UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DIVERSIDADE BIOLOGICA

PROPRIEDADES DO SANGUE E EFEITO DO MERGULHO FORCADO SOBRE O
PERFIL HEMATOLOGICO DE Podocnemis erythrocephala (SPIX, 1824) (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE) DO MEDIO RIO NEGRO, AMAZONAS

MARCIO QUARA DE CARVALHO SANTOS

Manaus, Amazonas
Maio, 2011



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM DIVERSIDADE BIOLOGICA

PROPRIEDADES DO SANGUE E EFEITO DO MERGULHO FORCADO SOBRE O
PERFIL HEMATOLOGICO DE Podocnemis erythrocephala (SPIX, 1824) (TESTUDINES,
PODOCNEMIDIDAE) DO MEDIO RIO NEGRO, AMAZONAS

MARCIO QUARA DE CARVALHO SANTOS

ORIENTADOR: JAYDIONE LUIZ MARCON, Dr.
CO-ORIENTADORA: ELIZABETH GUSMAO AFFONSO, Dra.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Diversidade Bioldgica da
Universidade Federal do Amazonas, como
requisito para a obtencdo do titulo de Mestre em
Diversidade Bioldgica, area de concentracdo
Biodiversidade Amazonica.

Manaus, Amazonas
Maio, 2011



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da UFAM

S237p Santos, Marcio Quara de Carvalho
Propriedades do sangue e efeito do mergulho forgado sobre o perfil
hematologico de Podocnemis erythrocephala (Spix, 1824) (Testudines,
Podocnemididae) do Médio Rio Negro, Amazonas / Marcio Quara de
Carvalho Santos. - Manaus, AM : UFAM, 2011.
67 f.:il. color.; 30 cm

Inclui referéncias.

Dissertacdo (Mestre em Diversidade Bioldgica). Universidade Federal do
Amazonas. Orientador: Prof. Dr. Jaydione Luiz Marcon.

1. Queldnios 2. Hematologia I. Marcon, Jaydione Luiz (Orient.) 1I.
Titulo

CDU (2007): 598.13(043.3)




Dedico este trabalho aos meus
pais Alexandre e Fatima, pelo apoio em
todos os momentos de minha vida pessoal,

académica e profissional.



AGRADECIMENTOS

A DEUS, nosso mestre que nos ensina diariamente que a maior de todas as li¢es é o

amor a tudo.

A minha familia: meus pais Alexandre e Fatima, minha irmd Bruna e minha avo
Adelaide que sempre estiveram ao meu lado, tanto nos momentos dificeis, me dando forgas,

quanto nos momentos de felicidade, celebrando as conquistas.

A Universidade Federal do Amazonas (UFAM) pela infra-estrutura, por viabilizar a
minha participacdo em varios congressos cientificos realizados fora do estado e pelos
excelentes profissionais que compdem o Programa de Pds-Graduacdo em Diversidade
Biologica (PPG-DB), permeando desde a parte administrativa até os docentes.

Ao Instituto Nacional de Pesquisas da Amzonia (INPA) e em especial a Coordenacéo
de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ), ao Laboratdrio de Fisiologia Aplicado a Piscicultura
(LAFAP/CPAQ), Laboratério Teméatico de Solos e Plantas (LTSP/CPEC) e ao Laboratorio de
Citotaxonomia e Insetos Aquéaticos (LCIA/CPEN) pela assisténcia nas analises de 4gua e de

sangue.

A Fundacdo de Amparo & Pesquisa no Estado do Amazonas (FAPEAM) pela
concessdo de bolsa de mestrado que foi primordial durante estes dois anos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo
apoio financeiro aos projetos do grupo de pesquisa ao qual estou inserido o que possibilitou

o desenvolvimento desta pesquisa.

Ao meu orientador Dr. Jaydione Luiz Marcon pela contribuicdo intelectual e por

acreditar no meu sucesso e no sucesso deste trabalho.

A minha co-orientadora e mae-cientifica Dra. Elizabeth Gusm&o Affonso, pelo
exemplo de profissionalismo, de garra e determinacéo, pelo brilhantismo e pelo imensuravel

apoio durante toda minha vida cientifica até o presente momento.

Ao Dr. Marcos Tavares Dias pelo indispensavel auxilio, mesmo a distancia, durante a
identificacdo dos tipos leucocitarios e pela receptividade e boa vontade no esclarecimento

dos incontaveis questionamentos que surgiram ao longo desses dois anos.

Aos doutores José Fernando Marques Barcellos, Paulo Henrique Rocha Aride e
Wallice Luiz Paxiuba Duncan pelos valorosos conselhos atribuidos durante a avaliacdo do

projeto de dissertagao.



Ao mestre Jackson Pantoja pela autorizacéo na utilizacéo da licenga para a captura
dos quel6nios.

Aos integrantes do Laboratorio de Fisiologia (LabFisio/UFAM): Dra. Rosany
Piccolotto, Dra. Thais Billalba, M.Sc. Paulo Cruz, M.Sc. Alessandra Magalhédes, Claudio
Sampéio, Gabriel Gongalves, Carmel Pereira e Rebeca Brandao pelos conselhos, pela ajuda

nas andlises e, principalmente, pela agradéavel convivéncia.

Aos integrantes da Coordenacdo de Pesquisas em Aquicultura e em especial aos
amigos do Laboratorio de Fisiologia Aplicado a Piscicultura (LAFAP): Marieta Queiroz,
Alcione Alfon e Ana Maria Dias pelo auxilio nas analises de 4gua e de sangue, além da étima

convivéncia e das palavras de incentivo.

Aos pescadores: Alfredo, Pinheiro, Adalto, Romualdo, Rosimar e Suzete pela ajuda
durante as excursfes. Estas pessoas simples, mas de coracdo enorme, contribuiram nado

somente com a captura dos animais, mas zelaram pela nossa seguranca e bem-estar.

A todos da minha turma de mestrado e aos alunos de doutorado que estudaram

comigo, pela troca de conhecimentos e pelos momentos de descontracéo.
A minha prima Hananda, pela traduc&o do resumo para o inglés.

Aos meus amigos de longa data: Enide Luciana, Claudio Neto, Brenda Leite, Dryelle

Galvéo e Nathalia Flores por trazerem luz, nos momentos em que a escuriddo foi mais forte.

Como disse Vinicius de Moraes, "a gente ndo faz amigos, reconhece-0s", e durante
esse mestrado tive a imensa honra de conhecer e trabalhar com varias pessoas que passarem
por minha vida e deixaram contribuicBes inesqueciveis, portanto, meus sinceros
agradecimentos a Adriano Teixeira de Oliveira, Jefferson Raphael Gonzaga de Lemos,
Rejane Souza de Aquino Sales, lracimar Batista do Carmo e Elenice Martins Brasil, e a

tantos outros que moram dentro do meu coragéao.

A todos que participaram direta ou indiretamente para realizagdo e concretizacio

deste trabalho.

Impossivel ndo me emocionar enquanto escrevo estes agradecimentos, pois todos
vocés passaram, de alguma forma, pela minha existéncia e contribuiram para torna-la
melhor, mais bela e mais iluminada. E gracas a vocés meu sonho tornou-se realidade e

chegou ao fim. Que sera apenas 0 COmego ...
A TODOS VOCES MEU MUITO OBRIGADO!!!



“N&@o queira ser bravo, quando
basta ser inteligente ”.
Paulo Coelho

“Sonhe com o que vocé quiser. Va
para onde vocé queira ir. Seja 0 que vocé
quer ser, porque VOCé possui apenas uma
vida e nela s6 temos uma chance de fazer
aquilo que queremos.

Tenha felicidade bastante para
fazé-la doce. Dificuldades, para fazé-la forte.
Tristeza, para fazé-la humana. E esperanga
suficiente para fazé-la feliz”.

Clarice Lispector



RESUMO

A irapuca, Podocnemis erythrocephala, € a espécie menos estudada entre os podocnemidideos
amazonicos e vem sofrendo grande pressao antrépica, que tem contribuido para o declinio de
seus estogues naturais. Este trabalho teve como objetivo determinar 0s parametros
hematoldgicos, as caracteristicas morfologicas e citoquimicas das células do sangue, bem
como o efeito do mergulho forcado sobre o perfil sanguineo de P. erythrocephala, gerando
informagdes relevantes para a elaboracdo de planos de manejo e estratégias de conservagdo
para a espécie. As andlises revelaram que o sexo exerceu menor influéncia sobre o perfil
hematoldgico dos animais, diferentemente do crescimento. Foi verificado que espécimes
recém-eclodidos apresentaram valores do eritrograma inferiores em relacdo aos animais
imaturos e maduros, ao contrario das concentraces de glicose e colesterol total, que foram
superiores, confirmando a alta demanda metabodlica que os recém-eclodidos possuem. De
forma geral, as alteracdes encontradas nos parametros sanguineos refletiram adaptacdes
fisiolégicas em funcdo do comportamento e da histdria natural da espécie. Em funcdo do
efeito do sexo e da fase de crescimento sobre os parametros sanguineos, foram estabelecidos
intervalos de referéncia para recém-eclodidos, machos imaturos, machos maduros, fémeas
imaturas e fémeas maduras. A partir da analise morfoldgica das células sanguineas da irapuca,
foram identificados eritrocitos, trombacitos, linfocitos, azurdfilos, heteréfilos, eosinofilos e
baséfilos com caracteristicas morfologicas semelhantes as descritas para outros
podocnemidideos. As analises dos constituintes citoquimicos indicaram que os heterdfilos,
eosinofilos e basofilos sdo as células mais ativas do sistema imunol6gico nesta espécie, sendo
responsaveis principalmente pela atividade fagocitica, devido a presenca de glicogénio,
lipideos e peroxidase. N&o foram observadas alteragdes no eritrograma dos animais
submetidos a 30 e 60 minutos de submersdo for¢cada. O aumento nos niveis plasmaticos de
lactato, calcio e magneésio, em funcdo do tempo de mergulho, refletiram ajustes fisiologicos
para a manutencdo do equilibrio &cido-base, enquanto que as alteracBes nos niveis de
triglicerideos e colesterol total indicam que, em situacbes de andxia, a irapuca ativa 0
catabolismo lipidico para a producdo de ATP, de forma complementar a glicdlise anaerdbica.
A irapuca demonstrou ser uma especie resistente a 60 minutos de mergulho forcado,
entretanto periodos superiores podem causar acidose metabdlica e exaustdo dos substratos
energeéticos. As informacdes geradas no presente estudo servirdo de base para a avaliacdo do

estado de saude desta espécie de queldnio amazonico.

Palavras-chave: citoquimica, hematologia, Podocnemis erythrocephala, submersao forcada
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ABSTRACT

Irapuca, Podocnemis erythrocephala, is the poorly studied turtle species among the
Amazonian Podocnemis and suffers from large predatory pressure by the human population,
causing a decline in their natural stocks. This study aimed to determine the hematological
parameters, the morphological and cytochemical features of blood cells, as well as the effect
of forced diving on the blood profile of P. erythrocephala, generating relevant information to
the proposition of management plans and conservation strategies for this species. Analysis
revealed that sex exercised little influence on the blood profile of the animals, unlike the
growth. It was found that hatchlings showed lower eritrogram than immature and mature
animals, unlike the concentrations of glucose and total cholesterol that were higher,
confirming the high metabolic rate of hatchlings. Overall, the changes found in blood
parameters reflected changes in physiological function of the behavior and natural history of
the species. Due the effect of sex and development phase on the blood parameters, reference
ranges were established for hatchlings, immature males, mature males, immature females and
mature females. From the morphological analysis of blood cells from irapuca erythrocytes,
thrombocytes, lymphocytes, azurophilic, heterophils, eosinophils and basophils were
identified with morphological characteristics similar to those described for other
Podocnemidid species. Cytochemical analysis indicated that heterophils, eosinophils and
basophils are the most active cells of the immune system of this species, being primarily
responsible for phagocytic activity due the presence of glycogen, lipid and peroxidase. No
changes were observed on the eritrogram of animals subjected to 30 and 60 minutes of forced
submersion. Increased levels of plasma lactate, calcium and magnesium, according to the dive
time, reflected physiological adjustments to maintain the acid-base balance, whereas changes
in the levels of total cholesterol and triglycerides indicated that during anoxia, the irapuca
activated the ATP production from lipid catabolism, as a complementary way to anaerobic
glycolysis. The irapuca proved to be a tolerant species to 60 minutes of forced diving,
although higher periods might cause metabolic acidosis and depletion of energy substrates.

These values constitute a basis for assessing the health status of wild irapucas.

Keywords: cytochemistry, forced submersion, hematology, Podocnemis erythrocephala
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INTRODUCAO GERAL

Os quel6nios da familia Podocnemididae compreendem trés géneros de agua doce:
Erymnochelys, Peltocephalus e Podocnemis. O género Erymnochelys esta representado por
apenas uma espécie restrita a Madagascar, E. madagascariensis. O género Peltocephalus,
grupo-irmdo de Podocnemis, também é monoespecifico, sendo representado por P.
dumerilianus, que se distribui entre o leste da Colémbia, sudoeste da Venezuela e noroeste do
Brasil (Pritchard e Trebbau, 1984). O género Podocnemis, distribuido pela regido setentrional
cisandina da América do Sul, é o mais representativo, com seis espécies viventes: P. lewyana,
P. vogli, P. erythrocephala, P. expansa, P. sextuberculata e P. unifilis (Mittermeier e Wilson,
1974; Pritchard e Trebbau, 1984; Fantin, 2008).

De acordo com Santos (2008), a Amazonia brasileira é o centro da diversidade do
género Podocnemis, sendo que quatro espécies ocorrem na regido: P. expansa (tartaruga-da-
Amazonia), P. sextuberculata (iagd) e P. unifilis (tracaja), amplamente distribuidas pela bacia
do Rio Amazonas, e P. erythrocephala (irapuca), que ocorre na bacia do Rio Negro e nos
Rios Tapajos e Trombetas (Mittermeier e Wilson, 1974; Hoogmed e Avila-Pires, 1990). As
duas outras espécies, P. lewiana e P. vogli, ocorrem respectivamente no Rio Magdalena e
bacia do Rio Sinu (Colémbia) e na bacia do Rio Orinoco (Colombia e Venezuela) (Vanzolini,
2001). Outras espéecies de quelbnios também ocorrem na regido Amazlnica, como
Peltocephalus dumerilianus (cabecudo), Geochelone carbonaria e G. denticulata (jabuti),
Chelus fimbriatus (matamatd), Kinosternon scorpioides (mucgud), Rhinoclemmys punctularia
(aperema), Platemys platycephala (jabuti-machado) e Phrynops nasutus (cagado) (Molina e
Rocha, 1996).

Os podocnemidideos constituem um importante recurso para as populaces ribeirinhas
da regido amazdnica, pois os individuos adultos e os ovos dessas espécies sao utilizados como
fonte alimentar, sendo capturados indiscriminadamente durante todo o ano. A pressdo da
coleta dos ovos e da caca dos espécimes adultos tem ocasionado um declinio nos estoques
naturais desses animais (Vogt, 2001; Novelle, 2006), principalmente das espécies de maior
porte, como a tartaruga da Amazonia e o tracaja, direcionando a caga para as espécies de
menor tamanho como a ia¢a no Rio Amazonas e a irapuca no Rio Negro (Rebélo e Pezutti,
2000; Lima, 2007).

Dentre todos os podocnemidideos amazonicos, a irapuca € a espécie menos conhecida
do ponto de vista biolégico. Segundo Viana et al. (2008), esta € a menor espécie do género

sendo facilmente distinguida de suas congéneres devido ao seu pequeno porte (comprimento
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inferior a 32 cm), coloracdo que vai de marrom-escuro a preto, carapaca expandida na porcéo
posterior, presenca de um par de barbelos embaixo do queixo e uma faixa vermelha brilhante
que se estende da parte de tras da cabeca até os timpanos. Nos machos adultos, esse padrao de
coloracdo persiste, enquanto que nas fémeas essa cor alterna para marrom-escuro (Pritchard e
Trebbau, 1984).

Esta espécie apresenta habito alimentar essencialmente herbivoro, sendo que mais de
90% do volume de sua dieta é composta por frutos e sementes (Santos-Jr, 2009). De acordo
com Mittermeier e Wilson (1974), esses animais podem se alimentar eventualmente de
matéria animal, como peixes e moluscos. O periodo reprodutivo da irapuca ocorre entre 0s
meses de outubro e janeiro com dois picos maximos de desova, em outubro e dezembro
(Rueda-Almonacid et al., 2007). O numero de ovos varia de 5 a 14 e a postura ocorre
geralmente durante a noite em areas de campina. Os ovos sdo alongados, podendo apresentar
a casca dura ou levemente flexivel (Mittermeier e Wilson, 1974; Novelle, 2006).

Apesar da baixa quantidade de posturas, em comparagdo com P. expansa, que possui
postura média de 107 ovos/fémea (Lima, 2007), os ovos de irapuca sdao amplamente
cobicados como fonte protéica. Batistella (2003) observou a pratica da coleta de ovos de
irapuca na regido de Santa Isabel do Rio Negro (AM) por familias, durante o periodo de
desova e verificou que a quantidade de ovos coletados é equivalente ao nimero de posturas.

Essa grande pressdo predatdria aliada a sua distribuicdo restrita, bem como a escassez
de projetos conservacionistas, contribuiram para que P. erythrocephala fosse classificada pela
IUCN dentro da categoria vulneravel (IUCN, 2010) e que constasse no apéndice Il do CITES
(CITES, 2010).

Embora a importancia social, econdmica e bioldgica dessa espécie seja notodria, a
irapuca carece de estudos. Os poucos trabalhos existentes na literatura abordam aspectos da
biologia reprodutiva (Novelle, 2006; Lima, 2007; Ferrara et al., 2009), genética molecular
(Santos, 2008; Fantin, 2008; Fantin et al., 2010), ecotoxicologia (Schneider, 2007),
alimentacdo e anatomia digestoria (Santos-Junior., 2009; Magalhdes, 2010) e ecologia geral
(Batistella, 2003; Batistella e Vogt, 2008; Bernhard, 2010). Porém, ndo existem estudos sobre
seus aspectos fisioldgicos e, especialmente, hematoldgicos.

O uso de informacdes a respeito dos aspectos biologicos é crucial para a manutencao
das populaces existentes e para o restabelecimento de populaces em declinio (Pough et al.,
2003). Nesse sentido, a utilizagdo de métodos e técnicas fisioldgicas vem se estabelecendo
como uma préatica cada vez mais usual em estudos ecoldgicos de animais selvagens. De

acordo com Stevenson et al. (2005), a fisiologia € uma importante ferramenta, pois possibilita
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a compreenséo detalhada dos mecanismos que podem causar 0s problemas conservacionistas,
tendo como base o eritrograma e a bioquimica plasmatica.

A hematologia também é importante para subsidiar o diagnéstico do estado de salde
dos animais selvagens ou de cativeiro, podendo ser utilizada para avaliar as respostas
adaptativas dos animais frente as alteracGes ambientais, sejam elas de origem natural ou
antrépica (Tavares-Dias e Moraes, 2004; Marcon et al., 2008). Na literatura, o quadro
sanguineo de diferentes espécies de quelnios tem sido utilizado com diversas finalidades,
seja para o estabelecimento de valores hematologicos de referéncia (Gelli et al., 2009;
Oliveira-Junior et al., 2009; Santos et al., 2009; Yilmaz e Tosunoglu, 2010), determinacdo do
estado de satde dos animais em ambiente natural (Stamper et al., 2005; Chaffin et al., 2008;
Ferronato et al., 2009; Flint et al., 2010) ou em cativeiro (Perpifian et al., 2008; Rangel-
Mendoza et al., 2009; Tavares-Dias et al., 2009), comparacdes entre diferentes estagios de
vida (Bolten e Bjorndal, 1992; Deem et al., 2009) ou avaliacdo de estresse fisiologico
(Crocker et al., 1999; Gregory e Schmid, 2001).

Em relacdo aos podocnemidideos, as informacdes a respeito da hematologia séo
escassas e com finalidades diferenciadas. Tavares-Dias et al. (2009) utilizaram os parametros
hematol6gicos para comparar o estado de salde de espécimes bem e mal nutridos de P.
expansa provenientes de cativeiro e encontraram reducdes significativas no eritrograma,
leucograma e nos metabolitos plasmaticos dos animais mal nutridos, indicando anemia
normocitica-hipocrdmica severa e imunodeficiéncia nesses animais. Oliveira-Junior et al.
(2009) estabeleceram valores hematolégicos de referéncia para P. expansa provenientes de
cativeiro e verificaram que o perfil sanguineo dessa espécie nao sofreu influéncia do sexo.
Embora essas informacBes sejam importantes, ainda sdo fragmentadas e incompletas, sendo
necessaria uma intensificagdo nos estudos hematologicos com as espécies do género
Podocnemis, incluindo P. erythrocephala.

O acompanhamento do sistema imune é igualmente importante durante a avaliacéo do
estado de saude dos animais, visto que a identificacdo e quantificacdo das células leucocitarias
fornecem indicios do estado imunoldgico do organismo (Tavares-Dias e Moraes, 2007).
Segundo Pistol et al. (2007), a identificacdo dos leucécitos dos mamiferos pode ser facilmente
obtida com base nas caracteristicas morfoldgicas das células, entretanto, em répteis, essa
identificacdo é inconsistente e problematica (Work et al., 1998). Exemplos de informagdes
contraditorias sdo relatados na literatura em relagdo aos leucdcitos granuldcitos, afirmando
gue os quelbnios apresentam duas formas de eosin6filos, uma madura, o eosindéfilo tipo 1, e

outra imatura, o eosindfilo tipo 2 (Kelényi e Németh, 1969; Saint Girons, 1970). Entretanto,
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Zapata et al. (1981) classificaram ambos os tipos celulares como heteréfilos. Trabalhos mais
recentes tém demonstrado que estas células pertencem a linhagens celulares distintas, ou seja,
eosinofilos e heterdfilos (Azevedo e Lunardi, 2003; Pistol et al., 2007). Estas células também
podem ser denominadas de acidofilos quando ndo é possivel distingui-las durante a contagem
diferencial de leucdcitos (Canfield, 1998).

O principal motivo para essa inconsisténcia na classificagdo leucocitaria dos répteis é a
falta de conhecimento sobre as linhagens celulares desses animais. Segundo Work et al.
(1998), Tavares-Dias (2006 a,b) e Hulme-Moir e Clark (2010), a utilizacdo de coloragdes
citoquimicas tem possibilitado a demonstracdo dos constituintes quimico-enziméticos e,
consequentemente, auxiliado na identificacdo e caracterizagdo morfoldgica e funcional das
células sanguineas. Na literatura, as técnicas citoquimicas vém sendo amplamente utilizadas
para a identificacdo celular de mamiferos (Al lIzzi et al. 2007; Hulme-Moir e Clark, 2010),
aves (Andreasen e Latimer, 1990; Salakij et al., 2003), peixes (Ueda et al., 2001; Tavares-
Dias e Barcellos, 2005; Tavares-Dias, 2006a,b; Tavares-Dias e Moraes, 2007) e répteis
(Salakij et al., 2002; Azevedo e Lunardi, 2003; Alberio et al., 2005; Carvalho et al., 2006;
Chung et al., 2009).

Azevedo e Lunardi (2003) utilizaram as reagdes citoquimicas para caracterizar dois
tipos de eosinofilos no sangue da tartaruga Chrysemys dorbignih e observaram que essas
células correspondem a dois tipos celulares com linhagens distintas, eosinéfilos e heteréfilos.
Oliveira et al. (2011), estudando os aspectos morfoldgicos e citoquimicos das células
sanguineas de recém-eclodidos de P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata, caracterizaram
sete tipos celulares em todas as trés espécies: eritrcitos, trombacitos, linfécitos, heterdfilos,
eosinofilos, basofilos e azurdfilos. Além disso, 0s constituintes quimico-enzimaticos de
heter6filos e eosindfilos indicam que estas duas células sdo as mais importantes para o
sistema imunologico desses animais nesta fase de vida. Os mesmos tipos celulares
identificados por Oliveira et al. (2011) foram encontrados em exemplares adultos de P.
expansa (Oliveira-Junior et al., 2009). Esses resultados sugerem que os animais do género
Podocnemis podem apresentar as mesmas células sanguineas, no entanto sdo necessarios
estudos com as demais espécies desse género, para verificar se os tipos celulares apresentam
um padrdo conservativo.

Os parametros hematologicos também podem ser utilizados como indicadores de
estresse fisiologico (Crocker et al., 1999; Tavares-Dias e Moraes, 2004) que pode ser
definido como um conjunto de respostas do organismo do animal, diante de estimulos

desagradaveis, agressivos e ameacadores. No ambiente natural, o principal fator estressante a
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que os quelbnios, principalmente os podocnemidideos amazodnicos, sdo submetidos é o
mergulho forgado. A submergéncia forcada desses organismos ocorre principalmente em
funcdo do uso de malhadeiras que, na regido Amazonica, sdo muito utilizadas pelas
populacgdes ribeirinhas para captura de diversos organismos aquaticos, principalmente peixes
(Pezzuti et al., 2008). O problema surge quando os quel6nios ficam presos nas redes, podendo
permanecer por longos periodos sem contato com o ar atmosférico.

Os quel6nios sao animais reconhecidos pela habilidade de realizar longos mergulhos,
entretanto, as respostas fisiologicas adaptativas para sobreviver a situacfes de hipdxia, e até
mesmo anoxia, podem variar entre as espécies, o tamanho e a temperatura da dgua. De acordo
com Sasso e Epperly (2006), a tartaruga marinha Caretta caretta apresentou altas taxas de
mortalidade quando submetida a apnéia por um periodo de 50 minutos, durante o verdo, e por
10 minutos, durante o inverno. As espécies Rheodytes leukops e Elseya albagula utilizam a
respiracdo bimodal para permanecer em aerobiose durante a submersdo, aumentando
significativamente a duracdo do mergulho (Gordos et al., 2004; Mathie e Franklin, 2006),
enquanto que Chrysemys picta e Trachemys scripta hibernam em &guas temperadas no
periodo do inverno, permanecendo submersas em condicdes de andxia durante meses
(Crocker et al., 1999). Estas informacfes demonstram que o tempo de tolerancia a apnéia
varia entre as espécies. Nesse sentido, é fundamental avaliar as alteracdes fisioldgicas
provenientes do estresse causado pelo mergulho forcado, pois dependendo da duracdo da
apnéia, 0s animais podem entrar em estado de coma e morrerem por afogamento (Sasso e
Epperly, 2006).

Os resultados obtidos no presente trabalho tém como objetivo gerar as primeiras
informacBes sobre a hematologia e o estado de saude de Podocnemis erythrocephala em
ambiente natural, que poderdo contribuir de forma relevante para a elaboracdo de planos de
manejo e estratégias de conservacgao em suas areas de ocorréncia.

No primeiro capitulo desta dissertacao, serdo abordados os efeitos de fatores como o
sexo e a fase de crescimento sobre os parametros sanguineos de Podocnemis erythrocephala
capturada em ambiente natural, culminando no estabelecimento de intervalos hematolédgicos
de referéncia para a espécie. No segundo capitulo, os estudos serdo direcionados para a
identificacdo e caracterizacdo morfologica e citoquimica das células sanguineas da irapuca,
analisando os constituintes quimico-enzimaticos e fornecendo informacg6es sobre as principais
fungdes das células, enquanto que no ultimo capitulo serd analisado o efeito da submerséo
forcada sobre os pardmetros hematoldgicos da irapuca, verificando a capacidade adaptativa

desta espeécie a situacdes de andxia.
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OBJETIVOS
GERAL

Estabelecer os pardmetros hematoldgicos, as caracteristicas morfolégicas e
citoquimicas das celulas do sangue, bem como testar o efeito do mergulho forgado sobre o
perfil sanguineo de Podocnemis erythrocephala (Spix, 1824) (Testudines, Podocnemididae)
proveniente do médio Rio Negro, Amazonas.

ESPECIFICOS

1. Quantificar e comparar o eritrograma entre machos e fémeas e entre exemplares

recém-eclodidos, imaturos e maduros de irapuca capturados em ambiente natural;
2. Quantificar e comparar 0s parametros bioquimicos plasméticos entre machos e
fémeas e entre exemplares recém-eclodidos, imaturos e maduros de irapuca capturados em

ambiente natural;

3. Identificar e descrever a morfologia dos eritrocitos, trombdcitos e leucocitos do

sangue da irapuca;

4. Estabelecer o perfil citoquimico dos eritrdcitos, trombdcitos e leucécitos do sangue

da irapuca;

5. Testar o efeito do mergulho forcado sobre o perfil hematoldgico da irapuca.
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HIPOTESES

HO,: O eritrograma e a bioguimica plasmatica nao serdo diferentes entre machos e
fémeas e entre espécimes recém-eclodidos, imaturos e maduros de irapuca de ambiente
natural;

H1,: O eritrograma e a bioquimica plasmatica serdo diferentes entre machos e fémeas e

entre espécimes recém-eclodidos, imaturos e maduros de irapuca de ambiente natural;

HO,: Os eritrocitos, trombdcitos e leucdcitos granuldcitos e agranulécitos ndo reagirdo
positivamente as coloragcGes citoquimicas;
H1,: Os eritrdcitos, trombocitos e leucdcitos granuldcitos e agranuldcitos reagirdo

positivamente as coloracfes citoquimicas.

HO3: O mergulho forcado de 30 e 60 minutos ndo ocasionara alteracdes no eritrograma
e na bioquimica plasmatica da irapuca;
H1s: O mergulho forcado de 30 e 60 minutos ocasionara alteragdes no eritrograma e na

bioquimica plasmatica da irapuca.
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CAPITULO 1

PERFIL HEMATOLOGICO DA IRAPUCA Podocnemis erythrocephala SPIX, 1824
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE) DO MEDIO RIO NEGRO, ESTADO DO
AMAZONAS, BRASIL
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Perfil hematoldgico da irapuca Podocnemis erythrocephala Spix, 1824 (Testudines,
Podocnemididae) do médio Rio Negro, Estado do Amazonas, Brasil

Marcio Quara de Carvalho Santos’, Adriano Teixeira de Oliveira', Jefferson Raphael
Gonzaga Lemos', Elizabeth Gusméo Affonso?, Jaydione Luiz Marcon®

'Programa de Pés-Graduacio em Diversidade Bioldgica, Universidade Federal do Amazonas
(UFAM); *Coordenacdo de Pesquisas em Aquicultura, Instituto Nacional de Pesquisas do

Amazonas (INPA); *Laboratério Fisiologia, Departamento de Ciéncias Biolégicas, UFAM.

RESUMO

A determinacdo dos parametros sanguineos e subsequente estabelecimento do intervalo de
referéncia podem facilitar a avaliacdo do estado de salde dos animais e contribuir para o
manejo e restabelecimento de populac6es naturais. O objetivo deste trabalho foi determinar os
parametros hematoldgicos de espécimes selvagens de P. erythrocephala, estabelecendo
valores de referéncia (95% do intervalo de referéncia). Foram capturados 128 irapucas de
ambos os sexos e em diferentes fases de crescimento (recém-eclodidos, imaturos e maduros).
Dos parametros analisados, somente a hemoglobina (Hb) e o colesterol total variaram entre os
sexos, com machos apresentando maior concentracdo de Hb e fémeas com maiores niveis de
colesterol total. A comparacdo entre as fases de crescimento revelou que o tamanho exerce
grande influéncia no perfil hematoldgico. Animais recém-eclodidos apresentaram valores
inferiores de hemat6crito, Hb, contagem de eritrocitos, hemoglobina corpuscular média,
proteinas totais, globulina, triglicerideos e magnésio. Entretanto, a relacdo albumina/globulina
(A/G), glicose, colesterol total e cloreto foram mais elevados nestes animais. Em funcéo do
efeito do sexo e da fase de crescimento nos pardmetros sanguineos, foram estabelecidos
intervalos de referéncia para cinco categorias: recém-eclodidos, machos imaturos, machos
maduros, fémeas imaturas e fémeas maduras. Os resultados aqui obtidos sdo pioneiros para
essa espécie amazonica e servirdo de base para a avaliacdo do estado de saude de irapucas
selvagens, podendo ser utilizados para a identificacdo de distarbios hematoldgicos e

acompanhamento das adaptagdes fisiologicas dos animais frente as alteracdes ambientais.

Palavras-chave: bacia do Rio Negro, bioguimica plasmatica, eritrograma, intervalo de
referéncia, Podocnemis erythrocephala
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INTRODUCAO

A hematologia € considerada uma ferramenta importante na avaliacdo clinica de animais
e humanos. Em répteis, a caracterizacao do estado de saude é muitas vezes baseada no exame
fisico e na avaliacdo dos constituintes sanguineos, utilizando os valores referencias do
hemograma e da bioquimica plasmética. No entanto, existem varias espécies de répteis em
que os parametros de referéncia sdo desconhecidos ou imprecisos (Hidalgo-Vila et al., 2007).

Diversos fatores enddgenos ou exdgenos podem interferir nos parametros hematoldgicos
tornando dificil o estabelecimento do intervalo sanguineo de referéncia para uma determinada
espécie. Entre os fatores endégenos, os mais importantes sdo a variacdo genética, sexo, idade,
fase de vida e estado fisiologico, enquanto que, entre os exdgenos, destacam-se a temperatura,
o0 habitat e o habito alimentar (Bolten e Bjorndal, 1992; Christopher et al., 1999; Oliveira-
Junior et al., 2009). Nesse sentido, para que os valores de referéncia possam ser utilizados
como prognoésticos do estado de saude dos animais, 0s mesmos devem ser obtidos para
diferentes geracdes dentro de uma populacdo, visando minimizar possiveis interferéncias
sobre esses valores.

Nos queldnios, além do estabelecimento de valores de referéncia (Christopher et al.,
1999; Hidalgo-Vila et al.,, 2007; Chung et al., 2009; Oliveira-Junior et al., 2009), a
hematologia também tem sido utilizada para avaliar as respostas adaptativas dos animais em
seus ambientes naturais (Chaffin et al., 2008; Ferronato et al., 2009; Flint et al., 2010) ou em
cativeiro (Tavares-Dias et al., 2009), bem como para comparar diferentes estagios de vida
(Bolten e Bjorndal, 1992; Kakizoe et al., 2007; Labrada-Martagon et al., 2010) ou avaliar o
estresse (Crocker et al., 1999).

Embora a hematologia seja uma ferramenta frequente em estudos com queldnios
marinhos e de agua doce, as informacGes sobre as caracteristicas sanguineas das espécies do
género Podocnemis sdo escassas e com finalidades diferenciadas. Marcon et al. (2008) e
Tavares-Dias et al. (2009) utilizaram os parametros hematoldgicos para diagnosticar o estado
de salde e o carater nutricional de Podocnemis expansa submetida a diferentes métodos de
criacdo em cativeiro, enquanto que Oliveira-Junior et al. (2009) estabeleceram valores
hematoldgicos de referéncia para espécimes de P. expansa provenientes de cativeiro. Por
outro lado, Tavares-Dias et al. (2011) determinaram as propriedades do sangue de P. expansa,
P. unifilis e P. sextuberculata de vida livre, em diferentes fases do crescimento.

Dentre os podocnemidideos amazdnicos, a irapuca é a menos conhecida do ponto de

vista bioldgico. Segundo Viana et al. (2008), esta € a menor especie do género sendo
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facilmente distinguida de suas congéneres devido o seu pequeno porte, coloragdo que vai de
marrom-escuro a preto, carapaca expandida na porgdo posterior, presenca de um par de
barbelos embaixo do queixo e uma faixa vermelha brilhante que se estende da parte de tras da
cabeca até os timpanos (Pritchard e Trebbau, 1984). Esta espécie apresenta distribuicédo
restrita & bacia do Rio Negro e aos rios Tapajos e Trombetas (Hoogmed e Avila-Pires, 1990).
A captura indiscriminada de ovos e individuos adultos de irapuca para utilizagdo como
fonte alimentar pelas populacdes tradicionais amazonicas tem levado ao declinio os estoques
naturais desta espécie (Rebélo e Pezutti, 2000). Essa grande pressdo predatoria aliada a sua
distribuicdo restrita, bem como a escassez de projetos conservacionistas direcionados para
esta espécie, contribuiram para que P. erythrocephala fosse classificada pela IUCN dentro da
categoria vulneravel (IUCN, 2010) e que constasse no apéndice Il do CITES (CITES, 2010).
Com intuito de aumentar o conhecimento sobre a biologia da irapuca, este trabalho teve
como objetivo comparar os pardmetros hematoldgicos de espécimes selvagens de P.
erythrocephala de ambos os sexos e diferentes fases do crescimento, bem como estabelecer

intervalos de referéncia para a espécie.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo e captura dos animais

O Arquipélago de Mariug, situado na bacia do médio Rio Negro, nas proximidades do
municipio de Barcelos, é considerado o maior conjunto de ilhas de agua doce do mundo, com
mais de 1.600 ilhas. Essa regido abriga uma grande diversidade faunistica, incluindo vérias
espécies da familia Podocnemididae. Das quatro espécies de podocnemidideos amazonicos,
trés espécies ocorrem na bacia do Rio Negro: Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazénia),
P. unifilis (tracaja) e P. erythrocephala (irapuca), sendo esta Gltima a mais abundante e
representando 85% dos quelbnios capturados, seguido por P. unifilis, com 10% e por P.
expansa, com 0,2% (Vogt, 2001).

Nesta regido, foram realizadas trés coletas, em novembro de 2009, marco de 2010 e
outubro de 2010, e capturados 128 espécimes de P. erythrocephala de ambos os sexos e em
diferentes fases de crescimento, classificados aqui como recém-eclodidos, imaturos e
maduros. Os especimes imaturos e maduros de irapuca foram coletados com auxilio de rede
de arrasto em lagos e igarapés, enquanto que os recém-eclodidos foram encontrados

associados a raizes e troncos submersos.
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Coleta sanguinea e classificagdo dos animais

Imediatamente apos a captura (< 3 minutos), os animais foram imobilizados através da
revirada do corpo do animal, de forma que a carapaca ficasse voltada para baixo. As amostras
de sangue foram coletadas atraves da puncdo da veia femoral utilizando seringas banhadas
com heparina (5.000 Ul) e destinadas a determinacdo das analises sanguineas. Em seguida, foi
realizada a biometria de todos os animais, com aferimento do peso corpdreo (g), com auxilio
de balanca portétil do tipo Pesola®, e mensuracdo do comprimento e largura do plastrdo e
carapaca (cm), com auxilio de fita métrica.

A determinacdo sexual foi feita por observacdo externa do formato da extermidade do
plastréo (triangular nas fémeas e arredondado nos machos) e do tamanho da cauda (curto nas
fémeas e comprido e volumoso nos machos). As fases de crescimento foram classificadas de
acordo com as recomendacdes de Bernhard (2010), que estimou o grau de maturidade sexual
a partir do comprimento da carapaga (CC): macho imaturo CC < 16,0 cm; macho maduro CC
> 16,0 cm; fémea imatura CC < 22,0 cm e fémea madura CC > 22 cm. As irapucas de
pequeno porte (CC < 11 cm) e que ndo apresentaram sinais externos de dimorfismo sexual
foram classificadas como recém-eclodidos. Apés a determinacdo sexual, foram realizadas

marcacdes no casco e, em seguida, todos os animais foram devolvidos a natureza.

Determinacdo dos parametros sanguineos

O hematdcrito (Ht) foi determinado pelo método do microhematdcrito utilizando tubo
capilar heparinizado. A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando o reagente de Drabkin (1,4 g KH2PO4; 2,0 g KsFe(Cn)g;
0,5 g KCN para 1 L H,0). A contagem de eritrocitos (RBC) foi feita em camara de Neubauer
apos a diluicdo do sangue em solucdo de formol-citrato. A partir dos valores de Ht, Hb e RBC
de cada individuo, foram calculados os indices hematimétricos: volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), seguindo as recomendacdes de Wintrobe (1934).

As concentragdes de proteinas totais e albumina foram determinadas pelo método do
biureto e do verde de bromocresol, respectivamente (Kit Labtest, MG). A concentragéo de
globulina foi calculada a partir da subtracdo dos valores de proteinas totais e albumina. A
partir dos valores de albumina e globulina, foi calculada a relacdo albumina/globulina. A
glicose plasmatica foi determinada pelo método da glicose oxidase, enquanto que os niveis de
triglicerideos e colesterol total foram determinados pelo método enzimaético-colorimétrico

(Kit Doles, GO). A uréia foi determinada pelo método da urease (Kit Doles, GO). Todas as
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andlises foram lidas em espectrofotémetro Bioplus modelo Bio 2000, em comprimentos de
onda especificos para cada constituinte. As concentragfes plasméticas de calcio, magnesio e
potassio foram determinadas por espectrofotometria de absorcdo atdémica (PerkinElmer,
1100D, EUA) enquanto que os niveis de sdédio e cloreto foram determinados pelo método
colorimétrico com auxilio de kits comerciais especificos (In Vitro, MG e Doles, GO,

respectivamente).

Monitoramento da qualidade de agua

Os niveis de oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e potencial
hidrogenibnico das &areas de captura das irapucas foram mensurados com auxilio de um
medidor multi-paramétrico (Orion 5-Star Plus, Thermo Scientific, EUA). Amostras de agua
foram coletadas para posteriores analises de alcalinidade e dureza total, pelo método
titulométrico segundo Boyd e Tucker (1992), bem como de aménia total e nitrito, pelos
métodos espectrofotométricos de Verdouw et al. (1978), utilizando salicilato-hipoclorito, e de
Boyd e Tucker (1992), respectivamente.

Anélise estatistica

Os parametros sanguineos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
e de homocedasticidade de Levene. Os dados foram transformados, porém ndo atenderam as
premissas para uma analise paramétrica. Valores com trés intervalos interquartis entre 0s
quartis inferior e superior de cada distribuicdo foram identificados como outliers, com auxilio
do teste de stem-and-leaf e excluidos das analises (Horn et al., 2001).

A comparacdo entre os sexos foi realizada pelo teste t de Student, para os dados
paramétricos e pelo teste de Mann-Whitney, para os dados ndo-parametricos. A comparagao
entre as fases de desenvolvimento (recém-eclodidos, imaturos e maduros) foi realizada
através da analise de variancia (one way ANOVA), para os dados paramétricos, e do teste de
Kruskal-Wallis (KW-ANOVA), para os dados ndo paramétricos.

Os parametros que apresentaram diferencas significativas na ANOVA e KW-ANOVA
foram submetidos ao teste de Tukey e de Dunn, respectivamente. A interagcdo entre 0 sexo e
fase de crescimento, com excecdo dos recém-eclodidos, foi analisada mediante ANOVA
fatorial. Todas as analises foram realizadas a 5% de significancia.

Os intervalos de referéncia dos parametros sanguineos com distribuicdo normal e
homocedastica foram expressos como 95% do intervalo de confianga, enquanto que os demais

parametros foram expressos como 25°-75° percentis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da agua dos locais de captura das irapucas (n=7; media *
DP) apresentaram 0s seguintes valores: oxigénio dissolvido (4,7 + 0,3 mg/L), temperatura
(32,3+ 1,6 °C), pH (5,2 + 0,2), condutividade elétrica (10,5 £ 1,3 uS/cm), amonia total (0,014
+ 0,008 mg/L), nitrito (0,006 = 0,001 mg/L), alcalinidade (1,2 + 0,2 mg CaCOg/L) e dureza
total (1,9 = 0,6 mg CaCOs/L). As variaveis fisicas e quimicas da agua encontradas estdo
dentro do esperado visto que o Rio Negro é caracterizado com um rio de aguas pretas,
levemente acido, com baixos teores de oxigénio dissolvido e de condutividade elétrica, o que
reflete a baixa concentracdo de elementos alcalinos e alcalino-terrosos e em compostos
nitrogenados (Chao et al., 2001; Horbe e Oliveira, 2008).

O numero amostral e os dados biométricos dos recém-eclodidos, de machos e fémeas
imaturos e maduros estdo presentes na Tabela 1. Similarmente aos demais podocnemidideos,
a irapuca também apresenta dimorfismo sexual, sendo que os machos s&o menores que as
fémeas (Pritchard e Trebbau, 1984; Vogt, 2001; Fachin-Teran e Vogt, 2004; Bernhard, 2010).
Foi observada grande quantidade de machos (n= 68) em comparacdo as fémeas (n= 35),
considerando os trés periodos de coleta. De acordo com Fachin-Téran e Vogt (2004), essa
grande diferenca na razao sexual pode ser resultado da influéncia de fatores ambientais, como
baixas temperaturas durante o periodo critico de determinacdo do sexo, 0 que masculiniza a
populacdo, ou devido a predacdo diferencial de fémeas durante o periodo de nidificacdo e
oviposicao pelo homem. Resultados semelhantes foram encontrados por Fachin-Téran e Vogt
(2004) para P. unifilis e por Fachin-Téran et al. (2003) para P. sextuberculata. Entretanto,
Bernhard (2010) encontrou razdo sexual em favor das fémeas de P. erythrocephala coletadas

no rio Ayuand, municipio de Santa Isabel do Rio Negro, Amazonas.
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Tabela 1. Dados biométricos (média + DP) e numero amostral (n) das classes de tamanho de
Podocnemis erythrocephala coletada no Arquipélago de Mariud, médio Rio Negro, Estado do

Amazonas, Brasil.

Parametros biométricos

Classe n Comprimentodo Largurado Comprimentoda Largurada Peso
plastréo plastréo carapaca carapaca @
(cm) (cm) (cm) (cm) g
Recém-eclodido 25 49+0,8 53+0,7 6,4+0,8 6,2+0,7 344+121
Macho imaturo 5 11,0+0,8 10,1+1,6 135+19 12,7+19 216,6 + 69,2
Macho maduro 63 158+2,8 152+21 205+29 18,2+2,2 664,1 + 305,0
Fémea imatura 25 13,6 £3,8 125+3,1 16,2+4,0 150+34 400,0 +232,8
Fémea madura 10 205+15 19,6 £2,0 271+27 222+19 1338,0 +427,8

Os resultados das comparagcdes dos pardmetros sanguineos entre os sexos, fases de
crescimento, bem como a interacdo entre estes dois fatores estdo presentes na Tabela 2. Dos
19 parametros analisados neste trabalho, somente a concentracdo de hemoglobina e os niveis
de colesterol total apresentaram diferencas entre 0s sexos.

Os machos de P. erythrocephala apresentaram valores significativamente maiores de
hemoglobina em relacdo as fémeas. De acordo com Ferrarezi (2006), a concentracdo de
hemoglobina no organismo esta associada ao grau de atividade dos animais, sendo maior
naqueles com atividade metabdlica mais intensa. Embora Bernhard (2010) tenha verificado
que as fémeas de P. erythrocephala percorram maiores distancias que 0s machos,
provavelmente em busca de locais para a oviposicao, os niveis de hemoglobina sugerem que
0s machos sejam mais ativos metabolicamente, o que pode ser explicado pelo comportamento
agressivo desses animais durante o forrageamento (Balensiefer, 2003). Os resultados obtidos
no presente trabalho corroboram com os estudos de Anderson et al. (1997) e Christopher et al.
(1999), os quais observaram valores de hemoglobina mais elevados em machos de Elseya
novaguineae e Gopherus agassizii, respectivamente. Entretanto, em Phrynops geoffroanus
(Ferronato et al., 2009), P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata (Tavares-Dias et al., 2011)

ndo foram observados efeitos do sexo nos parametros sanguineos analisados.
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Tabela 2. Diferencas entre sexo, fase de crescimento (FC) e interacdo sexo e fase de crescimento dos parametros sanguineos de Podocnemis

erythrocephala coletada no Arquipélago de Mariua, médio Rio Negro, Amazonas, Brasil.

Diferenca entre sexo Diferenca entre fase de crescimento Sexo x FC*
Parametros sanguineos Macho Fémea Recém-Eclodido Imaturo Maduro
(n=68) (n=35) P (n=25) (n=30) (n=73) P P
Ht (%) 21,55 £ 0,47 20,77 £0,38 0,402 15,36 +2,87° 20,16 +3,21° 21,75+ 4,25° <0,001 0,564
Hb (g/dL) 6,30+1,32° 573+1,11° 0,041 471+1,16° 5,54 +0,98" 6,33+1,32° <0,001 0,545
RBC (milhdes/uL) 0,44 £ 0,08 0,41 £ 0,08 0,160 0,38+0,12° 0,41+0,09%® 0,44 +0,08° 0,025 0,661
VCM (fL) 485,54 £ 90,28 477,18 £117,79 0,693 433,78 £ 151,40 472,79 £ 117,70 486,73 £ 92,35 0,130 0,385
CHCM (g/dL) 29,11 £ 3,38 27,63 £ 3,60 0,054 28,58 £ 2,68 27,70 £ 3,17 28,97 £ 3,59 0,259 0,148
HCM (pg) 142,11 + 26,57 130,46 = 32,62 0,055 121,58 +39,73 % 129,69 + 31,97 @ 141,62 +27,38° 0,018 0,839
Proteinas totais (g/L) 20,84 £ 341 20,82 £ 4,28 0,982 14,67 +1,89°% 20,14 + 453" 21,11 +3,31° <0,001 0,425
Albumina (g/L) 9,59 + 2,58 9,85+ 2,79 0,659 10,04 + 2,42 10,03 + 3,01 9,54 +2,50 0,653 0,456
Globulina (g/L) 11,01 +3,90 10,65 + 3,15 0,674 4,24¢° 8,78¢ ® 11,12¢° <0,001 % 0,844
Albumina/Globulina (g/L) 0,83¢# 0,81# 0,346 + 2,88+ ° 1,03+ % 0,76+ " 0,001 } 0,877
Glicose (mmol/L) 6,49# 6,53% 0,393 + 7,81+°2 6,61#° 6,43#° <0,001 % 0,186
Colesterol total (mmol/L) 1,84 +0,53% 2,09+ 0,66 " 0,045 2,81+0,83°% 1,93+0,48° 1,92 +0,62° <0,001 <0,001
Triglicerideos (mmol/L) 0,69+0,17 0,77 £ 0,37 0,162 0,47+2 0,50# 2 0,71#° <0,001 % 0,253
Uréia (mmol/L) 2,55# 2,26¥ 0,382 2,89# 2,68% 2,22% 0,435 % 0,223
Cloreto (mmol/L) 88,49+ 91,074 0,115+ 107,12 + 18,412 106,00 + 22,32 2 86,95+ 9,63 ° <0,001 0,655
Sédio (mmol/L) 133,32 £ 6,05 132,58 + 6,31 0,586 1339+ 3,32 131,82 + 6,59 133,52 +5,93 0,446 0,880
Potéssio (mmol/L) 572 +1,64 516 £ 1,55 0,127 4,30 £ 0,70 5,27 £ 1,66 5,64 +1,62 0,053 0,839
Calcio (mmol/L) 1,35+0,24 1,31+£0,21 0,527 1,20£0,13 1,26 £0,24 1,34 £0,19 0,076 0,416
Magnésio (mmol/L) 0,55+ 0,53+ 0,649 0,37+° 0,53#"° 0,55%° <0,001 } 0,978

Letras diferentes significam diferencas significativas entre os sexos e entre as fases de crescimento (p<0,05). ” Interacdo entre sexo (machos e fémeas) e fase de crescimento
(imaturos e maduros). # Valores expressos em mediana, os demais valores sdo médias + DP. + Teste de Mann-Whitney. { Teste de Kruskal-Wallis.
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As fémeas de P. erythrocephala apresentaram concentragdes de colesterol total
significativamente superior em comparacdo aos machos. Resultados semelhantes foram
encontrados para fémeas de Chelonia mydas (Bolten e Bjorndal, 1992), Gopherus agassizii
(Christopher et al., 1999), Mauremys leprosa (Hidalgo-Vila et al., 2007), Macrochelys
temminckii (Chaffin et al., 2008) e Ocadia sinensis (Chung et al., 2009). O aumento de
colesterol no organismo das fémeas estd relacionado com o acumulo de lipideos para a
producdo de ovos e vitelo durante o periodo reprodutivo (Hamann et al., 2005), que em P.
erythrocephala, ocorre durante a seca, iniciando-se no final de agosto e persistindo até o
inicio de novembro no médio Rio Negro (Novelle, 2006). Esse incremento de colesterol total
nas fémeas para utilizacdo durante o periodo reprodutivo foi comprovado a partir da analise
da interacdo entre sexo e a fase de crescimento, onde foi observado que fémeas maduras
apresentaram valores significamente maiores deste constituinte quando comparadas as fémeas
Imaturas e aos machos imaturos e maduros.

Os demais parametros analisados ndo apresentaram diferencas significativas entre
machos e fémeas de P. erythrocephala, demonstrando que o sexo € um fator intrinseco que
exerce pouca interferéncia no eritrograma e na bioquimica plasmatica dessa e de outras
espécies de podocnemidideos amazdnicos, como P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata
(Oliveira-Junior et al., 2009; Tavares-Dias et al., 2011). Por outro lado, a compara¢do dos
parametros hematoldgicos entre as fases de crescimento indicou diferencas significativas no
hematocrito, hemoglobina, nimero de eritrécitos, hemoglobina corpuscular média, proteinas
totais, globulina, razdo albumina/globulina, glicose, colesterol total, triglicerideos, cloreto e
magnésio, demonstrando que o estdgio de crescimento é um importante fator a ser
considerado durante o estabelecimento de valores hematoldgicos de referéncia, bem como
para a avaliacdo do estado de saude destes animais.

Em quelénios, informagdes sobre o efeito da fase de vida nos pardmetros eritrocitarios
sdo escassas e pouco conclusivas, diferente da bioquimica plasmatica que € melhor estudada
neste grupo. Em P. erythrocephala, os valores de hematdcrito foram menores nos individuos
recém-eclodidos em comparagao aos imaturos e maduros, enquanto que o RBC e HCM foram
menores nos recém-eclodidos somente em comparagdo aos animais maduros. A concentracdo
de hemoglobina variou significativamente em todas as fases de desenvolvimento, sendo maior
nos animais maduros e menor nos recém-eclodidos. Em P. expansa e P. sextuberculata, os
valores de hematdcrito, RBC e hemoglobina foram superiores nos recém-eclodidos, ao
contrario de P. unifilis, onde o hematdcrito foi superior nos animais jovens e adultos
(Tavares-Dias et al., 2011). Frair (1977), Wood e Ebanks (1984) e Bolten e Bjorndal (1992)
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também encontraram valores de hematdcrito mais elevados em exemplares adultos de
Malayemys spixii e C. mydas.

De modo geral, os animais na fase inicial de vida possuem alta taxa metabdlica,
resultando na elevacdo dos parametros eritrocitarios para maximizacdo da obtencdo de
oxigénio e intensificacdo da producédo energética (Schmidt-Nielsen, 2002). Na irapuca, assim
como em outras espécies de queldnios relatadas na literatura (Frair, 1977; Wood e Ebanks,
1984; Bolten e Bjorndal, 1992), o eritrograma de recém-eclodidos foi inferior em comparacao
aos animais em fases de crescimento mais avancadas, 0 que poderia indicar uma reduzida
demanda metabdlica em recém-eclodidos. Entretanto, Wells e Baldwin (1994) verificaram, a
partir da analise das propriedades funcionais de isolados de hemoglobina, que recém-
eclodidos de C. mydas possuem maior afinidade por oxigénio que animais adultos,
provavelmente em funcdo da elevada concentracdo eritrocitaria de fosfatos organicos
moduladores da hemoglobina, como o &cido 2,3-difosfoglicérico e a adenosina trifosfato.
Estas informagfes indicam que 0 uso apenas dos pardmetros eritrocitarios classicos como
indicadores da atividade metabolica deve ser visto com cautela, pois animais em fases de
crescimento distintas podem apresentar diferentes estratégias para a obtencdo de oxigénio e
producdo de energia. De forma complementar, Wells e Baldwin (1994) ressaltam que o
aumento dos parametros eritrocitarios em tartarugas de maior porte corresponde a adaptactes
fisioldgicas para aumentar o tempo de submersdo que, em quel6nios, parece ser proporcional
ao tamanho dos animais (Mathie e Franklin, 2006).

Segundo Labrada-Martagon et al. (2010), o acompanhamento dos parametros
bioquimicos plasmaticos ¢ uma ferramenta importante para avaliagdo e monitoramento do
estado fisioldgico de animais selvagens, por ser de facil analise e alta sensibilidade quanto as
interferéncias de fatores enddgenos e exdgenos sobre o equilibrio homeostético.

Na irapuca, os niveis de proteinas totais foram significativamente maiores nos animais
imaturos e maduros, em comparacdo aos recém-eclodidos. Tavares-Dias et al. (2011),
determinando as concentracdes de proteinas totais de exemplares recém-eclodidos, jovens e
adultos de trés espécies de queldnios do género Podocnemis, verificaram que em P. expansa e
P. unifilis as concentragdes deste metabolito plasmético foram superiores em jovens e adultos,
enquanto que em P. sextuberculata foram superiores nos recém-eclodidos. Chaffin et al.
(2008) nao observaram diferencas nos niveis de proteinas entre juvenis e adultos de
Macrochelys temminckii. Entretanto, Hasbun et al. (1998), verificaram que espécimes de C.
mydas de maior porte (CC > 89 cm) apresentam concentragao protéica mais elevada que os de

pequeno porte (CC < 69 cm). Bolten e Bjorndal (1992), estudando a mesma espécie,
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encontraram correlacdo positiva entre 0 comprimento da carapaga e 0s niveis de proteinas
totais. Resultados semelhantes também foram encontrados por Labrada-Martagon et al.
(2010) para C. mydas, reforcando a hipoOtese de que a concentragdo protéica acompanha o
tamanho e o grau de maturacdo sexual dos quel6nios. De acordo com Kakizoe et al. (2007),
nas fémeas, o0 aumento das concentracbes de proteinas totais esta relacionada com o acumulo
de proteinas vitelinicas durante o processo de maturacdo, enquanto que nos machos esse
aumento estd associado a producdo de proteinas anabolicas provocado pela elevacdo de
testosterona no organismo.

Neste trabalho, os niveis de albumina ndo diferiram entre as fases de crescimento, ao
contrario dos niveis de globulina que foram significativamente maiores nos animais maduros
em comparacdo aos animais recém-eclodidos, enquanto que a relacdo A/G apresentou
resultado inverso, sendo maior nos recém-eclodidos. Os resultados obtidos no presente
trabalho corroboram com os estudos de Bolten et al. (1994), que encontraram correlacéo
positiva entre o tamanho dos animais e o0s niveis de globulina em C. caretta, assim como
correlacdo negativa para A/G. O aumento na concentracdo das globulinas pode ser explicado
pelo acumulo de anticorpos naturais, que sdo gama-globulinas, durante o desenvolvimento
dos animais, visto que os queldnios apresentam correlagdo positiva entre o tamanho e a
quantidade de anticorpos (Zimmerman et al., 2010).

As concentracbes plasmaticas de glicose e colesterol total foram maiores nos recém-
eclodidos de P. erythrocephala em relacdo aos animais das demais fases de crescimento,
enquanto que os niveis de triglicerideos apresentaram resultados contrarios, sendo superiores
nos animais maduros. Porém, recém-eclodidos de P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata
apresentaram valores superiores de colesterol total e triglicerideos, enquanto que a glicemia
foi maior nos animais jovens e adultos (Tavares-Dias et al. 2011). Elevadas concentracOes de
colesterol total e glicose em recém-eclodidos provavelmente indicam alta demanda energética
em fungdo do metabolismo acelerado desses animais nessa fase de vida. Os altos niveis de
colesterol total encontrados nos recém-eclodidos poderia ser reflexo da mobilizacdo deste
composto a partir dos residuos vitelinicos. Segundo Booth (2003) e Venkatesan et al. (2005),
os lipideos sdo o segundo maior componente dos ovos, representando cerca de 28 a 35% do
peso em matéria seca. Entretanto, Venkatesan et al. (2005) observaram que, durante o
desenvolvimento embrionario, apenas uma pequena porcéo lipidica € convertida em energia,
sendo o restante armazenado nos residuos vitelinicos e utilizado pelos animais somente apos a

eclosdo.
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Diferentemente do colesterol total, as elevadas concentracdes de glicose plasmatica
encontradas nos recém-eclodidos de P. erythrocephala ndo devem ter sido provenientes dos
residuos vitelinicos, pois os niveis de carboidratos sdo reduzidos no vitelo dos queldnios
(Booth, 2003), sendo a glicose obtida basicamente através do consumo de glicogénio
muscular e hepéatico (Mahmoud e Klicka, 1971). J& o acimulo de triglicerideos nos animais
maduros provavelmente ocorreu em funcdo do estimulo dos esterdides gonadais estradiol,
progesterona e testosterona (Duggan e Callard, 2003). Nas fémeas maduras, esse aumento
reflete as alteracbes comportamentais e fisioldgicas relacionadas a viletogénese e ao
desenvolvimento folicular (Hamann et al., 2005), enquanto que nos machos esta elevacao esta
associada a mobilizacdo de energia para o processo de corte, luta e acasalamento (Jessop et
al., 2004).

Em relacdo aos ions plasmaticos de P. erythrocephala, somente o cloreto e 0 magnésio
apresentaram diferencas significativas entre as fases de crescimento, sendo 0s menores niveis
de cloreto registrados nos animais maduros, enquanto que o magnésio foi mais elevado nos
exemplares imaturos e maduros. Bolten e Bjorndal (1992) e Hasbun et al., (1998) também
observaram valores inferiores de cloreto em adultos de C. mydas, enquanto que os niveis de
magnésio ndo apresentaram variacdo significativa nesta espécie (Hasbun et al., 1998). Essas
alteracbes ibnicas podem ser resultado das adaptacdes fisiologicas necesséarias para o
prolongamento da duracdo do mergulho nos animais de maior porte (Mathie e Franklin,
2006). Segundo Baeyens et al. (1989), a diminui¢do na concentracdo de cloreto plasmatico
parece estar relacionada com a atuacdo do horménio peptideo natriurético atrial. Este
horménio age no organismo promovendo a diurese e a reducdo dos niveis de cloreto,
proporcionando aumento na osmolaridade e viscosidade do sangue, otimizando o transporte
de oxigénio (Wells e Baldwin, 1994) e um aumento no tempo de duracdo do mergulho nos
quelbnios. De forma complementar, 0 aumento na concentracdo de magnésio plasmatico
parece estar relacionado com a manutencao do equilibrio &cido-base a partir da liberacdo de
carbonato de magnésio dos 0ssos e do casco dos queldnios para o tamponamento do lactato
produzido pela ativacdo da via anaerobica para geracdo de ATP durante o mergulho (Jackson
et al., 2000; ver capitulo 3).

Os resultados deste trabalho culminaram no estabelecimento de intervalos de
referéncia para a irapuca, sendo o primeiro estudo sobre 0s parametros sanguineos da especie.
Em funcdo do efeito do sexo e da fase de crescimento sobre o eritrograma e a bioquimica

plasmética dessa espécie, foram estabelecidos intervalos de referéncia para cinco categorias
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distintas: recém-eclodidos, machos imaturos, machos maduros, fémeas imaturas e fémeas

maduras (Tabela 3).

Tabela 3. Intervalos de referéncia estabelecidos para o eritrograma e a bioquimica plasmatica
de recém-eclodidos e de machos e fémeas imaturos e maduros de Podocnemis erythrocephala

coletados no Arquipélago de Mariua, médio Rio Negro, Estado do Amazonas, Brasil.

Podocnemis erythrocephala

Parametros
sanguineos Recém- Macho Macho Fémea Fémea
eclodido imaturo maduro imatura madura
Hematécrito (%) 14,1-16,5 (25) 18,5-22,6 (5) 20,5-22,7(63)  18,6-21,5(25)  20,1-24,8 (10)
Hemoglobina (g/dL) 4,22-520 (24)  4,65-6,18 (5)  6,03-6,72 (62)  5,09-6,06 (21)  5,23-6,92 (10)
RBC (milhdes/pL) 0,33-043 (25)  0,29-0,55(5)  0,42-0,46 (62)  0,38-0,45 (23)  0,36-0,46 (8)

VCM (fL)*

CHCM (g/dL)

318,9-508,3 (25) 378,3-616,1 (5) 419,3-539,3 (62) 375,7-523,0 (24) 400,0-560,9 (10)

27,3-29,8 (20)

23,3-30,6 (5)

28,4-30,2 (56)

26,4-29,3 (22)

23,9-30,2 (10)

HCM (pg) 103,9-139,2 (22) 91,8-175,6 (5) 136,1-149,4 (62) 1155-142,2 (25) 109,4-159,3 (10)
Proteinas totais (g/L)* 13,7-159 (16)  17,7-22,7(4)  184-233(61) 155-21,7(24)  21,9-239 (9)
Albumina (g/L) 85-115(12)  6,2-155(4)  88-10,1(61)  84-112(21)  81-11,4(9)
Globulina (g/L) 38-91(12)  32135(4) 10,1-122(59)  8,1-11,0(19)  11,0-14,7 (9)
Albumina/Globulina (g/L)*  0,86-3,49 (12)  1,03-1,31(4) 052-1,12 (55)  0,64-152 (21)  0,63-0,91 (9)
Glicose (mmol/L) 7,48-837 (23) 6,15-658 (5)  6,63-7,22 (52)  5,80-6,84 (23)  5,03-6,95 (9)
Colesterol total (mmol/L) ~ 2,39-324 (17)  1,43-2,99 (5) 1,68-1,94(62)  1,67-2,06 (23)  2,01-3,19 (10)
Triglicerideos (mmol/L)*  0,34-0,58 (24)  0,36-0,52 (4)  0,57-0,80 (53)  0,43-0,91 (24)  0,71-1,36 (10)
Uréia (mmol/L)* 2,41-384 (13) 2,49-406 (4)  151-4,56 (63) 1,76-4,26 (23)  1,08-1,96 (7)
Cloreto (mmol/L)* 92,0-120,5 (17) 110,6-114,1 (4) 82,4-93,0 (56) 86,2-128,9 (24)  75,9-90,2 (9)

Sodio (mmol/L) 131,3-136,4 (9) 122,7-140,4 (3) 131,8-134,9 (63) 128,6-135,0 (21) 131,0-137,5(9)

Potassio (mmol/L) 3,76-4,84(9)  3,95-7,83(4) 527-6,14(59)  4,34-596(20)  4,31-6,04 (9)
Célcio (mmol/L) 1,11-1,30 (10)  0,68-1,60 (4)  1,30-142 (62)  1,18-1,39 (22)  1,26-1,50 (9)
Magnésio (mmol/L) 0,33-0,39 (11)  0,38-0,69 (4)  0,54-0,60 (59)  0,49-0,60 (22)  0,54-0,63 (9)

- 1 , H X 0 -
* Valores expressos como 25°-75° percentis, os demais valores sdo expressos como 95% do intervalo de
confianca. Valores entre parénteses representam o nimero amostral.

27



Na literatura, valores do hemograma discordantes dos intervalos de referéncia tém sido
utilizados para a identificacdo de animais doentes (Swimmer, 2000; Flint et al., 2010).
Tavares-Dias et al. (2009) compararam espécimes de P. expansa mal-nutridos com animais
alimentados regularmente e verificaram que as concentracdes de hemoglobina e CHCM
estavam abaixo do intervalo referencial da espécie (Oliveira-Junior et al., 2009; Tavares-Dias
et al., 2009). Enquanto que Flint et al. (2010), com auxilio dos intervalos hematoldgicos de
referéncia, constataram que os espécimes imaturos de pequeno porte (CC< 65 cm) e maduros
de C. mydas sdo mais susceptiveis a contracdo de doencgas que os imaturos de grande porte
(CC= 65 cm).

Os intervalos de referéncia determinados neste trabalho podem servir de base para a
avaliacdo do estado de saude das irapucas selvagens e para 0 acompanhamento dos ajustes
fisiolégicos dos animais, relacionados tanto as alteracGes ambientais, como aquelas

provenientes dos sistemas de cativeiro.
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RESUMO

Na literatura existem diversos estudos sobre as células sanguineas de quel6nios, entretanto
essas informagdes sdo inexistentes para a irapuca, Podocnemis erythrocephala. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar morfologicamente e citoquimicamente as células sanguineas de
P. erythrocephala, fornecendo informac6es sobre o papel funcional dos tipos celulares. O
sangue dos animais (n=15) foi coletado por puncdo da veia femoral utilizando seringas
heparinizadas e destinado a confeccdo de extensdes sanguineas. Para a descricdo morfoldgica,
as extensoes foram coradas com corante do tipo Romanovski, enquanto que para as reagdes
citogquimicas foram utilizados corantes especificos para cada constituinte. No sangue da
irapuca foram identificados eritrocitos, trombacitos, linfocitos, azurdfilos, heteréfilos,
eosinofilos e basodfilos. As caracteristicas morfologicas foram semelhantes as descritas para
outros podocnemidideos. Os eritrdcitos apresentaram reacdo positiva somente para
reticuldcitos. A coloragdo de proteinas bésicas foi positiva em heterofilos e basofilos e
positiva-fraca em eosindfilos. Com excegdo dos basodfilos e eritrocitos, todas as células
sanguineas apresentaram granulos de glicogénio, variando apenas na intensidade. Sudanofilia
foi observada em heterodfilos, eosinofilos, basofilos e azurofilos. Heterofilos e eosindfilos
apresentaram marcacgdo positiva-forte para peroxidase, enquanto que os basoéfilos e azurofilos
apresentaram reacdo positiva e positiva-fraca, respectivamente. A rea¢do de metacromasia foi
observada nos granulos de basofilos. Os constituintes citoquimicos indicam que o0s
heterofilos, eosinofilos e baséfilos sdo as células mais ativas do sistema imunologico da
irapuca, sendo responsaveis principalmente pela atividade fagocitica.

Palavras-chave:  citoquimica, eritrocitos, leucdcitos, = morfologia, = Podocnemis
erythrocephala, trombdcitos

34



INTRODUCAO

O acompanhamento das caracteristicas qualitativas e quantitativas das células
sanguineas constitui uma das maneiras mais elementares para avaliar o estado de saude dos
animais (Tavares-Dias e Moraes, 2007). Em mamiferos, as células do sangue possuem
funcbes bem definidas e séo facilmente identificadas com base em suas diferencas
morfologicas (Pistol et al., 2007). Contudo, nos répteis, os papeis funcionais e a identificacdo
destas células sdo ainda controversos (Work et al., 1998).

Em vertebrados ndo-mamiferos, os eritrocitos sdo nucleados e possuem funcéo
semelhante as hemacias dos mamiferos (Canfield, 1998). Nos répteis, estas células
apresentam variagdes no tamanho e no formato celular e nuclear entre as ordens Squamata,
Testudines, Crocodilia e Rhynchocephalia (Claver e Quaglia, 2009). Estagios imaturos dos
eritrocitos como rubricitos, metarubricitos e reticuldcitos, além de eritrocitos anisociticos e
policromaticos, também sdo eventualmente encontrados na corrente sanguinea, podendo ser
facilmente identificados como leucécitos imaturos, linfocitos ou trombdcitos (Satake et al.,
2009; Stacy et al., 2011).

Diferentemente dos eritrdcitos, os trombdcitos possuem caracteristicas morfol6gicas
semelhantes entre os répteis. Entretanto, em funcdo do pequeno tamanho e do citoplasma
escasso, estas células podem ser erroneamente identificadas como linfécitos (Alleman et al.,
1992; Claver e Quaglia, 2009). Seu papel funcional ndo estd totalmente elucidado para a
maioria das espécies, pois estudos tém demonstrado que, além de exercer funcdo analoga as
plaquetas dos mamiferos participando do processo de hemostasia (Canfield, 1998), os
trombdcitos apresentam capacidade fagocitaria em alguns répteis (McDaniel et al., 1987;
Pelizzon e Lunardi, 2000).

Outro grupo de células com identificacdo e caracterizagdo bastante contraditdria sdo as
células que possuem funcdo de defesa contra patdégenos. Embora Canfield (1998) tenha
definido que os répteis apresentam cinco tipos de leucdcitos (linfocitos, azurdfilos,
heterofilos, eosinofilos e basodfilos), informacbes divergentes podem ser encontradas na
literatura demonstrando que os tipos celulares, as caracteristicas morfolégicas e o nimero
destas células na corrente sanguinea podem variar até mesmo entre espécies de um mesmo
género (Stacy et al., 2011). Exemplos de informagdes contraditorias podem ser encontrados
na literatura em relacdo os leucocitos granulécitos, as quais afirmam que os quel6nios

possuem duas formas de eosinofilos, uma madura, eosinéfilo tipo 1, e outra imatura,

35



eosindfilo tipo 2 (Kelényi e Németh, 1969). Entretanto, Azevedo e Lunardi (2003) e Pistol et
al. (2007) demonstraram que estas células correspondem a eosindéfilos e heterdfilos.

A inconsisténcia na classificacdo das células sanguineas ocorre em funcdo das
diferentes metodologias e coloracfes utilizadas e, principalmente, pela falta de conhecimento
sobre as linhagens celulares desses animais (Work et al., 1998). Devido a grande variagdo
morfolégica das células sanguineas dos répteis, torna-se dificil caracteriza-las apenas com
base na morfologia (Pistol et al., 2007; Chung et al., 2009). Nesse sentido, a demonstracéo
dos constituintes quimico-enzimaticos, por meio das reacdes citoquimicas, pode auxiliar na
identificacdo e caracterizacdo funcional dessas células (Work et al., 1998; Tavares-Dias,
2006a,b; Hulme-Moir e Clark, 2010).

As técnicas citoquimicas consistem basicamente na utilizacdo de reagentes
colorimétricos que, em contato com 0s componentes quimico-enzimaticos presentes no
interior das células, formam precipitados com coloracGes especificas para cada reagdo
(Shigdar et al., 2009). Atualmente, essa ferramenta tem sido amplamente utilizada em estudos
hematoldgicos, pois possibilita a diferenciacdo e identificacdo mais precisa dos tipos
celulares, bem como a determinacdo das contribuicdes de cada célula para o organismo
(Hulme-Moir e Clark, 2010). Em humanos, a citoquimica é utilizada para a identificacdo de
células sanguineas neopléasicas e para a classificacdo de leucemias (McManus, 2005). Além
da aplicabilidade na medicina, as técnicas citoquimicas vém sendo aplicadas para a
determinacdo da composicdo dos constituintes celulares em varios animais como marsupiais
(Hulme-Moir e Clark, 2010), aves (Salakij et al., 2003), peixes (Ueda et al., 2001; Tavares-
Dias e Barcellos, 2005; Tavares-Dias, 2006a,b; Tavares-Dias e Moraes, 2007) e répteis
(Moura et al., 1999; Azevedo e Lunardi, 2003; Chung et al., 2009).

Apesar dos diversos trabalhos na literatura investigando os aspectos morfolégicos e
citoquimicos das células sanguineas de queldnios (Work et al., 1998; Knotkova et al., 2002;
Azevedo e Lunardi, 2003; Casal e Oros, 2007; Pistol et al., 2007; Metin et al., 2008; Chung et
al., 2009), essas informacgdes sdo escassas para as especies amazoOnicas da familia
Podocnemididae (Oliveira-Junior et al., 2009; Oliveira et al., 2011) e inexistentes para a
irapuca, Podocnemis erythrocephala. Esta espécie encontra-se distribuida pelo sul da
Colbmbia, sudoeste da Venezuela e pela regido Norte do Brasil, habitando preferencialmente
pequenos rios e lagos de agua preta da bacia do Rio Negro, podendo ser encontrada também
em ambientes de agua clara (Mittermeier e Wilson, 1974). De acordo com Vogt (2001), das
trés espécies de Podocnemis que ocorrem na bacia do Rio Negro, P. erythrocephala é a mais

abundante, representando 85% dos queldonios capturados. Entretanto, dentre o0s
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podocnemidideos amazonicos, esta € a espécie menos conhecida do ponto de vista bioldgico,
contribuindo para que fosse classificada pela IUCN como uma espécie vulneravel a extingdo
(IUCN, 2010).

Este trabalho teve como objetivo caracterizar a morfologia e citoquimica das células
sanguineas de Podocnemis erythrocephala, fornecendo informagdes sobre o papel funcional
destes diferentes tipos celulares.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo e aclimatacédo dos animais

Foram capturados 15 espécimes de irapuca, de ambos 0s sexos, com peso (media +
DP) de 4429 = 31,5 g e comprimento da carapaca de 17,8 = 0,4 cm. Os animais foram
coletados com auxilio de rede de arrasto em lagos e igarapés do Arquipélago de Mariug,
médio Rio Negro, Amazonas. Em seguida, foram transportados até a Estacdo de Piscicultura
da Coordenacdo de Pesquisas em Aquicultura (CPAQ/INPA), onde permaneceram em
aclimatacdo em tanques de fibra de vidro por um periodo de 45 dias. Durante a aclimatacéo,
os animais foram alimentados duas vezes ao dia com vegetais (alface e couve) e com ragéo
para peixe com 32% de proteina bruta, correspondendo a cerca de 5% do peso total dos

animais.

Coleta sanguinea e analise morfologica das células

Ao final da aclimatagéo, os animais foram retirados da agua e imobilizados através da
revirada do corpo do animal. Apds total imobilizacdo, a amostra de sangue foi coletada
através da puncdo da veia femoral utilizando seringas banhadas com heparina 5.000 Ul e
destinada & confeccdo de extensdes sanguineas.

As analises morfoldgicas das células do sangue foram feitas em extensdes sanguineas
confeccionadas em laminas de vidro previamente limpas com solucdo de etanol-éter. Em
sequida, as extensdes foram coradas com May Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias e
Moraes, 2003). Todas as extensGes sanguineas foram analisadas em microscopio Optico
Olympus BX51 com camera acoplada Olympus modelo DP72. Os eritrocitos, trombdcitos e
leucocitos tiveram o maior e menor diametro, bem como a area celular, mensurados com

auxilio do programa de analise de imagens Cell®. Todas as células foram analisadas quanto
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aos padroes de forma, tamanho e afinidade tintorial. As identificacbes e descri¢oes
morfolégicas foram realizadas com base nos estudos de Claver e Quaglia (2009), Oliveira et
al. (2011) e Stacy et al. (2011).

Determinacéo das reacdes citoquimicas das células sanguineas

As analises citoquimicas das células sanguineas foram feitas em extensdes sanguineas
submetidas a processos de coloracdo especificos para cada reacdo. A identificacdo das
proteinas bésicas foi realizada pelo método do azul de bromofenol de acordo com as
recomendacdes de Mazia et al. (1953). A demonstracdo do glicogénio foi determinada pelo
método do &cido periddico de Schiff (PAS), de acordo com McManus (1946), utilizando
amilase salivar para controle da especificidade (Lison, 1960). Os lipideos foram identificados
pelo teste de Sudan Black B, de acordo com Lison (1960). A peroxidase foi determinada pelo
método da orto-toluidina-peréxido de hidrogénio, de acordo com as recomendacdes de Jacobs
(1958). A metacromasia foi determinada pelo método de azul de toluidina (Tavares-Dias,
2006a) e os reticulocitos foram identificados com azul brilhante de cresil (Tavares-Dias,
2006b) e, posteriormente, corados com May Grunwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias e
Moraes, 2003).

Todas as extensdes sanguineas foram analisadas em microscépio Optico Olympus,
modelo BX51, em aumento de 1.000x. As reacdes citoquimicas foram classificadas de acordo
com a intensidade da coloragdo em negativa (-), positiva-fraca (+/-), positiva (+) e positiva-
forte (++).

RESULTADOS

Nas extensdes sanguineas de P. erythrocephala coradas com May Grunwald-Giemsa-
Wright (MGGW) foram identificados sete tipos celulares: eritrdcitos, trombécitos, linfocitos,
azurofilos, heterofilos, eosinofilos e basofilos. As medidas das células sanguineas estdo
presentes na Tabela 1, enquanto que os resultados das reacdes citoquimicas das diferentes

células presentes no sangue da irapuca estdo presentes na Tabela 2.
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Tabela 1. Didmetro maior, didmetro menor e &rea (média + desvio padrdo) das células
sanguineas de Podocnemis erythrocephala do médio Rio Negro, Brasil. N = nimero total de

células analisadas.

Medicdes

Células N Diadmetro maior Didmetro menor Area

(Hm) (Hm) (um?)
Eritrocitos 200 18,89 + 1,50 11,29 +1,07 167,75 + 23,03
Trombdcitos 150 15,14 + 2,47 6,69 + 0,83 72,11+ 14,30
Linfécitos 150 12,90+ 1,79 10,21+ 1,14 98,43 + 14,89
Heterofilos 150 15,76 £ 1,68 1431+1,44 171,54 + 30,85
Eosinofilos 100 14,84 + 2,03 12,30 + 2,02 139,07 + 36,37
Basofilos 80 12,62 + 1,86 11,89 + 1,86 113,14 + 33,06
Azurofilos 50 11,01 +1,43 9,37+1,14 78,43 + 18,36

Tabela 2. Intensidade das reacGes citoquimicas obtidas para as células sanguineas de

Podocnemis erythrocephala do médio Rio Negro, Brasil.

Reacdes Leucécitos
. 9, h Eritrécitos Trombacitos

citoquimica el g - e e

Linfocitos Heterofilos Eosinofilos Basofilos Azurofilos

Proteinas basicas - - - + +/— + -
Glicogénio - + + + + - +/—
Lipideos - - - + + + +
Peroxidase — — _ ++ ++ + +—
Metacromasia - - - - — + —

Reticulécitos + — — _ _ _ _

— : reacdo negativa; +/— : reagdo positiva-fraca; + : reacéo positiva; ++: reacéo positiva-forte.

Os eritrocitos (Figura 1-A) maduros apresentaram tamanho, forma e coloragdo
homogénea, ndo sendo observadas células irregulares ou com indicios de poiquilocitose. O
formato da célula foi tipicamente oval apresentando area de 167,75 + 23,03 um? (Tabela 1). O

nucleo foi central e alongado, apresentando poélos arredondados ou irregulares. O maior
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didmetro do ndcleo foi posicionado paralelamente ao maior didmetro da célula. No interior do
nacleo dos eritrocitos foi observada cromatina densa e com coloracdo variando do azul ao
roxo escuro. Eventualmente foram encontrados eritrocitos infectados por gametocitos de um
hemoparasita intraeritrocitario da familia Haemogregarinidae, com o nucleo deslocado
lateralmente (Figura 1-A). O citoplasma foi abundante e acidofilico com coloragdo variando
do alaranjado ao rosa.

Os eritrdcitos apresentaram reacdo negativa para as reacdes citoquimicas de proteinas
béasicas, glicogénio, lipideos e peroxidase. A coloracdo de azul brilhante de cresil revelou uma
grande quantidade de filamentos basofilicos de ribonucleoproteinas no citoplasma de algumas
celulas, caracteristica de eritrdcitos imaturos, denominados de reticuldcitos (Figura 2-L).

Os trombdcitos (Figura 1-B) apresentaram darea celular inferior as demais células
(Tabela 1) e formato variando de elipsoide a circular. O citoplasma foi escasso, sem presenca
de granulos e levemente acidofilico com coloragdo hialina ou rosa claro. O ndcleo, disposto
no centro da célula, geralmente acompanhou o formato da célula, podendo ser oval ou circular
e com cromatina densa e de coloracao azul clara a roxa. Os trombacitos apresentaram reacao
positiva para glicogénio (Figura 2-1) e negativa para as demais rea¢fes citoquimicas.

Os linfocitos (Figura 1-C) apresentaram tamanho inferior aos eritrocitos (Tabela 1). O
formato variou de circular a amorfo, com citoplasma escasso e basofilico de coloragdo azul
claro, circundando um ndcleo largo posicionado centralmente na célula. Os linfocitos
apresentaram reacdo positiva para glicogénio e negativa para as demais reacdes citoquimicas.

Os azurdfilos (Figura 1-D) apresentaram tamanhos e formatos variados com area
média de 78,43 + 18,36 um? (Tabela 1). O citoplasma apresentou bordas distintas com
coloracdo caracteristica variando de azul claro a escuro. Foi observada a presenca de finos
granulos azurofilicos. O ndcleo apresentou tamanho grande, formato redondo ou oval e
posicdo excéntrica. Os azurofilos apresentaram reacdo positiva para lipideos (Figura 2-E) e
positiva-fraca para peroxidase e glicogénio. As coloragdes de proteinas basicas e
metacromasia foram negativas.

Os heterofilos (Figura 1-E) sdo células de grande porte, podendo ser maior que 0s
eritrocitos e com area média de 171,54 + 30,85 umz (Tabela 1). O formato foi
predominantemente circular, com citoplasma preenchido por granulos fusiformes brilhantes
de coloracdo variando de alaranjado a rosa. O nucleo apresentou coloracdo azul clara,
disposicao excéntrica e formato redondo ou oval, podendo ocasionalmente ser segmentado.
Estas células apresentaram reacdo positiva para proteinas basicas (Figura 2-B) e glicogénio
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(Figura 2-H), bem como reacgéo positiva-forte para peroxidase (Figura 2-J) e positiva-fraca
para lipideos (Figura 2-G). As demais coloracfes foram negativas.

Os eosindfilos (Figura 1-E) apresentaram tamanhos variados, mas relativamente
menores aos heterdfilos, com area média de 139,07 + 36,37 um? (Tabela 1). As células
apresentaram formato variando de circular a oval. O citoplasma foi abundante e preenchido
por granulos circulares acidofilicos com colorag¢do variando de alaranjado a rosa. O nucleo
apresentou coloracdo azul clara, disposicdo excéntrica e formato variando de circular a oval,
podendo raramente ser segmentado. Citoquimicamente, os eosinofilos apresentaram reacéao
positiva-forte para peroxidase (Figura 2-J), reacdo positiva para proteinas basicas (Figura 2-B)
e glicogénio (Figura 2-H) e reacdo positiva-fraca para lipideos (Figura 2-D). As demais
coloracgdes foram negativas.

Os basofilos (Figura 1-F) apresentaram tamanhos variados, com area média de 113,14
+ 33,06 um?, sendo encontradas células menores aos eritrocitos e de porte semelhante aos
heteréfilos (Tabela 1). O formato foi predominantemente esférico e raramente oval. O
citoplasma foi abundante e preenchido com granulos esféricos basofilicos de coloracdo roxa e
tamanhos variados. O nucleo circular e excéntrico geralmente foi coberto pelos granulos
citoplasmaticos, dificultando a visualizacdo. Os basofilos apresentaram reacdo positiva para
proteinas béasicas (Figura 2-A), lipideos (Figura 2-F), peroxidase (Figura 2-K) e metacromasia
(Figura 2-C). Embora os basdéfilos corados com PAS tenham apresentado granulos (Figura 2-
1), a marcacdo de glicogénio foi considerada negativa, pois nas extensdes sanguineas tratadas
com amilase salivar, onde o glicogénio foi inteiramente absorvido, também foi observada

reacao positiva para o PAS neste tipo celular.
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Figura 1. Fotomicrografias das células sanguineas de Podocnemis erythrocephala coradas com
MGGW. Eritrécito (A, seta inferior), eritrocito com nucleo deslocado pela presenca de
hemoparasita (A, seta superior), trombdcito (B), linfécito (C), azuréfilo (D), heterofilo (E, seta
inferior), eosindfilo (E, seta superior) e basoéfilo (F).



D 20mm |E T20pm

Figura 2. Fotomicrografias das reacBes citoquimicas das células sanguineas de Podocnemis
erythrocephala. Basofilo (A), eosindfilo (B, seta inferior) e heter6filo (B, seta superior) corados
com azul de bromofenol; baséfilo (C) corado com azul de toluidina; eosindfilo (D), azurdfilo (E),
basofilo (F) e heterofilo (G) corados com Sudan Black B; eosindfilo (H, seta superior), heteréfilo
(H, seta inferior), baséfilo com marcacdo falso-positiva (I, seta superior) e trombdcito (I, seta
inferior) corados com PAS; heter6filo (J, seta esquerda), eosinofilo (J, seta direita) e basofilo (K)
corados com orto-toluidina-perdxido de hidrogénio; reticuldcito (L) corado com azul brilhante de

cresil (seta).
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DISCUSSAO

Oliveira-Junior et al. (2009) estudando o sangue de adultos de Podocnemis expansa,
identificaram e caracterizaram sete tipos celulares: eritrocitos, trombdcitos, linfécitos,
heterdfilos, eosindfilos, basofilos e azurdfilos. Oliveira et al. (2011), estudando os aspectos
morfolégicos e citoquimicos das células sanguineas de recém-eclodidos de P. expansa, P.
unifilis e P. sextuberculata, também encontraram os mesmos tipos celulares nas trés especies.
As caracteristicas morfolégicas das células sanguineas de P. erythrocephala foram
semelhantes as descritas para as demais espécies de podocnemidideos e sugerem que 0S
animais do género Podocnemis apresentam um padrdo conservativo em relacdo aos aspectos
morfologicos de suas células sanguineas.

Com excecao dos azurdfilos, os demais tipos celulares também foram identificados em
outras espécies de queldnios, tais como Caretta caretta (Casal e Oros, 2007), Mauremys
caspica e M. rivulata (Metin et al., 2008) e Ocadia sinensis (Chung et al., 2009). Segundo
Stacy et al. (2011), os azurofilos sdo variagdes dos monacitos, existindo apenas em répteis e
sendo freglientemente encontrados em squamatas e crocodilianos e, ocasionalmente, em
quelbnios. A presenca de azurdfilos e mondcitos foi relatada no sangue de Gorpherus
agassizii (Alleman et al., 1992) e Agrionemys horsfieldi (Knotkova et al., 2002), enquanto que
0s demais queldnios geralmente apresentam apenas um dos tipos celulares, sejam o0s
azurdfilos (Oliveira-Junior, 2009; Tavares-Dias et al., 2009; Oliveira et al., 2011) ou
mondcitos (Casal e Oros, 2007; Metin et al., 2008; Chung et al., 2009).

Em relacdo aos leucécitos granulécitos, a presenca de eosindfilos, heterofilos e
basofilos foi relatada em varias espécies (Knotkova et al., 2002; Azevedo e Lunardi, 2003;
Casal e Oros, 2007; Metin et al., 2008; Chung et al., 2009; Oliveira-Janior et al., 2009 e
Oliveira et al., 2011). Entretanto, Wood e Ebanks (1984), Cannon (1992) e Pistol et al. (2007)
relataram a presenga de eosinofilos, basofilos e neutrofilos no sangue de Chelonia mydas,
Lepidochelys kempi e Phrynops hilarii, respectivamente. Segundo Canfield (1998), Claver e
Quaglia (2009) e Stacy et al. (2011), os répteis ndo possuem neutrofilos na corrente
sanguinea, sendo os heterofilos funcionalmente analogos aos neutréfilos dos mamiferos.
Work et al. (1998) considera a presenca dos neutrdfilos nas extensfes sanguineas como
artefato e suspeita que os neutrofilos descritos por Wood e Ebanks (1984) sejam, na verdade,
eosindfilos degranulados. Oliveira et al. (2011) complementam afirmando que a classificacdo
dos neutrdfilos esta incorreta caso haja a presenca de granulos heterofilicos no interior celular.
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Tendo em vista as informagdes imprecisas existentes na literatura, a citoquimica é
considerada uma ferramenta de grande utilidade para a identificacdo e descricdo morfoldgica
das células, elucidando as discrepancias existentes na literatura quanto as classificacdes
celulares baseadas somente na microscopia de luz (Ueda et al., 2001).

Citoguimicamente, os eritrécitos de irapuca apresentaram reacfes negativas para todas
as coloragGes, com excec¢do da coloragdo com azul brilhante de cresil, que cora reticuldcitos.
A analise de reticuldcitos revelou a presenca de filamentos no citoplasma, que consistem em
residuos de RNA ribossomal, distribuidos em bandas estreitas ou compactados de maneira
densa. De acordo com Lee et al. (1999), a quantidade de reticulos e o grau de maturidade
celular sdo inversamente proporcionais, sendo observadas grandes quantidades de reticulos
nas células mais jovens ou imaturas. Em condi¢des nas quais haja uma reducdo da
concentracdo de hemoglobina ou de eritrocitos, os reticuldcitos tendem a ser liberados
precocemente na corrente sanguinea (Lee et al., 1999) e, nesse sentido, 0 acompanhamento do
namero de reticuldcitos circulantes pode fornecer informacdes sobre a atividade eritropoiética
e, consequentemente, sobre o estado de salde dos animais. Em humanos, a reticulocitose e
reticulopenia tém sido utilizadas para a identificacdo de anemias regenerativas ou nao-
regenerativas (Pierre, 2002), assim como para a identificacdo de doencas hemoliticas, auto-
imunes, mieloproliferativas e linfoproliferativas (Simmons, 1997). Entretanto, em outros
vertebrados, esta analise ainda tem sido utilizada de forma incipiente (Tavares-Dias, 2006b).

A reacdo do é&cido periodico de Schiff (PAS) é um indicador da presenca de
carboidratos na célula, principalmente glicogénio, mucoproteinas e glicolipideos (Hulme-
Moir e Clark, 2010; Shigdar et al., 2009). De acordo com Ueda et al. (2001) e Tavares-Dias et
al. (2006b), esses polissacarideos sdo utilizados como fonte energética endégena durante o
processo de fagocitose. Este fato foi comprovado por Lamas et al. (1994), na truta
Oncorhynchus mykiss, onde os neutrofilos dos animais infectados com Vibrio anguillarum
apresentaram coloracdo positiva para o PAS durante o processo fagocitico, ao contrario dos
neutrofilos dos animais ndo infectados. No presente trabalho, os linfocitos, heterofilos,
eosindfilos e trombdcitos apresentaram reacdo PAS-positiva, enquanto que os azurdfilos
apresentaram reacdo positiva-fraca. O controle de especificidade com amilase salivar
comprovou que os basofilos apresentaram reacdo PAS falso-positiva, que provavelmente foi
induzida pela presenca de &cidos glicosaminoglicanos e de fosfolipideos no interior celular
(Lorenzi, 1999). Oliveira et al. (2011) observaram reagdo PAS-positiva em linfocitos,
heterofilos, basofilos, trombdcitos e azurdfilos de recém-eclodidos de P. expansa, P. unifilis e

P. sextuberculata, entretanto, em P. unifilis os heterdfilos apresentaram reacdo PAS positiva-
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fraca. Coloracdo PAS-positiva também foi observada em eosindfilos e linfdcitos de
Lepidochelys kempi (Cannon, 1992), em mondcitos, trombacitos, heterofilos e eosindfilos de
Chelonia mydas (Work et al., 1998), em eosindfilos e trombacitos de Caretta caretta (Casal e
Oros, 2007), assim como em trombocitos de Ocadia sinensis (Chung et al., 2009). A
marcacdo PAS-positiva em leucdcitos se justifica pela necessidade energética para a
realizacdo das agdes de defesa que estas células desempenham no organismo. Por outro lado,
os trombacitos também apresentaram glicogénio armazenado em seu interior, indicando que,
além da funcdo de coagulacdo, essas células possuem um potencial fagocitico, fato este
comprovado em Phrynopys hilarii (Pellizzon e Lunardi, 2000).

A reacdo de azul de bromofenol é utilizada para a coloracdo de proteinas basicas que,
em P. erythrocephala apresentou reacao positiva em heterdéfilos e baséfilos e positiva-fraca
nos eosinofilos. Marcacdes positivas de proteinas também foram encontradas em heterofilos,
eosindfilos e basofilos de recém-eclodidos de P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata
(Oliveira et al., 2011) e em heterdfilos e eosindfilos de Chrysemys dorbignih (Azevedo e
Lunardi, 2003). As proteinas bésicas presentes nos granulos leucocitarios possuem funcéo
enzimatica de defesa contra microorganismos (Moura et al., 1999), sendo os granulos
eosinofilicos constituidos pela proteina basica principal, proteina catiénica eosinofilica,
peroxidase eosinofilica e neurotoxina derivada do eosintfilo (Azevedo e Lunardi, 2003),
enquanto que os heterofilos possuem as proteinas de aumento de permeabilidade/bactericida
(Azevedo e Lunardi, 2003) e os basofilos contém as histaminas e proteoglicanos (Winqvist,
1960).

A coloracdo de Sudan Black B possui alta afinidade por lipideos, corando os
glicerideos, esterdis e fosfolipideos presentes no interior das células e nas membranas dos
granulos citoplasmaticos (Shigdar et al., 2009). Segundo Lorenzi (1999), os leucdcitos
fagociticos utilizam os lipideos, bem como o glicogénio, como fonte energética, através da
atuacdo das enzimas citoplasmaticas. Sudanofilia foi observada em heterdéfilos, eosinofilos,
basofilos e azurdfilos de P. erythrocephala, bem como em heterdéfilos e eosinofilos de recém-
eclodidos de P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata (Oliveira et al., 2011) e de C. caretta
(Casal e Oros, 2007), assim como em eosinofilos de L. kempi (Cannon, 1992). Por outro lado,
todas as células sanguineas de G. agassizii (Alleman et al., 1992) e de C. mydas (Work et al.,
1998) apresentaram reacao negativa para lipideos.

A peroxidase ¢ uma enzima lisossdbmica com importante fungdo na resposta imune
inata dos organismos, participando da digestdo intracelular, modulag&o da atividade fagocitica

e atuacdo no mecanismo de defesa contra infec¢Oes bacterianas (Ueda et al., 2001; Tavares-
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Dias e Barcellos, 2005; Tavares-Dias, 2006b; Araujo et al., 2009). Segundo Abreu (2007), a
peroxidase tem um importante papel durante a fagocitose, produzindo espécies reativas de
oxigénio (EROs) a partir da transformacédo de peroxido de hidrogénio em hipoclorito e da
producdo de cloraminas. Todas estas EROs sdo altamente oxidantes aos microorganismos e
contribuem ativamente para a sua destruicéo.

Em P. erythrocephala, a coloracdo de orto-toluidina-peroxido de hidrogénio
apresentou marcacao positiva-forte em heterofilos e eosinéfilos, reacdo positiva em basofilos,
bem como fraco-positiva em azurofilos. Estes resultados comprovam que os heterofilos e
eosindfilos sdo as principais células de defesa contra bactérias na irapuca e que os basoéfilos e
azurofilos exercem acdo complementar nesta atividade. Oliveira et al (2011) encontraram
reacOes positivas para a peroxidase em heterofilos, eosindfilos e azurdfilos de recém-
eclodidos de P. expansa, P. unifilis e P. sextuberculata, sendo que em P. expansa a marcagdo
nos eosindfilos foi positiva-forte. Marcacfes positivas também foram encontradas em
heteréfilos e eosindfilos de C. dorbignih (Azevedo e Lunardi, 2003), assim como em
heterofilos de C. caretta (Casal e Oros, 2007) e em eosinéfilos de G. agassizii (Alleman et al.,
1992) e de L. kempi (Cannon, 1992). Chung et al. (2009) encontraram reacdo positiva-forte
em eosindfilos e basofilos e positiva-fraca em heretdfilos de O. sinensis. Por outro lado, as
células sanguineas de C. mydas apresentaram reacdo negativa para este constituinte
citoguimico (Work et al., 1998).

A coloracdo de azul de toluidina tem sido utilizada para identificacdo e quantificacédo
de basofilos no sangue de varios animais (Tavares-Dias, 2006a; Oliveira et al. 2011). Este
corante reage com os acidos glicosaminoglicanos presentes no interior dos basofilos sofrendo
uma reacdo metacromatica, com formacdo de granulos avermelhados. Os basofilos de P.
erythrocephala apresentaram reacdo positiva em contato com o azul de toluidina. Resultados
semelhantes foram encontrados em baséfilos de exemplares recém-eclodidos de P. expansa,
P. unifilis e P. sextuberculata (Oliveira et al., 2011), de C. mydas (Work et al., 1998), de C.
caretta (Casal e Oros, 2007) e de G. agassizii (Alleman et al., 1992).

Em conclusdo, os resultados deste trabalho indicam que os animais do género
Podocnemis apresentam um padrdo conservativo quanto a linhagem, morfologia e citoquimica
de suas células sanguineas. As anélises citoquimicas possibilitaram a elucidagdo do papel
funcional dos tipos celulares de P. erythrocephala, demonstrando que os heterofilos,
eosindfilos e basofilos sdo as células mais ativas do sistema imunolégico, estando diretamente
relacionados com a atividade fagocitica. Os azurofilos também apresentaram indicios de

atividade fagocitica, entretanto, de forma complementar aos leucdcitos granulocitos. A

47



presenca de granulos de glicogénio nos trombdcitos sugere uma possivel funcdo fagocitica na
irapuca, entretanto, mais estudos sdo necessarios para a confirmacéo desse tipo de funcéo.
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CAPITULO 3

EFEITO DO MERGULHO FORCADO SOBRE OS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS DA IRAPUCA Podocnemis erythrocephala SPI1X, 1824
(TESTUDINES, PODOCNEMIDIDAE)
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RESUMO

Embora os quelénios sejam reconhecidos pela notavel habilidade de realizar mergulhos
prolongados, estes animais apresentam altas taxas de mortalidade devido ao emaranhamento
nas redes de pesca, impedindo-os de emergir a superficie para a captacdo de oxigénio. Este
trabalho teve como objetivo avaliar o perfil hematoldgico de Podocnemis erythrocephala em
resposta a diferentes tempos de mergulho forgado. Os animais foram submetidos a dois
periodos de submersdo forcada: 30 e 60 minutos. Ap6s o término da submersdo, foram
coletadas amostras sanguineas, enquanto que no grupo controle, o sangue foi coletado
imediatamente ap0s a captura dos animais. Ndo foram observadas alteracbes significativas
(p<0,05) no hematdcrito, hemoglobina, nimero de eritrocitos, indices hematimétricos e as
concentragfes plasmaticas de proteinas totais, glicose, sddio e potassio em funcdo dos
diferentes tempos de mergulho forcado. O lactato plasmatico apresentou niveis crescentes ao
longo do tempo de submersdo, sendo observados valores aproximadamente 4 vezes mais
elevados nos animais submergidos por 60 minutos em relacdo aos animais em normoxia. As
concentracdes de colesterol total, acido urico, uréia, cloreto, calcio e magnésio apresentaram
aumento significativo (p<0,05) apds 30 e 60 minutos de submersao, enquanto que os niveis de
triglicerideos diminuiram nestes mesmos animais, em comparagdo ao grupo controle. A
aparente manutencdo do equilibrio acido-base e a auséncia de mortalidade demonstram que a
irapuca € uma espécie tolerante a 60 minutos de submerséo forcada. No entanto, os resultados
indicam que periodos superiores podem ocasionar acidose metabdlica e exaustdo dos
substratos energéticos, comprometendo a homeostasia e, consequentemente, a sobrevivéncia

quando em submergéncia forcada.

Palavras-chave: anodxia, bioquimica plasmatica, hematologia, Podocnemis erythrocephala,

submersao
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INTRODUCAO

Os quelénios sdo animais reconhecidos pela notavel habilidade de realizar mergulhos
prolongados, sendo que o tempo de tolerdncia a andxia pode variar entre as espécies, 0
tamanho e a temperatura da agua (Crocker et al., 1999; Mathie e Franklin et al., 2006; Clark et
al., 2008; Jackson e Ultsch, 2010). Em estudos laboratoriais, foi documentada a sobrevivéncia
de Chrysemys picta em submersdo em agua livre de oxigénio em baixas temperaturas por até
6 meses (Jackson e Ultsch, 1982; Ultsch, 1985; 1989; Ultsch e Jackson, 1995), enquanto que
em 20°C, o tempo de toleréncia méaxima a anoxia foi reduzido para 12 horas (Herbert e
Jackson, 1985). Mathie e Franklin (2006) observaram que adultos de Elseya albagula
apresentam maior tempo médio de duracdo do mergulho em &guas com baixas concentracfes
de oxigénio, em comparacao aos recém-eclodidos e juvenis. Clark et al. (2008) estudaram o
efeito do tamanho dos animais sobre a duragdo média do mergulho em espécies de tartarugas
de agua doce e verificaram que recém-eclodidos de Emydura signata, Elseya latisternum e
Elusor macrurus apresentaram menor tempo na duracdo do mergulho, ao contrario de Elseya
albagula, em que o tempo de mergulho foi menor nos juvenis.

Essa tolerdncia dos quel6nios a hipdxia ou anoxia é resultado da combinacdo de
caracteristicas cardiovasculares e ventilatorias que garantem uma oxigenacdo adequada,
aliadas a ajustes metabdlicos, como a diminui¢cdo da demanda de oxigénio pelos tecidos e
acionamento do metabolismo anaerdbico e do hipometabolismo (Bickler e Buck, 2007). De
acordo Lopez-Mendilaharsu e Rocha (2009), a tartaruga marinha Dermochelys coriacea,
realiza ajustes no fluxo sanguineo, na atividade cardiaca e no acumulo de oxigénio nos
musculos e no sangue para realizar mergulhos profundos e prolongados. Algumas espécies de
agua doce, como Rheodytes leukops e E. albagula, possuem a capacidade de utilizar a
respiracdo aquatica para permanecer em aerobiose durante a submersdo, aumentando
significativamente a dura¢do do mergulho (Gordos et al., 2004; Mathie e Franklin, 2006). Ja
as espécies de aguas temperadas C. picta e Trachemys scripta entram em hibernagéo,
permanecendo submersas em condi¢Oes de anoxia durante meses (Crocker et al., 1999).

Embora os quelonios apresentem extraordinaria tolerancia a andxia, diversos trabalhos
tém relatado que o uso inapropriado de redes de pesca tem gerado altas taxas de mortalidade
desses animais por afogamento (Snoddy et al., 2009). De acordo com Gearhart (2001) e Price
(2005), as interacdes com redes de pesca tém sido uma das principais causas de mortalidade

de Caretta caretta, Lepidochelys kempii e Chelonia mydas, contribuindo para o declinio
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populacional destas espécies no litoral da Carolina do Norte (EUA). Ao ficarem presos nas
redes, os quelénios sdo submetidos & uma submersdo forcada e, diferentemente dos ajustes
realizados durante o mergulho voluntario, nestas situacbes as respostas fisioldgicas
adaptativas sdo diferenciadas. Essas diferencas ocorrem principalmente em funcdo do
comportamento agressivo que esses animais apresentam na tentativa de se libertarem das
redes, acelerando o metabolismo e consumindo rapidamente as reservas de oxigénio do
organismo, resultando em um baixo tempo de tolerancia a andxia. De forma complementar,
Ware (1993) observou que durante o mergulho voluntario a taxa de batimento cardiaco de T.
scipta elegans reduziu imediatamente apds a submersdo, enquanto que nos animais
forcadamente submersos, essa reducdo ocorreu somente apds 30 minutos de mergulho.

Na regido Amazonica, 0 uso de redes de pesca para a captura de peixes comerciais €
tradicionalmente utilizado pelas populacdes locais. Embora ndo existam informacdes na
literatura sobre as taxas de mortalidade de queldnios amazonicos devido a0 emaranhamento
nas redes, foi observado, a partir de acompanhamentos sisteméaticos e de relatos de
pescadores, que esse valor pode ser elevado. Na bacia do médio Rio Negro, a irapuca,
Podocnemis erythrocephala, é a principal vitima do emaranhamento nas redes de pesca, seja
de forma acidental ou intencional. Além disso, os individuos adultos e os ovos dessa espécie
constituem uma importante e tradicional fonte alimentar para as populagdes ribeirinhas da
regido amazonica, sendo capturados indiscriminadamente durante todo o ano. De acordo com
Bernhard (2010), o uso de redes de arrasto e de técnicas de mergulho propiciou um aumento
na captura de irapucas para 0 consumo e para a venda no mercado clandestino e, embora néo
existam registros quantitativos sobre o declinio de suas populacdes, pescadores locais relatam
que tais praticas tem ocasionado uma diminui¢do no numero de irapucas nos ultimos anos.

Essa reducdo nos estoques naturais da irapuca, bem como sua distribuigéo restrita aos
pequenos rios e lagos da bacia do Rio Negro e aos rios Tapajés e Trombetas (Mittermeier e
Wilson, 1974; Hoogmed e Avila-Pires, 1990), reforcam a importancia de estudos sobre a
biologia da espécie, visando a geracdo de informacdes que possam ser utilizadas durante a
elaboracdo de planos de manejo e conservagédo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
perfil hematoldgico de P. erythrocephala em resposta a diferentes tempos de mergulho

forcado.
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MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Os espécimes de irapuca (n=39) foram capturados durante a estacdo de seca em
igarapés do Arquipélago de Mariud, bacia do médio Rio Negro, Estado do Amazonas, Brasil.
Os animais foram distribuidos em trés grupos (n=13) e submetidos a diferentes periodos de
mergulho forcado: 0 (controle), 30 e 60 minutos. O tempo O consistiu na coleta sanguinea
imediatamente apds a captura dos animais. Ao término de 30 e 60 minutos de mergulho
forcado foram realizadas coletas sanguineas por puncéo da veia femoral utilizando seringas
contendo heparina (5.000 Ul). Em seguida, foi feita a biometria de todos os animais, com
aferimento do peso corpéreo (g), com auxilio de balanca portéatil do tipo Pesola® e
mensuracdo do comprimento e largura do plastrdo e carapaca (cm), com auxilio de fita
métrica.

Os tempos de 30 e 60 minutos foram selecionados com base nos resultados de
Tavares-Dias et al. (2011) para Podocnemis sextuberculata, que é a espécie dentre o0s
podocnemidideos amazonicos que possui porte préximo ao da irapuca.

Para garantir a manutencdo das irapucas em submersao e evitar o contato dos animais
com o ar atmosférico foi feito um pequeno furo na extremidade posterior da carapaga, no qual
foi inserido um fio de nylon de 1 metro de comprimento que prendeu o animal a estruturas de
ferro colocadas no fundo do igarapé com aproximadamente 1,5 metros de profundidade. Esse
mecanismo garantiu a total submersdo e possibilitou a locomo¢do dos animais dentro da
coluna de agua. Os animais foram submergidos préximos aos locais de captura, visando evitar
possiveis interferéncias das variaveis fisicas e quimicas da agua sobre os parametros

sanguineos.

Determinacdo dos parametros sanguineos

O hematocrito (Ht) foi determinado pelo método do microhematocrito utilizando tubo
capilar heparinizado. A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, utilizando o reagente de Drabkin. A contagem de eritrcitos (RBC)
foi feita em cdmara de Neubauer, apds a diluicdo do sangue em solucéo de formol-citrato. A
partir dos valores de Ht, Hb e RBC de cada individuo, foram calculados os indices
hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), seguindo as recomendacdes de
Wintrobe (1934).
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As concentracdes de proteinas totais e glicose foram determinadas pelo método do
biureto e da glicose oxidase, respectivamente (Kit Doles, GO). Triglicerideos e colesterol total
foram determinados pelo método enzimatico-colorimétrico (Kit Doles, GO). Os niveis de
lactato foram dosados pelo método da lactato oxidase (Kit Labtest, MG). A uréia foi
determinada pelo método da urease (Kit Doles, GO), enquanto que o &cido Urico foi
determinado pelo método da uricase (Kit Labtest, MG). Todas as andlises foram lidas em
espectrofotdmetro Bioplus modelo Bio 2000, em comprimentos de onda especificos para cada
constituinte. As concentracOes plasmaticas de calcio, magnésio e potassio foram determinadas
por espectrofotometria de absorcdo atdbmica (PerkinElmer, 1100D, EUA), enquanto que 0s
niveis de sodio e cloreto foram determinados pelo método colorimétrico (Kit In Vitro, MG e

Doles, GO, respectivamente).

Monitoramento da qualidade de agua

Os niveis de oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade elétrica e potencial
hidrogenibnico das &areas de captura das irapucas foram mensurados com auxilio de um
medidor multi-paramétrico (Orion 5-Star Plus, Thermo Scientific, EUA). Amostras de agua
foram coletadas para posteriores analises de alcalinidade e dureza total, pelo método
titulométrico segundo Boyd e Tucker (1992), bem como de aménia total e nitrito, pelos
métodos espectrofotométricos de Verdouw et al. (1978) utilizando salicilato-hipoclorito e de
Boyd e Tucker (1992), respectivamente.

Anélise estatistica

Inicialmente todos os resultados foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e de homocedasticidade de Levene. As comparagdes entre os diferentes tempos
de mergulho forgado foram realizadas mediante a analise de variancia (one-way ANOVA),
para os dados paramétricos, e pelo teste de Kruskal-Wallis (KW-ANOVA), para os dados ndo
paramétricos. Os pardmetros que apresentaram diferengas significativas na ANOVA e KW-
ANOVA foram submetidos ao teste de Tukey e de Dunn, respectivamente. Todas as analises

foram realizadas ao nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da &gua dos locais de submersdo forcada das irapucas
apresentaram os seguintes valores (n=4; média £ DP): oxigénio dissolvido (5,1 + 0,6 mg/L),
temperatura (32,5 + 0,7 °C), pH (5,2 £ 0,1), condutividade elétrica (11,9 + 1,7 uS/cm),
amonia total (0,024 + 0,013 mg/L), nitrito (0,013 + 0,002 mg/L), alcalinidade (1,4 + 0,3 mg
CaCOg/L) e dureza total (2,0 + 0,6 mg CaCOs/L). Os valores das variaveis fisicas e quimicas
da agua estdo dentro do esperado visto que os rios de agua preta, como 0 Rio Negro, sdo
caracterizados como levemente acidos, com baixa quantidade de sedimentos organicos em
suspensdo e de ions dissolvidos na agua (Duncan e Fernandes, 2011).

Os dados biométricos dos exemplares de irapuca submetidos a diferentes tempos de
submerséo forcada sdo apresentados na Tabela 1. Para evitar a interferéncia do tamanho sobre
0s parametros hematoldgicos, visto que animais em diferentes fases de desenvolvimento
apresentam respostas adaptativas diferenciadas a submersdo (Mathie e Franklin, 2006; Clark
et al., 2008), o tamanho das irapucas utilizadas foi padronizado entre os trés grupos

experimentais.

Tabela 1. Dados biométricos dos exemplares de Podocnemis erythrocephala submetidos a

diferentes tempos de submersdo forcada. VValores expressos como média + desvio padrao.

Tempo de submerséo forcada (minutos)

Dados biométricos

0 30 60
Comprimento do plastrdo (cm) 16,1+1,7 157+1,6 16,7+19
Largura do plastrdo (cm) 159+1.2 153+17 16,2+1,7
Comprimento da carapaca (cm) 214+ 17 20,7+2.2 221+23
Largura da carapaga (cm) 18,8+1,3 18,7+1,7 198+1,6
Peso (g) 720,0 £ 182,8 623,1+217,1 731,7 +107,7

Os resultados dos parametros eritrocitarios da irapuca submetida a diferentes tempos
de submersédo forcada estdo presentes na Tabela 2. O hematdcrito, hemoglobina, numero de
eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM), concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM) ndo sofreram
alteracOes significativas em fungdo dos diferentes tempos de mergulho forgado. Resultados

semelhantes foram encontrados por Tavares-Dias et al. (2011) para juvenis de P. expansa

58



submetidos & 60 e 120 minutos de mergulho forcado. Entretanto, estes mesmos autores
encontraram diferencas significativas no eritrograma de P. sextuberculata, onde foi verificado
que as concentra¢des de hemoglobina apresentaram aumento continuo ap6s 30 e 60 minutos,
assim como a CHCM, que foi superior apés 60 minutos de megulho forcado. Clark et al.
(2008) submeteram juvenis de Elusor macrurus, E. albagula, Elseya latisternum e Emydura
signata a 24 horas de submersdo forcada em 23°C e observaram aumento significativo na
concentracdo de hemoglobina somente em E. macrurus, enquanto que R. leukops apresentou
aumento nos niveis de hemoglobina e hematdcrito somente apds 72 horas de submersao. Por
outro lado, Jackson et al. (2000) ndo encontraram diferencas significativas no hematdcrito de
Apalone spinifera, submetidas a 48 horas de mergulho forgado, assim como em C. picta bellii,
mantida durante 72, 144 e 216 horas de submerséo.

A elevacdo nos valores do eritrograma refletem, segundo Clark et al. (2008) e Gordos
et al. (2004), aumento na capacidade de transporte de oxigénio, conferindo uma vantagem
adaptativa para sua absor¢do diretamente do ambiente aquético. No entanto, de acordo com
estes mesmos autores, alteracdes no eritrograma ocorrem preferencialmente em quelénios
com respiracdo bimodal, visto que, nesses animais, 0 aumento no eritrograma resulta em uma
maior captacdo de oxigénio dissolvido na agua, seja por difusdo através da pele ou por
ventilacdo ativa da regido buco-faringea e/ou bolsa cloacal (Stone et al., 1992; King e
Heatwole, 1994). Por outro lado, alteracBes nos parametros eritrocitarios ndo conferem
vantagem adaptativa para queldnios com respiracdo estritamente aérea, uma vez que, durante
a submerséo a via aerdbica é interrompida devido a auséncia de oxigénio, sendo ativada a via
anaerobica para producao de energia.

A auséncia de alteracdes eritrocitarias em P. erythrocephala, assim como em P,
expansa (Tavares-Dias et al., 2011), sugere que a respiracdo dessas espécies seja
essencialmente aérea. Entretanto, os elevados niveis de hemoglobina e de CHCM encontrados
por Tavares-Dias et al. (2011) em P. sextuberculata geram questionamentos quanto a uma
possivel habilidade de obtencao de oxigénio diretamente da agua durante a submersao. Nesse
sentido, fazem-se necessarios estudos mais especificos sobre a capacidade respiratria dos
podocnemidideos, visando a elucidagdo do comportamento e das adaptacdes fisiologicas

desses animais durante o mergulho.
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Tabela 2. Pardmetros eritrocitarios de Podocnemis erythrocephala submetida a diferentes
tempos de submersdo forcada. Valores expressos como média + desvio padrao.
Tempo de submersao forcada

Pgrémetros (minutos)
eritrocitarios 0 30 60
Hematocrito (%) 23,6 £3,5° 23,5+3,9 22,0+3,1%
Hemoglobina (g/dL) 6,67 + 1,04 6,78 +1,78° 5,99 + 1,117
RBC (milhdes/pL) 0,49 + 0,06* 0,48 +0,07° 0,45+ 0,09°
VCM (fL) 456,2 + 67,8° 506,6 + 100,9* 507,6 + 101,6
CHCM (g/dL) 27,6 +25° 29,1+7,3 28,1+3,8°
HCM (pg) 1344 + 23,2° 1435 + 32,07 146,4 + 25,07

Letras diferentes significam diferencas significativas entre os tempos de submersdo for¢ada (p<0,05)

As concentragdes dos parametros bioquimicos plasmaticos de irapuca submetidas a
diferentes tempos de mergulho forcado estdo apresentadas na Tabela 3. Foram observadas
diferencas significativas (p<0,05) nos niveis de colesterol total, triglicerideos, lactato, acido
arico, uréia, cloreto, calcio e magnésio. Os niveis plasmaticos de lactato apresentaram valores
crescentes em fungdo do tempo de submersao, sendo observados valores aproximadamente 4
vezes maiores nos animais submergidos por 60 minutos em relacdo aos animais mantidos em
norméxia (Figura 1). As concentracGes de colesterol total, &cido Urico, uréia, cloreto e
magnésio apresentaram aumento significativo (p<0,05) apés 30 e 60 minutos de submersao,
enquanto que os triglicerideos diminuiram nestes mesmos animais, em comparagao ao grupo
controle.

As alteracBes nos parametros bioquimicos refletem ajustes fisioldgicos relacionados a
depressdo da taxa metabdlica, ativacdo do metabolismo anaerdbico e da tentativa de
manutencgéo do equilibrio &cido-base dos animais durante a submergéncia. Quando a tartaruga
é submersa sob condic¢des anoxicas, 0 oxigénio disponivel € limitado ao que foi armazenado
nos pulmdes e a quantidade adicional deste gas presente nos sitios de ligacdo da hemoglobina
(Fuster et al., 1997). Durante o mergulho voluntario, a tartaruga retorna rotineiramente a
superficie para restabelecer as reservas de oxigénio antes que estas atinjam niveis criticamente
baixos (Gatten, 1981). No entanto, quando o acesso a superficie ndo € possivel, seja em
funcdo de eventos naturais, como a formacdo de camadas de gelo na superficie da agua
durante o inverno, ou induzidas pelo homem como o uso inapropriado de redes de pesca, as

reservas de oxigénio desses animais podem se esgotar, ocasionando uma reducdo no
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metabolismo oxidativo e um incremento concomitante da glicllise anaerdbica (Jackson,

2000a).

Tabela 3. Parametros bioquimicos plasmaticos de Podocnemis erythrocephala submetida a
diferentes tempos de submerséo forcada. VValores expressos como média + desvio padrao.

Tempo de submersao forcada

Parametros bioquimicos (minutos)
0 30 60
Proteinas totais (g/L) 21,5+3,1% 23,7+ 4,6° 245+ 3,8
Glicose (mmol/L)* 6,54 + 0,43 6,25 + 0,14% 6,48 + 0,16
Colesterol total (mmol/L)* 1,49 +0,13° 2,00 +0,28" 2,12 +0,69"
Triglicerideos (mmol/L) 0,96 + 0,25° 0,59 + 0,25" 0,55 + 0,10
Cloreto (mmol/L)* 80,8 +7,3" 105,8 + 24,6" 93,2+ 75
Sadio (mmol/L) 132,9 +5,4° 133,1+6,7° 136,4 + 5,3
Potassio (mmol/L) 5,46 + 1,50° 599 +1,19% 4,71+233°
Célcio (mmol/L)* 1,28 +0,15° 1,74 +0,16° 2,07 +0,48"
Magnésio (mmol/L)* 0,53 + 0,06 0,80 +0,08" 0,99 + 0,20°
Acido Urico (umol/L)* 85,8 + 12,2° 232,9 + 46,6° 226,4 +59,0°
Uréia (mmol/L)* 1,65 + 0,50° 4,12 +0,61° 4,33 +1,34

Letras diferentes significam diferencas significativas entre os tempos de submersdo forgada (p<0,05)

* Teste de Kruskal-Wallis

As altas concentracdes de lactato encontradas no plasma de P. erythrocephala

submetidas a 30 e 60 minutos de mergulho forcado estdo associadas a producao energética na

auséncia de oxigénio. O lactato é produzido a partir da reducdo de piruvato, por acdo da

enzima lactato desidrogenase, para geracio de NAD" e sustentacdo da via glicolitica
anaerdbica (Withers, 1992; Hill et al., 2004). Durante a glicélise, a hidrolise de ATP gera a

liberagdo de protons H* que, em associagdo ao lactato, formam é&cido latico como produto

final do metabolismo anaerdbico (Hochachka e Mommsen, 1983). O aumento na quantitidade

de &cido latico na corrente sanguinea pode ocasionar uma acidose metabdlica, afetando o

equibrio acido-base e ocasionando a mortalidade dos animais (Stabenau e Voetti, 2003).
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Figura 1. Niveis de lactato no plasma de Podocnemis erythrocephala submetida a diferentes
tempos de submers&o forgada. Letras diferentes significam diferencgas significativas (p<0,05).
Média + desvio padrdo. N = 13 para cada tratamento.

Para evitar a acidose, provocada durante a andxia, 0s quel6nios desenvolveram varias
estratégias para neutralizacdo dos prétons e do lactato usando tampdes enddgenos. De acordo
com Jackson (2000a,b), Warren e Jackson (2007) e Jackson e Ultsch (2010), os principais
tampdes em queldnios sdo os bicarbonatos, presentes em grandes quantidades nos fluidos
peritoneais e pericardicos, mas que, dependendo da concentracdo de lactato na corrente
sanguinea, podem ser rapidamente exauridos. Nessas situacdes, 0s queldnios liberam na
corrente sanguinea, carbonatos de célcio e de magnésio provenientes dos 0ssos e do casco
para tamponar o acido latico (Jackson et al., 1999; Jackson, 2000b; Jackson et al., 2000;
Warren e Jackson, 2007). Uma vez no sangue, os carbonatos se dissociam formando novos
fons bicarbonato, enquanto que os cations Ca?* e Mg®* podem permanecer livres no sangue ou
se associar ao lactato formando Ca-lactato” e Mg-lactato® (Jackson e Heisler, 1982; Jackson,
2000Db). Os resultados do presente trabalho demonstram que P. erythrocephala utiliza esta
estratégia para o tamponamento do lactato, visto que os niveis plasmaticos de calcio e
magnésio aumentaram significamente apds 30 e 60 minutos de submerséo forgada. Resultados
semelhantes também foram encontrados em C. picta bellii (Jackson e Heisler, 1982; Jackson,
1997; Jackson, 2000b), Pelomedusa subrufa, Elseya novaeguineae, Emydura subglobosa
(Cocker et al., 1999).

Os niveis de cloreto plasmatico de P. erythrocephala aumentaram nos animais
submetidos ao mergulho forcado. Este aumento pode estar associado ao mecanismo de

transporte de CO, no sangue dos animais, visto que o CO, liberado pelos tecidos é difundido
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para os eritrécitos e convertido pela enzima anidrase carbnica em H* e ions bicarbonato
(HCO3). O H* é tamponado pela hemoglobina, enquanto que 0 HCOs™ é lancado para fora dos
eritrocitos por um trocador CI/HCO3", processo conhecido como desvio de cloretos. Na
superficie respiratoria, ocorre o desvio reverso de cloretos, que consiste na entrada de HCO3’
no eritrdcito e liberacdo de CI" no plasma. No interior da célula, o HCO; se liga ao H*
produzindo acido carb6nico que é enzimaticamente convertido em agua e CO,, permitindo
assim a difusdo do gas para fora do organismo (Stabenau e Heminh, 1999). Durante a anoxia,
esse mecanismo ciclico do desvio de cloretos tende a ser interrompido, em funcéo da reduzida
producdo de CO, e, consequientemente, de HCOg', resultando no acimulo de CI” extracelular.

Neste trabalho, as concentragdes plasmaticas de glicose de P. erythrocephala néo
sofreram alteracdes significativas (p>0,05) em funcdo do mergulho forcado, apesar do
aumento crescente dos niveis de lactato. Resultados semelhantes foram encontrados por
Stabenau e Vietti (2003) para C. caretta submetida a 10, 42 e 180 minutos de submergéncia
forcada e por Tavares-Dias et al. (2011) para P. sextuberculata submersa por 30 e 60 minutos.
Entretanto, em P. expansa, 0s niveis de glicose plasmatica aumentaram nos animais
submetidos a 60 e 120 minutos de mergulho forcado, indicando que a espécie mobiliza os
estoques de glicogénio hepatico para a manutencdo do metabolismo anaerdbico (Tavares-Dias
et al., 2011). Hiperglicemia também foi relatada por Warren e Jackson (2007) em T. scripta
submetidos a 7 dias de andxia a 5°C, 24 horas a 15°C e apenas 4 horas a 25°C.

E provavel que a glicemia tenha se mantido constante ao longo do mergulho forcado
devido a dois fatores. O primeiro esté relacionado com o acionamento do hipometabolismo
resultando na reducdo da demanda de oxigénio tissular e, conseqgiientemente, na redugdo no
consumo de glicogénio hepatico (Bickler e Buck, 2007). O segundo esta relacionado com a
ativacdo do ciclo de Cori também conhecido como via glicose-lactato-glicose que consiste na
utilizacdo de lactato, produzido pela glicolise em tecidos extra hepaticos (como os musculos e
eritrocitos), como fonte de carbono para a gliconeogénese hepatica. Desta forma, o figado
pode reconverter o lactato em glicose para reutilizacdo nos tecidos nao-hepaticos (Withers,
1992), mantendo estavel a concentragdo desse substrato na corrente sanguinea.

Embora o ciclo de Cori resulte em uma maior producdo de glicose, o custo energético
é alto, sendo necessario o investimento de 6 moléculas de ATP, resultando no saldo negativo
de 4 ATP, visto que durante a glicolise anaerdbica sdo produzidas 2 ATP (Withers, 1992).
Este saldo negativo demonstra que a glicélise anaerdbica ndo sustenta a producdo de ATP
para a manutencdo do ciclo de Cori, sendo necesséria a ativagdo de outras vias metabdlicas.

Em P. erythrocehala, as alteragcdes nos niveis de colesterol e triglicerideos, indicam a ativacdo
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do catabolismo lipidico para a producdo de ATP. Enquanto que os niveis de colesterol
plasmaético da irapuca aumentaram em funcdo da submergéncia, o que pode ser um reflexo da
mobilizacdo deste esterdide a partir dos tecidos adiposos, as concentracfes de triglicerideos
reduziram, indicando uma provavel mobilizacdo dos estoques deste substrato. O catabolismo
lipidico também parece ter sido utilizado em P. sextuberculata ap6s 60 minutos de
submersdo, enquanto que, em P. expansa submetida a 60 e 120 minutos de mergulho forcado,
os niveis de colesterol total e triglicerideos ndo sofreram alteracdes, diferentemente das
concentracdes de proteinas totais que reduziram nos animais submersos (Tavares-Dias et al.,
2011). Estes resultados demonstram que os podocnemidideos podem ativar diferentes vias
metabdlicas para viabilizar a producdo de energia em situacfes de anoxia.

As concentracdes de acido Urico e uréia aumentaram em P. erythrocephala ap6s 30 e
60 minutos de submersdo. Tavares-Dias et al. (2011) também encontraram aumento
significativo de uréia em P. expansa ap6s 60 minutos, seguida de uma reducdo apds 120
minutos de submersdo. De acordo com Campbell (1995), os queldnios podem utilizar o &cido
arico efou uréia como principal produto para a excrecdo dos compostos nitrogenados.
Entretanto, durante o hipometabolismo, a excrecdo destes compostos nitrogenados pelos
quelbnios é interrompida, em funcdo da grande quantidade de ATP gasta nesse processo,
resultando no aumento das concentragdes plasmaticas de &cido Urico e uréia (Jackson, 2000b).

Este estudo demonstrou que a irapuca é uma espécie tolerante a 60 minutos de
submersdo forcada, visto que ndo foi observada mortalidade durante a conducdo do
experimento. Além disso, os elevados niveis de lactato, associados & elevagdo nas
concentracfes de magnésio e célcio plasmaticos, indicam ajustes fisiologicos para a
manutencdo do equilibrio acido-base. Entretanto, os resultados advertem que tempos
superiores aos testados neste trabalho podem ocasionar uma perda excessiva de célcio e
magnésio dos 0ssos e do casco, causando deformidades Osseas, além de uma acidose
metabolica e a exaustdo dos substratos energéticos, com potencial risco de mortalidade.

Além das informagdes geradas sobre as respostas adaptativas de P. erythrocephala em
situagbes de mergulho forgcado, estes resultados também podem contribuir para o
desenvolvimento de projetos de manejo, a partir da conscientizacdo dos pescadores sobre a
importancia de revisoes inferiores a 60 minutos nas redes de pesca distribuidas nos locais de
ocorréncia da irapuca, evitando a mortalidade dos animais por afogamento e contribuindo

para sua conservacao.
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CONCLUSOES GERAIS

O sexo exerceu menor influéncia sobre o eritrograma e a bioquimica plasmatica de
Podocnemis erythrocephala, diferentemente do que foi observado entre as classes de
crescimento, demonstrando que apesar da irapuca possuir pequeno porte, os animais de

diferentes tamanhos apresentam um perfil hematologico diferenciado.

O estudo das células sanguineas de irapuca demonstrou que os podocnemidideos Amazdnicos
apresentam um padrdo conservativo quanto aos tipos celulares e as caracteristicas
morfologicas. As reagBes citoquimicas evidenciaram que os heterdfilos, eosindfilos e
basofilos sdo as células mais ativas do sistema imunoldgico da irapuca, estando diretamente

relacionados com a atividade fagocitica.

A irapuca demonstrou ser uma espécie tolerante a 60 minutos de submersdo forcada,
realizando ajustes fisiol6gicos para manutencdo do equilibrio &cido-base em situaces de
anoxia. Os resultados indicaram a ativacdo do catabolismo lipidico para producdo de energia
de forma complementar a glicélise anaerdbica. Entretanto, tempos superiores aos testados
neste trabalho podem ocasionar distarbios eletroliticos marcantes, além de acidose metabdlica

e exaustao dos substratos energéticos, podendo afetar a homeostasia dos animais.
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