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RESUMO 

 

Estudos na área da hematologia de animais silvestres e exóticos são uma ferramenta 

importante para auxiliar o diagnóstico clínico e permitirem uma melhor 

compreensão das características e particularidades desses animais. O presente 

estudo como objetivo descrever valores e aspectos da hematologia e bioquímica de 

araras Canindé (Ara ararauna), tigres d'água (Trachemys scripta spp.) e pacamãs 

(Lophiosilurus alexandri), sob o efeito de três anticoagulantes utilizados na rotina 

clínica veterinária: EDTA-K3, citrato de sódio e heparina. Foram coletadas amostras 

sanguíneas de 60 animais de cada espécie, 3 a 5mL de sangue de cada animal, o 

volume variou conforme a espécie. Após a coleta, o sangue foi distribuído em quatro 

micro tubos contendo: (1) EDTA-K3 a 10%; (2) citrato de sódio a 3,8%; (3) heparina 

sódica. O restante da amostra foi acondicionado em um micro tubo, sem 

anticoagulante. Para todas as amostras foram realizadas a confecção de esfregaços 

sanguíneos, determinado o valor do hematócrito e concentração de proteínas. Foram 

aliquotadas amostras para realização da contagem de hemácias, leucócitos e 

trombócitos na câmara de Neubauer e após a centrifugação para obtenção do plasma 

e soro para o processamento das avaliações bioquímicas. Foram dosados os 

seguintes analitos por técnica colorimétrica: albumina, proteínas totais, ureia, 

creatinina, glicose, alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase, ácido 

úrico, colesterol, triglicerídeos, lactato desidrogenase, e os demais, por método 

cinético: fósforo, cálcio e magnésio, em aparelho de bioquímica automático em cada 

anticoagulante pesquisado e no soro. Com base nos resultados, conclui-se que para 

araras EDTA é o melhor anticoagulante para a realização do hemograma; o citrato 

de sódio e a heparina são semelhantes na avaliação da hematimetria de araras, 

resultando em valores menores que os obtidos em amostras com EDTA; nas análises 

bioquímicas o EDTA se mostrou válido para um maior número de análises 

bioquímicas do que citrato de sódio e heparina e que o EDTA é o anticoagulante de 

escolha para realização de análises hematológicas e bioquímicas de araras Canindé. 

Os resultados de tigres d’água indicam que o citrato de sódio é o melhor 

anticoagulante para a realização do hemograma; dentre os anticoagulantes 

analisados, o citrato de sódio se mostrou válido para um maior número de análises 



 

 

 

bioquímicas do que EDTA e heparina; o citrato de sódio é o anticoagulante de 

escolha para realização de análises hematológicas e bioquímicas de Trachemys. 

Para pacamãs os resultados apontam que para avaliação hematológica, a escolha do 

citrato de sódio como anticoagulante irá fornecer o melhor resultado; dentre os 

anticoagulantes analisados, o citrato de sódio se mostrou válido, para um maior 

número de análises (5 analitos) bioquímicas, do que citrato de sódio e heparina 

sódicas (3 analitos); O citrato de sódio é o anticoagulante de escolha para realização 

de análises hematológicas e bioquímicas de pacamãs. 

 

Palavras-chave: hematologia; bioquímica; anticoagulantes; EDTA-K3; heparina de 

sódio; citrato de sódio; arara Canindé; Ara ararauna; Tigre d’água; Trachemys 

scripta; Pacamãs;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 pacamãs (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 5mL 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 pacamãs, 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 

pacamãs. 

 

Keywords: haematology; biochemistry; anticoagulants; EDTA-K3; sodium heparin; 

sodium citrate; Canindé macaw; Ara ararauna; Water tiger; Trachemys scripta; Pacamãs; 

Lophiosilurus alexandri. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Valores médios, seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas 

totais plasmáticas (PTP – mg/dL); contagem total de hemácias; contagem total e diferencial de 

leucócitos de Ara ararauna adultas, consideradas hígidas, amostras colhidas EDTA-K3, citrato 

de sódio e heparina sódicos. ..................................................................................................... 31 

Tabela 2. Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), 

alanina aminotransferase (ALT - UI/L), aspartato aminotransferase (AST - UI/L), cálcio 

(mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL, lactato desidrogenase (LDH - 

UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de 

amostras de soro e plasma de Ara ararauna colhidos em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina 

sódica ........................................................................................................................................ 33 

Tabela 3. Diferença percentual entre as amostras de soro e plasma colhido em EDTA-K3, citrato 

de sódio e heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), 

cálcio (mg/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio 

(mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de Ara ararauna. ...... 34 

Tabela 4. Valores médios, seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas 

totais plasmáticas (PTP – mg/dL); contagem total de eritrócitos(x105/µL); contagem total e 

diferencial de leucócitos; de Trachemys spp utilizando-se os em EDTA-K3, citrato de sódio e 

heparina de sódio. ..................................................................................................................... 48 

Tabela 5.  Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), 

ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose 

(mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia 

(mg/dL) de amostras de Trachemys spp. no soro e plasma colhidos em EDTA-K3, citrato de 

sódio e heparina de sódio.......................................................................................................... 50 

Tabela 6. Diferença percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-K3, citrato de 

sódio e heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), 

cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio 

(mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia (mg/dL) ...................................... 52 

Tabela 7. Valores médios seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas 



 

 

 

totais plasmáticas (PTP –mg/dL); contagem total de eritrócitos; contagem total e diferencial de 

leucócitos; de Lophiosilurus alexandri colhidos em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de 

sódio. ........................................................................................................................................ 63 

Tabela 8. Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), 

ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose 

(mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia 

(mg/dL) de amostras de Lophiosilurus alexandri soro e plasma colhidos em EDTA-K3, citrato 

de sódio e heparina de sódio. .................................................................................................... 65 

Tabela 9. Diferença percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-K3, citrato de 

sódio e heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), 

cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio 

(mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dL), ureia (mg/dL) ..................................... 66 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Anestesia geral com isoflurano para coleta de sangue de arara Canindé em veia jugular 

direita externa. Parque Ecológico Vale Verde (Arquivo pessoal). ............................................ 27 

Figura 2. Coleta de sangue através da venopunção jugular direita de arara Canindé. Parque 

Ecológico Vale Verde (Arquivo pessoal). ................................................................................. 27 

Figura 3 - Estrutura montada no criatório para iniciar o processamento das amostras logo após 

a coleta. Parque Ecológico Vale Verde (Arquivo pessoal). ...................................................... 28 

Figura 4. Recinto de répteis do Centro de Triagem de Animais Silvestres do IBAMA de Belo 

Horizonte - MG (Arquivo pessoal). .......................................................................................... 44 

Figura 5. Contenção e coleta de sangue através do plexo do seio cervical em Trachemys spp 

(Arquivo pessoal). .................................................................................................................... 45 

Figura 6. Coleta de sangue de pacamã: contenção manual com auxílio de um pano úmido 

(Arquivo pessoal). .................................................................................................................... 60 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

EDTA-K3  Ácido etilenodiamino tetra-acético tássico  

EDTA-Na2  Ácido etilenodiamino tetra-acético sódico  

EDTA  Ácido etilenodiamino tetra-acético 

IBAMA  Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis  

VG  Volume globular 

SISBIO  Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade  

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais 

CEUA Comissão de Ética no uso de Animais MG – Minas Gerais 

CETAS  Centro de triagem de Animais Silvestres  

EV   Escola de Veterinária 

ALT  Alanina aminotransferase  

AST  Aspartato aminotransferase  

ALP  Fosfatase alcalina 

LDH  Lactato desidrogenase  

ANOVA  Análise de variância  

SNK  Student-Newman-Keuls  

CK  Creatinaquinase 

GGT  Gama glutamiltransferase  

BUN  Nitrogênio ureico sanguíneo 

  



 

 

 

SUMÁRIO 

 

INTRODUÇÃO ........................................................................................................................ 16 

CAPÍTULO 1: Avaliação hematológica e bioquímica de Araras Canindé, Ara ararauna, com o 

uso de EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de sódio como anticoagulantes......................... 21 

REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................................. 21 

Avaliação clínica ........................................................................................................................... 21 

Avaliação laboratorial ................................................................................................................... 22 

O uso de Anticoagulantes .............................................................................................................. 23 

MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................................. 26 

Animais ......................................................................................................................................... 26 

Contenção e de coleta de amostras ................................................................................................ 26 

Manipulação e processamento das amostras de sangue ................................................................ 28 

Análises hematológicas ................................................................................................................. 28 

Análises bioquímicas..................................................................................................................... 29 

Delineamento experimental e análise estatística ........................................................................... 30 

RESULTADOS ..................................................................................................................... 30 

Hematologia .................................................................................................................................. 30 

Bioquímica .................................................................................................................................... 31 

DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 34 

Hematologia .................................................................................................................................. 34 

Bioquímica .................................................................................................................................... 36 

CONCLUSÕES .................................................................................................................... 40 

CAPÍTULO 2:  Avaliação hematológica e bioquímica de Trachemys scripta spp com o uso 

citrato de sódio, EDTA-K3 e heparina sódica como anticoagulantes. ...................................... 41 

REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................................. 41 

Avaliação laboratorial de Répteis ................................................................................................. 41 

MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................................. 44 

Animais ......................................................................................................................................... 44 

Contenção e coleta das amostras ................................................................................................... 45 

Distribuição e transporte das amostras .......................................................................................... 45 

Análises hematológicas ................................................................................................................. 45 



 

 

 

Análises bioquímicas..................................................................................................................... 46 

Delineamento experimental e análise estatística ........................................................................... 46 

RESULTADOS ..................................................................................................................... 47 

Hematologia .................................................................................................................................. 47 

Bioquímica .................................................................................................................................... 48 

CONCLUSÕES .................................................................................................................... 56 

CAPÍTULO 3: .......................................................................................................................... 57 

Avaliação hematológica e bioquímica de Lophiluorus alexandriis com o uso citrato de sódio, 

EDTA-K3 e heparina sódica como anticoagulantes ................................................................. 57 

REVISÃO DE LITERATURA ............................................................................................. 57 

Aquacultura no Brasil - Contexto atual ......................................................................................... 57 

Avaliação laboratorial de peixes ................................................................................................... 58 

Animais ......................................................................................................................................... 60 

Contenção e coleta ........................................................................................................................ 60 

Acondicionamento e transporte das amostras ............................................................................... 60 

Análises hematológicas ................................................................................................................. 61 

Análises Bioquímicas .................................................................................................................... 61 

Delineamento experimental e análise estatística ........................................................................... 62 

RESULTADOS ..................................................................................................................... 62 

Hematologia .................................................................................................................................. 62 

Bioquímica .................................................................................................................................... 63 

DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 66 

CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 71 

CONSIDERAÇÕES FINAIS ................................................................................................... 72 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................................... 73 

 

 



16 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 Estudos na área da hematologia de animais silvestres e exóticos estão se tornando cada 

vez mais necessários, por serem uma importante ferramenta para auxiliar o diagnóstico clínico 

e permitir uma melhor compreensão das características e particularidades desses animais.  

A compreensão do modo de resposta do tecido hematopoiético do animal permite a 

detecção de alterações fisiopatológicas agudas e crônicas atribuídas à nutrição, meio ambiente, 

agentes tóxicos, doenças e sua possível recuperação (Guerci, 1985; Miccoli et al., 2008; 

Adeyemo et al., 2009).  Atualmente, muita atenção tem sido dada às questões ambientais, como 

preservação e sustentabilidade, em função do desmatamento, bem como da poluição e do risco 

de extinção de espécies animais e vegetais. Há ainda o crescente número de animais silvestres 

e exóticos que chegam aos médicos veterinários para atendimento, além de animais mantidos 

em instituições de conservação, como zoológicos ou reservas naturais, que se beneficiam dessas 

informações. O agronegócio é outro ramo de criação de animais silvestres e/ou exóticos, para 

o consumo ou mesmo expansão da indústria pesqueira, reforçando assim a necessidade de 

estudos dessa natureza, evidenciando a carência de pesquisas na área de medicina veterinária 

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

  O principal objetivo de um laboratório de patologia clínica é a realização correta de 

procedimentos analíticos que auxiliem no diagnóstico e tratamento do paciente (Mohri et al., 

2009a). Exames laboratoriais são considerados uma ferramenta diagnóstica complementar, 

utilizada para monitorar a condição de saúde do animal (Karesh et al., 1997; Lanzarot et al., 

2001; Allgayer et al., 2009). Entretanto, em algumas condições ou para espécies animais 

específicas, os exames laboratoriais podem representar a única ferramenta diagnóstica. 

O hemograma é o principal exame para diagnóstico de alterações sanguíneas. O perfil 

bioquímico fornece informações quanto ao estado clínico e metabólico – energético, proteico e 

mineral, podendo ser utilizado na medicina veterinária para a avaliação individual ou de 

rebanhos (Almosny e Monteiro, 2007; González e Silva, 2008). Como ocorre na medicina de 

rebanho, em diversas espécies de animais de produção, esses exames são utilizados para 

monitorar a saúde e detectar doenças subclínicas, para se traçar um perfil de alterações 

metabólicas (Bowes et al., 1989). São exames complementares que devem ser comumente 

utilizados, para explorar a dinâmica da saúde 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 análises bioquímicas sanguíneas podem ser conduzidas com utilização de plasma ou 

de soro. O soro é a fração obtida após centrifugação da amostra, a partir de sangue coagulado, 

e representa o exemplar preferido para a análise de bioquímica clínica. Entretanto, o plasma, 

obtido pela centrifugação do sangue coletado em tubos, contendo um anticoagulante 

apropriado, pode ser um material igualmente útil e, em certas condições, preferível ao soro. O 

soro e o plasma são similares, mas o plasma contém fatores de coagulação e um anticoagulante 

que não estão presentes no soro. Os valores para a maioria dos analitos são similares no soro e 

no plasma de mamíferos, desde que o sangue seja manipulado de forma padronizada e a 

separação das células ocorra em período que não ultrapasse 2 horas (Young e Bermes, 2008).  

É ideal que sejam coletadas amostras de sangue diferentes para análises bioquímicas e 

hematimétricas, porém, como isto não é possível em todos os pacientes, é indicada a coleta de 

uma única amostra que permita o maior número de análises (Mohri et al., 2009b). Independente 

do uso do plasma ou soro, a separação deve ocorrer o quanto antes, para minimizar o efeito da 

hemólise sobre os resultados. A hemólise pode causar inúmeras interferências nas dosagens de 

lactado desidrogenase (LDH), tendo em vista que a presença 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 

influência da presença de hemólise, pois os eritrócitos possuem grande quantidade de 

isoenzimas (Titze 1983, apud Synermed®).  

O uso do soro é a preferência dos laboratórios, uma vez que a ausência do anticoagulante 

reduz a interferência nos métodos analíticos e nas concentrações obtidas. Entretanto, o plasma 

é mais utilizado devido à dificuldade de obter amostras suficientes para preencher todos os 

tubos, quando há necessidade de novos testes, além daqueles previstos inicialmente ou, ainda, 

caso haja urgência para obter novos exames (Cerón et al., 2004). O uso do plasma é vantajoso 

por eliminar algumas limitações da utilização do soro, tais como: (a) permitir a separação do 

plasma e do soluto mais rapidamente devido à presença do anticoagulante, uma vez que a 

obtenção do soro exige entre 15 e 30 minutos para a completa coagulação sanguínea antes de 

poder ser centrifugado e, ao permitir a separação mais rápida de soluto e plasma, as 

interferências causadas pelo metabolismo celular, ocorridas durante o tempo em que as células 

estão em contato com o plasma, diminuem; (b) o plasma reduz a presença de coágulos de fibrina 

na amostra analisada, diminuindo as alterações nos valores e os possíveis danos a equipamentos 

por entupimento devido a coágulos; (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 avaliação laboratorial em animais selvagens é difícil por, pelo menos, cinco motivos: 

(1) dificuldade de coleta de amostras; (2) ausência de técnica laboratorial eficiente para 

pequenos volumes de amostras; (3) falta de valores de referência para interpretação; (4) a 

escolha de tubos sem anticoagulantes para bioquímica de animais selvagens pode prejudicar a 

qualidade das amostras, pela possível ocorrência de hemólise durante o processo de coleta, que 

comprometeria as análises e, consequentemente, os resultados; (5) a maior ocorrência de fibrina 

no sangue desses animais, cuja presença pode prejudicar a qualidade das amostras para a análise 

bioquímica (Fudge, 2000; González e Silva, 2008).  

Os anticoagulantes utilizados na hematologia humana e na de outros mamíferos são os 

sais de ácido etilenodiamino tetra-acético potássico (EDTA-K3) ou sódico (EDTA-Na2). A 

heparina é utilizada para bioquímica clínica e o citrato de sódio é necessário para estudos 

referentes aos tempos de coagulação e testes de agregação plaquetária (Cerón et al., 2004; 

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

O EDTA atua como um agente quelante, que se apresenta como sais - dissódico (Na2), 

dipotássico (K2) ou tripotássico (K3), sendo os dois últimos os mais solúveis. Atuam como 

quelantes de íons fortes, com elevada afinidade para formar complexos, como íons Ca2+e o 

Mg2+, essenciais para o processo de coagulação. Sendo assim, a utilização do plasma para a 

mensuração do de cálcio é inapropriada (Oviedo e Rodríguez, 2003; Burtis et al., 2008). O 

EDTA é o anticoagulante preferível para contagem total sanguínea e diferencial de 

leucócitos, principalmente devido à propriedade de preservação celular, sendo utilizado 

na concentração final de 1 a 2 g/L de sangue (Perrotta et al., 1998; Oviedo e Rodríguez, 2003; 

Burtis et al., 2008). 

O citrato trissódico, assim como o EDTA, atua como quelante de Ca2+. Tem aplicação 

em estudos de coagulação, pois é possível reverter o seu efeito ao adicionar Ca2+ à amostra. 

Entretanto, tem pouca aplicação para bioquímica clínica. Sua concentração de ação 

anticoagulante é de 24 a 28g/L de sangue, em uma razão de uma parte de citrato para nove 

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

Como os íons de cálcio são essenciais na cascata de coagulação, assim como para as 

interações intercelulares, a adição desses anticoagulantes mantém a amostra de sangue na fase 

líquida por um período relativamente longo, o que favorece a possibilidade da contagem celular 
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sanguínea. Devido à ação quelante de cálcio, a utilização do plasma para a mensuração deste 

elemento é inapropriada (Jain, 1993; Oviedo e Rodríguez, 2003; Harr et al., 2005; Burtis et al., 

2008).  

Dentre os anticoagulantes mais utilizados na rotina clínica, a heparina é o que possui 

maior aplicação hematológica e bioquímica. Essa substância é um glicosaminoglicano e 

encontra-se disponível como sais de sódio, potássio, lítio e amônio. Ao ligar-se à antitrombina 

III, acelera a sua atividade, o que inibe a ação da trombina e outras proteases necessárias para 

a coagulação. Possui a desvantagem de alterar as características de coloração de células 

sanguíneas, resultando na formação de um fundo azul, ao utilizar corantes de Wright. A heparina 

também pode ocasionar o aumento da agregação celular e, portanto, diminuir a precisão na 

contagem de leucócitos e plaquetas, quando da realização 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 lítio. Entretanto, Bolten et al. (1992), Keller et al. (2005), Deem et al. (2006) E 

Padilla et al. (2009) não observaram diferenças estatísticas nas análises hematimétricas e 

bioquímicas quanto ao uso da heparina de lítio e da heparina sódica. A heparina sódica é de 

fácil acesso e custo inferior quando comparada com a heparina de lítio, sendo uma boa 

substituta (Padilla et al., 2009). 

Diversos autores propuseram-se a identificar o melhor anticoagulante para aves, répteis 

e peixes, mas não há um consenso no estabelecimento dos índices hematimétricos aceitáveis 

que possam refletir a ação desses anticoagulantes sobre os parâmetros celulares, especialmente 

os eritrocitários (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 informações conflitantes e insuficientes para aves, répteis e 

peixes. Muito da informação disponível se baseia em número amostral pequeno, volumes de 

amostras reduzidos, parâmetros laboratoriais limitados e, muitas vezes, técnicas analíticas 

ultrapassadas. Uma vez que a hematologia e a bioquímica clínica são a base das ferramentas 

diagnósticas e essenciais para a qualidade do trabalho dos médicos veterinários que trabalham 

nesta área (Cândido, 2008), os laboratórios de patologia clínica e centros de pesquisas devem 

atender a essas expectativas e atuar no desenvolvimento de técnicas e serviços necessários para 

a análise e interpretação de exames laboratoriais de animais selvagens.  

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

bioquímica de três classes de animais: aves, répteis e peixes, representados pelas seguintes 
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espécies: Arara Canindé (Ara ararauna), tigre d'água (Trachemys scripta) e pacamã 

(Lophiosilurus alexandri), sob o efeito de três anticoagulantes utilizados na rotina clínica 

veterinária: EDTA-K3, citrato de sódio e heparina sódica. 

Os objetivos específicos são:  

• Avaliar hematologia de araras, tigres d’água e pacamãs com o uso de citrato de sódio, 

EDTA-K3 e heparina sódica. 

• Avaliar parâmetros bioquímicos de araras, tigres d’água e pacamãs com o uso de citrato 

de sódio, EDTA-K3 e heparina. 

• Indicar o anticoagulante que permita o maior número de exames hematimétricos e da 

bioquímica clínica para cada espécie em uma única amostra sanguínea. 

Para tal, o presente trabalho será dividido em capítulos referentes às espécies analisadas 

para facilitar o acompanhamento dos resultados. No Capítulo 1 apresentamos os resultados 

das análises hematológicas e bioquímicas para araras Canindé. No Capítulo 2, encontram-

se os resultados dessas análises para tigres d’água e no Capítulo 3, nosso olhar se volta para 

os resultados obtidos para pacamãs. Nas Considerações Finais, retomaremos os objetivos 

para apontar as implicações deste estudo para as espécies pesquisadas.  



21 

 

 

CAPÍTULO 1: 

Avaliação hematológica e bioquímica de Araras Canindé, Ara 

ararauna, com o uso de EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de 

sódio como anticoagulantes. 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

Os psitacídeos pertencem à família Psittacidae e são 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 psitacídeos mais desejados como animais de companhia, devido às cores 

atrativas e beleza, além da sua capacidade de interagir e reproduzir falas e sons humanos. Essas 

características também os colocam como alvo de tráfico de animais silvestres (Proença, 2010; 

Gomes et al., 2011). A arara Canindé pertence ao gênero Ara e representa um dos maiores 

psitacídeos 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). 

Após a regulamentação da criação comercial de animais silvestres pelo Instituto 

Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais Renováveis – IBAMA, em 1997, por meio 

das portarias 117 e 118-N, houve aumento na procura por psitacídeos como animais de 

estimação, tornando frequente a procura de atendimento veterinário para esses animais.  

A procedência desses animais é diversa. Há desde animais resgatados a animais de 

cativeiro, com as mais diversas origens – tráfico, criações comerciais legalizadas, centros de 

conservação de espécies silvestres (zoológicos e santuários). Há, ainda, a crescente 

conscientização sobre a relação entre meio ambiente e a conservação de espécies, como fatores 

para reforçar e evidenciar a importância do conhecimento de parâmetros fisiológicos desses 

animais, o que permitiria uma interpretação correta dos resultados obtidos após a realização de 

exames clínicos e laboratoriais com finalidade diagnóstica (Goulart, 2006; Valle et al., 2008; 

Bahiense, 2010). 

Avaliação clínica 

 

Na cadeia alimentar, as aves são, em geral, presas de animais predadores. A 
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manifestação física de doenças nesses animais pode favorecer ou servir de gatilho para a 

predação. Com isso, há uma tendência de a manifestação física de sinais clínicos de doenças 

ocorrer tardiamente (González e Silva, 2008; Bahiense, 2010). Isso reforça a importância de 

exames complementares que possibilitem a identificação de alterações no organismo, antes que 

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

Os sinais clínicos das doenças em aves são bastante inespecíficos, sendo que o exame 

clínico oferece informações limitadas, havendo necessidade do uso de métodos diagnósticos 

complementares para assegurar um tratamento eficaz (Cândido, 2008). O autor reforça a 

demanda no aprimoramento das técnicas diagnósticas não invasivas pelos profissionais que 

trabalham com aves não comerciais, tanto na clínica médica de animais de estimação ou de 

animais de vida livre.  

As aves possuem inúmeras características fisiológicas e anatômicas diferenciadas, o que 

gera um grupo muito heterogêneo de animais (Bonello et al., 2002). A utilização de valores de 

referência não específicos para determinada espécie não se mostra adequada, pois o estado 

hematológico e bioquímico é um reflexo de inúmeros fatores, como: espécie, sexo, idade, dieta, 

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

Para uma correta interpretação dos resultados é necessário conhecer a especificidade e 

sensibilidade do método escolhido para a avaliação, os intervalos de referência para a espécie 

estudada e possuir uma lista de doenças que possam induzir às alterações em questão (Bowes 

et al., 1989). 

Avaliação laboratorial 

 

A análise sanguínea é uma importante ferramenta para o conhecimento do modo de 

resposta do tecido hematopoiético do animal, permitindo o diagnóstico das doenças e o 

acompanhamento da sua recuperação. Essa avaliação proporciona dados sobre o grau de 

resposta do organismo à presença de microrganismos ou de deficiências nutricionais, pois 

permite a obtenção de grande número de informações sobre a condição do animal, a partir de 

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

O EDTA seja o anticoagulante preferível para contagem total sanguínea e 

diferencial de leucócitos, principalmente devido à propriedade de preservação celular 

(Perrotta et al., 1998; Patel, 2009). Trata-se de um agente quelante, que possui grande 

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

O uso de Anticoagulantes 

 

O EDTA possui diversos efeitos sobre as células sanguíneas e permite esfregaços de 

ótima qualidade, desde que confeccionados entre duas e três horas após a coleta da amostra. O 

preenchimento do tubo no momento da coleta deve ser realizado com atenção, pois pode haver 

alteração na proporção entre sangue e anticoagulante. Níveis elevados de EDTA podem causar 

redução do tamanho dos eritrócitos, devido à hipertonicidade do plasma, com elevação da 

concentração iônica. Esse efeito pode levar ao aparecimento de artefatos no esfregaço 

sanguíneo, devido à lesão na membrana celular de eritrócitos e leucócitos, o que dificulta a 

identificação (Patel, 2009).   

Campbell et al.  (2007) citam o EDTA como um anticoagulante mais adequado para 

análise sanguínea de psitacídeos e de aves de rapina, pois a heparina pode causar aglutinação 

de leucócitos 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 à 

discreta hemólise em algumas espécies de aves. 

O citrato de sódio é usado primariamente como anticoagulante para avaliação da 

coagulação devido a sua capacidade de reversão após a adição de cálcio (Burtis et al., 2008). 

Perrotta et al. (1998) relatam que esfregaços sanguíneos preparados a partir de sangue com 

citrato e com EDTA e corados com Wright’s Giemsa são indistinguíveis, indicando que o sangue 

pode ser coletado em apenas um tubo para análises hematológicas e testes de coagulação.  

A heparina é um glicosaminoglicano, com função anticoagulante e possui maior 

aplicação hematológica e bioquímica. Age através da ligação à antitrombina III, inibe a ação da 

trombina e outras proteases necessárias para a coagulação. Possui a desvantagem de alterar as 

características de coloração das células sanguíneas, resultando na formação de um fundo azul 

ao utilizar corantes de Wright. Além disso, pode ocasionar o aumento da agregação celular, 

diminuindo a precisão na contagem de leucócitos, causando aglutinação acentuada de 

heterofilos e plaquetas de aves quando da realização do hemograma (Campbell et al., 1994; 

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

Para a hematologia de aves, o EDTA e a heparina são 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 bioquímica 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 diminuição do volume globular (VG - %) e aumento na 

ocorrência de hemólise. Guzman et al. (2008), ao compararem os resultados do hemograma de 

20 papagaios (Amazona ventralis) utilizando EDTA-K2 e heparina de lítio, concluíram que a 

heparina pode ser utilizada como anticoagulante para essas aves. Os mesmos autores 

recomendaram ainda o uso do mesmo anticoagulante para acompanhar as variações em um 

mesmo paciente, principalmente quanto à concentração de proteína plasmática, VG (%) e a 

contagem de linfócitos.  Mafuvadze e Erlwanger (2007) e Sabino et al. (2010), ao avaliarem o 

efeito do EDTA e da heparina sobre os eritrócitos de avestruzes (Struthio camelus), concluíram 

que a heparina é mais adequada que o EDTA para os parâmetros eritrocitários. Campbell et al. 

(1994) relatou que a heparina interfere na coloração celular e causa aglutinação acentuada de 

heterófilos 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 bioquímica sanguínea como uma ferramenta importante na medicina de aves. Entretanto, 

transpor a espécie e utilizar valores não específicos para a espécie estudada não é adequado, 

pois o status hematológico e bioquímico são reflexos de inúmeros fatores como: sexo, idade, 

dieta, manejo e nível de estresse, além das variações fisiológicas como ciclo circadiano, ciclo 

anual e hábitos de migração, que são diferenças importantes entre as diversas espécies de aves 

(Bowes, 1989; Lumeij e Overduin, 1990; Harr et al., 2005). A bioquímica sérica se apresenta 

como ferramenta importante, pois fornece um grande volume de informações, sobre a condição 

animal a partir de um pequeno volume de amostra, auxiliando no diagnóstico de doenças 

metabólicas e possibilitando uma avaliação mais precisa do indivíduo (Bowes, 1989; Lumeij e 

Overduin, 1990; Valle, 2008).  

Para uma correta interpretação dos resultados, é necessário conhecer a especificidade e 

sensibilidade do método escolhido para a avaliação, os intervalos de referência para a espécie 

estudada e possuir uma lista de doenças que possam induzir às alterações em questão (Bowes 

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

Como já mencionado, é ideal que sejam coletadas amostras de sangue diferentes para 

análises bioquímicas e hematimétricas. Porém, como isto não é possível em todos os pacientes, 

é indicada a coleta de uma única amostra que permita o maior número de análises (Mohri et al., 

2009b). Independente do uso do plasma ou do soro, a separação deve ocorrer o quanto antes 
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para minimizar a hemólise, pois ela pode causar inúmeras interferências nas dosagens de LDH 

(Titze, 1983 apud Synermed®). A hemólise também pode interferir na dosagem das 

transaminases ALT e AST, pois os eritrócitos possuem grande quantidade de isoenzimas (Titze, 

1983 apud Synermed®).  

O uso do soro para análises bioquímicas, como é de conhecimento na área, é referência 

nos laboratórios, uma vez que os anticoagulantes podem aumentar a interferência com os 

métodos analíticos ou mesmo comprometer as concentrações de alguns analitos. Porém, o uso 

do plasma é indicado devido à dificuldade de obtenção de um volume de amostra suficiente 

para preencher vários tubos de coleta ou quando haja necessidade de novos testes além dos 

solicitados inicialmente (Cerón et al, 2004). O plasma é indicado também pois é obtido com 

maior velocidade com o uso de anticoagulantes e não há necessidade de esperar o tempo de 

retração do coágulo antes da centrifugação. Com a separação mais rápida entre soluto e plasma, 

as interferências causadas pelo metabolismo celular são menores. Além disso, o plasma pode 

reduzir a presença de coágulos de fibrina na amostra, diminuindo as possíveis alterações nos 

resultados e danos a equipamentos, por entupimento. Finalmente, o plasma tem maior 

rendimento, pois há 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 há indicações para o uso de um anticoagulante específico. O 

plasma/EDTA é preferível para dosagens de triglicerídeos por ter efeito estabilizador sobre 

lipoproteínas, mas pode interferir com oxalatos e citrato nos níveis de colesterol, tornando-os 

discretamente menores (Titze, 1983 apud Synermed®). 

Como já mencionado na introdução, a avaliação laboratorial em animais selvagens é 

difícil 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 

referência para interpretação; (4) o uso de tubos sem anticoagulantes, para bioquímica de 

animais selvagens, pode ser prejudicada pois a pode ocorrer hemólise, comprometendo as 

análises; e (5) a maior ocorrência de fibrina prejudicial à qualidade da amostra para a análise 

bioquímica (Fudge, 2000; González e Silva, 2008). Portanto, o uso do plasma na clínica de 

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

O efeito dos anticoagulantes sobre a bioquímica e a hematologia foi objeto de estudo no 

homem e em inúmeros animais, sendo que a maioria desses estudos é realizada com número 

amostral pequeno, com parâmetros limitados e técnicas analíticas 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-K3, citrato de sódio e heparina sódicos sobre os parâmetros hematológicos e bioquímicos 

de araras Canindé. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos realizados foram aprovados pelo IBAMA, através do Sistema de 

Autorização e Informação em Biodiversidade - SISBIO sob nº 32233, e pelas normas do Comitê 

de Ética na Utilização de Animais (CEUA), sob protocolo 80/2012 da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG). 

Animais 

 

Foram avaliadas amostras sanguíneas de 60 araras Canindé (Ara ararauna) adultas de 

ambos os sexos, clinicamente hígidas, provenientes do IBAMA de Minas Gerais (MG), 

localizado no Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) de Lagoa Grande, em Nova 

Lima, e de criatórios mantenedores na região de Betim (ambas regiões metropolitanas de Belo 

Horizonte – MG).  

As aves receberam água e dieta ad libitum, sendo a dieta composta de ração 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 período da manhã. 

Contenção e de coleta de amostras 

 

Inicialmente, os animais foram submetidos à contenção física com a utilização de puçá. 

Posteriormente, com o auxílio de máscaras individuais, foi realizada a contenção química 

através da utilização de anestésico volátil, isoflurano, para realização do exame físico e da 

coleta de amostras (Fig. 1), conforme preconizado por Valle et al. (2008). 
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Após a antissepsia local com álcool a 70%, foram coletados 5 mL de sangue de cada 

arara através da punção da veia jugular direita (Fig. 2). Foram utilizadas seringas de 5 mL e 

agulhas 25x0,8 mm, lavadas internamente com heparina sódica apenas para prevenir a 

coagulação imediata, conforme recomendado por Thrall et al. (2007). 

  

Figura 2. Coleta de sangue através da 

venopunção jugular direita de arara 

Canindé. Parque Ecológico Vale Verde 

(Arquivo pessoal). 

Figura 1. Anestesia geral com isoflurano para coleta de sangue de arara 

Canindé em veia jugular direita externa. Parque Ecológico Vale Verde 

(Arquivo pessoal). 
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Manipulação e processamento das amostras de sangue 

 

Após a coleta, o sangue foi acondicionado em quatro microtubos (1500µL), preparados 

previamente pela equipe, utilizando pipeta repetitiva HandyStep® (Brand GMBH + CO – 

MainGermany) contendo: (1) 100μl de EDTA-K3 a 10%; (2) 120μl de citrato de sódio a 3,8%; 

(3) 200μl de heparina sódica, sendo colocado 1 mL por tubo. O restante da amostra foi 

acondicionado no quarto microtubo, sem anticoagulante (4) para obtenção do soro. Todas as 

amostras foram pré-processadas no local da coleta, sendo realizada a confecção dos esfregaços 

sanguíneos, a mensuração do microhematocrito (Jain, 1993), aliquotagem das amostras para 

contagem em hemocitoômetro e, a seguir, foi realizada separação do soro e do plasma para 

posterior processamento (Fig. 3). O material obtido foi transportado sob refrigeração ao 

Laboratório de Patologia Clínica Veterinária da Escola de Veterinária da UFMG para o 

processamento das análises bioquímicas, contagem das hemácias e de leucócitos totais em 

hemocitômetro e determinação do VG (%) e da concentração de proteína total plasmática por 

refratometria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análises hematológicas 

 

Logo após a coleta, o sangue foi homogeneizado manualmente e, em seguida, foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos em lâminas de vidro, sendo um para cada tipo de 

anticoagulante. Os esfregaços foram secos ao ar e guardados em caixas de madeira próprias 

para lâminas para posterior coloração e análise. Os microcapilares foram preenchidos para 

determinação do VG (%) pela técnica de microhematócrito e para determinação da proteína 

 
Figura 3 - Estrutura montada no criatório para iniciar o processamento das 

amostras logo após a coleta. Parque Ecológico Vale Verde (Arquivo pessoal). 
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plasmática total por meio da técnica de refratometria (Jain e Schalm, 1986). Além disso, 10 μl 

de sangue foram aliquotados em 1 mL de solução de diluição Dacie (Jain e Schalm, 1986) para 

contagem dos eritrócitos e leucócitos totais. A solução foi mantida sob refrigeração até a análise 

no laboratório de Patologia Clínica da EV-UFMG. 

As contagens de eritrócitos e leucócitos totais foram realizadas em hemocitômetro, 

Câmara de Neubauer, utilizando-se microscópio óptico Olympus CX 40®, sob aumento de 

400x, em até 24 horas após a coleta, possível devido à presença de formol na diluição de Dacie. 

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

Os esfregaços foram corados com panótico rápido (Laborclin®- Paraná- Brasil). A 

observação da qualidade do esfregaço sanguíneo de hemoparasitas foi realizada sob a objetiva 

de 400x. Já a contagem diferencial de leucócitos foi realizada sob óleo de imersão (x1000), 

totalizando 100 células. Para a avaliação da celularidade, foram selecionadas lâminas de 10 

animais, em triplicata. Foram feitas observações nas lâminas quanto a: apoptose, agregados 

celulares, artefato de coloração, presença de células pequenas e/ou células grandes e células 

com cauda.  

Análises bioquímicas 

 

Uma vez realizado o processamento para hematologia, todas as amostras foram 

centrifugadas e separadas para obtenção da fração líquida (plasmas ou soro). A centrifugação 

foi realizada inicialmente a 1000 rpm durante 1 minuto e a 4000 rpm durante 4 minutos. Este 

protocolo de centrifugação foi adotado a fim de minimizar a ocorrência de hemólise. O plasma 

e o soro foram, então, refrigerados a 4 ºC para posterior processamento do perfil bioquímico. 

Após cada coleta, o processamento bioquímico ocorreu em, no máximo, uma semana.   Foram 

dosados os seguintes analitos por colorimetria: albumina (verde de bromocresol), proteínas 

totais (Biureto), ureia método (enzimático – UV), glicose (enzimático – N-sulfopropil), 

transaminases (enzimático - UV), ácido úrico (enzimático – UricaseAzure D2), colesterol 

(enzimático – N-sulfopropil), triglicerídeos (enzimático – N-sulfopropil) e lactato 

desidrogenase (LDH - enzimático - UV). Já o fósforo (fosfomolibdato/PVP), o magnésio (Azul 

Xilidil) e o cálcio (Arsenazo III) foram dosados por técnica cinética. Todas as análises foram 

realizadas no aparelho de bioquímica automático Cobas Mira Plus®, utilizando-se kits 

comerciais Synermed® (International Inc. São Paulo. Brasil. Registro 10438910025), já 

validados pelo laboratório de patologia clínica da EV-UFMG, para mamíferos domésticos. 

Para melhor avaliar o efeito dos anticoagulantes, foi calculada a porcentagem de 
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variação entre as amostras de plasma e as de soro, esta última considerada como referência para 

os diferentes analitos bioquímicos. 

Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi realizado em blocos, ao acaso. Como a comparação 

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 homocedásticos pelo teste de Shapiro-Wilk foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) e posteriormente ao teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os resultados que não 

apresentaram distribuição normal ou homocedástica foram transformados pela multiplicação 

do log (10) e submetidos aos mesmos testes anteriormente descritos. Variáveis que mesmo após 

a transformação não apresentaram características normais foram submetidas ao teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis. Toda a análise estatística foi realizada considerando-se a 

margem de significância 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 são considerados adequados, sendo a heparina mais confiável e, 

portanto, utilizada como comparativa no presente estudo. 

A Tabela 1 dispõe os valores médios dos índices hematimétricos, proteínas totais, VG 

(%) e a contagem total de eritrócitos e leucócitos, além das porcentagens da contagem 

diferencial dos leucócitos. 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 sódio e plasma/heparina (p>0,05). Nas dosagens das proteínas totais 

plasmáticas (PTP), houve aumento significativo (p<0,05) do plasma/citrato de sódio em 

comparação os níveis de plasma/EDTA e plasma/heparina, que não tiveram diferenças entre si 

(p>0,05). Entre o plasma/citrato de sódio e plasma/heparina não houve diferenças na contagem 

de eritrócitos (p>0,05), mas houve uma diminuição significativa dos valores no plasma/EDTA 

(p<0,05). Já a contagem total de leucócitos foi significativamente menor no plasma/citrato de 

sódio (p<0,05), e entre plasma/EDTA e plasma heparina não houve diferença (p>0,05). Quanto 

ao diferencial dos leucócitos, não houve diferenças estatísticas entre os três anticoagulantes 
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avaliados.  

 

Tabela 1. Valores médios, seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas totais 

plasmáticas (PTP – mg/dL); contagem total de hemácias; contagem total e diferencial de leucócitos de 

Ara ararauna adultas, consideradas hígidas, amostras colhidas EDTA-K3, citrato de sódio e heparina 

sódicos. 

Variáveis 
Sangue/EDTA-K3

 

(n=60) 

Sangue/Citrato de 

sódio 

(n=60) 

Sangue/Heparina  

(n=60) 

VG (%) 

43,20 ± 

4,55A 30,69 ± 3,42B 35,69 ± 3,41B 

PTP (mg/dL) 4,07 ± 0,78B 5,34 ± 0,93A 3,68 ± 0,76B 

Contagem total de 

eritrócitos (x106/µL) 
2,38 ± 0,68A 2,41 ± 0,97B 2,57 ± 0,68B 

Contagem total de 

leucócitos (x103/µL) 
9,32 ±5,45A 7,97 ± 3,60B 8,41±4,87A 

 (n=10) (n=10) (n=10) 

Heterófilos absolutos 

(x103/µL) 7,49 ±0,28A  6,20 ±0,28A 6,72 ± 0,32A 

Monócitos (x103/µL) 0,03 ±0,03A 0, 03 ±0.01A 0,01 ±0,01 A 

Linfócitos (x103/µL) 1,60 ±0,30A 1,63 ±0,27A 1,31 ±0,16A 

Eosinófilos (x103/µL) 0,21 ±0,05A 0,16 ±0,04A 0,21 ±0,06 A 

Basófilos (x103/µL) 0,03 ±0,03A 0,01 ±0,01A 0,01 ±0,01A 

Pqt/RBC 0,008±0,003a 0.010±0.002a 0.010±0.004a 

 

 

  

Bioquímica 

 

Os resultados obtidos nas análises bioquímicas encontram-se descritos nas Tabelas 2 e 

3. Quando comparadas as amostras de soro e diferentes plasmas, é possível observar algumas 

diferenças significativas (Tabela 2). 

No plasma/EDTA-K3, a concentração de ácido úrico foi significativamente maior 

(p<0,05), enquanto as concentrações de albumina, ALT, AST, colesterol, fósforo, glicose, 

magnésio, proteína total, triglicerídeos e ureia foram significativamente inferiores (p<0,05) às 

concentrações séricas. A concentração do LDH não apresentou diferença estatística (p>0,05) 

entre soro e plasma/EDTA. 

Os analitos testados no plasma/citrato de sódio, em sua maioria, apresentaram redução 

significativa (p<0,05) em relação ao soro. Foram eles ácido úrico, albumina, ALT, AST, cálcio, 

EDTA-K3- Ácido etileno diaminotetracético (10%), Pqt- plaquetas; RBC- eritrócitos.  Letras maiúsculas 

diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes pela ANOVA (SNK)e 

minúsculas pelo teste SNK – Kruskal. 
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colesterol, fósforo, glicose, proteína total, triglicerídeos e ureia. Os analitos LDH e magnésio 

não demonstraram diferenças estatísticas (p>0,05) entre soro e plasma/citrato de sódio. 

Já o plasma/heparina teve redução significativa (p<0,05) os valores dos analitos: 

albumina, AST, cálcio, colesterol, fósforo, glicose, magnésio, proteína total, triglicerídeos e 

ureia. Os valores de ácido úrico, ALT, e LDH não apresentaram diferença estatística (p>0,05).  
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ANALITOS  
Soro 

(n=60) 

EDTA-K3
 

(n= 60) 

Citrato de sódio 

(n=60) 

Heparina 

(n=60) 

Ácido úrico (mg/dL) 
1,68±0,65A 

(1.03 - 2,33) 

2,30±0,53B 

(1.77 – 2.83) 

1,56±0,39A 

(1.17 – 1.95) 

1,67±0,69A 

(0.98 – 2.36) 

Albumina (g/dL) 
1,40±0,16A 

(1.24 – 1.56) 

1,26±0,13B 

(1.13 – 1,39) 

1,04±0,10C 

(0.94 – 1.14) 

0,77±0,21D 

(0.56 – 0.98) 

ALT (UI/L) 
106,28±28,52A 

(77.76 – 134,8) 

95,96±33,29B 

(62.67 – 129.25) 

75,76±22,37C 

(53.39 – 98.13) 

106,93±29,19A 

(77.74 – 136.12) 

AST (UI/L) 
224,84±29,79A 

(195,05 – 254.63) 

212,02±33,71B 

(178,31 – 245,73) 

183,14±29,88C 

(153,26 – 213,02) 

182,43±31,48C 

(151,05 – 213,91) 

Cálcio (mEq/dL) 
8,39±0,97A 

(7.42 – 9.36) 
- 

3,39±0,52B 

(2.87 – 3.91) 

5,77±0,83C 

(4,94 – 6.60) 

Colesterol (mg/dL) 
158,91±32,14A 

(126.77 – 191,05) 

152,51±27,67B 

(124,84 – 180.18) 

120,55±23,25C 

(97,30 – 143,80) 

122,54±25,17C 

(97.37 – 147.71) 

Fósforo (mg/dL) 
4,75±1,68A 

(3,07 – 6.43) 

3,61±1,45B 

(2.16 – 5.06) 

2,41±1,05C 

(1.36 – 3.46) 

1,47±0,85D 

(0.62 + 2.32) 

Glicose (mg/dL) 
266,59±68,22A 

(198.37 – 334.81) 

216,45±45,82B 

(170,63 – 262.27) 

200,49±30,72C 

(169.77 – 231,21) 

194,82±31,90C 

(162.92 – 226.72) 

LDH (UI/L) 
83,78±59,49AB 

(24.29 + 143.27) 

95,87±63,35A 

(32.52 – 159,22) 

87,23±49,33A 

(37.90 – 136.56) 

68,29±40,03B 

(28.26 – 108.32) 

Magnésio (mg/dL) 
3,44±0,89A 

(2.55 – 4.33) 

0,74±0,28B 

(0.46 – 1.02) 

3,30±0,72A 

(2.58 – 4.02) 

2,8±0,74C 

(2.06 – 3.54) 

Proteína total (g/dL) 
3,65±0,46A 

(3.19 – 4.11) 

3,38±0,36B 

(3.02 – 3.74) 

2,74±0,30C 

(2.44 – 3.04) 

2,62±0,31D 

(2.31 – 2.93) 

Triglicerídeos (mg/dl) 252.14±299,67 A 
162,88±146,83 B 

(16.05 – 309.71) 

117,52±64,20C 

(53.32 – 181.72) 

116,34±67,82C 

(48.52 – 184.16) 

Ureia (mg/dL) 
7,43±4,22A 

(3.21 – 11.65) 

6,29±4.60B 

(2.23 – 10.89) 

5,74±3,35B 

(2.39 – 9.09) 

5,29±2,95B 

(2.34 – 8.24) 

Tabela 2. Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), alanina aminotransferase (ALT - UI/L), aspartato aminotransferase 

(AST - UI/L), cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL, lactato desidrogenase (LDH - UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), 

triglicerídeos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de amostras de soro e plasma de Ara ararauna colhidos em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina sódica 

Análise de variância. Letras diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. 
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A Tabela 3 dispõe os dados das médias das porcentagens de variação entre amostras de 

soro e plasmas analisados considerando-se uma variação de 10% como aceitável (Jain & 

Schalm, 1986). 

 

Tabela 3. Diferença percentual entre as amostras de soro e plasma colhido em EDTA-K3, citrato de 

sódio e heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio 

(mg/dL), colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), 

proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dL) e ureia (mg/dL) de Ara ararauna. 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

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 é 

importante, porém não há um consenso entre os autores. A maioria deles fornece dados que são 

insuficientes, principalmente quanto à metodologia utilizada para coleta e análise das amostras 

em relação à proporção e concentração de anticoagulantes; ao método utilizado para contagem 

Analitos Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato 

de sódio 

(n=60) 

Plasma/Heparina 

(n=60) 

Ácido úrico (mg/dL) 58,97A 0,19B 9,79B 

Albumina (g/dL) -9,64A -25,57B -44,87C 

ALT (UI/L) -8,69A -24,64B 4,59A 

AST (UI/L) -5,80A -18,78B -18,89B 

Cálcio (mEq/dL)   -58,84A -30,55B 

Colesterol (mg/dL) -3,26A -23,74B -22,23B 

Fósforo (mg/dL) -24,04 -51,94B -70,12A 

Glicose (mg/dL) -16,59A -21,56AB -24,08B 

LDH (UI/L) 48,79A 37,78A 11,99A 

Magnésio (mg/dL) -80,78A -5,39B -19,64B 

Proteína total (g/dL) -7,39A -24,87B -27,60C 

Triglicerídeos (mg/dL) -11,18A -22,57B -23,67B 

Ureia (mg/dL) 21,01A -4,72B -4,58B 

Valores negativos representam a redução e positivos representam acréscimo nas concentrações dos 

analitos quando comparadas amostras de soro tidas como de referência para o teste em questão. Letras 

diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. 
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de elementos figurados; à conservação da amostra e, ainda, à metodologia de análise. A falta de 

dados em estudos similares em araras Canindé dificulta a discussão dos resultados individuais. 

Além disso, as divergências dos valores descritos na literatura limitam ainda mais a discussão. 

A elevação dos valores VG (%) observada no plasma/EDTA em comparação 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 à elevação 

do VCM, devido à tumefação celular. O EDTA quela dos íons cálcio, Jain (1993) explica que, 

por não haver ativação da bomba de sódio e potássio, há migração de água para o interior 

celular. Isso provoca o aumento do tamanho e lise celulares. A hemólise não pode ser 

incriminada nesta elevação, pois não foi observada nas amostras avaliadas.  

No plasma/citrato de sódio, os níveis de PTP foram significativamente maiores (p<0,05) 

em comparação ao plasma/heparina e o plasma/EDTA. O nível proteico entre plasma/EDTA e 

plasma/heparina observado por Guzman et al. (2008) em papagaios-de-hispaniola tiveram 

aumento significativo dos valores em comparação ao plasma/heparina. Lumeij e Bruijne (1985) 

relatam que a acurácia do método de refratometria em aves é considerada reduzida. Como 

quanto maior a concentração de glicose, menor a de proteínas plasmáticas em aves, correlações 

entre o refratômetro e o método de biureto podem não ser possíveis em algumas espécies 

(Lumeij e Maclean, 1996).  Entretanto, a refratometria deve ser sempre considerada, já que se 

trata de uma metodologia rápida para a determinação de uma estimativa da proteína em fluídos 

(Lumeij e Bruijne, 1985). Segundo Guzman et al. (2008), as concentrações de proteínas totais 

devem ser determinadas por eletroforese. Nenhum dos autores consultados menciona a 

influência do citrato sobre a refratometria de proteínas e as justificativas apresentadas, tais como 

a influência da glicemia, não foram observadas neste estudo. Pelo contrário, valores de glicemia 

em amostras em citrato foram inferiores a amostras séricas e coletadas em EDTA (Ver Tabela 

3). 

Quanto à contagem de eritrócitos, houve diminuição significativa dos valores no sangue 

total/EDTA, quando comparado aos resultados do plasma/citrato de sódio e plasma/heparina. 

Harr et al. (2005) não observaram resultados semelhantes, não havendo diferença entre os três 

anticoagulantes testados. 

A contagem total de leucócitos foi significativamente maior (p<0,05) onde? quando 

comparada com o plasma/heparina. Nenhum dos autores consultados menciona a influência do 

citrato sobre a refratometria de proteínas e as justificativas apresentadas, tais como a influência 

da glicemia, não foram observadas neste estudo. Pelo contrário, 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 leucócitos foi significativamente menor (p<0,05) em amostras 

coletadas em citrato de sódio do que em EDTA ou heparina. Harr et al. (2005), descreveram 

alterações no eritrograma, com incidência de hemólise, em amostras de araras coletadas em 

citrato de sódio. Guzman et al. (2008), recomendaram a heparina de lítio como anticoagulante 

para essas aves, sugerindo que os demais possam alterar concentração de proteína plasmática, 

VG (%) e a contagem de linfócitos, entretanto nada foi relatado a respeito da contagem total de 

leucócitos. Na avaliação da contagem diferencial, não foram observadas diferenças estatísticas, 

nem a ocorrência de agregados celulares em lâminas oriundas de amostras com citratos. Pelo 

contrário, 65% das amostras que apresentaram agregados celulares eram provenientes de 

coletas com heparina, o que pode ter comprometido a contagem total de leucócitos. Já amostras 

coletadas em EDTA apresentaram intensas alterações morfológicas em trombócitos.  Dessa 

forma, a diferença observada pode ter sido resultado de alterações morfológicas e/ou agregação 

celulares que comprometeram a diluição ou a identificação dos leucócitos na câmara de 

Neubauer. 

Bioquímica 

 

A comparação entre plasma e soro para a análise bioquímica vem sendo pesquisada para 

inúmeras espécies (Laborde et al., 1995, Young e Bernes 1998; Morris et al., 2002 ; Cerón 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 ácido úrico no plasma/EDTA foi significativamente maior em 

comparação ao soro, enquanto no plasma/citrato de sódio, o resultado foi significativamente 

menor e no plasma/heparina não houve diferença estatística. O aumento do valor do ácido úrico 

encontrado no plasma/EDTA de araras não possui um mecanismo claro e não foi encontrado 

trabalho que dosasse o analitos em plasma/EDTA para poder discutir mais profundamente 

nossos resultados. 

Os valores de albumina nos três anticoagulantes pesquisados foram significativamente 

menores. Apesar do presente estudo demonstrar diminuição significativa da concentração valor 

de albumina, ele não foi observado em cães, cavalos, vacas, camelos ou ovelhas espécies 

(Laborde et al., 1995, Young e Bernes 1998; Morris et al., 2002; Cerón 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 diferença deve ser associada a particularidades da espécie. Segundo Lumeij e 

Overduin, (1990), o método do verde de bromocresol ainda não é validado para aves, sendo a 

disparidade associada, principalmente pelo controle e padrão usados serem de humanos. Além 

disso, a albumina aviária possui uma afinidade diferente ao corante verde de bromocresol, 

sendo assim recomendado o uso do gel de eletroforese para determinação de albumina 

(Guzmanet al., 2008).  

As atividades das transaminases AST e ALT no plasma/EDTA de araras apresentaram 

diminuição significativa quando comparadas ao soro, enquanto no plasma/citrato de sódio 

houve diminuição 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 

diminuição significativa quando comparada ao soro (Mohri et al., 2007b; Mohri e Rezapoor, 

2009). Segundo Mohri et al. (2007a), o EDTA quela não somente o cálcio, mas também os íons 

magnésio, zinco e ferro, necessários como cofatores para a atividade das enzimas mencionadas, 

o que poderia justificar a diferença observada neste estudo ao se comparar amostras de 

plasma/EDTA e soro. 

Dentre os minerais, o magnésio 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), os 

valores de magnésio tiveram redução dos valores quando comparados ao soro no plasma/EDTA 

e no plasma/citrato de sódio, corroborando os resultados encontrados no presente estudo. Esse 

achado provavelmente foi ocasionado pelo efeito quelante do EDTA de íons fortes, como já 

discutido anteriormente.  

O fósforo teve diminuição na dosagem nos três anticoagulantes, assim como observado 

por Céron et al. (2004) e Mohri et al. (2009b), em amostras de sangue de cães e camelos. A 

diminuição do fósforo pode também ser associada ao efeito quelante do EDTA (Mohri et al., 

2009b). Entretanto, Mohri et al. (2007a), em pesquisa de anticoagulantes em cavalos, não 

observaram diferença estatística entre soro e plasma/EDTA.   

A diminuição significativa vista nos níveis de colesterol no plasma/EDTA, 

plasma/citrato de sódio 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 não foi observado em amostras de plasma/EDTA de cães (Céron, 2004), camelos 

(Mohri et al., 2009b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009). Dessa forma, parece haver diferença 

entre as espécies animais com relação aos efeitos do EDTA, citrato de sódio e heparina sobre 

as análises bioquímicas de colesterol. 
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Segundo Burtis et al. (2008), o anticoagulante padrão para dosagem de glicose é o 

fluoreto de sódio, pois inibe a glicólise anaeróbica pelos eritrócitos. Entretanto, Jain e Schalm 

(1986) relata que, desde que a separação da fração líquida ocorra imediatamente após a coleta, 

não haverá redução da concentração de glicose, pois não haverá consumo pelas células 

sanguíneas, especialmente pelos eritrócitos. As concentrações de glicose no plasma/EDTA, 

plasma/citrato de sódio e plasma/heparina apresentaram diminuição significativa em relação ao 

soro. Mohri et al. (2007a), ao testarem os níveis de glicose de cavalos, obtiveram resultados 

semelhantes quanto à redução nos níveis de glicose plasmática em comparação ao soro. Já 

Morris et al. (2002) relataram aumento no nível de glicose no plasma/EDTA de ovinos, sendo 

esses resultados associados à ocorrência de hemólise. Dentre os plasmas avaliados, o coletado 

em heparina apresentou a maior diferença observada, com uma diminuição de 24% em 

comparação a amostras de soro (Tabela 4). 

Resultados semelhantes à redução dos valores do plasma/EDTA em comparação ao soro 

de proteínas totais das araras foram encontrados em cavalos (Mohri et al., 2007a), vacas (Mohri 

et al., 2007b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009), sendo essa diminuição de 6,93%, 7,60% e 

1,93%. Já em cães (Cerón et al., 2004), camelos (Mohri et al., 2009b) e ovelhas (Mohri e 

Rezapoor, 2009) não houve diferença estatística. As diferenças entre espécies podem ser fatores 

que contribuíram para isso.  

A avaliação do plasma/EDTA em ovelhas obteve resultado semelhante aos encontrados 

no plasma de araras, com diminuição significativa dos valores de triglicerídeos, quando 

comparados às amostras de soro (Laborde et al., 1995; Morris et al., 2002). Estudos sobre o 

efeito de plasma/EDTA nos níveis de triglicerídeos de cães, cavalos e camelos não relatam 

haver diferença significativa entre soro e plasma (Céron et al., 2004; Mohri et al, 2007a; Mohri 

et al., 2009b). Os resultados de triglicerídeos em araras demonstraram uma variável bastante 

instável para a espécie, com coeficientes de variação acima de 90%, inclusive em amostras de 

soro.  

Os valores de ureia no presente estudo apresentaram uma redução 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 cães, Cerón et al. 

(2004) e, em ovelhas, Laborde et al. (1995), esses autores relataram não haver diferença entre 

plasma/EDTA e soro. No presente estudo, o mecanismo exato que possa explicar essa diferença 

estatística nos analitos glicose, proteínas totais, ureia e colesterol não é claro, mas pode estar 

associado à diferença entre espécies, contribuindo para as variações encontradas.  

A comparação estatística do plasma/citrato de sódio com o soro demonstrou que 10 
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analitos testados tiveram uma diminuição estatística 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 redução significativa de valores para os seguintes analitos: cálcio, fósforo, 

magnésio, ferro, cloreto, glicose, ácido úrico, proteínas totais, albumina, acetilcolinesterase, 

lipase, amilase, ALP, ALT, AST, creatina quinase (CK), gama glutamiltransferase (GGT), 

colesterol, triglicerídeos, bilirrubina totais e creatinina, associando este achado à hemodiluição, 

devido à alta concentração de anticoagulante utilizada necessária (1:9). Se considerarmos, no 

entanto, os volumes de anticoagulantes utilizados, veremos que a mesma hemodiluição, que 

possivelmente tenha ocorrido com o uso de citrato de sódio (1:8,3), ocorreu com o uso de EDTA 

(1:10) e heparina (1:5), já que foram adicionados 1mL de amostra de sangue em 120 uL, 100 

uL e 200uL de anticoagulante, respectivamente.   

 Os valores bioquímicos de albumina, AST, cálcio, colesterol, fósforo, glicose, 

magnésio, proteínas totais, triglicerídeos e ureia no plasma/heparina de araras, quando 

comparados ao soro, demonstraram diminuição significativa. Céron et al. (2004) encontrou 

resultados divergentes em cães, em que a heparina e o soro apresentaram diferenças estatísticas 

apenas nos valores de albumina, potássio, cálcio e acetilcolinesterase. Em cavalos, Mohri et al. 

(2007a), ao compararem plasma/heparina ao soro, encontraram que para a maioria dos analitos 

testados não houve diferenças estatísticas. Entretanto, os valores de BUN, bilirrubina totais, 

ALT e CK apresentaram uma diminuição significativa. A semelhança entre plasma/heparina e 

soro também foi observada em plasma de avestruzes, como descrito por Mohri et al. (2009a), 

exceto pela diminuição nos níveis de glicose, proteínas totais, albumina e fósforo. A diminuição 

significativa de ureia, creatinina e proteínas totais e o aumento de bilirrubina foram descritos 

por Mohri et al. (2007b) em vacas. Já em camelos, Mohri et al. (2009b) observaram um aumento 

significativo nas atividades da CK e diminuição da atividade da GGT, além de diminuição das 

concentrações de colesterol, creatinina e cloreto. Na avaliação 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 sódio e pela 

heparina ao soro, a redução significativa dos valores obtidos é visível em praticamente todos os 

analitos pesquisados (Ver Tabela 4). Jain e Schalm (1986) considera que, para que a diferença 

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 

bioquímica de araras, pois apresentaram em cinco analitos resultados dentro da variação 
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proposta por Jain (1993). Finalmente, mesmo com a redução desses valores é possível utilizar 

esses resultados para aplicações práticas, flexibilizando ou aumentando sua margem de 

utilização. 

 

CONCLUSÕES 

 

Tendo em vista os parâmetros que delimitam a condução deste estudo, é possível concluir que: 

 

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

2. Citrato de sódio e heparina são semelhantes na avaliação da hematimetria de araras, 

resultando em valores menores que os obtidos em amostras com EDTA; 

3. Dentre os anticoagulantes analisados, o EDTA se mostrou válido para um maior número 

de análises bioquímicas do que citrato de sódio e heparina sódicas; 

4. O EDTA é o anticoagulante de escolha para realização de análises hematológicas e 

bioquímicas de araras Canindé. 
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CAPÍTULO 2:  

Avaliação hematológica e bioquímica de Trachemys scripta spp com o uso 

citrato de sódio, EDTA-K3 e heparina sódica como anticoagulantes. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

 O Brasil possui a quinta maior diversidade de répteis do mundo, registrando 468 das 

6400 espécies descritas para esta classe. Esse número tende a ser maior, pois existem outras 

espécies a serem descobertas em todos os biomas brasileiros, sobretudo na Amazônia. Um 

levantamento realizado em 2002 relata 34 espécies de quelônios no Brasil, sendo cinco 

marinhas, duas terrestres e vinte e sete límnicas (Pinto, 2002; Valle et al., 2008).  

 Os quelônios estão expostos a inúmeros impactos, diretos e indiretos, que podem ter 

efeito sobre os animais e suas áreas de alimentação, desova, hibernação, entre outros. Esses 

impactos podem influenciar as espécies em todos os seus estágios de vida, de forma cumulativa, 

amplificando o efeito sobre as populações. A fragmentação e a degradação dos habitats, a 

alteração da qualidade da água, a ocupação desordenada dos pontos de desova, o consumo de 

carne e derivados, o tráfico destinado a animais de estimação e a mortalidade por atropelamento 

são apenas alguns dos fatores aos quais os quelônios estão expostos (Bager, 2003). 

 O gênero Trachemys foi descrito por Agassiz em 1857, sendo representado por seis 

espécies de cágados. É um gênero de ampla distribuição, ocorrendo em todas as Américas. As 

Trachemys spp são animais límnicos; possuem porte de médio a grande, sendo identificadas 

principalmente pelas faixas de ambos os lados da cabeça, em tons de vermelho, laranja ou 

amarelos. As fêmeas são maiores que os machos, que têm cauda longa e garras proeminentes 

nos membros anteriores, características para facilitar a cópula (Ernst e Barbour, 1989 apud 

Souza, 2006). A Trachemys scripta elegans é originaria do sul dos Estados Unidos da América 

e do norte do México. Entretanto, devido ao tráfico internacional de animais, chegou ao Brasil, 

onde se adaptou muito bem e representa risco às espécies nativas - Trachemys scripta dorbignyi 

por competição interespecífica (Souza, 2006). 

 

Avaliação laboratorial de Répteis 

 

 A utilização parâmetros hematológicos e bioquímicos para avaliação da saúde e estado 
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clínico de repteis, especialmente tartarugas, é essencial por representar uma ferramenta 

diagnóstica importante devido às características e particularidades da espécie (López-Olvera et 

al., 2003). O estabelecimento de valores de referência e a padronização da coleta de amostras 

podem ser úteis em inúmeros campos, desde a prática clínica para animais em centros de 

reabilitação até a avaliação de animais de produção, representando um importante indicador 

ambiental, uma vez que estas espécies são sensíveis às mudanças de habitat (Dickinson et al., 

2002). 

 Entretanto, inúmeros fatores, intrínsecos e extrínsecos, dificultam o estabelecimento de 

valores de referências para essas espécies. Para minimizar os efeitos como idade, sexo, espécie, 

estação do ano, habitat, dieta e temperatura, a padronização do local da coleta e as técnicas irão 

aprimorar a acurácia (Gottdenker e Jacobson, 1995) desses valores. 

 Quanto à análise hematológica de répteis, os anticoagulantes utilizados com mais 

frequência são heparina de sódio, lítio e amônia; EDTA dissódico, dipotássico ou tripotássico; 

citrato de sódio ou oxalato (Horne e Findisen, 1977). Segundo Harr et al. (2005), o EDTA ou a 

heparina de lítio podem ser utilizados para a análise hematológica de tartarugas e tigres d’água. 

Entretanto, o EDTA pode induzir hemólise in vitro, e a heparina pode causar aglutinação de 

trombócitos e leucócitos e alterar a coloração dos esfregaços. Hanley et al. (2004) ao 

compararem o efeito do EDTA ou heparina de lítio sobre os valores de hematologia de iguanas, 

constataram que o EDTA apresentou resultados compatíveis aos vistos no esfregaço, sendo 

melhor que a heparina. Em quelônios, a heparina de lítio tem sido utilizada como anticoagulante 

de escolha devido à hemólise causada pelo EDTA (Jacobson, 1987; Muro et al., 1998). A 

heparina de lítio deve ser usada como anticoagulante quando a mesma amostra de sangue será 

usada para análises bioquímicas, pois as heparinas de potássio ou sódio podem interferir na 

determinação de eletrólitos (Rovira, 2010). 

 A avaliação da bioquímica sanguínea pode ser realizada com a utilização de plasma ou 

de soro. O soro representa a fração obtida após centrifugação de uma amostra de sangue 

coagulado, sendo a amostra preferida para as análises bioquímicas. Entretanto, o plasma, pode 

ser um material igualmente útil e, em certas condições, até preferível ao soro. Ambos são 

similares, porém o plasma contém fatores de coagulação e um anticoagulante que não estão 

presentes no soro. A maioria dos analitos, tanto no soro quanto no plasma de mamíferos, é 

similar, desde que o sangue seja manipulado de forma padronizada e a separação das células 

ocorra em até 2 horas (Young e Bermes, 2008).  

É ideal que as amostras de sangue para realização de análises hematimétricas e 

bioquímicas sejam coletadas separadamente, entretanto, como isso nem sempre é possível, 
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indica-se a coleta de uma única amostra que permita o maior número de análises (Mohri et al., 

2009a). Independentemente de a amostra utilizada ser de plasma ou de soro, a separação deve 

ocorrer o quanto antes para minimizar a hemólise, uma vez que ela pode causar inúmeras 

interferências nas dosagens de analitos como LDH, AST e ALT sejam por aumento na atividade 

ou por isoenzimas.  

Grande parte dos laboratórios prefere o uso do soro, pois a presença do anticoagulante 

pode causar interferências nos métodos analíticos. Entretanto, o plasma acaba sendo mais 

utilizado devido à dificuldade na obtenção de amostras suficientes para preenchimento dos 

tubos de coleta ou, ainda, pela possibilidade de serem necessários novos testes além daqueles 

previstos inicialmente (Cerón et al, 2004). O uso do plasma também é vantajoso por eliminar 

algumas limitações associadas à utilização do soro, tais como: (a) a separação do plasma e do 

soluto é mais rápida, devido à presença do anticoagulante, reduzindo as interferências causadas 

pelo metabolismo celular (b) a presença de coágulos de fibrina na amostra analisada é reduzida 

e (c) o rendimento da fração líquida é elevado. Há 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 capítulo 1 como motivos que dificultam a coleta e 

a interpretação de exames laboratoriais são evidenciados em relação aos quelônios. Estes 

incluem: a dificuldade de coleta de amostras; a ausência de técnica laboratorial eficiente para 

pequenos volumes de amostras; a falta de valores de referência para interpretação; e a 

ocorrência de hemólise e de fibrina devido ao processo de coleta e/ou separação da fração 

líquida (Fudge, 2000; González e Silva, 2008).  

Para procedimentos hematológicos, o sangue deve ser coletado em tubos contendo 

anticoagulantes. As células sanguíneas de alguns animais reagem a anticoagulantes, mas o uso 

de tubos sem anticoagulantes para bioquímica de animais selvagens pode ser prejudicado pela 

possibilidade de hemólise durante o processo, comprometendo as análises (González e Silva, 

2008). Além disso, a ocorrência de uma fibrina gelificante do soro pode comprometer a 

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

Os anticoagulantes utilizados em hematologia humana e de outros mamíferos são os sais 

de ácido etilenodiamino tetra-acético potássico (EDTA-K3) ou sódico (EDTA-Na2). A heparina 

é utilizada para bioquímica clínica. O citrato de sódio é necessário para estudos referentes aos 

tempos de coagulação e testes de agregação plaquetários (Cerón et al., 2004; Mohri et al., 

2007a; Burtis et al., 2008). 
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Tendo em vista essas considerações, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos 

dos anticoagulantes EDTA-K3, citrato de sódio e heparina sódicos sobre os parâmetros 

hematológicos e bioquímicos de tigres d’água. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os procedimentos foram aprovados pelo IBAMA através do Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade - SISBIO, sob nº 32233, e pelas normas da Universidade Federal 

de Minas Gerais - UFMG pelo CEU 80/2012. 

Animais  

 

Foram utilizados setenta tigres d'água (Trachemys scripta spp) adultos, hígidos, 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 próprio. Foram 

realizadas quatro coletas, de 15 animais cada, durante os meses de junho e julho de 2012. As 

coletas foram realizadas durante o período da manhã a fim de minimizar o efeito da temperatura 

ambiente sobre os 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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Contenção e coleta das amostras 

 

Os animais foram retirados do tanque com auxílio de uma rede e colocados em uma 

caixa plástica para serem identificados de forma a evitar que o mesmo animal fosse 

puncionando duas vezes. Para a coleta de amostras, a contenção foi manual (Figura 6). Foram 

coletados cerca de 3 mL de sangue, não excedendo os 10% do peso vivo do animal (Thrall et 

al., 2007), através do plexo do seio cervical, tomando-se cuidado para que a contaminação de 

linfa fosse mínima. Foi utilizado seringa de 3 mL e agulha 25x8, lavada internamente com 

heparina sódica para prevenir a coagulação imediata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Distribuição e transporte das amostras 

 

Após a coleta, o sangue foi distribuído em quatro frascos de 0,5 mL contendo: (1) 50μl 

de EDTA-K3 a 10%; (2) 60μl de citrato de sódio a 3,8%; (3) 100μl de heparina sódica; (4) frasco 

sem coagulante para obtenção do soro. Todas as amostras foram mantidas sob refrigeração em 

caixas térmicas durante o transporte até o laboratório de Patologia Clínica da Escola de 

Veterinária da UFMG para posterior processamento. 

Análises hematológicas  

 

O sangue, após atingir a temperatura ambiente, foi homogeneizado e em seguida foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos, um para cada anticoagulante. Também foram 

preenchidos micro capilares para determinação do VG (%) pela técnica de micro hematócrito e 

determinação da proteína plasmática total por refratometria. Então, 20μl de sangue foram 

aliquotados em 1mL de solução de diluição Dacie (Jain e Schalm, 1986) para contagem dos 

Figura 5. Contenção e coleta de sangue através do plexo do seio cervical 

em Trachemys spp (Arquivo pessoal). 
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eritrócitos e leucócitos totais em hemocitômetro. Os procedimentos hematológicos foram 

realizados em prazo máximo de 6 horas após a coleta. 

A contagem de eritrócitos e leucócitos foi realizada em microscópio óptico sob aumento 

de 40x em hemocitômetro em prazo máximo de 24 horas após a coleta, o que foi possível devido 

à presença de formol na solução de Dacie. A leitura foi feita conforme a técnica descrita para 

mamíferos.  

Análises bioquímicas 

 

Uma vez ocorrido o processamento para hematologia, as amostras foram centrifugadas 

e preparadas para as análises bioquímicas. A centrifugação foi realizada inicialmente a 1000 

rpm, durante 1 minuto, e a 4000rpm durante 4 minutos, para a obtenção do plasma nas amostras 

com anticoagulantes e para obtenção do soro na amostra sem anticoagulante, respectivamente. 

O protocolo de centrifugação foi adotado a fim de minimizar a ocorrência de hemólise. O 

plasma e o soro foram então refrigerados a 4ºC para posterior processamento do perfil 

bioquímico.  

Após a separação, o processamento bioquímico ocorreu em prazo máximo de uma 

semana. Foram dosados os seguintes analitos por técnica de colorimétrica: albumina, proteínas 

totais, ureia, creatinina, glicose, ALT, AST, ácido úrico, colesterol, triglicerídeos e LDH. Os 

demais analitos, fósforo, cálcio e magnésio, foram dosados por método cinético em aparelho de 

bioquímica automático Cobas Mira Plus®, utilizando kits comerciais Synermed®, já validados 

pelo laboratório de patologia clínica da EV-UFMG. 

Para comparação entre as amostras e possivelmente sua validação, foram calculados os 

valores de porcentagem de variação. Dessa forma, o soro foi tido como referência para a 

bioquímica, para mensurar o percentual de variações entre soro e os anticoagulantes 

pesquisados. Os valores resultantes foram apresentados como negativos e positivos, quando 

havia decréscimo ou acréscimo nesses valores, comparados às amostras-padrão.   

Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi em blocos, ao acaso, utilizando-se animais adultos de 

ambos os sexos. Como a comparação foi feita entre amostras de um mesmo animal, o 

experimento foi considerado pareado. Os resultados considerados normais pelos testes de 

Komolgorov Smirnov e homocedásticos pelo teste de Shapiro-Wilk na hematologia e na 
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bioquímica foram, então, submetidos à análise de variância (ANOVA) e posteriormente ao teste 

Student-Newman-Keuls. Os resultados que não apresentaram distribuição normal ou 

homocedástica foram transformados pela multiplicação do log (10) e submetidos aos mesmos 

testes anteriormente descritos. Toda a análise estatística foi realizada considerando-se a margem 

de significância de 5%. 

RESULTADOS 

Hematologia 

 

A tabela 4 dispõe os valores médios dos índices hematimétricos, proteínas totais, VG 

(%) e contagem total de eritrócitos e leucócitos, além das porcentagens da contagem diferencial 

dos leucócitos.  

O valor de VG no plasma/EDTA foi significativamente maior (p<0,05) que no 

plasma/citrato de sódio e plasma/heparina, sendo estes estatisticamente iguais (p>0,05). Nas 

dosagens das PTP, não houve diferenças entre os três anticoagulantes avaliados (p>0,05). Entre 

o plasma/EDTA e os plasmas/heparina e citrato de sódio houve diferenças significativas na 

contagem de eritrócitos (p<0,05). A contagem total de leucócitos foi significativamente maior 

no plasma/citrato de sódio (p<0,05), quando comparado às amostras coletadas no citrato de 

sódio e na heparina, que se mostraram equivalentes (p>0,05). Na análise diferencial de 

leucócitos, houve similaridade estatística para os três anticoagulantes avaliados (p>0,05).  
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Tabela 4. Valores médios, seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas totais 

plasmáticas (PTP – mg/dL); contagem total de eritrócitos(x105/µL); contagem total e diferencial de 

leucócitos; de Trachemys spp utilizando-se os em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de sódio. 

Análise de variância. Letras diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. 

 

Bioquímica 

 

Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 5 e 6. Quando comparadas as amostras 

de soro e de diferentes plasmas, podem-se observar diferenças significativas. 

No plasma/EDTA-K3, a concentração de ALT, AST e LDH foi significativamente maior 

(p<0,05) que o valor dessa concentração obtida no soro, enquanto para glicose e magnésio, os 

valores foram significativamente menores (p<0,05) em relação ao soro. Em relação a ácido 

úrico, albumina, fósforo e proteína total não houve diferença estatística (p>0,05) entre amostras 

de soro e plasma. 

No plasma/citrato de sódio, a concentração de cálcio, fósforo, magnésio e proteína total 

foi significativamente menor (p<0,05) em comparação ao soro. Somente albumina apresentou 

valor significativamente maior (p<0,05) e os valores das transaminases ALT e AST não 

demonstram diferenças estatísticas (p>0,05). 

No plasma/heparina, a concentração de albumina, glicose, LDH, magnésio e proteína 

total foi significativamente menor (p<0,05), em relação ao soro. Já o valor da albumina foi 

Variáveis Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato de 

sódio 

(n=60) 

Plasma/Heparina 

(n=60) 

VG (%) 17,77 ± 5,35A 14,47±4,02C 15,38±4,64BC 

PTP (mg/dL) 4,00 ± 1,80A 4,76±1,23A 4,44±2,16A 

Contagem total de 

eritrócitos (x105/µL) 
3,95 ± 1,66A 3,39±1,50B 3,37±1,09B 

Contagem total de 

Leucócitos (x103/µL) 
7,45 ± 5,02A 13,79±6,56B 7,29±3,43A 

 
(n=10) (n=10) (n=10) 

Heterofilos absolutos 

(x105/µL) 
4,33 ± 0,45A 3,99 ± 0,88A 4,80 ± 1,39A 

Monócitos (x105/µL) 0,06 ± 0,06a 0,08 ± 0,10a 0,09± 0,11A 

Linfócitos (x103/µL) 1,87± 0,74A 2,19±1,22A 2,15± 0,78A 

Eosinófilos (x103/µL) 3,72± 0,76a 3,70± 0,87a 2,87± 0,90a 

Basófilos (x103/µL) 0,03± 0,04a 0,04± 0,06ª 0,09± 0,11a 
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significativamente maior. 
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Tabela 5.  Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), 

fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia (mg/dL) de amostras de Trachemys spp. 

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

Analitos 
Soro 

(n=60) 
Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato de sódio 

(n=60) 

Plasma/Heparina 

(n=60) 

Ácido úrico (mg/dL) 
1.12±0.52A 

(0,6 – 1,64) 

1,15±0.43A 

(0,72 – 1,58) 

1.18±0.38A 

(0,8 – 1,56) 

1.24±0.42A 

(0,82 – 1,66) 

Albumina (g/dL) 
1.19±0.34 A 

(0,85 – 1,53) 

1.25±0.41 A 

(0,84 – 1,66) 

1.54±0,89 B 

(0,65 – 2,43) 

1,90±0.75 C 

(1,15 – 2,65) 

ALT (UI/L) 
57.39±31,25A 

(26,14 – 88,64) 

68.85±35,50B 

(33,35 – 104,35) 

57.18±25.63A 

(31,55 – 189,96) 

55,85±24,85A 

(31,0 – 80,7) 

AST (UI/L) 
119,03±54.71A 

(64,32 – 173,74) 

133,49±56.47B 

(77,02 – 189,96) 

120,01±51,09A 

(68,92 – 171,1) 

105,16±44.16A 

(61 – 149,32) 

Cálcio (mEq/L) 
11.28±2.57A 

(8,71 – 13,85) 
- 

7.53±1.57B 

(5,96 – 9,1)  

9.73±2.02C 

(7,71 – 11,75) 

Colesterol (mg/dL) 
128.55±76.92A 

(51,63 – 205,47) 

128,02±78,88A 

(49,14 – 206,9) 

125.14±73,58A 

(51,56 – 198,72) 

114,39±76,40B 

(37,99 – 190,79) 

Fósforo (mEq/L) 
2,77±1,07AB 

(1,7 – 3,84) 

3.69±2.39A 

(1,3 – 6,08) 

2.47±1.70B 

(0,77 – 4,17) 

2,50±2,69C 

(-0,19 – 5,19) 

Glicose (mg/dL) 
41,11±19,08A 

(22,03 – 60,19) 

34,66±15,25B 

(19,41 – 49,91) 

34.17±16,16B 

(18,01 – 50,33) 

30,89±14,44C 

(16,45 – 45,33) 

LDH (UI/L) 
592,68±282,20A 

(313,48 – 874,88) 

684,95±352,30B 

(332,65 – 1037,25) 

588,53±268,55A 

(319,98 – 857,08) 

499,85±264,20C 

(235,65 – 764,05) 

Magnésio (mEq/L) 4,01±0.87A 0.31±0.37B 3.73±0,98C 2.96±0.99D 
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(3,14 – 4,88) (-0,06 – 0,68) (2,75 – 4,71) (1,97 + 3,95) 

Proteína total (g/dL) 
 3.37±0,83A 

(2,54 – 4,2) 

3.32±0,93A 

(2,39 – 4,25) 

2.94±1.11B 

(1,83 – 4,05) 

3.00±0.76B 

(2,24 – 3,76) 

Triglicerídeos (mg/dL) 
214.01±190,40 B 

(23,61 – 402,83) 

215,22±187,61 A 

(27,61+402,83) 

226.32±212.80 C 

(13,52 – 439,12) 

209,64±196,50 C 

(13,14 – 406,14) 

Ureia (mg/dL) 
21,20±14.65A 

(6,55 – 35,85) 

22,84±14,84A 

(8 – 37,68) 

22,34±13,90A 

(8,44 – 36,24) 

19,74±12,21A 

(7,53 – 31,95) 

Análise de variância. Letras diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. Os valores de ALT, fósforo e triglicerídeos 

- análise por Kruskal Wallis (não paramétrico). 
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A Tabela 6 dispõe os dados após a obtenção dos resultados entre as médias das 

porcentagens de variação, entre amostras de soro e plasmas analisados. Considerando-se uma 

variação de 10% como aceitável (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA 

apresentaram resultados semelhantes aos do soro para: albumina, colesterol, glicose, proteína 

total e triglicerídeos (5/13 analitos). No plasma/citrato de sódio, para ALT, AST, colesterol, 

glicose, LDH, magnésio, triglicerídeos e ureia o resultado foi também semelhante (8/13 

analitos).  No plasma/heparina, o mesmo padrão se repetiu (7/13 analitos) em relação à ALT, 

AST, colesterol, fósforo, proteína total, triglicerídeos e ureia. O analito cálcio não apresenta 

estabilidade em amostras de plasma. 

 

Tabela 6. Diferença percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-K3, citrato de sódio e 

heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), 

colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total 

(g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia (mg/dL) 

 

Analitos Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato 

de sódio 

(n=60) 

Plasma/Heparina 

(n=60) 

Ácido úrico (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 

Cálcio (mEq/L) 0 -32,54 -12,94 

Colesterol (mg/dL) -0,38 -3,86 -8,21 

Fósforo (mEq/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 (mEq/L) -92,86 -9,32 -26,68 

Proteína total (g/dL) 0,53 -10,68 -6,49 

Triglicerídeos (mg/dL) 4,61 1,43 -5,79 

Ureia (mg/dL) 20,79 5,46 2,16 

Valores negativos representam a redução e positivos representam acréscimo nas concentrações dos analitos  

quando comparadas amostras de referência (-) para o teste em questão. 
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DISCUSSÃO 

 

Hematologia 

 

O efeito entre anticoagulantes em repteis foi pesquisado em iguanas por Hanley et al. 

(2004), porém, estudos similares com tigres d’água não foram realizados.  A maioria dos autores 

fornece dados que são insuficientes, principalmente, quanto à metodologia utilizada para coleta 

e análises. Em Trachemys spp a falta de estudos limita a discussão dos resultados.  

O aumento observado nos valores de VG (%), encontrados no plasma/EDTA, quando 

comprados ao plasma/citrato de sódio 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 está associado à tumefação celular. 

Jain (1993) explica que como não há a ativação da bomba de sódio e potássio, devido ao efeito 

quelante do cálcio do EDTA, há migração de água para o interior celular, que aumenta o 

tamanho e lise celulares. A hemólise não pode estar vinculada a essa elevação, pois não foi 

observada em nenhuma das amostras avaliadas. Entretanto, em um estudo realizado por Muro 

et al. (1998), com jabutis, a mensuração do VG (%) foi impossibilitada devido a intensa 

hemólise.  

Entre o plasma/heparina e plasma/citrato de sódio não houve diferenças na contagem de 

eritrócitos. Foi observado, no plasma/EDTA-K3, um aumento significativo nessa contagem, 

enquanto Muro et al. (1998), trabalhando com jabutis, observaram redução significativa de 

eritrócitos ao comparem a contagem de eritrócitos aos valores encontrados em amostras 

coletadas em heparina. Harr et al. (2005), com araras e pítons, não observaram essas diferenças, 

evidenciando não haver distinção entre os três anticoagulantes testados. 

A contagem total de leucócitos foi significativamente maior no plasma/citrato de sódio 

(p<0,05).  Entre plasma/EDTA e plasma/heparina não houve diferença (p>0,05). Na avaliação 

da contagem diferencial, não foram observadas diferenças estatísticas.  

As qualidades das lâminas de esfregaços sanguíneos de Trachemys spp foram superiores 

àquelas confeccionadas com sangue de araras e pacamãs, apresentando melhor qualidade 

quanto a coloração e artefatos. 
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Bioquímica 

 

A comparação entre plasma e soro para a análise bioquímica vem sendo pesquisada em 

inúmeras espécies (Laborde et al., 1995, Young e Bernes 1998; Morris et al., 2002; Cerón 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 concentração de ALT, AST e LDH 

foi significativamente maior que os valores obtidos nas amostras de soro. Apesar de não ter sido 

observado hemólise nessas amostras, algum grau de lise celular pode ter ocorrido. Em vista 

disso, como os eritrócitos possuem grande quantidade das isoenzimas ALT e AST, pôde ser 

observada uma elevação nas atividades das transaminases, corroborando o resultado de Tietz 

(1983), citado por Synermed®. 

O anticoagulante padrão para dosagem de glicose é o fluoreto de sódio, que inibe a 

glicólise anaeróbica pelos eritrócitos (Burtis et al., 2008). Porém, desde que a separação entre 

solutos e a fração líquida ocorram imediatamente após a coleta, não haverá redução da 

concentração de glicose, como relata Jain e Schalm (1986). As concentrações de glicose no 

plasma/EDTA, plasma/citrato de sódio e plasma/heparina apresentaram diminuição 

significativa em relação ao soro. Morris et al. (2002) associaram o aumento no nível de glicose 

no plasma/EDTA de ovinos à ocorrência de hemólise. Mohri et al. (2007a), ao dosarem os 

níveis de glicose de cavalos, obtiveram resultados semelhantes quanto à redução nos níveis de 

glicose plasmática em comparação ao soro.  

O magnésio foi testado no plasma/EDTA de cavalo (Mohri et al., 2007a), camelo (Mohri 

et al., 2009b) e ovelha (Mohri e Rezapoor 2009) e, nessas espécies, os valores de magnésio 

tiveram redução quando comparados ao soro, corroborando os resultados encontrados no nosso 

estudo. Esse achado pode ser associado ao efeito quelante de íons fortes do anticoagulante, 

como já discutido anteriormente. 

No plasma/citrato de sódio, as concentrações de cálcio, fósforo, magnésio e proteína 

total foram significativamente menores em comparação ao soro, corroborando os resultados da 

maioria dos trabalhos pesquisados. A albumina e os triglicerídeos apresentaram valores 

significativamente maiores e os valores de ácido úrico, das transaminaes ALT e AST, do 

colesterol, do fósforo e do LDH não evidenciaram diferenças estatísticas. 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 
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redução significativa para os seguintes analitos: cálcio, fósforo, magnésio, ferro, cloreto, 

glicose, ácido úrico, proteínas totais, albumina, acetilcolinesterase, lipase, amilase, ALP, ALT, 

AST, creatina quinase (CK), gama glutamiltransferase (GGT), colesterol, triglicerídeos, 

bilirrubina totais e creatinina, associando esse achado à hemodiluição, devido à alta 

concentração de anticoagulante (1:9) utilizada.  

Se considerarmos, no entanto, os volumes de anticoagulantes utilizados, veremos que a 

mesma hemodiluição que possivelmente ocorreu com o uso de citrato de sódio (1:8,3) ocorreu 

com o uso de EDTA (1:10) e heparina (1:5), já que foi adicionado 1 mL de amostra de sangue 

em 50, 60 e 100uL de anticoagulantes, respectivamente.   

No plasma/heparina, a concentração de ácido úrico, ALT, AST, e ureia não apresentaram 

diferenças estatísticas.  

Os valores de albumina foram significativamente maiores para o plasma/heparina em 

comparação ao soro. Essa elevação difere do resultado encontrado por Cerón et al. (2004), que 

observaram redução nos níveis de albumina, contrariamente a Mohri et al. (2009a) que, em 

avestruzes, documentaram a elevação da albumina e relatam a elevação dos níveis de glicose, 

proteínas totais e fósforo. Mohri e Rezapoor (2009) também observaram a elevação dos valores 

de albumina no plasma/heparina de ovelhas. Stolol et al. (2001) apud Mohri e Rezapoor (2009), 

associam a elevação da albumina à combinação da heparina e o fibrinogênio. 

Quanto à dosagem de proteínas totais no plasma/heparina, os resultados conhecidos em 

vacas (Mohri et al. 2007b) que evidenciaram redução significativa corrobora os valores 

encontrados neste estudo com Trachemys spp. No entanto, o mecanismo que explica essa 

redução não está claro. 

Os valores de cálcio, magnésio, fósforo, 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 cães; 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 redução 

observada no plasma/heparina continua não elucidado.  

A Tabela 6 dispõe os valores após a obtenção dos resultados entre as médias das 

porcentagens de variação, entre amostras de soro e plasmas analisados. Considerando-se uma 

variação de 10% como aceitável (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA 

apresentaram resultados semelhantes aos do soro para albumina, colesterol, glicose, proteína 

total e triglicerídeos. No plasma/citrato de sódio, os valores para ALT, AST, colesterol, glicose, 

LDH, magnésio, triglicerídeos e ureia encontram-se de acordo à variação aceitável de 10%. No 
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plasma/ heparina, os analitos ALT, AST, colesterol, fósforo, proteína total, triglicerídeos e ureia 

também se encontram dentro desse parâmetro. O analito cálcio não apresenta estabilidade em 

amostras de plasma. 

 Apesar de o soro ser a escolha para análise bioquímica, a partir dos resultados obtidos 

na tabela 5, é possível fazer uma avaliação clínica por meio da porcentagem de diferença entre 

soro e os plasmas. Sendo assim, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o citrato de 

sódio seja o melhor substituto ao soro na bioquímica de Trachemys spp, pois o uso desse 

anticoagulante apresentou resultados dentro da variação proposta por Jain (1993) em oito 

analitos dos treze pesquisados.  

 

CONCLUSÕES 

 

Nas condições em que este estudo foi conduzido, é possível concluir que: 

 

1. Citrato de sódio é o melhor anticoagulante para a realização do hemograma de tigres 

d’água;  

2. Dentre os anticoagulantes analisados, o citrato de sódio se mostrou válido para um maior 

número de análises bioquímicas do que EDTA e heparina sódicas; 

3. O citrato de sódio é o anticoagulante de escolha para realização de análises 

hematológicas e bioquímicas de Trachemys sp.  
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CAPÍTULO 3: 

Avaliação hematológica e bioquímica de Lophiluorus alexandriis com o 

uso citrato de sódio, EDTA-K3 e heparina sódica como 

anticoagulantes 

REVISÃO DE LITERATURA 

Aquacultura no Brasil - Contexto atual 

 

Conforme o estudo de Projeções do Agronegócio (Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento - MAPA 2010/11-2020/2021), a demanda por alimento está em expansão nos 

mercados interno e externo e os preços dos produtos agrícolas estão em ascendência, o que 

estimula sua produção, permitindo que o Brasil se consolide como uma potência agrícola. O 

Ministério avalia que o país manterá a dianteira na produção da carne de frango e carne bovina, 

e incrementará a produção de carne suína (Brasil, 2010). O aumento da produção de pescado 

vai depender do avanço de pesquisas envolvendo a aquacultura, uma vez que a produtividade 

da pesca extrativa está condicionada à preservação e reprodução dos recursos naturais 

existentes. Esses recursos estão ameaçados pela sobrepesca, avanço do turismo e da expansão 

imobiliária no litoral brasileiro, bem como a construção de grandes complexos industriais. Isso 

tem levado à poluição das águas, aterro dos mangues e destruição de muitos locais de pesca, 

prejudicando a atuação dos pescadores artesanais, em um primeiro momento, e depois a própria 

pesca industrial Brasil, 2010). 

 Entretanto, uma grande preocupação está na produtividade dos recursos e na 

manutenção dos estoques das espécies, que se encontram no limite da sustentabilidade, para 

que possa haver competição do pescado em relação aos concorrentes como a carne bovina, 

suína e de aves (Giulietti e Assumpção, 1995). Embora a aquacultura tenha avançado na última 

década (López e Sampaio, 2000; Tenório et al., 2006; Luz e Dos Santos, 2008; Pedreira et al., 

2008; Dos Santos e Luz, 2009; Pedreira et al., 2009), informações sobre características clínicas, 

bioquímicas, hematológicas e de desenvolvimento ainda são escassas. Dificuldades são 

enfrentadas devido à falta de informações sobre a fisiologia dos animais e as oscilações nos 

parâmetros laboratoriais que auxiliem na compreensão dos aspectos biológicos, durante as 

diferentes fases de crescimento e desenvolvimento dos animais, desde a larvicultura, até a 

alevinagem e, especialmente, no período de engorda (Azzaydi et al., 1998; Lee et al., 2000). 
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 Com base nesse levantamento, para o Brasil atingir a condição de potência também na 

área da aquacultura, aspectos como a preservação das espécies, o conhecimento sobre sua 

fisiologia e sua interação com o meio ambiente devem ser avaliados e considerados, por serem 

importantes para garantir o sucesso da produção. Das inúmeras espécies de peixes de água doce 

existentes no país, quantas possuem potencial zootécnico para ingressar em uma forma 

intensiva e sustentável de produção? Pouco se sabe sobre a fisiologia animal sob um ponto de 

vista produtivo. O conhecimento dos animais, sua fisiologia e comportamento no meio 

ambiente nos permitem extrapolar para o ambiente intensivo e, assim, começar a produção em 

uma escala maior. As análises laboratoriais nos permitem uma visão sobre condições gerais do 

animal, sua resposta a tratamentos e formas de manejo que podem inferir sobre a qualidade da 

carne.  

 O pacamã (Lophiosilurus alexandri) é um peixe teleósteo pertencente à família 

Pimelodidae (Ordem Siluriformes) e tem como habitat natural a bacia do rio São Francisco 

(Travassos 1959). É uma espécie sedentária, de hábito noturno, que vive em geral em regiões 

de fundo de areia ou de pedras e tem preferência por ambientes lênticos (Travassos, 1959). É 

um peixe carnívoro por excelência 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 são considerados 

uma espécie com grande potencial para cultivo e repovoamento de reservatórios hidrelétricos 

(Cardoso et al., 1996). 

 

Avaliação laboratorial de peixes 

 

O sangue nos peixes pode representar um indicador fisiopatológico do funcionamento 

corpóreo, consequentemente, os parâmetros sanguíneos são importantes no diagnóstico do 

estado estrutural e funcional dos peixes (Mohammadizadeh et al, 2012). 

 A interpretação eficaz dos dados hematológicos pode tornar-se algo difícil, pois há 

fatores intrínsecos e extrínsecos que podem afetá-los, como forma e local de coleta, técnica 

laboratorial, variação sazonal, características genéticas, sexo, densidade populacional, 

deficiências alimentares, estresse, pH, qualidade da água, bem como estresse e transporte 

(Harding e Höglung, 1983; Wilhelm Filho et al., 1992; Rehulka e Adamec, 2004; Fund, 2007). 

Entretanto, apenas alguns valores normais para um reduzido número de parâmetros 

hematológicos foram estabelecidos para alguns peixes teleósteos, e esses valores variam 

amplamente devido à ausência de técnicas padronizadas de coletas e de mensuração (Blaxhall, 
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1972). 

 Para o sangue de peixes, é possível utilizar EDTA ou heparina (Campbell, 1988; 

Adeyemo et al., 2009; Hrubec e Smith, 2010). Ocasionalmente, ocorre coagulação mesmo na 

presença de anticoagulantes; nestes casos, coágulos podem ser observados na amostra antes da 

contagem celular ou micro agregados de trombócitos serão vistos no esfregaço sanguíneo 

corado. O uso de um anticoagulante diferente e a redução do estresse pré-captura pode prevenir 

a aglomeração dos trombócitos (Hrubec e Smith, 2010).  Hesser (1960) relatou que a heparina 

é um anticoagulante de ação satisfatória com ocorrência mínima de lise ou crenação celular. Na 

falta da heparina, o EDTA deve ser preferido ao oxalato, pois também demonstrou baixa 

ocorrência de crenação. Klontz e Smith (1968), citados por Hattingh (1975), relatam que o 

EDTA é superior a heparina para procedimentos hematológicos 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 concentração em que estes são usados. 

A bioquímica clínica é comumente utilizada para explorar a dinâmica da saúde de 

animais mantidos em cativeiro, em centros biomédicos ou mesmo de animais de vida livre 

destinados em centros de triagem. Entretanto, estudos sobre bioquímica sérica em peixes 

teleósteos são escassos. Estes dados são benéficos para a determinação da fisiologia dos animais 

em cativeiro e vida livre. Ensaios fisiológicos permitem uma pré-triagem dos indivíduos 

experimentais e diminuir a perda de tempo, esforço e animais, indicando quais peixes são os 

mais adequados para sobreviver aos rigores da cirurgia, experimentação e manutenção 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 sódio e heparina sódicos sobre os parâmetros hematológicos e bioquímicos de 

tigres d’água. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Os procedimentos foram aprovados pelo IBAMA através do Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade - SISBIO, sob nº32233, e pelas normas da Universidade Federal 

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

 

Foram utilizados 60 pacamãs (Lophiosilurus alexandri) adultos, hígidos, provenientes 

do Laboratório de Aquacultura da Escola de Veterinária 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, úteis e apropriados para o cultivo de peixes, num sistema de 

recirculação de água, dotados de sistema complementar de aeração. A alimentação, feita 

conforme o manejo estabelecido pelo laboratório, se constituiu de carcaça de tilápias. 

Contenção e coleta 

 

Foram realizadas três coletas durante o mês de março de 2012, coletando-se o sangue 

de 20 animais por coleta, durante o período da manhã. Os animais foram retirados do tanque 

com auxílio de uma rede e contidos manualmente com auxílio de um pano úmido (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 sódica para prevenir a coagulação imediata. 

                    

 

 

 

 

 

 

 

 

Acondicionamento e transporte das amostras 

 

Após a coleta, o sangue foi distribuído em 4 frascos, cada um com 0,5 mL, contendo: 

(1) 50μl de EDTA-K3 a 10%; (2) 60μl de citrato de sódio a 3,8%; (3) 100μl de heparina sódica; 

(4) sangue sem anticoagulante para obtenção do soro. Todas as amostras foram mantidas sob 

refrigeração até a chegada ao laboratório de Patologia Clínica da Escola de Veterinária da 

UFMG.  

Figura 6. Coleta de sangue de pacamã: 

contenção manual com auxílio de um pano 

úmido (Arquivo pessoal). 
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Análises hematológicas  

 

Após atingir a temperatura ambiente, o sangue foi homogeneizado e, em seguida, foram 

confeccionados esfregaços sanguíneos, um para cada anticoagulante. Também foram 

preenchidos micro capilares para determinação do VG (%), pela técnica de micro hematócrito 

e da proteína plasmática, por refratometria. Então, 20μl de sangue foram aliquotados em 1 ml 

de solução de diluição Dacie na proporção 1:50 (Jain e Schalm, 1986), para contagem dos 

eritrócitos e leucócitos totais, em hemocitômetro. Os procedimentos hematológicos foram 

realizados no prazo máximo de até 6 horas após a coleta. 

A contagem de eritrócitos e leucócitos foi realizada em microscópio óptico sob aumento 

de 40x, em hemocitômetro, até 24 horas após a coleta, o que foi possível devido à presença de 

formol na solução de Dacie. A leitura foi feita conforme procedimentos para mamíferos. 

Análises Bioquímicas 

 

Logo após o processamento para as análises hematológicas, as amostras foram 

centrifugadas e preparadas para as análises bioquímicas, com a soro/separação do plasma e dos 

elementos figurados. A centrifugação foi realizada inicialmente a 1000 rpm durante 1 minuto e 

a 4000 rpm durante 4 minutos, respectivamente, para a obtenção do plasma nas amostras nos 

anticoagulantes e para obtenção do soro na amostra sem anticoagulante. O protocolo de 

centrifugação foi adotado a fim de minimizar a ocorrência de hemólise.  

O plasma e o soro foram, então, refrigerados a 4ºC para posterior análise do perfil 

bioquímico. Após cada coleta, o processamento bioquímico ocorreu no prazo máximo de uma 

semana. Foram dosados os seguintes analitos por colorimetria: albumina (verde de 

bromocresol), proteínas totais (Biureto), ureia (enzimático – UV), glicose (enzimático – N-

sulfopropil), transaminases (enzimático - UV ALT e AST), ácido úrico (enzimático – 

UricaseAzure D2), colesterol (enzimático – N-sulfopropil), fósforo (fosfomolibdato/PVP), 

triglicerídeos (enzimático – N-sulfopropil), lactato desidrogenase (LDH - enzimático - UV) e 

magnésio (Azul Xilidil) o cálcio foi dosado por cinética (Arsenazo III). Todas as análises foram 

realizadas em aparelho de bioquímica automático Cobas Mira Plus®, utilizando kits comerciais 

Synermed® (Internacional Inc. São Paulo. Brasil. Registro 10438910025), já validados pelo 

laboratório de patologia clínica da EV-UFMG, para mamíferos domésticos. 
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Delineamento experimental e análise estatística 

 

O delineamento experimental foi em blocos e ao acaso, utilizando-se animais adultos de 

ambos os sexos. Como a comparação foi feita entre amostras de um mesmo animal, o 

experimento foi considerado pareado. Os resultados considerados normais pelos testes de 

Komolgorov Smirnov e homocedásticos pelo teste de Shapiro Wilk, na hematologia e na 

bioquímica, foram, então, submetidos à análise de variância (ANOVA) e, posteriormente ao 

teste Student-Newman-Keuls (SNK). Os resultados que não apresentaram distribuição normal 

ou homocedástica foram transformados pela multiplicação do log (10) e submetidos aos 

mesmos testes anteriormente descritos. Toda a análise estatística foi realizada considerando-se 

a significância de 5%. 

 

RESULTADOS 

 

Hematologia  

 

Os valores encontrados para as variáveis hematológicas estão descritos na Tabela 7. 

Quando comparadas, os valores das amostras de plasma, de heparina, do citrato de sódio e do 

EDTA, podem-se observar algumas diferenças significativas quanto à contagem total de 

leucócitos. 

Para os índices VG (%), contagem total de leucócitos e os diferenciais, não houve 

diferenças estatísticas entre os três anticoagulantes avaliados. O valor de proteínas totais 

plasmáticas no plasma/citrato de sódio foi significativamente maior em comparação ao 

plasma/citrato de sódio e plasma/heparina, que não revelaram diferenças entre si. Já a contagem 

total de leucócitos foi significativamente menor no plasma/citrato de sódio. Entre plasma/EDTA 

e plasma/heparina não houve diferença estatística.  
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Tabela 7. Valores médios seguidos do desvio padrão de volume globular (VG%); proteínas totais 

plasmáticas (PTP –mg/dL); contagem total de eritrócitos; contagem total e diferencial de leucócitos; de 

Lophiosilurus alexandri colhidos em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de sódio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bioquímica 

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

soro e de diferentes plasmas, é possível observar diferenças significativas entre algumas 

amostras avaliadas.  

No plasma/EDTA-K3, a concentração de ácido úrico foi significativamente maior que o 

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

proteínas totais, triglicerídeos e ureia foram significativamente menores em relação ao soro. Já 

os valores de glicose e LDH não relevaram diferença estatística (p>0,05) entre amostras de soro 

e plasma. 

No plasma/citrato de sódio, a concentração de ALT, AST, colesterol, magnésio, 

proteínas totais, triglicerídeos e ureia foram significativamente menores em relação ao soro. Os 

demais analitos ácido úrico, albumina, fósforo, glicose e não demonstram diferenças 

Variáveis Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato 

de sódio 

(n=60) 

Plasma/Heparina 

(n=60) 

VG (%) 20,46±3,29A 19,37 ±3,30A 20,86 ±3,27A 

PTP (mg/dL) 4,68 ± 0,97A 5,54±,66B 4,17±0,65C 

Contagem total de 

eritrócitos (x105/µL) 
3,76 ±3,32A 3,31±2,58A 28,5 ±18,4A 

Contagem total de 

leucócitos (x103/µL) 
5,13 ±4,1A 2,8±2,2B 5,0±3,0A 

 (n=10) (n=10)  (n=10) 

Heterofilos 

absolutos (x105/µL)  7,36 ± 0,55A 699000±115031 A   696000±80994 

Monócitos(x105/µL) 0,24 ± 0,10a 0,36 ± 018a 0,27 ± 0,13 a 

Linfócitos(x105/µL) 0,12 ± 0,26a 1,35 ± 5,97a 1,27 ± 0,53a 

Eosinófilos(x105/µL) 1,21 ± 0,47A 1,3 ± 6,55A 1,5 ± 0,62A 

Basófilos(x105/µL) 0,00 ± 0,00a 0,00 ± 0,00 a 0,00 ± 0,00 a 

Pqt/RBC 0,00352±0,0141A 0,029±0,0187A 0,0321±0,0160A 

Análise de variância (ANOVA).  Letras diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre 

os diferentes anticoagulantes testados. 
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estatísticas. 

No plasma/heparina, a concentração albumina, ALT, AST, cálcio, colesterol, fósforo, 

LDH, magnésio, proteína total, triglicerídeos e ureia foram significativamente menores em 

relação ao soro, enquanto os valores de ácido úrico e glicose demonstram diferenças estatísticas. 
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Tabela 8. Valores médios, seguidos do desvio padrão de ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), colesterol (mg/dL), 

fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total (g/dL), triglicerídeos (mg/dl), ureia (mg/dL) de amostras de Lophiosilurus 

alexandri soro e plasma colhidos em EDTA-K3, citrato de sódio e heparina de sódio. 

Analitos 

Soro 

(n=60) 

Plasma/EDTA-K3 

(n=60) 

Plasma/Citrato de 

sódio 

(n=60) 

Plasma/ Heparina 

(n=60) 

Ácido úrico (mg/dL) 0,33±0,20A 0,80±0,39B 0,45±0,29A 0,35±0,21A 

Albumina (g/dL) 0,85±0,15A 0,75±0,13B 0,86±0,15A 0,61±0,18C 

ALT (UI/L) 34,54±24,53A 11,90±6,83B 20,85±11,98C 27,36±21,07C 

AST (UI/L) 81,37±30,49A 71,82±26,72B 81,46±26,11A 63,64±19,42B 

Cálcio (mEq/dL) 8,65±2,58A - - 7,64±1,92B 

Colesterol (mg/dL) 230,42±46,48A 213,12±31,48B 197,41±28,21C 189,25±36,82C 

Fósforo (mg/dL) 9,79±5,01A 4,24±1,91C 8,91±5,41AB 8,48±6,07B 

Glicose (mg/dL) 11,41±9,10A 12,20±8,75A 8,09±4,64A 7,62±5,65A 

LDH (UI/L) 357,70±206,49A 329,24±204,30A 354,33±211,18A 286,47±150,82B 

Magnésio (mg/dL) 2,79±0,39A 0,05±0,03B 2,52±0,39C 2,26±0,28D 

Proteína total (g/dL) 3,25±0,57A 2,88±0,39B 2,97±0,37C 2,71±0,35D 

Triglicerídeos (mg/dL) 616,42±212,36A 486,42±146,74B 506,89±185,15BC 537,65±166,04C 

Ureia (mg/dL) 15,19±10,00A 4,68±2,88B 7,19±3,80C 12,01±10,28D 
Análise de variância. Letras diferentes representam diferença significativa (p<0,05) entre os diferentes anticoagulantes testados. 
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A Tabela 9 dispõe os dados após a obtenção dos resultados entre as médias das 

porcentagens de variação entre amostras de soro e plasmas analisadas. Considerando-se uma 

variação de 10% como aceitável (Jain e Schalm, 1986), amostras de plasma/EDTA 

apresentaram resultados semelhantes aos do soro para: AST, colesterol e LDH; no 

plasma/citrato de sódio: albumina, AST, glicose, magnésio, proteínas totais e ureia e no plasma/ 

heparina: cálcio e fósforo. Os analitos ácido úrico, ALT e triglicerídeos não apresentam 

estabilidade em amostras de plasma. 

 

 

Tabela 9. Diferença percentual entre as amostras de plasma colhido em EDTA-K3, citrato de sódio e 

heparina sódica para ácido úrico (mg/dL), albumina (g/dL), ALT (UI/L), AST (UI/L), cálcio (mEq/dL), 

colesterol (mg/dL), fósforo (mg/dL), glicose (mg/dL), LDH (UI/L), magnésio (mg/dL), proteína total 

(g/dL), triglicerídeos (mg/dL), ureia (mg/dL) 

Analitos Plasma/ EDTA-K3 

Plasma/ citrato de 

sódio Plasma/ Heparina 

Ácido úrico (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 

Cálcio (mEq/L) - - -6,93 

Colesterol (mg/dl) -7,91 -25,20 -22,24 

Fósforo (mEq/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 (mEq/L) -98,05 -8,75 -18,28 

Proteína total (g/dL) -12,68 -9,60 -17,63 

Triglicerídeos (mg/dl) -19,50 -13,81 -10,99 

Ureia (mg/dL) -42,30 -0,55 99,50 

Valores negativos representam a redução e positivos, acréscimo nas concentrações dos analitos quando comparadas 

amostras de referência (-) para o teste em questão. 

 

DISCUSSÃO 

 

Hematologia 

Ao se avaliar o sangue de peixes, Campbell (1988), Adeyemo et al. (2009) e Hrubec e 

Smith (2010) relatam a possibilidade de utilização como anticoagulante do EDTA ou a heparina. 

Hattingh (1975) cita Klontz e Smith (1968), que relatam que o EDTA é superior a heparina para 

procedimentos hematológicos de rotina de peixes. Entretanto, os resultados encontrados por 

Hattingh (1975), Barham et al. (1979), Korcock et al. (1988), Walencik e Witeska (2007), 
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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 padrão para comparação entre os 

anticoagulantes pesquisados. 

Não há na literatura estudos sobre o efeito dos anticoagulantes na hematologia de 

pacamãs. A falta de dados dificulta e limita a discussão dos resultados encontrados. Nas 

pesquisas hematológicas em peixes grandes, parte dos autores fornece dados que são 

insuficientes, principalmente quanto à metodologia utilizada para coleta e análise das amostras 

e especialmente em relação à proporção e concentração de anticoagulantes, ao método utilizado 

para contagem de elementos figurados e à conservação da amostra.  

Em relação à elevação da dosagem de proteínas plasmáticas no plasma/citrato de sódio, 

em comparação ao plasma/heparina e plasma/EDTA, Walencik e Witeska (2007), ao 

pesquisarem o efeito dos anticoagulantes EDTA, citrato de sódio e heparina em alguns índices 

hematológicos de carpas, não observaram diferença entre esses anticoagulantes. No 

plasma/citrato de sódio, os níveis de PTP foram significativamente maiores em comparação ao 

plasma/heparina. A contagem total de leucócitos também foi significativamente maior quando 

comparadas com o plasma/heparina. 

 

Bioquímica 

 No presente estudo, o plasma/EDTA demonstrou aumento no nível de ácido úrico e 

diminuição nos valores de albumina, ALT, AST, colesterol, fósforo, magnésio, proteína total, 

triglicerídeos e ureia, os quais foram significativos quando comparados aos valores obtidos na 

amostra de soro. Os níveis de glicose e LSH não demonstraram diferenças estatísticas. Diversos 

estudos avaliaram a bioquímica plasmática em diferentes espécies como vacas, ovelhas, 

cavalos, cães, avestruz, camelos, crocodilos e seres humanos (Laborde et al., 1995, Young e 

Bernes 1998; Morris et al., 2002 ; Cerón 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 dissódico (Na2), dipotássico (K2) ou 

tripotássico (K3), sendo os dois últimos os mais solúveis. Eles atuam como quelantes de íons 

fortes, com elevada afinidade para formar complexos, como íons Ca2+e o Mg2+, essenciais para 

o processo, com a formação de complexos (Oviedo e Rodríguez, 2003; Burtis et al., 2008). 

Os níveis de ácido úrico no plasma/EDTA, comparados aos níveis encontrados no soro, 

demonstraram aumento significativo, como também foi observado em araras.  Não há um 

mecanismo claro de ação entre o analito e o plasma/EDTA e não foi possível determinar se há 

interferência entre anticoagulantes. Mais ainda, não foi encontrado trabalho que dosasse o 
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analitos em plasma/EDTA para subsidiar a discussão. 

A diminuição significativa do valor de albumina no plasma/EDTA, presentes neste 

estudo, não foi observada pelos autores: em ovelhas, cães, cavalos, vacas e camelos (Laborde 

et al., 1995; Mohri e Rezapoor, 2009; Cerón et al., 2004; Mohri et al., 2007a; Mohri et al., 

2007b; Mohri et al., 2009b). Cerón et al (2004) relata diminuição nos níveis de albumina de 

cães no plasma, quando comparados ao soro, mas esta diminuição não foi significativa. Houve 

diminuição significativa do valor albumina no plasma/EDTA de pacamãs no presente estudo. 

O mecanismo exato ainda não foi esclarecido. 

 A comparação dos resultados das análises bioquímicas entre plasma/EDTA e soro para 

a atividade das enzimas transaminases AST e ALT de pacamãs revelou uma diminuição 

significativa. O mesmo resultado foi encontrado por Mohri et al. (2007a) em cavalos para 

ambos os analitos; já em vacas (Mohri et al.,2007b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009), 

somente a atividade da AST foi analisada, e observada a diminuição significativa, quando 

comparados esses valores aos do soro. Esses autores associaram as atividades enzimáticas a 

uma dependência de minerais como zinco, magnésio e ferro. Então, a diminuição da atividade 

dessas enzimas pode estar associada ao efeito quelante promovido pelo EDTA. 

 O nível de colesterol plasmático de pacamãs em comparação ao de soro revela uma 

diminuição significativa. Essa diminuição foi relatada também em cavalos (Morris et al., 2002) 

e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009). Entretanto, mecanismo e causa dessa diminuição não estão 

claros nessas espécies, assim como no pacamã. Já em cães (Cerón et al., 2004), camelos (Mohri 

et al., 2009b) e ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009) não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os níveis plasmáticos de colesterol no EDTA em comparação ao soro.  

No plasma/EDTA, os minerais magnésio e fósforo tiveram diminuições 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 

diminuição significativa dos níveis de fósforo também foi observada no plasma de cães (Céron 

et al., 2004) e camelos (Mohri et al. (2009b). Já em cavalos (Mohri et al., 2007a) e ovelhas 

(Mohri e Rezapoor, 2009), não foram relatadas diferenças estatísticas 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 íons fortes, pelo anticoagulante.  

 Na avaliação das proteínas totais, observou-se uma redução significativa nos níveis do 

plasma/EDTA em comparação ao soro em pacamãs. Isso foi observado por Mohri et al. (2007a), 

Mohri et al. (2007b) e Mohri e Rezapoor (2009) em cavalos, vacas, ovelhas, respectivamente. 

Já em camelos, cães e ovelhas, os autores Laborde et al. (1995), Cerón et al. (2004) e Mohri et 
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al. (2009b) não observaram diferenças estatísticas entre os níveis do plasma/EDTA e soro. 

Mohri et al. (2007a) associaram as diferenças entre espécies como fatores que contribuem para 

a divergência nos resultados observados. 

 A diminuição estatística dos níveis de triglicerídeos no plasma/EDTA em comparação 

ao soro encontrado neste estudo também foi observada em ovelhas (Laborde et al.,1995); 

Morris et al., 2002), mas não em cães (Céron et al., 2004), cavalos (Mohri et al., 2007a) e 

ovelhas (Mohri e Rezapoor, 2009).  

 A diferença estatística nos níveis de ureia plasmática em comparação ao soro de 

pacamãs corrobora o resultado encontrado por Mohri et al. (2007b) em vacas e Mohri e 

Rezapoor (2009) em ovelhas. Em cães, Céron et al. (2004) e ovelhas (Laborde et al., 1995), não 

foram observadas diferenças significativas entre plasma/EDTA e soro. Os mecanismos exatos 

que os possam explicar não são descritos, mas a diferença entre espécies pode ser um fator que 

contribui para os diferentes resultados.  

 O citrato trissódico, assim como o EDTA, irá atuar como um quelante de Ca2+. Como 

esses íons são essenciais para uma coagulação, a adição desses anticoagulantes mantém a 

amostra de sangue na fase líquida, por um período relativamente longo (Burtis et al., 2008). Os 

níveis de ácido úrico, albumina, AST, fósforo, glicose e LDH não mostraram diferenças 

estatísticas entre o plasma/citrato de sódio e soro, em amostras de pacamã. Já os analitos ALT, 

colesterol, magnésio, proteínas totais, triglicerídeos e ureia, ao se comparar soro e 

plasma/citrato de sódio, revelaram reduções significativas. A diminuição de inúmeros analitos 

foi observada em estudos realizados com cavalos, vacas, cães, avestruzes e, camelos, por 

(Mohri et al., (2007a), Mohri et al., (2007b;), Cerón et al., (2004;), Mohri et al., (2009a); Mohri 

et al., (2009b), quando comparados os níveis de plasma/citrato de sódio com o soro. Em vacas, 

houve diminuições significativas para glicose, bilirrubina total, ureia, creatinina, proteínas 

totais, albumina, AST e CK. Em cavalos, a diminuição ocorreu para glicose, colesterol, 

triglicerídeos, bilirrubina totais, nitrogênio urêmico sanguíneo (BUN), creatinina, proteínas 

totais, albumina, cálcio e ferro. Já em cães, foram encontradas reduções significativas nos níveis 

de albumina, ácidos biliares, bilirrubina, colesterol, frutosamina, glicose, proteínas totais e 

ureia. Em avestruzes houve redução dos valores de glicose, ácido úrico, proteínas totais e cálcio 

(Mohri et al., 2009a). Na avaliação em camelos, a redução observada afetou os seguintes 

analitos: glicose, colesterol, triglicerídeos, ureia, creatinina, proteína total, albumina, cálcio e 

magnésio. As reduções foram associadas à hemodiluição, provocada pelo citrato na 

concentração utilizada de 1:9 (Cerón 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 clínica, a heparina é o que possui 

mais aplicação hematológica e bioquímica (Burtis et al., 2008). No plasma/heparina, as 

concentrações de albumina, ALT, AST, cálcio, colesterol, fósforo, LDH, magnésio, proteína 

total, triglicerídeos e ureia foram significativamente menores em relação ao soro. A igualdade 

entre as maiorias das análises no plasma/heparina em comparação ao soro, predominou em cães. 

Cerón et al. (2004) relataram que no plasma/heparina as diferenças estatísticas ocorreram no 

aumento da albumina e na diminuição dos valores de potássio, cálcio e acetilcolinesterase. Em 

cavalos, a maioria dos resultados não apresentaram diferenças estatísticas; houve diminuição 

significativa nos níveis de BUN, bilirrubinas totais, ALT e CK (Mohri et al., 2007a). Mohri et 

al. (2009a), pesquisando avestruzes, observou a mesma predominância de igualdade no 

plasma/heparina em comparação ao soro, exceto nos níveis de glicose, proteínas totais, 

albumina e fósforo. A diminuição significativa no plasma/heparina nos valores de ureia, 

creatinina, proteínas totais e aumento de bilirrubina foi descrita por Mohri et al. (2007b) em 

vacas. Já em camelos, Mohri et al. (2009b) observaram um aumento significativo de CK e 

diminuição significativa da atividade da GGT, colesterol, creatinina e cloreto. Na avaliação 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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CONCLUSÃO 

 

Nas condições em que este estudo foi conduzido, é possível concluir que: 

 

1. Dentre os anticoagulantes analisados, o citrato de sódio se mostrou válido para um 

maior número de análises (5 analitos) bioquímicas do que citrato de sódio e heparina 

sódicas (3 analitos). 

2. O citrato de sódio é o anticoagulante de escolha para realização de análises 

hematológicas e bioquímicas de pacamãs 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

Os resultados obtidos para araras, tigres d’água e pacamãs são de extrema importância 

na vasta área que é a patologia clínica e a clínica de animais silvestres. Avaliar parâmetros 

hematológicos e bioquímicos de araras, tigres d’água e pacamãs e indicar o anticoagulante que 

permita o maior número de exames hematimétricos e da bioquímicos para cada espécie em uma 

única amostra sanguínea 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 

contenção no animal e gasto com material. Desta forma, caminhamos para a determinação de 

uma opção de metodologia para animais silvestres. 

Os resultados podem serem vistos como valores diretos e com aplicações práticas 

imediatas, entretanto, eles também geraram inúmeros questionamentos que podem ser fontes 

para pesquisas futuras como: a concentração utilizada foi adequada para os analitos 

pesquisados? O uso do corante panótico é válido para as observações de lâminas ou o protocolo 

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