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RESUMO

As variagOes sazonais nos fatores bidticos e abioticos influenciam no metabolismo de répteis,
principalmente por serem animais ectotérmicos. Assim, 0s organismos dependem de ajustes
comportamentais, morfoldgicos, fisiolégicos e bioquimicos para a manutencdo da
homeostase. Os ajustes ocorrem, também, em mudancas ambientais tidas como comuns, ou
seja, sazonais; a sazonalidade do sudeste do Brasil consiste na divisdo entre as estac0es seca e
chuvosa. A avaliacdo de alteracdes biologicas decorrentes de potenciais efeitos sazonais €
realizada por meio da utilizacdo de biomarcadores. Alteragdes no estado fisiopatoldgico do
organismo frente a mudancas ambientais sdo indicadas por esses biomarcadores, de forma a
auxiliar no entendimento da biologia da espécie e como ela se ajusta fisiologicamente as
condic¢des ambientais. O objetivo do trabalho foi analisar se 0 sexo e a sazonalidade (estacdes
seca e chuvosa) promovem interferéncias na resposta fisioldgica de individuos de Chelonoidis
carbonarius (espécie de jabuti com grande abrangéncia no territério brasileiro) provenientes
de cativeiro exemplar, de acordo com as normas impostas pelo IBAMA. A anélise consistiu
em marcadores bioquimicos do estresse oxidativo (enzimas Catalase, Glutationa Peroxidase,
Glutationa S-Transferase e Superéxido Dismutase, e Lesdo em Biomoléculas) e do
metabolismo energético (Glicose, Colesterol e Triglicérides), hematoldgicos (Eritrocitos e
Leucdcitos totais, Hematdcrito, Dosagem de Hemoglobina Circulante, VGM, CHGM, HGM,
Oxihemoglobina e Metahemoglobina) e citoquimicos (Coloracdo de Prata, Coloracdo de
Feulgen, Diferencial de Leucocitos e Razdo Heterdfilo por Linfécito). Como objetivos
secundarios, houve o estabelecimento de parametros de normalidade para a espécie estudada e
a observacao se ha relacdo entre a resposta citoquimica e 0 mecanismo de ajustes fisiologicos
dos individuos. Nos resultados observados, as fémeas apresentaram maiores valores de
Colesterol e Triglicérides, e os machos, de Hematocrito e Dosagem de Hemoglobina. As
maiores diferencas encontradas foram provenientes das comparagdes entre as estagdes; a
estacdo chuvosa apresentou maiores valores de GST, SOD, Triglicérides, Oxihemoglobina e
Metahemoglobina, enquanto que na estacdo seca, os valores de GPx, Lesdo oxidativa,
Leucacitos totais, Dosagem de Hemoglobina e HGM foram maiores. Quando comparados o
perfil das fémeas ao longo da sazonalidade, foram encontradas diferencas apenas nos
marcadores GPx (maior na estacdo seca) e Metahemoglobina (maior na estacdo chuvosa),
evidenciando um comportamento referente ao “mito de hormese”, em que quase ndo ha
flutuacdo dos marcadores, uma vez que sempre se encontram elevados para lidar com as
mudancas ambientais e comportamentais. Os machos, ao contrério, quando comparadas as
estacdes, apresentaram diferencas nos marcadores das enzimas GST e SOD, do Triglicérides e
da Metahemoglobina, maiores na chuva, enquanto a enzima GPx, a Lesdo oxidativa, 0s
Leucacitos totais, a Dosagem de Hemoglobina, 0 CHGM, o HGM e o Microndcleo foram
maiores na seca, evidenciando um Preparo para o Estresse Oxidativo (POS) ao aumentarem
0s niveis de antioxidantes a fim de lidar com as adversidades da estacdo mais estressora.
Aliado aos resultados encontrados, observou-se uma relagdo da porcentagem de microndcleo
com a quantidade de lesdo oxidativa e um aumento de nucléolos funcionais em estacfes com
maiores atividades bioquimicas. Como conclusdo, tem-se que: a estacdo seca € a mais
estressora aos individuos C. carbonarius provenientes de cativeiro, evidéncia de que ha
influéncia da sazonalidade no metabolismo dos individuos, comprovado pela diferenca nos
ajustes fisioldgicos de fémeas (em hormese) e de machos (em POS); e também que hd uma
relacdo entre a resposta citoquimica e o0s resultados dos marcadores bioguimicos e
hematolégicos.

Palavras-chave: Estacdo seca. Estacdo chuvosa. Periodo reprodutivo. Adaptacoes
bioquimicas. Ajustes fisiologicos.



ABSTRACT

Seasonal changes in biotic and abiotic factors influence the metabolism of reptiles, mainly
because they are ectotherms. Thus, the organisms depend on behavioral, morphological,
physiological and biochemical adjustments to maintain the homeostasis. Those adjustments
also occur in environmental changes perceived as usual, that is, seasonal ones. The
seasonality of southeastern Brazil consists of the dry and the rainy seasons. By using
biomarkers, biological changes from potential seasonal effects can be evaluated. Those
biomarkers indicate alterations in the physiopathological condition of the organism, caused by
environmental changes, and help us to understand the biology of the species studied and its
physiological adaptation to the environmental condition. This work aims to analyze whether
the sex and the seasonality (dry and rainy seasons) interfere in the physiological response of
individuals of Chelonoidis carbonarius (species of tortoise widely spread in the Brazilian
territory) from exemplary captivity, according to the standards imposed by IBAMA. The
analysis consisted of biochemical markers of oxidative stress (Catalase, Glutathion
Peroxidase, Glutathione S-Transferase and Superoxide Dismutase enzymes, and Damage in
Biomolecule) and of energy metabolism (Glucose, Cholesterol and Triglycerides), and also
hematological (total Erythrocytes and Leukocytes, Hematocrit, Circulating Hemoglobin
Dosage, MCV, MCHC, MCH, Oxyhemoglobin and Methemoglobin), and cytochemical
markers (Silver Staining, Feulgen Staining, Differential Leukocyte Counts and
Heterophil/Lymphocyte Ratio). Another objective was to set parameters of normality for the
species studied and to observe if the cytochemical response and the mechanism of
physiological adaptation are related to each other. In the results observed, the values of
Cholesterol and Triglycerides were higher in females, and those of Hematocrit and
Hemoglobin Dosage were higher in males. The major differences were found comparing the
seasons; the rainy season presented higher values of GST, SOD, Triglycerides,
Oxyhemoglobin and Methemoglobin, while in the dry season, the values of GPx, Oxidative
damage, total Leukocytes, Hemoglobin Dosage and MCH were higher. Comparing the profil
of the females along the seasonality, the only differences found were those in the GPx (higher
in the dry season) and in the Methemoglobin (higher in the rainy season) markers, showing a
behavior related to the "hormesis myth", in which there is almost no fluctuation of markers,
once they are always elevated to deal with environmental and behavioral changes. The males,
on the other hand, reagarding the seasons, presented differences in the markers of GST and
SOD enzymes, Triglycerides and Methemoglobin, which are higher in the rainy season, while
GPx enzyme, Oxidative damage, total Leukocytes, Hemoglobin Dosage, MCHC, MCH and
Micronucleus were higher in the dry season, which shows a Preparation for Oxidative Stress
(POS); when the levels of antioxidants are elevated in order to deal with the adversities of the
most stressful season. Along with the results found, a relation between the percentage of
micronucleus and the quantity of oxidative damage, and also a higher amount of functional
nucleoli in seasons of more biochemical activities could have been observed. The results
show that: the dry season is the most stressful to individuals of C. carbonarius in captivity,
showing that seasonality influences the metabolism of the individuals, which is proved by the
differences in the physiological adaptations of females (in hormesis) and males (in POS); and
also that there is a relation between the cytochemical response and the results of the
biochemical and hematological markers.

Keywords: Dry season. Rainy season. Reproduction period. Biochemical adaptations.
Physiological adjustments.
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1 Introducéo

VariagGes sazonais nos fatores bidticos e abioticos influenciam no metabolismo
energético de répteis (BENNETT; DAWSON, 1976). Por serem animais ectotérmicos,
alteracdes de temperatura e umidade podem causar importantes efeitos na estrutura e fungéo
das enzimas metabdlicas, modificando de maneira profunda os processos fisioldgicos e
padrdes de atividade, principalmente no que se refere ao ciclo reprodutivo. Fatores como
disponibilidade de alimento, fotoperiodo e umidade também contribuem para as diferengas
sazonais no metabolismo (BENNETT; DAWSON, 1976; HUEY, 1982; SOMERO, 2004,
PITOL et al., 2008; WILLIARD; HARDEN, 2011).

De acordo com Biomarkers Definitions Working Group (2001), um biomarcador é
uma caracteristica objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos
biolégicos normais, processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencdo
terapéutica. Assim, biomarcadores sdo utilizados em pesquisas pela capacidade de deteccédo
do efeito de um agente toxico em um individuo, permitindo avaliar as suas respostas
fisioldgicas a agentes agressores. Desse modo, os biomarcadores sdo capazes de inferir as
consequéncias que o impacto ambiental tem na qualidade do ambiente e na vida dos
individuos. Sdo capazes de refletir o estado saudavel do organismo em niveis de organizagédo
celular e/fou molecular, e apresentar uma rapida resposta ao estresse. Sendo assim,
biomarcadores podem ser utilizados como indicadores precoces de alteragdes ambientais,
auxiliando na tomada de decisdes que evitem ou mitiguem danos ambientais, antes que esses
se tornem irreversiveis (HINTON et al., 1992; SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Dessa forma, adaptacfes bioguimicas como alteracBes na estrutura, funcéo, regulacédo
e nos niveis de biomoléculas, assim como nas reacGes metabolicas, permitem que 0s
organismos respondam efetivamente as alteraces ambientais e mantenham condicGes
adequadas no ambiente interno, preservando a homeostase (STOREY, 2004). Além disso, em
condicdes de mudancas nos fatores abidticos, a maioria dos organismos depende de
adaptacdes comportamentais, morfologicas, fisiologicas e bioquimicas a fim de combater as
perturbacdes causadas na homeostase por um ambiente desfavoravel, e, assim, ser capaz de
sobreviver (SOMERO; LOCKWOOD; TOMANEK, 2016).
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1.1 Caracterizagdo da espécie Chenoloidis carbonarius

A Classe Reptilia abrange a Ordem Testudines, ou seja, 0s quel6nios tanto de habito
terrestre, como de agua doce e salgada, compreendendo os jabutis, cagados e tartarugas.
Recentemente, o clado das tartarugas foi classificado como o clado de vertebrados mais
ameacado (UETZ; ETZOLD; CHENNA, 2018), do total de 251 espécies, 159 espécies
(59,4%) estédo classificadas em perigo (Extinta, Extinta na natureza, Criticamente em Perigo,
Em Perigo e Vulnerédvel), de acordo com a classificacdo da “International Union for
Conservation of Nature” (IUCN, 2019); 84 espécies (33,5%) estdo classificadas como
Criticamente em Perigo ou Em Perigo (TTGW, 2017). Sdo animais de facil identificacdo pelo
fato de apresentarem caracteristicas morfoldgicas singulares, como: crénio anapsida, bico
cérneo afiado, auséncia de dentes (GOULART, 2004), e um casco formado pela fusdo da
carapaca com o plastrdo, recoberto por escudos cérneos (POUGH; JANIS; HEISER, 2013;
SHAFFER, 2009). O casco, caracteristica morfoldgica extremamente conservada, apresentou
mudangas quase irrelevantes nessas espécies ao longo dos 200 milhdes de anos de existéncia e
é composto por duas partes: uma carapaca dorsal formada pela fusdo das costelas, vértebras e
diversos elementos de ossificacdo dérmica, revestida por escudos queratinizados ou pele
semelhante a couro; e um plastrdo ventral formado pela fusdo de claviculas, interclaviculas e
costelas abdominais (gastralia). O alto valor adaptativo relacionado a presenca do casco pode
ser considerado um fator determinante para a baixa diversificacdo do grupo (POUGH; JANIS;
HEISER, 2013).

A familia Testudinidae é a segunda maior familia da ordem Testudines em nimero de
espécies (SBH, 2012). Abrange os quel6nios conhecidos como jabutis, animais de habito
terrestre, onivoros e diurnos que passam o tempo em busca de alimento (JACOBSON, 2007).
No Brasil, a familia esta representada por duas espécies: Chelonoidis carbonarius (SPIX,
1824), conhecido popularmente como “jabuti piranga”, e Chelonoidis denticulatus
(LINNAEUS, 1766), conhecido como “jabuti-tinga” (SBH, 2012).

Os “jabutis pirangas” ou “jabuti-das-patas-vermelhas” (Chelonoidis carbonarius)
possuem em média de 30 a 35 centimetros de comprimento, ndo excedendo 50 centimetros, e
0s machos normalmente sdo maiores que as fémeas. A carapaca é forte e convexa, de cor
cinza, marrom ou preta, com desenhos simétricos, vermelhos ou amarelados. O plastrdo
apresenta a mesma coloracdo escura, com forma cbéncava nos machos. A escama frontal
geralmente € Unica. Durante a estacdo chuvosa apresenta seu periodo de maior atividade
(RUEDA-ALMONACID et al., 2007). Pelo fato de consumir muitas espécies vegetais em sua
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alimentacdo, atua como importante dispersor de semente (WANG et al., 2011). O periodo de
reproducdo decorre de agosto a janeiro, sendo mais comum entre setembro e novembro
(VOGT, 2008). Ocorrem principalmente em areas abertas e secas da Nicardgua, Panama,
Colémbia, Venezuela, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Peru, Argentina, Bolivia,
Paraguai e Brasil, nos estados de Alagoas, Amazonas, Bahia, Maranh&o, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Para, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rondénia, Roraima, Sergipe
(PRITCHARD; TREBBAU, 1984; THE REPTILE DATABASE, 2015; TTGW, 2017).

1.2 Estresse oxidativo

O conceito de radicais livres consiste em atomos ou moléculas que apresentam um ou
mais elétrons ndo pareados (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). O é&tomo de oxigénio (O), por apresentar dois elétrons
desemparelhados na camada de valéncia, também é classificado como radical livre. Em
sistemas bioldgicos, o O2, ao ser reduzido, origina espécies reativas de oxigénio (ERO)
(HERMES-LIMA, 2004).

O estresse oxidativo consiste na superproducdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), como o radical anion superéxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical
hidroxila (+OH) (LOPEZ-BAREA; PUEYO, 1998), e é definido como o desequilibrio entre a
producdo de ERO e a acdo das defesas antioxidantes no organismo (SIES, 1991). O radical
livre superoxido (O2--) é considerado altamente reativo, portanto sua formacdo também leva a
producdo do radical livre hidroxila (¢*OH), ainda mais reativo (NELSON; COX, 2014). Esse
desequilibrio é conhecido por gerar danos em biomoléculas, como por exemplo, proteinas,
enzimas, lipideos de membrana e &cidos nucléicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2008;
GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; NELSON; COX, 2014), podendo, at¢ mesmo,
acarretar em morte celular (ALMEIDA et al., 2003).

A producdo de ERO é parte integrante do metabolismo e é observada em diversas
condicdes fisiologicas (VASCONCELOS et al., 2007). Diversas etapas na via de reducdo do
oxigénio, em mitocondrias, tém o potencial de produzir radicais livres altamente reativos, que
sdo capazes de danificar as células (SILVA; FERRARI, 2011; NELSON; COX, 2014). Nas
mitocondrias, nos momentos de respiracdo ativa, de 0,1 a 4% do oxigénio utilizado na
respiragdo formam (Oz2-), mais do que suficiente para gerar efeitos letais, a menos que o
radical livre seja rapidamente descartado por meio das vias antioxidantes (NELSON; COX,
2014). Quando a mitocondria encontra-se sob estresse oxidativo, existem mais elétrons

disponiveis para entrar na cadeia respiratoria do que aqueles que conseguem se ligar ao
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oxigénio e resultar em dgua. Quando o suprimento de doadores de elétrons na forma NADP é
equiparado com o0s aceptores de elétrons, existe menos estresse oxidativo e a produgdo de
ERO ¢é muito reduzida. Embora a superproducdo de ERO seja obviamente prejudicial, baixos
niveis de ERO podem ser usados pela célula animal como sinal de hipoxia, ou seja,
suprimento ineficiente de oxigénio, desencadeando ajustes metabdlicos (NELSON; COX,
2014).

Um estado com niveis intracelulares de ERO moderadamente elevados é referido
como estresse oxidativo; o aumento da producdo de ERO e de radicais livres provoca danos
ao DNA, as proteinas, aos carboidratos e aos lipidios, comprometendo as fungdes celulares.
Dentre os prejuizos ao metabolismo celular, pode ocorrer ruptura das fitas do DNA, aumento
na concentracdo de céalcio intracelular livre, danos em transportadores de ions e peroxidacdo
de lipidios. A intensidade desses danos dependera da amplitude da geracdo de ERO, dos alvos
celulares e da atividade dos sistemas de defesa antioxidante (VASCONCELOS et al., 2007).
A fonte mais reconhecida de alteragdes mutagénicas no DNA é o dano oxidativo, sendo as
ERO, principalmente o radical hidroxila, os responsaveis pela maioria dos danos oxidativos
causados ao DNA (NELSON; COX, 2014). Os danos ao DNA incluem a formacdo de adutos
ou ligacbes cruzadas de DNA e suas proteinas, assim como modificacbes das bases
nitrogenadas, de modo a provocar alteracdo nas hélices do material genético, resultando em
modificagdes na expressdo génica e favorecimento da aparicdo de doencas cronicas em
mamiferos (LEE; KOO; MIN, 2004).

O estresse cronico pode causar danos teciduais e disfuncdo metabodlica, resultando na
morte do organismo (COSTANTINI et al., 2009). Dentre os danos celulares citados, pode
ocorrer, também, a peroxidacdo lipidica, ou lesdes em biomoléculas, considerada uma
importante consequéncia do estresse oxidativo; os principais produtos de sua degradacéo
consistem em cetonas e aldeidos, sendo o malondialdeido (MDA) tido como um importante
indicador do estresse (VAN DER OOST et al., 2003; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010).
A peroxidagdo lipidica altera a fluidez das membranas, o0 que provoca uma menor seletividade
no transporte idnico e na sinalizacdo transmembrana, prejudicando o transporte celular
(DELL’ANNA et al., 2007).

Ainda, as ERO inibem a acdo das enzimas, assim como enzima Aminoacil-tRNA
sintetase, que edita e corrige 0 RNA transportador, de modo que a sequéncia de aminoacidos
da cadeia polipeptidica apresente erros, resultando em sintese de proteinas andmalas (LING;
SOLL, 2010). Associado ao fato das ERO também oxidarem os aminodacidos cisteina e

metionina, provocando sérias altera¢fes na estrutura e funcéo proteica (ZHANG, 2010).
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Para lidar com as ERO, organismos aerébicos possuem em suas células um sistema de
defesa antioxidante que incluem enzimas de detoxificagdo com capacidade de neutralizar o
excesso de ERO produzidas, prevenindo danos a estrutura celular (RIGHETTI et al., 2014) e
convertendo-as em produtos ndo reativos (NELSON; COX, 2014). Nesse contexto, encaixam-
se algumas enzimas que previnem as células dos danos causados pelo excesso de ERO, sendo
algumas dessas antioxidantes como a Superdxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), a
Glutationa Peroxidase (GPx); e a enzima de biotransformacao, a Glutationa S-Transferase
(ALMEIDA; BAINY, 2006).

No entanto, uma fracdo desses oxidantes escapa das defesas celulares, fazendo com
que haja dano oxidativo no DNA, que pode variar em um grande e complexo conjunto de
reacOes, desde a oxidacdo da desoxirribose e das bases nitrogenadas até na quebra das hélices
do DNA. Ainda ndo ha uma estimativa precisa da extensdo desses danos, porém, sabe-se que
a cada dia, o DNA de cada célula humana estd sujeito a milhares de reacfes oxidativas
(NELSON; COX, 2014). Aliado a isso, o dano oxidativo pode ser causado em &cidos graxos
polinsaturados, componentes principais das membranas bioldgicas e considerados muito
vulneraveis ao ataque de espécies reativas por possuirem muitas insaturacdes, 0 que gera o
processo de peroxidacdo lipidica. A peroxidacdo lipidica é capaz de alterar a fluidez das
membranas bioldgicas e, portanto, alterar suas funcgdes fisioldgicas, podendo até mesmo
acarretar em morte celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

Para impedir o dano oxidativo induzido pelo anion superoxido, as células tém diversas
formas da enzima Superdxido Dismutase (SOD), cuja funcéo é catalisar a reacdo representada
pela figura 1. O perdxido de hidrogénio (H202) assim gerado torna-se inofensivo pela acdo da
Glutationa Peroxidase (GPx) (Figura 2). A Glutationa Redutase (GR) recicla a Glutationa
oxidada (GSSG) em sua forma reduzida, utilizando elétrons do NADPH gerados na
mitocondria pela nicotinamida-nucleotideo-transidrogenase. A Glutationa reduzida (GSH)
também mantém os grupos sulfidril das proteinas em seu estado reduzido, impedindo alguns
dos efeitos deletérios do estresse oxidativo (Figura 2). A nicotinamida-nucleotideo-
transidrogenase € crucial nesse processo, pois ela produz o NADPH, essencial para a
atividade da Glutationa-Redutase (GR) (NELSON; COX, 2014).

Figura 1: Reacdo da enzima Superdxido-Dismutase.

2°0, + 2H" - H,0, + 0O,

Fonte: NELSON; COX, 2014.



Figura 2: Formagéo de ERO nas mitocondrias e defesas antioxidantes mitocondriais.
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O NADPH, essencial em muitas vias biossintéticas pelo fato de transportar energia na

forma de liga¢bes quimicas com elétrons, protege as células do dano oxidativo causado pelo

peroxido de hidrogénio (H202) e pelos radicais livres superdxido. Durante a detoxificagdo do

H202, € convertido em H20 pela Glutationa Reduzida (GSH) sob a acdo da Glutationa-

Peroxidase (GPx), e a Glutationa Oxidada (GSSG) é convertida de volta a forma reduzida
pela Glutationa-Redutase (GR) e NADPH (Figuras 2 e 3). O H202 também ¢é degradado a
H20 e Oz pela Catalase, que também requer NADPH (NELSON; COX, 2014).

Figura 3: Papel do NADPH e da Glutationa na protecdo das células contra derivados de oxigénio

altamente reativos.
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Os danos celulares resultantes sdo a peroxidacao de lipideos levando a degradacdo das
membranas dos eritrocitos e a oxidacdo de proteinas e do DNA. A Glutationa Reduzida
(GSH) protege a célula por destruir o perdxido de hidrogénio e os radicais livres hidroxil
(NELSON; COX, 2014).

A Glutationa (GSH), presente em grande concentracdo na maioria dos grupos de seres
vivos, desde bactérias até animais, é considerada como tampdo redox, sendo formada pelos
aminoacidos glutamato, cisteina e glicina. A forma oxidada da Glutationa (GSSG) ¢é
produzida durante sua acdo redox. Dentre as func¢des da Glutationa, tem-se: manutencdo dos
grupos sulfidrila das proteinas no estado reduzido, manutencdo do ferro do grupo heme no
estado ferroso, remocdo de perdxidos toxicos, formados frequentemente em condicdes de
crescimento e metabolismo anaerdbico (NELSON; COX, 2014). Entretanto, a capacidade de
tamponamento da glutationa depende essencialmente da atividade de enzimas que catalisam a
transferéncia de elétrons entre a glutationa e outras moléculas (BERNDT; LILLIG; FLOHE,
2014). Dentre as enzimas que catalisam as reagdes de troca de elétrons entre a glutationa e
diferentes alvos, estdo a Glutationa Redutase (GR), Glutationa Peroxidases (GPx) e
Glutationa S-Transferases (GST). Ademais, a Glutationa-S-Transferase (GST) utilizaa GSH a
fim de detoxificar xenobidticos e neutralizar ERO (MANNERVIK, 1987). Os principais
substratos da Glutationa-S-Transferase (GST) sdo xenobi6ticos eletrofilicos e produtos da
oxidacao de lipideos, o que os tornam menos reativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).
Localizada no citosol e na matriz mitocondrial, divide com a catalase a funcdo de detoxificar
0 peroxido de hidrogénio. Essa enzima possui papel importante dentro do sistema de defesa
antioxidante, visto que previne a peroxidacdo lipidica (VAN DER OOST; BEVYER,;
VERMEULEN, 2003). A reacdo apresentada na figura 4 é catalisada pela Glutationa

Peroxidase.

Figura 4: Reacdo da enzima Glutationa-peroxidase (GPx).

2 GSH + R—O—0—H —> GSSG + H,0 + R—OH

Fonte: NELSON; COX, 2014.

Estudos sobre estresse oxidativo tém maior foco em mamiferos e aves, com menor
atencdo para répteis, embora a sensibilidade desse grupo diante de fatores de degradagdo
ambiental ja tenha sido comprovada (COSTANTINI et al., 2009). Biomarcadores de estresse

oxidativo tém especial atencdo em estudos de biomonitoramento do impacto dos poluentes
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por detectarem o desequilibrio no balanco redox de sistemas bioldgicos (SCHAFER;
BUETTNER, 2001).

1.3 Hemoglobina

Embora a molécula de hemoglobina, quando oxigenada, seja considerada
relativamente estavel, ela € capaz de se auto-oxidar fisiologicamente e se tornar
metahemoglobina, a uma taxa de 0,5% a 3%, por dia, em humanos. O ferro, na hemoglobina,
é transportado no estado ferroso (Fell) na forma reduzida, que, quando oxidada para a forma
férrica (Felll) forma a metahemoglobina e libera, como produto, o &nion superdxido (Figura
5) (UMBREIT, 2007). A auto-oxidacdo da hemoglobina é quase inteiramente responsavel
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio dentro dos eritrocitos (UMBREIT, 2007,
ZWIETEN; VERHOEVEN; ROSS, 2013).

Figura 5: Reacdo de auto-oxidacdo da hemoglobina e liberacdo de metahemoglobina e &nion
superoxido.

HbFeI1)O, — HbFell) + 0,2~
Fonte: VOSKOU et al., 2015.

O anion superdxido produzido pela auto-oxidacdo da hemoglobina é rapidamente
convertido em perdxido de hidrogénio pela acdo da enzima superédxido dismutase (Figura 1)
(RIFKIND; MOHANTY; NAGABABU, 2014).

O peroxido de hidrogénio pode reagir com a oxihemoglobia (Figura 6 — A) e a
metahemoglobina (Figura 6 — B), produzindo ferrihemoglobina (FerriHb) [HbFe(IV) = O] e
oxiferrinemoglobia (oxiferriHb) [*HbFe(IV) = O], respectivamente (RIFKIND; MOHANTY;
NAGABABU, 2014).

Figura 6: Reacdo do perdxido de hidrogénio com a oxihemoglobia e metahemoglobina.

A HbFe()O, + HyO; — HbFe (IV) =0 + H,0 + O,

B HbFe(lll) + H,0, — *HbFe(lV) = O + H;0

Fonte: VOSKOU et al., 2015.
Na figura 7, pode-se observar que FerriHb e OxiferriHb podem reagir, novamente,
com o peroxido de hidrogénio e produzir ainda mais metahemoglobina (RIFKIND;
MOHANTY; NAGABABU, 2014). O NADH, proveniente da glicolise, € o principal agente
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redutor da metaHb, mantendo o ferro do grupo heme no estado ferroso (PERCY; LAPPIN,
2008).

Figura 7: Reacdo do perdxido de hidrogénio com FerriHb e OxiferriHb produzindo MetaHb.

HbFe(IV) = O + H,0, — HbFe(Il) + O3~ + H,0

*HbFe(lV) = O + H,0, — HbFe(lll) + O, + H,0

Fonte: VOSKOU et al., 2015.

Hemoglobinas instaveis tendem a auto-oxidacdo, desnaturacao e precipitacdo na forma
de hemicromos, que sdo estruturas geradas como produtos intermediarios da desnaturacédo
oxidativa da hemoglobina, desde a metaHb até da completa dissociacéo e liberacdo do grupo
heme e dos 4tomos de ferro (RACHMILEWITZ et al., 2005).

1.4 Mito de Hormese

O mito de Hormese, ou hormese mitocondrial, consiste na teoria de que o aumento da
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) dentro das mitocondrias resultaria em uma
resposta adaptativa na qual ha aumento da resisténcia ao estresse, ocasionando, em longo
prazo, a reducdo do estresse oxidativo (RISTOW; ZARSE, 2010). Trata-se de um fendmeno
biolégico de ajuste que o organismo sofre a partir de estimulos subpatogénicos/subletais
(SILVA; FERRARI, 2011). A hormese é capaz de aumentar a expressao de enzimas do
sistema antioxidante na tentativa de se defender contra os radicais livres, resultando em
menores taxas de morte celular, ou seja, aumento da longevidade do individuo (RATTAN;
DEMIROVIC, 2010).

A teoria da hormese mitocondrial postula que, em células com funcionamento normal,
uma carga especifica de oxidantes no equilibrio redox é benéfica (TAPIA, 2006;
GONCALVES, 2014). Dessa forma, o organismo consegue se adaptar a um limiar de estresse
que seria capaz de gerar beneficios ao seu desempenho (GONCALVES, 2014). O ambiente é
capaz de influenciar no estresse sofrido pelo organismo, de forma que ele consegue se adaptar
ao estimulo e produzir uma resposta (GONCALVES, 2014).

Assim sendo, é necessario haver uma relacdo entre a respiracdo celular, o aumento da
formagéo de ERO e a inducdo do sistema antioxidante para haver aumento na longevidade
(RISTOW; SCHMEISSER, 2011). Em pequenas quantidades as ERO causam efeitos
benéficos ao organismo, porém em doses elevadas o efeito deletério ainda pode prevalecer
(RISTOW; SCHMEISSER, 2011; GONCALVES, 2014).
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1.5 POS - Preparo para o Estresse Oxidativo

Os radicais livres e as espécies reativas sempre foram considerados ameaca frequente
e deletéria aos componentes celulares em sistemas bioldgicos, sendo, ou produtos de um
processo acidental de escape de elétrons na cadeia fosforilativa, ou produtos indesejados de
reacOes fisioldgicas. Tal visdo é fundamentada pela associacdo entre acUmulo de
biomoléculas oxidadas em quadros patoldgicos (HERMES-LIMA, 2004). Porém, atualmente,
sabe-se que as espécies reativas apresentam um importante papel na sinalizagéo celular (DI
MEO et al., 2016). Processos como diferenciacdo celular, resposta imune e autofagia
dependem da participacdo das ERO (SENA; CHANDEL, 2012).

A teoria da preparacéo para o estresse oxidativo (POS — sigla em inglés — “Preparation
for Oxidative Stress”) foi um conceito proposto em 1998 por Hermes-Lima, Storey e Storey,
cujo principio derrubava a hipotese até entdo defendida no ramo da pesquisa. Anteriormente a
proposicdo dessa teoria, acreditava-se que haveria menor geracdo de ERO, e, portanto, menor
atividade antioxidante quando individuos fossem submetidos a situacfes de privacdo de O2.
No entanto, essa teoria propde que a maior atividade das enzimas antioxidantes em situacgdes
de privacdo de oxigénio é considerada uma importante resposta adaptativa para lidar com o
estresse causado pela reoxigenacao. Portanto, esse fendmeno teria como definicdo o aumento
da capacidade antioxidante enddgena durante a privacdo de oxigénio em animais resistentes a
flutuacBes de disponibilidade e consumo de oxigénio. Segundo essa hipotese, o sistema
antioxidante ¢ induzido a partir de um mecanismo antecipatorio (chamado de “preparo”) para
ser capaz de lidar com o efeito potencialmente danoso (ou seja, 0 estresse oxidativo) da
reoxigenacdo (HERMES-LIMA; STOREY; STOREY, 1998).

Portanto, 0 mecanismo de ativacdo do POS, em organismos expostos a privacdo de
oxigénio, ocorre a partir da superproducdo de espécies reativas (principalmente provenientes
das mitocondrias) induzida pela hipoxia. Dessa forma, o aumento das defesas do sistema
antioxidante durante a hipdxia seria uma resposta ao estresse causado pelo dano oxidativo que

ja ocorre durante a hipoxia, ndo somente na reoxigenagdo (WELKER et al., 2013).

1.6 Influéncia do cativeiro para o bem-estar animal

Existem leis no Brasil que garantem a conservacao das especies de seres vivos, sendo
a Lei de Protecdo a Fauna — Lei n° 5.197 de 31 de janeiro de 1967 — essencial por reconhecer
a fauna silvestre como patriménio da Unido, da populacéo brasileira e por proibir a caca e a

captura de espécies, assim como o comércio de animais silvestres (BRASIL, 1967).
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A Lei de Crimes Ambientais — Lei n° 9.605 de 12 de fevereiro de 1998 — define que
matar, perseguir, cacar, apanhar, utilizar, vender espécimes da fauna silvestre brasileira
(nativa ou em rota migratdria), assim como seus ninhos, abrigos e criadouros naturais, sem a
autorizacdo de 6rgdos competentes, é crime, sujeito a detencdo e multa. Porém, cabe ressaltar
que ndo é crime o abate do animal quando realizado em caso de extrema necessidade, para
saciar a fome ou por populagdes tradicionais, que utilizam esse recurso como uma de suas
fontes de proteina (BRASIL, 1998).

Segundo a Instrucdo Normativa 169 do IBAMA, os Jardins Zoologicos sao
empreendimentos autorizados e se constituem de colecdo de animais silvestres mantidos
vivos, em cativeiro ou semiliberdade, e expostos a visitacdo publica, cujo fim destina-se a
ciéncia, a conservacao, a educacdo e a sociedade (IBAMA, 2008). O documento apresenta as
normas necessarias para a criacdo das mais variadas espécies de animais. Em se tratando de
répteis, o documento instaura ser necessario: a presenca de um local de solario e local
sombreado, facil acesso a agua, piso de areia, terra, grama, folhico, troncos, pedras ou suas
combinagbes, de modo a favorecer os mais diversos héabitats. Quanto a, especificamente,
individuos da Ordem Testudines e Familia Testudinidae, 0 documento aponta uma normativa
referente a densidade populacional méaxima de ocupagdo dos recintos, sendo que animais com
comprimento de carapaca até 10 centimetros devem possuir como Densidade Ocupacional
(DO) até 10 animais a cada metro quadrado (m2?), animais com comprimento de 10 a 20
centimetros devem possuir uma DO de até 10 animais a cada 4 metros quadrados, e, por fim,
animais com comprimento acima de 20 centimetros devem possuir até um animal a cada dois
metros quadrados; e uma normativa referente a necessidade de vegetacdo no recinto.

A Sociedade de Zoolo6gicos e Aquarios do Brasil (SZB) regulamenta e instaura altos
padrdes de ética, de modo a cada vez mais elevar o nivel dos zooldgicos brasileiros. Os
zooldgicos devem implementar e manter os mais altos padrdes de bem-estar animal, sempre
respeitando as cinco liberdades animais: liberdade de fome e sede, liberdade de incbmodos,
liberdade de feridas, doencas e dor, liberdade de expressar padrGes normais de
comportamento e liberdade de medo e estresse. Devem incentivar e promover a conservagéo e
a sobrevivéncia das espécies, assim como incentivar as pesquisas e promover educacao
(MELLOR et al., 2015).

Segundo Barros (2013), zooldgicos e aquarios devem atuar nos quatro pilares de acao:
educacdo, lazer, pesquisa e conservacdo. A partir do momento em que a redugdo das
populacbes naturais estd aumentando a cada dia, juntamente com a acelerada perda e

descaracterizacdo de ambientes naturais, programas (como zooldgicos) que atuam na
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manutencdo de populagfes demograficas e geneticamente sustentaveis em cativeiro séo de
extrema importancia na conservagao das espécies.

No entanto, locais de cativeiro podem ser estressantes para quelénios, tanto quanto
ambientes naturais que sofreram acdo antrépica, principalmente por poluicdo (CASE,
LEWBART; DOERR, 2005). Portanto, animais de cativeiro (provenientes de zooldgicos) ndo
podem ser considerados grupo controle, pois, apesar de receberem todos os cuidados
necessarios, possuem uma area limitada para viver, deslocamento restrito, bem como a
coexisténcia de individuos de espécies diferentes em uma mesma area, consistindo em fatores
de estresse capazes de afetar o comportamento e a fisiologia do animal (BONINI-
DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017).

1.7 Hematologia de Répteis

O estado de satde de um réptil pode ser determinado a partir de exames fisicos, assim
como hematoldgicos em associacdo a caracteres bioquimicos (MACHADO et al., 2006). Os
estudos fisioldgicos sdo necessarios para se determinar os valores de normalidade da espécie e
sua utilizacdo como ferramenta diagndstica para a realizacdo de um manejo adequado e
conservacdo (MACHADO et al, 2006). Desse modo, estudos com esses animais,
relacionados com 0 meio em que vivem, sdo fundamentais para o entendimento da dindmica
bioldgica dessas espécies (GOULART, 2004).

Estudos hematoldgicos sdo realizados a partir de amostras de sangue periférico dos
animais. Consiste em um procedimento pouco invasivo, porém a dor e a probabilidade de
infeccdo devem ser consideradas (NARDINI et al., 2013). A analise de pardmetros
hematoldgicos se faz presente na avaliacdo da saude dos individuos silvestres, pois fornece
informacdes sobre seu estado fisioldgico e sobre as condi¢cdes ambientais, de modo que pode
ser utilizado como biomarcador para analise do impacto ambiental (VALDIVIA et al., 2007).
A hematologia de animais silvestres, de vida livre ou mantidos em cativeiro, é necessaria,
uma vez que € possivel entender a dindmica da espécie e prever possiveis diagndsticos
(ZAGO, 2010; BERGAMINI, 2011). Portanto, alteragcbes quantitativas e qualitativas nas
respostas fisiologicas podem ser detectadas, como em anemia, parasitemia, doencas
inflamatdrias, desordens e alteracdes fisiologicas (CAMPBELL, 2006).

Dentre as funcdes do tecido sanguineo, destaca-se o transporte de gases, nutrientes e
residuos do metabolismo, assim como a protecdo contra agentes invasores (STACY et al.,
2011). Em queldnios, cerca de 95% das células sanguineas sao eritrocitos, o restante (5%) sao

leucocitos e trombocitos. As células sanguineas séo utilizadas como marcadores, pois
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circulam por todo o corpo do animal e, assim, sdo capazes de demonstrar a resposta a
determinados agentes estressores (PITOL et al., 2008).

Analises bioquimicas do sangue sdo muito utilizadas para avaliar o estado fisiologico
de animais, porém a bioguimica clinica de répteis ainda ndo é tdo estudada quanto a de
mamiferos (CAMPBELL, 2006; SILVESTRE et al., 2013; CAMPBELL, 2015). Desse modo,
os dados de patologia clinica podem ajudar a avaliar a salde, o diagnostico da doenga e 0
prognostico para os quel6nios (INNIS; KNOTEK, 2020).

Répteis sdo animais ectotérmicos, possuem dependéncia com 0 meio para a
manutencdo da temperatura e regulagédo do metabolismo, portanto fatores externos como luz,
calor e umidade sdo importantes para o funcionamento de todos os 6rgaos e do sistema imune
(KOLESNIKOVAS, 1997; GOULART, 2004). Parametros hematoldgicos e bioquimicos sao
influenciados por estacdo do ano, idade, sexo, “status” de salde, localizacdo geografica,
estado fisioldgico e periodo reprodutivo, os quais dificultam a interpretacdo dos resultados
(CAMPBELL, 2006; CAMPBELL, 2015).

Nos quelbnios, as células sanguineas sdo nucleadas (eritrécitos e leucdcitos). Os
eritrocitos sdo células grandes, com formato ovoide ou eliptico com ndcleo posicionado no
centro. Os leucdcitos, responsaveis pela defesa do organismo, séo classificados em linfdcitos,
monacitos, heterdfilos, eosinofilos, basofilos e azurdfilos (GOULART, 2004).

A determinacdo de perfis hematolégicos e bioquimicos de animais de cativeiro é
essencial para a avaliacdo da salude no ambiente ao qual estdo submetidos (TROIANO et al.,
2001).

1.7.1 Sistema Circulatorio

Em relacdo a fisiologia do sistema circulatorio dos quel6nios, sabe-se que o sistema
circulatério dos tetrdpodes apresenta dois tipos de circulagdo distintos: a circulacdo sistémica
e a pulmonar. A circulagdo sistémica tem como objetivo transportar sangue oxigenado,
proveniente dos pulmdes, do coragéo para os tecidos do organismo, e, ainda, apresenta maior
pressdo sanguinea. A circulacdo pulmonar transporta sangue desoxigenado, proveniente do
corpo, do coragdo para os pulmdes (para ser novamente oxigenado), e apresenta pressao
sanguinea inferior quando comparada a circulacdo sisttmica. As duas circulagdes trabalham
em série, ou seja, o sangue flui do coracdo para os pulmdes, volta ao coracdo e depois é
direcionado ao corpo. A morfologia do coracdo das tartarugas permite, em situagoes

especificas como em condi¢fes de mergulho, a capacidade de transferir sangue entre o0s
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circuitos pulmonar e sisttmico, uma vez que o ventriculo ndo é completamente separado
(POUGH; JANIS; HEISER, 2013).

1.7.2 Coleta de amostra sanguinea

O tecido mais utilizado para estudos em vertebrados é o tecido sanguineo. Quando
realizada corretamente, a coleta de sangue pode ser bem menos invasiva do que de outros
tecidos. No caso de estudos com DNA, pequenas amostras sanguineas Sdo necessérias,
enquanto estudos de perfis hematoldgicos e bioquimicos necessitam de uma quantidade de
amostra um pouco maior (SILVA et al., 2012).

O volume sanguineo de répteis consiste em cerca de 5% a 8% do peso corporal,
portanto apenas 10% desse volume podem ser coletados sem comprometimento a satde do
animal (cerca de 1% do peso corporal) (SYKES; KLAPHAKE, 2015). O anticoagulante mais
utilizado em hematologia de queldnios € a heparina (de sédio ou litio), uma vez que o EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético) causa hemdlise (JACOBSON, 1993; GOULART, 2004).

Para quel6nios, foram descritos diversos locais de coleta, como coragéo, jugular, veia
femoral, veia margino-costal, sino occipital e veia cloacal (LOYD; MORRIS, 1999;
BARROWS et al., 2004; SILVA et al., 2012). O melhor local para a puncéo difere de acordo
com a espécie estudada, seu tamanho e seu estado de salde. Independente do local escolhido,
apos a coleta, deve ser mantida uma pressdo no local para coagulagdo e manutencdo da
homeostase (SYKES; KLAPHAKE, 2015).

O sistema linfatico encontra-se muito préximo do sistema sanguineo, de forma que a
contaminacdo por linfa em amostras de sangue pode ser recorrente. A contaminacéo por linfa
é dificil de ser determinada, porém existem alguns indicios que podem sugerir contaminagao:
baixa quantidade de eritrdcitos totais, auséncia de policromatofilos (portanto sem existéncia
de regeneracdo celular) e grande porcentagem de linfocitos na contagem diferencial de
leucdcitos (SYKES; KLAPHAKE, 2015).

1.7.3 Células sanguineas

As células sanguineas encontradas no sangue periférico de quelénios sdo classificadas
em eritrdcitos, leucdcitos e trombdcitos (ZHANG et al., 2011). O detalhamento das células

sanguineas de C. carbonarius esta representado na figura 8.



Figura 8: Prancha com as células sanguineas de Chelonoidis carbonarius coradas com Panotico.
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Legenda: Células observadas em laminas de esfregaco simples de sangue periférico de Chelonoidis carbonarius
coradas em Panotico, objetiva de 100x sob 6leo de imersdo em microscépio de luz. (A) Eritrécitos maduros; (B)
Policromatéfilos; (C) Linfdcitos, (D) Azurdéfilos, (E) Monécitos, (F) Basofilos, (G) Heteréfilos; (H) Eosindfilos
e (1) Trombdcitos. Fonte: Elaborada pela autora

1.7.3.1 Eritrécitos

Os eritrocitos (Figura 8 A) de répteis sdo morfologicamente similares aos de outros
vertebrados ndo mamiferos (peixes, anfibios e aves). Apresentam nucleo e sdo maiores do que
os eritrécitos de mamiferos (STACY et al., 2011) e menores do que os de anfibios
(CAMPBELL, 2006). Eritrocitos maduros de queldnio apresentam forma de elipse, nicleo
oval e central, contendo densa cromatina (SAINT-GIRONS, 1970; FRYE, 1991,
CAMPBELL, 2006; ZHANG et al., 2011; CAMPBELL, 2015).

Sua producdo ocorre, majoritariamente, na medula éssea a partir de células da
linhagem progenitora eritroide, porém, também podem ser geradas em diferentes sitios
hematopoiéticos como figado e baco, quando necessario (FALCE, 2009). Podem, também,
originar-se de células adultas circulantes, a partir de mitose, sendo considerado um
mecanismo normal em répteis (FRYE, 1991; SYKES; KLAPHAKE, 2015).

Policromatdfilos (estagios iniciais de maturacdo em eritrocitos — Figura 8 B) sdo
menores que eritrocitos maduros, possuem formato arredondado, com grandes nucleos
redondos, com cromatina menos densa e citoplasma basofilico (CAMPBELL, 2006; STACY
et al., 2011; CAMPBELL, 2015). Sdo menores quando comparados aos policromatdfilos de
mamiferos e, durante o processo de maturacdo, aumentam de tamanho (STACY et al., 2011).
Representam cerca de 1% do total da contagem global de globulos vermelhos periféricos em
répteis saudaveis. Consistem em um ndmero baixo quando comparado aos mamiferos e aves,
provavelmente pelo fato de apresentar um ritmo lento de producéo e ciclagem dos eritrocitos,
cuja vida atil € de 600 a 800 dias em quel6nios, e por sua baixa taxa metabdlica (STACY et
al., 2011; NARDINI et al., 2013; CAMPBELL, 2015).

Com o hemograma, pode-se analisar o volume globular médio dos eritrdcitos (VGM),
a contagem total de eritrocitos e sua morfologia (CAMPBELL, 2006; STRIK et al., 2007;
CAMPBELL, 2015; BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017). O volume globular médio é
adquirido a partir da realizacdo do hematocrito, enquanto a contagem total de eritrocitos
realiza-se a partir da diluicdo do sangue com uma solugdo Natt & Herrick e contagem em
camara de Newbauer (BONINI-DOMINGOS, OLIVEIRA, 2017).
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1.7.3.2 Leucocitos

Os leucécitos podem ser divididos em dois grandes grupos: os fagocitos e 0s
linfocitos. Os linfocitos sdo responsédveis pela resposta imune adaptativa, em que ha a
producdo de anticorpos especifica ao antigeno, conferindo a memoria imunoldgica. Os
fagocitos sdo responsaveis pela resposta imune inata, e podem ser divididos em granuldcitos
(eosindfilos, heterofilos, baséfilos) e mondcitos. Os grénulos citoplasmaticos apresentam
origem lissosomal, ou seja, apresentam diversas enzimas como lipases, proteases,
carboidrases, entre outras (HOFFBRAND; MOSS, 2018).

Os leucacitos sdo divididos em granulécitos, que incluem os heterofilos, os eosinofilos
e os basofilos (Figuras 8 G, H e F, respectivamente); e agranuldcitos, representados por
linfocitos, mondcitos e azurdfilos (Figuras 8 C, E, D). Tanto heterdfilos quanto eosinéfilos
possuem granulos citoplasmaticos acidofilos, enquanto o basofilo apresenta granulos
citoplasmaticos basofilicos (CAMPBELL, 2006; STACY et al, 2011; ZHANG, 2011;
CAMPBELL, 2015).

No entanto, a classificacdo das células brancas de quel6nios apresenta variacdes entre
os estudos, algumas sdo mais dificeis de serem identificadas e classificadas corretamente
devido a mudancas morfologicas ao longo do estagio de maturacdo celular (STACY et al.,
2011). A leucocitose consiste na resposta dos organismos as condicdes ambientais, seja
devido a processos infecciosos (em resposta a microrganismos patogénicos ou poluentes), a
estresses cronicos ou a traumatismos, resultantes de longos periodos de seca, a altas ou a
baixas temperaturas ou hipoxia (PITOL et al., 2008).

A analise completa dos leucécitos (leucograma) se da por meio da contagem total e
diferencial de leucdcitos, assim como a analise morfolégica (CAMPBELL, 2006; STRIK et
al., 2007; CAMPBELL, 2015; BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017).

1.7.3.3 Linfécitos

Os linfécitos de queldnios (Figura 8 C) possuem morfologia semelhante aos linfdcitos
de aves e mamiferos (STACY et al, 2011). O ndcleo € grande e arredondado, ocupando quase
todo o volume celular (pouco visivel o citoplasma), ndo apresentam granulos e o citoplasma é
basofilico. A cromatina é fortemente concentrada, resultando em um nucleo bem corado
(SAINT-GIRONS, 1970; CAMPBELL, 2006; CAMPBELL, 2015). Variam de 15% a 40% da
porcentagem total de células brancas (dependendo das condigdes ambientais) e s&o
respostaveis pela resposta imune a virus (GOULART, 2004); em alguns répteis a

porcentagem de linfocitos presentes no sangue periférico pode ser préoximo a 80%
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(CAMPBELL, 2015). O aumento no namero de linfocitos pode decorrer de processos
inflamatorios ou infecciosos, cicatrizacdo de feridas, parasitismo e doengas virais. A redugéo
de linfocitos pode estar associada a desnutricdo (STACY et al., 2011). Assim como 0s
linfocitos de mamiferos, essas células em répteis podem ser classificadas em células B e T,
responsaveis pela produgdo de imunoglobulinas e desencadeamento das respostas imunes
(STACY et al.,, 2011; CAMPBELL, 2015). Fatores externos (como sazonalidade) e internos
(como sexo e hibernacdo) podem influenciar o numero de linfocitos presente no sangue
periférico; normalmente fémeas apresentam mais linfocitos do que machos (CAMPBELL,
2015).

1.7.3.4 Azuréfilos

Os azurdfilos (Figura 8 D) sdo exclusivos da ordem reptilia (STACY et al., 2011).
Possuem tamanho e funcéo semelhantes aos mondcitos e linfocitos, podendo ser diferenciados
de acordo com a forma irregular e o nicleo com cromatina mais densa, configurando uma
coloracdo mais aparente (FALCE, 2009; STACY et al., 2011). Representam de 2% a 5% e sua
funcdo ainda ndo esta totalmente esclarecida, porém acredita-se que estdo envolvidos nas
respostas inflamatorias (SILVA et al., 2009).

1.7.3.5 Monécitos

Possuem morfologia semelhante aos mondcitos de aves e mamiferos (STACY et al,
2011). O nacleo é oval e possui menos cromatina condensada, resultando em um aspecto mais
palido quando comparado ao ndcleo de um linfécito (FALCE, 2009). Os monécitos (Figura 8
E) variam de 3% a 20% do total de leucdcitos, combatem bactérias e infeccBes cronicas
(BONINI-DOMINGOS; OLIVEIRA, 2017) e sdo os elementos celulares menos vulneraveis a
variacdes sazonais (GOULART, 2004). Altas taxas de mondcitos no sague estao relacionadas
a inflamacdes cronicas e infeccdes por bactérias e parasitas. Para uma defesa eficaz do tecido

lesionado, os monocitos necessitam se diferenciar em macrofagos (STACY et al., 2011).

1.7.3.6 Basofilos

Os basofilos (Figura F) sdo leucdcitos granuldcitos pequenos, apresentam formato
arredondado e granulos citoplasmaticos basofilicos, podendo até mesmo camuflar o nucleo
(FRYE, 1991; CAMPBELL, 2006). A funcdo dos basofilos em répteis ainda ndo € muito bem

conhecida, porém o aumento do percentual de baséfilos pode estar associado a infeccBes
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virais e hemoparasitoses (CAMPBELL, 2006). Os basofilos variam de 5% a 25% da
contagem total (GOULART, 2004).

1.7.3.7 Heteréfilos

De forma geral, os heteréfilos (Figura 8 G) de répteis séo homologos aos neutréfilos
de aves e mamiferos e s@o os granuldcitos mais comuns no sangue periférico (STRIK et al.,
2007; FRYE, 1991; STACY et al, 2011). Apresentam nucleo arredondado e muitos granulos
citoplasmaticos alongados. A morfologia dos heterdfilos pode variar em um mesmo
individuo, principalmente quanto a qualidade da coloracdo dos granulos, e acredita-se que
seja evidéncia de diferentes estagios de maturacdo, uma vez que essas celulas atingem o
estdgio de maturacdo na corrente sanguinea (ALLEMAN et al., 1999; SALAKUI, 2002;
BOUNOUS, 1996). Os heterdfilos combatem infeccbes bacterianas (PITOL et al., 2008),
estdo relacionados com doencas inflamatorias e parasitemia (CAMPBELL, 2015) e
representam de 20% a 40% da contagem total de células brancas (PITOL et al., 2008).
Comumente apresentam diferencas sazonais na contagem diferencial de suas células
(CAMPBELL, 2015).

1.7.3.8 Eosindfilos

Os eosinofilos (Figura 8 H) dos répteis se assemelham morfologicamente aos dos
mamiferos, possuem citoplasma eosinofilico, nucleo Unico, ovalado e localizado na periferia
da célula (STACY et al., 2011). Sdo similares aos heteréfilos quanto ao tamanho e a presenca
de granulos citoplasmaticos, diferindo no formato, sendo que os granulos dos eosinéfilos sdo
arredondados (FRYE, 1991; WILKINSON, 2004; CAMPBELL, 2006; CAMPBELL, 2015).
Os eosindfilos possuem fungdo principalmente relacionada a parasitemia; sua contagem
relativa varia de 7% a 20% (GOULART, 2004). O namero de eosindfilos é influenciado por
fatores sazonais. Os valores podem aumentar em casos de parasitismo e estimulacdo imune
inespecifica (STRIK et al., 2007).

1.7.3.9 Trombécitos

Os trombdcitos (Figura 8 1) de répteis apresentam nulcleo e formato eliptico e
fusiforme. Realizam o controle da hemostasia, ou seja, participam do mecanismo de
coagulacdo, assim como possuem a capacidade de se diferenciarem em eritrocitos e de
realizar fagocitose, atuando ativamente na defesa do organismo (CAMPBELL, 2015). A

observacgdo de trombdcitos em Iaminas de esfregaco simples € rara, uma vez que 0 sangue é
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coletado em tubos contendo anticoagulantes. No entanto, quando analisadas em sangue fresco
(sem utilizacdo de anticoagulantes), pode-se observar o fendbmeno de trombocitopenia, que
consiste na reducdo da quantidade de trombdcitos circulantes, e normalmente em répteis, esse
fendmeno é associado ao excesso de utilizacdo dessas células ou a deficiéncia na sua
producdo, em que pode ser observada, também, formacéo de coagulos intravascular (FALCE,
2009).

1.7.4 Reacao Inflamatoria

A resposta inflamatoria ocorre sempre que fatores quimiotaticos para células
inflamatdrias sdo liberados. As causas mais comuns Sd0 microrganismos parasitas (e suas
toxinas), trauma fisico e quimico, morte de células por insuficiéncia circulatoria e reacdes
imunolégicas. A taxa da resposta inflamatéria depende da temperatura nos animais
ectotérmicos como répteis, anfibios e peixes; enquanto que nos endotérmicos, como em
mamiferos e aves, ela é mais consistente e previsivel (CAMPBELL, 2015).

O processo inflamatorio comeca com a fase aguda. A inflamacdo aguda causa
dilatacdo capilar, aumento do fluxo sanguineo na area afetada e aumento do diametro do
limen dos capilares, o que permite que grandes proteinas séricas (como fibrinogénio e
imunoglobulinas normalmente confinadas em circulacdo) cheguem aos tecidos afetados. Os
leucdcitos migram ativamente para o tecido afetado, sendo que as principais células do sangue
incluem heteroéfilos, mondcitos, linfdcitos e trombdécitos (CAMPBELL, 2015).

Os heterofilos sdo normalmente as primeiras células a chegarem ao local em que se
necessita da resposta inflamatéria. Quando os heter6filos chegam ao local da inflamagéo, eles
sdo ativados, levando a fagocitose do agente invasor. O agente ingerido inicia uma cascata de
eventos celulares que consiste desde a liberacdo de enzimas hidroliticas (derivadas de
granulos citoplasmaticos) até a formacao de ERO e outros fatores quimiotaticos, ocasionando,
ao final da resposta, a desintegracdo geral da célula (CAMPBELL, 2015).

Um bom indicador para analisar respostas inflamatorias, ajustes fisioldgicos e estresse
crénico consiste em realizar a razdo de heterofilos por linfécitos encontrados no sangue
periférico a partir da contagem diferencial dos leucocitos. A razéo indica que, a partir do
momento que hd um aumento da quantidade de heterofilos, hd uma diminuicdo da quantidade
de linfdcitos circulantes (SIEGEL, 1908).
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7 Conclusao

A partir da analise dos marcadores bioguimicos, hematoldgicos e citoquimicos,
sugerimos que exista interferéncia do sexo e da sazonalidade na resposta fisiologica de
individuos C. carbonarius provenientes de cativeiro.

Machos e fémeas de C. carbonarius provenientes de cativeiro apresentam perfil-
especifico quando a respostas fisioldgicas.

A estagdo seca foi a estagdo mais estressora a esses Organismos, uma vez que
apresentou maiores danos oxidativos.

Na estacdo chuvosa ocorre o periodo de maior atividade desses individuos, muito
provavelmente por ser o periodo mais quente e com maior insolacdo, resultando em melhores
condigBes para organismos ectotérmicos e possibilitando a ocorréncia do comportamento
reprodutivo.

Possivelmente, os machos de C. carbonarius sdao POS positivos discretos, enquanto as
fémeas apresentam-se em hormese.

O comportamento glicémico dos jabutis-piranga, quando em cativeiro, permanece
constante ao longo das estacbes do ano e ndo apresenta diferengas entre 0S Sexos.
Possivelmente, os espécimes estudados, por se encontrarem em ambiente com disponibilidade
de recursos constante, ndo apresentam flutuacdes nos niveis de glicose que apresentariam
quando livres na natureza, aliado ao fato da coleta ter ocorrido em momentos de jejum.

Os valores de Colesterol foram maiores em fémeas, possivelmente pela alocacdo
energética para a reproducdo. Os valores de Triglicérides foram maiores nas fémeas,
principalmente na estacdo seca, provavelmente uma tentativa fisioldgica de alocacdo de
recursos a fim de compensar o gasto energético elevado no periodo chuvoso, correspondente
ao periodo reprodutivo; assim como foram maiores nos machos na estacdo chuvosa,
evidenciando o gasto energético para 0 comportamento reprodutivo.

Sobre os valores hematoldgicos, os machos aparentam responder fisiologicamente a
mudanca das estacdes do ano, modificando o valor de hematdcrito e hemoglobina circulante,
principalmente; possivelmente para compensar 0 gasto energético no comportamento sexual.
Fémeas aparentemente ndo sofrem flutuagGes quanto aos pardmetros hematoldgicos estudados
ao longo do ano.

Machos na estacdo seca apresentam as maiores diferencas nos parametros bioquimico
e hematoldgico analisados, o que pode ser indicativo de que ser macho e estar na estacdo seca

contribui com maiores indicadores de estresse.
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As andlises citoquimicas apresentaram relacdo com os dados bioquimicos analisados,
uma vez que h& maior porcentagem de micronicleo nos momentos de maiores danos
oxidativos, assim como h& mais nucléolos ativos a medida que as enzimas analisadas

apresentam aumento na atividade.
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