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RESUMO

Estudos na area da hematologia de animais silvestres e exdticos sdo uma ferramenta
importante para auxiliar o diagnéstico clinico e permitirem uma melhor
compreensdao das caracteristicas e particularidades desses animais. O presente
estudo como objetivo descrever valores e aspectos da hematologia e bioquimica de
araras Canindé (Ara ararauna), tigres d'agua (Trachemys scripta spp.) € pacamas
(Lophiosilurus alexandri), sob o efeito de trés anticoagulantes utilizados na rotina
clinica veterinaria: EDTA-K3, citrato de sodio e heparina. Foram coletadas amostras
sanguineas de 60 animais de cada espécie, 3 a SmL de sangue de cada animal, o
volume variou conforme a espécie. Apos a coleta, o sangue foi distribuido em quatro
micro tubos contendo: (1) EDTA-K3 a 10%; (2) citrato de sddio a 3,8%; (3) heparina
sodica. O restante da amostra foi acondicionado em um micro tubo, sem
anticoagulante. Para todas as amostras foram realizadas a confec¢do de esfregagos
sanguineos, determinado o valor do hematocrito e concentragdo de proteinas. Foram
aliquotadas amostras para realizacdo da contagem de hemacias, leucocitos e
trombdcitos na camara de Neubauer e apds a centrifugagao para obtencao do plasma
e soro para o processamento das avaliacdes bioquimicas. Foram dosados os
seguintes analitos por técnica colorimétrica: albumina, proteinas totais, ureia,
creatinina, glicose, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, acido
urico, colesterol, triglicerideos, lactato desidrogenase, e os demais, por método
cinético: fosforo, calcio e magnésio, em aparelho de bioquimica automatico em cada
anticoagulante pesquisado e no soro. Com base nos resultados, conclui-se que para
araras EDTA ¢ o melhor anticoagulante para a realizagdo do hemograma; o citrato
de soédio e a heparina sdo semelhantes na avaliagdo da hematimetria de araras,
resultando em valores menores que os obtidos em amostras com EDTA; nas anélises
bioquimicas o EDTA se mostrou valido para um maior nimero de anilises
bioquimicas do que citrato de sodio e heparina e que o EDTA ¢ o anticoagulante de
escolha para realizagdo de andlises hematologicas e bioquimicas de araras Canindé.
Os resultados de tigres d’agua indicam que o citrato de sédio ¢ o melhor
anticoagulante para a realizacdo do hemograma; dentre os anticoagulantes

analisados, o citrato de s6dio se mostrou valido para um maior niumero de analises



bioquimicas do que EDTA e heparina; o citrato de sddio ¢ o anticoagulante de
escolha para realizacdo de andlises hematologicas e bioquimicas de Trachemys.
Para pacamas os resultados apontam que para avaliagdo hematolédgica, a escolha do
citrato de sédio como anticoagulante ira fornecer o melhor resultado; dentre os
anticoagulantes analisados, o citrato de sddio se mostrou valido, para um maior
numero de andalises (5 analitos) bioquimicas, do que citrato de s6dio e heparina
sodicas (3 analitos); O citrato de sédio ¢ o anticoagulante de escolha para realizacao

de andlises hematoldgicas e bioquimicas de pacamas.

Palavras-chave: hematologia; bioquimica; anticoagulantes; EDTA-K3; heparina de
sodio; citrato de sodio; arara Canindé; Ara ararauna; Tigre d’agua; Trachemys

scripta, Pacamas;Lophiosilurus alexandri.



ABSTRACT

Studies in the field of haematology of wild and exotic animals are an important tool to
assist clinical diagnosis and allow a better understanding of the characteristics and
particularities of these animals. The present study aims to describe values and aspects of
the haematology and biochemistry of Canindé macaws (Ara ararauna), water tigers
(Trachemys scripta spp) and pacamas (Lophiosilurus alexandri), under the effect of three
anticoagulants used in veterinary clinical routine: EDTA -K3, sodium citrate and heparin.
Blood samples were collected from sixty animals of each species, 3 to SmL of blood from
each animal, the volume varied depending on the species. After collection, the blood was
distributed into four microtubes containing: (1) 10% EDTA-K3; (2) 3.8% sodium citrate;
(3) sodium heparin. The remainder of the sample was placed in a micro tube, without
anticoagulant. Blood smears were prepared for all samples, determining the haematocrit
value and protein concentration. Samples were aliquoted to count red blood cells,
leukocytes, and thrombocytes in the Neubauer chamber and after centrifugation to obtain
plasma and serum for processing biochemical evaluations. The following analytes were
measured by colorimetric technique: albumin, total proteins, urea, creatinine, glucose,
alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, uric acid, cholesterol, triglycerides,
lactate dehydrogenase, and the others, by kinetic method: phosphorus, calcium and
magnesium, in an automatic biochemistry device in each anticoagulant studied and in the
serum. Based on the results, it is concluded that for macaws EDTA is the best anticoagulant
for performing the blood count; sodium citrate and heparin are similar in evaluating the
hematimetry of macaws, resulting in values lower than those obtained in samples with
EDTA; In biochemical analyses, EDTA proved to be valid for a greater number of
biochemical analyses than sodium citrate and heparin and that EDTA is the anticoagulant
of choice for carrying out haematological and biochemical analyses of Canindé macaws.
The results from water tigers indicate that sodium citrate is the best anticoagulant for
performing a blood count; Among the anticoagulants analysed, sodium citrate proved to be
valid for a greater number of biochemical analyses than EDTA and heparin; sodium citrate
is the anticoagulant of choice for carrying out haematological and biochemical analyses of
Trachemys. For pacamas, the results indicate that for haematological evaluation, the choice

of sodium citrate as an anticoagulant will provide the best result; Among the anticoagulants



analysed, sodium citrate proved to be valid for a greater number of biochemical analyses
(5 analytes) than sodium citrate and sodium heparin (3 analytes); Sodium citrate is the
anticoagulant of choice for carrying out haematological and biochemical analyses of

pacamas.

Keywords: haematology; biochemistry; anticoagulants; EDTA-K3; sodium heparin;
sodium citrate; Canindé macaw; Ara ararauna; Water tiger; Trachemys scripta;, Pacamas;

Lophiosilurus alexandri.
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INTRODUCAO

Estudos na area da hematologia de animais silvestres e exoticos estao se tornando cada
vez mais necessarios, por serem uma importante ferramenta para auxiliar o diagndstico clinico

e permitir uma melhor compreensao das caracteristicas e particularidades desses animais.

A compreensdo do modo de resposta do tecido hematopoiético do animal permite a
deteccao de alteracoes fisiopatoldgicas agudas e cronicas atribuidas a nutricdo, meio ambiente,
agentes toxicos, doencas e sua possivel recuperacao (Guerci, 1985; Miccoli et al., 2008;
Adeyemo et al., 2009). Atualmente, muita aten¢ao tem sido dada as questdes ambientais, como
preservagao e sustentabilidade, em fun¢do do desmatamento, bem como da polui¢do e do risco
de extin¢do de espécies animais e vegetais. Ha ainda o crescente numero de animais silvestres
e exodticos que chegam aos médicos veterinarios para atendimento, além de animais mantidos
em institui¢cdes de conservagao, como zooldgicos ou reservas naturais, que se beneficiam dessas
informagoes. O agronegdcio ¢ outro ramo de criacdo de animais silvestres e/ou exoticos, para
0 consumo ou mesmo expansdo da industria pesqueira, reforcando assim a necessidade de
estudos dessa natureza, evidenciando a caréncia de pesquisas na area de medicina veterinaria

de animais selvagens (Goulart, 2006; Miccoli et al., 2008; Adeyemo et al., 2009).

O principal objetivo de um laboratorio de patologia clinica € a realizacdo correta de
procedimentos analiticos que auxiliem no diagndstico e tratamento do paciente (Mohri et al.,
2009a). Exames laboratoriais sdo considerados uma ferramenta diagnostica complementar,
utilizada para monitorar a condi¢do de saude do animal (Karesh et al., 1997; Lanzarot et al.,
2001; Allgayer et al., 2009). Entretanto, em algumas condigdes ou para espécies animais

especificas, os exames laboratoriais podem representar a Uinica ferramenta diagndstica.

O hemograma ¢ o principal exame para diagndstico de alteragdes sanguineas. O perfil
bioquimico fornece informagdes quanto ao estado clinico e metabolico — energético, proteico e
mineral, podendo ser utilizado na medicina veterinaria para a avaliacao individual ou de
rebanhos (Almosny e Monteiro, 2007; Gonzalez e Silva, 2008). Como ocorre na medicina de
rebanho, em diversas espécies de animais de producdo, esses exames sdo utilizados para
monitorar a salide e detectar doencas subclinicas, para se tragar um perfil de alteragdes
metabolicas (Bowes et al., 1989). Sao exames complementares que devem ser comumente
utilizados, para explorar a dinamica da satide de animais, mantidos em cativeiro, em centros
biomédicos ou mesmo animais de vida livre destinados a centros de triagem (O’Neill et al.

1998).
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As analises bioquimicas sanguineas podem ser conduzidas com utilizagdo de plasma ou
de soro. O soro ¢ a frag@o obtida apds centrifuga¢do da amostra, a partir de sangue coagulado,
e representa o exemplar preferido para a analise de bioquimica clinica. Entretanto, o plasma,
obtido pela centrifugagdo do sangue coletado em tubos, contendo um anticoagulante
apropriado, pode ser um material igualmente util e, em certas condigdes, preferivel ao soro. O
soro e o plasma sdo similares, mas o plasma contém fatores de coagulacdo e um anticoagulante
que nao estdo presentes no soro. Os valores para a maioria dos analitos sdo similares no soro e
no plasma de mamiferos, desde que o sangue seja manipulado de forma padronizada e a

separagdo das células ocorra em periodo que ndo ultrapasse 2 horas (Young e Bermes, 2008).

E ideal que sejam coletadas amostras de sangue diferentes para analises bioquimicas e
hematimétricas, porém, como isto ndo ¢ possivel em todos os pacientes, ¢ indicada a coleta de
uma unica amostra que permita o maior nimero de analises (Mohri et al., 2009b). Independente
do uso do plasma ou soro, a separagdo deve ocorrer o quanto antes, para minimizar o efeito da
hemolise sobre os resultados. A hemolise pode causar inumeras interferéncias nas dosagens de
lactado desidrogenase (LDH), tendo em vista que a presenca de 50 mg de hemoglobina por
100mL de soro pode resultar em um aumento de 15 — 20% da atividade do LDH no soro. Da
mesma maneira, as transaminases alanina e aspartato transaminase (ALT e AST) podem sofrer
influéncia da presenca de hemolise, pois os eritrocitos possuem grande quantidade de

isoenzimas (Titze 1983, apud Synermed®).

O uso do soro ¢ a preferéncia dos laboratorios, uma vez que a auséncia do anticoagulante
reduz a interferéncia nos métodos analiticos e nas concentragdes obtidas. Entretanto, o plasma
¢ mais utilizado devido a dificuldade de obter amostras suficientes para preencher todos os
tubos, quando ha necessidade de novos testes, além daqueles previstos inicialmente ou, ainda,
caso haja urgéncia para obter novos exames (Cerodn et al., 2004). O uso do plasma ¢ vantajoso
por eliminar algumas limitagdes da utilizacdo do soro, tais como: (a) permitir a separagdo do
plasma e do soluto mais rapidamente devido a presenga do anticoagulante, uma vez que a
obteng¢do do soro exige entre 15 e 30 minutos para a completa coagulacdo sanguinea antes de
poder ser centrifugado e, ao permitir a separacdo mais rapida de soluto e plasma, as
interferéncias causadas pelo metabolismo celular, ocorridas durante o tempo em que as células
estdo em contato com o plasma, diminuem; (b) o plasma reduz a presenca de codgulos de fibrina
na amostra analisada, diminuindo as alteragdes nos valores e os possiveis danos a equipamentos
por entupimento devido a coagulos; (c) o plasma aumenta o rendimento da amostra, que a partir

de um dado volume de sangue total, torna-se maior quando comparado ao rendimento de soro,
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com um ganho de 15 a 20% no volume de amostras (Fudge, 2000; Boyanton e Blick, 2002;
Young e Bermes 2008).

A avaliagdo laboratorial em animais selvagens ¢ dificil por, pelo menos, cinco motivos:
(1) dificuldade de coleta de amostras; (2) auséncia de técnica laboratorial eficiente para
pequenos volumes de amostras; (3) falta de valores de referéncia para interpretagdo; (4) a
escolha de tubos sem anticoagulantes para bioquimica de animais selvagens pode prejudicar a
qualidade das amostras, pela possivel ocorréncia de hemolise durante o processo de coleta, que
comprometeria as analises €, consequentemente, os resultados; (5) a maior ocorréncia de fibrina
no sangue desses animais, cuja presen¢a pode prejudicar a qualidade das amostras para a analise

bioquimica (Fudge, 2000; Gonzalez e Silva, 2008).

Os anticoagulantes utilizados na hematologia humana e na de outros mamiferos sao os
sais de acido etilenodiamino tetra-acético potassico (EDTA-K3) ou sédico (EDTA-Naz). A
heparina ¢ utilizada para bioquimica clinica e o citrato de sddio ¢ necessario para estudos
referentes aos tempos de coagulagdo e testes de agregacdo plaquetaria (Cerdn et al., 2004;

Mohri et al., 2007a; Burtis et al., 2008).

O EDTA atua como um agente quelante, que se apresenta como sais - dissodico (Na?),
dipotassico (K?) ou tripotassico (K?), sendo os dois tltimos os mais soliiveis. Atuam como
quelantes de ions fortes, com elevada afinidade para formar complexos, como ions Ca’’e o
Mg?*, essenciais para o processo de coagulagdo. Sendo assim, a utilizagio do plasma para a
mensura¢do do de cdlcio ¢ inapropriada (Oviedo e Rodriguez, 2003; Burtis et al., 2008). O
EDTA ¢ o anticoagulante preferivel para contagem total sanguinea e diferencial de
leucocitos, principalmente devido a propriedade de preservagao celular, sendo utilizado
na concentragao final de 1 a 2 g/LL de sangue (Perrotta et al., 1998; Oviedo e Rodriguez, 2003;
Burtis et al., 2008).

O citrato trissodico, assim como o EDTA, atua como quelante de Ca?*. Tem aplicagdo

~ . , ’ . . . 24
em estudos de coagulacao, pois € possivel reverter o seu efeito ao adicionar Ca”" a amostra.
Entretanto, tem pouca aplicacdo para bioquimica clinica. Sua concentracdo de agao
anticoagulante ¢ de 24 a 28g/L de sangue, em uma razdo de uma parte de citrato para nove

partes de sangue (1:9) (Burtis et al., 2008).

Como os ions de calcio sdo essenciais na cascata de coagulagdo, assim como para as
interacdes intercelulares, a adigdo desses anticoagulantes mantém a amostra de sangue na fase

liquida por um periodo relativamente longo, o que favorece a possibilidade da contagem celular
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sanguinea. Devido a a¢do quelante de cdlcio, a utilizacdo do plasma para a mensuracdo deste
elemento ¢ inapropriada (Jain, 1993; Oviedo e Rodriguez, 2003; Harr et al., 2005; Burtis et al.,
2008).

Dentre os anticoagulantes mais utilizados na rotina clinica, a heparina ¢ o que possui
maior aplicagdo hematologica e bioquimica. Essa substancia ¢ um glicosaminoglicano e
encontra-se disponivel como sais de sodio, potassio, litio e amonio. Ao ligar-se a antitrombina
III, acelera a sua atividade, o que inibe a a¢do da trombina e outras proteases necessarias para
a coagulacdo. Possui a desvantagem de alterar as caracteristicas de colora¢do de células
sanguineas, resultando na formagao de um fundo azul, ao utilizar corantes de Wright. A heparina
também pode ocasionar o aumento da agregacdo celular e, portanto, diminuir a precisao na
contagem de leucdcitos e plaquetas, quando da realizagdo do hemograma (Harr et al., 2005;
Burtis et al., 2008). As pesquisas desenvolvidas por Céron et al. (2004), Harr et al. (2005),
Mohri et al. (2007a; 2007b), Mohri et al. (2009a), e Mohri et al. (2009b) foram realizadas com
heparina de litio. Entretanto, Bolten et al. (1992), Keller et al. (2005), Deem et al. (2006) E
Padilla et al. (2009) ndo observaram diferencgas estatisticas nas analises hematimétricas e
bioquimicas quanto ao uso da heparina de litio e da heparina sddica. A heparina sodica ¢ de
facil acesso e custo inferior quando comparada com a heparina de litio, sendo uma boa

substituta (Padilla et al., 2009).

Diversos autores propuseram-se a identificar o melhor anticoagulante para aves, répteis
e peixes, mas ndo ha um consenso no estabelecimento dos indices hematimétricos aceitaveis
que possam refletir a acdo desses anticoagulantes sobre os pardmetros celulares, especialmente
os eritrocitarios (Blaxhall, 1972; Fourie, 1977; Smit et al., 1977; Harr et al., 2005; Walencik e
Witeska, 2007; Guzman et al., 2008; Sabino et al., 2010).

A literatura documenta informacdes conflitantes e insuficientes para aves, répteis e
peixes. Muito da informacdo disponivel se baseia em niimero amostral pequeno, volumes de
amostras reduzidos, parametros laboratoriais limitados e, muitas vezes, técnicas analiticas
ultrapassadas. Uma vez que a hematologia e a bioquimica clinica sdo a base das ferramentas
diagnosticas e essenciais para a qualidade do trabalho dos médicos veterinarios que trabalham
nesta area (Candido, 2008), os laboratorios de patologia clinica e centros de pesquisas devem
atender a essas expectativas e atuar no desenvolvimento de técnicas e servigos necessarios para

a analise e interpretagdo de exames laboratoriais de animais selvagens.

O presente estudo teve como objetivo descrever valores e aspectos da hematologia e

bioquimica de trés classes de animais: aves, répteis e peixes, representados pelas seguintes
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espécies: Arara Canindé (Ara ararauna), tigre d'agua (Trachemys scripta) e pacama
(Lophiosilurus alexandri), sob o efeito de trés anticoagulantes utilizados na rotina clinica

veterinaria: EDTA-K3, citrato de sodio e heparina sodica.
Os objetivos especificos sao:

e Avaliar hematologia de araras, tigres d’agua e pacamas com o uso de citrato de sddio,

EDTA-K3 e heparina sodica.

e Avaliar parametros bioquimicos de araras, tigres d’agua e pacamas com o uso de citrato

de sodio, EDTA-K3 e heparina.

e Indicar o anticoagulante que permita o maior nimero de exames hematimétricos e da

bioquimica clinica para cada espécie em uma unica amostra sanguinea.

Para tal, o presente trabalho serd dividido em capitulos referentes as espécies analisadas
para facilitar o acompanhamento dos resultados. No Capitulo 1 apresentamos os resultados
das analises hematoldgicas e bioquimicas para araras Canindé. No Capitulo 2, encontram-
se os resultados dessas analises para tigres d’agua e no Capitulo 3, nosso olhar se volta para
os resultados obtidos para pacamas. Nas Consideragdes Finais, retomaremos os objetivos

para apontar as implicagdes deste estudo para as espécies pesquisadas.
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CAPITULO 1:
Avaliacio hematoldgica e bioquimica de Araras Canindé, Ara
ararauna, com o uso de EDTA-KGj, citrato de sodio e heparina de

sodio como anticoagulantes.

REVISAO DE LITERATURA

Os psitacideos pertencem a familia Psittacidae e sdo representados pelas araras,
papagaios e periquitos. Representam a ordem de aves mais frequentemente criadas em
cativeiro. O papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) e a arara Canindé (Ara ararauna)
correspondem aos psitacideos mais desejados como animais de companhia, devido as cores
atrativas e beleza, além da sua capacidade de interagir e reproduzir falas e sons humanos. Essas
caracteristicas também os colocam como alvo de trafico de animais silvestres (Proenga, 2010;
Gomes et al., 2011). A arara Canindé pertence ao género Ara e representa um dos maiores
psitacideos da Ordem. Possui plumagem verde, amarela, azul, branca e preta, pesa em média 1
kg, atinge a maturidade sexual entre cinco e sete anos e pode viver até idades superiores a 75

anos (Cubas et al., 2007; Bahiense, 2010).

Apds a regulamentagdo da criacdo comercial de animais silvestres pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, em 1997, por meio
das portarias 117 e 118-N, houve aumento na procura por psitacideos como animais de

estimacao, tornando frequente a procura de atendimento veterinario para esses animais.

A procedéncia desses animais € diversa. H4 desde animais resgatados a animais de
cativeiro, com as mais diversas origens — trafico, criagdes comerciais legalizadas, centros de
conservagdo de espécies silvestres (zoologicos e santudrios). Hé, ainda, a crescente
conscientizagao sobre a relagdo entre meio ambiente e a conservagao de espécies, como fatores
para reforcar e evidenciar a importancia do conhecimento de parametros fisiologicos desses
animais, 0 que permitiria uma interpretacao correta dos resultados obtidos apos a realizagao de
exames clinicos e laboratoriais com finalidade diagndstica (Goulart, 2006; Valle et al., 2008;

Bahiense, 2010).

Avaliacao clinica

Na cadeia alimentar, as aves s3o, em geral, presas de animais predadores. A
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manifestagdo fisica de doengas nesses animais pode favorecer ou servir de gatilho para a
predacdo. Com isso, ha uma tendéncia de a manifestagdo fisica de sinais clinicos de doencas
ocorrer tardiamente (Gonzalez e Silva, 2008; Bahiense, 2010). Isso reforca a importancia de
exames complementares que possibilitem a identificacdo de alteragdes no organismo, antes que

o quadro de doenca se torne grave e o animal se apresente cada vez mais debilitado.

Os sinais clinicos das doengas em aves sdo bastante inespecificos, sendo que o exame
clinico oferece informagdes limitadas, havendo necessidade do uso de métodos diagnosticos
complementares para assegurar um tratamento eficaz (Candido, 2008). O autor reforca a
demanda no aprimoramento das técnicas diagnosticas ndo invasivas pelos profissionais que
trabalham com aves ndo comerciais, tanto na clinica médica de animais de estima¢do ou de

animais de vida livre.

As aves possuem iniimeras caracteristicas fisiologicas e anatomicas diferenciadas, o que
gera um grupo muito heterogéneo de animais (Bonello et al., 2002). A utiliza¢do de valores de
referéncia ndo especificos para determinada espécie ndo se mostra adequada, pois o estado
hematologico e bioquimico ¢ um reflexo de inimeros fatores, como: espécie, sexo, idade, dieta,

manejo e nivel de estresse (Bowes, 1989; Lumeij e Overduin, 1990; Harr et al., 2005).

Para uma correta interpretagcdo dos resultados € necessario conhecer a especificidade e
sensibilidade do método escolhido para a avaliagdo, os intervalos de referéncia para a espécie
estudada e possuir uma lista de doengas que possam induzir as alteracdes em questdo (Bowes

et al., 1989).

Avaliacao laboratorial

A analise sanguinea ¢ uma importante ferramenta para o conhecimento do modo de
resposta do tecido hematopoiético do animal, permitindo o diagndstico das doengas e o
acompanhamento da sua recuperacdo. Essa avaliagdo proporciona dados sobre o grau de
resposta do organismo a presenca de microrganismos ou de deficiéncias nutricionais, pois
permite a obteng¢ao de grande nimero de informagdes sobre a condi¢do do animal, a partir de

um volume relativamente pequeno de amostra (Guerci, 1985).

O EDTA seja o anticoagulante preferivel para contagem total sanguinea e
diferencial de leucocitos, principalmente devido a propriedade de preservagao celular
(Perrotta et al., 1998; Patel, 2009). Trata-se de um agente quelante, que possui grande

afinidade com ions fortes, essenciais para o processo de coagulagdo para formar complexos
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(Oviedo e Rodriguez, 2003; Burtis et al., 2008; Patel, 2009).

O uso de Anticoagulantes

O EDTA possui diversos efeitos sobre as células sanguineas e permite esfregacos de
otima qualidade, desde que confeccionados entre duas e trés horas apos a coleta da amostra. O
preenchimento do tubo no momento da coleta deve ser realizado com atengao, pois pode haver
alteragdo na propor¢ao entre sangue ¢ anticoagulante. Niveis elevados de EDTA podem causar
reducdo do tamanho dos eritrécitos, devido a hipertonicidade do plasma, com elevaciao da
concentragdo idnica. Esse efeito pode levar ao aparecimento de artefatos no esfregago
sanguineo, devido a lesdo na membrana celular de eritrocitos e leucocitos, o que dificulta a
identificacao (Patel, 2009).

Campbell et al. (2007) citam o EDTA como um anticoagulante mais adequado para
analise sanguinea de psitacideos e de aves de rapina, pois a heparina pode causar aglutinagao
de leucoécitos e alterar a afinidade das células com os corantes utilizados na rotina, como
Wright’s ou Wright-Giemsa. O mesmo autor relata ainda, que o EDTA pode ser associado a
discreta hemolise em algumas espécies de aves.

O citrato de s6dio ¢ usado primariamente como anticoagulante para avaliagdao da
coagulagdo devido a sua capacidade de reversdo apos a adi¢do de calcio (Burtis et al., 2008).
Perrotta et al. (1998) relatam que esfregagos sanguineos preparados a partir de sangue com
citrato e com EDTA e corados com Wright’s Giemsa sdo indistinguiveis, indicando que o sangue
pode ser coletado em apenas um tubo para analises hematoldgicas e testes de coagulacao.

A heparina ¢ um glicosaminoglicano, com fun¢do anticoagulante e possui maior
aplicacdo hematoldgica e bioquimica. Age através da ligacdo a antitrombina III, inibe a agdo da
trombina e outras proteases necessarias para a coagulacao. Possui a desvantagem de alterar as
caracteristicas de coloragdo das células sanguineas, resultando na formacao de um fundo azul
ao utilizar corantes de Wright. Além disso, pode ocasionar o aumento da agregacao celular,
diminuindo a precisdo na contagem de leucocitos, causando aglutinagdo acentuada de
heterofilos e plaquetas de aves quando da realizagdo do hemograma (Campbell et al., 1994;

Harr et al., 2005; Burtis et al., 2008).

Para a hematologia de aves, o EDTA e a heparina sao considerados adequados, sendo a
heparina o anticoagulante que apresenta os melhores resultados (Cohen, 1967; Hattingh e
Smith, 1976; Smit et al., 1977). Harr et al. (2005), em um estudo comparativo de hematologia

e bioquimica sérica de 10 araras (Arara sp), ao utilizarem EDTA, citrato e heparina, observaram
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que as amostras em EDTA e heparina apresentaram resultados equivalentes; ao passo que as
amostras em citrato apresentaram diminui¢do do volume globular (VG - %) e aumento na
ocorréncia de hemolise. Guzman et al. (2008), ao compararem os resultados do hemograma de
20 papagaios (Amazona ventralis) utilizando EDTA-K> e heparina de litio, concluiram que a
heparina pode ser utilizada como anticoagulante para essas aves. Os mesmos autores
recomendaram ainda o uso do mesmo anticoagulante para acompanhar as variagdes em um
mesmo paciente, principalmente quanto a concentracdo de proteina plasmatica, VG (%) e a
contagem de linfocitos. Mafuvadze e Erlwanger (2007) e Sabino et al. (2010), ao avaliarem o
efeito do EDTA e da heparina sobre os eritrocitos de avestruzes (Struthio camelus), concluiram
que a heparina ¢ mais adequada que o EDTA para os parametros eritrocitarios. Campbell et al.
(1994) relatou que a heparina interfere na coloragdo celular e causa aglutinacdo acentuada de
heterofilos de aves. Ao avaliar o efeito de anticoagulantes sobre a osmolaridade, o VG (%) e o
pH do sangue de pombos, Fourie (1977) concluiu que a heparina é o anticoagulante mais

adequado.

Lumeij e Bruijne (1985), utilizou o pombo como modelo experimental e estabeleceu o
uso da bioquimica sanguinea como uma ferramenta importante na medicina de aves. Entretanto,
transpor a espécie e utilizar valores nao especificos para a espécie estudada nao ¢ adequado,
pois o status hematologico e bioquimico sdo reflexos de inumeros fatores como: sexo, idade,
dieta, manejo e nivel de estresse, além das variagdes fisiologicas como ciclo circadiano, ciclo
anual e habitos de migracdo, que sdo diferengas importantes entre as diversas espécies de aves
(Bowes, 1989; Lumeij e Overduin, 1990; Harr et al., 2005). A bioquimica sérica se apresenta
como ferramenta importante, pois fornece um grande volume de informagdes, sobre a condi¢cao
animal a partir de um pequeno volume de amostra, auxiliando no diagndstico de doengas
metabolicas e possibilitando uma avaliagdo mais precisa do individuo (Bowes, 1989; Lumeij e

Overduin, 1990; Valle, 2008).

Para uma correta interpretagao dos resultados, € necessario conhecer a especificidade e
sensibilidade do método escolhido para a avaliagdo, os intervalos de referéncia para a espécie
estudada e possuir uma lista de doengas que possam induzir as alteracdes em questdo (Bowes

et al., 1989; Ritchie et al., 1994).

Como ja mencionado, ¢ ideal que sejam coletadas amostras de sangue diferentes para
analises bioquimicas e hematimétricas. Porém, como isto ndo ¢ possivel em todos os pacientes,
¢ indicada a coleta de uma tinica amostra que permita o maior numero de anélises (Mohri et al.,

2009b). Independente do uso do plasma ou do soro, a separagdo deve ocorrer o quanto antes
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para minimizar a hemolise, pois ela pode causar inlimeras interferéncias nas dosagens de LDH
(Titze, 1983 apud Synermed®). A hemolise também pode interferir na dosagem das
transaminases ALT e AST, pois os eritrocitos possuem grande quantidade de isoenzimas (Titze,

1983 apud Synermed®).

O uso do soro para analises bioquimicas, como ¢ de conhecimento na area, ¢ referéncia
nos laboratorios, uma vez que os anticoagulantes podem aumentar a interferéncia com o0s
métodos analiticos ou mesmo comprometer as concentracdes de alguns analitos. Porém, o uso
do plasma ¢ indicado devido a dificuldade de obtencdo de um volume de amostra suficiente
para preencher varios tubos de coleta ou quando haja necessidade de novos testes além dos
solicitados inicialmente (Ceron et al, 2004). O plasma ¢ indicado também pois ¢ obtido com
maior velocidade com o uso de anticoagulantes e ndo h4 necessidade de esperar o tempo de
retracdo do codgulo antes da centrifugacdo. Com a separacdo mais rapida entre soluto e plasma,
as interferéncias causadas pelo metabolismo celular s3o menores. Além disso, o plasma pode
reduzir a presenca de codgulos de fibrina na amostra, diminuindo as possiveis alteragdes nos
resultados e danos a equipamentos, por entupimento. Finalmente, o plasma tem maior
rendimento, pois ha um ganho de 15 a 20% no volume de amostras quando comparado ao soro

(Fudge, 2000; Boyanton e Blick, 2002, Young e Bermes 2008).

Para cada analito hd indicagdes para o uso de um anticoagulante especifico. O
plasma/EDTA ¢ preferivel para dosagens de triglicerideos por ter efeito estabilizador sobre
lipoproteinas, mas pode interferir com oxalatos e citrato nos niveis de colesterol, tornando-os

discretamente menores (Titze, 1983 apud Synermed®).

Como ja mencionado na introdugdo, a avaliacao laboratorial em animais selvagens ¢
dificil por, pelo menos, cinco motivos: (1) dificuldade de coleta de amostras; (2) escassez de
técnicas laboratoriais eficientes para pequenos volumes de amostras; (3) escassez de valores de
referéncia para interpretacdo; (4) o uso de tubos sem anticoagulantes, para bioquimica de
animais selvagens, pode ser prejudicada pois a pode ocorrer hemolise, comprometendo as
analises; e (5) a maior ocorréncia de fibrina prejudicial a qualidade da amostra para a analise
bioquimica (Fudge, 2000; Gonzélez e Silva, 2008). Portanto, o uso do plasma na clinica de

animais silvestres reduz as dificuldades que podem aparecer quando se utiliza o soro.

O efeito dos anticoagulantes sobre a bioquimica e a hematologia foi objeto de estudo no
homem e em inimeros animais, sendo que a maioria desses estudos ¢ realizada com numero
amostral pequeno, com parametros limitados e técnicas analiticas ultrapassadas (Young e

Bernes 1998; Harr et al., 2005; Mohri et al. 2007a; Mohri et al. 2007b; Valle, 2008; Mohri et
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al., 2009a; Mohri e Rezapoor, 2009).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos dos anticoagulantes
EDTA-Kj, citrato de sodio e heparina sddicos sobre os parametros hematologicos e bioquimicos

de araras Canindé.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados foram aprovados pelo IBAMA, através do Sistema de
Autorizacao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO sob n® 32233, e pelas normas do Comité
de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA), sob protocolo 80/2012 da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

Animais

Foram avaliadas amostras sanguineas de 60 araras Canindé (4Ara ararauna) adultas de
ambos os sexos, clinicamente higidas, provenientes do IBAMA de Minas Gerais (MG),
localizado no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) de Lagoa Grande, em Nova
Lima, e de criatorios mantenedores na regido de Betim (ambas regides metropolitanas de Belo

Horizonte — MG).

As aves receberam agua e dieta ad libitum, sendo a dieta composta de ragdo comercial
e frutas variadas, seguindo o manejo estabelecido pelo CETAS do IBAMA-MG. Foram
realizadas quatro coletas, entre agosto e setembro de 2012, sendo coletadas amostras de 15

animais por visita, sempre durante o periodo da manha.

Contencao e de coleta de amostras

Inicialmente, os animais foram submetidos a contencao fisica com a utiliza¢ao de puga.
Posteriormente, com o auxilio de mascaras individuais, foi realizada a contengdo quimica
através da utilizacdo de anestésico volatil, isoflurano, para realizacdo do exame fisico e da

coleta de amostras (Fig. 1), conforme preconizado por Valle et al. (2008).
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Figura 1. Anestesia geral com isoflurano para coleta de sangue de arara
Canindé em veia jugular direita externa. Parque Ecol6gico Vale Verde
(Arquivo pessoal).

Ap0s a antissepsia local com alcool a 70%, foram coletados 5 mL de sangue de cada
arara através da pun¢do da veia jugular direita (Fig. 2). Foram utilizadas seringas de 5 mL e
agulhas 25x0,8 mm, lavadas internamente com heparina sodica apenas para prevenir a

coagula¢do imediata, conforme recomendado por Thrall et al. (2007).

Figura 2. Coleta de sangue através da
venopuncdo jugular direita de arara
Canindé. Parque Ecol6gico Vale Verde
(Arquivo pessoal).
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Manipulacio e processamento das amostras de sangue

Ap6s a coleta, o sangue foi acondicionado em quatro microtubos (1500uL), preparados
previamente pela equipe, utilizando pipeta repetitiva HandyStep® (Brand GMBH + CO —
MainGermany) contendo: (1) 100ul de EDTA-K3 a 10%; (2) 120l de citrato de sédio a 3,8%;
(3) 200pl de heparina sodica, sendo colocado 1 mL por tubo. O restante da amostra foi
acondicionado no quarto microtubo, sem anticoagulante (4) para obteng¢do do soro. Todas as
amostras foram pré-processadas no local da coleta, sendo realizada a confec¢do dos esfregagos
sanguineos, a mensura¢cdo do microhematocrito (Jain, 1993), aliquotagem das amostras para
contagem em hemocitodmetro e, a seguir, foi realizada separacdo do soro e do plasma para
posterior processamento (Fig. 3). O material obtido foi transportado sob refrigeracdo ao
Laboratorio de Patologia Clinica Veterindria da Escola de Veterinaria da UFMG para o
processamento das analises bioquimicas, contagem das hemacias e de leucocitos totais em
hemocitometro e determinacdo do VG (%) e da concentragdo de proteina total plasmatica por

refratometria.

Figura 3 - Estrutura montada no criatorio para iniciar o processamento das
amostras logo ap0s a coleta. Parque Ecologico Vale Verde (Arquivo pessoal).

Analises hematologicas

Logo apo6s a coleta, o sangue foi homogeneizado manualmente e, em seguida, foram
confeccionados esfregagos sanguineos em laminas de vidro, sendo um para cada tipo de
anticoagulante. Os esfregacos foram secos ao ar e guardados em caixas de madeira proprias
para laminas para posterior coloragdo e analise. Os microcapilares foram preenchidos para

determinagdo do VG (%) pela técnica de microhematdcerito e para determinagdo da proteina
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plasmatica total por meio da técnica de refratometria (Jain e Schalm, 1986). Além disso, 10 pl
de sangue foram aliquotados em 1 mL de solu¢do de dilui¢ao Dacie (Jain e Schalm, 1986) para
contagem dos eritrocitos e leucocitos totais. A solugao foi mantida sob refrigeragdo até a analise

no laboratério de Patologia Clinica da EV-UFMG.

As contagens de eritrocitos e leucocitos totais foram realizadas em hemocitometro,
Camara de Neubauer, utilizando-se microscopio Optico Olympus CX 40®, sob aumento de
400x, em até 24 horas ap0s a coleta, possivel devido a presenca de formol na diluicao de Dacie.

A leitura foi realizada conforme a técnica descrita para mamiferos (Jain & Schalm 1986).

Os esfregagos foram corados com pandtico rapido (Laborclin®- Parana- Brasil). A
observagao da qualidade do esfregaco sanguineo de hemoparasitas foi realizada sob a objetiva
de 400x. J4 a contagem diferencial de leucécitos foi realizada sob dleo de imersao (x1000),
totalizando 100 células. Para a avaliagao da celularidade, foram selecionadas laminas de 10
animais, em triplicata. Foram feitas observacdes nas laminas quanto a: apoptose, agregados
celulares, artefato de coloracdo, presenca de células pequenas e/ou células grandes e células

com cauda.
Analises bioquimicas

Uma vez realizado o processamento para hematologia, todas as amostras foram
centrifugadas e separadas para obtengdo da fracao liquida (plasmas ou soro). A centrifugacao
foi realizada inicialmente a 1000 rpm durante 1 minuto e a 4000 rpm durante 4 minutos. Este
protocolo de centrifugacao foi adotado a fim de minimizar a ocorréncia de hemdlise. O plasma
e o soro foram, entdo, refrigerados a 4 °C para posterior processamento do perfil bioquimico.
Apos cada coleta, o processamento bioquimico ocorreu em, no maximo, uma semana. Foram
dosados os seguintes analitos por colorimetria: albumina (verde de bromocresol), proteinas
totais (Biureto), ureia método (enzimatico — UV), glicose (enzimdtico — N-sulfopropil),
transaminases (enzimatico - UV), acido urico (enzimatico — UricaseAzure D2), colesterol
(enzimatico — N-sulfopropil), triglicerideos (enzimatico — N-sulfopropil) e lactato
desidrogenase (LDH - enzimatico - UV). J4 o fésforo (fosfomolibdato/PVP), o magnésio (Azul
Xilidil) e o célcio (Arsenazo III) foram dosados por técnica cinética. Todas as analises foram
realizadas no aparelho de bioquimica automatico Cobas Mira Plus®, utilizando-se Kkits
comerciais Synermed® (International Inc. Sdo Paulo. Brasil. Registro 10438910025), ja

validados pelo laboratdrio de patologia clinica da EV-UFMG, para mamiferos domésticos.

Para melhor avaliar o efeito dos anticoagulantes, foi calculada a porcentagem de
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variacao entre as amostras de plasma e as de soro, esta tltima considerada como referéncia para

os diferentes analitos bioquimicos.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi realizado em blocos, ao acaso. Como a comparagao
entre os anticoagulantes foi feita na mesma amostra do mesmo animal, o experimento foi
considerado pareado. Os resultados considerados normais pelos testes de Komolgorov Smirnov
e homocedasticos pelo teste de Shapiro-Wilk foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e posteriormente ao teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os resultados que ndo
apresentaram distribuicdo normal ou homocedastica foram transformados pela multiplicagao
do log (10) e submetidos aos mesmos testes anteriormente descritos. Variaveis que mesmo apos
a transformagdo ndo apresentaram caracteristicas normais foram submetidas ao teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Toda a analise estatistica foi realizada considerando-se a

margem de significancia de 5%.
RESULTADOS

Hematologia

Segundo Cohen (1967), Hattingh e Smith (1976) e Smit et al. (1977), para a hematologia
de aves, o EDTA e a heparina sdo considerados adequados, sendo a heparina mais confiavel e,
portanto, utilizada como comparativa no presente estudo.

A Tabela 1 dispoe os valores médios dos indices hematimétricos, proteinas totais, VG
(%) e a contagem total de eritrocitos e leucocitos, além das porcentagens da contagem
diferencial dos leucécitos. O valor de VG (%), no plasma/EDTA foi significativamente maior
(p<0,05) que no plasma/heparina, sendo estatisticamente igual aos valores encontrados no
plasma/citrato de sédio e plasma/heparina (p>0,05). Nas dosagens das proteinas totais
plasmaticas (PTP), houve aumento significativo (p<0,05) do plasma/citrato de sédio em
comparag¢ado os niveis de plasma/EDTA e plasma/heparina, que ndo tiveram diferengas entre si
(p>0,05). Entre o plasma/citrato de sddio e plasma/heparina ndo houve diferengas na contagem
de eritrdcitos (p>0,05), mas houve uma diminuicao significativa dos valores no plasma/EDTA
(p<0,05). Ja a contagem total de leucdcitos foi significativamente menor no plasma/citrato de
sodio (p<0,05), e entre plasma/EDTA e plasma heparina ndo houve diferencga (p>0,05). Quanto

ao diferencial dos leucocitos, ndo houve diferengas estatisticas entre os trés anticoagulantes
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avaliados.

Tabela 1. Valores médios, seguidos do desvio padrdo de volume globular (VG%); proteinas totais
plasmaticas (PTP — mg/dL); contagem total de hemacias; contagem total e diferencial de leucdcitos de
Ara ararauna adultas, consideradas higidas, amostras colhidas EDTA-K3, citrato de sédio e heparina
sodicos.

Sangue/Citrato de

o Sangue/EDTA-Kj; ) Sangue/Heparina
Variaveis sodio
(n=60) (n=60)
(n=60)
43,20 +
VG (%) 4,554 30,69 + 3,428 35,69 + 3,418
PTP (mg/dL) 4,07 +0,788 5,34 + 0,934 3,68 + 0,768
;‘?;f‘g:g " lg%ji'l_) de 5 38+0,68° 2,41+ 0,97° 2,57 + 0,685
IC;SZZ?:?teoT " 182;5"_) e g 30 45457 7,97 + 3,60P 8,41+4,87A
(n=10) (n=10) (n=10)
Heterofilos  absolutos
(x10%/uL) 7,49 +0,28" 6,20 +0,28" 6,72 + 0,324
Monocitos (x103/uL) 0,03 +0,03A 0,03 +0.01° 0,01 0,014
Linfdcitos (x103/uL) 1,60 £0,30" 1,63 £0,27A 1,31 £0,16"
Eosindfilos (x10%/uL) 0,21 £0,054 0,16 +£0,04* 0,21 0,064
Basofilos (x103/uL) 0,03 +0,034 0,01 0,014 0,01 £0,014
Pqt/RBC 0,008+0,003? 0.010+0.0022 0.010+0.0042

EDTA-K3- Acido etileno diaminotetracético (10%), Pqt- plaquetas; RBC- eritrocitos. Letras maiusculas
diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes pela ANOVA (SNK)e
mintsculas pelo teste SNK — Kruskal.

Bioquimica

Os resultados obtidos nas andlises bioquimicas encontram-se descritos nas Tabelas 2 e
3. Quando comparadas as amostras de soro e diferentes plasmas, ¢ possivel observar algumas
diferengas significativas (Tabela 2).

No plasma/EDTA-K3, a concentragdo de acido urico foi significativamente maior
(p<0,05), enquanto as concentracdes de albumina, ALT, AST, colesterol, fésforo, glicose,
magnésio, proteina total, triglicerideos e ureia foram significativamente inferiores (p<0,05) as
concentragdes séricas. A concentracdo do LDH ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05)
entre soro e plasma/EDTA.

Os analitos testados no plasma/citrato de sddio, em sua maioria, apresentaram redugao

significativa (p<0,05) em relag¢do ao soro. Foram eles acido urico, albumina, ALT, AST, célcio,
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colesterol, fosforo, glicose, proteina total, triglicerideos e ureia. Os analitos LDH e magnésio
nao demonstraram diferencas estatisticas (p>0,05) entre soro e plasma/citrato de sodio.

Ja o plasma/heparina teve reducao significativa (p<0,05) os valores dos analitos:
albumina, AST, calcio, colesterol, foésforo, glicose, magnésio, proteina total, triglicerideos e

ureia. Os valores de acido urico, ALT, e LDH ndo apresentaram diferenca estatistica (p>0,05).
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Tabela 2. Valores médios, seguidos do desvio padrdo de &cido drico (mg/dL), albumina (g/dL), alanina aminotransferase (ALT - UI/L), aspartato aminotransferase
(AST - UI/L), célcio (mEg/dL), colesterol (mg/dL), fésforo (mg/dL), glicose (mg/dL, lactato desidrogenase (LDH - UI/L), magnésio (mg/dL), proteina total (g/dL),
triglicerideos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de amostras de soro e plasma de Ara ararauna colhidos em EDTA-K3, citrato de sédio e heparina sédica

Soro EDTA-K; Citrato de sddio Heparina
ANALITOS (n=60) (n= 60) (n=60) (n=60)
. A B A A
Acido drico (mg/dL) 1,68+0,65 2,30£0,53 1,56+0,39 1,67+0,69
(1.03 - 2,33) (1.77 - 2.83) (1.17 - 1.95) (0.98 — 2.36)
A B C D
Albumina (g/dL) 1,40+0,16 1,26+0,13 1,04+0,10 0,7740,21
(1.24 - 1.56) (1.13-1,39) (0.94 -1.14) (0.56 —0.98)
ALT (UI/L) 106,28+28,52% 95,96+33,298 75,76+22,37¢ 106,93+29,19%
(77.76 — 134,8) (62.67 — 129.25) (53.39 - 98.13) (77.74 - 136.12)
AST (UIIL) 224,84+29,79* 212,02+33,71B 183,14+29,88°¢ 182,43+31,48°
(195,05 — 254.63) (178,31 — 245,73) (153,26 — 213,02) (151,05 - 213,91)
A B C
Calcio (mEg/dL) 8,39+0,97 i 3,3940,52 5,77+0,83
(7.42 - 9.36) (2.87 —3.91) (4,94 - 6.60)

Colesterol (mg/dL)
Fésforo (mg/dL)
Glicose (mg/dL)
LDH (UI/L)
Magnésio (mg/dL)
Proteina total (g/dL)
Triglicerideos (mg/dl)

Ureia (mg/dL)

158,91+32,14A
(126.77 — 191,05)
4,75+1,687
(3,07 - 6.43)
266,59+68,22°
(198.37 — 334.81)
83,78+59,49°8
(24.29 + 143.27)
3,440,894
(2.55 — 4.33)
3,650,464
(3.19 - 4.11)

252.14+299,67 4

7,43+4, 207
(3.21 - 11.65)

152,51+27,678
(124,84 — 180.18)
3,61+1,458
(2.16 - 5.06)
216,45+45,828
(170,63 — 262.27)
95,87+63,35"
(32.52 — 159,22)
0,740,288
(0.46 — 1.02)
3,380,368
(3.02 - 3.74)
162,88+146,838
(16.05 — 309.71)
6,29:+4.608
(2.23 - 10.89)

120,55+23,25¢
(97,30 — 143,80)
2,41+1,05¢
(1.36 — 3.46)
200,49+30,72°
(169.77 — 231,21)
87,23+49,33"
(37.90 — 136.56)
3,300,724
(2.58 — 4.02)
2,74+0,30°
(2.44 — 3.04)
117,52+64,20°
(53.32 - 181.72)
5,743,358
(2.39 - 9.09)

122,54+25,17¢
(97.37 — 147.71)
1,47+0,85°
(0.62 + 2.32)
194,82+31,90°
(162.92 — 226.72)
68,29+40,038
(28.26 — 108.32)
2,8+0,74¢
(2.06 — 3.54)
2,62:+0,31P
(2.31-2.93)
116,34+67,82¢
(48.52 — 184.16)
5,20+2,058
(2.34 - 8.24)

Andlise de variancia. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados.
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A Tabela 3 dispde os dados das médias das porcentagens de variagdo entre amostras de
soro ¢ plasmas analisados considerando-se uma variagdo de 10% como aceitavel (Jain &

Schalm, 1986).

Tabela 3. Diferenga percentual entre as amostras de soro e plasma colhido em EDTA-K?, citrato de
sddio e heparina sodica para acido Urico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), célcio
(mg/dL), colesterol (mg/dL), fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL),
proteina total (g/dL), triglicerideos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de Ara ararauna.

Plasma/Citrato

Analitos Plasma/EDTA-K3 de sodio Plasma/Heparina
(n=60) (n=60) (n=60)
Acido trico (mg/dL) 58,974 0,198 9,798
Albumina (g/dL) -9,644 -25,578 -44,87°
ALT (UI/L) -8,69% -24,648 4,59*
AST (UI/L) -5,80%* -18,788 -18,898
Calcio (mEg/dL) -58,844 -30,558
Colesterol (mg/dL) -3,264 -23,748 -22,238
Fosforo (mg/dL) -24,04 -51,948 -70,124
Glicose (mg/dL) -16,594 -21,56"8 -24,088
LDH (UI/L) 48,797 37,78 11,994
Magnésio (mg/dL) -80,78% -5,398 -19,648
Proteina total (g/dL) -7,394 -24,878 -27,60°
Triglicerideos (mg/dL) -11,184 -22,578 -23,678
Ureia (mg/dL) 21,01A _41728 -4,588

Valores negativos representam a redugdo e positivos representam acréscimo nas concentragdes dos
analitos quando comparadas amostras de soro tidas como de referéncia para o teste em questdo. Letras
diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados.

DISCUSSAO

Hematologia

O efeito entre anticoagulantes em aves foi pesquisado por Mafuvadze e Erlwanger
(2007) em 8 avestruzes; por Sabino et al. (2010), utilizando 20 avestruzes; por Harr et al. (2005),
em 10 araras e, por Guzman et al. (2008), em 20 papagaios. A escolha do anticoagulante ¢
importante, porém nao ha um consenso entre os autores. A maioria deles fornece dados que sao
insuficientes, principalmente quanto a metodologia utilizada para coleta e andlise das amostras

em relagdo a proporcdo e concentragdo de anticoagulantes; ao método utilizado para contagem



35

de elementos figurados; a conservacdo da amostra e, ainda, a metodologia de anélise. A falta de
dados em estudos similares em araras Canindé dificulta a discussdo dos resultados individuais.
Além disso, as divergéncias dos valores descritos na literatura limitam ainda mais a discussao.

A elevacdo dos valores VG (%) observada no plasma/EDTA em comparacdo ao sangue
total/heparina no presente estudo também foi observada por Mafuvadze e Erlwanger (2007) e
por Sabino et al. (2010) em avestruzes e por Guzman et al. (2008) em papagaios-de-hispaniola.
Assim como no presente estudo, eles verificaram que esse efeito pode ser associado a elevagao
do VCM, devido a tumefacao celular. O EDTA quela dos ions célcio, Jain (1993) explica que,
por ndo haver ativagdo da bomba de sodio e potassio, hd migracdo de adgua para o interior
celular. Isso provoca o aumento do tamanho e lise celulares. A hemolise ndo pode ser
incriminada nesta elevacao, pois nao foi observada nas amostras avaliadas.

No plasma/citrato de sédio, os niveis de PTP foram significativamente maiores (p<0,05)
em comparacao ao plasma/heparina e o plasma/EDTA. O nivel proteico entre plasma/EDTA e
plasma/heparina observado por Guzman et al. (2008) em papagaios-de-hispaniola tiveram
aumento significativo dos valores em comparacdo ao plasma/heparina. Lumeij e Bruijne (1985)
relatam que a acuracia do método de refratometria em aves ¢ considerada reduzida. Como
quanto maior a concentracao de glicose, menor a de proteinas plasmaticas em aves, correlagdes
entre o refratdbmetro e o método de biureto podem ndo ser possiveis em algumas espécies
(Lumetij e Maclean, 1996). Entretanto, a refratometria deve ser sempre considerada, ja que se
trata de uma metodologia rapida para a determinac¢do de uma estimativa da proteina em fluidos
(Lumeij e Bruijne, 1985). Segundo Guzman et al. (2008), as concentragdes de proteinas totais
devem ser determinadas por eletroforese. Nenhum dos autores consultados menciona a
influéncia do citrato sobre a refratometria de proteinas e as justificativas apresentadas, tais como
a influéncia da glicemia, ndo foram observadas neste estudo. Pelo contrario, valores de glicemia
em amostras em citrato foram inferiores a amostras séricas e coletadas em EDTA (Ver Tabela
3).

Quanto a contagem de eritrdcitos, houve diminuigdo significativa dos valores no sangue
total EDTA, quando comparado aos resultados do plasma/citrato de sodio e plasma/heparina.
Harr et al. (2005) ndo observaram resultados semelhantes, ndo havendo diferenga entre os trés
anticoagulantes testados.

A contagem total de leucocitos foi significativamente maior (p<0,05) onde? quando
comparada com o plasma/heparina. Nenhum dos autores consultados menciona a influéncia do
citrato sobre a refratometria de proteinas e as justificativas apresentadas, tais como a influéncia

da glicemia, ndo foram observadas neste estudo. Pelo contrario, valores de glicemia em
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amostras em citrato foram inferiores a amostras séricas e coletadas em EDTA (Ver Tabela 3).
A contagem total de leucocitos foi significativamente menor (p<0,05) em amostras
coletadas em citrato de sddio do que em EDTA ou heparina. Harr et al. (2005), descreveram
alteragdes no eritrograma, com incidéncia de hemolise, em amostras de araras coletadas em
citrato de sodio. Guzman et al. (2008), recomendaram a heparina de litio como anticoagulante
para essas aves, sugerindo que os demais possam alterar concentragdo de proteina plasmatica,
VG (%) e a contagem de linfocitos, entretanto nada foi relatado a respeito da contagem total de
leucocitos. Na avaliacdo da contagem diferencial, ndo foram observadas diferencas estatisticas,
nem a ocorréncia de agregados celulares em laminas oriundas de amostras com citratos. Pelo
contrario, 65% das amostras que apresentaram agregados celulares eram provenientes de
coletas com heparina, o que pode ter comprometido a contagem total de leucocitos. J4 amostras
coletadas em EDTA apresentaram intensas alteragdes morfoldgicas em trombdceitos. Dessa
forma, a diferenga observada pode ter sido resultado de alteragdes morfoldgicas e/ou agregacao
celulares que comprometeram a dilui¢do ou a identificagdo dos leucocitos na camara de

Neubauer.

Bioquimica

A comparagdo entre plasma e soro para a analise bioquimica vem sendo pesquisada para
inimeras espécies (Laborde et al., 1995, Young e Bernes 1998; Morris et al., 2002; Ceron et al.,
2004; Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 2007b; Mohri et al., 2009a; Mohri et al., 2009b; Mohri

e Rezapoor, 2009; Padilla et al., 2009) porém os estudos ainda demonstram ser controversos e

inconclusivos.

A dosagem de acido turico no plasma/EDTA foi significativamente maior em
comparagao ao soro, enquanto no plasma/citrato de sddio, o resultado foi significativamente
menor ¢ no plasma/heparina ndo houve diferenca estatistica. O aumento do valor do &cido Urico
encontrado no plasma/EDTA de araras ndo possui um mecanismo claro e ndo foi encontrado
trabalho que dosasse o analitos em plasma/EDTA para poder discutir mais profundamente

nossos resultados.

Os valores de albumina nos trés anticoagulantes pesquisados foram significativamente
menores. Apesar do presente estudo demonstrar diminui¢do significativa da concentragao valor
de albumina, ele nao foi observado em caes, cavalos, vacas, camelos ou ovelhas espécies

(Laborde et al., 1995, Young e Bernes 1998; Morris et al., 2002; Cerén et al., 2004; Mohri et
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al., 2007a; Mohri et al., 2007b; Mohri et al., 2009b; Mohri e Rezapoor, 2009; Padilla et al.,
2009). Essa diferenca deve ser associada a particularidades da espécie. Segundo Lumeij e
Overduin, (1990), o0 método do verde de bromocresol ainda ndo é validado para aves, sendo a
disparidade associada, principalmente pelo controle e padrdo usados serem de humanos. Além
disso, a albumina aviaria possui uma afinidade diferente ao corante verde de bromocresol,
sendo assim recomendado o uso do gel de eletroforese para determinacdo de albumina
(Guzmanet al., 2008).

As atividades das transaminases AST e ALT no plasma/EDTA de araras apresentaram
diminui¢do significativa quando comparadas ao soro, enquanto no plasma/citrato de sodio
houve diminui¢do somente na AST. O mesmo resultado foi encontrado em cavalos (Mohri et
al., 2007a). Em vacas e ovelhas, somente a atividade da AST foi analisada e foi observada a
diminuicdo significativa quando comparada ao soro (Mohri et al., 2007b; Mohri e Rezapoor,
2009). Segundo Mohri et al. (2007a), o EDTA quela ndo somente o célcio, mas também os ions
magnésio, zinco e ferro, necessarios como cofatores para a atividade das enzimas mencionadas,
0 que poderia justificar a diferenca observada neste estudo ao se comparar amostras de
plasma/EDTA e soro.

Dentre os minerais, 0 magnesio foi testado no plasma/EDTA de cavalo, camelo e ovelha
e, em todas as espécies (Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 2009b; Mohri e Rezapoor, 2009), 0s
valores de magnésio tiveram reducédo dos valores quando comparados ao soro no plasma/EDTA
e no plasma/citrato de sddio, corroborando os resultados encontrados no presente estudo. Esse
achado provavelmente foi ocasionado pelo efeito quelante do EDTA de ions fortes, como ja
discutido anteriormente.

O fésforo teve diminuicdo na dosagem nos trés anticoagulantes, assim como observado
por Céron et al. (2004) e Mohri et al. (2009b), em amostras de sangue de cdes e camelos. A
diminuicdo do fosforo pode também ser associada ao efeito quelante do EDTA (Mobhri et al.,
2009b). Entretanto, Mohri et al. (2007a), em pesquisa de anticoagulantes em cavalos, nao
observaram diferenca estatistica entre soro e plasma/EDTA.

A diminuicdo significativa vista nos niveis de colesterol no plasma/EDTA,
plasma/citrato de sodio e plasma/heparina quando comparados ao soro de araras, também foi
observada no plasma/EDTA de ovelhas Morris et al. (2002) e cavalos Mohri et al. (2007a).
Entretanto, ele ndo foi observado em amostras de plasma/EDTA de caes (Céron, 2004), camelos
(Mohri et al., 2009b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009). Dessa forma, parece haver diferenca
entre as espécies animais com relagao aos efeitos do EDTA, citrato de sédio e heparina sobre

as analises bioquimicas de colesterol.
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Segundo Burtis et al. (2008), o anticoagulante padrdo para dosagem de glicose é o
fluoreto de sddio, pois inibe a glicolise anaerdbica pelos eritrocitos. Entretanto, Jain ¢ Schalm
(1986) relata que, desde que a separacao da fracdo liquida ocorra imediatamente apds a coleta,
ndo haverd reducdo da concentracdo de glicose, pois ndo haverd consumo pelas células
sanguineas, especialmente pelos eritrocitos. As concentragdes de glicose no plasma/EDTA,
plasma/citrato de sodio e plasma/heparina apresentaram diminuicao significativa em relagdo ao
soro. Mohri et al. (2007a), ao testarem os niveis de glicose de cavalos, obtiveram resultados
semelhantes quanto a reducdo nos niveis de glicose plasmatica em comparacdo ao soro. Ja
Morris et al. (2002) relataram aumento no nivel de glicose no plasma/EDTA de ovinos, sendo
esses resultados associados a ocorréncia de hemdolise. Dentre os plasmas avaliados, o coletado
em heparina apresentou a maior diferenga observada, com uma diminui¢do de 24% em
comparagao a amostras de soro (Tabela 4).

Resultados semelhantes a reducao dos valores do plasma/EDTA em comparagao ao soro
de proteinas totais das araras foram encontrados em cavalos (Mohri et al., 2007a), vacas (Mohri
et al., 2007b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009), sendo essa diminui¢do de 6,93%, 7,60% ¢
1,93%. Ja em caes (Ceron et al., 2004), camelos (Mohri et al., 2009b) ¢ ovelhas (Mohri e
Rezapoor, 2009) ndo houve diferenca estatistica. As diferencas entre espécies podem ser fatores
que contribuiram para isso.

A avaliacdo do plasma/EDTA em ovelhas obteve resultado semelhante aos encontrados
no plasma de araras, com diminuicdo significativa dos valores de triglicerideos, quando
comparados as amostras de soro (Laborde et al., 1995; Morris et al., 2002). Estudos sobre o
efeito de plasma/EDTA nos niveis de triglicerideos de cées, cavalos e camelos ndo relatam
haver diferenca significativa entre soro e plasma (Céron et al., 2004; Mohri et al, 2007a; Mobhri
et al., 2009b). Os resultados de triglicerideos em araras demonstraram uma variavel bastante
instavel para a espécie, com coeficientes de variagdo acima de 90%, inclusive em amostras de
Soro.

Os valores de ureia no presente estudo apresentaram uma reducdo significativa em
plasma/EDTA. Resultados similares foram observados em estudos utilizando-se amostras de
sangue de vacas e ovelhas (Mohri, 2007b; Mohri e Rezapoor, 2009). Em cées, Cer6n et al.
(2004) e, em ovelhas, Laborde et al. (1995), esses autores relataram nédo haver diferenca entre
plasma/EDTA e soro. No presente estudo, 0 mecanismo exato que possa explicar essa diferenca
estatistica nos analitos glicose, proteinas totais, ureia e colesterol ndo é claro, mas pode estar
associado a diferenca entre espécies, contribuindo para as variagdes encontradas.

A comparacao estatistica do plasma/citrato de s6dio com o soro demonstrou que 10
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analitos testados tiveram uma diminuicdo estatistica de valores quando comparados ao soro.
Esses resultados corroboram aos encontrados por Céron et al. (2004); Mohri et al. (2007a);
Mohri et al. (2007b); Mohri et al. (2009a); Mohri et al. (2009b) e Mohri e Rezapoor, (2009),
que observaram reducdo significativa de valores para os seguintes analitos: célcio, fosforo,
magnésio, ferro, cloreto, glicose, acido urico, proteinas totais, albumina, acetilcolinesterase,
lipase, amilase, ALP, ALT, AST, creatina quinase (CK), gama glutamiltransferase (GGT),
colesterol, triglicerideos, bilirrubina totais e creatinina, associando este achado a hemodiluigao,
devido a alta concentragdo de anticoagulante utilizada necessaria (1:9). Se considerarmos, no
entanto, os volumes de anticoagulantes utilizados, veremos que a mesma hemodilui¢do, que
possivelmente tenha ocorrido com o uso de citrato de sédio (1:8,3), ocorreu com o uso de EDTA
(1:10) e heparina (1:5), ja que foram adicionados ImL de amostra de sangue em 120 uL, 100
uL e 200uL de anticoagulante, respectivamente.

Os valores bioquimicos de albumina, AST, calcio, colesterol, fésforo, glicose,
magnésio, proteinas totais, triglicerideos e ureia no plasma/heparina de araras, quando
comparados ao soro, demonstraram diminui¢do significativa. Céron et al. (2004) encontrou
resultados divergentes em cdes, em que a heparina e o soro apresentaram diferengas estatisticas
apenas nos valores de albumina, potassio, célcio e acetilcolinesterase. Em cavalos, Mohri et al.
(2007a), ao compararem plasma/heparina ao soro, encontraram que para a maioria dos analitos
testados nao houve diferengas estatisticas. Entretanto, os valores de BUN, bilirrubina totais,
ALT e CK apresentaram uma diminui¢ao significativa. A semelhanca entre plasma/heparina e
soro também foi observada em plasma de avestruzes, como descrito por Mobhri et al. (2009a),
exceto pela diminuigdo nos niveis de glicose, proteinas totais, albumina e fosforo. A diminuigao
significativa de ureia, creatinina e proteinas totais e o aumento de bilirrubina foram descritos
por Mohri et al. (2007b) em vacas. J4 em camelos, Mohri et al. (2009b) observaram um aumento
significativo nas atividades da CK e diminui¢ao da atividade da GGT, além de diminui¢ao das
concentragdes de colesterol, creatinina e cloreto. Na avaliagao de ovelhas, o plasma/heparina,
como na maioria das espécies estudadas por Mohri e Rezapoor (2009) apresentou o melhor
resultado tendo somente aumento significativo nos valores de albumina.

Ao comparar os resultados apresentados pelo EDTA, pelo citrato de sodio e pela
heparina ao soro, a redugao significativa dos valores obtidos ¢ visivel em praticamente todos os
analitos pesquisados (Ver Tabela 4). Jain e Schalm (1986) considera que, para que a diferenca
seja clinicamente significativa, ela deve ser superior a 10% do valor do soro; sendo assim, os
resultados obtidos neste estudo sugerem que o EDTA seja o melhor substituto ao soro na

bioquimica de araras, pois apresentaram em cinco analitos resultados dentro da variagdo
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proposta por Jain (1993). Finalmente, mesmo com a reducao desses valores ¢ possivel utilizar
esses resultados para aplicagdes praticas, flexibilizando ou aumentando sua margem de

utilizagao.

CONCLUSOES

Tendo em vista os pardmetros que delimitam a conducgéo deste estudo, é possivel concluir que:

1. EDTA é o melhor anticoagulante para a realizacdo do hemograma de araras;

2. Citrato de sodio e heparina sdo semelhantes na avaliagcdo da hematimetria de araras,
resultando em valores menores que 0s obtidos em amostras com EDTA,;

3. Dentre os anticoagulantes analisados, 0 EDTA se mostrou valido para um maior nimero
de analises bioquimicas do que citrato de sodio e heparina sddicas;

4. O EDTA ¢ o anticoagulante de escolha para realizacdo de anélises hematoldgicas e
bioguimicas de araras Caninde.
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CAPITULO 2:
Avaliacao hematologica e bioquimica de Trachemys scripta spp com o uso

citrato de sodio, EDTA-K3 e heparina sodica como anticoagulantes.

REVISAO DE LITERATURA

O Brasil possui a quinta maior diversidade de répteis do mundo, registrando 468 das
6400 espécies descritas para esta classe. Esse numero tende a ser maior, pois existem outras
espécies a serem descobertas em todos os biomas brasileiros, sobretudo na Amazénia. Um
levantamento realizado em 2002 relata 34 espécies de quelonios no Brasil, sendo cinco
marinhas, duas terrestres e vinte e sete limnicas (Pinto, 2002; Valle et al., 2008).

Os quelonios estao expostos a inimeros impactos, diretos e indiretos, que podem ter
efeito sobre os animais e suas areas de alimentagdo, desova, hibernacao, entre outros. Esses
impactos podem influenciar as espécies em todos os seus estagios de vida, de forma cumulativa,
amplificando o efeito sobre as populagdes. A fragmentacdo e a degradacdo dos habitats, a
alteracao da qualidade da 4gua, a ocupacdo desordenada dos pontos de desova, o consumo de
carne e derivados, o trafico destinado a animais de estimagao e a mortalidade por atropelamento
sdo apenas alguns dos fatores aos quais os quelonios estao expostos (Bager, 2003).

O género Trachemys foi descrito por Agassiz em 1857, sendo representado por seis
espécies de cagados. E um género de ampla distribui¢io, ocorrendo em todas as Américas. As
Trachemys spp sdao animais limnicos; possuem porte de médio a grande, sendo identificadas
principalmente pelas faixas de ambos os lados da cabeca, em tons de vermelho, laranja ou
amarelos. As fémeas sdo maiores que os machos, que t€ém cauda longa e garras proeminentes
nos membros anteriores, caracteristicas para facilitar a copula (Ernst e Barbour, 1989 apud
Souza, 2006). A Trachemys scripta elegans € originaria do sul dos Estados Unidos da América
e do norte do México. Entretanto, devido ao trafico internacional de animais, chegou ao Brasil,
onde se adaptou muito bem e representa risco as espécies nativas - Trachemys scripta dorbignyi

por competi¢do interespecifica (Souza, 2000).

Avaliacio laboratorial de Répteis

A utilizagdo parametros hematoldgicos e bioquimicos para avaliagao da saude e estado
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clinico de repteis, especialmente tartarugas, ¢ essencial por representar uma ferramenta
diagnéstica importante devido as caracteristicas e particularidades da espécie (Lopez-Olvera et
al., 2003). O estabelecimento de valores de referéncia e a padronizagao da coleta de amostras
podem ser uteis em inimeros campos, desde a pratica clinica para animais em centros de
reabilitacdo até a avaliacdo de animais de producdo, representando um importante indicador
ambiental, uma vez que estas espécies sdo sensiveis as mudangas de habitat (Dickinson et al.,
2002).

Entretanto, inumeros fatores, intrinsecos e extrinsecos, dificultam o estabelecimento de
valores de referéncias para essas espécies. Para minimizar os efeitos como idade, sexo, espécie,
estagdo do ano, habitat, dieta e temperatura, a padronizagdo do local da coleta e as técnicas irao
aprimorar a acuracia (Gottdenker e Jacobson, 1995) desses valores.

Quanto a analise hematologica de répteis, os anticoagulantes utilizados com mais
frequéncia sao heparina de sédio, litio e amdnia; EDTA dissodico, dipotassico ou tripotassico;
citrato de sddio ou oxalato (Horne e Findisen, 1977). Segundo Harr et al. (2005), o EDTA ou a
heparina de litio podem ser utilizados para a analise hematoldgica de tartarugas e tigres d’agua.
Entretanto, o EDTA pode induzir hemdlise in vitro, e a heparina pode causar aglutinagcdo de
trombocitos e leucdcitos e alterar a coloracdo dos esfregacos. Hanley et al. (2004) ao
compararem o efeito do EDTA ou heparina de litio sobre os valores de hematologia de iguanas,
constataram que o EDTA apresentou resultados compativeis aos vistos no esfregaco, sendo
melhor que a heparina. Em queldnios, a heparina de litio tem sido utilizada como anticoagulante
de escolha devido a hemdlise causada pelo EDTA (Jacobson, 1987; Muro et al., 1998). A
heparina de litio deve ser usada como anticoagulante quando a mesma amostra de sangue sera
usada para andlises bioquimicas, pois as heparinas de potdssio ou sddio podem interferir na
determinagao de eletrolitos (Rovira, 2010).

A avaliag@o da bioquimica sanguinea pode ser realizada com a utilizag¢do de plasma ou
de soro. O soro representa a fracdo obtida apds centrifugagdo de uma amostra de sangue
coagulado, sendo a amostra preferida para as analises bioquimicas. Entretanto, o plasma, pode
ser um material igualmente 1til e, em certas condi¢des, até preferivel ao soro. Ambos sdo
similares, porém o plasma contém fatores de coagulagdo e um anticoagulante que ndo estdo
presentes no soro. A maioria dos analitos, tanto no soro quanto no plasma de mamiferos, ¢
similar, desde que o sangue seja manipulado de forma padronizada e a separagdo das células
ocorra em até 2 horas (Young e Bermes, 2008).

E ideal que as amostras de sangue para realizacio de analises hematimétricas e

bioquimicas sejam coletadas separadamente, entretanto, como isso nem sempre ¢ possivel,
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indica-se a coleta de uma unica amostra que permita o maior nimero de analises (Mohri et al.,
2009a). Independentemente de a amostra utilizada ser de plasma ou de soro, a separacao deve
ocorrer 0 quanto antes para minimizar a hemolise, uma vez que ela pode causar inimeras
interferéncias nas dosagens de analitos como LDH, AST e ALT sejam por aumento na atividade

ou por isoenzimas.

Grande parte dos laboratorios prefere o uso do soro, pois a presenca do anticoagulante
pode causar interferéncias nos métodos analiticos. Entretanto, o plasma acaba sendo mais
utilizado devido a dificuldade na obtengdo de amostras suficientes para preenchimento dos
tubos de coleta ou, ainda, pela possibilidade de serem necessarios novos testes além daqueles
previstos inicialmente (Cerdn et al, 2004). O uso do plasma também ¢ vantajoso por eliminar
algumas limita¢des associadas a utilizacdo do soro, tais como: (a) a separa¢do do plasma e do
soluto ¢ mais rdpida, devido a presenca do anticoagulante, reduzindo as interferéncias causadas
pelo metabolismo celular (b) a presenca de codgulos de fibrina na amostra analisada é reduzida
e (c) o rendimento da fragdo liquida ¢ elevado. H4 um ganho de 15 a 20% no volume de
amostras de plasma, quando comparadas ao volume de soro (Fudge, 2000; Boyanton e Blick,

2002, Young e Bermes, 2008).

Os mesmos fatores relacionados no capitulo 1 como motivos que dificultam a coleta e
a interpretacdo de exames laboratoriais sdo evidenciados em relagdo aos quelonios. Estes
incluem: a dificuldade de coleta de amostras; a auséncia de técnica laboratorial eficiente para
pequenos volumes de amostras; a falta de valores de referéncia para interpretagdo; e a
ocorréncia de hemolise e de fibrina devido ao processo de coleta e/ou separagdo da fracdo

liquida (Fudge, 2000; Gonzalez e Silva, 2008).

Para procedimentos hematologicos, o sangue deve ser coletado em tubos contendo
anticoagulantes. As células sanguineas de alguns animais reagem a anticoagulantes, mas o uso
de tubos sem anticoagulantes para bioquimica de animais selvagens pode ser prejudicado pela
possibilidade de hemolise durante o processo, comprometendo as analises (Gonzalez e Silva,
2008). Além disso, a ocorréncia de uma fibrina gelificante do soro pode comprometer a

qualidade da amostra para o teste de bioquimica (Fudge, 2000).

Os anticoagulantes utilizados em hematologia humana e de outros mamiferos sdo os sais
de 4cido etilenodiamino tetra-acético potassico (EDTA-K?) ou sédico (EDTA-Na?). A heparina
¢ utilizada para bioquimica clinica. O citrato de so6dio ¢ necessario para estudos referentes aos
tempos de coagulacdo e testes de agregagdo plaquetarios (Cerdn et al., 2004; Mohri et al.,

2007a; Burtis et al., 2008).
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Tendo em vista essas consideragdes, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos
dos anticoagulantes EDTA-K3, citrato de sédio e heparina sédicos sobre os parametros

hematologicos e bioquimicos de tigres d’agua.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pelo IBAMA através do Sistema de Autorizagdo e
Informacao em Biodiversidade - SISBIO, sob n°® 32233, e pelas normas da Universidade Federal
de Minas Gerais - UFMG pelo CEU 80/2012.

Animais

Foram utilizados setenta tigres d'agua (Trachemys scripta spp) adultos, higidos, de
ambos os sexos, provenientes do CETAS do IBAMA-MG em Belo Horizonte — MG (Figura 5).
Os animais tinham peso médio de 1,1 kg e estavam acondicionados em recinto proprio. Foram
realizadas quatro coletas, de 15 animais cada, durante os meses de junho e julho de 2012. As
coletas foram realizadas durante o periodo da manha a fim de minimizar o efeito da temperatura

ambiente sobre 0s animais.

Figura 4. Recinto de répteis do Centro de Triagem de
Animais Silvestres do IBAMA de Belo Horizonte - MG
(Arquivo pessoal).
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Contencao e coleta das amostras

Os animais foram retirados do tanque com auxilio de uma rede e colocados em uma
caixa plastica para serem identificados de forma a evitar que o mesmo animal fosse
puncionando duas vezes. Para a coleta de amostras, a conten¢ao foi manual (Figura 6). Foram
coletados cerca de 3 mL de sangue, ndo excedendo os 10% do peso vivo do animal (Thrall et
al., 2007), através do plexo do seio cervical, tomando-se cuidado para que a contaminagdo de
linfa fosse minima. Foi utilizado seringa de 3 mL e agulha 25x8, lavada internamente com

heparina sdédica para prevenir a coagulacdo imediata.

Figura 5. Contencao e coleta de sangue através do plexo do seio cervical
em Trachemys spp (Arquivo pessoal).

Distribuicao e transporte das amostras

Ap0s a coleta, o sangue foi distribuido em quatro frascos de 0,5 mL contendo: (1) 50ul
de EDTA-K3 a 10%; (2) 60ul de citrato de so6dio a 3,8%; (3) 100ul de heparina sodica; (4) frasco
sem coagulante para obten¢ao do soro. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeragao em
caixas térmicas durante o transporte até o laboratério de Patologia Clinica da Escola de

Veterinaria da UFMG para posterior processamento.

Analises hematologicas

O sangue, apds atingir a temperatura ambiente, foi homogeneizado e em seguida foram
confeccionados esfregagos sanguineos, um para cada anticoagulante. Também foram
preenchidos micro capilares para determinag¢do do VG (%) pela técnica de micro hematocrito e
determinagdo da proteina plasmatica total por refratometria. Entdo, 20ul de sangue foram

aliquotados em ImL de solu¢do de dilui¢ao Dacie (Jain e Schalm, 1986) para contagem dos
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eritrocitos e leucdcitos totais em hemocitdmetro. Os procedimentos hematoldgicos foram

realizados em prazo maximo de 6 horas apds a coleta.

A contagem de eritrdcitos e leucocitos foi realizada em microscopio 6ptico sob aumento
de 40x em hemocitdmetro em prazo maximo de 24 horas apos a coleta, o que foi possivel devido
a presenca de formol na solu¢do de Dacie. A leitura foi feita conforme a técnica descrita para

mamiferos.
Analises bioquimicas

Uma vez ocorrido o processamento para hematologia, as amostras foram centrifugadas
e preparadas para as analises bioquimicas. A centrifugacdo foi realizada inicialmente a 1000
rpm, durante 1 minuto, ¢ a 4000rpm durante 4 minutos, para a obten¢ao do plasma nas amostras
com anticoagulantes e para obten¢do do soro na amostra sem anticoagulante, respectivamente.
O protocolo de centrifugacdo foi adotado a fim de minimizar a ocorréncia de hemolise. O
plasma e o soro foram entdo refrigerados a 4°C para posterior processamento do perfil

bioquimico.

Apds a separagdo, 0 processamento bioquimico ocorreu em prazo maximo de uma
semana. Foram dosados os seguintes analitos por técnica de colorimétrica: albumina, proteinas
totais, ureia, creatinina, glicose, ALT, AST, acido urico, colesterol, triglicerideos ¢ LDH. Os
demais analitos, fosforo, calcio e magnésio, foram dosados por método cinético em aparelho de
bioquimica automatico Cobas Mira Plus®, utilizando kits comerciais Synermed®, ja validados

pelo laboratério de patologia clinica da EV-UFMG.

Para comparagao entre as amostras e possivelmente sua valida¢do, foram calculados os
valores de porcentagem de variagdo. Dessa forma, o soro foi tido como referéncia para a
bioquimica, para mensurar o percentual de variacdes entre soro e os anticoagulantes
pesquisados. Os valores resultantes foram apresentados como negativos e positivos, quando

havia decréscimo ou acréscimo nesses valores, comparados as amostras-padrao.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos, ao acaso, utilizando-se animais adultos de
ambos os sexos. Como a comparacao foi feita entre amostras de um mesmo animal, o
experimento foi considerado pareado. Os resultados considerados normais pelos testes de

Komolgorov Smirnov ¢ homocedasticos pelo teste de Shapiro-Wilk na hematologia e na
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bioquimica foram, entdo, submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e posteriormente ao teste
Student-Newman-Keuls. Os resultados que ndo apresentaram distribuicdo normal ou
homocedastica foram transformados pela multiplicacao do log (10) e submetidos aos mesmos
testes anteriormente descritos. Toda a analise estatistica foi realizada considerando-se a margem

de significancia de 5%.
RESULTADOS

Hematologia

A tabela 4 dispde os valores médios dos indices hematimétricos, proteinas totais, VG
(%) e contagem total de eritrocitos e leucocitos, além das porcentagens da contagem diferencial
dos leucocitos.

O valor de VG no plasma/EDTA foi significativamente maior (p<0,05) que no
plasma/citrato de sddio e plasma/heparina, sendo estes estatisticamente iguais (p>0,05). Nas
dosagens das PTP, ndao houve diferengas entre os trés anticoagulantes avaliados (p>0,05). Entre
o plasma/EDTA e os plasmas/heparina e citrato de sodio houve diferencas significativas na
contagem de eritrocitos (p<0,05). A contagem total de leucdcitos foi significativamente maior
no plasma/citrato de so6dio (p<0,05), quando comparado as amostras coletadas no citrato de
sodio e na heparina, que se mostraram equivalentes (p>0,05). Na andlise diferencial de

leucoécitos, houve similaridade estatistica para os trés anticoagulantes avaliados (p>0,05).
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Tabela 4. Valores médios, seguidos do desvio padrdo de volume globular (VG%); proteinas totais
plasmaticas (PTP — mg/dL); contagem total de eritrécitos(x10%uL); contagem total e diferencial de
leucdécitos; de Trachemys spp utilizando-se os em EDTA-KS3, citrato de sodio e heparina de sodio.

Plasma/Citrato de

Variaveis Plasma/EDTA-Ks sédio Plasma/Heparina
(n=60) (n=60) (n=60)
A C BC
VG (%) 17,77 + 5,35 14,47+4,02 15,38+4,64
A A A
PTP (mg/dL) 4,00+ 1,80 4,76+1,23 4,44+2,16
Contagem ftotal de 545, 1 g6 3,391,508 3.37+1,098
eritrocitos (x10°/uL)
Contrilg_em total de 745+ 5,020 13,79+6,56® 7.20+3 434
Leucécitos (x10%/uL)
(n=10) (n=10) (n=10)
Heterofilos absolutos 433 + 0455 3.99 + 0.88A 4.80 < 1.39%
(x105/pL) ’ ’ ’ ’ ’ ’
a a A
Monécitos (x105/uL) 0,06 + 0,06 0,08 + 0,10 0,09+ 0,11
A A A
Linfécitos (x10%/uL) 1,87+0,74 2,19£1,22 2,15+ 0,78
Eosinofilos (x10%/uL) 3,72+ 0,76" 3,70+ 0,87 2,87+ 0,90°
Bas6filos (x10%/uL) 0,03+ 0,04° 0,04+ 0,06" 0,09+ 0,11°

Andlise de variancia. Letras diferentes representam diferenga significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados.

Bioquimica

Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 5 e 6. Quando comparadas as amostras
de soro e de diferentes plasmas, podem-se observar diferencas significativas.

No plasma/EDTA-K3, a concentragdo de ALT, AST e LDH foi significativamente maior
(p<0,05) que o valor dessa concentragao obtida no soro, enquanto para glicose e magnésio, 0s
valores foram significativamente menores (p<0,05) em relacdo ao soro. Em relacao a acido
urico, albumina, fésforo e proteina total ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre amostras
de soro e plasma.

No plasma/citrato de sédio, a concentragdo de célcio, fosforo, magnésio e proteina total
foi significativamente menor (p<0,05) em comparacao ao soro. Somente albumina apresentou
valor significativamente maior (p<0,05) e os valores das transaminases ALT e AST ndo
demonstram diferencgas estatisticas (p>0,05).

No plasma/heparina, a concentracdo de albumina, glicose, LDH, magnésio e proteina

total foi significativamente menor (p<0,05), em relacdo ao soro. J& o valor da albumina foi



significativamente maior.
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Tabela 5. Valores médios, seguidos do desvio padréo de acido drico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), calcio (mEg/dL), colesterol (mg/dL),
fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteina total (g/dL), triglicerideos (mg/dl), ureia (mg/dL) de amostras de Trachemys spp.

no soro e plasma colhidos em EDTA-K3, citrato de sddio e heparina de sodio.

Soro
Analitos Plasma/EDTA-K; Plasma/Citrato de sddio Plasma/Heparina
(n=60) (n=60) (n=60) (n=60)
L 1.12+0.52% 1,15+0.43* 1.18+0.38* 1.24+0.42*
Acido drico (mg/dL)
(0,6 — 1,64) (0,72 - 1,58) (0,8 — 1,56) (0,82 - 1,66)
) 1.19+0.344 1.25+0.414 1.54+0,89 8 1,90+0.75°¢
Albumina (g/dL)
(0,85-1,53) (0,84 —1,66) (0,65-2,43) (1,15-2,65)
57.39+31,25% 68.85+35,508 57.18+25.634 55,85+24,85%
ALT (UI/L)
(26,14 — 88,64) (33,35 —104,35) (31,55 —189,96) (31,0-80,7)
119,03+54.714 133,49+56.478 120,01+51,09* 105,16+44.16"
AST (UI/L)
(64,32 —173,74) (77,02 — 189,96) (68,92 -171,1) (61 —149,32)
) 11.28+2.57A 7.53+1.578 9.73+2.02°¢
Caélcio (mEg/L) -
(8,71 -13,85) (5,96 -9,1) (7,71 -11,75)
128.55+76.924 128,02+78,88" 125.14+73,58% 114,39+76,408
Colesterol (mg/dL)
(51,63 — 205,47) (49,14 — 206,9) (51,56 —198,72) (37,99 —190,79)
. 2,77+1,0778 3.69+2.394 2.47+1.708 2,50+2,69¢
Fosforo (mEg/L)
(1,7-3,84) (1,3-6,08) (0,77 —4,17) (-0,19 - 5,19)
] 41,11+19,08* 34,66+15,258 34.17+16,168 30,89+14,44¢
Glicose (mg/dL)
(22,03 -60,19) (19,41 -49,91) (18,01 -50,33) (16,45 — 45,33)
LDH (UIL) 592,68+282,20* 684,95+352,308 588,53+268,55* 499,85+264,20¢
(313,48 — 874,88) (332,65 - 1037,25) (319,98 — 857,08) (235,65 — 764,05)
4,01+0.874 0.31+0.37® 3.73+0,98¢ 2.96+0.99°

Magnésio (mEg/L)




(3,14 — 4,88)
3.37+0,83"
(2,54 - 4,2)

214.01+190,40°8
(23,61 — 402,83)
21,20+14.65”

(6,55 — 35,85)

Proteina total (g/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Ureia (mg/dL)

(-0,06 — 0,68)
3.32+0,937
(2,39 — 4,25)
215,22+187,614
(27,61+402,83)
22,84+14,84A
(8 — 37,68)

(2,75 - 4,71)
2.94+1.118
(1,83 - 4,05)
226.32+212.80°C
(13,52 — 439,12)
22,34+13,90°
(8,44 — 36,24)

(1,97 + 3,95)
3.00+0.768
(2,24 - 3,76)
209,64+196,50
(13,14 — 406,14)
19,74£12,21A
(7,53 — 31,95)

51

Analise de variancia. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. Os valores de ALT, fosforo e triglicerideos

- analise por Kruskal Wallis (ndo paramétrico).
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A Tabela 6 dispde os dados apds a obtencdo dos resultados entre as médias das
porcentagens de variagdo, entre amostras de soro e plasmas analisados. Considerando-se uma
variagdo de 10% como aceitavel (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA
apresentaram resultados semelhantes aos do soro para: albumina, colesterol, glicose, proteina
total e triglicerideos (5/13 analitos). No plasma/citrato de sodio, para ALT, AST, colesterol,
glicose, LDH, magnésio, triglicerideos e ureia o resultado foi também semelhante (8/13
analitos). No plasma/heparina, o mesmo padrao se repetiu (7/13 analitos) em relagcdo a ALT,
AST, colesterol, fosforo, proteina total, triglicerideos e ureia. O analito calcio ndo apresenta

estabilidade em amostras de plasma.

Tabela 6. Diferenga percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-K3, citrato de sédio e
heparina sodica para &cido drico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), calcio (mEg/dL),
colesterol (mg/dL), fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteina total
(g/dL), triglicerideos (mg/dl), ureia (mg/dL)

Plasma/Citrato

Analitos Plasma/EDTA-K3 de sodio Plasma/Heparina
(n=60) (n=60) (n=60)
Acido Urico (mg/dL) 10,79 24,63 28,75
Albumina (g/dL) 5,67 33,77 63,26
ALT (UI/L) 36,73 5,65 9,50
AST (UI/L) 12,63 -0,36 -8,71
Célcio (mEg/L) 0 -32,54 -12,94
Colesterol (mg/dL) -0,38 -3,86 -8,21
Fosforo (mEqQ/L) 42,64 -12,08 10,21
Glicose (mg/dL) -8,63 -7,79 -19,72
LDH (UI/L) 26,21 6,11 -12,16
Magnésio (mEg/L) -92,86 -9,32 -26,68
Proteina total (g/dL) 0,53 -10,68 -6,49
Triglicerideos (mg/dL) 4,61 1,43 -5,79
Ureia (mg/dL) 20,79 5,46 2,16

Valores negativos representam a redugao e positivos representam acréscimo nas concentragdes dos analitos
quando comparadas amostras de referéncia (-) para o teste em questao.
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DISCUSSAO

Hematologia

O efeito entre anticoagulantes em repteis foi pesquisado em iguanas por Hanley et al.
(2004), porém, estudos similares com tigres d’agua nao foram realizados. A maioria dos autores
fornece dados que sdo insuficientes, principalmente, quanto a metodologia utilizada para coleta
e andlises. Em Trachemys spp a falta de estudos limita a discussao dos resultados.

O aumento observado nos valores de VG (%), encontrados no plasma/EDTA, quando
comprados ao plasma/citrato de sddio e plasma/heparina foi corroborado por Mafuvadze e
Erlwanger (2007), Guzman et al. (2008) e Sabino et al. (2010) em papagaios-de-hispaniola e
avestruzes e, assim como no presente estudo, este efeito estd associado a tumefagdo celular.
Jain (1993) explica que como ndo ha a ativacdo da bomba de sodio e potassio, devido ao efeito
quelante do célcio do EDTA, ha migracdo de 4gua para o interior celular, que aumenta o
tamanho e lise celulares. A hemolise ndo pode estar vinculada a essa elevagdo, pois nao foi
observada em nenhuma das amostras avaliadas. Entretanto, em um estudo realizado por Muro
et al. (1998), com jabutis, a mensuracdo do VG (%) foi impossibilitada devido a intensa
hemolise.

Entre o plasma/heparina e plasma/citrato de s6dio ndo houve diferengas na contagem de
eritrocitos. Foi observado, no plasma/EDTA-K3 um aumento significativo nessa contagem,
enquanto Muro et al. (1998), trabalhando com jabutis, observaram reducdo significativa de
eritrocitos ao comparem a contagem de eritrocitos aos valores encontrados em amostras
coletadas em heparina. Harr et al. (2005), com araras e pitons, ndo observaram essas diferencas,
evidenciando nao haver distingdo entre os trés anticoagulantes testados.

A contagem total de leucocitos foi significativamente maior no plasma/citrato de sédio
(p<0,05). Entre plasma/EDTA e plasma/heparina ndo houve diferenca (p>0,05). Na avalia¢do
da contagem diferencial, ndo foram observadas diferengas estatisticas.

As qualidades das laminas de esfregagos sanguineos de Trachemys spp foram superiores
aquelas confeccionadas com sangue de araras e pacamas, apresentando melhor qualidade

quanto a coloragdo e artefatos.
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Bioquimica

A comparagao entre plasma e soro para a analise bioquimica vem sendo pesquisada em
inimeras espécies (Laborde et al., 1995, Young ¢ Bernes 1998; Morris et al., 2002; Ceron et al
Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 2007b; Mohri et al., 2009b; Mohri e Rezapoor, 2009; Padilla

et al., 2009). Porém, esses estudos ainda demonstram ser controversos e inconclusivos.

No presente estudo, nas amostras de plasma/EDTA, a concentragao de ALT, AST e LDH
foi significativamente maior que os valores obtidos nas amostras de soro. Apesar de ndo ter sido
observado hemolise nessas amostras, algum grau de lise celular pode ter ocorrido. Em vista
disso, como os eritrécitos possuem grande quantidade das isoenzimas ALT e AST, pode ser
observada uma eclevagao nas atividades das transaminases, corroborando o resultado de Tietz
(1983), citado por Synermed®.

O anticoagulante padrdo para dosagem de glicose € o fluoreto de sddio, que inibe a
glicolise anaerdbica pelos eritrocitos (Burtis et al., 2008). Porém, desde que a separacdo entre
solutos e a fracdo liquida ocorram imediatamente apds a coleta, ndo havera reducdo da
concentracdo de glicose, como relata Jain e Schalm (1986). As concentragdes de glicose no
plasma/EDTA, plasma/citrato de sodio e plasma/heparina apresentaram diminuicdo
significativa em relacdo ao soro. Morris et al. (2002) associaram o aumento no nivel de glicose
no plasma/EDTA de ovinos a ocorréncia de hemolise. Mohri et al. (2007a), a0 dosarem 0s
niveis de glicose de cavalos, obtiveram resultados semelhantes quanto a redu¢do nos niveis de
glicose plasmatica em compara¢do ao soro.

O magnésio foi testado no plasma/EDTA de cavalo (Mobhri et al., 2007a), camelo (Mohri
et al., 2009b) e ovelha (Mohri e Rezapoor 2009) e, nessas espécies, 0s valores de magnésio
tiveram redugéo quando comparados ao soro, corroborando os resultados encontrados no nosso
estudo. Esse achado pode ser associado ao efeito quelante de ions fortes do anticoagulante,
como ja discutido anteriormente.

No plasma/citrato de sodio, as concentracdes de calcio, fosforo, magnésio e proteina
total foram significativamente menores em comparacao ao soro, corroborando os resultados da
maioria dos trabalhos pesquisados. A albumina e os triglicerideos apresentaram valores
significativamente maiores ¢ os valores de acido urico, das transaminaes ALT e AST, do
colesterol, do fosforo ¢ do LDH nao evidenciaram diferencas estatisticas. Esses resultados
diferem um pouco daqueles encontrados por Céron et al. (2004); Mohri et al. (2007a); Mohri et
al. (2007b); Mohri et al. (2009a); Mohri et al. (2009b) e Mohri Rezapoor, (2009) observaram



55

reducdo significativa para os seguintes analitos: calcio, fosforo, magnésio, ferro, cloreto,
glicose, acido urico, proteinas totais, albumina, acetilcolinesterase, lipase, amilase, ALP, ALT,
AST, creatina quinase (CK), gama glutamiltransferase (GGT), colesterol, triglicerideos,
bilirrubina totais e creatinina, associando esse achado a hemodiluicdo, devido a alta
concentragdo de anticoagulante (1:9) utilizada.

Se considerarmos, no entanto, os volumes de anticoagulantes utilizados, veremos que a
mesma hemodilui¢do que possivelmente ocorreu com o uso de citrato de sodio (1:8,3) ocorreu
com o uso de EDTA (1:10) e heparina (1:5), j& que foi adicionado 1 mL de amostra de sangue
em 50, 60 ¢ 100uL de anticoagulantes, respectivamente.

No plasma/heparina, a concentracao de acido urico, ALT, AST, e ureia ndo apresentaram
diferencas estatisticas.

Os valores de albumina foram significativamente maiores para o plasma/heparina em
comparagdo ao soro. Essa elevacao difere do resultado encontrado por Cerdn et al. (2004), que
observaram reducdo nos niveis de albumina, contrariamente a Mohri et al. (2009a) que, em
avestruzes, documentaram a elevacao da albumina e relatam a eleva¢do dos niveis de glicose,
proteinas totais e fosforo. Mohri e Rezapoor (2009) também observaram a elevagao dos valores
de albumina no plasma/heparina de ovelhas. Stolol et al. (2001) apud Mohri e Rezapoor (2009),
associam a elevagdo da albumina a combinacao da heparina e o fibrinogénio.

Quanto a dosagem de proteinas totais no plasma/heparina, os resultados conhecidos em
vacas (Mohri et al. 2007b) que evidenciaram redu¢do significativa corrobora os valores
encontrados neste estudo com Trachemys spp. No entanto, o mecanismo que explica essa
reducao nao esta claro.

Os valores de calcio, magnésio, fosforo, glicose, colesterol, glicose e LDH no
plasma/heparina de Trachemys foram significativamente menores. Entretanto, os resultados
diferem daqueles encontrados por Morris et al. (2002) e Mohri e Rezapoor (2009), em ovelhas;
por Céron et al. (2004) em caes; em avestruzes, por Mohri et al. (2009a); em camelos, por Mohri
et al. (2009b); e em cavalos por Mohri et al. (2007a), sendo que o mecanismo para a reducao
observada no plasma/heparina continua ndo elucidado.

A Tabela 6 dispde os valores apos a obtencdo dos resultados entre as médias das
porcentagens de variacdo, entre amostras de soro e plasmas analisados. Considerando-se uma
variacdo de 10% como aceitdvel (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA
apresentaram resultados semelhantes aos do soro para albumina, colesterol, glicose, proteina
total e triglicerideos. No plasma/citrato de sddio, os valores para ALT, AST, colesterol, glicose,

LDH, magnésio, triglicerideos e ureia encontram-se de acordo a variagdo aceitavel de 10%. No
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plasma/ heparina, os analitos ALT, AST, colesterol, fésforo, proteina total, triglicerideos e ureia
também se encontram dentro desse parametro. O analito calcio ndo apresenta estabilidade em
amostras de plasma.

Apesar de o soro ser a escolha para analise bioquimica, a partir dos resultados obtidos
na tabela 5, € possivel fazer uma avaliagdo clinica por meio da porcentagem de diferenga entre
soro e os plasmas. Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o citrato de
sodio seja o melhor substituto ao soro na bioquimica de Trachemys spp, pois o uso desse
anticoagulante apresentou resultados dentro da variagdo proposta por Jain (1993) em oito

analitos dos treze pesquisados.

CONCLUSOES

Nas condicdes em que este estudo foi conduzido, € possivel concluir que:

1. Citrato de sodio é o melhor anticoagulante para a realizagdo do hemograma de tigres
d’agua;

2. Dentre os anticoagulantes analisados, o citrato de sddio se mostrou valido para um maior
namero de analises bioquimicas do que EDTA e heparina sodicas;

3. O citrato de sddio é o anticoagulante de escolha para realizagdo de analises

hematoldgicas e bioquimicas de Trachemys sp.
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CAPITULO 3:
Avaliacao hematologica e bioquimica de Lophiluorus alexandriis com o
uso citrato de sédio, EDTA-K3 e heparina s6dica como

anticoagulantes

REVISAO DE LITERATURA

Aquacultura no Brasil - Contexto atual

Conforme o estudo de Projecdes do Agronegdcio (Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento - MAPA 2010/11-2020/2021), a demanda por alimento estad em expansao nos
mercados interno e externo e os precos dos produtos agricolas estdo em ascendéncia, o que
estimula sua produg¢do, permitindo que o Brasil se consolide como uma poténcia agricola. O
Ministério avalia que o pais mantera a dianteira na produ¢@o da carne de frango e carne bovina,
e incrementard a producdo de carne suina (Brasil, 2010). O aumento da produ¢do de pescado
vai depender do avango de pesquisas envolvendo a aquacultura, uma vez que a produtividade
da pesca extrativa estd condicionada a preservacdo e reproducdo dos recursos naturais
existentes. Esses recursos estdo ameacados pela sobrepesca, avanco do turismo e da expansao
imobilidria no litoral brasileiro, bem como a constru¢do de grandes complexos industriais. Isso
tem levado a poluicdo das aguas, aterro dos mangues e destrui¢do de muitos locais de pesca,
prejudicando a atuag@o dos pescadores artesanais, em um primeiro momento, € depois a propria
pesca industrial Brasil, 2010).

Entretanto, uma grande preocupacdo estd na produtividade dos recursos e na
manuten¢do dos estoques das espécies, que se encontram no limite da sustentabilidade, para
que possa haver competi¢ao do pescado em relagdo aos concorrentes como a carne bovina,
suina e de aves (Giulietti e Assumpgao, 1995). Embora a aquacultura tenha avangado na ultima
década (Lopez e Sampaio, 2000; Tenorio et al., 2006; Luz e Dos Santos, 2008; Pedreira et al.,
2008; Dos Santos e Luz, 2009; Pedreira et al., 2009), informagdes sobre caracteristicas clinicas,
bioquimicas, hematoldgicas e de desenvolvimento ainda sdo escassas. Dificuldades sao
enfrentadas devido a falta de informagdes sobre a fisiologia dos animais e as oscilagdes nos
parametros laboratoriais que auxiliem na compreensdo dos aspectos biologicos, durante as
diferentes fases de crescimento e desenvolvimento dos animais, desde a larvicultura, até a

alevinagem e, especialmente, no periodo de engorda (Azzaydi et al., 1998; Lee et al., 2000).
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Com base nesse levantamento, para o Brasil atingir a condi¢ao de poténcia também na
area da aquacultura, aspectos como a preservacdo das espécies, o conhecimento sobre sua
fisiologia e sua interagdo com o meio ambiente devem ser avaliados e considerados, por serem
importantes para garantir o sucesso da producgao. Das inimeras espécies de peixes de agua doce
existentes no pais, quantas possuem potencial zootécnico para ingressar em uma forma
intensiva e sustentavel de produ¢ao? Pouco se sabe sobre a fisiologia animal sob um ponto de
vista produtivo. O conhecimento dos animais, sua fisiologia € comportamento no meio
ambiente nos permitem extrapolar para o ambiente intensivo e, assim, comegar a produgao em
uma escala maior. As analises laboratoriais nos permitem uma visao sobre condigdes gerais do
animal, sua resposta a tratamentos e formas de manejo que podem inferir sobre a qualidade da
carne.

O pacama (Lophiosilurus alexandri) ¢ um peixe teledsteo pertencente a familia
Pimelodidae (Ordem Siluriformes) e tem como habitat natural a bacia do rio Sdo Francisco
(Travassos 1959). E uma espécie sedentaria, de habito noturno, que vive em geral em regides
de fundo de areia ou de pedras e tem preferéncia por ambientes 1énticos (Travassos, 1959). E
um peixe carnivoro por exceléncia e apresenta desova parcelada e natural em lagoas (Travassos,
1959; Cardoso et al., 1996). Os adultos podem atingir até 8 kg de peso vivo e sdao considerados
uma espécie com grande potencial para cultivo e repovoamento de reservatorios hidrelétricos

(Cardoso et al., 1996).

Avaliacao laboratorial de peixes

O sangue nos peixes pode representar um indicador fisiopatologico do funcionamento
corporeo, consequentemente, os parametros sanguineos sao importantes no diagndstico do
estado estrutural e funcional dos peixes (Mohammadizadeh et al, 2012).

A interpretacdo eficaz dos dados hematoldgicos pode tornar-se algo dificil, pois ha
fatores intrinsecos e extrinsecos que podem afeta-los, como forma e local de coleta, técnica
laboratorial, variacdo sazonal, caracteristicas genéticas, sexo, densidade populacional,
deficiéncias alimentares, estresse, pH, qualidade da agua, bem como estresse e transporte
(Harding e Hoglung, 1983; Wilhelm Filho et al., 1992; Rehulka e Adamec, 2004; Fund, 2007).
Entretanto, apenas alguns valores normais para um reduzido nimero de parametros
hematoldgicos foram estabelecidos para alguns peixes teledsteos, € esses valores variam

amplamente devido a auséncia de técnicas padronizadas de coletas e de mensuracao (Blaxhall,
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1972).

Para o sangue de peixes, ¢ possivel utilizar EDTA ou heparina (Campbell, 1988;
Adeyemo et al., 2009; Hrubec ¢ Smith, 2010). Ocasionalmente, ocorre coagulagdo mesmo na
presenca de anticoagulantes; nestes casos, coagulos podem ser observados na amostra antes da
contagem celular ou micro agregados de trombdcitos serdo vistos no esfregaco sanguineo
corado. O uso de um anticoagulante diferente e a reducao do estresse pré-captura pode prevenir
a aglomeragao dos trombdcitos (Hrubec e Smith, 2010). Hesser (1960) relatou que a heparina
¢ um anticoagulante de a¢do satisfatdria com ocorréncia minima de lise ou crenacao celular. Na
falta da heparina, o EDTA deve ser preferido ao oxalato, pois também demonstrou baixa
ocorréncia de crenacdo. Klontz e Smith (1968), citados por Hattingh (1975), relatam que o
EDTA ¢ superior a heparina para procedimentos hematoldgicos de rotina de peixes, entretanto
os resultados encontrados por Hattingh (1975), Barham et al. (1979), Korcock et al. (1988),
Walencik e Witeska (2007), Ishikawa et al. (2010) e Witeska e Wargocka (2011) sugerem que
a heparina seja melhor. Os mesmos estudos ressaltaram que, além da escolha do anticoagulante,

deve-se avaliar também a concentragdo em que estes sao usados.

A bioquimica clinica ¢ comumente utilizada para explorar a dindmica da satde de
animais mantidos em cativeiro, em centros biomédicos ou mesmo de animais de vida livre
destinados em centros de triagem. Entretanto, estudos sobre bioquimica sérica em peixes
teledsteos sdo escassos. Estes dados sdo benéficos para a determinagdo da fisiologia dos animais
em cativeiro e vida livre. Ensaios fisiologicos permitem uma pré-triagem dos individuos
experimentais e diminuir a perda de tempo, esfor¢o e animais, indicando quais peixes sdo os
mais adequados para sobreviver aos rigores da cirurgia, experimentacdo € manutencao em
longo prazo, além de servir como base comparativa para avaliar os procedimentos adotados ou

a reposta do organismo a diferentes estresses (O’Neill et. al, 1998).

Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos dos anticoagulantes EDTA-
K3, citrato de sodio e heparina sddicos sobre os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos de

tigres d’agua.

MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pelo IBAMA através do Sistema de Autorizagao e
Informagao em Biodiversidade - SISBIO, sob n°32233, e pelas normas da Universidade Federal

de Minas Gerais - UFMG pelo CEU 80/2012.
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Animais

Foram utilizados 60 pacamas (Lophiosilurus alexandri) adultos, higidos, provenientes
do Laboratério de Aquacultura da Escola de Veterinaria da UFMG em Belo Horizonte — MG.
Os animais tinham peso médio de 0,5 kg e estavam acondicionados em tanques circulares
brancos de 3000L de capacidade, uteis e apropriados para o cultivo de peixes, num sistema de
recirculacdo de agua, dotados de sistema complementar de aeracdo. A alimentacdo, feita

conforme o manejo estabelecido pelo laboratdrio, se constituiu de carcaga de tilapias.

Contencao e coleta

Foram realizadas trés coletas durante o més de marco de 2012, coletando-se o sangue
de 20 animais por coleta, durante o periodo da manha. Os animais foram retirados do tanque
com auxilio de uma rede e contidos manualmente com auxilio de um pano timido (Fig. 8).
Foram coletados cerca de 3 mL, através da veia ou artéria caudal, utilizando seringa de 3mL e

agulha 25x8, lavadas internamente com heparina sodica para prevenir a coagulagdo imediata.

Figura 6. Coleta de sangue de pacama:
contengdo manual com auxilio de um pano
Umido (Arquivo pessoal).

Acondicionamento e transporte das amostras

Apos a coleta, o sangue foi distribuido em 4 frascos, cada um com 0,5 mL, contendo:
(1) 50ul de EDTA-K3 a 10%; (2) 60ul de citrato de sddio a 3,8%; (3) 100ul de heparina sddica;
(4) sangue sem anticoagulante para obtencao do soro. Todas as amostras foram mantidas sob
refrigeragdo até a chegada ao laboratorio de Patologia Clinica da Escola de Veterinaria da

UFMG.
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Analises hematoldogicas

Apos atingir a temperatura ambiente, o sangue foi homogeneizado e, em seguida, foram
confeccionados esfregagos sanguineos, um para cada anticoagulante. Também foram
preenchidos micro capilares para determinacao do VG (%), pela técnica de micro hematocrito
e da proteina plasmatica, por refratometria. Entdo, 20ul de sangue foram aliquotados em 1 ml
de solucao de diluicdo Dacie na propor¢ao 1:50 (Jain e Schalm, 1986), para contagem dos
eritrocitos e leucocitos totais, em hemocitdmetro. Os procedimentos hematolégicos foram

realizados no prazo méximo de até 6 horas apds a coleta.

A contagem de eritrocitos e leucdcitos foi realizada em microscopio Optico sob aumento
de 40x, em hemocitometro, até 24 horas apos a coleta, o que foi possivel devido a presenga de

formol na solucdo de Dacie. A leitura foi feita conforme procedimentos para mamiferos.

Analises Bioquimicas

Logo apds o processamento para as andlises hematoldgicas, as amostras foram
centrifugadas e preparadas para as analises bioquimicas, com a soro/separagao do plasma e dos
elementos figurados. A centrifugagdo foi realizada inicialmente a 1000 rpm durante 1 minuto e
a 4000 rpm durante 4 minutos, respectivamente, para a obtencdo do plasma nas amostras nos
anticoagulantes e para obten¢do do soro na amostra sem anticoagulante. O protocolo de

centrifugacdo foi adotado a fim de minimizar a ocorréncia de hemolise.

O plasma e o soro foram, entdo, refrigerados a 4°C para posterior analise do perfil
bioquimico. Ap6s cada coleta, o processamento bioquimico ocorreu no prazo maximo de uma
semana. Foram dosados os seguintes analitos por colorimetria: albumina (verde de
bromocresol), proteinas totais (Biureto), ureia (enzimatico — UV), glicose (enzimatico — N-
sulfopropil), transaminases (enzimatico - UV ALT e AST), acido urico (enzimatico —
UricaseAzure D2), colesterol (enzimatico — N-sulfopropil), fésforo (fosfomolibdato/PVP),
triglicerideos (enzimatico — N-sulfopropil), lactato desidrogenase (LDH - enzimaético - UV) e
magnésio (Azul Xilidil) o célcio foi dosado por cinética (Arsenazo I1I). Todas as analises foram
realizadas em aparelho de bioquimica automatico Cobas Mira Plus®, utilizando kits comerciais
Synermed® (Internacional Inc. Sdo Paulo. Brasil. Registro 10438910025), ja validados pelo

laboratorio de patologia clinica da EV-UFMG, para mamiferos domésticos.
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Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi em blocos e ao acaso, utilizando-se animais adultos de
ambos os sexos. Como a comparacao foi feita entre amostras de um mesmo animal, o
experimento foi considerado pareado. Os resultados considerados normais pelos testes de
Komolgorov Smirnov e homocedasticos pelo teste de Shapiro Wilk, na hematologia ¢ na
bioquimica, foram, entdo, submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e, posteriormente ao
teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os resultados que ndo apresentaram distribui¢do normal
ou homocedastica foram transformados pela multiplicacdo do log (10) e submetidos aos
mesmos testes anteriormente descritos. Toda a analise estatistica foi realizada considerando-se

a significancia de 5%.

RESULTADOS

Hematologia

Os valores encontrados para as variaveis hematologicas estdo descritos na Tabela 7.
Quando comparadas, os valores das amostras de plasma, de heparina, do citrato de sodio e do
EDTA, podem-se observar algumas diferencas significativas quanto a contagem total de

leucdcitos.

Para os indices VG (%), contagem total de leucocitos e os diferenciais, ndo houve
diferencas estatisticas entre os trés anticoagulantes avaliados. O valor de proteinas totais
plasmaticas no plasma/citrato de sodio foi significativamente maior em comparacdo ao
plasma/citrato de sodio e plasma/heparina, que nao revelaram diferengas entre si. J4 a contagem
total de leucocitos foi significativamente menor no plasma/citrato de sédio. Entre plasma/EDTA

e plasma/heparina ndo houve diferenga estatistica.
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Tabela 7. Valores médios seguidos do desvio padrdo de volume globular (VG%); proteinas totais
plasmaticas (PTP —mg/dL); contagem total de eritrocitos; contagem total e diferencial de leucécitos; de
Lophiosilurus alexandri colhidos em EDTA-Ks3, citrato de sodio e heparina de sodio.

Plasma/Citrato

Variaveis Plasma/EDTA-K; de sodio Plasma/Heparina
(n=60) (n=60) (n=60)
VG (%) 20,46+3,29* 19,37 3,304 20,86 +3,27A
PTP (mg/dL) 4,68 + 0,97 5,54+ 66° 4,17+0,65°
Contagem total de 36,3394 3,31+2,58% 28,5 +18,4
eritrocitos (x10°/uL)
Contagem ftotal de 513,414 2,8+2,28 5,0+3,0°
leucocitos (x10%/uL)
(n=10) (n=10) (n=10)
Heterofilos
absolutos (x10%uL) ~ 7-36+085%  699000+115031" 69600080994
Monécitos(x105/ul) 024 0,10° 0,36 + 018 0,27+0,13*
Linfocitos(x105uL) 012026 1,35+ 5,97 1,27 +0,53°
Eosinéfilos(x105/uL) 1,21 + 0,477 1,346,554 1,5+ 0,624
Basofilos(x105/L) 0,00 + 0,00° 0,00 +0,00° 0,00 +0,00°
0,00352+0,01414 0,029+0,0187A 0,0321+0,0160%

Pgt/RBC

Andlise de variancia (ANOVA). Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre
os diferentes anticoagulantes testados.

Bioquimica

Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 8 € 9. Quando comparadas amostras de

soro e de diferentes plasmas, € possivel observar diferencas significativas entre algumas

amostras avaliadas.

No plasma/EDTA-K3, a concentracdo de acido trico foi significativamente maior que o

valor conseguido no soro. Enquanto para albumina, ALT, AST, colesterol, fosforo, magnésio,

proteinas totais, triglicerideos e ureia foram significativamente menores em relagdo ao soro. Ja

os valores de glicose e LDH nao relevaram diferenga estatistica (p>0,05) entre amostras de soro

e plasma.

No plasma/citrato de sodio, a concentragdo de ALT, AST, colesterol, magnésio,

proteinas totais, triglicerideos e ureia foram significativamente menores em relagao ao soro. Os

demais analitos 4cido urico, albumina, fésforo, glicose e ndo demonstram diferencas
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estatisticas.
No plasma/heparina, a concentragdo albumina, ALT, AST, célcio, colesterol, fosforo,
LDH, magnésio, proteina total, triglicerideos e ureia foram significativamente menores em

relagdo ao soro, enquanto os valores de acido urico e glicose demonstram diferencas estatisticas.
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Tabela 8. VValores médios, seguidos do desvio padrédo de &cido Urico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), célcio (mEg/dL), colesterol (mg/dL),
fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteina total (g/dL), triglicerideos (mg/dl), ureia (mg/dL) de amostras de Lophiosilurus
alexandri soro e plasma colhidos em EDTA-Kj, citrato de sédio e heparina de sédio.

Plasma/Citrato

de

Soro Plasma/EDTA-K3 sddio Plasma/ Heparina
Analitos (n=60) (n=60) (n=60) (n=60)
Acido drico (mg/dL) 0,33+0,20% 0,80+0,39% 0,45+0,29% 0,35+0,21%
Albumina (g/dL) 0,85+0,15* 0,75+0,138 0,86+0,15* 0,61+0,18¢
ALT (UI/L) 34,54+24 534 11,90+6,83" 20,85+11,98¢ 27,36+21,07¢
AST (UI/L) 81,37+30,494 71,82+26,728 81,46+26,114 63,64+19,428
Calcio (mEg/dL) 8,65+2,58~ - - 7,64+1,928
Colesterol (mg/dL) 230,42+46,48* 213,12+31,488 197,41428,21¢ 189,25+36,82°¢
Fésforo (mg/dL) 9,79+5,01* 4,24+1,91¢ 8,915,418 8,48+6,07°
Glicose (mg/dL) 11,41+9,10% 12,20+8,75* 8,09+4,64* 7,62+5,65%
LDH (UI/L) 357,70+206,494 329,24+204,304 354,33+211,18% 286,47+150,82°8
Magnésio (mg/dL) 2,79+0,394 0,05+0,03% 2,52+0,39¢ 2,26+0,28°
Proteina total (g/dL) 3,25+0,574 2,88+0,398 2,97+0,37¢ 2,71+0,35P
Triglicerideos (mg/dL) 616,42+212,36* 486,42+146,74° 506,89+185,158¢ 537,65+166,04¢
Ureia (mg/dL) 15,19+10,00* 4,68+2,888 7,19+3,80°¢ 12,01+10,28°

Analise de variancia. Letras diferentes representam diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados.
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A Tabela 9 dispde os dados apds a obtencdo dos resultados entre as médias das
porcentagens de variacdo entre amostras de soro e plasmas analisadas. Considerando-se uma
variagdo de 10% como aceitavel (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA
apresentaram resultados semelhantes aos do soro para: AST, colesterol ¢ LDH; no
plasma/citrato de sédio: albumina, AST, glicose, magnésio, proteinas totais e ureia e no plasma/
heparina: cdalcio e fosforo. Os analitos acido urico, ALT e triglicerideos ndo apresentam

estabilidade em amostras de plasma.

Tabela 9. Diferenca percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-Ks3, citrato de sodio e
heparina sddica para acido Urico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), célcio (mEg/dL),
colesterol (mg/dL), fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteina total
(g/dL), triglicerideos (mg/dL), ureia (mg/dL)

Plasma/ citrato de

Analitos Plasma/ EDTA-K; sodio Plasma/ Heparina
Acido drico (mg/dl) 328,86 20,36 41,06
Albumina (g/dL) -11,63 2,88 -27,70
ALT (UI/L) -54,94 -21,59 27,79
AST (UI/L) -7,20 8,19 -17,36
Caélcio (mEg/L) - - -6,93
Colesterol (mg/dI) -7,91 -25,20 -22,24
Fosforo (mEg/L) -45,73 65,22 -3,64
Glicose (mg/dL) 459,98 4,14 673,58
LDH (UI/L) -5,18 15,49 -12,81
Magnésio (mEg/L) -98,05 -8,75 -18,28
Proteina total (g/dL) -12,68 -9,60 -17,63
Triglicerideos (mg/dl) -19,50 -13,81 -10,99
Ureia (mg/dL) -42,30 -0,55 99,50

Valores negativos representam a redugdo e positivos, acréscimo nas concentragdes dos analitos quando comparadas
amostras de referéncia (-) para o teste em questao.

DISCUSSAO

Hematologia

Ao se avaliar o sangue de peixes, Campbell (1988), Adeyemo et al. (2009) e Hrubec ¢
Smith (2010) relatam a possibilidade de utilizagdo como anticoagulante do EDTA ou a heparina.
Hattingh (1975) cita Klontz e Smith (1968), que relatam que o EDTA ¢ superior a heparina para
procedimentos hematoldgicos de rotina de peixes. Entretanto, os resultados encontrados por

Hattingh (1975), Barham et al. (1979), Korcock et al. (1988), Walencik e Witeska (2007),



67

Ishikawa et al. (2010) e Witeska e Wargocka (2011) sugerem que a heparina seja melhor. Com
base nos resultados desses autores, a heparina foi considerada padrao para comparagao entre os
anticoagulantes pesquisados.

Nao ha na literatura estudos sobre o efeito dos anticoagulantes na hematologia de
pacamas. A falta de dados dificulta e limita a discussdo dos resultados encontrados. Nas
pesquisas hematologicas em peixes grandes, parte dos autores fornece dados que sdo
insuficientes, principalmente quanto a metodologia utilizada para coleta e anélise das amostras
e especialmente em relacdo a propor¢ao e concentracao de anticoagulantes, ao método utilizado
para contagem de elementos figurados e a conservacdo da amostra.

Em relacdo a elevacao da dosagem de proteinas plasmaticas no plasma/citrato de sodio,
em comparacdo ao plasma/heparina e plasma/EDTA, Walencik e Witeska (2007), ao
pesquisarem o efeito dos anticoagulantes EDTA, citrato de sodio e heparina em alguns indices
hematologicos de carpas, ndo observaram diferenca entre esses anticoagulantes. No
plasma/citrato de sddio, os niveis de PTP foram significativamente maiores em comparagao ao
plasma/heparina. A contagem total de leucdcitos também foi significativamente maior quando

comparadas com o plasma/heparina.

Bioquimica

No presente estudo, o plasma/EDTA demonstrou aumento no nivel de acido turico e
diminui¢do nos valores de albumina, ALT, AST, colesterol, fésforo, magnésio, proteina total,
triglicerideos e ureia, os quais foram significativos quando comparados aos valores obtidos na
amostra de soro. Os niveis de glicose e LSH ndo demonstraram diferencas estatisticas. Diversos
estudos avaliaram a bioquimica plasmatica em diferentes espécies como vacas, ovelhas,
cavalos, caes, avestruz, camelos, crocodilos e seres humanos (Laborde et al., 1995, Young e
Bernes 1998; Morris et al., 2002; Ceron et al., 2004; Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 2007b;
Mohri et al., 2009a; Mohri et al., 2009b; Mohri e Rezapoor, 2009; Padilla et al., 2009). O EDTA
atua como agente quelante, apresentando-se como sais dissodico (Na?), dipotéassico (K?) ou
tripotassico (K*), sendo os dois tltimos os mais soltiveis. Eles atuam como quelantes de ions
fortes, com elevada afinidade para formar complexos, como ions Ca®‘e 0 Mg?*, essenciais para
0 processo, com a formacao de complexos (Oviedo e Rodriguez, 2003; Burtis et al., 2008).

Os niveis de &cido urico no plasma/EDTA, comparados aos niveis encontrados no soro,
demonstraram aumento significativo, como também foi observado em araras. N&o ha um
mecanismo claro de acdo entre o analito e o plasma/EDTA e ndo foi possivel determinar se ha

interferéncia entre anticoagulantes. Mais ainda, ndo foi encontrado trabalho que dosasse o
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analitos em plasma/EDTA para subsidiar a discuss&o.

A diminuicdo significativa do valor de albumina no plasma/EDTA, presentes neste
estudo, ndo foi observada pelos autores: em ovelhas, cdes, cavalos, vacas e camelos (Laborde
et al., 1995; Mohri ¢ Rezapoor, 2009; Cerén et al., 2004; Mohri et al., 2007a; Mohri et al.,
2007b; Mohri et al., 2009b). Ceron et al (2004) relata diminuigdo nos niveis de albumina de
caes no plasma, quando comparados ao soro, mas esta diminuic¢do ndo foi significativa. Houve
diminuicdo significativa do valor albumina no plasma/EDTA de pacamés no presente estudo.
O mecanismo exato ainda néo foi esclarecido.

A comparacdo dos resultados das analises bioquimicas entre plasma/EDTA e soro para
a atividade das enzimas transaminases AST e ALT de pacamas revelou uma diminui¢ao
significativa. O mesmo resultado foi encontrado por Mohri et al. (2007a) em cavalos para
ambos os analitos; j& em vacas (Mohri et al.,2007b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009),
somente a atividade da AST foi analisada, e observada a diminui¢do significativa, quando
comparados esses valores aos do soro. Esses autores associaram as atividades enzimaticas a
uma dependéncia de minerais como zinco, magnésio e ferro. Entdo, a diminuicdo da atividade
dessas enzimas pode estar associada ao efeito quelante promovido pelo EDTA.

O nivel de colesterol plasmatico de pacamads em comparacdo ao de soro revela uma
diminuigdo significativa. Essa diminui¢do foi relatada também em cavalos (Morris et al., 2002)
e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009). Entretanto, mecanismo e causa dessa diminui¢@o nao estao
claros nessas espécies, assim como no pacama. Ja em caes (Cerodn et al., 2004), camelos (Mohri
et al., 2009b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009) ndo foram observadas diferengas estatisticas
entre os niveis plasmaticos de colesterol no EDTA em comparacdo ao soro.

No plasma/EDTA, os minerais magnésio e fosforo tiveram diminuic¢des significativas
quando comparados ao soro. Para o magnesio, Mohri et al. (2007a), Mohri et al. (2009b), Mohri
e Rezapoor (2009) obtiveram resultados semelhantes para cavalos, camelos e ovelhas. A
diminuig&o significativa dos niveis de fosforo também foi observada no plasma de cées (Céron
et al., 2004) e camelos (Mohri et al. (2009b). Ja em cavalos (Mohri et al., 2007a) e ovelhas
(Mohri e Rezapoor, 2009), ndo foram relatadas diferengas estatisticas entre plasma e soro.
Mohri et al. (2007a), Mohri et al. (2009b) e Mohri e Rezapoor (2009) acreditam que estes
resultados podem ser associados ao efeito quelante de ions fortes, pelo anticoagulante.

Na avaliacdo das proteinas totais, observou-se uma reducéo significativa nos niveis do
plasma/EDTA em comparacdo ao soro em pacamas. Isso foi observado por Mohri et al. (2007a),
Mobhri et al. (2007b) e Mohri e Rezapoor (2009) em cavalos, vacas, ovelhas, respectivamente.

Ja em camelos, cées e ovelhas, os autores Laborde et al. (1995), Cerdn et al. (2004) e Mohri et
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al. (2009b) ndo observaram diferencas estatisticas entre os niveis do plasma/EDTA e soro.
Mohri et al. (2007a) associaram as diferencas entre espécies como fatores que contribuem para
a divergéncia nos resultados observados.

A diminuicdo estatistica dos niveis de triglicerideos no plasma/EDTA em comparacao
ao soro encontrado neste estudo também foi observada em ovelhas (Laborde et al.,1995);
Morris et al., 2002), mas ndo em cdes (Céron et al., 2004), cavalos (Mohri et al., 2007a) e
ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009).

A diferenca estatistica nos niveis de ureia plasmatica em comparacdo ao soro de
pacamés corrobora o resultado encontrado por Mohri et al. (2007b) em vacas e Mohri e
Rezapoor (2009) em ovelhas. Em cdes, Céron et al. (2004) e ovelhas (Laborde et al., 1995), ndo
foram observadas diferencas significativas entre plasma/EDTA e soro. Os mecanismos exatos
gue os possam explicar ndo sdo descritos, mas a diferenca entre espécies pode ser um fator que
contribui para os diferentes resultados.

O citrato trissodico, assim como o EDTA, ir4 atuar como um quelante de Ca**. Como
esses ions sdo essenciais para uma coagulagdo, a adi¢do desses anticoagulantes mantém a
amostra de sangue na fase liquida, por um periodo relativamente longo (Burtis et al., 2008). Os
niveis de acido urico, albumina, AST, fosforo, glicose ¢ LDH ndo mostraram diferencas
estatisticas entre o plasma/citrato de sddio e soro, em amostras de pacama. J& os analitos ALT,
colesterol, magnésio, proteinas totais, triglicerideos e ureia, ao se comparar Soro e
plasma/citrato de sddio, revelaram redugdes significativas. A diminui¢do de inimeros analitos
foi observada em estudos realizados com cavalos, vacas, caes, avestruzes e, camelos, por
(Mohri et al., (2007a), Mohri et al., (2007b;), Ceron et al., (2004;), Mohri et al., (2009a); Mohri
et al., (2009b), quando comparados os niveis de plasma/citrato de s6dio com o soro. Em vacas,
houve diminuicdes significativas para glicose, bilirrubina total, ureia, creatinina, proteinas
totais, albumina, AST e CK. Em cavalos, a diminui¢do ocorreu para glicose, colesterol,
triglicerideos, bilirrubina totais, nitrogénio urémico sanguineo (BUN), creatinina, proteinas
totais, albumina, calcio e ferro. Ja em caes, foram encontradas reducgdes significativas nos niveis
de albumina, acidos biliares, bilirrubina, colesterol, frutosamina, glicose, proteinas totais e
ureia. Em avestruzes houve reducdo dos valores de glicose, acido Urico, proteinas totais e calcio
(Mohri et al., 2009a). Na avaliagdo em camelos, a redugdao observada afetou os seguintes
analitos: glicose, colesterol, triglicerideos, ureia, creatinina, proteina total, albumina, célcio e
magnésio. As redugdes foram associadas a hemodiluicdo, provocada pelo citrato na
concentragao utilizada de 1:9 (Ceron et al., 2004Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 2007b; Mohri
et al., 2009a; Mohri et al., 2009b; Mohri e Rezapoor, 2009;).
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Dentre os anticoagulantes mais utilizados na rotina clinica, a heparina ¢ o que possui
mais aplicagdo hematologica e bioquimica (Burtis et al., 2008). No plasma/heparina, as
concentragdes de albumina, ALT, AST, calcio, colesterol, fosforo, LDH, magnésio, proteina
total, triglicerideos e ureia foram significativamente menores em relacao ao soro. A igualdade
entre as maiorias das analises no plasma/heparina em comparagao ao soro, predominou em caes.
Cero6n et al. (2004) relataram que no plasma/heparina as diferencas estatisticas ocorreram no
aumento da albumina e na diminui¢ao dos valores de potéssio, calcio e acetilcolinesterase. Em
cavalos, a maioria dos resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas; houve diminuig¢ao
significativa nos niveis de BUN, bilirrubinas totais, ALT e CK (Mohri et al., 2007a). Mohri et
al. (2009a), pesquisando avestruzes, observou a mesma predominancia de igualdade no
plasma/heparina em comparagdo ao soro, exceto nos niveis de glicose, proteinas totais,
albumina e fésforo. A diminui¢do significativa no plasma/heparina nos valores de ureia,
creatinina, proteinas totais e aumento de bilirrubina foi descrita por Mohri et al. (2007b) em
vacas. J4 em camelos, Mohri et al. (2009b) observaram um aumento significativo de CK e
diminuicdo significativa da atividade da GGT, colesterol, creatinina e cloreto. Na avaliacdo de
ovelhas, assim como na maioria das espécies estudas por Mohri e Rezapoor (2009), o
plasma/heparina apresentou o melhor resultado, tendo aumento significativo somente nos

valores de albumina.
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CONCLUSAO
Nas condic¢des em que este estudo foi conduzido, € possivel concluir que:

1. Dentre os anticoagulantes analisados, o citrato de s6dio se mostrou valido para um

maior nimero de analises (5 analitos) bioquimicas do que citrato de sodio e heparina

sodicas (3 analitos).

2. O citrato de sédio ¢ o anticoagulante de escolha para realizacdo de anélises

hematologicas e bioquimicas de pacamas
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos para araras, tigres d’agua e pacamas sdo de extrema importancia
na vasta &rea que € a patologia clinica e a clinica de animais silvestres. Avaliar pardmetros
hematoldgicos e bioquimicos de araras, tigres d’agua e pacamas e indicar o anticoagulante que
permita o maior nimero de exames hematimétricos e da bioquimicos para cada espécie em uma
unica amostra sanguinea representa uma maneira de simplificar o processo e otimizar o
rendimento das amostras coletadas, uma vez que reduzimos o tempo de coleta, o estresse de
contencdo no animal e gasto com material. Desta forma, caminhamos para a determinacédo de
uma opcdo de metodologia para animais silvestres.

Os resultados podem serem vistos como valores diretos e com aplicacBes praticas
imediatas, entretanto, eles também geraram inimeros questionamentos que podem ser fontes
para pesquisas futuras como: a concentracdo utilizada foi adequada para os analitos
pesquisados? O uso do corante pandtico é valido para as observacgdes de laminas ou o protocolo

de tempo para corar as laminas foi o melhor para as espécies pesquisadas?
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