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RESUMO

A espécie Trachemys scripta elegans, popularmente conhecida como tartaruga-de-orelha-
vermelha ¢ de grande interesse para herpetocultores e Médicos Veterinarios, por ser um animal
exotico e invasor a fauna brasileira e consequentemente oferecer risco potencial para quelonios
nativos e também para a saude publica. A medicina de répteis estd em constante
desenvolvimento, e assim existe a demanda de estudos que se propdem a estabelecer guias de
referéncia sobre o perfil sanguineo destes animais saudaveis em cativeiro, o que facilita a
interpretagdo de exames laboratoriais quando houver sinais e sintomas clinicos. O exame de
hemograma e bioquimica fornecem informagdes precisas sobre a fisiologia e o estado de saude
do paciente, sendo a execugao rapida e de baixo custo para os tutores. O objetivo deste estudo,
foi avaliar a possibilidade de determinacdo do teor de hemoglobina, por meio do volume
globular/hematocrito. Bem como, a estabilidade analitica dessa proteina intraeritrocitaria,
quando acondicionada em heparina sodica ou EDTA Kj, em diferentes tempos de
armazenamento, sob refrigeracdo. Além disso, investigar a influéncia do sexo, sobre elementos
bioquimicos ¢ a estabilidade analitica destas dosagens, quando submetidos a diversos tempos
de estocagem, sob congelamento. Contribuindo assim, para gerar dados padronizados na
literatura que possam auxiliar na investigacao de doengas nesta espécie, assim como em outros
quelonios, em especial aqueles potencialmente em fase de extin¢do. Para esta finalidade, foram
analisados 30 exemplares de Trachemys scripta elegans (15 machos e 15 fémeas), adultos,
higidos mantidas em cativeiro. A relagdo hematdcrito versus concentragdo hemoglobinica
plasmatica, dosada em heparina sdédica, na pratica, ele é pouco eficiente, ndo sendo possivel
nesta espécie, usar o hematocrito para estimar o teor de hemoglobina, que pode ser dosada em
até 72 horas ap0ds coleta, quando armazenada a (4°C), em ambos os anticoagulantes. Quanto ao
sexo, foram encontradas diferengas estatisticamente significativas para os elementos calcio
total, relagdo Ca:P, calcio ionizado (Ca™), colesterol, triglicérides e creatinina, com valores
mais elevados em fémeas e AST e LDH em machos. Verificou-se ainda, que proteinas totais,
albumina, globulinas, relacdo A:G, fosforo, relacao Ca:P, magnésio, glicose, acido urico, ureia,
amilase, ALT, AST, LDH e CK, sofreram interferéncias ao longo dos tempos de
armazenamento. Analitos como proteinas totais, relacdo A:G, calcio total, fosforo, relagcdo
Ca:P, Ca'", ferro, colesterol, triglicérides, acido trico, uréia, amilase, FAL, LDH e GGT, podem
ser avaliados pouco mais de um més apds o congelamento. A glicose ¢ estavel por até 16 dias,
albumina e globulinas em torno de 8 dias e AST em 4 dias, p6s-congelamento. Enquanto que

magnésio, amilase, ALT e CK s3o melhores avaliados em amostras frescas. A metodologia



realizada neste estudo estd de acordo com os preceitos €ticos em pesquisa com utilizagdo
animal, recomendados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), ¢ aceite do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais
da Universidade Federal de Uberlandia (CEUA-UFU), protocolo nimero 031/21 e pelo Sistema
de Autorizacao e Informacao em Biodiversidade (SISBIO), nimero 74698-3.

Palavras-chave: analito, sangue, tartaruga.



ABSTRACT

The species Trachemys scripta elegans, popularly known as the red-eared turtle, is of great
interest to herpetoculturists and veterinarians, as it is an exotic animal that invades the Brazilian
fauna and consequently poses a potential risk to native chelonians and also to public health.
Reptile medicine is in constant development, and so there is a demand for studies that propose
to establish reference guides on the blood profile of these healthy animals in captivity, which
facilitates the interpretation of laboratory tests when there are clinical signs and symptoms. The
blood count and biochemistry exam provide accurate information about the physiology and
health status of the patient, and the execution is quick and low cost for the tutors. The objective
of this study was to evaluate the possibility of determining the hemoglobin content by means
of the packed cell volume/hematocrit. As well as the analytical stability of this intraerythrocyte
protein, when stored in sodium heparin or Ko EDTA, at different storage times, under
refrigeration. Furthermore, to investigate the influence of gender on biochemical elements and
the analytical stability of these dosages, when subjected to different storage times, under
freezing. Thus contributing to generate standardized data in the literature that may help in the
investigation of diseases in this species, as well as in other chelonians, especially those
potentially in the process of extinction. For this purpose, 30 specimens of Trachemys scripta
elegans (15 males and 15 females), adults, healthy, kept in captivity, were analyzed. The
hematocrit ratio versus plasma hemoglobin concentration, dosed in sodium heparin, in practice,
it is not very efficient, it is not possible in this species, to use the hematocrit to estimate the
hemoglobin content, which can be dosed within 72 hours after collection, when stored a (4°C),
in both anticoagulants. As for sex, statistically significant differences were found for the
elements total calcium, Ca:P ratio, ionized calcium (Ca™), cholesterol, triglycerides and
creatinine, with higher values in females and AST and LDH in males. It was also verified that
total proteins, albumin, globulins, A:G ratio, phosphorus, Ca:P ratio, magnesium, glucose, uric
acid, urea, amylase, ALT, AST, LDH and CK, suffered interference over time of storage.
Analytes such as total protein, A:G ratio, total calcium, phosphorus, Ca:P ratio, Ca™, iron,
cholesterol, triglycerides, uric acid, urea, amylase, FAL, LDH and GGT can be evaluated a little
over a month after the freeze. Glucose is stable for up to 16 days, albumin and globulins for
around 8 days and AST for 4 days post-freezing. While magnesium, amylase, ALT and CK are
better evaluated in fresh samples. The methodology carried out in this study is in accordance
with the ethical precepts in research with animal use, recommended by the National Council

for the Control of Animal Experimentation (CONCEA), and the research project was accepted



by the Committee on Ethics in the Use of Animals of the Federal University of Uberlandia

(CEUA-UFU), protocol number 031/21 and by the Biodiversity Authorization and Information
System (SISBIO), number 74698-3.

Keywords: analyte, blood, turtle.
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1.1. Introdugao

A espécie Trachemys scripta elegans (Reptilia, Testudines, Emydidae - Wied, 1839),
popularmente conhecida como tartaruga-de-orelha-vermelha, configura entre as espécies que
estao sendo introduzidas em dissemelhantes biomas pelo planeta. Trata-se de um queldénio de
vida semiaquatica, com origens na América do Norte, particularmente, Estados Unidos e
Meéxico (OLIVEIRA, 2015). Porém teve mais de 52 milhdes de exemplares exportados para
diversos paises, entre as décadas de 80 e 90, para serem criados como pets (TELECKY, 2001).

Atualmente, a manutencao da variabilidade biologica € uma das principais inquietagdes
globais, em funcao de diversos fatores, como a extingdo e a fragilidade de determinadas
espécies. Além, da introducdo de animais exdticos e a propria dispersdo de microrganismos,
principalmente de carater infeccioso (SILVA et al., 2010).

Em sua maioria, a pratica da comercializagdo de espécies silvestres ocorre na
ilegalidade, e eventualmente, podem ser destinados a mercados de animais Vivos,
estabelecimentos de alimentacdo e propriedades rurais. Tal acdo intensifica a proximidade entre
humanos, animais domésticos e silvestres (KRUSE et al., 2004). Esse cendrio tem potencial
para amplificar a veiculacdo de agentes patogénicos, que podem acometer a espécie humana,
portanto se faz necessario um aprofundamento do conhecimento a cerca da fisiopatologia de
espécies exoticas e invasoras.

Em Medicina Veterindria, as analises hemato-bioquimicas sdo exames frequentemente
utilizados no diagnostico laboratorial de enfermidades, bem como na avaliacdo fisiologica e
condicdo clinica dos animais. Embora seja crescente o niimero de publicacdes cientificas a
respeito de espécies silvestres e exoéticas, os dados na literatura para tartarugas-de-orelha-
vermelha, ainda carecem de informacdes, € o comum dos estudos ¢ utilizarem grupos pequenos
de animais. Ademais, existem diferencas nas metodologias empregadas em cada estudo, que
pode dificultar o uso dos resultados obtidos em pesquisas comparativas.

Frequentemente o perfil bioquimico sanguineo ¢ empregado para avaliar o estado
sanitario de répteis. Entretanto, em geral sdo carentes os estudos controlados que se propoe a
evidenciar a relevancia das alteragdes, nos componentes bioquimicos do sangue desses animais,
em comparagdo com aquelas observadas em outras classes de animais. Por conseguinte, a
bioquimica clinica aplicada a répteis ndao atingiu a mesma avaliagdo critica, alcancada na
medicina de mamiferos domésticos (CAMPBELL, 2015).

Segundo Storz (2019), Miyata et al. (2020), um dos principais propdsitos do

hemograma, ¢ a mensuracao da hemoglobina, estrutura proteica primordial que compdem as
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hemacias, com a funcdo essencial de promover a homeostase do organismo dos vertebrados, ao
saturar gases do sistema respiratorio e carrear para os diversos tecidos, e assim garantir a
demanda metabolica.

Conforme Campbell (2006), Nardini et. al. (2013), Sykes e Klaphak (2015), os
resultados de elementos sanguineos obtidos podem ser prejudicados por numerosos fatores,
como local de coleta, idade, sexo, transporte, acondicionamento da amostra, padronizagdes de
técnicas, temperatura ambiente e estado de estresse. Diante destes desafios, (PIRES et. al.,
2006) afirmam ter havido indecisdes em sua tentativa de se padronizar valores € comparagdes
entre individuos e grupos de espécies animais distintas.

Neste contexto, torna-se indispensavel, pesquisas cientificas que busquem estabelecer
padrdes de referéncia para elementos da hematologia e bioquimica sanguinea de populagdes
especificas de animais silvestres. No tocante, as variagdes fisioldgicas reportadas entre as
diversas populagdes, e pelo fato de que os resultados das andlises laboratoriais tém
especificidades para cada metodologia e automagdo empregada. Faz preciso, que todo
laboratorio que examine espécimes de animais, possam definir seus proprios valores de
normalidade para se aplicar na rotina (DUCAN et al., 1982; COLES, 1986; KANEKO, 1989;
GONZALEZ et al., 2017).

Estudos sobre o perfil hemato-bioquimico com Trachemys scripta elegans, ainda sdo
poucos descrito na literatura cientifica, portanto, por meio do diagnostico laboratorial pode-se
conhecer e estabelecer um guia de referéncia sobre os elementos bioquimicos séricos destes
queldonios. Desta forma, objetivou-se no presente estudo, avaliar o perfil hemoglobinico e

bioquimico de Trachemys scripta elegans mantidas em cativeiro.

2. Fundamentac¢ao Tedrica

2.1. Répteis (Classe Reptilia)

Na contemporaneidade, ¢ aceito que as origens dos répteis datam em achados fosseis
longevos, compreendidos entre os periodos Carbonifero e Permiano da era Paleozobica, cerca de
250 a 310 milhdes de anos atras. Naquela altura, os répteis precursores ainda se pareciam muito
aos anfibios. Entretanto, esses individuos passaram a obter caracteristicas evolucionarias
diferentes que asseguravam expressivos beneficios junto a seus antagonistas, o que possibilitou
a este vultoso grupo de animais dominarem o planeta na era Mesozoica, tida como a era reptente
(GOULART, 2004).

Sobre a biologia dessa classe, convém afirmar que a palavra réptil se origina da

terminologia em latim, “reptare”, ou seja, aquele capaz de rastejar. Esta ¢ um dos atributos



20

centrais dos individuos dessa classe, que em regra, detém a cutis com auséncia de glandulas
mucosas e com a presenca de escamas e/ou placas 6sseas (MARTINS et al., 2008).

A classe dos répteis estd organizada em duas subclasses: a Anapsida, que inclui os
quelonios, frequentemente chamados de tartarugas, que sao os individuos da ordem Testudines
e a Diapsida, que inclui outros répteis. Os representantes da subclasse Anapsida,
anatomicamente sdo caracterizados por um cranio primitivo sem aberturas temporais (DUTRA,
2014).

Conforme Troiano (2018), a classe Reptilia ¢ dividida em quatro ordens, a saber,
Crocodylia (crocodilos, jacarés e gaviais), Chelonia (tartarugas, cdgados ou jabutis),
classificados de acordo com a forma de dobrar a cabega dentro da carapaga, que se subdividem
em duas subordens: Pleurodira (quelonios que dobram a cabe¢a em forma lateral e Cryptodira
que dobram a cabeca em forma reta). Bem como, a ordem Squamata (incluso as subordens mais
importantes), como a Ophidia, com todas as cobras e a subordem Sauria ou Lacertilia dos
lagartos. Além, da ordem Sphenodontia, conhecidos como tuataras (Sphenon punctatus e
Sphenon guentheri) na Nova Zelandia.

Sobre a existéncia desses animais no Brasil, Bérnils et al. (2012) apontam para 744
espécies de répteis registrados no pais. E que neste agrupamento, estdo presentes 386 cobras,
248 lagartos, 68 anfisbenas, 36 testudines e apenas 6 espécies de jacarés. Em termos de
distribuicdo, eles estdo presentes em todos os biomas brasileiro, e dada a suas caracteristicas
fisiologicas, que requerem fontes externas de calor para manterem a temperatura corporal
constante. Logo, passaram a ser numerosos nas areas mais quentes do territorio brasileiro
(MARTINS et al., 2008).

Os répteis sdo animais ectotérmicos, portanto, nao sao capazes de manter a temperatura
corporea constante através de suas reagdes organicas, como ocorrem em aves ¢ mamiferos,
denominados ectotérmicos. Assim, estes individuos sofrem consideravel influéncia da
temperatura do meio que estdo. No entanto, apesar de ndo serem aptos a manter um estado de
homeotermia, eles procuram de diferentes maneiras terem o controle da temperatura corporal e
que essa retrate a temperatura ambiental (GOULART, 2004).

Os répteis formam um grupo heterogéneo de animais, habituados a grande parte dos
habitats terrestres e aquaticos, podendo ser ativos quando se apresentam em temperatura
corpérea apropriada (COX; CHANSON et al., 2006). E de modo desigual aos anfibios, que
necessitam retornar as aguas para reproducao, esses conseguem viver independente da mesma,
inclusive alguns exemplares podem sobreviver em ambientes hostis, de regides aridas e

desérticas (O’ MALLEY, 2005).
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Uma das principais obtencdes em termos evolutivos para répteis foi & respiracao
pulmonar e a capacidade de se locomover em terra firme. Da mesma forma, outro importante
ganho evolutivo foi o surgimento do chamado ovo amnidtico ou cleidoco, que os liberou da
dependéncia da 4agua durante seu desenvolvimento, uma vez que leva sua propria reserva de
agua e alimentos. E este tipo de ovo, é circundado por uma série de trés envoltorios
membranosos chamados de amnion, cérion e alantoide, que fornecem prote¢do contra
ressecamento, enquanto que, as demais propiciam o fluxo dos nutrientes com o vitelo nutricio
(TROIANO, 2018).

Sobre os aspectos reprodutivos de répteis, de uma forma geral, pode-se dizer que esses
animais demonstram desempenho reprodutivo sazonal. E os herpetocultores relatam que o ciclo
térmico e suas variagdes de temperatura ao longo do dia e da noite sdo fundamentais para
estimular a reproducdo (GOULART, 2004).

A reprodugdo dos répteis € sexuada e com fecundacao interna, na qual seus padrdes sao
definidos de acordo com a capacidade de por ovos na terra (oviparos) ou produzir filhotes
(viviparos). De uma maneira geral, sdo oviparos todos os crocodilianos, quelonios,
esfenodontideos e a grande maioria das serpentes e lagartos (TROIANO, 2018).

Grande parte dos répteis, quando em habitat natural, possui aptiddo generalista na
alimentacdo e passam a consumir uma diversidade grande de alimentos. E essa demanda
depende da disponibilidade de comida no ambiente e da habilidade em capturar as presas. A
nutri¢ao ¢ influenciada pela idade, habitat, época do ano e também territorios. O animal adulto
tem agOes polivalentes e oportunistas, e sua dieta tende a ser mais diversificada do que dos
jovens, destes passa a ser restrito ao tamanho da presa (HERNAN-DEZ-DIVERS, 2006).

Cada vez mais, os répteis sao objetos de pesquisas cientificas, seja pela emergéncia
ambiental e suas demandas conservacionistas, quanto pelo crescimento de sua criagdo como
pets. Todavia, a expansao de sua popularidade, como animais de estimagdo, vem causando
indagagdes quanto aos possiveis danos a satde publica. Haja vista, que representam eminente
fonte potencial de infec¢do para populacdo humana, ao disseminar no local que coabitam

agentes patogénicos e oportunistas contidos nas fezes (BRINGSOE, 2002).
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2.2. Testudines (Ordem: Testudinata)

Os Testudines sdo répteis singulares, mas que comumente sao chamados de tartarugas
por populares. Estes animais possuem especificidades que os fazem ser diferenciados de outros
répteis, pois possuem grande parte do corpo recoberto por uma estrutura firme, chamada de
carapaca e que dentro dessa, a maioria desses individuos conseguem recolher o cranio e também
os membros toracicos e pélvicos (BIANCO et al., 1959).

A Ordem Testudinata, com sinonimias Testudines ou ainda Chelonia é composta pelos
grupos de quelonios (tartarugas, cagados e jabutis). E ocorrem na producdo académica deste
tema, discordancias quanto & terminologia rotineiramente usada para os variados grupos de
quelonios (HICKMAN et al., 2004).

A ordem Testudinata ¢ formada por 302 espécies divididas em duas subordens,
relatadas: Cryptodira e Pleurodira. A primeira € o grupo prevalecente, sendo dividida em trés
superfamilias, Testudinoidea, Trionychoidea e Chelonioidea, representadas por jabutis,
cagados e tartarugas marinhas respectivamente. Enquanto que a Pleurodira, o menor grupo, ¢
habitualmente composto por cagados de pescogo lateralizado (BENYON et al., 1992).

Os grupos que compdem a ordem Testudines, diferem de outras ordens dos répteis por
terem a coluna vertebral fixada a carapaca. Além disso, sd3o os Unicos répteis cuja escapula esta
localizada ventralmente as costelas. As tartarugas sdo os Unicos representantes dos Anapsida
ainda existentes. Tipicamente, as tartarugas sdo incluidas como queldnios, porém o termo
preferido atualmente ¢ testudineos (DUTRA, 2014).

Segundo Ferri (2002), os individuos que compdem a ordem Testudines, sdo queldnios
terrestres e os de dgua doce ou salgada. Considerada a mais ancia entre todos os vertebrados
contemporaneos. Afirma ainda, que o no periodo Permiano, marca o primeiro vestigio fossil
desses individuos. No Brasil existem representantes de todas as subordens e superfamilias
(GOULART, 2004).

Os Testudines conservam as cinturas da escapula e pélvica contidas num casco moldado
por estruturas Osseas suturadas em formato de placas e recobertas por uma miscelanea de
escudos corneos de epiderme. O casco que ¢ fortemente conservativo € pouco sofreram
mudancas nos mais de 200 milhdes de anos, ¢ formado por uma regido dorsal, a carapaca, e
uma regido ventral, denominada plastrao, ligadas através de uma estrutura chamada de ponte
(POUGH et al., 1996).

Ainda sobre a carapaca, estd ¢ formada pela unido da grade costal, com vértebras e de

variados componentes de ossificacio dérmica, enquanto que o plastrdo ¢ constituido
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preponderantemente por claviculas e interclaviculas e, posteriormente, por costelas abdominais
(POUGH et al., 1996).

Diversos autores, afirmam que os animais que integram a ordem Testudines, vivem
muitos anos, com diversos relatos apontando para mais de 50 anos de idade em média, podendo
atingir os 100 anos, principalmente quando estabelecidos como cole¢des em ambientes de
cativeiro (SHINE et al., 1995).

Conforme Troiano (2018) os quelonios sdo considerados os répteis mais antigos que se
tem conhecimento, e se originaram do arcabougo reptiliano comum (Cotylosaurios) ha cerca de
280 milhdes de anos e continuam praticamente sem modificagdes até o presente. Este autor,
afirma ainda, que a ordem Testudinata (Chelonia) ¢ composta por mais de 285 géneros.

Os cagados sdo retratados pelos espécimes que vivem em rios, exceto algumas espécies
do género Malaclemys que vivem em aguas salgadas da costa atlantica dos Estados Unidos, que
possuem habitos aquaticos ou semi-aquaticos. Possuem bragos e pernas de conformagao
palmadas com membranas interdigitais e garras afiladas, cruciais na locomocao terrestre, para
acesso em troncos, escavar solos ou leito de rios & procura de alimentos e para auxilio durante
a copula (GOULART, 2004).

O Brasil ¢ um dos paises com maior diversidade de cagados, principalmente na regido
da Bacia Amazodnica, onde algumas espécies tem fungdo importante para a economia regional.
Em determinada época, cerca de 250 milhdes de ovos de cdgados eram recolhidos da natureza
para a extracdo de 6leo. E estima-se que nos ultimos 150 anos, mais de 5 milhdes destas

espécies, tenham sido capturados por ribeirinhos, para o abate (CANTARELLI, 1994).

2.3. Tartaruga-de-orelha-vermelha

Em 1792, ocorreu a primeira descrigdo relativa ao género Trachemys por Schoepft, se
referindo ainda como Testudo scripta. E no ano de 1839, Wied define a subespécie Trachemys
scripta elegans, popularmente conhecida como tartaruga-de-orelha-vermelha ou tigre-d’agua-
de-ouvido-vermelho (GOULART, 2004).

A espécie Trachemys scripta elegans, ¢ nativa de regides alagadas dos Estados da
Florida e do Mississipi, nos Estados Unidos (FERRONATO et al., 2009) e segundo Ernst et al.
(1989), Cubas e Baptistotte (2006), a tartaruga-de-orelha-vermelha ¢ um animal que habita
ambientes de agua doce, possuindo porte de médio a grande, sendo identificadas, sobretudo

pelas faixas de ambos os lados temporais da cabeca, em tons de coloragdo avermelhado. E no
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tocante ao porte desses animais, as fémeas sdo maiores que os machos, que t€ém cauda longa e
garras proeminentes nos membros anteriores, o que aperfeicoa o momento de copula.

Figura 1. Ilustracdo cientifica de Trachemys scripta elegans mantida em cativeiro no
Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia
(LAPAS - UFU).

Fonte: Junior (2023)

Nos machos de Trachemys scripta elegans, apés a puberdade, as unhas dos membros
anteriores crescem consideravelmente e constituem uma importante caracteristica de
dimorfismo sexual. E diferentemente da espécie Trachemys dorbigny, o macho ndo tem um
escurecimento marcante na cor de sua carapaga, € as listras desse arcabouco sao geralmente em
linhas retas e quando na idade adulto, sdo frequentemente maiores que a espécie brasileira
(GOULART, 2004).

Nos estudos de Troiano (2018), o autor afirma que os géneros Pseudemys, Chrisemys e
Trachemys sao cagados de aptiddes carnivora e herbivora e compde a familia Emydiae, e estas
incluem espécies distribuidas ao longo da América, Europa, Asia, e também estdo presentes no
continente africano.

As espécies Trachemys scripta elegans e Trachemys dorbigny, possuem muitas

semelhancas e no Brasil e sdo frequentemente encontrados no sul e sudeste do pais (CLOSE;
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SEIGEL, 1997). Enquanto que Rocha (2005) afirma que essas espécies de cagados estdo sendo
indiscriminadamente espalhado pelo pais, o que refor¢a a emergéncia de estudos que
esclarecam aspectos fisiopatoldgicos desses animais.

De acordo com Goulart (2004), das diversas espécies de cdgados encontrados no
territorio brasileiro, o género Trachemys, mais especificamente tigre-d’agua-de-ouvido-
amarelo e tigre-d’agua-de-ouvido-vermelho, sdo as de maior interesse. Esta ultima, exdtica e
invasora, porém, comumente encontrada em pet-shops e até mesmo no meio ambiente, em
decorréncia da introducao ilegal por leigos e até mesmo por 6rgaos ambientais.

Conforme relatado nos estudos de Parmenter ¢ Avery (1990) e Rocha (2005), esses
animais tem aptiddo por ambientes calmos, grandes, com lamagal e intensa luminosidade solar.
Requerendo temperaturas elevadas no ambiente, por serem ectodérmicos. E possuem dieta
marcadamente generalista, quando juvenis, alimentam-se de (70%) de carne e (30%) de
vegetais, enquanto na fase adulta, esta porcentagem se inverte, sendo (90%) de vegetais e (10%)
de carne.

Figura 2. Recintos para quelonios do Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres

da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS - UFU).

Fonte: arquivo pessoal.

Quando cativos uma das principais preocupacdes ¢ o fornecimento adequado de
temperatura, luz e umidade, que sdo cruciais para o bem-estar desses animais. Sem esse manejo,
problemas de satde sdo inevitaveis nos plantéis. E diversos pesquisadores afirmam ainda que

lamentavelmente os efeitos dessas condigdes improprias ndo sdo aparentes durante varios anos,
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porém podem se tornar somente quando o animal vai a 6bito. Afirmam ainda, que felizmente
os modos de criacdo tém evoluido para padrdes de exceléncia entre os criadores (STUART et
al., 2004).

De maneira indiscriminada, esses animais quando adultos s3o soltos no ambiente
natural, acarretando sérios desequilibrios ecoldgicos, ao estabelecerem disputa por alimentos
com espécies nativas e a possibilidade de predacdo de outros animais de pequeno porte
aquatico. Além disso, a questdo da hibridizagdo ndo pode ser negligenciada (FERRONATO et
al., 2009). Estes autores, afirmam ainda que autoridades ambientais relatam a falta de
informagdo das pessoas que tentam adquirir essas espécies, uma vez que os vendedores nao
relatam que estes animais crescem e podem chegar em (29 cm) de comprimento em aquarios
onde sdo mantidos.

Além dos possiveis danos ambientais supracitados, Close e Seigel (1997) afirmam que
esses animais podem oferecer importantes problemas para a satide publica do pais. Uma vez
que, sdo potenciais veiculadores na disseminacao de variados agentes patogénicos aos homens

€ a outros animais.

2.4. Hematologia

No diagnostico laboratorial, a andlise do hemograma e¢ da extensdo sanguinea ¢
fundamental na avaliagdo de répteis. E a hematologia permite detectar condigdes como anemia,
doencas inflamatorias, carga parasitaria, distirbios hematopoiéticos e hemostaticos. Ao se
avaliar as respostas hematologicas dos répteis, fatores externos devem ser considerados, como
as condi¢des ambientais, que podem intensificar ou inibir a resposta do animal as enfermidades.
O hemograma ¢ a verdadeira “foto” do paciente no exato momento da analise (CAMPBELL,
2015).

Em répteis o comportamento de resposta, tanto de globulos vermelhos, quanto de
brancos ¢ menos previsivel do que em mamiferos e aves, que sdo animais ditos endotérmicos.
Cujo microambiente das células parece ter maior estabilidade. De tal maneira, os valores
hematoldgicos desta classe de animais, também podem ser afetados por inumeros fatores
intrinsecos, como a idade e o género (CAMPBELL, 2015). O autor afirma ainda, que variados
fatores relacionados ao manuseio da amostra, como o local de puncao, tipo de anticoagulante,
método de contagem celular e coloragcdo utilizada, contribuem com as discordancias dos

resultados de hemograma em répteis.
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De uma forma geral, em animais a coleta de material tem inicio durante a contengao,
principalmente em espécies exdticas que sdo susceptiveis, ao estresse da conten¢do mecanica,
o que pode interferir nos valores encontrados. E diversas contradi¢des de resultados sao
reportadas nos laboratorios clinicos, em fungdo das interferéncias, muitas ja citadas, mas
certamente uma das mais relevantes para animais ectotérmicos ¢ as variagdes sazonais
(ALMOSNY, 2014).

Figura 3. Coleta de sangue por venopun¢@o do seio venoso vertebral de exemplar adulto de
Trachemys scripta elegans cativo no Laboratorio de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres

da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS - UFU).

Fonte: arquivo pessoal.

Conforme Frye (1986), o tamanho do animal e o volume de sangue requerido para uma
determinada prova laboratorial pode influenciar na escolha do vaso sanguineo para obteng¢ao da
amostra de sangue. E necessario se atentar, ainda, para a importincia de manter a integridade
do animal apds a coleta, por se tratar, as vezes, de um dos poucos exemplares da espécie.
Entretanto, a preferéncia do Médico Veterindrio que faz as coletas é o principal fator a ser
observado, pois erros na obten¢cdo e no acondicionamento das amostras acarretam em
desastrosos resultados dos exames.

Ao preservar o sangue total a uma temperatura de (4°C), protege-se a membrana das
células, e reduz a o risco de liberacdo de potassio intracelular das hemaécias, o que poderia levar
a erros na interpretagdo dos resultados. Temperaturas baixas exercem um efeito protetor nas

membranas, cuja consequéncia mais importante ¢ a reducdo do metabolismo da série vermelha
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e a consequente diminui¢do de adenosina trifosfato - ADP (ABOU-MADI et al., 2003;
MITCHELL et al.,, 2009). Os autores citam ainda, que numa temperatura de (20°C),
possivelmente continuara a respiragao celular e o risco de lise.

Na maioria das espécies de répteis o anticoagulante de eleicdo para hematologia é a
heparina sédica ou litica. Uma vez que o uso do EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético)
pode causar lise de hemécias, principalmente nos quelonios. Além disso, esta substancia pode
levar a formacdo de artefatos, bem como a agregacdo e cremacdo de elementos figurados do
sangue, ¢ alteracdes nos niveis séricos de calcio e de outros metais, por conta de sua agdo
quelante. Ja a heparina, pode produzir uma capa de cor azulada nas extensdes sanguineas que
dificulta a visualizacdo das células, e também pode formar agregacdo de plaquetas e glébulos
brancos (SYKES; KLAPHAKE, 2015; THRALL, 2017, CAMPBELL; GRANT, 2022).

Segundo Christopher et al. (1999), na realizagdo do hemograma de quelonios um dos
desafios para os analistas clinicos € a possibilidade de contamina¢ao da amostra por linfa. Em
funcdo da distribuicdo anatdmica dos vasos linfaticos e dos vasos sanguineos que ¢
compartilhada, e desta forma pode ser coletada juntamente com o sangue total e ocasionar
hemodiluicdo da amostra. Os autores citam ainda que entre os vasos possiveis de serem
acessados, a jugular € a que detém menor risco de contaminagao.

Nos compilados de Storz, Opazo e¢ Hoffmann (2013) e Keppner et al. (2020), ¢
percebido que conforme ocorria o desenvolvimento de organismos primitivos e inicialmente
menos complexos, ditos unicelulares e anaerobicos, a por¢ao proteica denominada globina
evoluia de sua propria atividade de desintoxicagdo, ao sequestrar gases € estruturas enzimaticas
relacionadas ao carreamento de oxigénio. No que tange a esse momento, as bactérias detinham
tipos de flavohemoglobinas (FHbs), mas que em um momento de baixa disponibilidade de
oxigénio no meio, essas moléculas se tornavam toxicas para essas formas de vida, e entdo era
fundamental se desfazer dessa estrutura, e essa fungdo era realizada por outras proteinas.

Estes autores, afirmam ainda, que na medida em que as formas de vida se tornavam mais
complexas, multicelulares e aerdbicos, a necessidade de pigmentos respiratdrios, andlogo a
globina se fez necessario para o transporte e armazenamento de oxigénio tecidual. E que essa
evolugdo se deu devido ao advento de organelas celulares encarregadas de geracao de energia
quimica, e do proprio oxigénio, que se antes era uma ameaga para vidas primitivas, agora se
tornou um requerido catabdlito, amplificador de reagdes metabdlicas desses seres.

Os autores Grispo (2012), Waheed et al. (2016) e Lei et al. (2020) contextualizam que
entre as estrturas proteicas de organismos animais, a hemoglobina (Hb), certamente ¢ a mais

estudada, principalmente no que tange, sobre sua funcdo e comformacao estrutural. E que
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estudos comparativos de suas isoformas e atuagdes na saturagdo de gases sanguineos, numa
ampla variedade de espécies de animais, podem agregar ascen¢do no que se sabe a respeito
dessa proteina.

O método de cianometahemoglobina é um dos mais tradicionais e utilizados na rotina
laboratorial, para dosagem de hemoglobina. E de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013), na
metodologia de andlise dessa proteina eritrocitaria, o material ¢ diluido na solu¢dao de Drabkin,
que ¢ composta por ferrocianeto de potassio (100 mg), bicarbonato de sddio (2 mg), cianeto de
potassio (50 mg) e (1 L) de agua destilada. A solucdo lisante extrai a hemoglobina dos
eritrécitos. O ferrocianeto de potéassio faz a oxidagdo do ion ferroso do grupamento heme da
hemoglobina para ion férrico, produzindo a metahemoglobina. Na sequéncia o cianeto de
potéssio converte esta ultima em cianometahemoglobina - HICN (RAPPAPORT et al., 2020).

Tendo em vista que o produto formado nessa reagdo ¢ um cromoforo estavel, no qual a
intensidade de sua cor estd proporcionalmente ligada a concentragdo de hemoglobina, esta ¢
dosada pela técnica de espectrofotometria no comprimento de onda de 540 nm e pareada a uma
leitura padrao (KEOHANE; OTTO; WALENGA, 2020).

Na obtencao da concentracdo de hemoglobina de répteis, aves e peixes, a técnica de
cianometahemoglobina requer modificacdo, sendo que apOs a mistura com o reagente, essa
solugcdo deve ser centrifugada a (3.500 RPM) por 5 minutos ¢ o sobrenadante que deve ser
analisado na automagdo (RANZANI-PAIVA et al., 2013; BROWN; TRISTAN; HEATLEY,
2020; CAMPBELL; GRANT, 2022).

O método de cianometahemoglobina tem um carater funcional, pois demanda somente
uma solucdo para a reacdo e a maioria dos derivados da hemoglobina ¢ aferida, como a desoxi-
Hb, oxi-Hb, carboxi-Hb, hemoglobina fetal e também parte da sulfemoglobina. Ademais, a lei
de Lambert-Beer pode ser aplicada em uma grande faixa de absorcdo e visto que a (HiCN) ¢
um composto estavel, mensuragdes podem ser obtidas logo apos ou até dias apds a mistura do

sangue total com o reagente (ZANDER; LANG; WOLF, 1984).

2.5. Bioquimica Clinica

O perfil bioquimico sérico ¢ uma ferramenta impresidivel na Medicina Veterindria, pois
fornece uma gama de informagdes, sobre o estado de saude do animal a partir de um pequeno
volume de amostra, permitindo o diagndstico e progndstico de enfermidades metabodlicas e
possibilitando uma avaliacao clinica mais segura do paciente (BOWES, 1989; LUMEIJ et al.,
1990; VALLE, 2008).
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Para uma interpretagdo fidedigna dos resultados, ¢ fundamental conhecer a
especificidade e sensibilidade do método eleito para a avaliagdo, os intervalos de referéncia
para a espécie em questao e deter uma relacdo de patologias que possam ocasionar as alteragdes
observadas (RITCHIE et al., 1994).

Na maioria das espécies de animais, diversos fatores podem influenciar nos valores de
elementos bioquimicos sanguineos, entre eles o sexo, idade, raca, alimentagdo, atividade
muscular, manejo, condi¢des ambientais, fases do ciclo estral, gestacdo, puerpério, lactacio e
nivel de producao leiteira. Esses dois ultimos especificamente em mamiferos (LOWSETH et
al., 1990; DOWNS et al., 1994).

Em Medicina Veterinaria, por vezes ¢ preciso analisar o material bioldgico coletado o
quanto antes, para que se tenha maior probalilidade de aliviar os pacientes da dor. Porém, essa
conduta enfrenta uma série de possiveis intercorréncias, entre elas o acondicionamento das
amostras. Que via de regra, pode variar de semanas, meses e até anos, requerendo temperaturas
de refrigeracdo ou de congelamento, com o intuito de impedir a deterioracdo de analitos
termolédbeis (CRAY et al., 2009).

Porém, nas analises clinicas de animais, existem escassas informagdes sobre a
estabilidade analitica de elementos bioquimicos do sangue, o que pode concorrer para uma
menor otimiza¢do das amostras obtidas ou mesmo ocasionar erros pré-analiticos e induzir a
imprecisdes no diagnostico laboratorial (EHSANI et al., 2008; TOTHOVA et al., 2010).

Segundo Singh et al. (2015), a estabilidade analitica dos elementos bioquimicos sérico,
¢ a capacidade que estas amostras possuem de assegurar suas propriedades originais em um
periodo de tempo pré-estabelecido. E o armazenamento de amostras em temperaturas de
refrigeragdo ou congelamento ¢ necessario tanto na rotina hospitalar quanto em pesquisas
clinicas.

A questao do armazenamento adequado de amostras biologicas, certamente ¢ um dos
principais desafios que os Médicos Veterinarios enfrentam. Principalmente aqueles que atuam
na Clinica Médica de Animais Silvestres, por vezes nao tendo laboratérios de diagnostico nas
proximidades do atendimento. O que torna necessario, estudos que se propdem a elucidar as
influéncias que os analitos podem sofrer ao serem acondicionados.

As provas bioquimicas em quelonios podem ser realizadas em amostras plasmaticas ou
no soro. Em uma mesma quantidade de sangue total ¢ possivel obter um volume maior de
plasma do que de soro (BRYANT et al., 2012). Frente a esta constatagao pela adversidade em
coletar expressivas quantidades de sangue em quelonios, diversos pesquisadores preferem

realizar a analise bioquimica em amostras plasmaticas (KELLY et al., 2015).
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Conforme Christopher et al. (1999), a obtengao dos niveis sanguineos de proteinas totais
permite avaliar casos clinicos que cursam com desidratagdo e também a nutri¢do dos animais.
E as fémeas de répteis podem desencandear hiperproteinemia na fase folicular ativa, a qual ¢
induzida por hormonios sexuais (ALMOSNY et al., 2007). E de acordo com Campbell (2015),
essa elevacdo dos niveis sanguineos de proteinas totais, induzida preponderantemente por
estrogeno, esta relacionado ao aumento da concentragdo especificamente de um grupo protéico,
chamado globulinas, necessarias para coposi¢cdo da gema do ovo.

A albumina perfaz cerca de (50%) do total de proteinas circulantes. E tem um elevado
peso molecular, ¢ produzida no figado e contribui em 80% da osmolaridade do plasma
sanguineo e compoe também uma relevante reserva protéica. Além de desempenhar fungdes no
transporte de acidos graxos livres, aminoacidos, metais, célcio, hormodnios e bilirrubina. A
albumina também integra funcao importante na modulagao do pH sanguineo, atuando como
molécula de carga negativa (GONZALEZ et al., 20006).

Estes autores citam ainda, que a concentragdo de albumina pode ser alterada nas doencas
hepaticas, pela disponibilidade de proteinas na dieta, pelo desequilibrio hidroeletrolitico, bem
como por enfermidades que levam a perdas protéicas. Portanto, a hipoalbuminemia pode
ocorrer em diversas afecgdes, enquanto que a hiperalbuminemia ¢ pontualmente restrita aos
casos de desidratacao.

De acordo com Troiano (2018), o valor das globulinas ¢ calculado através de subtracao
de albuminas das proteinas totais, enquanto que a relagdo albumina/globulina ¢ obtida por
divisdo entre essas fragdes protéicas. Por conseguinte, pode se afirmar que a determinagao mais
segura ¢ através do uso de eletroforese.

De acordo com Campbell (2014), assim como nos mamiferos, o paratormonio também
modula endocrinamente os niveis dos minerais calcio e fosforo em répteis, com a participagao
de calcitonina e vitamina D em sua forma ativa. Os valores de calcio na grande maioria dos
répteis variam de (8 a 11mg/dL) e podem oscilar entre as espécies, peculiaridades metabolicas
e quanto ao sexo também, mas geralmente com valores mais elevados em fémeas. A
hipocalcemia quase sempre esta associada & nutri¢do, baixa disponibilidade de vitamina D,
elevacao dos niveis de fosforo, hipoalbuminemia ou baxa produgao do paratormonio.

Segundo Gonzalez et al. (2006), grande parte do calcio (88%) estd associada aos 0ssos,
que tem uma composicao mineral de (75%) de fosfato tricélcico (hidroxiapatita), (10%) de
carbonato de calcio e os (15%) restantes contém citrato de célcio, pirofosfato de calcio,
carbonato de magnésio, fosfato de magnésio, fosfato dissddico, cloreto de potassio, fluoretos e

tracos de estroncio, bario e chumbo. Citam ainda que, embora quse (90%) do calcio do
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organismo estejam no esqueleto como depoésito na forma de fosfato de célcio, o restante tem
diversas fungdes vitais, encontrando-se nos fluidos corporais na forma ionizada (Ca++).

O ion ferro ¢ um elemento bioquimico inorganico e indispensavel para o metabolismo
dos animais, atuando como cofator de uma série de proteinas e circula carreado pela transferrina
no plasma. E absorvido no instetino ¢ ao ser englobado nas células é sempre reciclado no
processo de hemocaterese (HARWEY, 2008).

Sobre a deficiéncia de ferro, geralmente estd associada a enfermidades que levam
primariamente a perdas ou reduc¢do da sintese protéica, infestagdes por endoparasitas, nutricao
inadequada, enterites ou sequestro em situagdes inflamatorias (STACY, 2011).

Em torno de (70%) do magnésio presente no organismo dos animais, estdo localizados
na parte mineral dos ossos. Do restante, (29%) se localizam nos tecidos moles, e (1%) nos
fluidos corporais (GONZALEZ et al., 2006). O magnésio ¢ um elemento importante da dieta,
considerado um cation essencialmente intracelular e atua como ativador ou catalizador de mais
de 300 proteinas enzimaticas corporais, incluindo fosfatases e enzimas que envolvam trifosfato
de adenosina (ATP) (ROSOL; CAPEN, 1997).

A concentracao de glicose ¢ altamente instavel, e na maioria dos répteis varia de (60 a
120 mg/dL). O tempo de processamento da amostra ¢ relevante e, se for processada depoia de
(4 horas), os valores comecam a oscilar. A hiperglicemia ¢ sazonal, com niveis mais elevados
durante o verdo do que no inverno, ademais, o estresse pds-captura eleva sua concentracao,
igual situacdo ocorre com alguns anestésicos (TROIANO, 2018).

A hipertermia tem efeito antagonico as causas citadas acima, e diminui os valores de
glicose, principalmente em tartarugas e, por outro lado, aumenta em jacarés. Outra influéncia é
o mergulho, que também causa aumento de sua concentragdo nesses animais, € eventualmente,
o diabetes mellitus pode provocar elevacdo desse monossacarideo no sangue (TROIANO,
2018).

O colesterol ¢ essencial para os animais, sendo utilizado para a formagdo de membranas
bioldgicas e para a sintese de acidos biliares e hormonios esteroidais. As fontes de colesterol
veém da dieta e da produgdo enddgena. Grande parte do colesterol endogeno ¢ sintetizada nos
hepatocitos e secretado, como éster de colesterol, este ultimo ¢ formado através da enzima
lecitina-colesterol-acil transferase (LCAT), a qual transfere um acido graxo da lecitina para a
molécula de colesterol, posteriormente carreado no sangue através de lipoproteinas
(GONZALEZ; SILVA, 2006).

A determina¢do da concentragdo de colesterol e dos triglicerideos se mostra eficaz na

avaliacdo do estado nutricional e da atividade reprodutiva de quelonios. As fémeas geralmente
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possuem niveis séricos mais elevados de ambos, devido ao momento de vitelogénese (ZAIAS
et al., 2006). E os autores, Christopher et al. (1999) afirmam, que ja foram elucidadas as
diferencas nas concentragdes desses lipideos em fun¢do da sazonalidade.

Segundo Campbell (1996), o 4cido urico ¢ um composto nitrogenado, oriundo do
produto final da degradagdo de proteinas, nitrogénio ndo protéico e purinas em répteis terrestres.
E compdem de (80 a 90%) do nitrogénio total excretado por estes individuos. Esse catabdlito,
juntamente com a ureia formam os principais produtos finais do metabolismo protéico nos
répteis terrestres € aquaticos.

A mensuracao do acido urico e da ureia pode ser utilizada para detec¢ao de doenga renal,
por ser excretado pelos rins e também um indicativo da ingestao de proteinas, principalmente
em queldnios terrestres (CHRISTOPHER et al., 1999; ALMOSNY et al., 2007). Sobre o local
de sintese do acido urico, esta ocorre preponderantemente no figado e parcialmente nos tubulos
renais (CAPITELLI; CROSTA, 2013).

Nos estudos de Campbell (2015), este autor afirma ser desafiador a determinacao de um
perfil bioquimico sanguineo para a doenca renal de répteis, quando comparado aos mamiferos,
em funcdo das diferencas fisiologicas de seus rins. Os niveis de nitrogénio ureico sanguineo
(BUN) e de creatinina em geral sdo elementos de baixo valor no diagnostico e progndstico de
injuria renal de répteis, porém, a concentragdo plasmatica de ureia pode ser mais util na
avaliacdo clinica de nefropatias de répteis de habitos aquaticos, os quais excretam
preponderantemente ureia.

A creatinina ¢ um catabodlito normalmente presente na urina de mamiferos, mas na
maioria dos répteis, a quantidade formada ¢ irrelevante (< 1mg/dL). A concentragdo de
creatinina no sangue em geral ¢ julgada de pouca relevancia no diagndstico de doenca renal de
répteis. Em contrapartida, o teor sanguineo de creatina deste elemento bioquimico pode ter
valor de diagndstico na deteccdo de doenga renal em algumas espécies de répteis, mas nao
disponibilidade desse teste na maioria dos laboratérios clinicos veterinarios (CAMPBELL,
2000).

Segundo Duncan e Prasse (1982), a amilase ¢ uma enzima com fun¢do amilolitica,
secretada em sua forma ativa, que efetua hidrolise em ligagdes do tipo glicosidicas, produzindo
mono e dissacarideos. Essa enzima eventualmente pode ter agdo lipolitica também, e sua agao
¢ otimizada quando em um meio de pH alcalino. E conforme, Divers (2000), assim como nos
mamiferos, a amilase ¢ uma substancia pancreatica, frequentemente usada no diagndstico e

prognostoco de injurias no pancreas de répteis.
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De forma relativamente semelhante ao que acontece nas aves € nos mamiferos, as
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanino aminotransferase (ALT), também nao
possuem atividade plasmatica apontada como orgao-especifica em répteis (CAMPBELL,
2015).

No parénquima hepatico, essas transaminases constituem um importante grupamento de
enzimas, que desempenham fung¢des no metabolismo de aminoécidos ao realizarem a catalise
de transferéncia de um grupo amino de um aminoacido para um cetoécido, haja vista, que no
citoplasma dos hepatocitos ¢ abundante os teores de (ALT) (KRAMER; HOFFMANN, 1997).

Nos processos agudos de injuria da membrana plasmatica de células hepaticas, sejam
por toxinas ou outras causas que cursem com hipdxia, podem levar a um derramamento da
(ALT) na circulacdo sanguinea. Enquanto que nas doengas hepaticas cronicas, principalmente
em estagios avangados de fibrose, o valor da (ALT) sérica pode estar normal ou discretamente
elevado (MEYER, 1992).

A fosfatase alcalina (FAL) é composta por diversas isoenzimas originadas em diferentes
tecidos, com predominio das fracdes dssea e hepatica. No entanto, a fun¢do que desempenha
no organismo animal continua pouco esclarecida, parece estar implicada com o carreamento de
lipidios nos enterdcitos e nos processos de calcificagdo Ossea. Os animais jovens,
particularmente aqueles em fase de crescimento, apresentam concentragdes séricas dessa
enzima mais elevada do que os adultos, em func¢do do intenso desenvolvimento da matriz dssea
(MACHADO, 2010).

Assim como em outros animas, a fosfatase alcalina, ndo ¢ considerada especifica para
nenhum 6rgdo em répteis, e elevagdes de suas concentragdes séricas, podem estar associadas,
com atividade osteoblastica instensa ¢ também em doencas enddcrinas, como ¢ o caso do
hipoparatireoidismo (Fernandez et al., 2007; Campbell, 2014).

Da mesma forma que as enzimas supracitadas, a lactato desidrogenase (LDH) nao
possue especificidade para o figado, mas também parece ter intensa atividade no parénquima
hepatico de répteis. Embora escassos estudos tenham avaliado o perfil bioquimico sanguineo
de répteis, com o objetivo de avaliar o funcionamento do figado, o aumento das concentragdes
séricas dessas enzimas, podem sugerir doengas hepatocelulares (CAMPBELL, 2015).

No entanto, considera-se que existe atividade de (LDH) em diversos tecidos dessa classe
de animais. E assim, aumento dos niveis sanguineos dessa enzima (>1000 UI/L) pode estar
associado a lesdes hepaticas ou de musculatura estriada cardiaca e/ou esquelética (BOYD,

1988).
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A enzima gama glutamiltransferase (GGT) esta presente em membranas e associada a
varios tipos de tecidos dos animais. Porém, na maioria das vezes, as concentragdes séricas
elevadas, ocorrem pelo aumento da sintese e consequente excrecao pelos canaliculos biliares,
que se estreitam quando lesionados (MEYER; HARVEY, 1992).

Diante disso, ¢ notdrio que apesar de ser pouco orgao-especificas, dada suas presencas
nos mais variados tecidos dos animais, as enzimas ALT, AST e LDH, quando avaliadas em
conjunto e associadas aos sinais e sintomas clinicos do paciente, podem estabelecer como
hipétese provavel a injuria tecidual de um determinado 6rgdo, como exemplo, o figado.
Enquanto que a GGT pode indicar dano hepatico de graviade maior, inclusive com derramento
dessa enzima por mitocondrias (TROIANO, 2018).

A enzima creatina fosquinase (CK) ¢ apontada como oOrgido-especifica do tecido
muscular estriado esquelético e cardiaco, portanto pode ser dosada na tentativa de se
diagnosticar lesdes em musculatura, como as que podem ocorrer no estresse de contecao fisica
durane a coleta de sangue ou mesmo na fuga e captura de animais. A elevagao dos niveis séricos
de CK, podem entdo, servir de parametro para se avaliar a qualidade de coleta das amostras. E
ja foi descrito que variacdes nas concentragdoes dessa enzima, ocorrem em relagao as estagoes

do ano e também quanto ao género (ZAIAS et al., 2006; CHAFFIN, et al., 2008).
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Capitulo 2

Determinacao da concentracao de hemoglobina em Trachemys scripta
elegans mantidas em cativeiro: correlacdo com o hematdcrito e a
estabilidade analitica em diferentes anticoagulantes e tempos de

armazenamento

ABSTRACT.- [Determination of hemoglobin concentration in Trachemys scripta elegans kept in
captivity: by respiratory route with hematocrit and analytical stability in different anticoagulants
and storage times]. Teaching and research laboratory in wild animals (LAPAS).

The present study aimed to investigate whether hemoglobin concentration in healthy patients can
be estimated by the packed cell volume/hematocrit (VG), when dosed in sodium heparin, by the traditional
methodology of cyanmethemoglobin, considered the gold standard for reptiles. In addition, to verify the
analytical stability of this intraerythrocyte protein, when subjected to different anticoagulants and storage
times. For this purpose, 30 specimens (15 males and 15 females), adults, healthy red-eared turtles
(Trachemys scripta elegans) kept in captivity were analyzed. The hematocrit ratio versus plasma
hemoglobin concentration, dosed in sodium heparin, in practice, it is not very efficient, it is not possible in
this species, to use the hematocrit to estimate the hemoglobin content, which can be dosed within 72 hours
after collection, when stored a (42C), in both anticoagulants.

INDEX TERMS: plasmatic, reptile, temperature.

RESUMO.- [Determinacdo da concentracdo de hemoglobina em Trachemys scripta elegans mantidas
em cativeiro: correlacao com o hematdcrito e a estabilidade analitica em diferentes anticoagulantes
e tempos de armazenamento]. Laboratoério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS). O
presente estudo, objetivou investigar se a concentracdo de hemoglobina em pacientes higidos pode ser
estimada pelo volume globular/hematécrito (VG), quando dosada em heparina sodica, pela metodologia
tradicional de cianometahemoglobina, considerada padrdo ouro para répteis. Além, de verificar a
estabilidade analitica dessa proteina intraeritrocitaria, quando submetida a diferentes anticoagulantes e
tempos de armazenamento. Para esta finalidade, foram analisados 30 exemplares (15 machos e 15 fémeas),
adultos, higidos de tartarugas-de-orelha-vermelha (Trachemys scripta elegans) mantidas em cativeiro. A
relacdo hematdcrito versus concentracao hemoglobinica plasmatica, dosada em heparina sédica, na pratica,
ele é pouco eficiente, ndo sendo possivel nesta espécie, usar o hematdcrito para estimar o teor de
hemoglobina, que pode ser dosada em até 72 horas apds coleta, quando armazenada a (42C), em ambos os
anticoagulantes.

TERMOS DE INDEXACAO: plasmatica, réptil, temperatura.
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INTRODUCAO

A espécie Trachemys scripta elegans popularmente conhecida como tartaruga-de-orelha-vermelha
ou tartaruga-tigre-d ‘dgua-americana, filogeneticamente pertence a (Reptilia, Testudines, Emydidae - Wied,
1839) (Ernst & Barbour 1989). A proibicdo de comercializar estd espécie no Brasil data de meados da
década de 60, mas apesar de serem nativas de regides ao sul dos Estados Unidos e do norte mexicano,
acabaram sendo introduzidas no Brasil em fung¢do do trafico internacional de animais. Sendo possivel a
compra de exemplares clandestinos em feiras livres, casas agropecuarias e petshops (Ferronato et al. 2009).

Progressivamente, as pesquisas acerca da hemato-bioquimica de répteis se fazem necessarias, por
se tratarem de relevantes ferramentas de apoio ao entendimento da fisiologia e também do diagnoéstico
laboratorial de enfermidades que acometem esses animais. Além disso, partes significativas dos parametros
hematopoiéticos sdo obtidas em situagdes de homeostase e/ou condigdes patoldgicas. A aplicabilidade da
hematologia em pesquisa animal é bem aceita, apontada como procedimento de rotina em laboratérios de
diagndstico (Ranzani-Paiva & Silva-Souza 2004). A avaliacdo do hemograma e da extensido sanguinea
compde a analise laboratorial de répteis, sendo requerido, para se diagnosticar condi¢des como anemia,
doencgas inflamatdrias, parasitemias, distirbios hematopoiéticos e disfun¢des hemostaticas (Campbell
2015).

A principal composicao proteica das hemacias é a hemoglobina, sendo primordial na avaliagdo do
eritrograma, dada a sua capacidade de saturagdo de gases e a consequente distribuicao destes pelos tecidos,
com o proposito de prover as demandas metabdlicas do organismo animal (Miyata et al. 2020). A
determinacdo da concentragdo de hemoglobina, subsidia outros indices hematimétricos, como o VCM
(Volume Corpuscular Médio) largamente utilizado e o RDW (amplitude de distribuicdo de glébulos
vermelhos), que sdo preponderantes no diagnéstico e caracterizagdo de alteragdes hematoldgicas,
particularmente nos diversos tipos de anemia (Grotto 2009).

Apesar de ser facil a realizacdo, o método da cianometahemoglobina é potencialmente téxico aos
manipuladores e ao meio ambiente. A determinacdo da concentracdo de hemoglobina, pode ser obtida,
através de técnicas manuais que fazem uso de espectrofotometria, bem como por aparelhos hematolégicos,
dotados de automacgdo (Mohapatra, Bhatia & Parida 2018).

Na rotina de laboratdrios clinicos, a metodologia habitualmente utilizada para dosagem da
hemoglobina é o de cianometahemoglobina, que consiste na oxidacdo do ion ferroso da hemoglobina,
oxihemoglobina e carboxihemoglobina pelo elemento ferrocianeto, tendo como produto desta reagdo a
metahemoglobina. A hemoglobina oxidada, associa-se com o cianeto de potassio e leva a formacdo da
cianometahemoglobina que pode ser dosada por colorimetria (Magno et al. 2017). Frente aos desafios e
riscos de se trabalhar com a técnica tradicional de cianometahemoglobina, para obtencio da concentragio
de hemoglobina, os laboratdrios de diagnéstico humano e de espécimes animais, convencionaram que a
concentracdo de hemoglobina em pacientes higidos é equivalente a cerca de um tergo do volume globular
(VG) (Sutton & Sellon 2013, Turkson & Ganyo 2015).

Diversas condicdes, intrinsecas e extrinsecas, podem problematizar a padronizacio de valores de
referéncia para animais silvestres, podendo ser citado, o fator idade, sexo, estagdes do ano, habitat,
disponibilidade de alimento e dieta fornecida (Gottdenker & Jacobson 1995, Anderson et al. 1997, Sykes &
Klaphake 2008). Da mesma forma, a influéncia do tempo e da temperatura de armazenamento das amostras
coletadas, parece carecer de informagdes na literatura de répteis. Segundo Brown, Tristan e Heatley (2020)
em serpentes, para obtencdo de resultados fidedignos, estima-se que as amostras devem ser avaliadas em
até (24h) e acondicionadas sob refrigeracdo de (42C). De acordo com Goulart (2004), a hematologia nos
répteis pode elucidar relevantes diferencas morfofuncionais entre esta classe de animais e os mamiferos.
Estas alteridades sdo oriundas da expressiva distingdo filogenética que distingue estes dois grandes grupos
de animais. Apesar de existirem diferencas, a finalidade do sistema hematopoiético acaba sendo o mesmo
nos dois grupos. Embora guardem func¢ées espelhadas, a compreensdo da diversidade estrutural e dos
mecanismos funcionais é indispensavel, para que os Médicos Veterinarios, possam interpor intervengoes
adequadas, sempre que for exigido atendimento a saide desses animais. Diante disso, este estudo objetivou
verificar se é possivel estimar o teor de hemoglobina através do hematécrito, bem como o impacto da fase
pré-analitica na avaliagdo quantitativa da concentragcdo dessa proteina, particularmente o efeito de
diferentes tempos de estocagem a (42C), em heparina s6dica ou EDTA Kz, ap6s coleta em Trachemys scripta
elegans.

MATERIAL E METODOS
Local do estudo e contextualiza¢dao. No més de fevereiro de 2022, foram coletadas amostras de
30 exemplares de tartarugas-de-orelhas-vermelhas (Trachemys scripta elgans), sendo 15 machos e 15
fémeas, adultos e higidos, cativos no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da
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Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS-UFU), oriundas de resgates e apreensodes realizadas pela
Policia Militar Ambiental de Minas Gerais ou de doag¢bdes por civis. Durante a coleta, os animais
encontravam-se alojados em tanques de alvenaria, com soldario e local sombreado, densidade de ocupagao
de (10 animais/4m?), com fornecimento de agua clorada ad libitum, verduras, frutas, legumes e racao
comercial para peixes, composta por (28%) de proteina bruta e frequéncia de fornecimento, de acordo com
a temperatura ambiente do dia. A temperatura média no més de fevereiro foi (23,2C*) com minima de
(19,6C°) e maxima de (27,6C°) e umidade relativa do ar (77%) Climate-date.org (2022).

Coleta das amostras e processamento. As amostras foram obtidas nos recintos onde os animais
se encontravam, sendo contidos manualmente, para coleta de aproximadamente (1ml) de sangue venoso
total, em seringas descartaveis de (5 ml) com agulha hipodérmica (22G) da (BD Plastipak®), apds prévia
antissepsia do local puncionado com alcool (70%) e seco com algoddo. De cada individuo, foi realizada a
coleta de material por venopuncao do seio venoso vertebral, conforme Dutra (2014). O volume de sangue
venoso foi aliquotado, sendo (0,5ml) em microtubos, contendo como aditivo anticoagulante, a heparina
sédica (Labor Import®) e (0,5ml) em acido etilenodiamino tetra-acético dipotassico (EDTA K: - Labor
Import®). Na sequéncia procedeu-se a mensuracdo do hematdcrito das amostras contendo heparina sédica,
por meio de tubos capilares de vidro, de 75 mm de comprimento por 1 mm de didmetro (Cralplast®), que
foram preenchidos com sangue total até 34 de sua capacidade, vedados em uma das extremidades, por meio
de aquecimento com chama de mini magarico e centrifugados por 5 minutos, em uma velocidade de 10.000
rotagdes por minuto (RPM). Por meio de cartdo de hematécrito (Hc), foi possivel quantificar o volume
globular. Para a dosagem da hemoglobina pelo método de Cianometahemoglobina (HbC), adicionou-se 10pl
de sangue total, previamente homogeneizado, em 2,5 ml de solu¢do de Drabkin (Exodo Cientifica®), baseado
em Machado et. al (2021). A mistura resultante, foi centrifugada por 5 minutos, na velocidade de 3.500 RPM
(RPM) em centrifuga sorolégica 32/15 3.5 (Inbras®). Para o preenchimento da microplaca de
microtitulagdo, 300 pl da solugdo de Drabkin foi colocada no primeiro po¢o, como branco, e o mesmo volume
do sobrenadante da mistura centrifugada anteriormente (sangue + reagente) foi colocado nos pocos
posteriores. Todas as amostras e o branco, foram colocadas em duplicata e a absorbancia foi lida a 540 nm
no Leitor de placas multi-modo EnSpire™2300 (Perkin Elmer Inc.). Essas etapas foram desenvolvidas, para
amostras acondicionadas em EDTA K; e em heparina sddica. Para avaliar a influéncia do tempo de
armazenamento a (42C) na mensuracdo da concentracdo de hemoglobina, pelo método de
cianometahemoglobina, em ambos os anticoagulantes, foram efetuadas as analises nos seguintes tempos:
TO (analise imediata), T1 (24h), T2 (48h) e T3 (72h), sendo uma amostra para cada tempo.

Analise estatistica. Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade dos dados.
Todos os parametros demonstraram distribui¢do normal, portanto, os resultados foram apresentados sob
férmula de regressdo linear e como médias, respectivamente. Para comparacdo entre as médias do
parametro hematolégico (teor de hemoglobina), de acordo com os tempos (24, 48 e 72 horas) ap6s a coleta,
foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Em todas as andlises, o nivel de
significancia foi estabelecido em p-valor (0,05).

RESULTADOS

Na anadlise dos resultados, quando relacionado as concentragdes de hemoglobina plasmatica com o
hematdcrito, de amostras acondicionadas em heparina sédica, verificou-se uma relacdo linear positiva e
significativa (p=0,0038) entre essas variaveis, a qual foi representada por Hbc = 0,1650 X Hc + 4,151, com
coeficiente de determinacdo de r2 = 0,2622 (Grafico 1). Por meio do coeficiente de determinacao, foi
possivel afirmar que apenas (26,22 %) da variacdo da concentragdo de hemoglobina plasmatica de
Trachemys scripta elegans é explicada pelo hematécrito. De acordo com as médias das concentracdes de
hemoglobina plasmatica em heparina sddica (grafico 2) ou EDTA Kz (grafico 3), dosadas em tempos
amostrais diferentes, pode-se perceber que ndo houve diferencas estatisticas significativas, (p=0.5468) e
(p=0,1179), respectivamente, a concentracdo de hemoglobina. As médias dos tempos, quando dosada em
heparina sddica foram: TO (7,40 g/dL+1,86), T1 (6.58 g/dL +2.45), T2 (7,23 g/dL +1,94) e T3 (6,88 g/dL
+2,14) e em EDTA Kz: TO (7,18 g/dL #1,61), T1(8,50 g/dL +3,75), T2 (7,37 g/dL +2,12), T3 (8,33 g/dL
+2,32).

DISCUSSAO

Diante dos resultados, que se propuseram a correlacionar as concentracdes de hemoglobina
plasmatica com o hematdcrito, de amostras de sangue de Trachemys scripta elegans, armazenadas em
microtubos contendo heparina sédica. E possivel inferir que a equacgdo de regressio linear foi positiva e
significativa devido ao elevado nimero de pares avaliados. Porém com o valor de r2 bem abaixo, do ponto
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de vista pratico, ele é pouco eficiente, com (74%) de nio explicagdo narelagdo em questdo, desta forma, ndo
é possivel na rotina clinica/laboratorial, usar a variavel X para estimar os resultados Y. E este resultado,
contraria a hipdtese de uso do valor do hematdécrito para estimar os teores de hemoglobina, conforme
mencionado por Sutton & Sellon (2013), Turkson & Ganyo (2015) em estudos com equinos e bovinos,
respectivamente. Os resultados desta correlacio, pouco se assemelham também ao reportado por Queiroz
(2022) num estudo com jararaca-do-norte (Bothrops atrox) mantidas em cativeiro, que observou 87,81%
para esta hipétese. Velguth et. al (2010) propuseram a formula Hb = 0,30 X Hc + 0.46 (r2 = 0,83) para aves
das ordens Anseriformes, Columbiformes, Falconiformes, Galiformes, Passeriformes, Psitaciformes,
Esfenisciformes e Strigiformes. E para aves flamingos, estes autores, estabeleceram a férmula Hb = 0,217 X
Hc + 6.692 (r? = 0,793). Portanto com (83%) e (79%) dos teores de hemoglobina, respectivamente, sendo
explicada pelo hematdcrito. Enquanto que Turkson e Ganyo (2015) estabeleceram uma relacdo linear para
bovinos, com a seguinte expressdo matematica: HbC = 0,2762 X HC + 3,1105, com coeficiente de
determinacdo r2 =0,5504. Que assim, como os valores supracitados, sdo superiores ao obtido nesta cole¢io
de Trachemys scripta elegans.

De acordo com Horne & Findisen (1977), na hematologia de répteis, os anticoagulantes comumente
utilizados na rotina laboratorial, sdo a heparina de sédio, litio e amdnia, EDTA dissddico, dipotassico ou
tripotassico, além do citrato de s6dio ou oxalato. E mesmo com as limita¢des existentes, em ambos os
aditivos, o EDTA ou a heparina de litio podem ser utilizados para a analise hematolégica de tartarugas e
tigres d’agua. Afirmam ainda, que o EDTA pode levar a lise de hemacias in vitro, enquanto que a heparina
pode gerar aglutinacdo de trombbcitos e leucécitos, além de prejudicar a coloragdo dos esfregacos
sanguineos. A heparina de litio é o aditivo de elei¢do na realizacdo de hemogramas de quelonios, em funcao
da hemolise ocasionada pelo EDTA (Muro et al. 1998).

Conforme os resultados obtidos neste plantel de Trachemys scripta elegans, comparativamente com
a andlise imediata, em ambos os anticoagulantes, pode-se perceber que se assemelham ao parametro de
hemoglobina, reportado por Gradela et al. (2017), em um estudo comparativo de Trachemys scripta elegans
(7,85 g/dL + 2,20) e Trachemys dorbignyi (7,57 g/dL + 2,40) e também por Jenkins-Perez (2012) e Medeiros
etal. (2012). Enquanto que Brites (2002), num estudo, com cdgado-de-barbicha (Phrynops geoffroanus), em
areas fortemente antropizadas do Cerrado, relata a possiblidade de influéncia do género e do bioma, em
que se localizam os animais, como fator de influéncia nas concentragdes plasmaticas de hemoglobina, com
valores preponderantemente mais elevados nas fémeas, em fun¢do de terem uma condi¢do corporal mais
robusta que os machos. Estas hipoteses, ndo foram confirmadas por esta pesquisa, por ndo serem o objeto
deste estudo.

Ao analisar a influéncia do tempo de estocagem e da temperatura de refrigeracdo a (42 C) sob
amostras sanguineas acondicionadas em aditivo anticoagulante, pode-se concluir que ndo houve diferencas
estatisticas significativas nos teores de hemoglobina (p=0.5468), sendo TO (7,40 g/dL+1,86), T1 (6.58 g/dL
+2.45),T2 (7,23 g/dL +1,94)e T3 (6,88 g/dL +2,14), em heparina sddica, e (p=0,1179), TO (7,18 g/dL £1,61),
T1(8,50g/dL +3,75),T2 (7,37 g/dL +2,12),T3 (8,33 g/dL +2,32), para EDTA K. Estes resultados concordam
com os achados de Queiroz (2022), que em metodologia semelhante, relata ndo haver diferencas nas
concentracdes de hemoglobina de (Bothrops atrox), quando a amostra é estocada por até (72h), em
temperatura de (42 C). Porém, os resultados de Queiroz (2022) e os do presente estudo, discordam dos
resultados sobre serpentes, propostos por Brown et al. (2020), que afirmaram ser o tempo de até 24h de
estocagem o ideal para acondicionamento e dosagem fidedigna de hemoglobina. E também dos compilados
sobre répteis de Abou-Madi & Jacobson (2003), Mitchell & Hernandez-Divers (2009), que relatam ser 12h,
o tempo maximo de estocagem do sangue total, ainda em condi¢cdes de se obter concentragdes de
hemoglobina que retratem a condigdo hematolégica do animal.

CONCLUSOES
Neste grupo de Trachemys scripta elegans nao foi possivel estimar os teores de hemoglobina por
meio da mensurag¢do do hematécrito. Além disso, essa proteina intraeritrocitaria pode ser dosada por até

72h de acondicionamento a (42C) em ambos os anticoagulantes testados, e ainda assim, obter resultados
semelhantes ao da amostra fresca.

Conflitos de interesses.- Os autores declaram néo ter conflitos de interesse.
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Grafico 1. Dispersio das concentracdes hemoglobinicas determinadas pelo método de
cianometahemoglobina versus hematdcrito para amostras sanguineas de Trachemys scripta elegans,
acondicionadas em heparina sédica.
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*Médias sinalizadas com letras distintas possuem diferenca estatistica pelo Teste de Tukey, com nivel de significincia de 5%.

Grafico 2. Valores médios, minimo e maximo, das concentra¢des de hemoglobina de Trachemys scripta
elegans determinadas em amostras sanguineas com heparina sédica, para os tempos amostrais, TO (analise
imediata), T1 (24h), T2 (48h) e T3 (72h).

15+

Hb¢ (g/dL)

T0 T T2 T3
Tempos Amostrais

*Médias sinalizadas com letras distintas possuem diferenca estatistica pelo Teste de Tukey, com nivel de significincia de 5%.
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Grafico 3. Valores médios, minimo e maximo, das concentra¢des de hemoglobina de Trachemys scripta
elegans determinadas em amostras sanguineas com EDTA K2, para os tempos amostrais, TO (analise
imediata), T1 (24h), T2 (48h) e T3 (72h).
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*Médias sinalizadas com letras distintas possuem diferenga estatistica pelo Teste de Tukey, com nivel de significdncia de 5%.
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CAPITULO 3 - Perfil bioquimico de Trachemys scripta elegans mantidas em cativeiro:
influéncia do sexo e a estabilidade de analitos em diferentes tempos de armazenamento. Artigo
redigido conforme normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira.
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Capitulo 3

Perfil bioquimico de Trachemys scripta elegans mantidas em cativeiro:
influéncia do sexo e a estabilidade de analitos em diferentes tempos
de armazenamento

ABSTRACT.- [Biochemical profile of Trachemys scripta elegans kept in captivity: influence of sex and
stability of analytes at different storage times.] Teaching and research laboratory in wild animals
(LAPAS).

For the evaluation of serum biochemical parameters in red-eared tortoises -red-ears (Trachemys
scripta elegans), regarding sex and analytical stability, blood samples from 30 animals were analyzed, 15
males and 15 females, adults, healthy and captive in enclosures of the Laboratory of Teaching and Research
in Wild Animals of the Federal University of Uberlandia (LAPAS-UFU). According to sex (immediate
analysis), they were divided into two groups, males and females, and for the evaluation of analytical
stability, the group was considered, without distinction. The serum obtained was packaged in small aliquots
for different times: TO (immediate analysis), T4, T8, T16 and T32 days, respectively, at (-202C). For all
animals, analyzes of total proteins, albumin, globulins, A:G ratio, total calcium, phosphorus, Ca:P ratio,
ionized calcium, iron, magnesium, glucose, cholesterol, triglycerides, uric acid, urea, creatinine, amylase,
alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP), lactate
dehydrogenase (LDH), gamma glutamyltransferase (GGT) and creatine phosphokinase (CK). As for sex,
statistically significant differences were found for the elements total calcium, Ca:P ratio, ionized calcium
(Ca++), cholesterol, triglycerides and creatinine, with higher values in females and AST and LDH in males.
It was also verified that total proteins, albumin, globulins, A:G ratio, phosphorus, Ca:P ratio, magnesium,
glucose, uric acid, urea, amylase, ALT, AST, LDH and CK, suffered interference over time of storage. Analytes
such as total proteins, A:G ratio, total calcium, phosphorus, Ca:P ratio, Ca**, iron, cholesterol, triglycerides,
uric acid, urea, amylase, FAL, LDH and GGT, can be evaluated in just over one month after freezing. Glucose
is stable for up to 16 days, albumin and globulins around 8 days and AST at 4 days, post-freezing. While
magnesium, amylase, ALT and CK are better evaluated in fresh samples.

INDEX TERMS: freezing, serum, turtle.

RESUMO.- [Perfil bioquimico de Trachemys scripta elegans mantidas em cativeiro: influéncia do sexo
e a estabilidade de analitos em diferentes tempos de armazenamento.] Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS). Para a avaliacdo dos parametros bioquimicos de tartarugas-de-
orelhas-vermelhas (Trachemys scripta elegans), quanto ao sexo e a estabilidade analitica, foram utilizadas
amostras sanguineas de 30 animais, sendo 15 machos e 15 fémeas, adultos, higidos e cativos em recintos do
Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS-
UFU). De acordo com o sexo (analise imediata), foram divididos em dois grupos, machos e fémeas e para a
avaliacdo da estabilidade analitica, considerou-se o grupo, sem distingdo. O soro obtido foi acondicionado
em pequenas aliquotas para diferentes tempos: TO (analise imediata), T4, T8, T16 e T32 dias,
respectivamente, a (-202C). Para todos os animais, foram realizadas as andlises de proteinas totais,
albumina, globulinas, relagao A:G, cdlcio total, fésforo, relacdo Ca:P, calcio ionizado, ferro, magnésio, glicose,
colesterol, triglicérides, 4cido urico, uréia, creatinina, amilase, alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), lactato desidrogenase (LDH), gama glutamiltransferase
(GGT) e creatina fosfoquinase (CK). Quanto ao sexo, foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas para os elementos clcio total, relagdo Ca:P, calcio ionizado (Ca**), colesterol, triglicérides e
creatinina, com valores mais elevados em fémeas e AST e LDH em machos. Verificou-se ainda, que proteinas
totais, albumina, globulinas, relagio A:G, fosforo, relagdo Ca:P, magnésio, glicose, acido urico, ureia, amilase,
ALT, AST, LDH e CK, sofreram interferéncias ao longo dos tempos de armazenamento. Analitos como
proteinas totais, relagdo A:G, cdlcio total, fésforo, relacdo Ca:P, Ca**, ferro, colesterol, triglicérides, acido
urico, uréia, amilase, FAL, LDH e GGT, podem ser avaliados pouco mais de um més ap6s o congelamento. A
glicose é estavel por até 16 dias, albumina e globulinas em torno de 8 dias e AST em 4 dias, pds-
congelamento. Enquanto que magnésio, amilase, ALT e CK sao melhores avaliados em amostras frescas.

TERMOS DE INDEXAGAO: congelamento, soro, tartatuga.
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INTRODUCAO

As tartarugas de agua doce sdo quelonios que detém uma antiga histéria de desenvolvimento
filogenético, sendo relevantes em termos ecoldgicos e habitam diferentes ecossistemas aquaticos (Bour
2008). A tartaruga-de-orelha-vermelha é uma subespécie semiaquatica e nativa com distribuicdo ao norte
do continente americano, preponderantemente em areas que compreendem o leste dos Estados Unidos até
o nordeste do México (Ernst & Barbour 1989). Apesar de serem consideradas exéticas e invasoras para
outros territérios, alguns estudos tem demonstrado o estabelecimento destes individuos em paises como o
Brasil (Ferronato et al. 2009). Uma ampla variedade de queldnios é ameacada em todo o planeta a partir da
pratica de introdugdo de espécies consideradas invasoras (Buhlmann et al. 2002). Esta espécie tem sido
largamente distribuida no pais em fun¢do do comércio ilegal e fiscalizacdo fragil e assim ocupa areas no
Bioma de Cerrado, onde é considerada exdtica e invasora (Connor, 1992).

Caracteristicas fisioldgicas e comportamentais da espécie Trachemys scripta elegans, potencializam
sua capacidade invasora e predatdria no ambiente, dispondo de ampla margem de adaptacio em diferentes
climas, bem como sua aptidao eclética para o consumo alimentar. Desta forma, constitui risco de agravo a
fauna em que se localizam, com a possibilidade de intensificar o processo de extingdo de quelonios nativos,
em funcido da competitividade por alimentos e habitat e até mesmo por danos no material genético
ocasionados pelo fator hibridizacao (Fonseca 2001). A fisiopatologia de diversas espécies animais pode ser
avaliada a partir da dosagem de elementos bioquimicos séricos (Hawkins et al. 2006), porém os répteis nao
apresentam estabilidade na composi¢do bioquimica corporal, sendo expressiva a variabilidade ao longo dos
diferentes estagios de vida, habitat e manejo, podendo refletir no perfil bioquimico sérico desses individuos
(Santos 1997). O conhecimento acerca dos exames laboratoriais de répteis ainda é pouco descrito na
literatura, em sua maioria, sdo informag¢des minimas, para se estabelecer parametros de referéncia, bem
como diagndsticos e progndsticos (Santos etal. 2011). Mesmo com as limita¢des de dados validados, grande
parte dos exames bioquimicos disponiveis para mamiferos, também sio utilizados na clinica de répteis, com
interpretacdo semelhante, porém considerando-se possiveis particularidades fisiolgicas de cada animal
(Campbell 2006).

Certamente um dos maiores desafios daqueles que atuam em medicina de animais silvestres é a
manipulagdo e destinacdo de amostras bioldgicas coletadas, por vezes sem recurso laboratorial a campo. E
fatores criticos durante a fase pré-analitica como: método de coleta, temperatura e tempo de
acondicionamento, podem alterar a estabilidade analitica de elementos bioquimicos séricos e
eventualmente induzir a erros de diagndstico (Stockham & Scott 2011).

0O objetivo deste estudo foi determinar as variacées dos constituintes bioquimicos séricos de
tartarugas-de-orelhas-vermelhas, por sexo e frente ao congelamento em diferentes tempos de
armazenamento e assim, contribuir com o padrao bioquimico sérico desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo e contextualiza¢dao. No més de fevereiro de 2022, foram coletadas amostras de
sangue de 30 exemplares de tartarugas-de-orelhas-vermelhas (Trachemys scripta elgans), sendo 15 machos
e 15 fémeas, adultos e higidos, pertencentes ao acervo do Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Animais
Silvestres da Universidade Federal de Uberlandia (LAPAS-UFU), oriundas de resgates e apreensoes
realizadas pela Policia Militar Ambiental de Minas Gerais ou de doagdes por civis. Durante a coleta, os
animais encontravam-se alojados em tanques de alvenaria, com solario e local sombreado, densidade de
ocupacdo de (10 animais/4m?), com fornecimento de agua clorada ad libitum, verduras, frutas, legumes e
racdo comercial para peixes, composta por (28%) de proteina bruta e frequéncia de fornecimento, de
acordo com a temperatura ambiente do dia. A temperatura média no més de fevereiro foi (23,2C*) com
minima de (19,6C°) e maxima de (27,6C°) e umidade relativa do ar (77%) Climate-date.org (2022). As
amostras foram obtidas nos recintos onde os animais se encontravam, sendo contidos manualmente, para
coleta de aproximadamente (3ml) de sangue venoso, utilizando seringas descartaveis de (5 ml) com agulha
hipodérmica (22G - BD Plastipak®) apos prévia antissepsia do local puncionado com alcool (70%) e seco
com algoddo. Foirealizada a coleta de material por venopuncdo do seio venoso vertebral, conforme Dutra
(2014).

Processamento e andlise das amostras. Apos a coleta, as amostras foram identificadas e
imediatamente transferidas para tubos siliconados sem anticoagulante, contendo gel separador (BD
Vacutainer®) e armazenadas em caixa isotérmica contendo gelo artificial reciclavel até o momento da
centrifugacdo (720G por 5 minutos), realizada em até (1 hora) apds coleta e formagio do coagulo. O soro
obtido de cada animal estava livre de hemolise e lipemia e foi separado em (5 aliquotas) em microtubos do
tipo eppendorf®. A primeira aliquota foi analisada imediatamente e utilizada para a andlise de influéncia do
sexo e obtenc¢do de valores basais (T0) e as demais, envoltas em papel aluminio e acondicionadas em
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temperatura de (-202C) em freezer frost-free conforme Camargo et al. (2020). Todas as amostras passaram
por descongelamento de 30 minutos antes do processamento dos diferentes tempos (T4, T8, T16 e T32
dias) respectivamente de congelamento, em analisador automatico multicanal (Chemwell® - Awareness
Technology Inc., Palm City, EUA) utilizando kits comerciais da (Bioclin®). O analisador foi previamente
calibrado em temperatura de (37°C), com calibrador H e aferido com soro controle universal qualitrol H,
ambos produzido pela (Bioclin®). Os analitos e metodologias utilizadas estdo listados na Tabela 1.

Analise estatistica. Os dados foram apresentados como média + DP. Para o sexo, foi adotado o
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. O teste de t-Student foi adotado para amostras
independentes, enquanto que para a avaliacdo de estabilidade analitica, adotou-se o teste de Kruskal-Wallis.
Adotou-se nivel de significancia p-valor (0,05), empregando para analise o software IBM SPSS®.

RESULTADOS

Animais e dados epidemioldgicos.

A espécie Trachemys scripta elegans, também conhecida popularmente como tartaruga-de-orelha-
vermelha, é nativa de regides de dguas de estados norte-americanos. Embora proibida, a comercializa¢do
desta espécie ocorre de forma clandestina no Brasil. Quando tartarugas de uma fauna externa sao liberadas
no meio ambiente ndo nativo o risco do desequilibrio ambiental é preocupante, ja que isso pode acarretar
na altera¢do do ecossistema em funcdo da competi¢ao por presas com outros animais nativos e como esta
espécie tem grande resisténcia aos desafios naturais o impacto na natureza ainda é maior. O conhecimento
acerca do diagnéstico e tratamento de tartarugas exéticas e em processo de extingdo é uma emergeéncia
ambiental e obter modelos animais como padrdes para diagnéstico laboratorial se faz necessario. Neste
estudo, verificou-se que alguns dos constituintes bioquimicos séricos analisados (Tabela 1.), sofreram
influéncia do sexo e interferéncias ao longo dos tempos de armazenamento. E possivel inferir a influéncia
do sexo nas concentragdes séricas dos elementos calcio total, relagdo Ca:P, calcio ionizado, colesterol,
triglicérides e creatinina, com valores preponderantemente mais elevados nas fémeas e as enzimas AST e
LDH nos machos (Tabela 2). Em relacdo a estabilidade analitica, os valores das médias, desvio padrio e
resultados da andlise estatistica de elementos nos soros sanguineos de tartarugas-de-orelhas-vermelhas
(Trachemys scripta elegans), no dia da coleta/analise imediata (tempo zero - TO) e apds o congelamento a
(-209C) por 4 dias (tempo - T4), 8 dias (tempo - T8), 16 dias (tempo - T16) e T32 (tempo - T32),
respectivamente, estio demonstrados na tabela 3.

Analise estatistica. O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov demonstrou p-valor > 0,05 em todos
os elementos bioquimicos séricos analisados em machos e fémeas. A proteina total ndo demonstrou
elevacdo significativa (p>0,05) em sua concentracdo sérica de TO a T8, e na sequéncia em T16 o valor sérico
reduz significativamente (p<0,05) quando comparado a T8, enquanto que no T32 retorna a tendéncia de
elevacdo, porém de forma nao significativa (p>0,05), mantendo, assim o perfil de estabilidade ao longo do
periodo estabelecido. Comportamento relativamente semelhante a albumina, que também demonstra
oscilacdes discretas de sua concentracao sérica. Nesta, os resultados de T16 e T32 sdo semelhantes entre si
(p>0,05), mantendo a estabilidade nesses dois momentos, porém comparativamente aos valores de TO e T4
percebemos valores marcadamente mais elevados nos tempos finais da analise (p<0,05). As globulinas
demonstraram elevacdo continua de sua concentragdo nos tempos TO a T8, porém nao significativo
(p>0,05), seguido de queda significativa (p<0,05) dos valores a partir de T16, com discreto aumento em
T32, que quando comparados aos tempos TO, T4, T8, também demonstram diferencas significativas
(p<0,05). A relagdo A:G também sofreu discretas variagdes (p>0,05) em sua concentracdo ao longo dos
tempos TO a T8, e aumento consideravel (p<0,05) em sua concentragdo a partir de T16 que se mantém em
T32. O fésforo demonstrou queda de sua concentragido até o momento T8 com (p>0,05) e em T16 uma
elevacdo significativa (p<0,05) quando comparado ao tempo anterior, seguido de nova queda na
concentracdo em T32 com (p<0,05) ao ser comparado com T16. Na andlise da relacdo Ca:P, pode-se
perceber uma flutuacdo dos valores de concentrag¢io, com tendéncia de aumento, marcadamente em T8 que
demonstrou (p<0,05) em relagdo TO e T16, com retorno da estabilidade inicial em T32. O magnésio
demostrou queda de suas concentragdes (p<0,05) ao longo dos tempos T0, T4, T8, seguido de elevacdo
(p<0,05) de sua concentracdo sérica em T16, quando comparado a TO e ao tempo anterior T8 e retorna
relativamente a um estado de estabilidade analitica no tempo final T32 ao se comparar com a dosagem
inicial TO. Sobre a glicose, pode se notar oscilagdes da concentragio sérica durante os tempos estabelecidos,
porém em sua maioria de forma ndo significativa (p>0,05). Sendo observado no tempo final T32
concentracdo estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparado a T16. O acido trico também, nio
demonstrou linearidade nos valores obtidos, com tendéncia de aumento (p>0,05) em TO, T4 e T8 seguido
de queda (p<0,05) em T16 quando pareado a T8 e volta a elevar-se em T32, mas sem comprometer o carater
estavel durante o periodo em questio. Os resultados do catabdlito uréia, apresentam dois picos de elevacio,
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em T8 e T32 e quedas de valores em T4 e T16, com significancia de resultados (p<0,05) em T8 e T32 quando
comparados a T4. A amilase apresentou valores mais elevados em T4 e T8 do que em TO (p<0,05) com
discreta queda de seus niveis séricos em T16, mantendo estabilidade quando comparado aos trés tempos
anteriores (p>0,05), seguido de queda em T32, mas que ainda mantem estabilidade com o tempo anterior
T16 e com a dosagem inicial (p>0,05). De forma geral as enzimas ALT e AST demonstraram varia¢des
relativamente semelhantes, com alternancias entre aumentos seguidos de reducdo das concentragdes
séricas, mas que ao final mantiveram a estabilidade durante os tempos avaliados. Exceto em ALT quando
sdo percebidas diferencas estatisticas de TO com T4 e também com T16 (p<0,05), enquanto que em AST o
mesmo ocorre entre T8 e T16 quando comparado com TO, T4 e T32 respectivamente. Sobre LDH houve
reducdo dos valores séricos de TO a T8 (p>0,05). Enquanto que nos tempos T16 e T32 notou-se aumento
dos valores quando comparados ao tempo T8 (p<0,05) e igualdade (p>0,05) quando comparados a TO e T4.
A enzima CK teve um comportamento de alterndncia dos seus niveis séricos, com queda dos valores séricos
em T4 e T8, com diferencas estatisticas (p<0,05) de TO com T4, T8 e T16 e retorno dos valores séricos
préximos a dosagem inicial TO principalmente T32.

DISCUSSAO

Devido a escassez de dados sobre o perfil bioquimico sérico de Trachemys scripta elegans, os valores
obtidos no presente estudo foram confrontados com os resultados de outras espécies, encontrados por
diversos pesquisadores. As concentragdes séricas de calcio total, tanto de machos (9,58 + 1,26 mg/dL)
quanto nas fémeas (16,71 + 1,95 mg/dL) estdo acima da média demonstrada sobre a espécie Podocnemis
expansa (7,0 = 1,9 mg/dL) por Fonseca et al. (2016) e (7,08 + 1,04 mg/dL) por Santos et al. (2005). Ao
comparar com Wilkinson (2004) os valores das médias para fémeas, sdo superiores para a grande maioria
dos queldnios demonstrados pelo autor, exceto nas espécies terrestres Gopherus agassizii (17.23 mg/dL),
Malacochersus tornieri (18.44 mg/dL) e Dipsochelys Gigantea (18,04 mg/dL). Segundo Campbell (2015) a
concentracgdo sérica de calcio total em répteis varia de (8 a 11 mg/dL), valores que concordam com a média
encontrada em machos deste estudo, porém inferiores a média das fémeas. Diante da diferenca estatistica
percebida entre machos e fémeas do presente estudo, para o calcio total, com predominio de valores
acentuados e fora do limite de referéncia estabelecido para répteis, em sua maioria somente nas fémeas, é
possivel excluir as possibilidades de causas iatrogénicas e patolégicas, que desencadeariam a hipercalcemia
em todos os animais cativos do plantel, independente do fator sexo (Silvestre et al. 2013). A variagdo do
calcio total (9,0 a 17,0 mg/dL) em tartarugas do deserto (Gopherus agassizii) obtidos por Rosskopf Junior
(1982), bem como (9,5 a 18,3 mg/dL) de jabutis panqueca (Malacochersus tornieri), demonstrados por
Raphael et al. (1994), concordam com ambas as médias de machos e fémeas. Apesar de que esses ultimos
autores, também afirmam que houve um predominio de valores mais elevados nas fémeas. Os niveis séricos
de calcio total de fémeas do presente estudo, foram superiores aos resultados encontrados por Samour et
al. (1986) (11,62+4,0 mg/dL) para tartarugas gigantes, Marks & Cintino (1990) (10,8 a 14,4 mg/dL) para
tartaruga irradiada (Astrochelys radiata), Ghebremeskel et al. (1991) também para tartarugas gigantes
(9,3+2,5 mg/dL), Bolten e Bjorndal (1992) (9,1+2,1 mg/dL) em tartarugas verdes (Chelonia mydas), Mader
(1996) para quelonios de uma forma geral (12,7 mg/dL), Mundim et al. (1999) (9,25%1,40 mg/dL) para
Podocnemis expansa e Ferreira (2002), que estudou Chelonoidis carbondria e Chelonoidis denticulata,
cativos, apresentando média do plantel (10,79%#1,36 mg/dL), e afirma que observou valores
significativamente mais elevados nas fémeas. Enquanto que Pereira et al. (2015) descreve nao haver
diferencas estatisticas para o calcio quanto ao sexo, com média de (9,02 mg/dL) para machos e (9,05
mg/dL) para fémeas de jabutis (Chelonoidis carbondria), também alojados em recintos do (LAPAS-UFU).
Segundo Crawshaw e Holz (1996), os niveis de calcio total de Trachemys scripta elegans com e sem
contaminacdo por linfa foram respectivamente (14.4 + 0.4 mg/dL) e (15.6 * 4.8 mg/dL). Valores
semelhantes entre si que podem subsidiar a hip6tese de que mesmo havendo uma eventual contaminagio
por fluidos linfaticos do sangue total, no momento de coleta, esse parecer ndo ser a causa da diferenga
estatistica existente entre machos e fémeas do presente estudo. De acordo com Whiting et al. (2007) os
valores séricos de calcio total de duas populacdes ecologicamente distintas de tartarugas verdes foi (7,29
mg/dL) e (6,21 mg/dL), respectivamente. Ambas as concentragdes sdo relativamente inferiores aos niveis
de calcio total de machos e fémeas desta pesquisa. Em seus estudos, sobre o perfil bioquimico sérico de
cascavéis (Caudisona durissa) em cativeiro, Silva et al (2010) obteve (15,25 mg/dL) de valor médio para o
calcio total sérico; valor que se assemelha apenas aos resultados das fémeas de Trachemys scripta elegans
do presente estudo. Certo de que o alojamento, aspectos nutricionais e sanitarios destes animais, estdo de
acordo com as principais literaturas cientificas para quelonios em cativeiro e confirmado pela higidez dos
animais, pode-se inferir a possibilidade de que as diferencas entre machos e fémeas nio é propiciado por
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erros de manejo estabelecido. E sim, pelo momento fisiol6gico das fémeas deste plantel, que possivelmente
estavam em atividade pré-reprodutiva, de preparacido para vitelogénese e submetidas a forte inducdo de
estrégeno, por ocasido da coleta de amostra, acarretando em hipercalcemia da reproducao, concordando
com Lima et al. (2012) que afirma, a possibilidade de elevagdo do célcio total, de duas a quatro vezes o valor
normal, quando a fémea se encontra em fase reprodutiva.

Os valores de fosforo nos machos (3,85 + 1,77 mg/dL) e nas fémeas (4,76 * 1,32 mg/dL), ficaram
compreendidos dentro do parametro estabelecido para répteis (1 a 5mg/dL) por Martinez-Silvestre (2013),
e apesar das fémeas terem niveis mais elevados de fésforo do que os machos, sem significancia estatistica,
ndo foi suficiente para equacionar a relagdo calcio/fésforo, que ficou estatisticamente mais elevada em
fémeas (3,68 * 0,87 mg/dL) do que em machos (2,75 * 0,70 mg/dL), em funcio dos niveis superiores de
calcio total das fémeas. Valores semelhantes também foram observados para a média da relagdo
calcio/fésforo estabelecida para Crotalus durissus collilineatus, (3,98+1,35 mg/dL), também mantidas em
cativeiro (Vieira 2015). Os niveis séricos de fosforo deste grupo de Trachemys scripta elegans, pouco se
assemelha aos achados de White et al (2022) sobre tartarugas irradiada (Astrochelys radiata), com
concentracdo sérica de fosforo entre (1,0-1,10 mg/dL). O mesmo autor, relata também, uma variacio de
(3,6-4,0 mg/dL) de relagdo calcio/fésforo, valores mais préximos ao das fémeas deste estudo. Guardada as
devidas proporg¢des, as fémeas de répteis tem um metabolismo de célcio e fésforo sérico, bem como a
relagdo destes, semelhantes ao de aves quanto a mobilizagio para a produgio de ovos. Da mesma forma que
o calcio, o fésforo sérico em répteis, parece ter sua concentracio plasmatica influenciada pelo sexo,
preponderantemente em animais de vida livre, com fémeas possuindo teores significativamente mais
elevados do que os machos (Campbell 2015). Possivelmente, a diferenca estatistica existente na relacao
calcio/fésforo entre machos e fémeas, esteja relacionada ao comportamento desses minerais durante o
desenvolvimento folicular que antecede a ovulacio.

A concentragdo sérica do calcio ionizado dos machos (4,87 * 0,79 mg/dL) est4 levemente acima da
média descrita por Santos et al (2005) para Podocnemis expansa mantidas em criatério comercial
(4,41+0,60 mg/dL). Comportamento que se repete de forma mais intensa nas fémeas deste estudo (8,97 =
1,33 mg/dL). Quando comparado ao resultado de calcio ionizado (4,80+1,2 mg/dL) de Chelonia mydas,
relatado por Bolten & Bjorndal (1992), pode se observar que os machos de Trachemys scripta elegans,
demonstraram resultados semelhantes, ao contrario das fémeas que tiveram o dobro da concentragdo
sérica de calcio ionizado. Campbell (2015) afirma ainda, que os valores de referéncia do calcio ionizado de
iguanas verdes (Iguana Iguana) sadias é (5,9+0,42 mg/dL) valor aproximado ao de machos deste estudo,
porém abaixo dos valores obtidos em fémeas. Essa marcada diferenca entre os sexos para o calcio ionizado
diverge do consenso de que independentemente da idade e do sexo, o calcio ionizado se mantém estavel em
répteis saudaveis.

Osresultados obtidos para o colesterol tanto nos machos (92,00 + 30,05 mg/dL) quanto nas fémeas
(185,65 = 70,08 mg/dL) obtidos, foram semelhantes ao descritos por Alves (2013) em Trachemys scripta
elegans (128.55+76.92 mg/dL). Pereira (2015) nao observou diferencas estatisticas para o colesterol de
machos (118,50 mg/dL) e fémeas (172 mg/dL) de Chelonoidis carbondria mantidas em cativeiro. Porém,
pode se observar que é um resultado semelhante ao deste estudo com Trachemys scripta elegans, com as
fémeas possuindo valores mais elevados de colesterol sérico do que os machos. O que contraria a hipotese
de que existe influéncia do sexo nos niveis séricos desse lipidio, com valores mais elevados nos machos do
que nas fémeas. E segundo Howard et al. (2007), fatores como variag¢des estacionais, ingestdo de gordura
na dieta, além da mobilizacdo tecidual e sua consequente utilizacdo como fonte alternativa de energia
quimica para mantenc¢a, podem influenciar tanto na concentragio do colesterol quanto de triglicérides. Os
resultados de colesterol sérico dos machos deste estudo foram préximos ao de machos de vida livre
(85,25+10,43mg/dL) de jacaré-aca (Melanosuchusnige nigerr) descrito por Caixeta et al. (2015). Enquanto
que Goldberg et al (2011) afirmam, que a média de colesterol sérico de fémeas de tartarugas-cabegudas
(Caretta caretta) de vida livre é (247,75mg/dL+48,52). Foi relatado por Silveira et al. (2017) valores de
colesterol sérico para machos (161mg/dL) e fémeas (255 mg/dL) de lagartos da espécie Iguana iguana,
concentracgdes que se aproximam dos resultados de fémeas deste plantel. Mas abaixo quando comparados
aos resultados de colesterol plasmatico de iguanas verdes (1027.78 mg/dL a 3273.68 mg/dL) relatado por
Divers et al (1996) e por Knotek et al. (2002) que obtiveram média de (2398.16 mg/dL) também para
iguanas verdes. Em desacordo com as diferencas quanto ao sexo, observadas neste estudo, Vieira et. al
(2014) descreveram que os valores de colesterol sérico de machos (201,19 + 70,28 mg/dL) e fémeas
(213,62 69,54 mg/dL) de cascavéis (Crotalus durissus collilineatus) mantidas em cativeiro, ndo demostram
diferencas estatisticas significativas. O efeito pods-prandial tem sido incriminado no aumento da
concentracdo plasmatica e/ou sérica desses lipidios em répteis. Neste caso, ndo parece ser a Unica
possibilidade, e sim uma amplificagdo sobre o periodo reprodutivo das fémeas, uma vez que a coleta de
sangue foi realizada no inicio da manh3, antes de ser ofertada alimentacgdo ao plantel. Apesar da afirmacgdo
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de Price et al. (2012) que tartarugas em jejum, cumprem no minimo 5 dias sem receber alimentos. Diante
dos resultados encontrados para o calcio, fésforo e a relagdo destes minerais, associados as diferencas
estatisticas entre machos e fémeas também para triglicérides e colesterol, ndo se pode descartar a
possibilidade de que os aumentos da concentracdo sanguinea destes lipidios séricos nas fémeas, estejam
associados ao momento reprodutivo.

Os resultados de triglicérides demonstraram haver diferenca estatistica quanto ao sexo, neste
plantel. Com valores preponderantemente mais elevados nas fémeas (795,78 mg/dL + 356,4). Discordando
de Vieira et al. (2014) que obtiveram média geral de (60,12 mg/dL * 84,74), mas que ndo encontram
diferencas entre machos (49,36 mg/dL * 53,32) e fémeas (70,87 mg/dL * 107,36) quanto a concentragao
sérica de triglicérides de cascavéis em cativeiro. Knotkova et. al (2008) relataram uma variacdo de (87,5-
262,5 mg/dL) para um pequeno grupo de fémeas de Trachemys scripta elegans em jejum, valores que nio
corroboram com os resultados de fémeas deste estudo. Frente a essa discordancia, pode pressupor que a
metodologia laboratorial utilizada por Knotkova et. al (2008), bem como, as condi¢des estacionais e
climaticas, manejo e momento fisiol6gico do grupo estudado por eles, diferem dos animais desse estudo. De
acordo com Kuchling (1993), assim como o colesterol, os teores de triglicérides em fémeas de quelonios sdo
mais intensos nas fases de acasalamento e vitelogénese. Em contrapartida, da mesma forma que os niveis
séricos de triglicerideos sdo elevados na fase reprodutiva, quando os animais estdo sexualmente inativos
ou malnutridos, é possivel que ocorram baixas concentragdes desses lipidios séricos (Cuenca 2013). O que
parece nio ocorrer nesse grupo de animais que demonstram niveis séricos elevados tanto de colesterol
quanto de triglicérides, com predominio nas fémeas. Guardada as devidas proporg¢des, por se tratarem de
espécies e habitats distintos, Hamann et al. (2002) concluiram que a concentragdo plasmatica de
triglicérides e proteinas totais aumentaram consideravelmente em fémeas vitelogénicas de tartarugas
verdes (Chelonia mydas) entorno de 6 meses antes da estagdo reprodutiva.

Os valores séricos de creatinina foram de (0,43mg/dL * 0,20) em machos e (0,73 mg/dL * 0,39)
para fémeas. Campbell (2007) afirma que o parametro deste catabolito em répteis é até (1,0 mg/dL),
portanto os animais estavam dentro da normalidade. Apenas os machos de Trachemys scripta elegans desta
pesquisa, obtiveram valores semelhantes de creatinina quando comparados aos estudos de Glaser (2013)
que encontrou concentragdes de creatinina (0,45mg/dL *+ 0,11) para Bothropoides jararaca e (0,61mg/dL
+ 0,31) para Bothrops jararacussu, Kolesnikovas et al. (2001) relatam uma variacdo de (0,59 + 1,49 mg/dL)
de creatinina em Bothrops e Caudisona durissa (0,57mg/dL * 0,27). Os resultados de creatinina sérica
obtidos em fémeas do presente estudo, discordam dos observados por Salvarani et. al (2017) que relata o
valor de (0,57mg/dL + 0,27) de creatinina, para um grupo de tartarugas marinhas (Eretmochelys imbricata)
fémeas. Neste caso é coerente relativizar a divergéncia entre os valores de creatinina encontrados neste
estudo com o de Salvarani et al. (2017), uma vez que estes, trabalharam com dosagens no plasma. Em sua
maioria, no que tange sobre a concentracdo sérica de creatinina, é percebido que apenas as fémeas deste
estudo, possuem valores mais elevados quando comparados a outras espécies de testudines, observado
também nos achados de Rosskopf Jr (1982) para (Gopherus agassizi) (0,1-0,4 mg/dL), Taylor Jr & Jacobson
(1992) (Gopherus polyphemus) (0,1-0,4 mg/dL) e Raphael (1994) para jabutis panqueca (0,1-0,3mg/dL). A
creatinina é um composto normal do produto urinario de mamiferos, mas, na maioria dos répteis, a
quantidade formada é irrisdria. Seus niveis no sangue em geral sdo considerados de pouco valor de
diagnoéstico na doenga renal de espécies de répteis. Pontualmente neste caso, é possivel que a diferenca
estatistica observada entre machos e fémeas para creatinina, esteja relacionado a massa corporal mais
robusta das fémeas, conforme observado por Glaser et al. (2013) em Bothrops jararacussu.

De acordo com Martinez-Silvestre, Lavin & Cuencas (2013) o parametro bioquimico sérico ou
plasmatico de aspartato aminotransferase (AST) em répteis higidos é inferior a (250 U/L). Apenas as fémeas
(161,73 U/L * 55,61) deste estudo demonstraram valores que estdo de acordo com essa referéncia,
enquanto que nos machos (415,40 U/L £ 190,22) o valor obtido foi consideravelmente mais elevado. Alves
(2013) obteve o valor médio (119,03U/L +54.7) de AST sérica para uma pequena colecdo de Trachemys
scripta spp., mantidas em cativeiro. Resultado que pouco se assemelha aos animais deste experimento. O
autor, afirma ainda, a possibilidade de diferengas nos resultados de AST e outras enzimas, como alananino
aminotransferase (ALT) e lactato desidrogenase (LDH) a depender do uso ou ndo de anticoagulante pra
coleta. Com valores significativamente mais elevados dessas enzimas no plasma do que no soro e que esta
diferenca poderia estar associada a lise celular in vitro, uma vez que as hemdacias possuem quantidades
relevantes dessas isoenzimas, ocasionando incremento na amostra. O intervalo de referéncia para
Astrochelys radiata foi descrito por White et al. (2022), sem distin¢ao de sexo, afirmaram que AST teve uma
variacdo de (74-95 U/L). Valores que pouco se assemelham ao deste plantel. Andreani et al. (2014)
encontraram diferencas significativas entre machos (190 U/L * 50) e fémeas (88 U/L + 30) para a AST de
tartarugas do mediterraneo (Testudo hermanni), também coletadas durante o verdo. Apesar de corroborar
com este estudo, deve se levar em consideragdo que se trata de espécies diferentes de queldnios, submetidas
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a condigdes climaticas distintas. Segundo Lavin et al. (2003) para Testudo marginata, Hoffman et al. (2001)
para Testudo hermanni, Testudo graeca, Testudo marginata e Agrionemys horsfieldii e Zaias et al. (2006)
sobre Geochelone radiata, os valores de ALT nestas espécies também demonstraram baixa atividade sérica
quando comparada a AST. Silva et al. (2013) relatam valores de AST marcadamente inferiores em machos
(6,43 U/L +4,87) quando comparado as fémeas (17,40 U/L + 26,59) de jiboia (Boa constrictor), discordando
dos resultados deste estudo. Nos répteis o comportamento das enzimas hepaticas demonstra semelhanca
com a de aves e mamiferos. A histologia do figado de répteis apresenta intensa atividade de LDH e AST e,
embora escassas pesquisas tenham abordado o perfil bioquimico sanguineo destes individuos, com o
objetivo de se avaliar o funcionamento do figado, o aumento da concentracdo sérica dessas enzimas
concomitantes, pode ter como hipdtese provavel a lesdo hepatica. Especificamente, a respeito da enzima
AST em répteis, essa ndo é considerada especifica para nenhum 6rgéo, podendo ser encontrada em variados
tecidos do animal. Porém, de forma geral o aumento da concentragdo sérica dessa enzima, é sugestivo de
injuria muscular ou hepatica, assim como patologias generalizadas, como a sepse e toxemia, que podem
sobrecarregar esses tecidos e ocasionar um aumento de AST no sangue (Boyd et al. 1988). Na rotina
laboratorial, em sua maioria, a avaliagdo de AST é pareada aos resultados de LDH e creatina fosfoquinase
(CK), como tentativa de se diagnosticar a possibilidade de injurias de musculatura estriada e/ou doencas
hepatobiliares. Pontualmente, neste plantel de Trachemys scripta elegans, os machos obtiveram (2092,45 +
1586,95) de CK enquanto que as fémeas (1397,61 + 720,17). Apesar de nio ser constatada diferenca
estatistica significativa quanto ao sexo para esta enzima, é possivel notar valores relativamente maiores nos
machos. Segundo White et al. (2022) tartarugas irradiadas em cativeiro obtiveram varia¢do de (478-1165
U/L) de CK, resultado que pouco se assemelha ao obtido neste estudo. Apesar do aumento concomitante de
AST, LDH e CK nos machos, no caso especifico deste grupo de queldnios, a diferenca observada nos valores
de AST ndo parece estar associada as possiveis doengas mencionadas, uma vez que outras provas
laboratoriais e a prépria avaliagdo clinica, demonstraram que os animais estavam saudaveis. Ndo se pode
descartar a possibilidade de que esse valor de AST acentuado nos machos esteja eventualmente relacionado
com a intensa atividade muscular, decorrente de um estado de agressividade nos momentos de estagio de
acasalamento e de coleta de sangue.

De forma similar a AST a enzima LDH nos machos (2591,20 U/L * 1336,95) também tiveram
valores significativamente mais elevados do que as fémeas (1319,40 U/L + 590,17. Os valores de LDH
obtidos nesse plantel de Trachemys scripta elegans, discordam dos resultados relatados por Pereira (2015),
para uma espécie de jabuti, (Chelonoidis carbondria) (187,10 U/L + 105,90) mantida em cativeiro no bioma
de cerrado e de Carpenter (2005) também para Chelonoidis carbondria (428 U/L + 228) e Chelonoidis
elegans (667 U/L + 297). Da mesma forma, ndo corrobora com os achados de Dutton & Taylor (2003) que
ndo observaram diferencga significativa entre machos e fémeas de serpentes da familia viperidae. Os
resultados apresentados por Andreani et al. (2014) para machos (509 U/L +97) e fémeas (360 U/L+30) de
tartarugas higidas da espécie Testudo hermanni ssp., corroboram com a hipotese de que haja diferenca
quanto ao sexo para esta enzima, com predominio valores mais elevados nos machos. Para tartarugas-oliva
(Lepidochelys olivacea) em fase reprodutiva, os valores de LDH apresentados foram para fémeas (710U/L %
266) e machos (1242U/L + 451) (Santoro 2008). E consenso na Medicina de répteis que existem
concentracdes relevantes de LDH nos diversos tecidos desses animais. Ndo podendo se excluir a hipdtese
de injuria hepatica e/ou na musculatura estriada, quando ocorre aumento da atividade sanguinea acima de
(1000 UI/L) (Campbell 2015). Esta hipotese é provavel de ter ocorrido nos animais desse plantel,
principalmente nos machos, que por ocasido da coleta, demonstraram reluta e estresse com intensa
contracdo da musculatura estriada esquelética. Além da questdo do estresse de coleta supracitado, deve se
enaltecer que na manutencdo de répteis em cativeiro, oriundos de doagdes e resgates, é pratica comum a
introducdo de um novo macho dentro do recinto onde ja existe um macho dominante e que estd agcdo pode
produzir um expressivo impulso reprodutivo dentro daquele grupo cativo. E na sequéncia, pode haver um
estimulo de competicdo entre os machos, por vezes desencadeando combates e enfrentamentos seguidos
de copulagdo, o que aumenta o apetite sexual destes pelas fémeas e também parece estimular o cio delas. E
esta pratica de manejo, eventualmente pode causar injurias na musculatura estriada dos machos, levando a
derramamento das enzimas AST, CK e LDH.

0 conhecimento da influéncia do tempo e da temperatura de acondicionamento das amostras na
estabilidade analitica, é essencial para a obten¢do do perfil bioquimico sérico. Na atualidade, existe uma
expressiva falta de informagdes sobre os efeitos dessas grandezas no armazenamento de soro para a
avaliacdo de diferentes elementos bioquimicos, e os poucos conteudos encontrados na literatura para
animais, sdo geralmente ambiguos (Marjani 2006). Além disso, imprecisdes na fase pré-analitica, podem
afetar resultados laboratoriais e, portanto, devem ser minimizados.

Sobre a estabilidade analitica de proteinas totais deste grupo de animais, observou-se diferencas
estatisticas significativas apenas de T8 com T16 e T32. Os valores oscilaram durante o tempo proposto. E
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mesmo que retornando no tempo final a niveis semelhantes ao do tempo inicial TO, o que garantiu certa
estabilidade, mas eventualmente poderia dificultar a aplicacdo desta forma de acondicionamento de
amostras na rotina clinica e, portanto, requer critérios para adogao desta pratica de armazenamento. Os
resultados de proteinas totais se assemelham aos do estudo de Alberghina et al. (2012) com equinos higidos,
que também observaram oscilagdes na concentracao sérica desse analito, porém em diferentes tempos e
temperaturas de armazenamento das amostras. Ainda sobre os niveis de proteinas totais deste grupo de
tartarugas, ha uma convergéncia de resultados com os achados de Kachhawa et al. (2017) e de Oliveira et
al. (2011). Em parte, as pequisas de Comis (2006), se assemelham aos resultados de proteinas totais do
presente estudo. Apesar de observar resultados de estabilidade para proteinas totais, quando a amostra era
mantida em temperatura ambiente por 48 horas e em temperatura de refrigeragdo (4°C) por até 30 dias
aproximadamente. Todavia, quando armazenada em congelamento (-20°C), o autor sinaliza para alteracdes
significativas nos valores de proteinas totais, embora as médias tenham se mantido dentro dos valores de
referéncia para equideos. De acordo com Thoresen et al. (1995), o acondicionamento das amostras ndo
interfere nos niveis de proteinas totais por até 240 dias, quando mantidos em temperaturas de
congelamento (-20 e -70 2C). Uma vez que mesmo havendo oscilagdes, os niveis se manteriam dentro dos
valores de referéncias. Esta observacdo do autor se refere a mamiferos e nio corrobora com os valores dos
elementos proteicos encontrados neste estudo. Ainda mais, em sua maioria, os autores confrontados
utilizam de metodologias laboratoriais distintas da usada neste estudo.

O comportamento da albumina e de globulinas foi semelhante as proteinas totais, no tocante a
oscilacdo dos niveis séricos. Entretanto em ambas, os resultados nos dois tempos finais, divergem do valor
das amostras frescas. Resultados que pouco concordam com Camargo et al. (2019), num estudo de
estabilidade analitica sobre Podocnemis expansa e também com Oliveira et al. (2016) para equinos Quarto
de Milha. Tendo como referéncia os valores da amostra fresca, Cray et al. (2009) afirmam que a albumina
demonstra certa estabilidade ao longo de 30 dias de acondicionamento em temperatura de (-20°C). Sobre
arelacdo albumina/globulina, pode-se perceber uma discreta tendéncia de queda dos niveis séricos de TO
a T8, sem significancia estatistica, garantindo estabilidade por até 8 dias de congelamento. Esse
comportamento analitico da relagdo albumina/globulina, discordam de Alberghina et al. (2012).

Quanto ao fésforo, observou-se variagdes em suas concetracdes séricas, em que T16 diferiu
estatisticamente de T8 e T32. Comportamento que contradiz a estabilidade apontada desse mineral
(Gislefoss et al. 2008, Oliveira et al. 2011, Oddoze et al. 2012, Singh et al. 2015, Kachhawa et al. 2017),
enquanto que Rehak & Chiang (1988), afirmam que esse elemento sérico demonstra pujante sensibilidade
frente a pequenas variacoes de temperatura. Desta forma, ndo podendo descartar a possibilidade dessa
interferéncia durante o descongelamento das amostras de tartarugas, na preparacdo que antecede a
dosagem no aparelho de automacdo. Ainda sobre o fosforo, Heins, Heil & Withold (1995) também
descreveram variacdes significativas dos niveis séricos de fésforo, durante o periodo de acondicionamento
do soro em metodologia semelhante ao presente estudo, achado que se opde aos relatos de Thoresen et al.
(1995) e Rosato (2007), que observaram concentragdes séricas de fosforo estaveis em amostras de soro de
cdes higidos mantidas congeladas a (-202 e -702 C) por até 90 dias.

Sobre a relagdo calcio/fésforo é percebido que houve flutuagdes dos niveis séricos ao longo dos
tempos, mas que ainda manteve relativa estabilidade durante o periodo proposto. Possivelmente este
comportamento esta relacionado as varia¢des do fésforo que se contrapdem a estabilidade do calcio. Haja
vista, que em metodologia semelhante, Camargo et al. (2019) também constatou estabilidade do cdlcio
quando armazenado em congelamento de (-202 C). Resultados que confirmam os achados de Gislefoss et al.
(2008) e de diversos outros pesquisadores, em amostras de humanos e animais, que descrevem que esse
mineral tem estabilidade analitica por longo periodo de tempo, quando submetido a temperaturas
aproximadas a do presente estudo. Cray et al. (2009) Singh et al. (2015) trabalharam com linhagens
diferentes de roedores, e respectivamente observaram que houve elevacio do calcio depois de 360 dias de
armazenamento a (-202 C) e quando em refrigeracdo por até 6 horas, o calcio se mostrou instavel, porém
ao ser congelado manteve estabilidade por 1 més. Em avaliagdes de amostras de soro humanos (Berg et al.
1981, Boyanton et al. 2002) também observaram estabilidade do calcio. Enquanto que Baer & Krause
(1968), reportam instabilidade deste mineral e que a possivel causa foi contaminacdo durante a
manipulagio do soro.

No presente estudo, o comportamento do magnésio ndo demonstrou a estabilidade analitica
reportada por Comis (2006), que avaliou amostras de equinos da raga Mangalarga Marchador. Enquanto
que Thoresen et al. (1995), para cies, relata que o magnésio foi afetado somente pelo fator tempo de
armazenamento, e (Heins et al. 1995), descreve que houve aumento dos valores de magnésio a partir de 7
dias, em amostras estocadas a (92 C).

De acordo com Colville (2005), os valores de glicose podem apresentar decréscimo de até (10%)
em 1 hora, caso a amostra seja deixada em contato com as hemdacias em temperatura ambiente. Apesar de
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ser um consenso para amostras dosadas no plasma, nio se pode excluir a interferéncia dessa possibilidade
nos resultados desse elemento bioquimico. Porém, estatisticamente os resultados de glicose do presente
estudo, apontam que é possivel realizar a dosagem desta, em até 16 dias de congelamento a (-202 C) e ainda
obter resultados fidedignos. Em metodologia relativamente distinta a deste estudo, Guppy et al. (1992) e
Colville (2005) afirmam que quando as amostras sdo acondicionadas em temperaturas de (0 a 42 C), a
glicose permanece estavel por até 72 horas, enquanto que Oliveira et al. (2016) obtiveram estabilidade da
glicose durante 90 dias de congelamento em temperatura igual. Em avalia¢des de ovinos, Morris et al.
(2002) e de ratos Winstar, Spinelli et al. (2012), também descrevem estabilidade analitica da glicose
durante os tempos propostos. Porém, num estudo com humanos, Marjan (2006) e Pahma et al. (2015)
verificaram redugdo significativa na concentracao de glicose a temperatura ambiente ap6s 48 horas e sob
congelamento ap6s 24 horas, e assim fizeram inferéncia sobre a possibilidade de eritrécitos desta espécie,
ter uma fragilidade maior frente a temperaturas mais elevadas ou diferencas relacionadas a variadas
técnicas de andlises clinicas do sangue.

Em Patologia Clinica Animal, agregar conhecimento acerca do acido urico em répteis é de
fundamental importancia, tendo em vista, que diversas espécies dessa classe excretam
preponderantemente este catabdlito pelo sistema porta-renal (Messonier, 1995). Neste grupo de
Trachemys scripta elegans pode se perceber que o acido drico demonstra tendéncia de variagdo de sua
concentracdo, quando congelado em temperatura de (-202 C), com predominio de valores mais elevados
que o da amostra fresca, embora nio diferindo estatisticamente de T32. Esse resultado se assemelha ao
encontrado por (Kachhawa et al. 2017), que também observaram instabilidade do 4cido trico, com redugdo
seriada, porém sem diferir significativamente do valor da amostra inicial, em um periodo de 30 dias de
congelamento, igualmente a (-202 C). Instabilidade do &cido drico também é reportada por Cuhadar et al.
(2012) e Cuhadar et al. (2013), ap6s 48hs de armazenamento a (-42 C).

Os valores de ureia tiveram dois picos de elevagdo, em T8 e T32, diferindo apenas de T4. Quanto a
oscilacdo de valores ao longo dos tempos de andlises, é possivel afirmar que houve semelhan¢a com os
achados de Camargo etal. (2019), com Podocnemis expansa. Uma vez que em ambos os estudos, o valor final
desse catabolito é estatisticamente aproximado ao da amostra fresca, o que confere relativa estabilidade
durante o periodo de analise. Porém deve ser enaltecido, que se trata de espécies distintas de quelonios,
com massas corporais que ndo se assemelham, mantidas em diferentes condi¢cdes de cativeiro e manejo,
com suas amostras sanguineas submetidas a técnicas laboratoriais totalmente diferentes. Portanto, os
niveis de ureia em Podocnemis expansa sio maiores, e que na avaliacdo dela, foi observado apenas um pico
de elevacdo, em T4. Kachhawa et al. (2017) e Camargo et al. (2019) atribuem essas elevacoes a hipdtese de
contaminacdo bacteriana da amostra, mesmo ndo sendo observado nenhuma inconstancia e proliferagao
no material. Todavia, os estudos de Cray et al. (2009), Oliveiraetal. (2011), Oliveira et al. (2016) e Kachhawa
et al. (2017) com metodologias semelhantes, relatam estabilidade da ureia, em diferentes espécies de
mamiferos. Enquanto que Cuhadar et al. (2013), informaram ter percebido aumentos variaveis das
concentracoes de ureia em amostras de humanos, quando estas foram submetidas a acondicionamento de
(-20°C). Os mesmos autores, citam ainda que existem limitagdes nos resultados de estudos que tem como
base num grupo pequeno de pacientes. E que o ideal, era obter varias medi¢des de cada tempo em questao,
porém, em decorréncia de limita¢des financeiras, ndo pode ser realizado nesta colecdo de Trachemys scripta
elegans. Afirmam ainda, que para se excluir a possibilidade de contaminacdo bacteriana da amostra, e o
consequente viés sobre os resultados da ureia, deve-se aferir frequentemente o (pH) das amostras. Além
disso, ao padronizar um analisador bioquimico com um determinado tipo de reagente, é possivel ter
significativas diferencas em relacdo a outros equipamentos e, portanto, os resultados podem nio ser
universalmente reproduzives.

A amilase apresentou elevagdo significativa em T4, quando pareado ao valor da amostra nos tempos
TO e T32. Seguido de discretas variagdes, até retornar no ultimo tempo de analise a um valor
estatisticamente igual a concentragdo basal T0. O resultado obtido na amostra fresca (370,27 U/L), discorda
do valor de referéncia da amilase para Trachemys scripta elegans (91,21 U/L), descrito por Frye (1991) e
nem com o padrao desta enzima para serpentes da espécie Caudisona durissa (1385,23 U/L), reportado por
Silva et al. (2010). Segundo Cox & Secor (2008) e Cox & Secor (2010), em cobras piton, hd um notério
aumento poés-prandial da funcdo pancreatica (85%), com consequente elevacdo da producio de enzimas
proteases, lipases, amilases e solu¢des de bicarbonato de sédio (NaHCO3), na tentativa de neutralizar o
quimo 4acido que chega do estdbmago. Da mesma forma, outros 6rgdos de pitons tem um aumento de
atividade do parénquima, marcadamente figado (93%) e rins (18%) (Secor, Taylor & Grosell, 2012). Em um
dos primeiros trabalhos a respeito dos efeitos do armazenamento em baixas temperaturas sob a amilase
sérica, Kachhawa et al. (2017) descrevem que os niveis dessa enzima diminuiram com o armazenamento
prolongado.
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Os resultados obtidos para as enzimas ALT e AST sofreram variagdes relativamente semelhantes,
com alternancias entre aumentos seguidos de reducdo das concentragdes séricas, mas que ao final
mantiveram a estabilidade durante os tempos avaliados. Quanto a ALT, observou-se diferengas estatisticas
de TO com T4 e com T16 (p<0,05). Esses resultados diferem dos resultados de ALT e AST reportados por
Kachhawa et al. (2017), que observaram decréscimo progressivo destas enzimas, porém sem significancia
estatistica. Silva et al. (2017), num estudo com sangue de caninos, afirmam que o aumento sem significancia
estatistica, proporcional ao tempo de armazenamento em amostras refrigeradas, pode ser atribuido pela
variacdo intrinseca de cada animal, hipétese ratificada por Ruaux et al. (2012), que observaram uma baixa
variacdo na atividade de ALT em amostras coletadas no mesmo animal. Além disso, os autores relataram
que a temperatura de estocagem pode interferir na amostra, reduzindo sua variabilidade. Apesar de ser
uma constagdo para o acondicionamento de amostras em temperaturas de refrigeracido, é possivel
extrapolar essa possibilidade para os resultados de outros analitos e também para temperaturas de
congelamento, requerendo eventualmente estudos complementares com um plantel maior. Silva et al.
(2017), observaram ainda, que nas amostras congeladas, verificou-se uma pequena oscilagdo, de forma ndo
significante, em relagdo aos tempos analisados, atribuido também pela variacio intrinseca individual, além
da diferenga de volumes no processo de pipetagem das amostras durante os tempos analisados (Lemgruber
et al. 2011). Thrall et al. (2015), afirmam que o congelamento do soro ou plasma pode resultar em perda
consideravel da atividade da ALT.

Sobre a enzima AST foi percebido oscilagdo dos niveis séricos, em sua maioria sem relevancia
estatistica. Porém, com reducdo de atividade preponderantemente. Resultados que se assemelham
relativamente aos resultados de Podochemis expansa, detalhado por Camargo et al. (2019), estes que
garantem que a enzima pode apresentar resultados confiaveis se as amostras forem dosadas até 1 semana
apos o congelamento a (-20°C). Herrmann et al. (2001), citam ainda que esse comportamento de perda de
atividade pode estar relacionado a prote6lise ocasionada por proteinases do soro, bem como agregacao
proteica e alteracdes de pH. Thoresen et al. (1995), num estudo de comparacdo de diferentes formas de
acondicionamento das amostras (-20° e -70°C), observou que a enzima AST sofre mudancas de seus niveis
apenas por influéncia de temperatura. Em uma pesquisa com Rattus norvegicus, Cray et al. (2009) afirmam
ter obtido estabilidade desta enzima por até 1 més de acondicionamento em congelamento de (-20°C),
resultado que pouco se assemelha ao obtido neste estudo com Trachemys scripta elegans. A observacao de
perda de atividade da AST ao longo dos tempos de andlise, mas sem que houvesse relevancia estatistica é
descrita por Divya e Jayavardhanan (2012) sobre cies e por Singh et al. (2015) para roedores.

A LDH demostrou oscilagées ao longo dos tempos propostos na pesquisa. De TO até T8, houve
tendéncia de queda dos niveis séricos. Em T16 e T32 os valores foram superiores aos tempos anteriores,
porém sem diferenca estatistica. Em todos os tempos analisados, os valores séricos de LDH se mostraram
consideravelmente acima do valor de referéncia (20 UI/L) proposto por Campbell (2015). Este autor
reporta ainda, que valores de LDH quando acima de (1000U/L), nao se pode ignorar as possibilidades de
hemdlise, doenga hepatica ou injurias de musculatura estriada. Esta tiltima parece ser a hipotese factivel,
pois além do estresse da coleta de sangue, esta foi realizada em época de reproducdo, momento que
demanda intenso esfor¢o muscular, principalmente dos machos e que pode ocasionar o derramento dessa
enzima na circulagdo. Thoresen et al. (1995), num estudo com amostras de caninos, relata que a LDH parece
ndo sofrer influéncia dos fatores tempo e temperatura (-20°C), mas que foi observado diferencas da
estabilidade analitica da amostra de soro com a plasmatica. Colin et al. (1984) observaram que a enzima
LDH de Callithrix jacchus se mostrou instavel quando submetida a temperatura de congelamento (-20°C).
Em metodologia distinta a esse estudo, Heins et al. (1995) descrevem elevagdo de LDH em amostras
estocadas a (9°C) durante uma semana. Enquanto que Lohni e Thornton (1977) em pesquisa com soro de
equinos, afirmam que quando a amostra é armazenada por periodo acima de trés semanas a (-20°C), bem
como (24 e 48h) em temperatura ambiente (25°C) a estabilidade dessa enzima se mostrou satisfatoria.
Segundo Jones (1985), Kaneko, Harvey e Bruss (1997) o armazenamento a (-20°C) preserva algumas
enzimas, mas pode degradar outras, pois o congelamento ocasiona a formacdo de sais e a consequente
liberagdo de alguns protimeros instaveis ligados. E no ato de descongelar as amostras, esses podem se
reagregar aleatoriamente, modificando a conformagdo enzimadtica e assim, inativar ou reduzir a fungdo
enzimatica.

A Creatinofosfoquinase (CK) de forma semelhante a maioria dos elementos bioquimicos séricos,
anteriormente citados, também demonstrou oscilacdes importantes ao longo dos tempos de andlise. E
apesar de ter apresentado diminuicdo de seus niveis séricos, nos tempos T4, T8 e T16; diferindo
estatisticamente de TO. Este comportamento, se assemelha relativamente aos resultados de CK,
apresentado por Camargo et al. (2019). A CK sabidamente é uma enzima 6rgio-especifica para musculatura
estriada esquelética e cardiaca e, portanto, o aumento de atividade dela, pode estar implicado com injdrias
musculares, decorrente de intenso esforco fisico. A literatura expde diversos relatos de casos de répteis,
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com elevacgdes dos niveis séricos dessa enzima, apds crises convulsivas ou coleta de sangue laboriosa, e
embora, ndo tenha sido observada convulsio em nenhum exemplar desse plantel de Trachemys scripta
elegans, ndo se pode descartar o estresse de coleta e seus efeitos sobre fibras musculares, além do fato dos
animais estarem por ocasido de coleta, em momento reprodutivo, com intensa atividade muscular,
principalmente dos machos. E de forma andloga a enzima LDH, a CK também é composta de diversas
isoenzimas (Crother et al. 1999), e cada uma dessas podem manifestar resultados heterogénios quando
submetidas as mesmas condi¢des de acondicionamento (Cho & Meltzer 1979). Em estudos com caes, potros
e humanos, respectivamente, os autores Thoresen et al. (1995), Forsyth et al. (2006), Gislefoss et al. (2015)
relatam diminui¢cdo de atividade de CK em diferentes tempos de andlise. Ademais, Crother et al. (1999) e
Gislefoss et al. (2015), afirmam que essa enzima é termolabil, e sua estabilidade é otimizada, quando as
amostras sdo acondicionadas em compostos tidlicos, e quem eventualmente pode ocorrer diferencas
interespecificas na expressao e na conformagao das isoenzimas que compdem a CK, podendo diminuir a
atividade dessa enzima. As oscilagdes percebidas na atividade das enzimas avaliadas nas amostras de soro
congeladas a (-202C) por até 32 dias, podem ser associadas ao congelamento e posterior descongelamento
para analise, conforme supracitado por JONES (1985) e Kaneko, Harvey & Bruss (1997). Os autores afirmam
ainda, que o conhecimento da estabilidade analitica, dos constituintes bioquimicos séricos é de importancia
fundamental nas andlises laboratoriais realizadas em exames bioquimicos de rotina clinica e pesquisas
académicas. Fato que deve ser considerado, sobretudo durante a avaliacdo de atividade das enzimas, uma
vez que as oscilagdes na temperatura de acondicionamento podem alterar a velocidade da reagio catalitica
e promover a desnaturagdo das enzimas.

CONCLUSOES

Quanto ao sexo, foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para os elementos
calcio total, relacdo Ca:P, calcio ionizado (Ca**), colesterol, triglicérides e creatinina, com valores mais
elevados em fémeas e AST e LDH em machos. Verificou-se ainda, que proteinas totais, albumina, globulinas,
relacdo A:G, fosforo, relacdo Ca:P, magnésio, glicose, acido turico, ureia, amilase, ALT, AST, LDH e CK,
sofreram interferéncias ao longo dos tempos de armazenamento. Analitos como proteinas totais, relacdo
A:G, calcio total, fosforo, relagao Ca:P, Ca**, ferro, colesterol, triglicérides, acido urico, uréia, amilase, FAL,
LDH e GGT, podem ser avaliados pouco mais de um més apds o congelamento. A glicose é estavel por até 16
dias, albumina e globulinas em torno de 8 dias e AST em 4 dias, p6s-congelamento. Enquanto que magnésio,
amilase, ALT e CK sdo melhores avaliados em amostras frescas.

Conflitos de interesses.- Os autores declaram nio ter conflitos de interesse.
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Tabelas
Tabela 1. Parametros bioquimicos avaliados com as respectivas metodologias utilizadas para analise.

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo dos constituintes bioquimicos séricos de Trachemys scripta
elegans, machos e fémeas em cativeiro.

Tabela 3. Efeitos do congelamento a (-20°C) sob analitos séricos de Trachemys scripta elegans em diferentes
momentos: TO (analise imediata), T4 (4 dias), T8 (8 dias), T16 (16 dias), T32 (32 dias). Média e DP (desvio
padrdo); A/G = Relacdo Albumina Globulinas; Ca/P = Relacdo Calcio Fésforo; ALT = Alanina
aminotransferase; AST = Aspartato aminotransferase; FAL = Fosfatase alcalina; LDH = Lactato
desidrogenase; GGT = Gama-glutamil transferase; CK = Creatina-fosfoquinase.

Parametros Metodologias
Proteinas totais Biureto
Albumina Verde Bromocresol
Globulinas Céalculo: Proteina total - Albumina

Relacdo Albumina:Globulinas (A:G)
Calcio total
Fésforo
Relagao Ca:P
Célcio ionizado
Ferro
Magnésio
Glicose

Colesterol
Triglicérides

Acido tirico

Uréia
Creatinina
Amilase
Alanina aminotransferase (ALT)
Aspartato aminotransferase (AST)
Fosfatase alcalina (FAL)
Lactato desidrogenase (LDH)
Gama-glutamil transferase (GGT)
Creatina-fosfoquinase (CK)

Calculo: Albumina/Globulinas
Cresolfitaleina Complexona - CPC
Daly e Ertingshausen Modificado

Calculo: Calcio/Fésforo
Conforme recomendacoes do kit
Goodwin Modificado
Magon Sulfonado
Enzimatico Colorimétrico
Enzimatico-Trinder
Enzimatico-Trinder
Enzimatico-Trinder
Cinético Enzimatico-UV
Jaffé-Modificado
Cinético CNPG
Cinético UV-IFCC
Cinético UV-IFCC
Bowers Y McComb Modificado
Cinético UV-IFCC
Szasz Modificado
Cinético UV-IFCC
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Macho (n=15)

Fémea (n=15)

Geral (n=30)

Parametros bioquimicos Médias + DP

Proteinas totais (g/dL) 482 +1,13a 4,34 + 0,81a 458 + 0,99
Albumina (g/dL) 1,47 £0,28a 1,44 £ 0,26a 1,46 £ 0,26
Globulinas (g/dL) 3,35+1,07a 2,89 £0,72a 3,12 £ 0,92
Relacdo A:G 0,48 +0,22a 0,51 +0,14a 0,50 +£0,18
Calcio total (mg/dL) 9,58 + 1,26b 16,71 +195a 13,15+ 3,97
Fésforo (mg/dL) 3,85+1,77a 4,76 + 1,32a 431+1,60
Relagdo Ca:P 2,75 +0,70b 3,68 +0,87a 3,22 +0,91
Calcio ionizado (mg/dL) 4,87 £0,79b 8,97 + 1,33a 6,92 + 2,34
Ferro (p/dL) 105,73 +37,20a 115,46 £ 50,11a 110,60 £ 43,65
Magnésio (mg/dL) 3,52 +0,22a 3,53 +0,34a 3,52+0,28
Glicose (mg/dL) 43,26 £ 15,46a 48,47 £37,19a 45,87 £28,11

Colesterol (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)

92,00 +£30,05b
180,81+ 117,33b

185,65 + 70,08a
795,78 £ 356,49a

138,82 + 71,24
488,30 + 407,19

Acido Urico (mg/dL) 0,69  0,25a 0,58 = 0,39a 0,63 0,32
Uréia (mg/dL) 54,95 + 18,54a 76,26 +36,09a 65,61 % 30,20
Creatinina (mg/dL) 0,43 £0,20b 0,73 £0,39a 0,58 £ 0,34
Amilase (U/L) 395,51 + 192,40a 345,02 + 184,94a 370,27 + 187,19
ALT (UI/L) 27,73 £18,59a 18,40 £ 6,29a 23,06 £14,44
AST (UI/L) 415,40 £ 190,22a 161,73 £ 55,61b 288,56 + 188,68
FAL (UI/L) 232,90 + 93,72a 183,75 + 88,69a 208,32 + 93,07
LDH (UI/L) 2591,20 + 1336,95a 1319,40 + 590,17b 1955,30 + 1203,89
GGT (UI/L) 13,42 + 7,48a 12,45 +8,07a 12,94 7,66
CK (UI/L) 2092,45 + 1586,95a 1397,61 + 720,17a 1745,03 + 1261,36

Meédias nas linhas seguidas por letras distintas, sdo estatisticamente diferentes (p<0,05)
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T4 T8 T16 T32
Analito Média + DP
Proteinas totais 4,58 + 0,99ab 4,67 +1,15ab 544 +1,24a 3,72 +0,87b 4,21 +0,81b
Albumina 1,46 £ 0,26Db 1,43 £ 0,24b 1,49 + 0,25ab 1,60 £ 0,26a 1,56 £ 0,20a
Globulinas 3,12 +0,92a 3,23 +1,15a 3,94 +1,17a 2,12 +0,91b 2,64 +0,80b
Relacdo A:G 0,50 0,18 bc 0,49 + 0,20bc 0,40 +0,13c 0,99 + 0,65a 0,64 + 0,23ab
Cdilcio total 13,15+ 3,97a 13,62 £ 4,33a 13,67 +4,39a 13,70 £ 4,26a 12,67 + 3,58a
Fosforo 4,31+ 1,60 ab 4,03 + 0,95ab 3,59 + 0,96b 4,35+ 1,43a 3,60 + 1,26b
Relagdo Ca:P 3,22 + 0,91bc 3,37 £ 0,75ab 3,81 +£0,81a 3,25+ 0,76bc 3,68 £ 0,95ab
Cdlcio ionizado 6,92 + 2,34a 7,15 + 2,59a 6,63 +2,37a 7,95 + 2,82a 6,87 + 2,02a
Ferro 110,60 + 43,65a 94,26 +42,93a 99,96 + 43,44a 105,86 + 46,14a 94,16 +53,18a
Magnésio 3,52 +0,28a 3,13 +0,32c 2,70 £ 0,32d 3,18 + 0,33bc 3,47 £ 0,39ab
Glicose 45,87 +28,11ab 39,74 +11,23ab 38,75 £ 9,65ab 48,40 +13,96a 38,01 £12,39b
Colesterol 138,82 + 71,24a 130,02 + 50,46a 130,49 + 48,10a 132,51 +52,75a 125,96 + 47,43a
Triglicérides 488,30 + 407,19a 502,68 £ 432,55a 480,91 + 400,72a 455,16 + 374,63a 451,29 + 378,79a
Acido tirico 0,63 +0,32 ab 0,66 *+ 0,38ab 0,85+ 0,33a 0,51 +0,37b 0,69 + 060b
Ureia 65,61 + 30,20 ab 52,73 +32,75b 75,57 +35,39a 56,39 + 29,83ab 79,07 £ 42,03a
Creatinina 0,58 + 0,34a 0,49 £ 0,20a 0,43 +£0,23a 0,55 + 0,40a 0,43 £ 0,26a
Amilase 370,27 +187,19b 587,09 + 278,90a 561,25 + 277,25a 525,95 + 263,36ab 359,64 + 171,96b
ALT 23,06 + 14,44b 34,53 +19,61a 29,13 +16,37ab 35,50 +17.91a 32,13 +16,12ab
AST 288,56 + 188,68a 195,56 + 68,03a 116,80 + 45,84b 84,70 + 49,04b 184,56 + 83,24a
FAL 208,32 £ 93,07a 224,94 +92,08a 171,00 + 103,58a 209,10 + 115,36a 191,98 + 93,14a
LDH 1955,30 + 1203,89ab 1858,20 + 1263,52ab  1323,70+873,79b  2217,50 + 1801,11a 2596,53 + 1882,22a
GGT 12,94 + 7,66a 12,38 +7,27a 11,06 + 5,99a 9,55 +5,97a 8,75 + 5,09a
CK 1745,03 +1261,36a 581,58 + 402,55b 553,49 + 415,01b 657,39 £ 475,31b 1028,10 + 783,04ab

Médias nas linhas seguidas por letras distintas, sdo estatisticamente diferentes (p<0,05)
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PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA - a Brazilian Journal of Veterinary Research
<htip: wwwpvb combrf>, is a bilingunal journal in the form of continuous publication edited by the Colegio
Brusileiro de Patologia Animal (CEPA), in parmership with the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
[UFRR]). The Journal publishes original works of scientific contribution in broad sense pathology in the three
areas: Livestock Diseases [LD], Small Animal Diseases [SA), and Wildlife Medicine [WH].

The abbreviated title of Pesquisa Veteriniria Brasileira is Pesq. Vet. Bras.

In the three areas, Pesq. Vet. Bras. publishes Original Articles, Critical Literature Reviews and Topics of
General Interest. Case Reports are accepted only in the Wildlife Medicine area, only for clinicopathological
desecriptions of diseases not yet reported in the scientific literature.

The Original Papers should contain research results not vet published and not submitted to other journals.
Literature Reviews should be critical and consist of subjects of the Author's line of research.

Topics of General Interest should be of great importance and based on the significant experience of the authors.
The Case Reports must be unpublished, with clinical importance, conservationist or associated with forensic
medicine.

The opinions and concepts emitted are the responsibility of the authors. The Editorial Board of the Journal,
assisted by the peer review, may suggest or ask for modifications in the text. The Author’s rights to the accepted
papers are preserved.

A maximum of eight authors can only exceed for research papers involving three or more institutions. In
articles with more than eight authors, each Author’s contribution must be present at the end of the manuseript.

Pesq. Vet Bras. has been edited since 1981 and publishes subjects on natural and experimental diseases.
The Journal publishes results from diagnostic investigations of animals’ natural and emerging diseases, especially
those affecting herds in Brazil. The submission of topics on animal diseases related to public health is encouraged.
In its broad sense, Pathology is the flagship of the Journal, including laboratory diagnestic, epidemioclogy, clinics,
and others. Manuscripts on anesthesia, surgical techniques, animal husbandry, and nutrition [except for deficiency
diseases or poisonings by any element or food additives]) are excluded from this Journal's publication interest. The
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Forthe preparation of the manuscript, authors must follow the format indicated by the Journal, which can be found
under “Instructions for Authors”, “Submission of articles” on the journal webpage
(http: //www.pvb.com.br/instructions to authors.pdf). Submission of articles outside the presentation standards
will not be considered for publication and will be immediately rejected.

Dear Author, to reduce as much as possible the evaluation time of your article, proceed by following the
submission steps, as follows:

ORGANIZATION AND PREPARATION OF THE MANUSCRIPT

Papers should be prepared in all details according to the style of the Journal in order to be peer-reviewed. Tables
and Figures should be submitted separately from the text.

1. Organize the article in TITLE, ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS,
RESULTS, DISCUSSION, CONCLUSION(S) (the last three preferably as separate chapters), Acknowledgements,
Conflict of interest statement, and REFERENCES:

a. The TITLE should be concise and indicate the article's content; inform details of scientific identification in
the MATERIALS AND METHODS.

b. Names of authors with several first and family names should be shortened, e.g., simplify Claudio Severo
Lombardo de Barros to Claudio S.L. Barros or Barros C.S.L. The Corresponding Author should guarantee contact
with the Editorial Board of PVB.

c. The Heading of the ABSTRACT should contain the shortened and inverted names of the authors, year, title,
and the postal address of the laboratory or institution where the central part of the research was done. Compare
the authors of the paper and their listing in the Heading of the Abstract to avoid discrepancies.

d. The footnote of the first page should contain the complete professional address of each Author (in the
language of the Author's country, Portuguese, Spanish, English, etc.) as well as the underlined e-mail of the
Corresponding Author.

e. The ABSTRACT should be a well-explained version of the Portuguese RESUMO, followed by "INDEX
TERMS,” which should include terms of the title, as they are not only Additional Index Terms.

f. The RESUMO should contain (1) the title [within brackets and in bold type], (2) what has been investigated,
indicating the materials and methods used, (3) the most important results, and (4) the conclusion, followed by
*TERMOS DE INDEXACAO" (which also include words of the title, as they are not only Additional Index Terms).

g The INTRODUCTION must be short, with a citation of the specific literature, followed by the research's
objective.

h. In MATERIALS AND METHODS, provide all data necessary to repeat the study.

i. In RESULTS, present the data obtained in a concise form.
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j- In DISCUSSION, confront the results with the literature. Avoid mentioning research development or future
planning te aveid the journal's commitment to publish the results.

k. Base the CONCLUSIONS only on your results.

L Do not mention Ackmowledgements in the text or feomotes, but after CONCLUSIONS.

m. State any conflict of interest or "none” if tis the case.

n. The REFERENCES should include all citations presented in the text. Write the list of References in
alphabetical and chroneolegical erder, in the language in which they were consulted (Portuguese, English, Spanish,
German, ..), beginning with the first Author's family name, followed by all other authors of the respective
reference, in high and low case letters. Each Author's name should be divided only by a comma, followed by year,
title, and the publicaton data (unabbreviated in case of doubt about abbreviation), according to
<http: / wanwpvibecomubr =,

2. The style of the Journal has to be met as follows:

a. Font Cambria at 10 pitch, simple space between lines; page format A4, with 2cm margins (superior,
inferior, left and right), text in one column justified. Place Figure captions below the list of References; do not
repeat the captions along with the images of the Figures. Submit Figures and Tables separately.

b. ABSTRACT and RESUMO are written in only one paragraph and should not contain references.

. The articles should be concise and, whenever possible, written in the past tense.

. The scientific names should be presented in full (p.ex Palicourea marcgravii] at the beginning of each chapter
[Tide, Abstract, Resumo, Intreduction, ete.) when they appear for the first time, followed with the abbreviation of
the genus (p.ex P. marcgravii).

&, In the Title of Tables and Figure captions, write the sclentific names in full

f. In the text, calls to footnotes are given in Arabic numbers, in crescent order through the whole paper, without
using "Insert final note” of Word Nete: Do not wse spaces between numbers and their units to aveid separating
them inte two lines (p.ex: 100ppm, 10mm, 50cm, 18x10cm, F<0.05. The abbreviation for the number is "n"" and
not “n*"; for degree Celsius "°C” and not ™'C",

g Tables and Figures should be cited in the text with their respective numbers in crescent order.

h. Abbreviations of institutions should be put within parentheses after the institntion's full name when
presented for the first time,

i Citations of the literature in the text are given by "auther and year” (p.ex Pierezan 2021). Cite papers with
two authors using both names (p.ex. Giaretta & Pimentel 2020), Cite papers with more than twe anthers in the text
by the first Anthor's name followed by "et al." and the year (p.ex. Gava et al. 2019). If tweo articles' citation is
identical, make the distinction by adding small letters after the year of publication (p.ex. Panziera 2018a, 2018h).
The citation order in the text should be chronelogical (p.ex. Badial et al, 2017, Armién et al. 2018).

j» Consult the full text of all cited articles; if not possible, cite the original reference in the manuscript text as,
pex, Bancroft (1921); and then, in the List of References, it should appear as Bancroft 1921, wuwe. title, .. Journal ...
[Apud Suvarna & Layton 2013). Also, include this in-full-consulted reference in the List of References.

k. The wse of "personal communication” and "unpublished data” should be exceptional and cited in the text as
Author and Year (Barbosa 2016) and the List of References: Barbosa 2016, Personal Communication
(Universidade Federal do Pard, campus Castanhal, Brazil).

L Figure captions (p.ex "Fig3. e "] should be suffidently informative for understanding (because Figures
are independent of the text).

m. Title of Tables should be written in bold, and the Heading (titles of the columns) should be in clear [not
bold), written in high and low case letters, and separated by two long horizontal lines, There are noe vertical lines
and no gray bottom; exceptionally, horizontal lines can exist. The calls for footmotes should be in small letters or
other signs but not in Arabic numbers. Tables should be submitted in .doc or .doct Word format (not as images)
to allow corrections according to the Journal's style.

n. Submit complex data as graphics (should be referred to as Figures) in 2D without gray bottom and
horizontal lines. Write graphics, including text, with Cambria at 10 pitch,

3. Figure presentation:

a. Format and dimension. Images must be in TIF format, RGE channel, 85mm long, and 300 dpi resolution
[pixelfinch] for color fizures and &00 dpi (pixel/inch) for black & white fizures (graphics and maps).

b. Numbering. The figures must be named separately and identified only by numbers in the order they are
cited in the text (Fig. 1, Fig. 2, Fig. 3, ete.). To identify the fisures, do not use letters (Fiz. 1A, 1B, 1C, ete.).

. Identification of structures. If it is necessary to highlight specific structures within the image, use font
"Cambria 8 points", black or white, or black or white arrows depending on the figure’s background.
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d. Grouping of fignres. Figures can be grouped on boards. Make sure all fisures are named sequentially. All
figures that will compose the board mnst be sent separately and, preferably, have the exact dimensions, If
necessary, a sketch with the layout can be suggested. However, the final grouping will be done by the image editor,

&, Micrographs. Scale bars are not mandatory.

f. Subtitles. Each figure must have a self-explanatory legend. It should describe what is seen in the image and
explain any abbreviations or symbols used. Example of capton format:

*Fig.1. Description of the image, Diagnosis, organ or tissue, animal species, case number. Histochemical
staining methed [HE, PAS, ete.) or immunohistochemical (5100, K267, Vimentin, etc.)"™

When describing immunohistochemistry results, use the term "immunolabeling” instead of "staining” or
"positive,”" Indicate where "immunclabeling” ccourred (nuclear, cytoplasmic, and membranous) and to what
extent. Finally, the objective lens used in micrographs must be indicated [obj.10x, obj.20x obj.40x, etc.). Figures
legend mmst appear in the main manuscript file, after the References.

4. All references cited in the text should be included in the List of References. Before submitting the paper,
discrepancies have to be corrected by the Author. The system ScholarOne blocks antomatically if such disparites
exist.

5. Examples for References:

] blished ientific i 1

Groch ELR., Diaz-Delgado | Santos-Neto E.B., keda [.M.P., Carvalho RR. Oliveira B.B., Guari EB., Flach L, Sierra E.,
Godinho AL, Fernandez A. Keid LB, Soares B.M, Kanamura C.T, Favero C., Ferreira-Machado E. Sacristan .,
Porter B.F,, Bisi T.L., Azevedo AF, Lailson-Brito |. & Catio-Dias [L. 2020, The pathology of cetacean morbillivirus
infection and comorbidites in guiana dolphins during an unu=sual moertality event (Brazil, 2017-2018). Vet. Pathol.
57(6):845-857. <https:/ fdxdoi.org/ 10,1177 /030098582 0954550 <PMid: 3296481 1>

Maolessi F.A., Cecco B.S., Pohl C.B., Borges BLE., Sonne L., Pavarini 5.P, & Driemeier I, 2021, Causes of death in beef
cattle in southern Brazil. I Vet Diagn, Invest., 33(4)-677-683.
<https:// dedoiorg/ 10,1177 /10406387211007952> <PMid:33834923>

Bertolini M., Schwertz C.L, Vielmo A, Piva M.M,, Bilhalva L.C., Pavarini 5P, Driemeier D, & Sonne 5. 2021. Pathological
and microbiclegical findings in fatal cases of salmonellosis in captive Bothrops snakes in southern Brazil. |. Comp.
Pathol. 186:7-12. <htips:/ fdeded.org/ 10.1016/j.jcpa2021.04.011>
[Mote- The first letters of the words in the title of papers published in journals are small, It is preferable to indicate
the number of the respective issue.)

Eooks

Marsh P, & Martin M. 1992, Oral Microbiology. 3rd ed. Chapman and Hall, Londen, p. 167-19&

Tokarnia C.H.,, Brito MLF., Barbosa ].D., Peixoto P.V. & Débereiner ]. 2012, Plantas Toxicas do Brasil para Animais de
Produgio. 22 ed. Helianthus, Rio de Janeiro, p.305-348.
[Mote- The First Letter in the Words of the Title of Books Should be Capital.)

Lhapters of books

Uzal F.A, Platmer B.L. & Hostetter M. 2016, Alimentary system, p.1-257, In: Maxie M.G. (Ed.), Jubb, Kennedy and
Palmer's Pathology of Domestic Animals. Viol.2, §th ed, Elsevier, 5t Louis, Missouri

Barros C.5.L 2007. Doengas viricas: lencose bovina, p.159-169, In: Riet-Correa F,, Schild AL, Lemos RAdA & Borges
J-BJ. (Eds), Doengas de Buminantes e Equideos. Vol.1. 32 ed, Pallotti, Santa Maria, RS,

Tokarnia C.H., Brito M.F., Barboesa ]I\, Peixoto P.V, & Ddbereiner | 2012, Plantas que afetam ¢ funcionamento do
coragie, p.27-94, In: [bid. (Eds). Plantas Toxicas do Brasil para Animais de Producido, 22 ed, Helianthus, Rio de
Janeiro.

Di . AT
Rech RER 2007, Alteragdes no encéfalo de bovinos submetidos 3 vigilincia das encefalopatias espongiformes

transmissiveis. Tese de Doutorado. Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria. 228p.
[Mote: Use articles that originated from dissertations or theses instead of these].
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Abstracts published in Events

Massa AT, Potter LA, & Bradway D. 2016, Epizootic bovine abortion outbreak in Eastern Nevada cattle, Annual

Meeting American College of Veterinary Patholegists [ACVP), New Orleans, Lousiana. (Abstract D-50]

Mendonga F.5, Almeida V.M., Albuquerque R.F,, Chaves H.AS., Silva Filho G.B., Braga T.C., Lemas B.0. & Riet Correa F.

20116, Paralisia laringea associada i deficiénrcia de cobre em caprinos no semiirido de Pernambuco (IX Endivet,
Salvader, BA). Pesq. Vet. Bras. 36(5upl.2)-50-51. (Resuma)

Pierezan F., Lemos R.AA, Rech BB, Rissi LR, Kommers G.D., Cortada V.C.L.M., Mori A.E. & Barros C.5.L 2007. Raiva

em equinos. Anais X1 Encontro Nacional de Patologia Veterindria, Campo Grande, M3, p.145-146. (Resumo)
[Wote: If available, look for the full articles instead of just the abstract),
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