
Calcium (mg/dL)
Mean Females (n=14) 18,41 11,65 11,74 13,76 12,71 11,85 14,34* 12,51 13,83* 15,31* 19,74* 16,62*
Mean Males (n=15) 12,74 12,12 12,14 12,07 12,67 12,58 12,56* 11,37 11,11* 11,21* 11,99* 11,45*
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Table 7 (continued)

January February March April May June July August September  October November December
Phosphorus (mg/dL)
Mean Females (n=14) 8,11 5,29%** 7,21 +%** X 6,35*** 6,23*** 7,97%** 6,68*** 7,26%** 7,04%** 6,13*** 5,62***
Mean Males (n=15) 3,91 3,36%** 3,14+%** X 2,93%** 2,57%** 2,91%** 2,82%** 2,89%** 3,23*** 2,91%** 2,88***

*P<0,05 when compared with the other sex

**P< 0,01 when compared with the other sex

***P< 0,001 when compared with the other sex

+Analyte with nonparametric distribution on that moment, compared by the Mann-Whitney method

X Nonstandard results excluded from the overall analysis.
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Figure 1: Eritrogram variation of the C. catbonaria during the analysis period with sex
discrimination. A: RBC variation; B: HBG variation; C: HCT variation
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Figure 2: Glucose (A) and Triglyceride (B) variation of the C. carbonaria, during the analysis

period, with sex discrimination
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Figure 3: Peripheral blood smear of C. carbonaria, stained with Rapid Stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin). Most of the cells are mature erythrocytes with central round
nucleus and homogenous cytoplasm, there are few leucocytes. H indicates a heterophil with a

dense nucleus and granulated cytoplasm. E indicates a eosinophil with a dense nucleos, and a

cytoplasm with darker and rounder granules.

Figure 4: Peripheral blood smear of C. carbonaria, stained with Rapid Stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin). Most of the cells are mature erythrocytes with central round

nucleus and homogenous cytoplasm, there are few leucocytes . B indicates a Basophil with a

large and thin nucleus, and small rounded granules in the cytoplasm.

Figure 5: Peripheral blood smear of C. carbonaria, stained with Rapid Stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin). Most of the cells are mature erythrocytes with central round
nucleus and homogenous cytoplasm, there are few leucocytes and thrombocytes. L indicates a
Lymphocyte with a large nucleus and pale cytoplasm. T indicates three thrombocytes grouped

together with dense nucleus and homogenous cytoplasm

Figure 6: Peripheral blood smear of C. carbonaria, stained with Rapid Stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin). Most of the cells are mature erythrocytes with central round

nucleus and homogenous cytoplasm, there are few leucocytes. M indicates a monocyte with an

oval nucleos and a basophilic cytoplasm.

Figure 7: Peripheral blood smear of C. carbonaria, stained with Rapid Stain (Quick
Panoptic® IB: Laborclin). Most of the cells are mature erythrocytes with central round

nucleus and homogenous cytoplasm, there are few leucocytes. A indicates a Azurophil with a

large pleomorphic nucleus and cytoplasm with azurophilic granules
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APENDICE
TABELA 10: Comparacédo dos resultados Eritrocitarios do Jabuti Piranga (C.

carbonaria), com os resultados publicados em artigos por autores que

abordaram outra espécie de queldnio.

Autores Médias (intervalo)
Espécie Eritrécitos Hb VG VCM (fL) CHCM(g/dL)
(x10° celiuL) (g/idl) (%)
BERGAMINI et. al. 0,522 6,13 25,36 488,86 24,19
2016 (0,242- (2,52- (13- (339,46- (17,16-
C. carbonaria 0,793) 8,90) 35) 660,92) 29,47)
CHRISTOPHER et 0,611 6,53 24,35 396,75 27

al 1999 (Mediana)
Gopherus agassizii

ZAIAS et al 2006 0,675 - 33,5 - -
Geochelone radiata

CHAFFIN et al 2008 - - 23,2 - -
Macrochelys
temminckii

CABRERA et al 2011 0,44 7,0 20,3 502,7 341
Chelonoidis
denticulata

KELLER et al 2012 - - 26,31 - -
Emys marmorata

ANDREANI et al - 8,8 23 - -
2014
Testudo hermanni

BIELLI et al 2015 0,8 6,8 24 310 32,5
(Mediana)

Testudo Hermanni
boettgeri

KELLY et al 2015 - - 31 - -
(Mediana)
Caretta caretta
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TABELA 11: Comparacédo dos resultados Leucocitarios do Jabuti Piranga (C.
carbonaria), com os resultados publicados em artigos por autores que
abordaram outra espécie de queldnio.

Autores/Espécie Médias Medias (intervalos) Diferencial de Leucdcitos
(Intervalo)
(cel/uL)
Leuco. Hete. Eosino. Baso. Linfo. Mono. Azuro.
Totais
Relativos (%)
BERGAMINI et. al. 8697,67 41,32 8,96 10,01 34,39 2,66 2,66
2016 (4800- (12-85)  (0-59) (0-34) (1-69) (0-33) (0-12)
C. carbonaria 19700)
CABRERA et al 7820 55,6 15,8 1,5 25,5 0,4 1,2
2011
Chelonoidis
denticulata

Absolutos (cel/pL)
BERGAMINI et. al. 8697,67 3595,13 798,85 853,16 2997,32 229,73 223,48

2016 (4800- (928-  (0-8201) (0-3580) (63-8385) (0-2639) (0-1379)
C. carbonaria 19700) 10835)
CHRISTOPHER et  4683,75 2637 49,25 872,5 516,75 11,5 37,25

al 1999(Mediana)
Gopherus agassizii

ZAIAS et al 2006 8325 3975 135 1000 2975 225 -
Geochelone radiata

CHAFFIN et al 12300 4716 2556 1273 3101 - 660
2008
Macrochelys
temminckii
KELLER et al 2012 14665 5070 3405 1950 3225 815 290
Emys marmorata
BIELLI et al 2015 9400 2310 970 85 4440 480 -
(Mediana)
Testudo Hermanni
boettgeri
KELLY et al 2015 9000 4700 300 0 3400 140 0
(Valor
estimado/Mediana)
Caretta caretta
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%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA oo™ fmvz - unesp
u nes “J0LIO DE MESQUITA FILHO” =
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa “Variagao
semestral dos par@metros hematolégicos e bioquimicos de
Jabuti Piranga (Chelonoidis carbonaria)” Protocolo n® 100/2015
- CzZUA, d0 Professor Raimundo Souza Lopes, a ser conduzido por
Brurc Carvalho da Silva Bergamini, desta Faculdade, foi aprovado
pea Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 07 de agosto de

-. \7;‘//‘ O
\)\J A
Profé.Ass.Dra. Maria L cia Gomes Lourengo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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