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Resumo

O “jabuti-piranga” (Chelonoidis carbonarius) € um jabuti brasileiro, amplamente distribuido
entre os estados do Nordeste, ocorrendo em &reas de Cerrado e campo aberto, mas também
presente em recintos de zool6gicos e aquarios, distribuidos por todo o territorio nacional. Séo
animais ectotérmicos, cujo metabolismo e fisiologia sdo influenciados por condicGes
ambientais (como temperatura, umidade relativa da atmosfera e luminosidade) em magnitudes
superiores aos dos animais endotérmicos, como aves e mamiferos, por exemplo. O atual
trabalho tem por objetivo avaliar como esses fatores ambientais influenciam no perfil
hematologico e bioquimico de “jabuti-pirangas” em cativeiro durante o periodo de um ano. Foi
observado que machos e fémeas diferiram no perfil hematologico, em que 0s primeiros
apresentaram maiores valores para hematdcrito, hemoglobina e eritrdcito; enquanto que no
perfil bioquimico, machos obtiveram maiores valores para glicose e as fémeas para colesterol
e triglicérides. Entre os meses do ano, foi possivel observar menores valores para concentracao
de hemoglobina circulante e correspondentes indices hematimétricos nos meses de outubro e
dezembro; enquanto que a concentragdo de colesterol e triglicérides teve aumento significativo
em dezembro e junho, para machos e apenas em dezembro, para as fémeas. Foi possivel
concluir que: a variagdo sazonal dos fatores ambientais influencia diretamente nos parametros
hematoldgicos, reduzindo a concentracdo de hemoglobinas circulantes nos periodos de
temperatura menores que a média anual; também que os componentes metabdlicos bioquimicos
como a glicose, colesterol e triglicérides sdo mais requisitados no periodo da primavera do
hemisfério sul, quando se inicia 0 aumento da temperatura, umidade relativa da atmosfera e da
luminosidade; e por fim, que coletas mensais de amostra sanguineas de jabutis devem ser
evitadas, a fim de ndo sofrer interferéncias futura nas analises hematoldgicas e bioquimicas.

Palavras-chave: Jabuti. Hematologia. Fisiologia



Abstract

The “red-footed tortoise” (Chelonoidis carbonarius) is a Brazilian tortoise, widely distributed
among the states of the Northeast, occurring in areas of Cerrado and open fields, but also present
in enclosures of zoos and aquariums, distributed throughout the national territory. They are
ectotermal animals, whose metabolism and physiology are more influenced by environmental
conditions (such as temperature, relative humidity and luminosity) than they are in endothermic
animals, such as birds and mammals, for example. The aim of the current study is to evaluate
how these environmental factors influence the hematological and biochemical profile of “red-
footed tortoises” in captivity during the period of one year. It has been observed that males and
females differed in the hematological profile, in which the former had higher values for
hematocrit, hemoglobin and erythrocyte; whereas in the biochemical profile, males obtained
higher values for glucose and females for cholesterol and triglycerides. Between the months of
the year, it was possible to observe lower values for circulating hemoglobin concentration and
corresponding hematimetric indices in the months of October and December; while the
concentration of cholesterol and triglycerides increased significantly in December and June, in
males and only in December, in females. It was possible to conclude the following: the seasonal
variation of the environmental factors directly influences the hematological parameters,
reducing the concentration of circulating hemoglobins in periods of lower temperature than the
annual average; that biochemical metabolic components such as glucose, cholesterol and
triglycerides are most required in the spring period of the southern hemisphere, when the
temperature, relative humidity of the atmosphere and light increase; and monthly collections of
blood samples from turtles should be avoided, so that there will be no future interference in
hematological and biochemical analyzes.

Keywords: Tortoise. Hematology. Physiology



Lista de Figuras

Figura 1. Cladograma do stem-group Pantestudines junto as sinapomorfias de cada
FEPIESENTANTE. ... 15

Figura 2. Representacdo e nomenclatura dos escudos corneos da carapaca e do plastrdo de
0 [T 1] 1[0 3SR 16

Figura 3. Representante da espécie Chelonoidis carbonarius (A); Escudos cOrneos
avermelhados na regido cranial dos representantes de C. carbonarius (B); Fémea de C.
carbonarius (C); Macho de C. carbonarius (D). .......cccoveviiieiieie e 18

Figura 4. Esfregaco sanguineo de C. carbonarius, corado com Panotico® e observado ao
microscopio optico sob dleo de imersdo, em objetiva de 100x. A. Representacdo dos eritrocitos
maduros (Er) e dos eritrdcitos jovens, denominados policromatofilos (P). B. Representacdo dos
leucdcitos, como basofilo (B), azurdfilo (A), heterofilo (H) e eosinéfilo (E). C. Representacdo
do leucdcito, como o mondcito (M). D. Representacdo do leucécito, como o linfécito (L)....21

Figura 5. Média da variacdo climética e pluviométrica no Municipio de llha Solteira — SP
Aurante 0 aN0 dE 2019.......coiiiieiiee et re e 26

Figura 6. Recinto onde estdo alojados os “jabutis-piranga” no Zooldgico de Ilha Solteira — SP.

Figura 7. Graficos com dados de temperatura (A), umidade relativa (B) e luminosidade (C),
conferidos no Municipio de llha Solteira — SP, durante os periodos de coleta. ....................... 29

Figura 8. Coleta sanguinea por pung@o venosa da regido marginocostal em “jabuti-piranga”.

Figura 9. Gréficos dos valores médios de hematdcrito (A), hemoglobina (B) e contagem total
de eritracitos (C) entre machos e fémeas de jabuti-piranga, durante os meses de coleta......... 35

Figura 10. Gréaficos dos valores médios de glicose (A), colesterol (B) e triglicérides (C) entre
machos e fémeas de jabuti-piranga, durante 0s meses de COleta. ........cccccvvverivrieiivereeiesieine 37

Figura 11. Grafico do eritograma de “jabuti-piranga” (n=10) entre os meses de agosto/2018 a
dEZEMDIO/20L8. ... s 39

Figura 12. A. Grafico dos valores de hemoglobina de “jabuti-piranga”, onde a versus agosto
(p<0,001); b versus abril (p<0,001); c versus junho (p<0,001); d versus agosto (p<0,001); e
versus abril (p<0,001); f versus junho (p<0,001); g versus abril (p<0,05); h versus junho
(p<0,05) B. Grafico dos valores de VGM de “jabuti-piranga”, a versus agosto (p<0,001); b
versus fevereiro (p<0,05); ¢ versus abril (p<0,05); d versus agosto (p<0,05) C. Grafico dos
valores de CHGM de “jabuti-piranga”, onde a versus agosto (p<0,001); b versus dezembro
(p<0,05); c versus fevereiro (p<0,001); d versus abril (p<0,001); e versus junho (p<0,001). D.
Grafico dos valores de HGM de “jabuti-piranga”, onde a versus agosto (p<0,001); b versus
dezembro (p<0,05); ¢ versus fevereiro (p<0,001); d versus abril (p<0,001); e versus junho
(p<0,001); f versus agosto (p<0,001); g versus abril (p<0,05); h versus junho (p<0,05); i versus
Yo [ (oI (SRS O ) TR PRSPPI 40



Figura 13. Grafico representativos dos valores de hematdcrito para machos de “jabuti-piranga”,
em que a versus agosto (p<0,05); b versus abril (p<0,05); ¢ versus junho (p<0,05)............... 43

Figura 14. A. Grafico dos valores de glicose de “jabuti-piranga”, onde a versus outubro
(p<0,001); b versus junho (p<0,05). B. Grafico dos valores de colesterol de “jabuti-piranga”,
onde a versus dezembro (p<0,05); b versus dezembro (p<0,05). C. Gréfico dos valores de
triglicérides de “jabuti-piranga”, onde a versus dezembro (p<0,05).......ccccccevvvervirieieereenenn 47

Figura 15. A. Grafico dos valores de glicose para machos de “jabuti-piranga”, onde a versus
outubro (p<0,05); b versus outubro (p<0,001). B. Gréfico dos valores de colesterol para machos
de “jabuti-piranga”, onde a versus junho (p<0,05). C. Grafico dos valores de triglicérides para
machos de “jabuti-piranga”, onde @ versus junho (P<0,05). .......cccccoveriririinieiene e 49

Figura 16. A. Grafico dos valores de colesterol para fémeas de “jabuti-piranga”, onde a versus
outubro (p<0,05); b versus dezembro (p<0,001); c versus abril (p<0,05); d versus dezembro
(p<0,05); e versus dezembro (p<0,05). B. Gréfico dos valores de triglicérides para fémeas de
“jabuti-piranga”, onde a versus dezembro (P<0,05). ....c.ccveriiiiiereiisiseee e 49

Figura 17. Imagem da Camara de Neubauer, demonstrando pelo circulo as duas areas de
observacdo para contagem das células. A direita, uma imagem microscopica da area
quadriculada de Um dos CIFCUIDS. ........ccveiiiiiiice e 64

Figura 18. Imagem microscopica representando o interior da Camara de Neubauer, onde €
realizada a contagem das células. Os quadrantes representados pela letra L sdo utilizados para
contagem de leucdcitos, enquanto que os quadrantes com os circulos brancos sdo utilizados
para contagem A EFItIOCITOS. ... ...eiieieeeeieie et te st renreeneas 66

Figura 19. Calculo da linearidade dos resultados da analise de glicose, colesterol e triglicérides
SANGUINEAL ...ttt sttt etk e st b e b et e st et e s e e st e bt ek e e es e eb e s b e e ereebe st eneebeebe e eneerenens 68

Figura 20. Principio ativo da Glicose Liquiform (Ref.: 133) para analise de glicose no plasma
T L0 V1] 1T J SRS STRT 69

Figura 21. Principio ativo da Colesterol Liquiform (Ref.: 76) para analise de colesterol no
PlASMA SANGUINEO. ...ttt ettt st s et st e e e besbe e eneene e 69

Figura 22. Principio ativo da Triglicérides Liquiform (Ref.: 87) para analise de triglicérides no
PlASMA SANQUINEO. .....uviitieiie ettt ettt e st e et eeae e sbeesteeseesbeesbeeneesbeesreennesreenteas 70



Lista de Tabelas

Tabela 1. Média e desvio padrdo da massa corporea, medida de comprimento curvilineo da
carapaca e medida de comprimento da largura da carapaca de machos e fémeas de C.
carbonarius do Zool6gico de 1lha Solteira — SP. ... oo 28

Tabela 2. Dados do perfil hematoldgico em fémeas ¢ machos de “jabuti-piranga”, durante os
meses de coleta, expressos em média £ desvio PAAr80. .......ccoceovrereiirerereiesesee e 35

Tabela 3. Dados do perfil bioquimico entre fémeas e machos de “jabuti-piranga”, durante os
meses de coleta, expressos em média £ desvio Padrao. .......cccccvevevieieeiesieese e 36

Tabela 4. Dados do hemograma de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses de agosto/2018 a
dezembro/2018, expressos em média £ desvio PAdrd0...........coovverrireiereiene e 38

Tabela 5. Dados do perfil hematologico de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses de
agosto/2018 até junho/2019, expressos em média = desvio padrao. .........cccceevveerveeieveerieennnn, 41

Tabela 6. Dados do perfil bioquimico metabdlico de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses
de agosto/2018 até junho/2019, expressos em media + desvio padrao. .......ccccceevvevervsvernnne 44

Tabela 7. Dados do perfil hematologico de machos de “jabuti-piranga” (n = 5) entre os meses
de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio padrao. .........ccceevevvevveireennnnn, 45

Tabela 8. Dados do perfil hematologico de fémeas de “jabuti-piranga” (n = 5) entre os meses
de agosto/2018 até junho/2019, expressos em meédia + desvio padrao. .......cccccevvvevervrernnnne. 46

Tabela 9. Dados do perfil bioquimico metabolico para machos de “jabuti-piranga” (n=5) entre
0s meses de agosto/2018 a junho/2019, expressos em média + desvio padrao...........cc.cee..... 48

Tabela 10. Dados do perfil bioquimico metabdlico para fémeas de “jabuti-piranga” (n = 5)
entre 0os meses de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio padréo. ........... 48



1.

5.

Sumario

INEFOTUGAD ...ttt enea 14
1.1. Origem e Evolugdo dos QUEIBNIOS..........cceiiiieiiieieiesc s 14
1.2.  Morfologia Externa dos QUEIONIOS.........cccueueiieiieieiie e 16
1.3, Chelonoidis CarbDONAriUS.........ccoiiiiiie e 17
1.4, HEMATOIOGIA. ... .ceieiieiiiiii et 19

1.4.1. Hematologia em QUEIBNIOS .......ccceciueiieiiiieiiece et 19

1.4.2. Bioquimica Metabdlica em QUEIBNIOS ...........ccouriririiriiiiiire e 22
TN [0S 1] o= LAV T T Lo SRS 23

(@] 0] =2 ()01 25
2.1, ODJELIVOS GRIAIS. ... ecuviiiiiitisiieieeiiee ettt bbbt e bbb 25
2.2, ODjJetivos ESPECITICOS .....coueiiiiiiiieisie et 25

1V 1=] oo (o] (oo - PSPPSR 26
3.1. Localizagdo e desCriGao dO FECINTO .........ceiieiieieieie e 26
3.2, CaracterizaGao amOSTral ..o 27

3.2.1.  SeleCA0 A0S ESPECIMES......ceciieieiiieitecie st ste e ste et ste e sre e sre e 27

3.2.2.  Periodo de Coleta........ccceiieiieiiieiiiece et 28
3.3.  Coleta da AmOStra SANQUINEA .......cceiveiirierieiiiesereese e 29

3.3.1.  Analise HEMAOIOGICA..........coveiiiiee et 31

3.3.1.1.  HematOCrito (HE) ..ot 31

3.3.1.2. Concentragdo de Hemoglobina (HDB).......ccocooiiiiiniiiiiie s 31

3.3.1.3. Contagem Total de Células Vermelhas (RBC)..........ccccccevvieiiiiieiiieincnnenn, 31

3.3.1.4. Contagem Total de Células Brancas (WBC)........ccccceoerevreiniinciennenienn 32

3.3.1.5. Contagem Diferencial de LeUCOCITOS..........ccevvrerieiriieiiire e 32

3.3.1.6.  Volume Globular Médio (VGM) .......ccooiiiiiiiicc e 33

3.3.1.7.  Concentragdo de Hemoglobina Globular Média (CHGM).............c....... 33

3.3.1.8. Hemoglobina Globular Média (HGM) .........cccociiiiiiiiiie s 33

3.3.2.  ANAlise BIOQUIMICA ......cccviiiiiiice e 33
3.4, ANALISE ESTAtISTICA ... ccveieeieiie et 34

RESUITAAOS € DISCUSSAD ....ecuveevieiieieeiiesieesie et e sie e e ste et esseesreesaeeseesteestesneesaaeaesseesseeneens 35
4.1. Comparacdo do perfil hematoldgico entre machos e fémeas...........cccceecvvveenenn. 35
4.2.  Comparacdo do perfil bioquimico entre machos e fémeas ...........ccccocevivernnene. 36
4.3.  Avaliagéo do perfil hematologico para machos e fémeas, entre os meses de
(010 ] (=] - LTSRS 38
4.4. Comparacao do perfil bioquimico metabolico para machos e fémeas, entre os
MESES 0B COIBTA ...t et sttt be e sne e 44

(0] [0] 113 o PSRRI 53



RETEIENCIAS ...ttt bbb bbbt bt et e b et bbb b b e 54
ANEXO A — Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA — IBILCE/UNESP) ................ 62

ANEXO B - HEMOQIAIMA .....eiiiiiiiiiiiie ettt sttt ee bbb esb e naeesnbeeaneas 63
ANEXO C — Bioquimica MetabOliCa ...........ccceoieiiiie et 68



14

1. Introducéo

1.1.  Origem e Evolucao dos Queldnios

Os tetrdpodes amniotas sdo animais caracterizados por serem adaptados ao ambiente
terrestre, além de apresentarem estruturas membranosas extraembrionarias durante o
desenvolvimento do embrido, como o cérion e alantoide, responsaveis pelas trocas gasosas; 0
saco vitelinico, responsavel pela nutricdo do embrido; e o amnio, responsavel por proteger o
embrido da desidratacdo e contra possiveis choques mecénicos, sendo essa estrutura,
responsavel pela nomenclatura do grupo dos Amniota (POUGH; JANIS; HEISER, 2013).

Os amniotas sdo classificados primordialmente de acordo com o nimero de fenestras
presentes na regido temporal do cranio, sendo denominados Synapsidas, aqueles que
apresentam uma fenestra temporal, representado pelos Mammalia (mamiferos); Diapsida,
aqueles que possuem duas fenestras temporais, representado pelos Squamata (serpentes,
lagartos e tuataras) e pelos Archossauria (crocodilos e aves); e Anapsida, aqueles que nédo
possuem nenhuma fenestra na regido temporal, representado pelos Testudines (cdgados, jabutis
e tartarugas marinhas) (OSBORN, 1903; WATSON, 1914; POUGH; JANIS; HEISER, 2013).
Por muito tempo, acreditava que o estado de carater do cranio anépsida era uma condicdo
primitiva, sendo as tartarugas representantes basais do grupo Reptilia (LAURIN; REISZ, 1995).
No entanto, novas analises de fdsseis e de espécimes por biologia molecular, confirmam que os
queldnios sdo filogeneticamente mais proximos dos Archossauria, sendo entdo, o cranio
anapsida dos testudines e seus representantes fdésseis, uma aquisicdo secundaria, devido a
evento reversédo evolutiva (MULLER, 2003; HEDGES, 2012).

O grupo Pantestudines (Figura 1) teria surgido ha aproximadamente 240 milhdes de
anos, no periodo da Pangea, e pode ser considerado como stem-group dos Testudines, uma vez
que apresentam todos 0s representantes extintos mais proximos dos quelbnios viventes,
incluindo-os (LI et al., 2018). Neste grupo estdo presentes fosseis como o Eunotossaurus
africanus (LYSON et al.,, 2013; LEE, 2013), representante terrestre mais ancestral dos
gueldnios que apresentavam costelas em T e duas fenestras na regido temporal; Pappochelys
rosinae (FERREIRA, 2016), também terrestre que além das costelas em expansdo para
formagéo da carapaca, apresentavam gastralia, 0ssos das costelas ventrais; Eorhynchochelys
sinensis (LI et al., 2018), o fossil descoberto mais recentemente, nos sedimentos chineses, que
apresentavam apenas uma fenestra temporal, reforcando a hipotese da reversdo do estado de
carater e preenchendo lacunas na histdria evolutiva dos queldnios; Odontochelys semitestacea

(LIetal., 2008; HEISZ; HEAD, 2008), 0 primeiro organismo a apresentar a regido do plastréo
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totalmente formada, com os 0ssos fundidos e também o primeiro organismo a possuir estilo de
vida totalmente aquético; e por fim, Proganochelys quenstedtii (FERREIRA, 2016), o primeiro
fossil a apresentar caracteristicas como cranio anapsida, bico corneo e um casco formado pela
carapaca e plastrdo, sendo considerado o organismo a dar inicio ao que conhecemos hoje como

ordem Testunides.

Figura 1. Cladograma do stem-group Pantestudines junto as sinapomorfias de cada representante.

Eunotosaurus africanus

costelasem T

novo arranjo das

costelas ventrais (gastralia) Pappochelys rosinae

plastrao

reducdo da cauda

Odontochelys semitestacea d =
espinhos neurais expandidos By
perda dos dentes marginais -
carapaga completa ;
Proganochelys quenstedti

Testudinata

outros Testudinata , N ' ‘

Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2016.

Os queldnios sdo representados por 13 familias, 75 géneros e 300 espécies sendo 02
familias, 06 géneros e 07 espécies destinadas para os representantes marinhos (CRAWFORD
etal., 2015).

A ordem Testudines pode ser dividida em duas subordens. Os Pleurodira, quelénios com
capacidade de retrair a cabeca para dentro do casco por movimentos horizontais das vértebras
cervicais, e predominantemente encontrados na América do Sul. Possuem como representante
principal a familia Chelidae, sendo o Phrynops geoffroanus um dos exemplares dessa
subordem, mais encontrado em rios e riachos do Brasil (POUGH; JANIS; HEISER, 2013;
CRAWFORD et al., 2015; BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017; ICMBIO, 2020). Os
Cryptodira sdo testudines que retraem a cabeca para dentro do casco realizando movimentos

verticais com as veértebras cervicais. Sdo predominantes nos territérios da América do Norte,
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sendo que no Brasil, temos representantes da familia Testudinidae, como os jabutis brasileiros,
Chelonoidis carbonarius e Chelonoidis denticulatus (POUGH; JANIS; HEISER, 2013;
CRAWFORD et al., 2015; ICMBIO, 2020). Em ambos 0s casos, a movimentacao cervical dos
queldnios ocorre devido a associagdo das suas veértebras cervicais junto ao musculo da
mandibula, descoberta essa que, além de demonstrar a retracdo do pescogo para o interior do
casco, auxilia no comportamento alimentar dos mesmos e reitera as relacfes filogenéticas
anteriormente descritas (FERREIRA; WERNEBURG, 2019).

1.2. Morfologia Externa dos Queldnios

Sdo animais caracterizados por apresentarem bico cérneo, que auxilia na captura de
alimento, uma vez que sdo desprovidos de dentes; e um casco rigido, formado por uma parte
0ssea e outra cornea, revestindo a primeira. Essa estrutura é dividida em carapaca, revestindo a
regido dorsal do animal; e plastrdo, revestindo a regido ventral (POUGH; JANIS; HEISER,
2013). Os escudos corneos que revestem o0s 0ssos do casco recebem nomes especificos de
acordo com o local onde estdo (Figura 2), sendo essa uma caracteristica taxonémica
fundamental para o grupo dos quel6énios (POUGH; JANIS; HEISER, 2013; BONINI-
DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017).

Figura 2. Representacdo e nomenclatura dos escudos corneos da carapaca e do plastrdo de quelénios.

Marginais Cervical
o

£

Gular

Umeral

Peitoral

Abdominal

Femoral

11 Anal
Fonte: Adaptado de POUGH; JANIS; HEISER, 2013.

Possuem dimorfismo sexual, em que 0s machos apresentam a cauda maior do que a da

fémea, pois nela esta localizado o hemipénis; e uma regido céncava no plastrdo, permitindo o
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comportamento de cépula (MOLINA, 1992; SILVA, 2015). Além disso, também diferem na
morfologia das placas anais do plastrdo, em que as fémeas possuem escudos cuja abertura entre
eles tenha formato mais arredondado e maior espaco entre as extremidades das placas, pois é
por essa regido que passardo 0s ovos durante o processo de nidificacdo, sendo, portanto, uma

adaptacao morfoldgica para a passagem dos ovos sem danificagdo dos mesmos (SILVA, 2015).

1.3.  Chelonoidis carbonarius

De acordo com Simpson (1942), o grupo teria origem na Africa durante o periodo Mioceno,
no momento da divisdo dos supercontinentes Gondwana e Laurdsia, com dispersdo para 0s
demais continentes, originando os representantes atuais dos Testudinidae.

O ancestral de C. carbonarius teria migrado da regido da Africa para a América do Sul
mediante as correntes maritimas (Equatorial Currents) pelo rio do Congo até o Estado do
Maranhdo (LE et al., 2006). Tal hipdtese se sustenta devido a capacidade desses organismos
flutuarem em ambientes aquaticos e que, a dispersdo pelos oceanos, ter ocorrido mais de uma
vez durante a histdria evolutiva do grupo (LE et al., 2006; FARIA et al., 2007).

Os jabutis estdo presentes em diversos biomas na natureza, como regides desérticas, ilhas,
mediterraneo e continentais (ALLEMAN; JACOBSON; RASKIN, 1992; KNOTOVA, et al.,
2002; ANDREANI, et al., 2014; BRANSON; ATKINSON; RAMOS, 2016; BONINI-
DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017; LEWBART, et al., 2018). Na regido norte da América Latina.
No Brasil, estdo presentes duas espécies, o Chelonoidis carbonarius, também conhecido como
“jabuti-piranga”, amplamente distribuido entre os estados do Nordeste, ocorrendo em &reas de
cerrado e campo aberto; e o Chelonoidis denticulatus, também conhecido como “jabuti-tinga”,
distribuido entre os estados do Norte, presente em florestas densas e fechadas. Essas espécies
podem ser consideradas simpatricas, pois sdo encontradas vivendo juntas em regides de ecétono
(FARIA et al., 2007; BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017). No entanto, ambas as
especies podem estar distribuidas por todo o territorio nacional, sendo encontrados em recintos
de zoologicos e aquarios (VANZOLINI, 1999).

Os C. carbonarius (Figura 3A) sdo caracterizados por apresentarem plastrdo com 12
escudos cdrneos, em que os escudos gulares ndo sdo comumente fendilhados e os escudos
umerais sdo de tamanho igual ou menor que os escudos femorais; escudos da carapaga com
ranhuras concéntricas, contendo 22 escudos maginais, um escudo supracaudal e escudo cervical
ausente; possuem o topo da cabeca recoberta por escudos cérneos de coloracdo avermelhada
(Figura 3B); e membros coluniformes com dedos curtos e soldados, sem membrana natatdria
(BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017).
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As fémeas de C. carbonarius (Figura 3C) possuem tamanho corp6reo maior em rela¢do aos
machos da mesma espécie (Figura 3D), ao mesmo tempo que a carapaga € menor em altura.
Todas essas caracteristicas permitem que as fémeas armazenem adequadamente Seus 0vo0S
durante o processo reprodutivo (BARROS et al., 2012; SILVA, 2015). Além disso, assim como
os demais membros do grupo, os machos diferem das fémeas por apresentar o plastrdo concavo,
permitindo a copula, enquanto as fémeas possuem os escudos anais mais distantes entre si com
abertura em formato circular, permitindo a deposi¢do dos ovos no ato da nidificacdo (MOLINA,
1992; BARROS et al., 2012; SILVA, 2015).

Figura 3. Representante da espécie Chelonoidis carbonarius (A); Escudos cérneos avermelhados na
regido cranial dos representantes de C. carbonarius (B); Fémea de C. carbonarius (C); Macho de C.
carbonarius (D).

Fonte: Préprio autor.

O periodo reprodutivo dessa espécie, assim como de outros representantes do grupo
Testudinidae, coincide com os meses mais quentes do ano, geralmente na primavera e no verao,
que corresponde ao final e comeco do ano na América Latina. Estudos como o de Rostal (1998);
Schramm, Casares, Lance (1999) e Branson, Atkinson, Ramos (2016) mostraram que as
tartarugas de Galapagos, que viviam em cativeiro, possuiam concentra¢des hormonais variadas
de acordo com o periodo de reproducdo. Os machos apresentaram picos de testosterona nos

periodos mais quentes e chuvosos; enquanto as fémeas, por sua vez, apresentavam
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concentragfes de estradiol no periodo de monta, com o &pice do horménio no periodo
reprodutivo (més de dezembro, por exemplo), no tempo em que a progesterona tinha seu
aumento no periodo da ovulagdo, um momento pré-cépula que acontece geralmente no més de
julho (ROSTAL, 1998; SCHRAMM; CASARES; LANCE, 1999; BRANSON; ATKINSON;
RAMOS, 2016).

1.4. Hematologia

O transporte de compostos e substancias ocorrem nos organismos, devido a presenca de
células especificas para essas atividades. Nos invertebrados acelomados e pseudocelomados, 0
transporte ocorre por células de movimentacdo livre pelo organismo, denominadas de
amebdcitos, células intersticiais ou neoblastos. Para 0s animais que apresentam cavidade
corporal verdadeira (ou seja, os celomados), porém, ainda desprovidos de um sistema vascular,
possuem como ceélula transportadora de elementos, os hemdcitos. E, por fim, os animais
celomados que desenvolveram o sistema vascular (aqui incluso todos os vertebrados) possuem
células, também denominadas de elementos figurados do sangue, especializadas em realizar o
transporte de gases (eritrocitos), participar da coagulacdo sanguinea (trombdcitos) e da defesa
imune (leucécitos), dando origem, com o plasma, ao tecido sanguineo (HARTENSTEIN, 2006;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Durante o processo evolutivo nos vertebrados, houve tendéncia das células vermelhas
do sangue diminuirem de tamanho, perderem o nicleo e assumirem formato circular e
bicdncavo, sendo essa a morfologia eritrocitaria dos mamiferos; que diferem dos demais
representantes do grupo (peixes, anfibios, répteis e aves) por apresentarem eritrécito oval e
nucleado (CANFIELD, 1998; SNYDER; SHEAFOR, 1999).

As hemoglobinas (Hb) sdo proteinas encontradas dentro dos eritrocitos, possuem estrutura
quaternaria, formada por duas cadeias globinicas alfa e duas cadeias globinicas beta, além da
presenca do grupo prostético heme, responsavel pelo transporte dos gases respiratorios, dentre
outras funcbes (SCHECHTER, 2008; GELL, 2018). Mesmo tendo passado por processos de
duplicacbes génicas, a sintese e estrutura das hemoglobinas sdo conservadas dentro de
vertebrados, sendo mantida, portanto, suas fun¢des nos mais diversos organismos desse grupo
(STORZ; OPAZO; HOFFMANN, 2012).

1.4.1. Hematologia em Quelbnios
O sangue dos queldnios, assim como de demais répteis, € composto por células vermelhas

(eritrocitos) nucleadas, responsaveis pelo transporte de oxigénio para os tecidos; por células
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brancas (leucdcitos), atuando na defesa imune; e pelos trombdcitos, responsaveis pela
coagulagdo sanguinea (STACY; WHITAKER, 2000; SALAKIJ et al., 2002; SILVA, 2011,
PENG, et al., 2018). Ha variac0Oes inter e intraespecifica desses indices, além da influéncia da
acao antrépica sobre eles (SILVA, 2011; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011).

Os eritrocitos do “jabuti-piranga” sdo nucleados, apresentam morfologia eliptica e sdo
responsaveis pelo transporte dos gases oriundo dos processos respiratorios (pulmonar e celular).
Seu nucleo apresenta coloracdo basofilica, quando corado com Pandtico® e seu tempo de vida
varia de 600 a 800 dias (ATLAND; BRACE, 1962; MARTINS et al., 2016). Assim como nos
demais vertebrados, as hemoglobinas presentes nas células vermelhas sdo formadas por duas
cadeias globinicas alfa e duas cadeias globinicas beta, diferindo, no entanto, por apresentarem
polimorfismos na cadeia alfa, resultando na Hb D, além de apresentarem Hb A, comum aos
demais vertebrados. Analises moleculares mostaram que o polimorfismo presente na cadeia
globinica alfa é compartilhado com os demais representantes do grupo Testudinidae
(TORSONI et al., 2002; SHISHIKURA, 2002; MELO et al., 2003; LUTFULLAH et al., 2008;
MARTINS et al., 2016).

Assim como em outros répteis e até mesmo em diferentes espécies de quel6nios, 0s
leucdcitos de C. carbonarius (Figura 4) podem ser divididos em granuldcitos, caracterizados
por apresentarem granulos citoplasmaticos; que diferem dos agranuldcitos, por néo
apresentarem granulos no citoplasma (ALLEMAN; JACOBSON; RASKIN, 1992;
KNOTKOVA et al., 2002; SALAKIJ et al., 2002; CHANSUE et al., 2011; SILVA, 2011;
PENG et al., 2018).

Os agranuldcitos podem ser classificados como mondcitos, nos quais o ndcleo possui
formato riniforme, de coloragdo roxo escuro e citoplasma roxo claro, cuja principal funcéo esta
relacionada com processos de inflamacéo cronica e infeccdo causada por bactérias; linfocitos,
que possuem nucleo com morfologia arredondada, de coloragdo roxo escuro e pequena
quantidade livre de citoplasma, tendo como principal fungéo a producéo de imunoglobulinas
que participam do processo de resposta imunoldgica; e os azurofilos, exclusivo de répteis e
aves, que possuem o nucleo de coloragdo roxo escuro e morfologia irregular, cuja funcédo esta
relacionada também nos processos inflamatorios (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011;
SOUSA et al., 2015; MARTINS et al., 2016).

Os granuldcitos podem ser divididos em basofilo, que apresenta o nucleo, de coloracéo
roxo escuro na regido periférica da célula e citoplasma contendo granulos de caracteristica
basofilica, também em coloracdo roxo, atuando principalmente em infecgdes virais e

parasitarias, como nematddeos; eosinofilo, com nucleo periférico e de coloracdo roxo, porém
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com granulos de formato circular e de coloracao roxo claro, sendo possivel identificar e separar
o citoplasma do nucleo, e cuja principal funcdo esta relacionada com a infecgdo por parasitas;
e, por fim, o heterofilo, que possui seu nucleo posicionado perifericamente e citoplasma rico
em granulos de morfologia oval/eliptica, de coloracdo rosa devido a sua caracteristica
acidofilica, com funcdo relacionada a fagocitose (ZHANG; GU; LI, 2011; SOUSA et al., 2015;
MARTINS et al., 2016).

Por fim, os trombacitos presentes no sangue de “jabuti-piranga” possuem formato eliptico,
cujo nucleo se encontra na regido central e de coloragdo roxo escuro, quando corado com
Panético® e, assim como nos demais vertebrados, sua funcéo esta diretamente relacionada com
a coagulacdo sanguinea, impedindo hemorragias intensas (SYKES; KLAPHAKE, 2008;
SOUSA et al., 2015; MARTINS et al., 2016).

Figura 4. Esfregaco sanguineo de C. carbonarius, corado com Pandtico® e observado ao microscopio
optico sob o6leo de imersdo, em objetiva de 100x. A. Representagdo dos eritrocitos maduros (Er) e dos
eritrécitos jovens, denominados policromatéfilos (P). B. Representacdo dos leucdcitos, como basofilo
(B), azurofilo (A), heterofilo (H) e eosindfilo (E). C. Representagdo do leucécito, como o mondcito (M).
D. Representagédo do leucdcito, como o linfécito (L).

Fonte: Arquivo CEQ.
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A avaliacdo hematoldgica serve, também, como importante medidor da qualidade de vida
nesses animais (ARTACHO et al., 2007; JOHNSTONE; LILL; REINA, 2017). Impactos
ambientais causados pelos seres humanos, que resultam na alteracao do ambiente, sao refletidos
no perfil hematoldgico dos queldnios, influenciando nos processos fisioldgicos e metabdlicos
(VENANCIO et al., 2013; VENANCIO; ZUCCARI; BONINI-DOMINGOS, 2013; SOUZA,
2018). Outras condicdes também alteram os indices hematologicos, como sexo, idade,
reproducdo, etc., além de que indices da série branca podem diferir do padrao de normalidade
para aqueles organismos que nao estdo saudaveis, pois podem estar passando por processos
inflamatorios e até mesmo, desequilibrio na dieta (SYKES; KLAPHAKE, 2008; ZHANG; GU;
LI, 2011; STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011).

1.4.2. Bioquimica Metabdlica em Quel6nios

A célula constitui a unidade morfofuncional de todos os organismos vivos, sendo
responsavel pela morfologia e fisiologia dos mesmos. As biomoléculas sdo as principais
ferramentas para o funcionamento das células e do organismo como um todo, desde o processo
de obtencdo de energia até etapas do processo reprodutivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013;
NELSON; COX, 2014). As macromoléculas bioldgicas possuem como principal constituinte
quimico o carbono e podem ser classificadas de acordo com as subunidades responsaveis pela
sua formacdo, como as proteinas, formadas por polimero de aminoécidos; os polissacarideos,
que sdo resultado de polimero de acgUcares simples, como a glicose; e os lipideos, que sdo
polimero de hidrocarbonetos. Todas elas possuem suas funcoes especificas, mas de forma geral,
estdo associadas a estrutura e metabolismo celular (NELSON; COX, 2014).

A sintese de glicose ocorre nos organismos autotroficos, que apresentam organelas e
estruturas capazes de realizar a reagdo utilizando como fonte energética a luz. Durante 0s
processos nutritivos, essa molécula pode ser transferida do vegetal para os animais, fazendo
com que esses Ultimos, que nao produzem a glicose, agora a tenham e a utilizem nos processos
metabolicos (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012; MOLLES; SHER, 2018).

A glicose pode ser considerada uma biomolécula da energia, pois ao longo do processo
evolutivo foi sendo selecionada por ser a principal responsavel pela producgéo de energia celular,
via processo da fosforilacao oxidativa. Quando degradada o aclcar, na forma de reagente, gera
como produto da reacgdo quimica, &gua e gas carbonico, resultando na producdo de energia que
sera utilizada pelo organismo durante seus demais processos metabdlicos e fisioldgicos
(NELSON; COX, 2014).
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Os lipideos sdo biomoléculas extremamente importantes para 0s organismos, atuando
como cofatores enzimaticos, pigmentos fotossintetizantes, reserva energética, hormonios,
agentes emulsificantes, etc. Quando em excesso, podem causar diversos problemas
cardiovasculares, mas também podem indicar alguma etapa de vida do organismo, como
periodo reprodutivo, para as sinteses hormonais (POIAN; CARVALHO-ALVES, 2005;
NELSON; COX, 2014; DIAS et al., 2017).

O plasma sanguineo dos vertebrados é caracterizado por ser um meio aquoso, devido a
presenca majoritaria de agua e também contém biomoléculas como enzimas, horménios e
substancias alimentares, podendo essas serem encontradas dispersas no plasma ou associadas a
proteinas carreadoras (SEIVERD, 1972; POIAN; CARVALHO-ALVES, 2005).

As biomoléculas que participam do metabolismo energético também estdo presentes no
plasma sanguineo dos quelénios, como a glicose, cuja funcédo esta relacionada com a producéo
energética; bem como o colesterol e o triglicérides, dois lipideos que atuam na reserva de
energia nos periodos de escassez de alimentos, mas que também atuam na sintese dos
horménios androgenos nesses animais (CAMPBELL, 2006; BLANVILLIAN; OWENS;
KUCHLING, 2011; ARIKAN; CICEK, 2014).

1.5.  Justificativa Tedrica

Os quelbnios séo caracterizados como um dos grupos que sofrem maiores impactos das
acOes antrdpicas, devido a atividades de despejo de esgoto residencial e industrial em cérregos
onde habitam, além das atividades culturais de consumo do mesmo (VENANCIO; ZUCCARI;
BONINI-DOMINGOS, 2013; VASCONCELOS; OLIVEIRA; SILVA, 2019).

Ademais, nos Gltimos anos houve aumento do nimero de quelénios tratados como animais
de estimacdo (pet). Os estudos hematolégicos e bioquimicos, focados em entender o
metabolismo e a fisiologia basica de animais sdo em sua grande maioria restrito aos animais
considerados carismaticos (gatos e cachorros) ou de interesse comercial (equinos, bovinos,
suinos e caprinos); sendo poucos o0s estudos com animais silvestres, como os reptilianos e esses,
guando presentes, ndo sdo especificos para determinados grupos, como 0s testunides
(GOULART, 2004; GARCIA-NAVARRO, 2005; CAMPBELL, 2006; CAMPBELL, 2015;
PERRY; MITCHELL, 2017).

Estudos hematoldgicos de jabutis brasileiros sdo ainda mais escassos e 0S poucos presentes,
tendem a dar enfoque apenas nas morfologias eritrocitarias, nas células leucocitaria e nas
anélises bioquimicas separadamente (SOUSA et al.,, 2015; MARTINS et al., 2016;
BERGAMINI, 2016).
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Os “jabutis-piranga” sdo considerados animais de risco por conta da perda de habitat que
sofrem com o desmatamento e exploracdo antrépica. Muito sdo encontrados em recintos de
zooldgicos oriundos do trafico de animais silvestres e até mesmo abandono (ICMBIO, 2020).
O escasso conhecimento sobre a biologia desses animais dificulta os cuidados necessarios para
que os mesmos tenham condigOes adequadas, quando presentes em recintos.

O presente trabalho busca por respostas que colaborem com o conhecimento sobre o
metabolismo energético e a fisiologia dos animais encontrados em aquarios e zoologicos, além

de entender como a sazonalidade interfere nesses mesmos parametros.
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2. Objetivos
2.1.  Objetivos Gerais
A partir de amostras de sangue de espécimes de “jabuti-piranga” em cativeiro, objetivamos:

a. Awvaliar o perfil hematoldgico e o metabolismo energético entre 0s sexos.

b. Avaliar a variagdo sazonal de temperatura, umidade relativa e luminosidade
como fator interferente no perfil hematologico e no metabolismo energético

desses animais.

2.2.  Objetivos Especificos
a. Awvaliar asérie vermelha (hematdcrito, dosagem de hemoglobina, contagem total
de eritrécito e indices hematimétricos) de C. carbonarius, entre machos e

fémeas, no intervalo de um ano de coleta.

b. Avaliar a série branca (contagem total de leucdcitos e contagem diferencial de
leucdcitos) de C. carbonarius, entre machos e fémeas, no intervalo de um ano

de coleta.

c. Avaliar os valores de metabdlitos energéticos (glicose, triglicérides e colesterol)
presentes no plasma de C. carbonarius, entre machos e fémeas, no intervalo de

um ano de coleta.

d. Avaliar se ha alteracdo nos pardmetros hematoldgicos e no metabolismo

energético quando comparados 0s meses de coleta.
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3. Metodologia

3.1.  Localizacéo e descri¢ao do recinto

O Municipio de llha Solteira (20°25°58”S 51°20°33”0), localizado na divisa do Estado de
Sdo Paulo com Mato Grosso do Sul, é caracterizado por apresentar clima quente e imido nos
meses que representam as estagOes da primavera e verdo; e clima frio e seco nos meses de

outono e inverno, como representado na Figura 5.

Figura 5. Média da variacdo climatica e pluviométrica no Municipio de Ilha Solteira — SP durante o
ano de 2019.
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Fonte: Modificado de The Weather Channel, 2020.

As coletas dos dados amostrais foram realizadas no Centro de Conservacdo da Fauna
Silvestre de llha Solteira, popularmente conhecido como Zoolégico de Ilha Solteira, sob
supervisao do médico veterinario Dr. Lucio de Oliveira Sousa.

O recinto (Figura 6) em que os queldnios se encontram é aberto, com solo arenoso e
apresenta cobertura vegetal, resultando em um ambiente com incidéncia solar, mas também
sombreamento pela presenca das arvores. Os animais séo alimentados todos os dias, com uma
dieta rica em folhas, frutas e legumes (como alface, cenoura, magé, etc.) além de receberem
uma vez por semana, ragdo canina, para suprimento proteico; possuem a sua disponibilidade,
agua mineral. Além dos “jabutis-piranga”, no recinto também estavam presentes outros
representantes do grupo Chelonia, como o “jabuti-tinga” (Chelonoidis denticulatus), “tigre-
d’agua” (Trachemys scripta) e o “cagado-de-barbelas” (Phrynops geoffroanus). As condicdes
de recinto se assemelham ao ambiente natural dos jabutis, uma vez que 0s mesmos ndo estdo

sozinhos, precisando disputar os alimentos, mesmo que esses sejam oferecidos diariamente.
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Além disso, os animais também devem competir por recursos como territorio e fémeas durante

o periodo reprodutivo, comportamento este observado durante as coletas realizadas.

Figura 6. Recinto onde estdo alojados os “jabutis-piranga” no Zoologico de Ilha Solteira — SP.
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Fonte: Proprio autor.

3.2.  Caracterizacdo amostral

3.2.1. Selecao dos Espécimes

Foram utilizados, mediante permissdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA
— IBILCE/UNESP), protocolo n°194/2018 (ANEXO A) e pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), protocolo n°48632-1, dez animais adultos, sendo
cinco machos e cinco fémeas, de C. carbonarius, mantidos em cativeiro no Centro de
Conservacao da Fauna Silvestre de Ilha Solteira.

Foram selecionados individuos adultos, a partir dos critérios estabelecidos por Jerozolimski
(2005) e Silva (2015), ou seja, aqueles que apresentam medidas de comprimento curvilineo da
carapaca (CCC) acima de 25cm, possibilitando a visualizagdo do dimorfismo sexual, indicando
que os animais atingiram a maturidade reprodutiva; e que apresentem massa igual ou superior
a trés quilogramas.

Os espécimes foram numerados (Tabela 1) para que fossem facilmente identificados e
acompanhados ao longo do ano, e as amostras coletadas e analisadas periodicamente, durante
o ciclo anual. Com o auxilio de fita métrica, foram medidos o comprimento curvilineo da
carapaca e 0 comprimento da largura da carapaca (CLC); além de serem pesados em todo o

periodo de coleta, com a utilizacdo de uma balanca digital, para que fosse acompanhada a massa
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corporea durante o ciclo anual de cada individuo, pois além da diferenca entre os sexos (por
conta da reserva energética) também poderia haver variacdo, caso um animal ndo estivesse se

alimentando corretamente.

Tabela 1. Média e desvio padrdo da massa corpdrea, medida de comprimento curvilineo da carapaca e
medida de comprimento da largura da carapaca de machos e fémeas de C. carbonarius do Zooldgico de
Ilha Solteira — SP.

Massa (Kg) CCC (cm) CLC (cm)

Fémeas
Jabutil 4,10+0,38 36,00 33,00
Jabuti2 459+0,32 37,00 34,00
Jabuti3 6,67+0,29 44,00 41,00
Jabuti4 7,36+0,49 48,00 42,00
Jabuti5 7,75+0,48 48,00 43,00
Machos
Jabuti6 3,056+0,45 32,00 29,00
Jabuti7 4,90+0,31 40,00 35,00
Jabuti8 5,70+0,33 43,00 36,00
Jabuti9 6,38+0,33 45,00 39,00
Jabuti 10 6,57 £0,28 45,00 41,00

3.2.2. Periodo de Coleta

O periodo de coleta dos dados amostrais ocorreu de agosto/2018 até julho/2019, que
correspondeu ao periodo de um ano (12 meses), englobando todas as esta¢fes climaticas do
local. Iniciou-se com coletas mensais, todas programadas para a terceira semana de cada més.
Apos as analises do més de dezembro/2018, notou-se que 0s animais estavam com diminuicdo
de alguns indices hematoldgicos, inviabilizando a continuacdo de coletas mensais, passando
entédo, a ser bimestrais.

Durante a semana das coletas, foram conferidas, em intervalos de uma hora, (08:00h até
12:00h), informacg6es ambientais para 0 Municipio de llha Solteira — SP (Figura 7), como a
temperatura, umidade relativa e a luminosidade, utilizando sitios de climatologia da internet,
como The Weather Channel, acessado pelo aplicativo climatol6gico disponivel em aparelho
celular, modelo iPhone (Apple Inc.). Os dados foram apresentados em ordem cronoldgica das
coletas.
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Figura 7. Gréficos com dados de temperatura (A), umidade relativa (B) e luminosidade (C), conferidos
no Municipio de llha Solteira — SP, durante os periodos de coleta.
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Com a visualizacdo dos graficos observamos uma relacdo entre as trés variaveis, sendo
que, 0s meses mais quentes foram consequentemente 0s meses mais secos e de maior tempo de
luminosidade, quando comparado aos outros meses. Como por exemplo, 0 més de
dezembro/2018, onde a temperatura media foi de 27,96°C, umidade relativa de 63,52% e tempo
de luminosidade de 13 horas 20 minutos e 24 segundos, apesar da temperatura elevada, pode
ser considerado como um més com baixa umidade atmosférica, quando comparado ao més de
setembro, cuja média foi de 80,24%.

Dados meteorol6gicos apontam mudanca climatica no final do ano de 2018 com inicio do
evento do El Nifio. Esse fendbmeno é caracterizado por fazer com que o clima na regido sudeste
do pais seja mais quente e Umido, pois as aguas do Pacifico Equatorial irdo esquentar,
aumentando sua temperatura e trazendo consigo as chuvas para a regido (GRIMM, 2004;
CPTEC/INEP, 2020). No entanto, foi possivel observar um comportamento atipico no més de
dezembro/2018, pois representou um verao quente e mais seco do que esperavamos, dado esse
observado pelo baixo valor da umidade relativa quando comparado os demais meses e ao

conhecimento do clima local, normalmente chuvoso no verao.

3.3.  Coleta da Amostra Sanguinea

O manejo dos animais selecionados seguiu como descrito por Silva et al. (2012). Ap6s
coletadas as informacgdes de medidas corpdreas e peso, a area de coleta de amostra (regido
marginocostal, logo apds o membro anterior) era higienizada com &gua, esterilizada com alcool

70% e finalizada com uma segunda higienizagdo com agua destilada. Ao final da coleta, essa



30

mesma regido era novamente esterilizada com alcool 70% e higienizada com &gua destilada, a
fim de evitar contaminacdes.

A coleta ocorreu com o uso de seringa Descarpack® 5mL e agulha hipodérmica descartavel
Solidor® 40 x 1,2 (18G x 1 2”); o sangue foi coletado por puncdo do vaso marginocostal
(Figura 8), como descrito por Silva et al. (2012), e armazenado em tubos de coleta Plasticlab®
contendo heparina de litio como anticoagulante, uma vez que o mesmo nao interfere nas
analises propostas nesse estudo (INNIS; KNOTEK, 2020).

A quantidade de sangue a ser retirada foi calculada segundo o peso e o tamanho dos animais,
para que ndo houvesse prejuizo fisiologico (ARIKKAN; CICEK, 2014; BONINI-DOMINGOS;
OLIVEIRA, 2017; INNIS; KNOTEK, 2020). Foram coletados 1,5mL de sangue total de cada
individuo, por més de coleta; as amostras foram armazenadas em ambiente refrigerado a 4°C
(caixa de isopor com gelo artificial) até serem analisados no Laboratorio de Hemoglobina e
Genética de Doencas Hematoldgicas (LHGDH) / Centro de Estudos de Quelbnios (CEQ),
localizado na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Sdo José do
Rio Preto - SP.

Figura 8. Coleta sanguinea por pungdo venosa da regido marginocostal em “jabuti-piranga”.

Fonte: Préprio autor.



31

3.3.1. Anélise Hematologica

As técnicas utilizadas para realizagdo da analise hematoldgica foram descritas por
Bonini-Domingos; Oliveira (2017), o protocolo detalhado e o preparo das solucgdes utilizadas
se encontram no ANEXO B.

O hemograma completo consta de:

3.3.1.1. Hematdcrito (Ht)

Principio

Verificar o volume globular, relacionando a quantidade de células com o volume de
plasma, resultando na porcentagem de células no sangue.

Procedimento

Apos a homogeneizagdo da amostra, preencheu-se % de um tubo capilar de
microhematdcrito, e uma de suas extremidades é vedada com o uso de massa de modelar. Em
seguida, o tubo foi levado a centrifuga, por cerca de 5 minutos a 13.000rpm. Ao final do
processo, foi feita a leitura da porcentagem de células, com o uso de um cartdo proprio de

referéncia.

3.3.1.2. Concentracdo de Hemoglobina (Hb)

Principio

Quantificar a concentracdo de hemoglobina presente no sangue total a partir da formacéo
de cianometahemoglobina.

Procedimento

Foi adicionado 20uL do sangue total em 5mL de solucdo Drabkin (1948). Apds ser
homogeneizada, a solucdo passou pelo espectrofotdmetro B 395 MicroNal® para leitura da
guantidade de cianometahemoglobina disponivel. O valor da absorbancia registrado foi
multiplicado por 32,26, como fator de corre¢do, resultando na concentragdo final de
hemoglobina em g/dL.

3.3.1.3. Contagem Total de Células Vermelhas (RBC)
Principio
Estimar o numero absoluto de células vermelhas disponiveis em um determinado volume

de sangue.
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Procedimento

Com o auxilio da pipeta de Thomas (pérola vermelha), o sangue total homogeneizado foi
aspirado até a graduacdo 1 e completado com a solucdo Natt & Herrick (1952) até a marca 101.
Em seguida, a pipeta foi agitada com movimentos circulares suaves para que a amostra fosse
diluida em proporcéo 1:100. Ao término da homogeneizacéo, as primeiras gotas da pipeta foram
descartadas e o restante da solucéo foi depositada em camara de Neubauer; apds aguardar o
tempo de cinco minutos em camara Umida, foi observada ao microscépio optico Eclipse E200
Nikon®. Os eritrocitos foram observados na objetiva de 40x (aumento de 400 vezes) e aqueles
presentes nos cinco pequenos quadrantes na area do grande quadro central foram contatos e o
valor final, multiplicado por 5.000, resultando na contagem total dos eritrocitos presentes por

microlitro de sangue.

3.3.1.4. Contagem Total de Células Brancas (WBC)

Principio

Estimar o nimero absoluto de células brancas disponiveis em um determinado volume de
sangue.

Procedimento

Com o auxilio da pipeta de Thomas (pérola branca), o sangue total homogeneizado foi
aspirado até a graduacdo 1 e completado com a solugdo Natt & Herrick (1952) até a marca 11.
Em seguida, a pipeta foi agitada com movimentos circulares suaves para que a amostra fosse
diluida em proporcédo 1:10. Ao término da homogeneizacdo, as primeiras gotas da pipeta foram
descartadas e o restante da solucdo foi depositada em camara de Neubauer; apds aguardar o
tempo de cinco minutos em camara Umida, foi observada ao microscopio éptico Eclipse E200
Nikon®. Os leucdcitos foram observados na objetiva de 40x (aumento de 400 vezes) e aqueles
presentes nos quatro quadros laterais da camara foram contados e o valor final, multiplicado

por 1.000, resultando na contagem total dos leucdcitos presentes por microlitro de sangue.

3.3.1.5. Contagem Diferencial de Leucécitos
Principio
Estabelecer os valores percentuais dos diferentes tipos de leucocitos presente na amostra
sanguinea.
Procedimento
Com o sangue total homogeneizado, foi preparada uma lamina de esfregago sanguineo e o

mesmo foi corado com Pandtico Hematocor-Bioldgica®. Em seguida, a lamina foi observada
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em microscopio optico Eclipse E200 Nikon®, com objetiva 100x sob imers&o a 6leo e foram
contados 100 leucdcitos, anotando cada tipo diferencial. Ao final, foram estabelecidos os

valores percentuais relativos de cada tipo leucocitario, em porcentagem (%).

3.3.1.6. Volume Globular Médio (VGM)
A partir dos valores obtidos nas andlises do eritrograma, utilizamos formulas matematicas
para estimar os indices hematimétricos.
Principio
Indica o volume médio dos eritrocitos, expresso em fentolitros (fL).
Procedimento
Obtido a partir dos valores de hematdcrito (Ht) e pelo niamero de eritrdcitos (H), de acordo

com seguinte formula:

Htx 10
H

VGM =

3.3.1.7.  Concentra¢do de Hemoglobina Globular Média (CHGM)
Principio
Designar o indice médio da porcentagem de hemoglobina por eritrocito em g/dL.
Procedimento
Obtido relacionando-se os valores de hemoglobina (Hb) e hematécrito (Ht), de acordo com

seguinte formula:

Hbx 100

CHGM =
Ht

3.3.1.8.  Hemoglobina Globular Média (HGM)
Principio
Indica o total de hemoglobina circulante em pg.
Procedimento
Obtido relacionando-se a concentra¢do de hemoglobina (Hb) com o nimero de eritrocitos

(H), de acordo com seguinte formula:

Hbx 10

HGM =
H

3.3.2. Analise Bioquimica
As andlises bioquimicas e metabolicas fundamentam o estado de satde dos animais, além

de possibilitar estudos fisiolégicos dos mesmos. A dosagem de metabdlitos energéticos é
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fundamental para compreender sua demanda de acordo com a necessidade dos organismos,
estando relacionadas as diversas atividades como busca por alimentos, comportamento
reprodutivo, hibernacéo, etc. (INNIS; KNOTE, 2020).

Para realizar a dosagem plasmatica dos metabdlitos foram utilizados Kits comerciais da
LabTest Diagnostica S.A.®, sendo eles Glicose Liquiform (Ref.: 133), Colesterol Liquiform
(Ref.: 76) e Triglicérides Liquiform (Ref.: 87). O protocolo referente a cada avaliagdo esta
presente em ANEXO C.

De modo geral, os metabolitos sdo determinados de acordo com a concentracdo de
antipirilquirinonimina (para glicose e colesterol) e quinoneimina (para triglicérides) presentes
como produtos da reacdo entre o substrato a ser quantificado e o kit, pois apresentam coloragéo
avermelhada, permitindo a leitura por espectrofotémetro em comprimento de onda de500nm.

Foram separados trés tubos de ensaio para cada animal, sendo um para cada metabolito
dosado. Em cada tubo foi adicionado 1mL de reagente n° 1 do kit comercial correspondente ao
substrato analisado. Em seguida, foi adicionado 10uL de plasma em cada um dos tubos, agitado
vigorosamente e colocado em banho-maria a 37°C, por 10 minutos. A leitura das absorbancias
foi realizada pelo espectrofotdmetro Evolution 300 UV-Visible Spectrophotometer Thermo
Scientific® e o valor obtido modificado pelo fator de correcdo especifico para cada metabdlito,

resultando na concentragdo dos mesmo em mililitro de plasma sanguineo.

3.4.  Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software Statistica 9.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
USA), enquanto os graficos foram feitos no programa GraphPad Prisma versdo 5.01 para
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) e OriginPro 2020 (OriginLab Corporation,
One Roundhouse Plaza, Northampto, MA, USA). A normalidade dos dados foi verificada
usando ‘Normal Probability Plots of Residuals’. Para as comparacdes entre os sexos foi adotado
0 ‘General Linear Model’ (GLM), no formato ANOVA. Para as comparagdes entre os meses
do ano, foi adotado o0 GLM no formato ANOVA para medidas repetidas. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo; e considerados estatisticamente significantes quando P <
0,05, representados por letras alfabéticas posicionadas na coluna com o més de menor resultado
versus 0 més de resultado estatisticamente diferente do dele, constados na legenda respectiva

de cada grafico analisado; ou por *, quando a comparacao for entre 0s sexos.
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4. Resultados e Discussdo

4.1.  Comparacdo do perfil hematoldgico entre machos e fémeas

Os dados comparativos do perfil hematoldgico entre machos e fémeas estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2. Dados do perfil hematol6gico em fémeas e machos de “jabuti-piranga”, durante os meses de
coleta, expressos em média + desvio padréo.

Fémeas Machos Valor de P
(n=5) (n=5)
Hemograma
Hematocrito (%) 14,17 £5,10 20,00 £ 5,68 0,00000*
Hemoglobina (g/dL) 3,09+1,62 4,36 +1,92 0,02133*

Eritrocitos Totais (x10%/uL) 486,20 £ 186,40 652,80 + 142,70  0,00083*
Leucdcitos Totais (x103/uL) 495,10+ 177,80 529,60 +167,30  0,58019

Basofilo (%) 15,65 + 7,62 13,87+6,74  0,34142
Eosindfilo (%) 15,71 + 8,24 1547+6,81  0,89992
Heterofilo (%) 2722+1115  27,30+£953  0,97627
Azurdfilo (%) 534 +530 376+217 0,13832
Linfocito (%) 20,70 + 7,81 21,00+724  0,87801
Mondcito (%) 17,37 £5/45 18,30+6,11  0,53658

VGM (fL) 300,10 +71,03 32330+3841  0,07675

CHGM (g/dL) 21,96 + 8,03 2150+ 642  0,71804

HGM (pg) 67,27+30,05  68,36+2384 093724
*p<0,05

Na analise do perfil hematologico entre fémeas e machos, foram encontradas diferencas nos
valores de hematdcrito (fémea: 14,17 £+ 5,10%; macho: 20 + 5,68%), de hemoglobina (fémea:
3,09 + 1,62g/dL; macho: 4,36 + 1,92g/dL) e da contagem total de eritrdcitos (fémea: 486,20 +
186,40x103%/uL; macho: 652,80 + 142,70x103%/uL), como representado pela Figura 9.

Figura 9. Graficos dos valores médios de hematdcrito (A), hemoglobina (B) e contagem total de
eritrécitos (C) entre machos e fémeas de jabuti-piranga, durante os meses de coleta.
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*p<0,05

Duguy (1970) descreve em seu trabalho que os valores hematoldgicos nos vertebrados

sofrem influéncia de determinados fatores, como sexo, idade, sazonalidade, etc. Zhang, Gu e
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Li (2012) foram mais especificos ao afirmarem que os parametros hematologicos de quelénios
também sofrem influéncia desses fatores ambientais, fisiologicos e morfoldgicos. Nos jabutis
do nosso estudo, o leucograma, com a contatem total de leucdcito e o diferencial de leucocitos,
ndo apresentaram diferenca entre os sexos, indicando que o sistema imune desses animais
responde de forma semelhante entre si. No entanto, foi possivel perceber a influéncia do sexo
nos valores de hematdcrito, hemoglobina e eritrdcitos totais, em que os machos apresentaram
0s maiores valores em cada um dos parametros.

Tal resultado corrobora o que ha descrito na literatura para os demais representantes dos
queldnios, como Testudo hermanni (ANDREANI et al., 2014; BIELLI et al., 2015), Hieremys
annandalli (CHANSUE et al.,, 2011) e Chelonoidis gigantea (HART et al., 1991). A
comparagdo com a literatura mostra que, apesar da diferenca entre os ambientes em que vivem
(incluindo continentes) e até mesmo dentro do mesmo género, o sexo é um fator que influencia
0s pardmetros hematoldgicos, uma vez que os niveis de testosterona, presente em ambos 0s
sexos, estd diretamente relacionada com o metabolismo basal dos organismos (SINERVO,;
MILES, 2011).

4.2.  Comparagdo do perfil bioquimico entre machos e fémeas
Os dados comparativos do perfil bioquimico entre machos e fémeas estdo descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados do perfil bioquimico entre fémeas e machos de “jabuti-piranga”, durante os meses de
coleta, expressos em média + desvio padrao.

Fémeas Machos Valor de P
(n=5) (n=5)

Bioguimica Metabdlica
Glicose (mg/dL) 50,35+12,27  70,88+24,90  0,00004*
Colesterol (mg/dL) 191,70 £ 97,68 118,10 £40,43  0,00002*
Triglicérides (mg/dL) 332,80+ 201,80 91,62+71,21  0,00000*

*p<0,05

Quando comparados os marcadores bioguimicos metabolicos que circulam no plasma,
0s machos apresentaram maior concentragdo de glicose (70,88 £ 24,90mg/dL) enquanto que as
fémeas apresentaram maiores indices de colesterol (191,70 £ 97,68mg/dL) e triglicérides

(332,80 + 201,80mg/dL), valores representados na Figura 10.
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Figura 10. Gréficos dos valores médios de glicose (A), colesterol (B) e triglicérides (C) entre machos e
fémeas de jabuti-piranga, durante os meses de coleta.
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*p<0,05

Assim como os valores hematoldgicos sao influenciados pela sazonalidade, sexo, idade
e entre outros (ZHANGO; GU; LI, 2012), os marcadores bioguimicos metabolicos também
apresentaram essa caracteristica de influéncia pelo sexo, como pode ser visto nos gréaficos
acima.

Campbell (2006) traz em seus estudos que os metabdlitos circulantes na corrente
sanguinea dos reptilianos varia muito entre os grupos. Nos quelénios esse comportamento ndo
distingue-se dos demais representantes, quando analisados os resultados de Lagarde et al.
(2003), Chansue et al. (2011) e Lewbart (2018), que mostraram diferenca significativa entre
glicose, colesterol e triglicérides entre os individuos machos e fémeas de distintas espécies de
gueldnios. Sibeaux et al. (2016), no entanto mostraram o contrario, que esses marcadores ndo
diferiram entre os sexos de Testudo hermanni hermanni, comprovando a teoria de que 0s
metabdlitos bioquimicos sdo influenciados pelo sexo e alteram entre os individuos de uma
mesma espécie, por conta de fatores como a idade, alimentacdo, etc.

Por fim, Bergamini (2015) descreve que o comportamento bioquimico metabdlico em
C. carbonarius segue os demais grupos acima citados, onde os machos apresentaram 0s maiores
valores de glicose sanguinea, enquanto que as fémeas apresentaram indices elevados de
colesterol e triglicérides. Os dados encontrados em nosso estudo corroboram esses resultados
da literatura. Os elevados valores de gordura nas fémeas contribuem para que as mesmas
apresentem a maior massa corpdrea, como pode ser observado na Tabela 1, em que as fémeas
apresentaram maior massa corporea (6,09 £ 1,54Kg) quando comparada aos machos (5,32 +
1,33Kg); pois sdo responsaveis pelo processo da vitelogénese, atuando na sintese do ovo, que
apresenta o vitelo como material energético, rico em compostos lipidicos (VAZOLINI, 1999;
TEIXEIRA, 2009; SILVA, 2015).



38

Os trabalhos apresentam diferentes metodologias para dosagem dos compostos
metabdlicos bioquimicos. No entanto, eles se assemelham ao utilizarem o plasma sanguineo
como fonte do recurso, além de adotarem técnicas de dosagem colorimétrica via
espectrofotbmetro e ndo enzimatica. Por fim, os resultados sdo todos expressos em mg/dL e,
aqueles que apresentavam unidade de medida diferente do padrdo, era possivel realizar a
convers&o para que pudesse ser feita a comparagéo entre os mesmos. Sendo assim, as diferentes

metodologias utilizadas nédo teriam influéncia nos resultados comparados.

4.3. Avaliacdo do perfil hematoldgico para machos e fémeas, entre os meses de
coleta

As analises dos dados coletados entre 0s meses de agosto/2018 a dezembro/2018 estdo

representadas na Tabela 4.

Tabela 4. Dados do hemograma de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses de agosto/2018 a
dezembro/2018, expressos em média x desvio padrao.

AGO SET ouT NOV DEZ Valor de P

Hemograma
Hematocrito (%) 19,10 £ 6,60 19,20 + 3,96 17,60 £4,76 22,50 £5,91 14,70 £5,69 0,011759*
Hemoglobina (g/dL) 4,61+1,62 2,06 £0,39 2,11+0,43 527 +1,78 2,41 +0,65 0,000000*

Eritrocitos Totais (x103/puL) 571,50 + 222,40 579,50 + 130,20 614,80 + 89,26 674,60 + 192,70 484,50 + 171,50 0,162277
Leucdcitos Totais (x103/pL) 523,10 + 184,60 568,20 + 173,40 513,50 + 111,00 424,20 + 149,80 375,90 + 168,20 0,059265

VGM (fL) 359,80 +43,50 328,80 +22,55 259,90 +57,60 406,50 +85,58 300,70 +40,78 0,000003*
CHGM (g/dL) 23,89 £ 4,60 10,84 + 1,66 12,43 + 1,86 21,02 +£2,17 19,47 +2,34 0,000000*
HGM (pg) 93,79+1164 3515%7,69 32,23+6,82 8984+17,78 5555+11,74 0,000000*

Legenda: AGO (agosto), SET (setembro), OUT (outubro), NOV (novembro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril)
e JUN (junho)
*p<0,05

Foi possivel observar que houve uma redugdo nos valores hematolégicos como
hematocrito, hemoglobina e os indices hematimétricos (Figura 11) entre 0os meses de coletas
sequenciais, além de estarem menor quando comparado com dados de literatura (BONINI-
DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017). No entanto, durante o0 més de novembro/2018, os valores de
hemograma aumentaram, quando comparados com o0s demais meses, voltando a ter um

decréscimo no més de dezembro/2018.
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Figura 11. Grafico do eritograma de “jabuti-piranga” (n=10) entre os meses de agosto/2018 a
dezembro/2018.
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O tempo de vida dos eritrdcitos de queldnios varia entre 600 a 800 dias. No entanto, ndo
ha dados na literatura que relatem o tempo de recuperacao dos mesmos para perda excessiva de
sangue ou como resposta as coletas sequenciais (ATLAND; BRACE, 1962). O aumento dos
valores hematolédgicos ocorrido no més de novembro/2018, poderia indicar recuperacdo da
perda de sangue dos “jabutis-piranga” que ocorre a partir do quarto més de coleta seguido.
Porém, apesar da presenca de policromatofilos e eritrdcitos binucleados, a quantidade nao é
suficiente para tal afirmacdo. No entanto, devido as reducGes em hematdcritos, hemoglobinas
e indices hematimétricos, decidimos por realizar as coletas a cada 2 meses, tempo esse
programado para que Se evitasse que 0S animais entrassem em anemia ou que as coletas
sequenciais pudessem interferir nos resultados finais.

Assim, os dados de agosto/2018 a junho/2019, respeitando o intervalo de um més entre
as coletas, estdo representados Tabela 5. Nos meses de outubro/2018 e dezembro/2018 foram
observados 0s menores valores da concentracdo de hemoglobina total circulante na corrente
(out: 2,11 + 0,43¢/dL; dez: 2,41 + 0,65¢/dL). O mesmo foi notado com os indices
hematimétricos VGM (out: 259,90 + 57,60fL; dez: 300,70 + 40,78fL), CHGM (out: 12,43 £
1,86g/dL) e HGM (out: 32,23 + 6,82pg; dez: 55,55 + 11,73pg), parametros ilustrados na Figura
12.
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Figura 12. A. Grafico dos valores de hemoglobina de “jabuti-piranga”, onde a versus agosto (p<0,001);
b versus abril (p<0,001); ¢ versus junho (p<0,001); d versus agosto (p<0,001); e versus abril (p<0,001);
f versus junho (p<0,001); g versus abril (p<0,05); h versus junho (p<0,05) B. Grafico dos valores de
VGM de “jabuti-piranga”, a versus agosto (p<0,001); b versus fevereiro (p<0,05); c versus abril
(p<0,05); d versus agosto (p<0,05) C. Gréafico dos valores de CHGM de “jabuti-piranga”, onde a versus
agosto (p<0,001); b versus dezembro (p<0,05); ¢ versus fevereiro (p<0,001); d versus abril (p<0,001);
e versus junho (p<0,001). D. Grafico dos valores de HGM de “jabuti-piranga”, onde a versus agosto
(p<0,001); b versus dezembro (p<0,05); ¢ versus fevereiro (p<0,001); d versus abril (p<0,001); e versus
junho (p<0,001); f versus agosto (p<0,001); g versus abril (p<0,05); h versus junho (p<0,05); i versus

agosto (p<0,05).
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Bury et al. (2019) mostraram que os indices hematoldgicos, como hematdcrito,
hemoglobina circulante, quantidade e volume das células da “cobra-de-agua-de-colar” (Natrix
natrix) variam de acordo com a temperatura, com reducdo de até 40%, 39%, 47% e 10%,
respectivamente, nos periodos mais quentes. Além disso, também afirmaram que a reducéo dos
parametros hematologicos nos periodos de maiores temperaturas tambem ocorre nos demais
répteis. No entanto, Rodgers e Franklin (2017) mostraram que independente da variacdo da
temperatura, os valores de hematdcrito e hemoglobina circulante de “crocodilos-de-agua-
salgada” (Crocodylus porosus) néo se alteraram.

Bergamini (2016), que também trabalhou com a descri¢do da diferenga dos paramentros
hematoldgicos entres as estacdes do ano em “jabuti-piranga”, observou que nesses animais,
durante 0os meses mais quentes (que correspondem correspondentes a primavera e verao)

apresentaram maiores valores para os indices de hemoglobina e VGM.



Tabela 5. Dados do perfil hematologico de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio padrao.

AGO ouT DEz FEV ABR JUN Valor de P

Hemograma
Hematécrito (%) 19,10 + 6,60 17,60 £ 4,76 14,70 £ 5,69 14,00 + 6,89 19,20 + 4,36 18,10 + 5,84 0,048823*
Hemoglobina (g/dL) 461+1,62 2,11+0,43 2,41+ 0,65 3,08 £1,26 501+121 5,00+2,39 0,000000*

Eritrocitos Totais (x10%/uL) 571,50 £222,40 614,80 +89,26 485,50 +171,50 446,80+ 176,70 635,50 + 167,90 633,00 + 211,80 0,038491*
Leucdcitos Totais (x103/uL) 523,10 £ 184,60 513,50 +111,00 375,90 +£168,20 460,60 + 181,40 572,90 +69,95 595,40 + 188,30 0,016353*

Basofilo (%) 13,00 + 5,67 8,70 + 4,02 14,20 + 8,23 18,25 + 4,56 18,20+ 7,51 16,20+ 8,50 0,002080*
Eosindfilo (%) 8,90 + 8,34 14,10 £ 9,32 17,40 £ 7,56 16,20 + 3,32 17,94 + 3,99 19,00+ 7,25 0,004799*
Heterofilo (%) 35,10 * 15,66 24,30 £10,40 26,70 +10,92 30,60 = 3,74 26,66 + 4,88 20,20 £5,99 0,004632*
Azurdfilo (%) 5,70 + 3,86 4,50 £ 2,27 4,30 £ 2,58 7,50+7,10 0,92+1,34 4,40+224 0,002798*
Linfocito (%) 19,50 £ 9,07 27,10 £ 7,54 17,50 £ 7,07 17,00 + 4,89 20,00 £5,81 24,00+£5,73 0,003723*
Mondcito (%) 18,40 + 5,48 16,80 + 5,95 20,90 + 6,40 17,25+ 6,18 15,46 + 6,07 18,20+ 4,15 0,359335

VGM (fL) 359,80 £43,50 259,90 +57,60 300,70 +40,78 318,80 +40,04 332,60+48,97 313,60+ 20,52 0,000149*
CHGM (g/dL) 23,89 + 4,60 12,43 + 1,86 19,47 + 2,34 22,30+ 2,51 24,93 +1,61 25,48+9,58 0,000001*

HGM (pg) 93,79+ 11,64 32,23+ 6,82 55,55+ 11,74 73,61 +9,75 77,41+14,97 7547 +2536 0,000000*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
*p<0,05
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Os meses de outubro e dezembro apresentaram, respectivamente, média de 25°C e 27°C
de temperatura, 79% e 63% de umidade relativa e 12h 43 min 48seg e 13h 20min 24seg de
luminosidade, respectivamente. Foram periodos considerados mais quentes seco e com bastante
intensidade luminosa, quando comparados aos demais meses de coleta. A maxima da
temperatura e luminosidade ocorreu no més de dezembro, coincide com o periodo em que 0s
animais apresentaram 0s menores valores de hemoglobina (2,41 =+ 0,65g/dL) e,
consequentemente, de CHGM (19,47 + 2,34¢g/dL) e HGM (55,55 £ 11,74pQ).

A viscosidade do sangue dos organismos esta relacionada diretamente com o volume
plasmatico e a quantidade de células circulantes. Quanto mais eritrocitos presentes no sangue,
maior seré a viscosidade do mesmo, influenciando de forma negativa a circulacéo e distribuicdo
dos gases no animal (HILL; WYSE; ANDERSON, 2012). Bury et al. (2019) descrevem que
nos periodos mais quentes do ano, ha reducdo da quantidade de eritrécito nos répteis, pois sao
temperaturas que demandam maior gasto energético. Com a diminuicao das células vermelhas
no sangue, ha reducdo na viscosidade do mesmo, atendendo as demandas por todo o corpo do
animal.

Nos jabutis do nosso estudo, ndo foi observada nenhuma variacdo por microscopia e
indices dos eritrécitos, apesar de terem apresentado menor valor numérico na quantidade no
més de dezembro (485,50 £ 171,50x103%/uL). No entanto, quando se compara o volume celular
das células vermelhas (VGM) ha reducdo nos meses considerados quentes (out: 259,90 +
57,60fL; dez: 300,70 + 40,78fL), podendo essa alteracdo de volume influenciar de forma direta
na viscosidade do sangue, uma vez que a diminui¢do do VGM ir4 aumentar a porcentagem de
plasma sanguineo, aumentando assim, a viscosidade do sangue, fazendo com que os eritrocitos
presentes atendam as demandas do organismo.

Por fim, quando analisados os valores leucocitarios, foi possivel perceber que variaram
pouco durante os meses de coleta, variacdo essa considerada normal (GOULART, 2004;
STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011; ZHANG; GU; LI, 2011; MARTINS et al., 2016). O
que chama atencdo é o elevado nimero de monocitos presentes no sangue periferico desses
animais, que naturalmente deveriam estar entre 0-10% (GOULART, 2004). Observamos que
nesse estudo, os jabutis apresentaram média de 17,83% de mondcitos, indicando possivel
inflamacdo ou infeccdo por microrganismos (STACY; ALLEMAN; SAYLER, 2011), mesmo
que aparentemente saudaveis.

Os dados hematoldgicos durante os meses de coletas, para machos e fémeas,
separadamente, estdo representados nas tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Nos meses considerados quentes, como dezembro e fevereiro, foi possivel observar
reducdo nos valores de hematdcrito (macho: dez: 14,00 + 8,10%; fev: 17,60 + 5,30%; fémea:
dez: 14,20 + 4,10%; fev: 10,50 = 7,80%) e do VGM (macho: dez: 291,34fL; fémea: dez: 295,33
+58,57fL), caracterizando aumento na viscosidade sanguinea, pois a reducéo do volume celular
consequentemente aumenta a proporc¢do de plasma no sangue, correspondendo a demanda do
organismo.

Também foi possivel observar, em ambos 0s sexos, que 0s leucdcitos permaneceram
constantes. No entanto, os valores de mondcitos, cuja normalidade, de acordo Goulart (2004),
deve ser entre 0-10%, estavam acima dessa porcentagem, para machos (18,30 + 1,11%) e
fémeas (17,37 = 3,05%), podendo indicar, em ambos os casos, infeccdo ou inflamacéo por
microrganismos parasitas.

O que se destaca nesse momento de comparacdo dos parametros hematoldgicos entre 0s
sexos é variacdo nos valores de hematdcrito entre 0s meses, com destaque para 0 més de
dezembro em que os machos (14,00 + 8,10%) apresentaram 0s menores valores quando

comparados aos demais meses de coleta (Figura 13).

Figura 13. Gréafico representativos dos valores de hematocrito para machos de “jabuti-piranga”, em que
a versus agosto (p<0,05); b versus abril (p<0,05); ¢ versus junho (p<0,05).
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Schramm; Casares; Lance (1999) descrevem o ciclo reprodutivo da “tartaruga-gigante
de Galapagos” (Chelonoidis nigra), pertencente ao mesmo género que 0s “jabuti-piranga”.
Relatam que o pico de testosterona desses ocorre nos meses da primavera no hemisfério norte
(que corresponde aos meses de mago a junho), sendo sua concentragdo no plasma sanguineo
diminuida nos meses do verdo (entre os meses de junho a setembro), que ocorre 0 processo da

espermatogénese, preparando o animal para o ato reprodutivo.
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O aumento da concentracdo de testosterona circulante nos répteis influencia diretamente
a fisiologia desses animais, elevando, por exemplo, os valores de hematdcrito (SINERVO;
MILES, 2011). Em machos, como consequéncia da acdo desse hormdnio esteroide, hd aumento
da disputa por territorios, bem como melhores oportunidades de vida, como a sobrevivéncia da
espécie e sucesso reprodutivo (SINERVO; MILES, 2011).

Considerando os valores observados, possivelmente os “jabuti-piranga” tenham o ciclo
reprodutivo muito semelhante ao descrito por SCHRAMM; CASARES; LANCE (1999) para
C. nigra, pois durante o periodo da espermatogénese, em que a sintese desse hormonio é
reduzida, h& como consequéncia a reducdo dos valores de hematdcrito, como observado em
dezembro/2018. No entanto, nesse mesmo periodo houve reducdo dos nimeros de eritrocitos
circulantes no sangue dos jabutis machos, retomando a teoria de que nos meses mais quentes,
ha reducdo da viscosidade sanguinea para melhorar as demandas por eritrocitos por todo o

organismo.

4.4,  Comparacdo do perfil bioquimico metabdlico para machos e fémeas, entre o0s
meses de coleta

Os dados de perfil bioquimico metabolico estdo representados na Tabela 8.

Tabela 6. Dados do perfil bioquimico metabdlico de “jabuti-piranga” (n = 10) entre os meses de
agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio padréo.

AGO ouT DEZ FEV ABR JUN Valor de P

Bioguimica
Metabdlica
Glicose (mg/dL) 4539+19,45 91,31+£58,05 57,35+10,47 58,99+1597 5537+7,65 63,47+17,94 0,002174*

Colesterol (mg/dL) 112,50 +33,04 152,40 + 66,82 220,60 + 112,20 110,40 +67,73 163,90 + 70,07 230,70 + 164,30 0,000809*
Triglicérides (mg/dL) 146,20 + 55,63 237,80 + 223,10 334,50 + 247,70 112,50 + 126,90 168,40 + 62,67 194,80 + 130,20 0,020115*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
*p<0,05

Quando comparados entre os meses de coleta, os indices de glicose foram maiores no
més de outubro (91,31 + 58,05mg/dL) enquanto que os de colesterol e triglicérides foram
maiores nos meses de dezembro (col: 220,60 + 112,20 mg/dL; trig: 334,50 + 247,70 mg/dL),

valores representados na Figura 14.



45

Tabela 7. Dados do perfil hematoldgico de machos de “jabuti-piranga” (n = 5) entre os meses de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio
padrdo.

AGO ouT DEZ FEV ABR JUN Valor de P

Hemograma

Hematdcrito (%) 23,40+ 2,80 19,60 + 4,90 14,00 £ 8,10 17,60 £ 5,30 22,60 2,90 22,80+ 3,70 0,015429*
Hemoglobina (g/dL) 5,67 0,69 2,22 +£0,67 2,83+1,53 3,67+1,39 5,67 +0,83 6,06 +£1,92 0,000004*
Eritrocitos Totais (x103/pL) 672,00 £ 125,00 649,00 + 181,00 493,00 + 238,00 551,00+ 70,00 736,00+ 137,00 750,00 + 76,00 0,027992*

Leucdcitos Totais (x10%/uL) 594,40 + 125,60 481,00 +84,00 275,20+ 7550 527,40+119,30 634,60 +86,70 665,00 + 164,10 0,000053*

Basdfilo (%) 13,80 5,93 8,00 +£1,22 12,20 + 5,67 18,00 + 4,47 14,40 £ 7,26 16,80 +£ 10,45 0,075444*
Eosinofilo (%) 7,00 + 4,79 12,60 + 6,84 17,20 £5,02 16,00 + 4,00 19,20 £5,21 20,80 £6,41 0,012194*
Heterofilo (%) 32,00+ 19,14 22,80+9,12 29,20 £ 7,69 30,20 + 4,49 26,00 + 4,47 23,60 +4,77 0,355810
Azurofilo (%) 5,60 £ 2,79 4,00 £2,34 4,20 £1,48 4,00 +£0,00 1,20+ 1,78 3,60+1,67  1,000000
Linfocito (%) 22,80 £ 11,50 25,00 £ 8,91 17,60+ 3,28 17,00 + 6,55 22,00 £ 6,32 21,60+3,84 0,418158
Monacito (%) 19,00 + 7,48 18,40 + 6,10 20,00 + 4,89 18,00 + 6,63 17,60 + 8,29 16,80+ 5,76  0,966202

VGM (fL) 356,30 + 72,19 326,84 +£144,02 291,34+91,71 322,67+94,39 312,09+43,17 304,85+44,39 0,291811
CHGM (g/dL) 24,48 + 4,00 11,25+ 1,36 21,32+ 4,42 20,36 £ 4,74 25,29 +3,61 26,27 +6,00 0,000001*
HGM (pg) 85,93+ 12,84 38,23 +£ 21,62 59,50 + 15,47 68,24 +26,96 78,16 +10,61 80,08+ 22,31 0,000015*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
*p <0,05
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Tabela 8. Dados do perfil hematologico de fémeas de “jabuti-piranga” (n = 5) entre os meses de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio
padrdo.

AGO ouT DEZ FEV ABR JUN Valor de P
Hemograma
Hematdcrito (%) 14,8 £6,6 13,8 £20,5 142+4,1 105+7,8 17+47 148+ 4,7 0,405843
Hemoglobina (g/dL) 3558+1635 1,834+0,317 2,484+0,625 2,419+1547 4,355+1431 3,936+2526 0,043196*
Eritrocitos Totais (x103/pL) 417 + 266 575+ 118 478 + 96 342 + 225 535 + 160 516 + 246 0,493535
Leucocitos Totais (x10%/uL)  451,8 £ 219,5 546 +134,2  476,6 +180,5 430,7+300,6 539,7+96,1 5258+201,8 0,792166
Basofilo (%) 12,20 + 5,97 9,40+581 16,20+10,50 1850+5,17 22,00+6,16 1560 +7,26 0,031057*
Eosinofilo (%) 10,80+ 11,17 1560+11,97 17,60+10,16 16,40+296 16,68+2,16 17,20+ 8,31  0,575208
Heterdfilo (%) 38,20+ 12,70 25,80+12,44 2420+13,92 31,00£331 27,32%+571 16,80 £5,40 0,022623*
Azurdfilo (%) 5,80 £ 5,07 5,00 £2,34 4,40 + 3,57 11,00 £9,10 0,64 £0,81 5,20+2,68 0,020456*
Linfocito (%) 16,20 + 5,07 29,20+6,14 17,40+10,09 17,00£3,31 18,00+509  26,40+6,69 0,001648*
Monbcito (%) 17,80 + 3,27 1520+6,01 2180+8,13 16,50+6,38 13,32+1,63 19,60+0,89 0,195296
VGM (fL) 350,10 + 109,00 238,03 + 28,70 295,33 +58,57 302,46 £ 59,53 329,66 + 93,84 328,60 + 126,26 0,000394*
CHGM (g/dL) 24,50 + 6,47 1361+158 17,78+2,12 25,67+9,82 2550+4,87 24,69+ 13,01 0,048599*
HGM (pg) 86,46 + 33,57 32,17+297 5159+561 7533+21,75 87,21+40,42 70,84+29,93 0,000224*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
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Figura 14. A. Grafico dos valores de glicose de “jabuti-piranga”, onde a versus outubro (p<0,001); b
versus junho (p<0,05). B. Grafico dos valores de colesterol de “jabuti-piranga”, onde a versus dezembro
(p<0,05); b versus dezembro (p<0,05). C. Grafico dos valores de triglicérides de “jabuti-piranga”, onde
a versus dezembro (p<0,05).
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Pereira (2015) descreve os valores médios de glicose, colesterol e triglicérides,
respectivamente de 67,00 + 18,44mg/dL, 126,80 + 76,40mg/dL e 91,31 + 73,52mg/dL, para
machos e fémeas de “jabuti-piranga” em cativeiro. Bergamini (2016) também descreve sobre
perfil bioquimico de C. carbonarius, mantidos em cativeiro, onde foi encontrado valores
médios de glicose, colesterol e triglicérides, respectivamente de 72,16 + 22,17mg/dL, 221,32 +
48,31mg/dL e 367,76 + 8,15mg/dL.

N&o ha descrito na literatura valores de normalidade para os parametros bioquimicos
metabolicos como a glicose, colesterol e triglicérides. Além disso, em nosso estudo, a dosagem
dos marcadores bioquimicos ndo permitiu inferir se houve, ou ndo, reserva energética. No
entanto, podemos afirmar que nesses meses houve maior mobilizacdo de cada um desses
metabdlitos, utilizados durante o processo reprodutivo dos “jabuti-piranga”, uma vez que
apresentaram maiores valores nos meses que corresponde a primavera na América do Sul,
periodo esse em qual ocorre a sintese dos horménios esteroides, utilizados na reproducéo (HO
etal., 1982; SINERVO; MILES, 2011).

Durante esses meses, 0s autores ja relaram maior circulagdo de metabdlitos energéticos
para uso na reproducdo, seja ela producdo hormonal (POIAN; CARVALHO-ALVES, 2005;
SINERVO; MILES, 2011), corte e coito (MOLINA, 1992; BONINI-DOMINGOS;
OLIVEIRA, 2017), postura e nidificagio (MOLINA, 1992; BONINI-DOMINGOS;
OLIVEIRA, 2017).

No jabutis de nosso estudo, o aumento da glicose esta relacionado diretamente com o
busca por alimentos e preparo para o periodo reprodutivo dos mesmos; enquanto que elevados

niveis de colesterol e triglicerides corresponde com a sintese dos hormonios esteroides,
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utilizados durante a reproducdo, enquanto que sua queda nos meses seguintes pode estar
relacionada com o fato de que, assim como as fémeas de tartarugas marinhas durante o periodo
reprodutivo deixam de se alimentar para realizar atividades de nidificacdo e postura dos ovos,
as fémeas “jabuti-piranga” também podem deixar de se alimentar para realizagdo das atividades
de nidificagdo e postura dos ovos (MOLINA, 1992; HAMANN, et al., 2002; HAMANN;
LIMPUS; WHITIER, 2003; SINERVO; MILES, 2011)

Os valores do perfil bioquimico metabdlico para machos e fémeas estdo registrados nas

tabelas 9 e 10, respectivamente.

Tabela 9. Dados do perfil bioquimico metabolico para machos de “jabuti-piranga” (n=5) entre os meses
de agosto/2018 a junho/2019, expressos em média + desvio padréo.

AGO ouT DEZ FEV ABR JUN Valor de P

Bioguimica
Metabdlica
Glicose (mg/dL) 55,00+ 19,75 127,67 +64,87 65,03+24,17 66,20+14,40 58,65+880 91,51+4343 0,013623*

Colesterol (mg/dL) 125,67 +15,29 93,45+30,87 140,56 +62,03 84,67 14,65 101,40+ 2584 162,75+ 1525 0,013781*
Triglicérides (mg/dL) 102,94 +4582 57,40 +44,43 134,42 +123,79 31,87+28,81 79,29 +40,41 184,00+ 122,85 0,022767*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
*p<0,05

Tabela 10. Dados do perfil bioquimico metabélico para fémeas de “jabuti-piranga” (n = 5) entre os
meses de agosto/2018 até junho/2019, expressos em média + desvio padréo.

AGO ouT DEZ FEV ABR JUN Valor de P

Bioguimica
Metabdlica
Glicose (mg/dL) 35,78 +15,16 54,94+8,15 52,41+18,14 50,77+17,04 53,42+1266 50,40+9,74 0,122594

Colesterol (mg/dL) 138,90 + 116,27 190,63 + 60,27 300,67 +91,94 136,05 + 106,18 205,28 + 72,72 178,88 + 92,23 0,000230*
Triglicérides (mg/dL) 193,12 + 110,47 553,16 + 406,52 674,77 + 412,17 198,73 + 153,33 405,88 + 276,95 245,90 + 182,98 0,018699*

Legenda: AGO (agosto), OUT (outubro), DEZ (dezembro), FEV (fevereiro), ABR (abril) e JUN (junho).
*p<0,05

Para andlise bioquimica entre os jabutis machos, foram encontrados valores elevados de
glicose no més de outubro (127,67mg/dL + 64,87), enquanto colesterol e triglicérides
apresentaram valores elevados nos meses de dezembro (col:140,56 + 62,03mg/dL; trig: 134,42
+ 123,79mg/dL) e junho (col: 162,75 + 15,25mg/dL; trig: 184,00 £ 122,85mg/dL). Os

resultados desses parametros estdo ilustrados na Figura 15.
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Figura 15. A. Grafico dos valores de glicose para machos de “jabuti-piranga”, onde a versus outubro
(p<0,05); b versus outubro (p<0,001). B. Grafico dos valores de colesterol para machos de “jabuti-
piranga”, onde a versus junho (p<0,05). C. Grafico dos valores de triglicérides para machos de “jabuti-
piranga”, onde a versus junho (p<0,05).
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Quando analisadas para marcadores metabdlicos (glicose, colesterol e triglicérides), as
fémeas apresentaram maiores valores de colesterol no més de dezembro (300,67 *
91,94mg/dL); enquanto que para os triglicérides foram encontrados em maiores concentracfes
no meses de outubro (553,16 + 406,52mg/dL), dezembro (674,77 + 412,17mg/dL) e abril
(405,88 £ 276,95), sendo os valores representados pela Figura 16.

Figura 16. A. Grafico dos valores de colesterol para fémeas de “jabuti-piranga”, onde a versus outubro
(p<0,05); b versus dezembro (p<0,001); c versus abril (p<0,05); d versus dezembro (p<0,05); e versus
dezembro (p<0,05). B. Gréafico dos valores de triglicérides para fémeas de “jabuti-piranga”, onde a
versus dezembro (p<0,05).
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A reproducdo das “tartarugas-gigantes-de-Galapagos” pode ser utilizada como um
modelo tipico para os animais de regides tropicais (BLANVILLE; OWENS; KUCHLING,
2011). Esses animais apresentam o ciclo reprodutivo denominado prenuptial, onde ocorre 0
desenvolvimento sincronizado das gbnadas, até mesmo nos meses mais frios, tendo seu auge
para a producdo dos gametas na primavera (LANCE, 1998). Por essas caracteristicas, sao
considerados animais cuja reproducdo € dependente da sazonalidade (REITER; TAN;

FUENTES-BROTO, 2010). Nesse ciclo, a vitelogénese ocorre geralmente no més de julho,
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coincidindo com picos de estradiol. Além disso, 0s meses de marco e outubro, sdo os periodos
em que a progesterona esta presente em elevados indices na corrente sanguinea das fémeas de
queldnios terrestres. Os horménios esteroides, como o estradiol e progesterona sdo responsaveis
pela ovulacdo e construgdo dos ninhos, respectivamente (BLANVILLE; OWENS;
KUCHLING, 2011).

Nas fémeas de “jabuti-piranga” desse estudo, no més de outubro, foi encontrado valor
elevado de colesterol quando comparado aos outros meses, podendo indicar o uso para a
producdo de progesterona e a modulacdo desse lipideo como fonte de energia, utilizada nesse
periodo pelas fémeas durante a nidificacdo, conforme descrito anteriormente (BLANVILLE;
OWENS; KUCHLING, 2011; BRANSON; ATKINSON; RAMOS 2016).

No més de abril observamos o0 aumento do colesterol, podendo esse ser o indicio da
producdo de estradiol, utilizado durante o processo de vitelogénese. E, por fim, ambos 0s
lipideos apresentaram elevados indices no més de dezembro, sugerindo possivel requisicdo dos
mesmos para a sintese de progesterona e estradiol, utilizados nos processos de ovulacdo (em
marco) e vitelogénese (em julho), respectivamente. Os resultados sugerem que possivelmente
as fémeas de “jabuti-piranga” avaliadas nesse estudo possuem o ciclo reprodutivo semelhante
aos representantes do mesmo género (Chelonoidis) como anteriormente descrito
(BLANVILLE; OWENS; KUCHLING, 2011; BRANSON; ATKINSON; RAMOS 2016).

A testosterona é um esteroide, sintetizado a partir de &cidos graxos (SINERVO; MILES,
2011). Os machos de “tartaruga-gigante-de-Galadpagos” (C. nigra) apresentam um pico de
testosterona associado com a espermatogénese. Geralmente esse pico ocorre entre 0s meses de
junho e novembro, que representam o periodo da primavera (SCHRAMM et al., 1999). Os
machos aqui avaliados apresentaram elevados indices de colesterol e triglicérides nos meses de
dezembro e junho, periodo em que esses lipideos sdo requisitados para a produgdo da
testosterona. Uma hipotese para o uso dos triglicérides na producdo de testosterona esta no
relato desse componente para a producéo de feromonios, das glandulas de queixo, presentes em
queldnios da familia Testudinidae, em que a sua liberacdo resulta na competicdo entre os
machos, seja ela pelo territorio ou pela fémea (SINERVO; MILES, 2011).

Junto aos compostos lipidicos, foi observado o aumento na concentracao de glicose no
plasma sanguineo dos machos no més de outubro, podendo essa, ser resultado da melhor
alimentacdo desses animais no periodo de final de outono e inicio da primavera, se preparando
para a entrada no periodo reprodutivo dos mesmos, uma vez que a diferenca alimentar entre
machos e fémeas de “jabuti-piranga”, em que os primeiros possuem um consumo alimentar

muito maior que as segundas, ja relatado por Alvares et al. (2008).
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Em ambos os sexos, a melatonina € o hormonio responsavel por regular toda a fisiologia
desses organismos, preparando-os para a reproducdo (REITER et al., 2009). Esse hormonio,
também presente em microrganismos e plantas, é produzido na glandula pineal, presente em
diversos vertebrados, incluindo os queldnios, foi primordialmente descrito como um
antioxidante (FILADELFI; CASTRUCCI, 1996; TOSINI, 1997; ZHAO et al., 2019). Ha
evidéncias de que, dentre outras fungdes, a melatonina atua na regulacdo fisiolégica, de acordo
com o fotoperiodo de que os animais estdo submetidos (REITER et al., 2009). Estudos com
“tartaruga-de-trés-dedos” (Terrapene carolina triunguis) mostraram influéncia direta da
temperatura e da luminosidade na sintese da melatonina, em que periodos de dia curto (8 horas
de luminosidade), o pico de melatonina ocorre a partir das 11 horas de escuriddo; enquanto que
nos periodos de dia longo (16 horas de luminosidade), a partir de 4 horas ja é evidenciado o
pico da melatonina na corrente sanguinea (VIVIEN-ROELS; PEVET; CLAUSTRA, 1988).

Durante os meses de coleta, foi averiguado o fotoperiodo correspondente de cada més,
e foi possivel observar uma variagdo relevante, com maximo de horas no més de dezembro (13h
43min 48seg) e minimo no més de junho (10h 53min 24seg), que correspondem aos meses mais
quente e frio, respectivamente. Esses periodos coincidem com o momento de reducédo na sintese
de hormonios esteroides, no més de dezembro, e com 0 aumento de acidos graxos em junho,
época em que 0s animais tendem a diminuir seu metabolismo, podendo a melatonina atuar na
regulacdo dos processos reprodutivos e metabolicos dos jabutis.

Assim, considerando a questdo principal desse estudo, percebemos que machos e fémeas
de “jabuti-piraga” respondem de formas distintas quanto as variagGes ambientais, onde machos
apresentam maiores valores de hematdcrito nos meses mais quentes; enquanto que as fémeas
apresentam concentracdes de colesterol e triglicérides maior que dos machos no periodo
reprodutivo, sendo esses, utilizados para a vitelogénese, além da producdo dos hormdnios
esteroides.

O comportamento reprodutivo de “jabuti-piranga” ¢ muito semelhante ao das
“tartarugas-gigantes-de-Galapados”. A semelhanga dos indices hematologicos e bioquimicos
reforca a hipdtese evolutiva de que os jabutis de Galdpagos teriam originados a partir da
emigracdo de jabutis amazonicos e que apesar das diferentes caracteristicas morfologicas
adquiridas no decorrer do processo evolutivo, esses animais apresentam 0 mesmo
comportamento fisiolégico e reprodutivo, como observado em nosso estudo.

Também foi possivel perceber a variacdo da temperatura, umidade relativa e fotoperiodo
caracterizam sazonalidade para os meses do ano na regido de Ilha Solteira — SP, e atuam

diretamente no perfil hematologico, diminuindo hematocrito, concentracdo de hemoglobina e
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VGM nos periodos mais quentes dos meses de coleta; e nos pardmetros bioquimicos
metabdlicos, aumentando a concentracdo de glicose, colesterol e triglicérides nos periodos mais

guentes e mais luminosos nos meses mais quentes, sofrendo influéncia direta da sintese de
melatonina.
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5. Conclusao

A variacdo sazonal interfere nos parametros hematologicos como a hemoglobina,
CHGM e HGM, apresentando menores valores nos periodos em que a temperatura
€ menor que a média.

A variacdo sazonal também interfere nos parametros bioquimicos, sendo que a
glicose, colesterol e triglicérides sdo mais requisitados no periodo da primavera
(entre final de setembro e inicio de dezembro).

O perfil hematoldégico, mais especificamente o hematdcrito, a dosagem de
hemoglobina e eritrécitos totais, diferem entre os individuos machos e fémeas,
sendo encontrados maiores valores para 0s primeiros, mesmo que apresentem
tamanho corpéreo menor quando comparado as fémeas.

O perfil biogquimico também difere entre os sexos, sendo que a glicose é encontrada
em maior concentracdo nos machos, enquanto que colesterol e triglicérides séo
encontrados em maiores concentracdes nas fémeas.

As coletas mensais de amostra sanguinea de jabutis devem ser evitadas, sendo essas
realizadas no minimo com intervalo de um més entre coletas, para que a perda
excessiva de sangue ndo altere os resultados futuramente obtidos durante as anélises

hematoldgicas e bioquimicas.
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ANEXO B - Hemograma
Hematdcrito (Ht)

Principio da Técnica

O hematocrito possui o objetivo de verificar o volume globular sanguineo a partir de uma
comparacao proporcional entre os glébulos vermelhos e o plasma. Resumidamente, ele é capaz

de mostrar a proporcao de eritrocitos no sangue.

Procedimento
. . . 3 .
- Homogeneizar a amostra com delicadeza e posteriormente, preencher ” do tubo capilar

de microhematocrito com sangue;

- Fechar a extremidade aberta do tubo e colocd-lo na centrifuga propria para
microhematdécrito por cinco minutos a 13.000 rpm;

- Fazer a leitura do resultado utilizando o cartdo de referéncia, cujos valores sdo dados em

porcentagem de volume celular em relacao ao total.

Concentracéo de Hemoglobina (Hb)

Principio da Técnica

O método de analise da concentracdo de hemoglobina circulante no sangue ocorre a
partir da presenca de cianometahemoglobina, cuja presenca advém a partir da transformacédo da
hemoglobina e seus derivados por um reativo especial a base de cianeto. Em seguida, a amostra

é quantificada por espectrofotometria.

Procedimento

- Adicionar 20 pL da amostra em 5mL de Solugdo Drabkin (1948) e homogeneizar;

- Medir em espectrofotdmetro com comprimento de onda 540 nm. O resultado da leitura
da absorbancia ¢ multiplicado por um fator de correcédo (FC), cujo calculo ocorre a partir da
divisdo entra a concentracao e absorbancia (C/A) de uma amostra padrao;

- Medir o espectrofotdbmetro com comprimento de onda 540nm. O resultado da leitura
da absorbancia deve ser dividido por 15,3 e multiplicado por 250 como fator de correcao, tendo
a concentragdo de hemoglobina em mM. Esse total, deve ser multiplicado por 1,7, que ira
fornecer a concentragéo em g/dL.

Reagentes da Solucdo Drabkin (1948):

- 0,209 de ferricianeto de potassio (CeNsFeKs);
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- 0,209 de cianeto de potéassio (KCN);
- 1000 mL de &gua destilada q.s.p.

Contagem Global das Células Sanguineas

Principio da Técnica

Devido a presenca de nucleo nas células vermelhas e trombdcitos, a contagem celular dos
répteis deve ser realizada de forma manual e ndo automatizada, segundo Frye (1991). Seus
métodos permitem calcular o nimero absoluto de células de um determinado volume de
amostra. A técnica consiste em colocar uma solucao contendo amostra de sangue diluida junto
de um reativo apropriado para o tipo celular estudado em uma Camara de Neubauer (Figura
17). Em instantes, os elementos irdo sedimentar no fundo da cdmara, o qual é todo quadriculado,
permitindo realizar os calculos necessarios para a contagem das células, obtendo resultados

expressos em pL.

Figura 17. Imagem da Cémara de Neubauer, demonstrando pelo circulo as duas areas de observacéo
para contagem das células. A direita, uma imagem microscopica da area quadriculada de um dos
circulos.

Fonte: Adaptado de BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017.

Procedimento
Para os eritrocitos, segue:
- Com pipeta de Thomas, aspirar sangue total homogeneizado até a graduagéo 1
e completar com a solucdo de Natt and Herrick (1952) até a marca 101;
- Agitar a pipeta com movimentos circulares, homogeneizando a mistura;
- O sangue, entdo diluido em 1:100, deve permanecer de um a dois minutos na

pipeta.
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- As primeiras gotas devem ser desprezadas e em seguida, a pipeta deve ser
colocada na abertura da cAmara de Neubauer, formando entre elas um angulo de 45°, enchendo-
a com o liquido que penetrar por capilaridade;

- Deixar a camara em local imido por cinco minutos, para perfeita sedimentacéo
dos eritrdcitos;

- O numero total de eritrécitos nos cinco pequenos quadrantes (quatro das
extremidades e o central) na area do grande quadrado central da camara (Figura 18) é
determinado no microscopio, em objetiva de 40x (aumento de 400 vezes);

- O valor total dessa contagem (N) deve ser multiplicado por 5000 vezes, valor
que considera a dilui¢do, a altura da cdmara e a area contada, resultado no valor estimado de
eritrocitos.

Apesar de semelhante, a contagem de leucdcitos difere da anterior, seguindo 0s passos:

- Com a pipeta de Thomas, aspirar sangue até a graduagdo 1 e completar com a
solucdo de Natt and Herrick (1952) até a marca 11.

- Agitar a pipeta com movimentos circulares, homogeneizando a mistura;

- O sangue, agora diluido em 1:10, deve permanecer de um a dois minutos na
pipeta.

- As primeiras gotas devem ser desprezadas e em seguida, a pipeta deve ser
colocada na abertura da cAmara de Neubauer, formando entre elas um angulo de 45°, enchendo-
a com o liquido que penetrar por capilaridade;

- Deixar a cdmara em local imido por cinco minutos, para perfeita sedimentacéao
dos leucdcitos;

-Com a iluminacdo reduzida do microscépio, observar primeiramente na
objetiva de 10x, para verificar a distribuicdo das celulas, em seguida, passar para a objetiva de
40x e fazer a contagem dos leucdécitos nos quatro quadros laterais da camara;

- O valor desta contagem é multiplicado por 1000, resultando no total de

leucocitos expresso em pL.
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Figura 18. Imagem microscopica representando o interior da Camara de Neubauer, onde é realizada a
contagem das células. Os quadrantes representados pela letra L sdo utilizados para contagem de
leucécitos, enquanto que os quadrantes com os circulos brancos sdo utilizados para contagem de
eritrocitos.

Fonte: Adaptado de BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017.

Reagentes
A solugcdo Natt and Herrick (1952) é utilizada como diluidor para as contagens de

eritrécitos e leucdcitos, além de destaca-las com coloragdo azul anil. A sua vantagem é que 0s
resultados podem ser obtidos com o0 uso do mesmo hemocitdmetro. Ja sua desvantagem esta na
dificuldade na identificacéo de pequenas células, além do uso de pipetas diluidoras manuais e
do preparo da solucdo diluidora, seguindo os passos:

- 3,889 de cloreto de sodio (NaCl);

- 2,509 de sulfato de sodio (Na2SOs);

- 2,919 de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Na;HPO4.12H,0);

- 0,259 de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4);

- 7,50mL de formalina (37%);

- 0,109 de metil violeta 2B;

- 1000mL de agua destila g.s.p.
A solucdo é mantida em recipiente de vidro escuro, em temperatura ambiente overnight e
filtrada antes do uso.

Contagem Diferencial de Leucdcitos
Principio da Técnica

A contagem diferencial de leucdcitos tem por objetivo proporcionar uma porcentagem
dos diferentes tipos celulares da linhagem branca presente em uma gota da amostra sanguinea.
Esse tipo de amostragem é realizado a partir da analise do esfregago sanguineo corado e é de

extrema importancia para analises clinicas e da satde dos animais.
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Procedimento

- Utiliza-se o esfregaco sanguineo, feito com uma gota da amostra de sangue total, que
é estendida sobre uma lamina de vidro com ajuda de uma segunda lamina e corado com
Panotico (Hematocor-Biologica®);

- O esfregaco é observado ao microscopio com objetiva de imersdo a 6leo (100x);

- Contam-se 100 células, anotando cada tipo diferencial e, ao final, sdo estabelecidos 0s

valores percentuais relativos de cada tipo leucocitéario.
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ANEXO C - Bioquimica Metabolica
Anélise Bioquimica

Principio da Técnica

As analises de concentracdo bioquimica de glicose, colesterol e triglicérides serdo
determinadas a partir do sistema enzimético (metodologia de Coloragdo Enzimética de
Trinder), descrito pela LabTest Diagndsticos S.A. em seu manual de uso do kit comercial de
Glicose Liquiform (Ref.: 133), Colesterol Liquiform (Ref.: 67) e Triglicérides Liquiform (Ref.:

87), respectivamente.

Procedimentos

O procedimento para realizacdo das analises bioquimicas, segue 0s passos a seguir:

- Utilizar trés tubos de ensaio, para respectivos componentes: branco, padréo e
teste;

- Acrescentar 1,0mL de Reagente n°1 em cada um dos tubos, seguido de 0,01mL
de Padrdo n°2 no tubo padrédo e 0,01mL de Amostra no tudo teste;

- Misturar vigorosamente e colocar em banho-maria a 37°C durante dez minutos;

- Determinar as absorbancias do teste e padrdo em 505nm ou filtro verde (490 a
520nm), acertando o zero como branco.

Para averiguar a linearidade das concentragBes (Figura 19), o resultado final serad a
absorbancia do teste multiplicado pelo fator de calibracdo, que pode ser calculado pela divisdo
de 100 pela absorbancia padréo, sendo ele, expresso em mg/dL, para glicose e 0 mesmo para
colesterol e triglicérides, porém, o fator de calibracdo deverd ser a divisdo de 200 pela
absorbéancia padréo.

Figura 19. Célculo da linearidade dos resultados da andlise de glicose, colesterol e triglicerides

sanguinea.

Glicose (mg/dL) = Absorbéncia do Teste x Fator
Fator de Calibracédo = 109

AbsorbanciadoPadrio

Colesterol (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator
Fator de Calibracédo = 290

AbsorbanciadoPadrio

Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

. ~ 200
Fator de Calibracédo = — .
AbsorbanciadoPadrio

Fonte: Modificado de Uso, LabTest Diagnostico R.A., 2020.
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Dosagem de Glicose no Plasma Sanguineo

Para a analise da glicose (Figura 20) parte-se do principio que a glicose-oxidase ira
catalisar a oxidacdo da glicose, resultando em &cido gluconico e perdxido de hidrogénio, que
por sua vez, ira reagir com 4-aminoantipirina e fenol, sob acao catalisadora da peroxidase, por
meio de uma reacdo de acoplamento, formando uma antipirilquinonimina de cor vermelha, cuja

intensidade seré proporcional & concentragdo de glicose na amostra.

Figura 20. Principio ativo da Glicose Liquiform (Ref.: 133) para analise de glicose no plasma

sanguineo.

GOD
Glicose + 0, + H,0 » Acido Glucdnico + H,0,

POD
2H.0, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0

Fonte: Adaptado de Instrucdo de Uso, LabTest Diagnéstica R.A., 2020.
Dosagem de Colesterol no Plasma Sanguineo
Na analise do colesterol (Figura 21) os ésteres de colesterol serdo hidrolisados pela
colesterol esterase a colesterol livre e cidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela colesterol
oxidase a colest-4-em-ona e perdxido de hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peréxido de
hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina serdo oxidadas formando a antipirilquinonimina que
possui absorbancia maxima em 500nm, cuja intensidade da coloracdo vermelha sera

diretamente proporcional a concentracdo de colesterol no sangue.

Figura 21. Principio ativo da Colesterol Liquiform (Ref.: 76) para analise de colesterol no plasma

sanguineo.

Colesterol
Esteres do colesterol — Colesterol + Acidos graxos
Esterase

Colesterol
Colesterol + 0, — Colest-4-en-ona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina — Antipirilquinonimina + 4 H,0

Fonte: Adaptado de Instrugdo de Uso, LabTest Diagnostica R.A., 2020.
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Dosagem de Triglicérides no Plasma Sanguineo

Para a quantificacdo de triglicérides (Figura 21) a lipoproteina lipase provocara a
hidrolise dos triglicérides liberando glicerol, que sera convertido, pela acéo da glicerolquinase,
em glicerol-3-fosfato. Esse € oxidado a dihidroxiacetona e perdxido de hidrogénio, na presenca
da glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre o perdxido de
hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4 clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma
quinoneimina que tem maxima absorbancia em 505nm, cuja intensidade da coloragédo vermelha

sera diretamente proporcional a concentracao de triglicérides no sague.

Figura 22. Principio ativo da Triglicérides Liquiform (Ref.: 87) para anélise de triglicérides no plasma
sanguineo.

Lipoproteina _
Triglicérides ————» Glicerol + Acidos Graxos
Lipase

Glicerolquinase
Glicerol + ATP —————— Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg *?

Glicerol-3-Fosfato
Glicerol-3-Fosfato + 0, —————————> Dihidroxiacetona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2 H,0, + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol —# Quinoneimina+ 4 H,0

Fonte: Adaptado de Instrucdo de Uso, LabTest Diagnéstica R.A., 2020.



