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RESUMO

A espécie Chelonoidis carbonarius, popularmente chamada de jabuti-piranga, € uma das
espécies pertencentes a fauna brasileira utilizada como pet ndo convencional, sendo
cada vez mais comum o atendimento desta espécie na rotina veterinaria, que inclui
também a realizacdo de exames laboratoriais de triagem, como hemograma. Apesar
disso, poucos séo os estudos relacionados a hematologia destes animais, bem como aos
métodos de acondicionamento de sangue total. O presente projeto visa avaliar qual
anticoagulantemelhor preserva os eritrocitos dos jabutis-piranga, por meio do teste de
fragilidade osmotica eritrocitaria. Foram coletadas amostras de sangue total de 10
espécimesde Chelonoidis carbonarius, acondicionadas em 6 diferentes anticoagulantes
e concentracOes, sendo eles: &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 3%; EDTA a
5%; EDTA dipotéssico (K2); heparina sodica na concentracdo de 100Ul; heparina
sodica na concentracdo de 200 Ul; e citrato de sodio a 3,2%. As amostras foram entéo
processadas para a realizacdo do teste de fragilidade osmdtica eritrocitéria utilizando-se
7 concentracdes de solucdo estoque de NaCl-POs a 10,5%: 0,65%, 0,55%, 0,45%,
0,35%, 0,25%, 0,15% e 0,05%. Os resultados indicaram que apesar de nao haver
diferencas estatisticas entre os anticoagulantes testados, ha tendéncia a menor hemolise
com o uso de heparina sodica na concentracdo de 100 Ul em comparacdo aos demais
analisados. Existe uma grande dificuldade de estabelecer o melhor anticoagulante em
espécies exoticas e poucas informacgdes na literatura, sendo importante a realizacdo de
mais estudos relacionados a hematologia dessas espécies, inclusive dos jabutis-piranga.

Palavras chave: Hematologia; Jabuti; Hemolise; Armazenamento.
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ABSTRACT

The species Chelonoidis carbonarius, popularly called jabuti-piranga, is one of the
species of brazilian fauna used as a non-conventional pet, therefore it is increasingly
common the presence of this species in the veterinary hospital care, which also includes
performing laboratory screening tests, such as hematologic evaluation. However, there
are few studies related to the hematology of these animals, as well as the storage
methods recommended. This project aims to evaluate which anticoagulant best
preserves the erythrocytes of jabutis-piranga, using the erythrocyte osmotic fragility test.
Whole blood was collected from 10 specimens of Chelonoidis carbonarius, which was
then storage in 6 different solutions: 3% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA); 5%
EDTA,; dipotassium (K2) EDTA; sodium heparin at concentration of 100 IU; sodium
heparin at concentration of 200 IU; and 3,2% sodium citrate. The samples were then
processed to perform the erythrocyte osmotic fragility test using 7 concentrations of
10,5% NaCl-POs stock solution: 0,65%, 0,55%, 0,45%, 0,35%, 0,25%, 0,15% e
0,05%. The results indicated that although there were no statistical differences between
the anticoagulants tested, there is a tendency to less hemolysis with the use of sodium
heparinat concentration of 100 IU in comparision with the others analyzed. There is a
great difficulty in establishing the best anticoagulant in exotic species and little
information in the literature, making it important to carry out more studies related to
hematology of these species, including jabutis-piranga.

Key words: Hematology; Jabuti; Hemolysis; Storage.
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1 INTRODUCAO

Segundo Costa & Bérnils (2018), das 795 espécies de répteis presentes no Brasil,
sem considerar as subespécies, 36 sdo pertencentes a ordem Testudines (Batsch, 1788),
também chamados de quel6nios. A familia Testudinidae é composta por quelénios terrestres,
sendo subdividida em géneros. No Brasil, seus principais representantes sdo 0s animais
pertencentes ao género Chelonoidis, anteriormente subgénero de Geochelone (LE et al.,
2006), popularmente chamados de jabutis, havendo duas espécies de importancia:
Chelonoidis carbonarius (Spix, 1824) ou jabuti-piranga, e Chelonoidis denticulatus
(Linnaeus, 1766) ou jabuti-tinga.

Apesar de ndo constarem na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna
Ameacadas de Extingdo” (BRASIL, 2014), essas espécies sofrem com intensa pressao
humana, sendo comercializadas ilegalmente para diversos fins, incluindo uso como animal
pet ndo convencional (LACAVA & BALESTRA, 2019; SILVA et al., 2015), o que justifica a
importancia do entendimento da fisiologia geral destes animais dentro da Medicina
Veterinaria de Animais Silvestres.

Os répteis possuem hemécias nucleadas de formato eliptico ecom nucleo central
sustentado por filamentos do citoesqueleto, que promovem maior suporte a membrana
plasmatica (MARTINS et al., 2016; ALDRICH et al., 2006). Supde- se que a menor demanda
por oxigénio e 0 metabolismo mais lento dessas espécies pode explicar a meia vida mais
longa dos eritrécitos, chegando aproximadamente aos 600 dias (ATLAND & BRACE, 1962;
HAWKEY et al., 1991).

A osmolaridade da célula e composicdo de membrana, bem como suas
propriedades biomecanicas de extensibilidade frente a um estresse osmatico, apesar de bastante
estudadas em mamiferos, sdo pouco descritas em répteis (TROIANO et al., 2000; STUART
et al., 2024).

Uma das formas de determinar possiveis alteracGes eritrocitarias em humanos,
hereditarias ou adquiridas, é por meio do teste de fragilidade osmotica, que se pauta na
incubacdo das hemécias de um animal em meios progressivamente mais hipotonicos,
desencadeando um estresse osmotico, com consequente aumento do volume celular e
hemolise. A hemoglobina liberada por estas células é medida por espectrofotometria, a partir
da qual € possivel fazer a curva de fragilidade osmoética (TRITSCHLER et al., 2016;

ISHIKAWA et al., 2010), sendo uma ferramenta interessante a ser usada na hematologia de



animais silvestres.

Segundo Aldrich et al. (2006), que comparou os achados de fragilidade osmoética
eritrocitaria entre mamiferos, répteis e anfibios, as caracteristicas fisiologicas e composi¢édo
das hemaécias interferem de forma significativa na fragilidade osmotica das diferentes classes
animais. Hemacias nucleadas e de tamanho maior também se mostraram mais resistentes por
este teste, corroborando com outros estudos (RADISIC et al., 2020).

O tipo de anticoagulante utilizado para manter a viabilidade celular para analise
hematoldgica é sabidamente um fator que pode interferir na morfologia das células e, portanto,
nos resultados laboratoriais obtidos, visto que os anticoagulantes diferem entre si na forma de
acao para impedir a coagulagdo (HARR et al., 2005).

Genericamente é preconizado o uso de heparina em répteis, que inclusive é o
anticoagulante utilizado para determinacéo das referéncias hematologicas existentes na maior
parte das espécies desta Classe, devido a crenga que 0 uso de outros anticoagulantes, como o
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), pode causar hemdlise, em particular em quel6nios
(MURO et al., 1998). Apesar de varios estudos apontarem que o uso de EDTA de fato ndo é
recomendado em queldnios (PERPINAN et al., 2010; KLEIN et al., 2021), segundo Davidson
et al. (2024) este anticoagulante pode ser utilizado em determinadas espécies sem grandes
alteragBes quando comparada a heparina sédica, assim como observado em Podocnemis
unfilis (FURTADO et al., 2022).

Reitera-se, portanto a necessidade de estudos espécie-especificos, visto que 0 uso
de outros anticoagulantes é pouco explorado em quelénios e ndo ha estudos suficientes que
comprovem associacdo taxonémica a ocorréncia de hemdlise pelo uso de EDTA
(MARTINEZ-JIMENEZ et al., 2007; DAVIDSON et al., 2024).

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Determinar qual o anticoagulante que melhor mantém a viabilidade

eritrocitaria na espécie Chelonoidis carbonarius, popularmente chamada de jabuti- piranga.

2.2 Objetivos especificos

Identificar o grau de hemolise nos diferentes anticoagulantes testados, sendo eles a

heparina sodica na concentracdo de 100 Ul; heparina sodica na concentracdo de 200 Ul;
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EDTA dipotéssico (K2); EDTA dissddico a 3%; EDTA dissddico a 5%; e citrato de sédio a
3,2%.

3 MATERIAIS E METODOS

A selecdo dos jabutis foi pautada no pesovivo dos animais, escolhendo-se 10
individuos com peso entre 3,0 a 5,0 kg, ndo havendo distin¢do de sexo e idade, sendo todos
adultos. Os animais sdo alocados no mesmo recinto e alimentados com a mesma dieta,
composta por 60% deverduras, 20% de legumes, 10% de proteinas e 10% de frutas.

A coleta das amostras foi realizada no més de novembro de 2024. Os animais
foram submetidos a sedac¢do com propofol genérico (10 mg/mL) em forma de bolus intravenoso
na dose de 3 a 5 mg/kg (FLEMING, 2008), por meio de acesso no seio sub-carapacial com
cateter intravenoso 22G (0,90x25 mm) SAFELET NIPRO®, de forma a facilitar a coleta de
amostras sangue total pela veia jugular. As coletas foram realizadas a partir do uso de seringas
de 3,0 mL da marca Descarpack® e agulhas hipodérmicas 20 x 0,55 mm (24G) da marca
Solidor®, respeitando-se a volemia dos animais de acordo com o peso (coleta de 0,5 a 0,8%
do peso vivo).

No total, foram obtidos 2,0 mL de sangue total de cada animal, cujas aliquotas
foram acondicionadas em seis diferentes anticoagulantes, resultando no acondicionamento de
0,5 mL em microtubo comercial de EDTA dipotassico (K2) da marca Vacuplast®; 0,3 mL
em eppendorf® contendo 9uL de EDTA dissédico (marca Dindmica®) a 3%; 0,3 mL em
eppendorf® contendo 9uL de EDTA dissédico (marca Dindmica®) a 5%; 0,3 mL em
eppendorf® contendo 30 pL de citrato de sodio a 3,2%, obtido de tubo comercial da marca
Vacuplast® (proporcédo de 1:9); 0,3 mL em eppendorf® contendo 9uL de 100 Ul de heparina
sOdica obtida da marca Hepamax-S® (diluicdo da heparina 5.000 Ul na proporcéo de 1:50
em &gua destilada); e 0,3 mL em eppendorf® contendo 9uL de 200 Ul de heparina sodica
obtida da marca Hepamax-S® (diluigcdo de heparina 5.000 Ul na propor¢édo de 1:25 em &gua
destilada). Com excecao do tubo de EDTA K2, todos os anticoagulantes foram preparados de
forma manual, respeitando-se a propor¢do de anticoagulante e sangue total de cada
concentracéo de anticoagulante utilizada (ISHIKAWA et al., 2010).

As amostras de cada animal foram enviadas para o Laboratorio Clinico
Veterinario, localizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da Unesp,
Campus de Botucatu, para a realizacdo do teste de fragilidade osmotica eritrocitaria, de

acordo com o descrito por Parpart et al. (1947), utilizando-se o método modificado para
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peixes de Ishikawa et al. (2010). Dessa forma foi usada uma solugéo estoque de NaCl-POsa
10,5% de pH 7,4, conforme medido em pHmetro AK103 da marca AKSO®, e a partir dela
foram realizadas diluicGes em série em agua destilada da solucdo estoque em diferentes
concentragdes, sendo utilizadas nesse estudo as concentragdes 0,65%, 0,55%, 0,45%, 0,35%,
0,25%, 0,15% e 0,05%, chamadas de soluc6es de uso de NaCl-POa.

Foram entdo realizadas diluices nas diferentes concentragdes descritas
anteriormente, respeitando a proporc¢édo de 1:100 de sangue total, sendo utilizado para tal 5 pL
de sangue de cada anticoagulante. Apos dilui¢do, foram realizadas trés homogeneizagdes de
cada solucdo obtida com intervalo de 10 minutos, sendo submetidas a centrifugacdo na
centrifuga soroldgica ALB 32/15CS Inbras® na rotacdo de 1.265 rpm (314g) por 5 minutos.

Apos centrifugacdo, foi feita a diluicdo de cada amostra em solucdo comercial de
Drabkin da marca Dindmica® na proporcdo de 1:50 de sobrenadante de cada solugédo de uso,
para determinacéo, a partir do o uso do aparelho bioquimico semiautomatico BIO PLUS®
2000/200, da absorbéancia da solu¢cdo no comprimento de onda de 546 nm. O aparelho foi
calibrado previamente com padrdo de hemoglobina da marca Labtest®, e antes da
determinacdo da absorbancia das amostras foi passada agua destilada como solucdo em
branco. As amostras permaneceram acondicionadas em temperatura ambiente (20 a 25°C)
durante todo o processamento, que foi realizado em até 3 horas apds a coleta.

A leitura em absorbancia na concentracao de 0,05% da solucdo de uso representa
100% de hemdlise da amostra, e a porcentagem de hemdlise em outras concentracdes é
obtida a partir da comparacdo com a leitura na concentracdo de 0,05% da solucdo de uso.
Apbs obtencdo dos resultados foi possivel detectar entdo o grau de hemolise da amostra,
demostrado por meio da curva de fragilidade osmotica, que considera as concentragdes das
solugdes de uso de NaCl-POq utilizadas (eixo x) e a porcentagem de hemélise (eixo y).

Foi realizada curva de fragilidade osmotica baseada na média entre os 10
animais, comparando, em um unico gréafico, os diferentes resultados obtidos a partir do uso de
diferentes anticoagulantes. Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise
descritiva, e em seguida as variaveis foram avaliadas quanto a normalidade (Shapiro-Wilk)
utilizando o software SAS on domain. As médias das absorbancias de cada anticoagulante nas
diferentes concentracdes da solucdo de uso de NaCl-POs foram submetidas a analises
estatisticas, adotando o nivel 5% de significancia, e a comparacéo entre elas foi realizada por

meio dos testes ANOVA e t para variaveis paramétricas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve no presente estudo, diferencas estatisticas entre os anticoagulantes

utilizados (p > 0,05), como demostrado na figura 1.

Figura 1 - Distribuicdo das médias e desvio-padrdo de amostras acondicionadas em

diferentes anticoagulantes nas concentragdes da solucao de uso de NaCl-PO4.
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O teste de fragilidade osmoética se pauta na capacidade dos eritrocitos de
aumentarem de volume em meios gradativamente mais hipotdnicos até que ocorra lise das
hemaécias, sendo considerado o volume hemolitico critico o volume maximo que a célula atinge
antes da lise. Esta capacidade pode variar de acordo com a idade e formato dos eritrocitos e
com a composi¢cdo da membrana celular, que também pode se alterar devido a fatores
extrinsecos (WALSKI et al., 2014). De acordo com Troiano et al. (2000), a extensibilidade de
membrana é um fator que afeta bastante a fragilidade osmatica eritrocitaria em répteis, ainda
mais que o tamanho celular e a presenca de nucleo nestas células.

Ainda assim, diversos estudos em diferentes especies animais evidenciam que nao
ha apenas um agente envolvido no comportamento das células frente a um estresse osmotico,
sendo um conjunto de fatores, desde mecanismos de transporte ativo de moléculas a
distribuicdo de agua nas células, que também se altera de acordo com o volume
osmoticamente inativo dos eritrocitos (ALONI et al., 1977; DENYSOVA & NITSCHE,
2022). Dessa forma, € importante ndo sé conhecer a estrutura celular, mas também sua

dindmica dentro do organismo do animal, que épouco estudada em répteis.
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Apesar disso, ha uma tendéncia de menor hemolise com o uso de heparina sddica
100 Ul em relacdo aos outros anticoagulantes testados, seguido pelo citrato de sédio a 3,2%,
como demonstrado na figura 2, que evidencia as curvas de fragilidade osmotica obtidas a

partir das médias entre os 10 animais utilizados.

Figura 2 - Curvas de fragilidade osmdtica dos eritrocitos de jabuti-piranga (Chelonoidis
carbonarius) em diferentes anticoagulantes.
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O presente projeto é um estudo piloto de fragilidade eritrocitaria em jabutis-
piranga. Portanto, algumas consideragdes devem ser feitas em relagdo aos métodos utilizados,
visto que foram adaptados de um modelo experimental para peixes (ISHIKAWA et al.,
2010), que pode ter contribuido para auséncia de diferencas estatisticamente significativas
entre os anticoagulantes testados.

Deve-se considerar primeiramente que apesar de estudos anteriores reiterarem a
tendéncia dos répteis a maior resisténcia eritrocitaria devido as suas caracteristicas
fisiologicas (ALDRICH et al., 2006), as osmolaridades das soluges de uso de NaCl-POq
utilizadas ainda podem ter sido baixas para os eritrocitos de Chelonoidis carbonarius, que
possivelmente sdo resistentes em meios com maior osmolaridade ou apresentam um
mecanismo diferente de osmoregulagdo, levando a lise eritrocitaria independente do
anticoagulante, fato que pode explicar a auséncia de diferenca estatistica entre os resultados de
absorbancia obtidos nas diferentes concentracdes das solugGes de uso de NaCl-PO4em cada
anticoagulante (p > 0,05). Dessa forma, o ideal seria ampliar a gama de concentracdes das
solucBes de uso utlizadas, até que houvesse pelo menos , menos que 50% de hemolise, o que

nao ocorreu.
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Ainda assim, os resultados obtidos vdo contra o esperado de acordo com o
observado em outros estudos em répteis (RADISIC et al., 2020; TROIANO et al., 2000),
visto que independentemente do anticoagulante e da concentracdo das solucBes de uso, a
hemolise ocorreu em mais de 50% das hemacias. Isto pode ser decorrente tanto de
caracteristicas especificas dos eritrocitos de Chelonoidis carbonarius, que além de
apresentarem diferentes mecanismos de osmoregulacdo como comentado anteriormente,
podem ser menos flexiveis comparado a outras espécies estudadas, quanto do teste em si,
dado que € uma técnica laboriosa e técnico-dependente, sendo assim mais sujeito a erros. A
variacdo da forma de realizacdo do teste de fragilidade osmotica em diferentes estudos
também pode explicar as diferencas dos resultados obtidos em cada um deles
(MAFUVADZE & ERLWANGE, 2007; SARKAR et al., 1999, TROIANO et al., 2000).

Outra questdo a ser levada em consideracdo € que foi utilizado como referéncia
de hemolise apenas os valores obtidos a concentragdo de 0,05% da solugdo de uso NaCl-POy,
ndo sendo realizados esfregagos sanguineos, nem determinado o hematdcrito dos sangues
armazenados nos diferentes anticoagulantes por meio da técnica de microhematdcrito.

Além disso, ndo foi realizado o teste de fragilidade osmética dos eritrocitos
apartir do sangue total sem anticoagulante como controle, o que auxiliaria na interpretagéo
dos resultados, visto que seria possivel avaliar a real dindmica eritrocitaria da espécie
estudada sem interferéncia dos anticoagulantes.

Mesmo com as limitacbes do presente estudo, € possivel afirmar que os
resultados obtidos corroboram com estudos prévios em queldnios (PERPINAN et al., 2010;
KLEIN et al., 2021), visto que mesmo em concentracdes maiores da solugao de NaCl-PO4
tanto o EDTA dipotassico quanto o dissodico, nas duas concentracdes testadas, causaram
marcada hemdlise. O mecanismo exato de hemolise causada pelo uso de EDTA como
anticoagulante ainda é desconhecido, apesar de ja terem sido levantadas hipéteses sobre a
interferéncia deste anticoagulante na regulagdo da permeabilidade da membrana
plasmatica dos eritrocitos de queldnios, visto que a quelacdo do célcio pode aumentar a
permeabilidade de membrana a outros cations, alterando o gradiente osmético da célula
(LYMAN, 1945).

Apesar de ndo haver diferencas estatisticas entre os resultados, de acordo com a
curva de fragilidade osmotica obtida o citrato de sodio a 3,2% foi 0 segundo anticoagulante
com maior tendéncia a manter a viabilidade eritrocitaria de acordo com o teste de fragilidade
osmotica, o que corroboraria com os achados de Garcia et al. (2021), que evidenciaram

minima hemolise com uso de citrato de sddio em espécimes de Podocnemis expansa, nao
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havendo grandes alteracGes morfoldgicas em relacéo a heparina sodica.

A heparina sodica na concentracdo de 100 Ul mostrou ser, pela curva osmética
obtida, a com menor tendéncia a hemolise em concentracdes de solucdo de uso maiores, indo
de encontro com outros estudos em queldnios (GARCIA et al., 2021; KLEIN et al., 2021;
DAVIDSON et al., 2024). Porém, o uso do mesmo anticoagulante a 200 Ul causou hemolise
significativa, semelhante a observada com EDTA, possivelmente porque a concentracdo
utilizada foi grande o suficiente para causar lise eritrocitaria independente da concentracdo da
solucéo de uso.

Por fim, os anticoagulantes foram escolhidos com base na aplicabilidade do seu
uso na rotina hospitalar do Hospital Veterinario da FMVZ — Unesp Botucatu, ndo excluindo
a possibilidade de eficacia no uso de outros anticoagulantes comercialmente disponiveis no

Brasil.

5 CONCLUSAO

O presente estudo evidencia que apesar de ndo haver diferencas estatisticas em
relacdo aos diferentes anticoagulantes nos resultados obtidos, a heparina sodica em
concentracdo de 100 Ul tende a ser mais eficaz visto que foi o anticoagulante que apresentou
menos hemolise (80%) na concentragdo de 0,65%. Portanto, o ideal é adaptar a técnica
utilizada para realizacdo do teste de fragilidade eritrocitaria em estudos futuros em

Chelonoidis carbonarius, de forma a obter resultados conclusivos.
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