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RESUMO

Hydromedusa tecrifera (cagado pescogo-de-cobra) pertence a Familta Chelidae.
Ordem Testudines e Classe Repulia. No Estado do Parana, essa especie € encontrada
na bacia do Rio lguacu; sdo ammais pouco estudados mas sabe-se que sofrem
perturbagoes decorrentes da acentuada poluigdo, extragdo ntensiva de areia e invasao
urbana das varzeas. O cagado tornou-se alvo de estudos apos ter sido encontrado no
Rio fguacu devido ao segundo mator acidente ambiental brasileiro. ocorrido em Julho
de 2000, decorrente do derramamento de quatro milhdes de litros de oleo da refinaria
da PETROBRAS, no municipio de Araucaria-PR. Dentre os 36 cagados resgatados no
local do acidente ambiental. dez animais (grupo acidente) foram mantidos em um
biotério instalado no Hospital Veterinario da UFPR, juntamente com 12 cagados
capturados a montante do [ocal do acidente (grupo montante) e 13 cagados capturados
no Zoologico de Curitiba (grupo reteréncia). O objetivo desse trabalho foi analisar os
parametros hematologicos e bioquimicos e o nivel de metais pesados e arsénico no
sangue ¢ musculo dos trés grupos de cagados. No periodo compreendido entre os anos
de 2000 e 2002, foram realizadas 16 colheitas de sangue de todos os cagados para
avaliagdes hematologicas (eritrograma e leucograma) e bioquimicas (fosfatase
alcalina, uréia, creatinina, acido uUrico e colinesterase). Trés analises (sangue e
musculo) foram realizadas em nove cagados para a dosagem de metais pesados e
arsénico. Dentre os parametros hematologicos avaliados, houve diferenga significativa
na contagem total de eritrocitos para o grupo montante, na contagem total de
leucocitos para o grupo acidente e na contagem diferencial de heteréfilos e basoéfilos
para o grupo acidente. Para as variaveis bioquimicas ndo houve diferenca significativa
entre os grupos. Na analise de metais pesados e arsénico observaram-se altos indices
de alguns compostos no grupo acidente. Os resultados obtidos nesse estudo mostraram
que poucos parametros sanglineos foram alterados no grupo acidente, mas essas
alteragdes correlacionam-se com o acidente ambiental. Por meio desta pesquisa foi
possivel estabelecer valores basais, hematologicos e bioquimicos para f. tectifera ja
que a literatura corrente ndo apresenta valores normais para essa especie.



ABSTRACT

Hydromedusa tectifera (side-necked turtle) belongs to Chelidae Familv, Testudines
Order and Reptilia Class. In Parana State. this species is found in lguagu River basin.
[t 1s poorly studied. but it 1s known that 1t 1s disturbed due to accentuate pollution.
mtensive extraction of sand and urban mvasion. The purpose of the study of side-
necked turtles was due to the second biggest Brazilian environmental accident, found
in [guagu River, in July 2000. due to leakage of four mitlion liters of cuseana o1l from
PETROBRAS refinery m Araucaria City, Parana State. Out of 36 freshwater turtles
from accident place, ten animals (accident group) were kept in an animal house system
of Vetermary Hospital (UFPR) together with twelve animals captured above the
leakage of o1l in lguagu River (up stream group) and fifteen animals captured in the
Curitiba Zoo (reference group). The purpose of this study was to analyse not only
hematological and biochemical parameters, but also arsenic and heavy metal levels in
the blood and muscle of these treshwater turtle groups. In the period between the vears
2000 and 2002, sixteen blood sampling were performed all animals for hematological
(ervtrogram and leukogram) and biochemical (alkaline phosphatase, urea, creatinine,
uric actd and cholinesterase) analysis. Three other samplings (blood and muscle) were
performed in nine animals to determine arsenic and heavy metal levels. Among the
hematological parameters evaluated, the red blood cell count for up stream group:
white blood cell count for accident group, basophils and heterophils differencial count
for accident group were statistical significant. The biochemical parameters did not
show significant difference among the three groups. In the arsenic and heavy metal
analysis 1t was observed high levels of some compounds in the accident group. The
results obtained in the present study demonstrated that some hematological parameters
were changed in accident group, but these alterations are related to the environmental
accident. With this study it was possible to establish basal values for A. rectifera,
although the current literature does not present normal values for this species.



1 INTRODUCAO

O género Hydromedusa é formado por amimais que pertencem a Familia
Chelidae, Ordem Testudines (que compreende cerca de 300 espécies), da Classe
Reptilia. As duas espécies conhecidas do género Hyvdromedusa sﬁo H. rectifera e H.
maximilliani. Sdo anumais com habito de vida aquatico (exclusivamente agua doce) e
sua alimentagdo ¢ baseada em algas e pequenos peixes e moluscos que habitam o
fundo dos rios JACKSON, 1991, p.230).

A Ordem Testudines ¢ composta de répteis que ‘possuem carapaga. E a
ordem mais primitiva dentre os répteis vivos, e ¢ aparentemente uma linhagem de.
i‘épteis primitivos (como indicado pela sua carapaga. nﬁ'o,espeéializada). Os exemplares
da Ordem Testudines estdo presentes em todos os continentes, exceto na Antartica. As
-especies marinhas ocorrem predominantemente nas aguas tropicais dos oceanos
Atlﬁntico, Pacifico e Indico, mas muitas também ocorrem distantes-dessas aguas
(ERNST e BARBOUR, 1989, p.4).

As espécies pertencentes a Familié Chelidae, que se caracterizam pela
presenga de um longo pescogo lateralizado, estdo confinadas as-porgdes leste da
América do Sul e Austrdlia; algumas espécies também ocorrem em Nova Guiné. A
caracteristica marcante desta familia ¢ a presenga de articulagdes convexas no final da
quinta € oitava vértebras éel‘vicais. O pescogo pode ser tio longo quanto o
comprimento da carapaga, caracteristica que esta presente em exemplares do género
australri:émo Chelodina e nas espécies do género A ya’rwﬁedusa,, encontrado na América
do Sul (ALDERTON, 1988, p.179).

Uma marcada tendéncia na Familia Chelidae é a redugido dos 0S50S neurais,
~os quais formam uma série completa somente nos géneros Che_/zi.s' e Hydromedusa
(HARLESS e MORLOCK, 1979, p.35). '

As duas espécies do género Hydromedusa, H. maximiliani e H. tectifera

(figura 1) sdo reconhecidas por seu pescogo extremamente longo e pela posigdo unica
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do escudo nucal. que ¢ lateralmente expandido e esta excluido do contato com a
porgdo anterior da carapaca pelos escudos marginais (HARLESS ¢ MORLOCK, 1979.
p.40).

FIGURA 1 - EXEMPLAR DE Hydromedusa rectifera (CAGADO PESCOCO-DE-
COBRA).

NOTA: Foto gentilmente cedida pelo Prof. Rogério Ribas Lange, UFPR.

Na Ameérica do Sul, as espécies de Hydromedusa podem ser encontradas no
sudeste do Brasil, no Uruguai e no nordeste da Argentina. No Parand, H. reclifera
encontra-se principalmente na bacia do Rio Iguagu. juntamente com o cagado-preto
(Acantochelys spixii) e o cagado-rajado (Phrynops williamsi). Essas espécies sdo
pobremente estudadas, porém sabe-se que sofrem perturbagdes decorrentes da
acentuada poluigdo, extragdo intensiva de areia e invasdo urbana das varzeas
(ALDERTON, 1988, p.172).

Hydromedusa tectifera tornou-se alvo de estudos apos ter sido encontrada no
Rio Iguagu (figura 2), durante o segundo maior acidente ambiental brasileiro, ocorrido
em 16 de Julho de 2000, decorrente do derramamento de cerca de quatro milhdes de
litros de dleo da refinaria da PETROBRAS (Petroleo Brasileiro S.A.), municipio de

Araucaria, Estado do Parana, Brasil.
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Logo apos o acidente foram resgatados. no Rio lguagu. 169 (39%) animais
mortos € 113 (41%) vivos. deste total. 121 (44%) eram aves. sendo 35 (29%) vivas e
86 (71%) mortas: 86 (31%) répteis, sendo 72 (84%) vivos e 14 (16%) mortos: 8 (3%)
mamiferos. sendo 4 (30%) vivos ¢ 4 (30%) mortos: 3 (2%) antibios. sendo 2 (40%)
vivos e 3 (60%) mortos e 33 (19%) peixes mortos.

Durante o periodo compreendido entre 18 de Julho e 23 de Agosto de 2000,
os 113 animais resgatados vivos passaram por um processo de reabilitagdo (remogdo
do oleo. hidratagio parenteral e aquecimento). A mortalidade durante o periodo de
reabilitagdo for de 97% para as aves. 8% para os répteis. 30% para os mamiferos e
50% para os anfibios (LANGE et al.. 2001. p.41).

Dentre os 72 répteis resgatados vivos. 36 eram cagados pescogo-de-cobra
(Hyvdromedusa iecufera). que representou o maior namero de sobreviventes desse
acidente ambiental. logo seria considerada a principal espécie potencialmente

bioindicadora da poluigdo do Rio lguagu.

FIGURA 2 - RIO IGUAGU. EXTENSAO DO VAZAMENTO DE OLEO NA
REGIAO DE ARAUCARIA, ESTADO DO PARANA.

PARANA

Foz g¢
iguasy
b0 SO

relétricas

Cidades com risca no
abastecimentn de agua

FONTE: FABRINI, 2000.



A seguir. serao descritas as principais caracteristicas hematologicas e

bioquimicas de répteis, mais especificamente de queldnios.

I.1 COLHEITA DE SANGUE EM QUELONIOS

A avaliagio do estado de satde e diagnostico de doengas em animais
silvestres freqiientemente requer a colheita de material biologico apropriado para
investigacdo laboratorial JACOBSON, 1993, p.144).

A quantidade total de sangue que pode ser seguramente colhida de um réptil
depende do seu tamanho e do seu estado de satde. O volume sangiiineo total em
répteis varia conforme a espécie, mas geralmente representa de 3 a 8% do seu peso
corporal total. Muitos répteis toleram a perda de cerca de 0% do seu volume
sangiiineo total, sem nenhum efeito adverso a satde (MADER, 2000. p.1126).

Locais para obtengao de amostras de sangue em quelonios sdo: coragdo, veia
jugular, veia ou artéria braquial, veia coccigea ventral, seio orbital, veia escapular e
pelo corte das unhas (JACOBSON, 1993, p.145).

A pungdo intracardiaca, embora ndo recomendada, tem sido usada em
queldnios jovens antes da calcificagdo da carapaga, a agulha pode ser passada através
do plastrdo, até¢ o coragdo. Em quelonios adultos, que tém a carapaga calcificada, a
perfuragdo do plastrdo para a pungdo cardiaca torna-se mais dificil (JACOBSON,
1992, p.51).

Em cagados e tartarugas, o seio orbital pode ser usado para obtengdo de
pequeno volume de sangue em tubos capilares. No entanto, deve-se evitar dano dos
tecidos peri-oculares e possiveis traumas a cornea (JACOBSON, 1993, p.146).

Em queldnios, os vasos associados com os membros raramente podem ser
visualizados através da pele. Em adig¢do, os vasos linfaticos dos membros sdo bem
desenvolvidos, entio a obtengdo de sangue desses vasos pode resultar em

hemodiluigdo com linfa (JACOBSON, 1992, p.54).
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Os locais mais utilizados para pun¢do sangiiinea em quelonios sdo a veia
Jugular e a artéria carétida. O maior problema encontrado para puncionar esses locais
estdo na extensdo e controle do pescogo e cabega do animal (JACOBSON, 1992.
p-39). Quanto aos cagados do género Hydromedusa, que tem como caracteristica um
pescogo bastante longo, recomenda-se a punc¢do da veia jugular (GARCIA-

- NAVARRO e PACHALY, 1994, p.126).

Muitas tartarugas, cagados e crocodilianos possuem grandes seios venosos
pareados imediatamente caudais a regido occipital, esses seios sdo locais onde pode ser
feita a pungdo de um volume suticiente de sangue. Benett (1986) descreveu esta
técnica em.tanamgas marinhas e ¢ considerada o método preferido para venopungio
ein quelonios e crocodilianos (FRYE. 1991, p.210). -

Em geral, para estudos hematoldgicos, o sangue deve ser colhido em tubos
contendo o anticoagulante EDTA (acido etilenodiaminoacético). No entantd, o EDTA
causa hemolise em dlgumas espécies de répteis, especialmente em queldnios; éntﬁo, 0
‘uso do anticoagulante heparina torna-se necessério. O plasma heparinizadd pode ser
usado para anéliAses bioquimicas (CAMPBELL, 1996, p.248). |

A heparina pode causar manchas azuladas no esfregaco sangiiineo e
agrupamento de trombocitos e leucocitos em répteis (MADER, 2000, p.1129). Os
esfregacos de sangue de répteis serdo melhor avaliados se forem “elaborados com

sangue sem nenhum tipo de anticoagulante (CAMPBELL, 1996, p.248).

12 HEMATOLOGIA DE QUELONIOS

O principal local de produgdo das células sangiiineas de répteis e anfibios € a
medula 0ssea, mas alguns orgdos viscerais, como figado e bago, por exemplo, também
podem assumir essa fungdo (CANFIELD, 1998, p.793). | | |

A avaliagdo do hemograma e do esfregago sangiiineo ¢ uma importante

ferramenta de diagnostico para répteis. Dados hematologicos proporcionam indicios da
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existéncia de condi¢des que podem estar afetando os componentes celulares no sangue
periférico desses ammais. O hemograma pode ser usado para detectar anemia.
inflamagdo, parasitemia, neoplasia hematopoiética e desordens de hemostasia. A
avaliagdo do hemograma inclui analise dos eritrédcitos. leucocitos e trombocitos no
sangue periféfico (CAMPBELL. 1996. p.248).

A morfologia das células sangiiineas varia consideravelmente entre grupos
{(por exemplo, répteis e aves) ¢ entre diferentes espécies de réptets (por exemplo.
iguanas e quelonios) (FRYE, 1991, p.221).

A avaliacdo laboratorial dos eritrocitos ou eritrograma de. répteis inclui:
hematocrito, concentragio de hemoglobina, contagexﬁ de eritrocitos totais e
observagio dos eritrocitos em esfregaco sangiiineo corado (FRYE,"1991, p.221)..

A técnica manual padrio péu‘a obtencdo do hematocrito € por centrifugacdo
de tubos capilares a 12:000 x g por cinco minutos. Valores normais de hematocrito
para répteis estdo entre 20 e 40% (CAMPBELL, 1996, p.248).

A concentragdo de hemoglobina pode ser determinada usando-se as mesmas
técnicas para mamiferos, pelo método da Cianometahemoglobina. Valores médios
normais para concentragdo de hemoglobina em répteis estdo entre 6 e 12 miligramas
por decilitro de sangue (CAMPBELL, 1996, p.249).

A contagem total de eritrocitos em répteis pode ser feita manualmente por
meio de hemocitometro (também chamado de camara de Neubauer) ou por contadores
eletronicos de células, previamente calibrados para a espécie em questio (MADER,
2000, p.1127).

A avaliagdo- dos leucocitos ou leucogréma inclui o calculo total de
- leucocitos, determinagdo da contagem diferencial de leucocitos e avaliagdo da
morfologia das células em esfregaco sangiiineo corado. Os leucdcitos granulécitos de
réptets sdo classificados em: heterofilos, eosinofilos e basofilos, baseado na aparéncia -
da célula em esfregagos sangiiineos corados com corantes do tipo Romanowsky (por

exemplo, corante de Wright). Os leucdcitos mononucleares sdo representados pelos



linfocitos, monodcitos e azurofilos (MADER, 2000, p.1128).

A contagem total de leucocitos no sangue de répteis pode ser determinada
em hemocitometro, em contadores eletronicos de células ou por estimativa no
estregaco sangiiineo corado. Conta-se o numero total de leucocitos no estregago em
aumento de 40 vezes, em dez campos diferentes. A media desses dez campos deve ser
multiplicada por 1000, para ter o numero total de leucocitos por milimetro cubico de

sangue (JACOBSON, 1993, p.148).

)

.1 Descrigdo das Células Sangiiineas de Quelonios

1)

1.1 Entrécitos

A contagem total de eritrocitos em répteis pode variar de acordo com a
estagdo do ano, temperatura ambiente, sexo (machos tém mais eritrocitos do que
fémeas em algumas espécies) e estado nutricional; no periodo pré-hibernagdo existem
mais eritrocitos do que no periodo pos-hibernagio (CAMPBELL, 1996, p.249).

Em répteis existe uma rela¢do inversa entre o tamanho do entrécito e o
numero total de eritrdcitos circulantes. O témpo de vida médio de eritrocitos na
circulagdo, para o cdo e o gato, ¢ de 68 e 115 dias, respectivamente, comparados ao
intervalo de 600 a 800 dias em répteis. Suspeita-se que esse longo periodo de vida dos
eritrocitos seja devido a baixa taxa metabolica de répteis comparados aos mamiferos
(MADER, 2000, p.1128).

Os eritrocitos de répteis sdo elipsoidais, com um nicleo posicionado
centralmente. Possui de 13 a 25 pum de diametro. O citoplasma cora-se em rosa-
alaranjado e possui textura homogénea. O nucleo torna-se mais condensado conforme
a célula fica mais velha (CAMPBELL, 1990, p.197).

Eritrocitos imaturos podem estar presentes no sangue periférico de repteis

em casos de crescimento, ecdise e anemia regenerativa. Essas células sdo menores que



os eritrocitos maduros. possuem um nucleo grande e citoplasma basofilico
(CANFIELD, 1998, p.790).

A policromatofilia ¢ um bom indicador de anemia responsiva em répteis.
Nucleo mitético, binucleagido ¢ outras anormalidades nucleares sdo descobertas em
réptets com anemias regenerativas, doengas inflamatorias ¢ durante o periodo pos-
hibernagdo. Anisocitose, policromatotilia e poiquilocitose sdo achados comuns no
sangue de réptets normais, mas podem estar exagerados no doenca (MADER, 2000.

p.1128).

1.2.1.2 Leucodcitos

1.2.1.2.1 Heterofilos

O heterofilo ¢ uma célula exclusiva de répteis, peixes, aves ¢ alguns
mamiferos, como o coelho, por exemplo. Possui de 16 a 19 um de didmetro. Essa
célula torna a interpretagdo do hemograma dificil, pois sua morfologia varia entre
grupos, géneros e espécies de répteis. Funcionalmente, o heter6filo de répteis € similar
ao neutrofilo de mamiferos. Essas células respondem a infecgdes e inflamagdes e sua
fungdo primaria ¢ a fagocitose. Em répteis saudaveis, os heterofilos correspondem de
30 a 45% do total de leucocitos (MADER, 2000, p.1129).

O aumento de heterofilos no sangue de répteis, denominado heterofilia,
indica resposta a uma doeng¢a inflamatoria (infec¢do ou injuria tecidual). Estresse,
neoplasias e leucemia mieldide podem causar heterofilia. Em quelonios, os granulos
dos heterofilos sdo tdo numerosos que deslocam o nucleo para a periferia da célula. O
nucleo cora-se em azul claro e pode aparecer lobulado em algumas espécies de
lagartos (MADER, 2000, p.1129).

Heterdfilos imaturos ndo sdo comumente vistos no sangue periférico de

répteis. A presenga dessas células geralmente indica excessiva demanda de heterofilos



maduros, em casos de severas infecgdes. A presenca de heterofilos anormais
(vacuolizados, com basofilia citoplasmatica, degranulagdo. etc) sao indicagdes de
infecc¢do bacteriana ou doenga inflamatoria (CAMPBELL, 1996, p.250).

Os heterofilos sdo capazes de fazer a fagocitose de bacterias e debris
celulares, também podem estar associados com reagdes imunes tais como alergias e
imunidade a parasitas (CANFIELD, 1998, p.797).

O numero de heteréfilos no sangue periférico de répteis € mtluenciado pela
“estacdo do ano: um aumento de heterdfilos ocorre no verdo e uma diminuicio durante

o periodo de hibernagio (CAMPBELL, 1996, p.250).

1.2.1.2.2 Eosmofilos

O eosinéfilo de répteiS ¢ diferente do de mamiferos. Em réptets, caracteriza-
se por ser uma célula grande (A1-O a 14 pun de diametro), com granulos citoplasmaticos
eosinofilicos estéricos, que reage positivamente a corantes a base de peroxidase. O
nucleo pode ser.simples ou lobulado e geralmente se.apresenta no centro da célula
(MADER, 2000, p.1130). |

O tamanho dos eosinofilos varia conforme a espécie: cobras tém eosinofilos
maiores, tartarugas e crocodiliands t€m eosinéﬁlos intermediarios e lagartos tém
eosinofilos pequenos (CAMPBELL, 1996, p.250). -

‘A contagem total de eosinéfilos no sangue de répteis saudaveis varia de 7 a
20%, maS'ocorremv-variag:f)ers com a estagdo do ano, sendo que as menores contagens
ocorrem ﬁo Verdo e as maiores no inverno. Lagartos, em geral, possuem baixo namero
de eosinofilos circulantes (FRYE, 1991, p.232). |

Eosinofilia ¢ também influenciada por estimulo parasitario ou outros
estimulos antigénicos. Em réptéis da Familia Chelidae, os eosin(’)ﬁ-lqs participam da
resposta imune fagocitando complexos imunes (CAMPBELL, 1996, p.250).

_E dificil distinguir eosinofilos e heterdéfilos em ndo-mamiferos. Em répteis ¢



comum ndo diferenciar essas células, entdo o numero total de eosinofilos e heterofilos
¢ representado como acidofilos. Essas duas células podem ser facilmente distinguidas
por meio de Aco.rantes citoquimicos. os granulos do eosinofilo coram-se com benzidina
peroxidase ao passo que os granulos do heterotilo nao se cordm (ALLEMAN et al..

1992, p.1646).

1.2.1.2.3 Basofilos A

O basofilo de répteis ¢ muito semelhante ao basofilo de mamiferos. Sao
células pequenas, com granulos citoplasmaticos que se coram em puiﬁura, e nucleo
central nﬁ'o‘.lobulado, O nucleo freqileﬁtemente esta encoberto pelos granulos
citoplasmaticos (MADER, 2000, p.1130). |

O tamanho dos basofilos varia, conforme a especie, de 7 a 20 pm. Lagartos
©em  basofilos pequenos e quelonios e crocodilianos tém Dbasofilos maiores
(CAMPBELL, 1996, p.250).

A fungdo dos basofilos em répteis é muito semelhante a dos basofilos em
mamiféros: estdo envolvidos com o processamento de imunoglobulinas de superficie e
liberagdo de histamina (MEAD, BORYSENKO e FINDLAY, 1983, p.335). Basofilia
ﬁode ocorrer ‘na presenga de parasitas sangiiineos (como Haemogregarina e
Trypanosoma) e efn infecgoes virals (CAMPBELL, 1996, p.251).

Diferentemente: dos - demais leucécitos de réptets, 0s basofilos . nio
apresentam variaqﬁb sazonal. Médias normais de basofilos no sangue estdo entre 0 e
40%, dépendendo da espécie de réptil. Queldnios t€m uxﬁ alto niimero de basofilos na
circulagdo quando comparado é outras espécies, em alguns casos a contagem total de
basofilos pqde" ultrapassar 50 ou 60%; esse alto nimero de baséfilos no sangue de
queldnios néo estd associado a patologias (CANFIELD, 1998, p.800).

O basofilo é comumente encontrado no sangue de répteis ndo-hibernantes. O

numero de baséfilos diminui na circulagdo durante o periodo de hibernagdo (FRYE,



1991, p.242),

1.2.1.2.4 Linfdcitos

Assim como em mamiferos, os répteis também tém linfocitos pequenos (5 a
10 um) e grandes (15 pwm); os pequenos linfocitos sdo freqiientemente confundidos
com trombocitos (ALLEMAN et al., 1992, p.1649).

O citoplasma dos linfocitos de repteis € basofilico, pode conter pequenos
granulos azurofilicos e projegdes citoplasmaticas uregulares (CAMPBELL, 1990,
p.198).

Os lLintocitos de répteis originam-se do timo, medula 0ssea, bago e outros
tectdos linfopoiéticos. As células B sdo responsaveis .pela produgdo de algumas
imunoglobulinas e as células T moderam a resposta imune (CAMPBELL, 1996,
p.251).

Como em outras células sangiiineas de répteis, existe uma influéncia sazonal
no nimero de linfocitos circulantes no sangue periférico; baixa contagem de linfocitos
ocorre durante o inverno e no periodo de hibernagio e alta contagem ocorre durante os
meses quentes; isto sugere que a resposta imune de répteis seja menos eficiente
durante os meses mais frios (FRYE, 1991, p.251).

Para a matoria dos répteis, os linfécitos sdo as células mais prevalentes na
circulagdo, podendo ultrapassar 80% em algumas espécies. O numero de linfécitos é
menor em machos e também em animais desnutridos. Linfocitose pode ocorrer na
presen¢a de inflamacdo, doengas virais, cicatrizagdo de feridas e em certas doengas
parasitarias (CAMPBELL, 1996, p.250). |

Em casos de bacteremia, os linfécitos de répteis sdo freqiientemente
observados com inclusdes que contém microorganismos. Sob condi¢des de severo

estresse ou neoplasia linforreticular, linfécitos jovens podem ser encontrados na



circulagdo periférica. Durante os periodos de ecdise (troca de pele) a contagem de

linfocitos tende a diminuir discretamente (FRYE. 1991, p.257).

1.2.1.2.5 Monocitos

Os monocitos de répteis sao muito similares aos monocitos de mamiferos.

Sdo as martores células sangiiineas (8 a 20 um), apresentam citoplasma

moderadamente granular, com ou sem vacuolos. com nucleo riniforme (CAMPBELL,
1990, p.198).

Normalmente os monocitos de répteis aparecem menos do que 10% do total
de leucocitos. Em cobras, a contagem de monocitos chega a 15 ou 20% (MADER,
2000, p.1131).

Assim como os basofilos, os monocitos apresentam pouca variagdo sazonal.
A contagem total de monocitos pode aumentar com estimulacdo antigénica € em
doengas infeciosas, monocitose persistente sugere um processo infeccioso cronico. Os
monoctos tém um importante papel na resposta inflamatoria, em ¢ranulomas e na
formacdo de células gigantes. Em répteis, os monocitos participam das interagdes
antigeno-anticorpo, especialmente envolvendo IgM e IgY (CAMPBELL, 1996, p.251).

Os monocitos sdo precursores dos macréfagos. A transformagdo em
macrofago ocorre principalmente nos tecidos, mas pode ocorrer na circulagdo
sangilinea (CANFIELD, 1998, p.802).

Bactérias, debris celulares, vactiolos e outros materiais particulados podem

ser descobertos no citoplasma de monocitos ativos de répteis (FRYE, 1991, p.269).

1.2.1.2.6 Azurofilos

O termo azurofilo refere-se a uma forma celular semelhante aos mondcitos,
que contém numerosos granulos citoplasmaticos que se coram em purpura € com 10 a

17 um de didmetro. Essas células ocorrem em anfibios e répteis (principalmente em



cobras) (CANFIELD, 1998, p.798).

O azurdfilo for descrito em reptets inicialmente por Frye em 1973 e
denominado de neutréfilo azurofilo. Segundo FRYE (1991, p.220), réptets saudaveis
| possuem de 3 a 7% de azurofilos na contagem total de leucocitos e raramente excede
10%.

MOURA et al. (1999, p.46) descreveram o azurofilo no sangue do jacaré-rdo-
pantanal (Caiman crocodilus yacare) como sendo uma célula com contorno irregular,
citoplasma intensamente Dbasofilico éom granulos - citoplasmaticos fortemente
azurdfilos. O nucleo apresenta-se esférico, com contorno irregular e posigdo
excéntricé. _

ALLEMAN et al. (1992, p.1646) encontraram ézuréﬁlos no sangue do
testudineo terrestre Gopherus agassizii; a célula caracterizou-se pela presenga de
7 pequenos granulos citoplasmaticos azurofilicos. 7 |

- Segundo CAMPBELL (1996, p.251) os azurofilos ocorrem em grande
nimero em muitas espécies de cobra, podendo chegaf a 20% do total der-l_eucc')citos.
SALAKIJ et él. (2002, p.37) encontraram azuréfilos como o segundo leﬁcécito mais
observado (cerca de 36%) em cobras d'agua (Homalopsis buccata), segundo esses
autores, o azurdfilo estaria relacionado com a fagocitose de trypanosomas.

Acredita-se que a contagem de células azurofilas 'téndé a aumentar, em

répteis, com estimulo antigénico e doengas infecciosas (MADER, 2000, p.1131).

1.2.1 .3: Trombocitos -

O tromboécito de réptets é polimorfico, € comumente descoberto em
- agregados e tem caracteristicas e fungdes similares as plaquetas dos mamiferos. Possui
‘nﬁcl.eo elipsoidal; nucleos pélimérﬁcos sdo associados a doengés_inﬂamaférias.,rSeu
tamanho varia de 8 a 16 pm de didmetro (CANFIELD, 1998, p.809).

Os trombdcitos tém importante papel na coagulagdo do sangue, formagdo de



trombos e cicatrizagdo de feridas (MADER, 2000. p.1128).

O numero normal de trombocitos na circulagio de répteits varia entre
espécies e de acordo com alteragdes ambientais. Médias normais estdo entre 25 e 250
trombocitos por 100 leucdcitos (CAMPBELL, 1996, p.252).

A vdi‘ferenciaqﬁo entre trombocitos e lintocitos de répteis € dificil.
Similarmente aos linfocitos, os trombocitos possuem nucleo basotilico, citoplasma
claro e ocasionalmente podem apresentar granulos azurofilicos, quando ativados o

citoplasma pode apresentar vacuolizagdo (ALLEMAN et al., 1992, p.1649).

1.3 BIOQUIMICA PLASMATICA DE QUELONIOS

1.3.1 Uréia

Os répteis sdo uricotélicos, ou seja, ndo formam uréia como produto final do
metabolismo de nitrogénio pois esse € direcionado a biossintese de purinas, resultando
~em acido trico (TROIANO et al,, 2001, p.16). Logo, os valores normais para uréia
sangiiinea sdo baixos (menores que 10 mg/dl) para a maioria dos répteis. No entanto,
valores normais para alguns quelonios terrestres sio mais altos do que para outros
répteis, com valores entre 20 e 100 mg/dl (CAMPBELL, 1996, p.253). |

Concentragdes plasmaticas elevadas de uréia podem ocorrer em répteis‘que
habitam areas desérticas, especialmente algumas espécies de cagados (CAMPBELL,
1996, p.253).

A uréia plasmatica age aumentando a osmblalidade plasmatica, reduzindo a
- perda de agua corporal. Elevagdes na uréia plésmética, em répteis, podem estar
relacionadas com doenga renal, azotemia pré'-renal e grande quantidade de proteina na

dieta (CAMPBELL, 1996, p.253).



1.3.2 Creatinina

A creatinina é filtrada livremente através dos glomérulos renais e aparece no
filtrado glomerular na mesma concentragdo em que esta no plasma (FINCO, 1997,
p.471).

Valores normats de creatinina plasmatica em réptets sdo geralmente muito
baixos. A creatinina de répteis pode estar elevada em casos de severa desidratagdo e
doenga renal; no entanto, a mensuragdo da creatinina plasmatica parece ser um teste
insignificante para diagnosticar doengas renais e pré-renais em répteis (CAMPBELL,

1996, p.253).

1.3.3 Fostatase Alcalina

A enzima fosfatase alcalina esta amplamente distribuida no organismo de
répteis; no entanto existem poucas informagdes em relagdo a interprefagéo de valores
séricos elevados dessa enzima para esses animais. Em alguns répteis, a elevada
atividade sérica da fosfatase alcalina pode estar relacionada com atividade
osteoblastica aumentada ou doenga hepatobiliar. Normalmente, atividade aumentada
da fosfatase alcalina no soro ou plasma podera ocorrer em répteis jovens quando
comparado com adultos da mesma espécie. Valores de referéncia normais para

fosfatase alcalina em répteis sdo muito variaveis e dependem da espécie em questdo

(CAMPBELL, 1996, p.253).

1.3.4 Acido Urico

O metabolismo uricotélico esta associado ao desenvolvimento do ovo e o
metabolismo ureotélico esta associado a viviparidade. Em lugar da amoénia, que €
tdxica, o ovo elimina nitrogénio na forma de 4cido Grico porque mesmo a uréia seria

nociva em excesso. Esse fato condiciona o comportamento uricotélico preferencial de
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réptels e aves, ja que os mamiferos, que sdo viviparos. ndo necessitam excretar
nitrogénio como acido arico e o fazem principalmente como uréia, para detoxificacdo
da amonia produzida (BACILA, 2003, p.485).

O acido arico € o produto final do catabolismo primario de proteinas,
nitrogénio ndo protéico e purinas em répteis. Do total do nitrogénio excretado, 80 a
90% estdo na forma de acido urico em répteis terrestres (TROIANO et al., 2001, p.18).

Valores normais para acido urico sangtiineo estao entre zero ¢ 10 mg/dl, para
a maioria dos répteis. Valores acima de 15 mg/dl sdo considerados elevados.
Hiperuricemia pode estar associada com doenga renal severa e gota urica.
Nefrocalcinose associada com altos niveis de calcio na dieta ou hipervitaminose D
podem resultar em hiperuricemia (CAMPBELL, 1996, p.253).

Bacteremias e septicemias severas, drogas nefrotoxicas (tals como
aminoglicosideos e sulfas) podem causar doenga renal, que tera como conseqiiéncia a
elevagdo dos niveis sangiiineos do acido urico (CAMPBELL, 1996, p.253).

A dosagem do acido urico sangiiineo ndo € um teste sensitivo para doenga
renal em répteis, pois mais de dois tergos dos rins devem estar afuncionais para que
haja elevagdo na concentragdo do acido urico sangiiineo. Répteis carnivoros tém
maiores concentragdes de acido urico no sangue do que répteis herbivoros, ja que
dietas com altos teores de proteina e uréia podem aumentar a concentragdo do acido

arico (CAMPBELL, 1996, p.253).

1.3.5 Colinesterase Plasmatica

A colinesterase foi descoberta em 1906. Em 1943, descobriu-se que existem
dois tipos de colinesterases: colinesterase verdadeira e pseudocolinesterases. A
colinesterase verdadeira é chamada de acetilcolinesterase, e a propionilcolinesterase e
a butirilcolinesterase sdo classificadas como pseudocolinesterases (KOZLOVSKAYA

etal, 1993, p.117).



A fungio da butirilcolinesterase no organismo dos animais € ainda obscura.
Acredita-se que essa enzima, assim como a acetilcolinesterase, esteja associada com o
metabolismo da acetilcolina. Sabe-se que a acetilcolinesterase e a butirtlcolinesterase
diferem significativamente em propriedades cinéticas e especificidade a substratos
(KOZLOVSKAYA etal., 1993, p.119).

A acetilcolinesterase esta presente na medula espinhal. nas fibras pré-
canglionares do sistema nervoso autdnomo simpatico e parassimpatico, nas fibras
motoras simpaticas € na membrana dos eritrocitos. € uma enzima essencial para a
transmissdo sinaptica colinérgica nos sistemas nervosos central e autdonomo e nas
terminagdes nervosas dos musculos estriados (SPINOSA, GORNIAK e BERNARDI,
1999, p.62). A principal fungdo da acetilcolinesterase ¢ a hidrolise da acetilcolina, o
mediador de sinapses colinérgicas no sistema nervoso. Existem dados que indicam a
participagdo dos sistema acetilcolinesterase-acetilcolina na condutancia neural ao
longo do axonio (KOZLOVSKAYA etal., 1993, p.120).

A inibi¢do da colinesterase plasmatica tem sido utilizada como parametro
indicativo de exposi¢do a compostos organofosforados e carbamatos. porém ja foram
encontradas alteragdes nessa enzima por outros compostos, como metais pesados e
organoclorados (BAATRUP, 1991, p.256). Detergentes e hidrocarbonetos sdo
substancias que podem conter inibidores da colinesterase plasmatica. No entanto,
pouco se sabe sobre a relagdo entre as propriedades cinéticas da colinesterase de
organismos aquaticos e o efeito nibitério de poluentes com agdo anticolinesterasica
(MONSERRAT e BIANCHINI, 2001, p.63).

O peixe Barbus conchonius, apds exposigdo a niveis agudamente toxicos de
cadmio, apresentou aumento da atividade da acetilcolinesterase no cérebro, musculos
esqueléticos e figado, mas a enzima se mostrou inibida nas branquias (GILL,
TEWARI e PANDE, 1991, p.503).

Em outras espécies aquaticas, principalmente cagados e tartarugas, ndo

foram encontrados relatos sobre a influéncia que o contato com metais pesados pode



ter em relagdo a atividade da colinesterase plasmatica.

1.4 ARSENICO E METAIS PESADOS

O petroleo possui algumas substancias toxicas em sua composi¢do. tais
como: hidrocarbonetos aromaticos, arsénico e metais pesados (cobre, chumbo.
A_ merctrio e cddmio) (CLARKE e CLARKE, 1978, p.29).

Sabe-se que os metais pesados, dentre outros poluentes quimicos, prejudicam
b sistema Imune e provocam estresse em animais e no homém._O estresse mediado por
poluentes quimicos causa mudangas morfofisiologicas. como a proliferagdo celular -
(tumor de pele, por exemplo, que tem sido documentado em algumas especies
aquaticas) e uma maior predisposicdo a agentes infecciosos (AGUIRRE et al.,, 1994
p.-IIO). Além disso. os metais pesados sdo capazes de levar a malformacdes tanto
estruturais como funcionais no organismo dos animais e do homem (SPINOSA,
'GORNIAK e BERNARDI, 1999, p.63).

Pouco tem-se estudado sobre contaminantes ambientais em- réptets, e
somente alguns trabalhos tém sido'pubrlicados sobre metais pesados em quelonios
(AGUIRRE et al., 1994, p.111). |

Os metais pesados ndo podem ser destruidos e sdo altamente reativos do
poﬁto de vista fluimico, o que explica a dificuldade de encontra-los em estado puro na
natureza. Normalmente apresentam-se em concentragdes muito pequenas, associados a
outros elementos quimicos, formando minerais em rochas. Quandé langados na agua,
na forrﬁa de residuos industriais, poderﬁ ser absorvidos pelos tecidos animais e
vegetais. Os metais contidos nos tecidos dos organismos vivos também sdo
‘depositados nos sedimentos, ;eprésentando um estoque permanente de contaminagdo
para fauna e flora aquaticas (ZAKRZEWSKI, 1991, p.207). |

O chumbo, o mercirio, o.caidmio e o arsénico sdo elementos que ndo existem

naturalmente em nenhum organismo, tampouco desempenham fung¢des nutricionais ou



bloquimicas em microorganismos, plantas ou animais; ou seja, a presen¢a desses
metais em organismos vivos € prejudicial em determinadas concentragdes (CLARKE e

CLARKE. 1978, p.32)

141 Chumbo

O chumbo ¢ usado na industria petrolifera na fase de adi¢do do chumbo
tetraetila a gasolina para aumentar seu poder antidetonante. Devido a presenga desse
elemento na gasolina, a vegetagdo proxima as rodovias pode ter at¢ 500 ppm de
chumbo (CLARKE e CLARKE, 1978, p.47).

Apesar da poluigdo por chumbo ser essencialmente um problema urbano, as
terras agricolas, lagos e fios tém sido freqiientemente afetados por esse metal pésado.
O chumbo tem muitos efeitos t()f(icos, incluindo 1nibicdo da formagdio de células
vermelhas, danos renais e ao sistema nervoso. O mecanismo de toxicidade do chumbo
ainda € pouco conhecido, mas sabe-se que ele inibe a a¢do de alguns sistemas
enzimaticos (ZAKRZEWSKI, 1991, p.207).

Os smais de intoxicagdo aguda por chumbo em bovinos e ovinos sao:
convulsdes, espasmos musculares;tetani'a e Obito, que pode ocorrer apos duas horas do
inicio dos sinaié clinicos; em intoxicagées cronicas observam-se anorexia, constip_agio,
danos renais, decﬁbito lateral é mbrte. Suinos sdo considerados mais resistentes a
intoxica¢des por chumbo -do que outros animais domésticos. A ingestio diaria-de seis a
sete e de dois a quatro miligramas por quilograma de peso constituem doses letais para
.bovmos e equlnos respectlvamente Dose de dez miligramas por quilograma de peso
por d1a leva a oblto um cdo em até sete semanas (CLARKE e CLARKE, 1978,.p.62).

Segundo. TURK e CASTEEL (1997, p.829) a intoxicagdo por chumbo
interrompe a sintese do grupamento heme da hemoglobina a mvel da formaqao da
protoporfirina e causa o acimulo do 4cido delta-aminolevulinico. O aumento da

excregdo urindria deste metabolito € indicativo de intoxicagdo por chumbo.
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Em cdes intoxicados por chumbo observam-se anorexia, vomito, colica.
diarréia, salivagdo e convulsoes epileptiformes. Em g¢atos, os sinais clinicos sdo
semelhantes aos observados em cdes (CLARKE e CLARKE, 1978, p.67).

Qualquer que seja a via de absor¢do, o chumbo vai ao figado onde parte ¢
excretado pela bile, outra parte ¢ armazenada, e uma terceira fragdo atinge a circulagdo
na forma de fosfato de chumbo, que serd depositado nos ossos (93%), figado, rins,
baco, cérebro e musculos (CLARKE e CLARKE, 1978, p.71).

Poucos estudos sdo feitos em relagdo a acdo do chumbo em queldnios, mas
" muitos trabalhos tratam do assunto em espécies de peixes. Segundo BAATRUP (1991,
p.254) a presenga de chumbo no organismo de peixes causa aumento dos niveis de
histamina, serotonina, lipideos, colesterol e proteinas séricas; mas causa a diminuigdo
do GABA e da acetilcolinesterase .

A 1nvestigagdo histoquimvica da agdo do chumbo no organismo de peixes
demonstrou que esse metal se acumula em ossos, branquias, bago 'e figado; esses

animais também podem demonstrar anemia (GILL, TEWARI e PANDE, 1991, p.503).

1.42 Mercurio

O merclrio, como muitos outros metais pesados, sofre o problema da
bioacumulagdo, e escassas quantidades desse metal sdo concentradas por algumas
espécies animais. A forma organica do mercurio, o metilmercurio, ¢ altamente toxica.
A forma inorganica também ¢ toxica, mas ndo ¢ facilmente assimilada pelos
organismos biologicos (ZAKREZWSKI, 1991, p.213). |

Os sinais de intoxicagdo sdo dependentes da quantidade e da periodicidade
de exposi¢do ao metal, e a longo prazo sua toxicidade ocorre principalménte aos
sistemas nervoso € renal. Apds absor¢do oral, o mercurio distribui-se pela corrente
sangiiinea aos rins, figado e musculos. O mercurio possui efeito teratogénico e, no

organismo animal, tem altas taxas de acumulagdo e baixas taxas de excregdo



(ZAKREZWSKI, 1991, p.215).

Os sinais de intoxicagdo aguda em animais domésticos sdo: gastroenterite e
diarréia, choque e nefrite aguda. Em bovinos 6bito pode ocorrer rapidamente apds
colica e hipertermia (CLARKE e CLARKE, 1978, p.85).

Segundo BAATRUP (1991, p.257) o mercurio ataca fosfatos e cadeias de
proteinas, causando alteragdes estruturais e inibigdo de enzimas pelo bloqueio de
grupamentos sulfidrilicos; também liga-se e altera a configuragdo de purinas,
pirimidinas e acidos nucléicos, e mterfere com a integridade estrutural e propriedades
fisicas das membranas das células.

O mercurio ¢ altamente toxico para peixes; em concentragdes subletais causa

injurias estruturais, fisioldgicas e bioquimicas ao sistema nervoso desses animais

(BAATRUP, 1991, p.257).

1.4.3 Cadmio

O cadmio € um dos elementos quimicos mais téxicos. A nivel bioquimico,
esse metal pode afetar negativamente o DNA, o RNA, a sintese de ribosomos e
também pode desativar uma série de sistemas enzimaticos. No organismo, o cadmio é
conhecido por ser teratogénico e embriotoxico (RIE, LENDAS e CALLARD, 2001,
p.20).

O principal sinal clinico de intoxicagdo por cadmio, em animais domésticos,
¢ a incoordenagdo, no entanto pode-se encontrar anemia, ulceragdo de estdmago e
degeneragdo gordurosa de figado e rins. Envenenamento experimental de ratos com 62
ppm de cadmio causou hipertrofia cardiaca, severa anemia e hiperplasia de medula
0ssea (CLARKE e CLARKE, 1978, p.90).

A exposig¢do cronica ao cadmio pode causar disfun¢do renal, anemia e ma
formagdo Ossea em seres humanos. Em coelhos, o envenenamento cronico pode

causar anemia hipercromica microcitica. Em bovinos, cerca de 82% do cadmio
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ingerido ¢ excretado nas fezes e apenas 0,022% ¢ excretado no leite. Os efeitos toxicos
do cadmio podem ser magnificados devido sua habilidade de bioacumulagdo em
tecidos e sua baixa taxa de excregdo (ZAKRZEWSKI, 1991, p.216).
| As rotas primarias de exposi¢do ao cadmio. para o honiem. sdo: inalagdo.
dieta e absorgdo cutinea. Dentre as espécies animais, as rotas de exposi¢do podém ser
- similares, no entanto a distribui¢do em tecidos-alvo e bioacumulagdo podem variar. A
.distribuig:ﬁo organica do cadmio tem sido descrita em muitas espécies de anfibios.
tubardes, tartarugas e peiXes (RIE, LENDAS e CALLARD. 2001, p.23).
O cadmio tem uma agdo téxica para peixes que varia de moderada a severa. 7
Os efeitos de intoxicagdo por cadmio em organismos aqﬁéticos sdo intensificados
muitas vezes se ha presenca de outros metais, como cobre € zinco (GILL; TEWARI ¢

PANDE, 1991, p.504).

1.4.4 Cobre

O cobre ¢ largamente difundido na natureza; é Qm metal essencial, sendo
parte integral de muitas enzimas, nb enfanto, em niveis elevados torna-se um metal
téxiéo ao organismo do homem e dos animais (CLARKE e CLARKE, 1978, p.96).

Segundo BACILA (2003, p.101) Ao-. cobre faz parte da glicoproteina
pla.smética' cerﬁloplasmina, que é a responsavel pelo transporte d"eA ferro atraves da
membrana celular. |

" Nos arﬁmﬁis domeésticos, 0s sinais de intoxicac;ﬁo aguda por cobre 530
nausea, vomito, Salivagﬁo, dor abdominai, taquicardia, convulsdo e morte. O exame
post mortem ‘mostra severa gastroenterite e congestdo de bago, figado e rins.
Intoxicagdes cronicas poderh acarretar sindrome hemolitico-hepato-renal. Poucos
dados existem sobre os efeitos toxicos desse metal em animais. 'Sjabe'-se que a dose
toxica de sulfato de cobre, via oral, é de 25 a 50 mg/kg.em cordeiros, 130 mg/kg em

ovelhas e 200 mg/kg em bovinos (CLARKE e CLARKE, 1978, p.99).



O cobre ¢ altamente téxico para peixes, algas e dafnias (GILL, TEWARI e
PANDE, 1991, p.505). A toxicidade nesses organismos resuita da interagdo do metal
com a membfana celular e devido a processos lipoperoxidativos. O aumento da
formagdo de radicais livres e a peroxidagdo lipidica levam a um severo estresse celular

(BAATRUP, 1991, p.257).

1.4.5 Arsénico

O arsénico pode- ser encontrado em duas formas: inorganico (que permanece
por um longo tempo retido nos tecidos) e organico (que é:removido rapidamente dos
tecidos) (ZAKRZEWSKI, 1991, p.218).

Apos absorgdo oral de subétfmcias arsenicais, absor¢do pela pele ou inélagﬁo,
o arsénico dirige-se ao figado, riné, bago e pulmodes; também pode ser depositado em
pélbs, ossos e tecidos ricos em grupamentos sulfidrilas (CLARKE e CLARKE, 1978,
p.101).

Em animais, a exposi¢do oral aguda pode causar danos gastrointéstinais e
neurologicos. A exposigdo crénica ao arsénico provoca neurotoxicidade (afetando
 sistema nervoso central e perifér_ico) e alteragdes vasculares periféricas que podem
Acausar. lesdes cutdneas (CLARKE »e CLARKE, 1978, p.104). 7

Estudoé em animais dé laboratério mostram que a instilagdo intratraqueal de
substincias arsenicais | pode causar inflamagio e hiperplasia pulmonar, e
IMunossupressio. Doses de 27 a 64 ppm de arsénico sdo consideradas letais para

.bovino:s'. Os sinais clinicos de intoxicéc;ﬁo por arsénico; ém animais domésticos, sdo:
dor abdominal, éolapso e paralisia (CLARKE e CLARKE, 1978, p.110).

| Muifos trabalhos indicam as concentragdes criticas e letais de compostos
arsenicais para diferentes esbécies de peixes; entre essas publicagdes existe uma
grande diferenga entre as concentragdes letais, ja que a concentragdo toxica do

arsénico depende diretamente da forma quimica em que se encontra (acido arsénico,



arsenato ou arsenito) (GILL, TEWARI e PANDE, 1991. p.502).

Pouco se sabe sobre o género Hydromedusa, e mais especificamente sobre
Hydromedusa ieciifera, afinal nao existem relatos que descrevam a biologia dessa
espécie. A maioria das referéncias hematologicas e bioquimicas disponiveis para
répteis citam valores genéricos para animais saudaveis de apenas alguns géneros da
Classe Reptihia, dificultando a avaliagdo clinica desses animais.

~ Os valores hematologicos fornecem informagdes basicas para controle e
» avaliagdo ségura dos animais, permitindo a identifica¢do de patologias. A bioquimica
sangiiinea tem papel fundamental e reconhecido na Medicina Veterinaria dos animais
domésticos, mas para a matoria das especies selvagens. incluindo o cagado pescogo-
de-cobra, ha escassez de parﬁmeﬂoé de referéncia. A utilizagdo desses parametros
permite uma avaliagido dos animais doentes, das condi¢des e qualidade de seu habitat e
do impacto ambiental sobre eles.

Este trabalho tem por finalidade principal a determinagdo dos parametros
hematolégicos (eritrograma -e leucograma), bioquimicos plasméficos (fosfatase
alcalina, uréia, 4cido Urico, creatinina e colinesterase plasmatica) e analise de arsénico,
cobre, chumbo, mercirio e cadmio no sangue e misculo de cagados pescogo-de-

cobra.; além de uma analise desta espécie como bioindicadora de poluigdo ambiental.
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MATERIAL E METODOS

8]

.1 POPULACAO ESTUDADA E BIOTERIO

Apos o acidente ambiental. em Julho de 2000, 56 cagados pescogo-de-cobra
foram resgatados no Rio Iguacu e levados ao Passeio Publico (Prefeitura Municipal de
Curitiba), Estado do Parana, onde passaram por um processo de despetrolizagdo
(remogdo do dleo) com sucessivos banhos com agua aquecida a 40° C e detergente
liquido neutro. Depois disso os animais foram secos com auxilio de toalhas, receberam

fluidoterapia celomatica e foram aquecidos por lampadas.

FIGURA 3 - BIOTERIO INSTALADO NO HOSPITAL VETERINARIO DA UFPR.

I8

NOTA: Foto gentilmente cedida pelo Prof. Rogério Ribas Lange, UFPR.

Dos 56 cagados resgatados no local do derrame de petroleo, dez foram
levados a um biotério instalado no Hospital Veterinario da UFPR (figura 3). O biotério
possui area coberta de 30 m’, com cinco metros de altura, provido de sistema de
ventilagdo e algumas telhas transparentes que permitem a difusdo da luz natural. Nesta
sala também ha 12 tanques de fibra de vidro (de capacidade de 1000 litros cada) com

aproximadamente 23 centimetros de tanque preenchidos com agua. A agua dos



tanques era filtrada continuamente e sua temperatura era controlada por termostato a
aproximadamente 25° C.

Os animais permaneceram em luz artificial fluorescente por 12 horas ao dia.
€ uma vez por semana, durante uma hora, cada animal recebeu luz ultra-violeta -UV-
(super UV fluorescente - 3% UVB e 7% UVA). Cada tanque possuia duas caixas
plasticas abertas bilateralmente (27cm x 44cm x 13cm), usadas de abrigo para os
cagados. |

Junto com os dez cégados do resgate, foram mantidos 27 cagados (no mesmo
biotério e sob as mesmas condi¢des) que formaram o grupo controle. Desses 27
a‘n_imais, I5 pertenciam ao grupo referéncia (animais pl‘océclerltes do-Zoologico de
Curitiba ¢ recebidos de doagdo) e 12 pertenciam 20 grupo montante (ahimais
capturados no Rio lguagu, a montante do local do derrame de 6leo). Todos esses
ahimais‘foram subdivididos. nos 12 tanques existentes no- biotério. Cada cagado
recebeu uma marcagdo numérica na carapaga. A mzircac;ﬁo dos animais dos grupos
montante e referéncia era precedida pela letra correspondente ao grupo que o animal
pertencia (M = montante e R = referéncia). |

Os cuidados diarios com os cagados incluiam: inspegdo visual de cada
animal, limpeza manual da agua do tanque para remogdo de residuos (sobras da
alimentagéo_, fezes e escamas cutdneas) com o auxilio de uma _réde especial, e
alimentagdo a base de peixe fresco. Semanalmente pesavam-se todos os animais. A
agua dos tanques era trocada a cada 15 dias, e durante esse processo os tanqués eram

limpos com escova e dgua. -

2.2 DIMORFISMO SEXUAL (SEXAGEM)

Segundo FRYE (1991, p.215) os cagados machos possuem uma concavidade
no plastrdo, caracteristica ausente nas fémeas. No entanto, os animais mais jovens ndo

possuem dimorfismo sexual evidente por meio da observagdo do plastrio. A
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diferencia¢do sexual pode ser feita também pela observagdo da cauda: os machos
possuem uma cauda mais longa e larga do que as fémeas e a cloaca dos machos é mais
distal que a das fémeas. Nesse trabalho. a diferenciagdo entre machos e fémeas foi

feita pela observagdo da presenga ou auséncia da concavidade no plastrio.

2.3 COLHEITA DE SANGUE

Um total de 16 colheitas de sangue de todos os cagados foram realizadas
periodicamente, entre os anos de 2000 e 2002, para avaliagdes hematologicas e
bioquimicas. Os resultados obtidos das colheitas realizadas em 2000 (nos meses de
Outubro e Dezembro) ndo foram computados nesta pesquisa, pois tiveram como

objetivo a padronizagdo de técnicas hematologicas para Hvdromedusa tectifera.

FIGURA 4 - COLHEITA DE SANGUE REALIZADA POR PUNCAO DO SEIO
SUPRA-OCCIPITAL EM Hydromedusa tectifera.

NOTA: Foto gentilmente cedida pelo Prof. Rogério Ribas Lange, UFPR.

Inicialmente, durante o ano 2000, as colheitas de sangue dos cagados foram
realizadas por pungdo da veia jugular; mas essa técnica exigia que os animais fossem
previamente deixados por cerca de 20 minutos em agua aquecida a 25" C, a fim de

promover vasodilatagdo e facilitar a obtengdo de sangue. Como essa técnica dispendia



muito tempo, passou-se entdo a colher o sangue dos cagados por pungdo do seto supra
occipital. O seio venoso supra occipital, localizado na-articulagdo atlanto-occipital.
permite uma pung¢do rapida e de volume suficiente de sangue (figura 4).

Aproximadamente dois mililitros de sangue foram colhidos de cada cagado,
em cada colheita. Para a pun¢do sangiiinea utilizaram-se seringas descartaveis de trés
mililitros e agulhas descartaveis 13 x 4,5,

As laminas para a contagem diferencial dos leucocitos foram confeccionadas
com uma gota do sangue proveniente da agulha usada durante a colheita. O restante do
éangue foi aéondicionado em tubos heparinizados.

Todas as colheitas de sangue foram realizadas no biotério onde os animais

estavam instalados, no Hospital Veterinario da UFPR.
2.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

As analises hematoldgicas descritas a seguir foram realizadas no Laboratdrio
de Patologia Clinica do Hospital Veterinario da UFPR.

2.4.1 Hematocrito

Para determinagdo do hematdcrito foi utilizado o método do
microhematdcrito. Utilizou-se tubos heparinizados, que foram centrifugados a 2000 x
g por cinco minutos, em microcentrifuga. A propor¢do entre o volume de elementos

figurados foi estimada em porcentagem, com auxilio de uma escala padronizada.

2.42 Dosagem de Hemoglobina Total

A concentragdo de hemoglobina foi determinada pelo método da
cianometahemoglobina, que mede todos os tipos de hemoglobinas circulantes. Esse

método consiste em adicionar 20 microlitros de sangue total em cinco mililitros de



solugdo reagente de cor, que tem ferricianeto e cianeto de potassio. O ferricianeto de
potassio transforma o ferro da hemoglobina do estado ferroso para o férrico, formando
a metahemoglobina que, por sua vez, combina com o cianeto de potassio formando um
pigmento estavel, denominado cianometahemoglobina. A intensidade de cor obtida €

entdo determinada em espectrofotometro a 540 nm.

2.43 Contagem de Eritrocitos Totais

Utilizou-se sangue total heparinizado diluido 1:100 em solugao de Azul de
Toluidina a 0,01%, que foi colocado em camara de Neubauer. Apos alguns minutos os
elementos celulares depositaram-se no fundo da camara e a contagem foi efetuada sob
microscopia optica, contando-se o numero de eritrdcitos de cinco quadrados diagonais
do quadrado central (area de contagem de eritrocitos) do reticulo da camara. O numero
de eritrocitos obtido foi multiplicado por 4000, para obtengdo do numero total de

eritrocitos por microlitro de sangue (ZINKL, 1986, p.257).

244 Contagem de Leucdcitos Totais

Para a contagem total do numero de leucdcitos foi utihzada a mesma diluigdo
que permitiu a contagem de eritrocitos totais. Os leucdcitos foram contados em todos
0s quadrados, da area de contagem de eritrocitos, do reticulo da camara de Neubauer.
O nimero obtido for multiplicado por 1000 para obtengdo do numero total de

leucocitos por microlitro de sangue (ZINKL, 1986, p.258).

2.4.5 Diferencial das Células Sangiiineas

A contagem diferencial dos leucocitos foi obtida mediante leitura dos
esfregacos sangiiineos corados com corante hematolégico de Wright. De cada 1amina

obteve-se a média de 200 células contadas. Os leucdcitos foram diferenciados em:



heterofilos, eosinofilos, basdfilos, mondcitos, linfocitos e azurdfilos. A leitura foi

efetuada sob microscopia Optica em objetiva de imersdo (100x).

25 DETERMINAGCAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Fosfatase alcalina, uréia, creatinina e acido urico foram determinadas no
- plasma heparinizado dos cagados com auxilio de Kkits bioquimicos comerciais
(Bioclim®) e leitura em. espectrofotometro (Meirolab 330). O plasma foi obtido apos
centrifugagdo do sangue total a 2000 x g por cinco minutos.

As analises bioquimicas foram realizadas no -Laboratério de Patologia-

Clinica do Hospital Veterinario da UFPR.

2.6 ATIVIDADE DA COLINESTERASE PLASMATICA

Para medir a atividade da enzima colinesterase utilizou-se o método de
" ELLMAN et al. (1961, p.90), modificado para microplaca por STURM et al. (1999,
p.5). Trata-se de um rhétodo fotocolorimétrico que bermite quantificar a atividade da
enzima em amostras de plasma. |

A atividade da enzima ¢ medida de acordo com o aumento da coloragio |
amarela produzida pela tiocolina quando reage com o ion 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoato

(DTNB) de acordo com o acoplamento das seguintes reagdes:

AchE

Acetiltiocolina — tiocolina + acetato

Tiocolina + DTNB — cor amarela

- A leitura foi realizada em espectrofotometro de microplaca (Sunrise, Tecan)
em 412 nm. _
A concentragdo protéica das amostras foi detefminada segundo BRADFORD

(1976; p-250). Para isso utilizou-se dez microlitros de amostra de plasma diluido 1:40
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e 250 fnicrolitros do reagente de Bradford diluido 1:5. Para a curva padrio foi
utilizado BSA (soro albumina bovina). A leitura foi realizada em espectrofotometro de
microplaca (S‘unrise, Tecan) em 610 nm.

A determinagdo da atividade da colinesterase plasmatica for realizada no

Laboratorio de Toxicologia Ambiental do Departamento de Farmacologia da UFPR.

2.7 DOSAGEM DE ARSENICO E METAIS PESADOS

Foram realizadas trés dosagens de metais pesados (cadmio, chumbo, cobre e
mercurio) e arsénico. As analises foram feitas em amostrzis de sangue heparinizadas e
no mﬁsculc_) de animais de cada grupo (acirdeme, referéncia e montante).

Em Setembro de 2001 foram analisadas as concentragdes de metais 'pesados
e arsénico em fragmentos de masculo das patas posteriores de alguns cagados que
haviam morrido. As patas dos animais estavam congeladas e haviam sido separadas
d‘urrante’necr()psia realizada logo ap6s.o 6bito dos animais.

Em Dezembro de 2001 e em Maio de 2002 foram analisadas as
Vconcentrag:c”)es de metais pesados e arsénico no sangue dos animails. -Apenas 0s trés
animais do grupo acidenterforar:n os mesmos nas duas analises realizadas.

7 As analises (sangue e musculo) foram realizadas em laboratorio particular
(Laboratério Frischmann Aiseng.art, Curitiba-PR) e a metodologia empregada foi

ICP/MS - espectrometro de massa acoplado a plasma induzido.

2.8 DADOS ESTATISTICOS

A andlise estatistica realizada teve por finalidade estabelecer possiveis
diferengas entre 0s pardmetros hematol(’)gicos e bioquimicos, e niveisde'inetais
pesados e arsénico para os trés grupos de cagados pescogo-de-cobra (acidente,
referéncia e montante). Para esse estudo foi utilizado como ferramenta computacibnal

o Pacote Estatistico R.
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A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estudar se o fator "local
de coleta", ou seja, local de procedéncia dos animais (grupo referéncia, grupo acidente
e grupo montante) teve efeito sobre as variaveis das analises hematologicas (eritrécitos
totais, hematdcrito, hemoglobina, leucdcitos totais, heterofilos, eosinotilos. linfécitos,
monocitos, basofilos e azurodfilos) e bioquimicas (uréia, fosfatase alcalina, creatinina e
acido urico e colinesterase).

Também fez-se uma analise multivariada (MANOVA) para avaliar as
variaveis em conjunto. Como complementagdo, aplicou-se um pos-teste paramétrico
(teste de Tukey).

Como nem todas as variaveis foram analisadas o mesmo namero de vezes
para cada animal, as analises estatisticas foram feitas com base nas médias ponderadas.
As 13 colheitas de sangue realizadas no ano de 2001 foram subdivididas em trés
periodos (obtendo-se trés médias para cada grupo): | 7

-1* média: colheitas realizadas entre Abril de 2001 e Julho de 2001,

-2* média: colheitas realizadas entre Agosto de 2001 e Dezembro de 2001,

-3* média: colheitas reélizadas entre Janeiro de 2002 e Abril de 2002.

Também foi calculada uma média ponderada geral para cada grupo
(acidente, montante e referéncia) referente a todas as colheitas realizadas em 2001 e
2002.

Para a analise estatistica de metais pesados e arsénico, foram determinados
apenas a média e o desvio padrdo para cada variavel e para cada grupo de cagados
(acidente, montante e referéncia). Isto ocorreu devido ao pequeno numero de animais
submetidos a analise das varidveis supracitadas.

As analises estatisticas foram realizadas cbm o auxilio do Departamento de

Estatistica da UFPR.
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3  RESULTADOS

3.1 MORTALIDADE DOS CAGADOS

Durante o projeto de monitoramento de cagados pescogo-de-cobra (Outubro
de 2000 a Junho de 2002), ocorreu mortalidade nos trés grupos de cagados estudados,
sendo de 9 obitos (90%) no grupo acidente, 8 dbitos (67%) no grupo montante e 6
dbitos (40%) no grupo referéncia.

Todos os cagados pescogo-de-cobra que vieram a obito foram submetidos a
necropsia (Laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital Veterinario da UFPR). Fot
encontrada grande quantidade de fibrina na cavidade celomatica dos animais, em
conseqiiéncia ao procedimento de fluidoterapia realizado sob condigdes minimas de
higiene e conservagdo dos fluidos, durante o processo de despetrolizagdo realizado no
Passeio Publico (Prefeitura Municipal de Curitiba-PR). O processo de fluidoterapia

celomatica foi realizado apenas nos animais do grupo acidente.

3.2 DADOS BIOMETRICOS DOS CAGADOS

Dos 37 cégados mantidos no biotério durante a pesquisa, 15 (41%) eram
machos, 16 (43%) eram fémeas e seis (16%) eram animais jovens, sendo que nesses
altimos ndo foi possivel fazer a sexagem.

Nas tabelas 1, 2 e 3 estdo apresentadas as amplitudes de variagdo no peso
(peso inicial, que corresponde a primeira pesagem e peso final, que corresponde a
tltima pesagém antes da soltura ou o6bito do animal) e o sexo dos cdgados pescogo-de-
cobra que fizeram parte do estudo. Para uma melhor visualizagdo, os valores referentes

aos pesos Inicial e final estdo representados graficamente (graficos 1, 2 e 3).



TABELA 1 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO E SEXO DOS CAGADOS
PESCOCO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO ACIDENTE,

2000 A 2002.

Identificacio | Sexo Data da 1° Peso Data da dltima | Peso
do animal pesagem inicial pesagem final
(kg) (kg)

70 Macho 21/09/2000 1.350 **09/05/2001 1,342

105 Fémea 21/09/2000 1,320 *¥11/07/2001 1,275

65 * 21/09/2000 0.560 **18/04/2001 0,697

143 Fémea 21/09/2000 1,345 *%26/09/2001 1,337

225 Fémea 21/09/2000 1.475 **31/10/2001 1,639

92  Macho 21/09/2000 1,635 #%23/05/2001 1,721

169 Fémea 21/09/2000 2,765 21/06/2002 2,881

252 Macho 21/09/2000 2,200 #%*09/05/2001 2,376

76 Macho 21/09/2000 1,490 *%02/05/2001 1,597

181 Fémea 21/09/2000 1.710 **18/04/2001 1,976

NOTA: * Indica animal jovem, no qual ndo foi possivel fazer a sexagem.
** Indica ultima pesagem antes do dbito.

GRAFICO 1 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO DOS CAGADOS
PESCOGO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO ACIDENTE,
PETROLEO, RIO IGUACU, 2000 A 2002.
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TABELA 2 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO E SEXO DOS CAQADOS
PESCOCO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO REFERENCIA,

2000 A 2002.
Identificac¢io Sexo Data da 1" | Peso inicial Data da Peso final
do animal pesagem (kg) ultima (kg)
pesagem

R10 Macho 21/09/2000 1,125 21/06/2002 1.633

R9 Macho 21/09/2000 2,625 21/06/2002 2.5

R21 Fémea 03/10/2000 0.475 21/06/2002 1,294

RI1 Macho 21/09/2000 2,060 **06/12/2001 2,395

R2 Fémea 11/01/2001 1.099 **29/08/2001 1,278

R3 Fémea 25/09/2000 1.885 #*09/05/2001 1,840

R5 Fémea 25/09/2000 1,310 **02/05/2001 1,160

R1 Macho 21/09/2000 1,135 **11/07/2001 1,284

RS Fémea 21/09/2000 1,165  **14/02/2001 1,589

RI15 Fémea 06/12/2001 1,072 --- ---

R16 * 06/12/2001 0,614 --- -

R17 Fémea 06/12/2001 519 - -

R20 Macho 17/01/2002 1,829 21/06/2002 2,188

R19 Macho 17/01/2002 1,796 21/06/2002 1,981

R4 ¥ 17/01/2001 0,672 21/06/2002 0,741

NOTA: * Indica animal jovem, no qual ndo foi possivel fazer a sexagem.

GRAFICO 2 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO DOS CAGADOS

peso (kg)

** Indica Gltima pesagem antes do obito. Os animais R15, R16 e R17 foram
pesados apenas uma vez (depois foram soltos no Zoologico Municipal de
Curitiba, PR).

PESCOCO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO

REFERENCIA, 2000 A 2002.

Peso 1nicial
[ Peso final
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animais
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TABELA 3 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO E SEXO DOS CAGADOS

PESCOCO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO MONTANTE.

2000 A 2002.
Identificacdo | Sexo Data da 1" | Peso inicial|  Data da Peso final
do animal pesagem (kg) ultima (kg)
pesagem
M3 Fémea 25/09/2000 1,193 21/06/2002 1.645
M9 T 14/03/2001 0.343 *%*28/03/2002 0,324
M4 Macho 15/08/2001 1.343 **31/01/2002 1,523
M8  Macho 24/10/2001 1,270 21/06/2002 1,294
M7  Macho 24/10/2001 1.872 21/06/2002 1,842
M10 Fémea 24/10/2001 1.386 21/06/2002 1,454
M2 o 25/09/2000 0,432 **09/05/2001 0,437
M1 Macho 25/09/2000 1,429 **01/08/2001 1,645
M5  Macho 25/09/2000 1,221  **09/05/2001 1.214
M6 Fémea 25/09/2000 1,123 **09/05/2001 1,113
M1l * 17/01/2002 0,427 **28/03/2002 0,458
M12 Fémea 24/01/2002 1,043 **31/01/2002 1,125

NOTA: * Indica animal jovem, no qual ndo fo1 possivel fazer a sexagem.

** Indica ultima pesagem antes do obito.

GRAFICO 3 - AMPLITUDES DE VARIACAO NO PESO DOS CAGADOS
PESCOCO-DE-COBRA, REFERENTES AO GRUPO
MONTANTE, 2000 A 2002.
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A amplitude de variagdo de peso observada nos diferentes grupos mostra que

nos animais do grupo acidente houve um menor ganho de peso e trés animais tiveram

diminuigdo do peso durante o periodo que permaneceram em cativeiro. Observou-se
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redugdo de peso em quatro animais do grupo montante e em trés animais do grupo

referéncia.

3.3 TEMPERATURA AMBIENTE DURANTE A COLHEITA DE SANGUE

Um total de 16 colheitas de sangue toram realizadas entre os anos de 2000 a
2002. Na tabela 4 estdo apresentadas as datas e as temperaturas maxima e minima
registradas no biotério no dia da colheita de sangue. O sangue foi cothido de todos os

cagados pescogo-de-cobra que estavam no biotério no dia da colheita.

TABELA 4 - DATAS DE COLHEITA DE SANGUE DOS CAGADOS PESCOCO-
DE-COBRA E TEMPERATURAS MAXIMAS E MINIMAS
REGISTRADAS, 2000 A 2002.

Data da colheita| Temperatura | Temperatura

de sangue minima ("C) maxima ("C)
11/08/2000 * *
24/11/2000 24 25
14/12/2000 24 25
19/04/2001 22 23
03/05/2001 22 23
21/06/2001 16 18.5
05/07/2001 19 21
09/08/2001 19 21
20/09/2001 20 22
11/10/2001 22 23
08/11/2001 21 26
31/01/2002 22 24
28/03/2002 24,5 25
18/04/2002 23 24
12/06/2002 20 21
02/07/2002 19 21
MEDIA 21,17 22,84

NOTA: * Indica colheita de sangue realizada no Passeio Publico (Prefeitura Municipal
de Curitiba).



3.4 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os valores dos parametros hematologicos de Hydromedusa tectifera, dos
grupos acidente, montante e referéncia sdo mostrados na tabela 3. Foi observada
diferenga significativa na contagem total de eritrocitos entre os grupos montante ¢
refe_réncia (ﬁa Segunda média), e na contagem total de leucocitos entre 0s grupos

‘acidente e referéncia (na segunda média).

" TABELA 5 - MEDIAS E DESVIO-PADRAO PONDERADOS DAS V¢ ARIAVEIS
’ HEMATOLOGICAS DOS GRUPOS ACIDE\ITE \/IO\TANTE E

REFERENCIA.

Grupo Médias | Eritrocitos | Hematdcrito ‘ Hemoglobina | Leucdcitos

totais /pl (") | A(g/dl) | totais /ul
Acidente 1" 481.600£109.957.3 224413 8.2£2.32  43.050423.677.61
(N=10) 2 566.267+159.478.6 23%5.17 6.3t144 20.73348.250.87
, 3 540.000£67.016.42 254327 ©7.0£L16 13.330£1.305.55
Média Geral ~ 453.650+£104.174,32 22,2244,47 7,19%1,74  31.862,5+15.513,6*
Montante I°392.000£136.496,5 2034476 . 8.33#3.08  19.250+9.020,96
(N=12) 2* 635.5504221.128.9 23.144.72 7312177 24.50045.621,38
' 3* - 499.500£144.012,1 21,746.02 7.95%2.59 14.8753.015.11
Média Geral 560.800+408.568,38* . 224781 TATELN2  21.997,9845.484,8
Referéncia I 386.625+109.280.6 2134391 7.16£2.09  16.125%3.304.04
(N=15) 2° 475,851;94__'1()545() 22\9i3,867 . 7,25%1.53 22.963+8.518,38
3" 481.333,3£74.766.6 23,8+£3 88 7.4£1.38 13.250+4.473,38
Média Geral 432.020,51+73.883,4* 21,93+3,12 7,1241,40_ 18.635,949.215,8*

NOTA: *Indica diferenga significativa (95% de confianga, p<0,05, Teste de Tukey).
1* média: colheitas realizadas entre Abril de 2001 e Julho de 2001,
2° média: colheitas realizadas entre Agosto de 2001 e Dezembro de 2001,
3" média: colheitas realizadas entre Janeiro de 2002 e Abril de 2002.

Os valores referentes a contagem diferencial dos leucocitos de Hydromedusa
lectifera para os grupos acidente, montante e referéncia sdo mostrados na tabela 6.

No diferencial de léucécitos observou-se alta contagem de heterofilos no
grupo acidente (15.329+2.845,3/ul), unando comparado ao grupo referénéia
(8.04742.543,8/d). Dentre as trés médias do grupo »acid-ente observou-se uma mator

contagem de heterofilos na primeira média, com diminuigdo progressiva até a terceira



meédia.

Também observou-se diferenga significativa para a contagem diferencial de

baséfilos entre as médias gerais dos grupos acidente (8.447+1.902,2/ul) e referéncia

(4.853£1.433,1/pd). Dentre as trés médias do grupo acidente observou-se diminuigao

consideravel no numero de basofilos da primeira para a terceira média.

TABELA 6 - MEDIAS PONDERADAS DA CONTAGEM DIFERENCIAL DE
LEUCOCITOS DOS GRUPOS ACIDENTE, MONTANTE E

REFERENCIA.
Grupo | Médias | Heterdfilo | Linfocito Eosin()f/i/()] Mondcito | Azurdfilo | Basofilo
(1) (uD) (i) (ul)_ (ul) (/1)

Acidente 1* 216756743895  1140.83£19 731223+118,1  38745+530  559.6535,17 11.774,182193
(N=10) 23 9709.894348.3 947494202 3924769455 801541315 22806£3,05 5.121,05£162.4
3% 71088944686 37724£7.53 28192951128 1772941151 381.24%7.25 24216642475

Meédia Geral 15329428453 L198+643,6  5.745+1.277,7 6Y142+411,03 452,45+267,65 8.447£1.902,2
Montante 1* 7.335.63%395.8  1.340£19,64 2.117.52204.84 1010631925 = 625.6318,56 6.41024330.8
(N=12) 2% 12413434091 803.6+7.82 33540542463 1.0339+31.01 448351855 6443542863
3% 9.091,6+278.35 526,5846,88 1.65539+197.8 3956842496 30345£1222  2.915,5%1914

Média Geral 11.48142.509,9  912,9+376,2 2.576+2.054,61  893,14653,34 499,35+415,76  5.636:+2.094,2
Referéncia 1# 5.814,68£41,93 73531959 3.919,9842751  54341£1925 6143651151 4.495,65£112,6
(N=15) 2% 11.098298,6  620£4,27 3.605,19£304.5 1572973101 636074616 542593%141.8
’ 3% 7.606,831496.5 341.8518,27 2.26575£271.8 231882496 121374375 2.683,13£1796
Média Geral 8.04712.543,.8* ~ 620,6+339,1 3.906+2.089,1  713,7+687,66 495,714326,13 4.853+1.433,1*

- NOTA: *Indica diferenga significativa (95% de confianga, p<0,05, Teste de Tukey).
1” média: colheitas realizadas entre Abril de 2001 e Julho de 2001,
2" média: colheitas realizadas entre Agosto de 2001 e Dezembro de 2001,

3" média: colheitas realizadas entre Janeiro de 2002 e Abril de 2002.

3.5 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os valores dos parametros bioquimicos de Hydromedusa tectifera dos

-grupos acidente, montante e referéncia sdo mostrados na tabela 7. Nio foram

observadas diferengas significativas nas variaveis bioquimicas entre os trés grupos de

cagados estudados.
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TABELA 7 - MEDIAS PONDERADAS DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS
(UREIA, FOSFATASE ALCALINA, CREATININA, ACIDO URICO E
COLINESTERASE) DOS GRUPOS ACIDENTE, MONTANTE E

REFERENCIA.
Grupo | Médias Uréia Fosfatase | Creatinina | Acido | Colinesterase
(mg/dl) Alcalina (mg/dl) Urico | (nmolmin™.my
UL/l (mmol/l) .proteina)
Acidente 1* 30,51%£18,38 38+11,44  0,30+0,09 4,17+2,16
(N=3-10) 2% 22,68420,27 21,21£10,06 0,25+0,08 1,460,73 6,52+2,97
3" 348%1099 1621+7,35 046+033 1,87£1,04 5,440,08
Meédia Geral 31,30+14,51 28,85+13,47 0,28+0,03 1,6240,47 6,13+1,42
Montante I 29242726 28,75+10,20  0,31+0,09
(N=8-12) 2% 22.86%9,11  23,35+9,92  0,28%0,15 1,89+0,79 4,75+2.53
3" 40,82423,63 28,82+16,59 0,3340,18 0,5140,13 7,1143,19
Média Geral 27,72£17,49  26,33£13,59  0,28+0,10 1,76+0,75 5,82+1,43
Referéncia 1 30,51%11,17  33,44%7,89  0,38+0,09 6,17+3,28
(N=8-15) 2% 13,66%2236 26,48+12,52  0,2940,11 1,640,533 8,24+3,93
3" 351142861 19574994 0424014 1,16£1,25 8,89+4.49
Média Geral 26,94+19,28 28,05+10,77 0,33%£0,12 1,49+0,48 6,6414,04

NOTA: (---) indica que a variavel ndo foi analisada no periodo.
1* média: colheitas realizadas entre Abril de 2001 e Jutho de 2001,

2 média: colheitas realizadas entre Agosto de 2001 e Dezembro de 2001,

3.6 ARSENICO E METAIS PESADOS

3* média: colheitas realizadas entre Janeiro de 2002 e Abril de 2002.

As concentragdes de arsénico e metais pesados, medidos no sangue de

Hydromedusa tectifera (trés animais de cada grupo), referentes aos meses de

Dezembro de 2001 e Maio de 2002, sdo mostradas nas tabelas 8 e 9.
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TABELA 8 - CONCENTRACOES DE ARSENICO E METAIS PESADOS NO
SANGUE DE Hvdromedusa tectifera, DEZEMBRO DE 2001.

GRUPOS | ANIMAL| ELEMENTOS ANALISADOS (ug/l)
Arsénico Ciadmio Chumbo Cobre Mercurio

Acidente 092 109.48 3,05 33,10 341 122,64
181 132,92 0,69 36,80 466 107,40
169 157,54 4.53 37.30 824 85,91
Média 133,31 3,42 35,73 610,33 105,32
Desvio-padrio 24,03 2,38 2,29 188,80 18,45
Referéncia R15 12.47 0,77 83.60 576 30,63
R16 51,41 1,60 27.10 878 35,24
R17 11,08 0,57 202.30 686 73,94
Média 24,98 0,98 104,33 713,33 46,60
Desvio-padrio 22,89 0,55 89,42 152,84 23,79
Montante M10 107.47 2.25 41,30 750 46,62
M1l 44 94 2.38 - 37 972 34,76
M12 49.29 1,34 22,70 918 71,89
Média 67,23 1,99 33,67 880 51,09
Desvio-padrio 34,91 0,57 9,74 115,76 18,96

TABELA 9 - CONCENTRACOES DE ARSENICO E METAIS PESADOS NO
SANGUE DE Hydromedusa tectifera, MAIO DE 2002.

GRUPOS | ANIMAL| ELEMENTOS ANALISADOS (ng/l)
Arsénico Cadmio Chumbo Cobre Mercurio
Acidente - 092 141,51 5,20 27,02 345,88 84
181 37,47 0,60 37,06 393,77 77,98
169 87,98 2,29 30,65 464,76 - 46,11
Média 88,99 2,69 31,58 401,47 69,36
Desvio-padrio 52,0273 2,32 V 5,08 59,81 20,36
Referéncia RO8 162,17 1,35 43,98 457,37 68,32
: RO9 283,02 0,78 89,72 272,32 ‘38,58
R10 162,93 0,86 60,24 255,62 62,88
Média 202,71 0,99 64,65 328,44 56,59
Desvio-padrio 69,55 0,49 23,19 111,97 15,84
Montante -  MOI 13,78 3,92 33,15 24998 21,82
MO03 483,59 1,33 101,38 462,25 - 4793
M08 51,28 2,66 74,24 454,32 43,71
Meédia 182,88 2,64 69,59 388,85 37,82

Desvio-padriao 261,09 1,29 34,35 120,33 14,02




42

As concentragdes de arsénico e metais pesados, medidos no musculo de

Hydromedusa tectifera (trés animais de cada grupo), referentes a alguns animais que

vieram a obito até o més de Setembro de 2001, sdo mostradas na tabela 10.

TABELA 10 - CONCENTRACOES DE ARSENICO E METAIS PESADOS NO
MUSCULO DE Hydromedusa tectifera, SETEMBRO DE 2001.

GRUPOS | ANIMAL ELEMENTOS ANALISADOS (ng/g)
. |Arsénico Cddmio Chumbo Cobre Mercurio
Acidente 065 0,47 56,53  13382,15 316,63 1760,38
076 2.56 19.50 4351,80 506,54 1611,24
252 1,97 18,68 4779.41 680,25 238415
Média 1,67 31,57 7504,45 501,14 1918,59
Desvio-padrio 1,07 21,62  5094,72 181,87 410,02
Referéncia RO1 2,19 7,34 225,99 378,50 198868
RO3 0,50 23,17 153,80 260,71 646,36
RO4 3,93 11,59 353,32 504,66- 317543
Média 2,20 14,03 244,37 381,29 1936,82
~ Desvio-padrao 1,72 8,19 101,02 121,99 1265,33
Montante MO02 0,59 4,22 2052,55 380,17 363,82
- MO04 2,34 14,87 648,94 294,61 535,22
MO07 2,72 8.15 1462.48 391,02 266,02
Média 1,88 9,08 1388,00 355,27 388,35
Desvio-padrz’lo 1,14 5,38 - 704,74 52,81 136,27

Na primeira colheita de sangue realizada para dosagem de metais pesados e

arsénico (em Dezembro de 2001), observou-se médias superiores para 0 grupo

acidente, de arsénico, cadmio e mercurio. Pode-se observar que a concentragdo desses

elementos diminuiu significativamente na segunda colheita de sangue (Maio de 2002).

A analise de arsénico e metais pesados no musculo (Setembro de 2001) mostrou altos

niveis de cadmio, chumbo e cobre no grupo acidente. A mais alta concentragdo de

‘mercirio foi observada em fragmento de musculo de um animal do grupo referéncia.

O nivel de arsénico muscular fot similar para os trés grupos estudados.



4  DISCUSSAO

Os répteis sio denominados de ectotérmicos devido a sua dependéncia de
fontes externas de aquecimento, que sao mais importantes do cjue a produgdo de calor
pelo seu proprio organismo, para elevar sua temperatura corporea. Diferentemente de
mamiferos e aves, a producdo de calor pelo metabolismo organico em répteis ¢
insuﬁcient_e para elevar a temperatura corporea de manerra significativa
(LILLYWHITE e GATTEN Jr, 1995, p.6).

Dada a impoftfmcia que a temperatura ambiente tem para répteis, os cagados
do presente estudo permaneceram em biotério com temper'.atura controlada, que variou
de 21,17 a-22,84° C. Segundo BOYER e BOYER (1996, p.776), a temperatura
ambiente adequada para cagados. ¢ de 24 a 29° C, embora possa ser admitida
temperatura minima de 21° C. Segundo FRYE (1990, p.211) a faixa de temperatura
ideal para cigados mantidos em cativeiro deve estar entre 22 e 31° C. Os animais do
presente estudo foram mantidos em uma faixa de temperatura menor, pois a maioria
dos cagados eram provenientes da regido do Rio Iguagu; logo ja estavam acostumados

_a temperaturas menores, tipicas dessa regido.

Os animais dos grupos acidente e montante, além de apresentarem as
* menores amplitudes de variagdo no peso, também tiveram os maiores_ihdic:é,s de o6bito
em cativeiro (90 e 67%, réspectivamexite). Esses fatos refletem a nio adaptag:kéo desses
animais ao biotério, ou esses cagados ja apresentavam-se debilitados devido as
condigdes em que se encontravam no Rio Iguacu.

- A analise dos parametros sangiliineos em animais silvestres pode ser um
indicador das condigdes de saide e de seu habitat, além de fornecer ihfofmag:ées
necessarias para avaliagio de impacto ambiental sobre esses animais. A realizagdo de
hémograma em répteis pode indicar anormalidades ‘patologicas antes mesmo da
manifestagdo de alteragdes clinicas. Os varios componentes do hemograma podem

fornecer informagdes importantes sobre as condi¢des do animal, como bacteremias,
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parasitemias ou viremias, processos anémicos severos e presenga de hemoparasitas
(MADER, 2000, p.1127).

Na analise hematologica dos trés grupos de cagados do presente estudo, foi
observada diferengca entre a média geral de leucocitos do grupo acidente
(31.862,5£15.513,59 /ul) e a média geral do grupo referéncia (18.635,919.215,8/pl).
Dentre as trés médias do grupo acidente € possivel notar que o numero de leucocitos €
mais pronunciado na primeira média (Abril a Julho/2001) com 43.050 leucécitos/pl.
Isso indica que a heterofilia pode ter ocorrido em conseqiiéncia ao estresse do acidente
ambiental ¢ a captura; A diminuicdo do numero total de leucocitos durante a
permanéncia em cativeiro confirma esses fatos.

Os leucocitos sdo as células responsaveis pela defesa do organismo e um
aumento na contagém total dessas células na circulagdo pode indicar, principalmente,
processos inflamatorios ou estresse (JAIN, 1993, p.297).

JACOBSON (1992, p.53) cita como intervalo normal de léucécitos, para
queldnios saudaveis, de 6.000 a 48.000/ul. No presente estudo, é dificil avaliar que
condi¢do levou ao aumento do nimero de leucocitos. Apesar dos cégados terem sido
mantidos em biotério com condi¢des estaveis, esses animais podem ter sofrido com o
estresse de captura e de cativeiro e, no casb dos animais do grupo acidente, ainda
houve o estresse do acidente ambiental.

No diferencial de leucdcitos observou-se alta contagem de heteréfilos e ”
basdéfilos no grupo acidente, em relagdo ao grupo referéncia.

Segundo MADER (2000, p.1129), a leucocitose em répteis ¢ indicativa de
um processo inflamatério, sendo heteréfilos e basofilos as células mais responsivas as
condigdes inflamatdrias. Em | um processo inflamatério agudo, os heterdfilos
aumentam em numero por primeiro, quando a éondi@éo torna-se cronica, ha uma
elevagdo consideravel no numero de basofilos circulantes (ROSSKOPF, 1982, p.86).

A basofilia ¢ um achado comum no sangue de queldnios saudaveis, embora,

em alguns casos, possa estar associada com a presenga de parasitas sangiiineos.
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No diferencial das células sangiiineas, observou-se uma alta contagem de
eosinofilos para os trés grupos estudados, quando comparados com valores citados por
MARKS e CITINO (1990, p.343); ROSSKOPF (1982, p.87) e TAYLOR e
JACOBSON (1982, p.426) para queldnios terrestres. Segundo ROSSKOPF (1982,
p.86), a eosinofilia em quelonios é comum em casos de parasitismo intestinal e a
contagem de eosindfilos tende a diminuir apoés a desverminagdo. Segundo FRYE
(1991, p.261), a eosinofilia pode ocorrer em répteis sob condigdes de estimulo
antigénico constante.

Nas necropsias (realizadas no laboratorio de Anatomia Patolégica do
Hospital Veterinario da UFPR) foram encontrados parasitas hematofagos classificados
como Pentastomideos; a forma adulta do parasita foi encontrada nos pulmdes e a
forma larvar no trato intestinal dos cagados (LANGE et al, 2002, p.70). Esses parasitas
foram encontrados nos trés grupos de cagados estudados, podendo estar relacionado
com a eosinofilia.

Para as demais células verificadas no diferencial de leucocitos (monécitos e
azurofilos) os valores encontrados para os trés grupos de Hydromedusa téctifera estdo
muito acima dos citados por MADER (2000, p.1131), ROSSKOPF (1982, p.87) e
CAMPBELL (1996, p.251) para queldnios. Segundo MADER (2000, p.1131) e
CAMPBELL (1996, p.251) uma alta contagem de monocitos e azurofilos esta
relacionada com estimulo antigénico e doengas infecciosas.

 0Os valores encontrados para linfocitos V_ variaram de 620,61£339,1 a
1.198&643,6/ul entre os trés grupos -de cagados estudados; esses valores estdo muito
abaixo dos citados por MADER (2000, p.1131), TAYLOR e JACOBSON (1982,
p.426), e CAMPBELL (1996, p.252) para répteis saudaveis. A linfopenia pode ser
observada em répteis subnutridos e doentes éu pode estar vinculada ao sexo (machos
de algumas espécies t€m menos linfocitos circulantes); 0 estresse também ¢ um dos
responsaveis por linfopenia (CAMPBELL, 1996, p.251).

A linfopenia observada nos trés grupos de cagados ocorreu em conseqiiéncia
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ao estresse de captura e de cativeiro, afinal os animais foram mantidos por mais de
dots anos no biotério instalado na UFPR.

A contagem total de entrocitos mostrou-se mais elevada na média geral do
arupo montante (360.800+£408.568.38/ul). Segundo MARKS e CITINO (1990. p.343)
o nitmero de eritrocitos considerado normal para o jabuti 7esiudo radiaia pertence ao
intervalo de 350.000 a 670.000/ul. Para o jabuti Gopherus agassizi, ROSSKOPF
(1982, p.85) considera normal o intervalo de 1.2 a 3 milhoes/ul.

Segundo FRYE (1991, p.276) Cﬂ'/'ze/_vc/ru serpenting (tartaruga-de-carapaga-
mole), que € classificada taxonomicamente na mesma ofdem-que H. rtectifera, possul
como parametro normal o nimero de eritrocitos comppeéndidos entre 154.000 e
530.000 /ul. Pode-se observar que existe um gra-ndé,inter{falo para uma mesma
espécie, tornando dificil concluir se os resultados obtidos para H. iectifera diferem
mesmo entre si ou se estdo dentro de um intervalo considerado nmmal,- pois nao
existem-v‘alores de referéncia citados para a espécie estudada. |

Alteragdes no numero de eritrocitos Circulanteé, em repteis, podein_ ocorrer
em fungdo de diverso's fatores, tais como: idade do animal, sexo, saionalidade,
temperatura ambiente, além de fatores patologicos e nutricionais. Geralmente ha um
aumento no numero de eritrocitos circulantes em répteis que se encontram no periodo
de .pré-hibernagdo (MADER,_ 2000, p.1131). Na presente pe'sqqisa, os cagados
pertencentes aos. trés grupos foram mantidos sob as mesmas condigbes de temperatura
e alimeﬁtagéo; no entanto eram provenientes de lugares ‘distintos. Logo, as diferengas
observadas podem estar ligadas ao sexo e a idade dos animais ou ao local de
procedéncia. |

Para os demais parametros hematoldgicos (hematocrito e hemoglobina), 0s
valores enc_ontradds para os trés grupos de cagados pescogo-de-cobra estdo dentro dos
intervalos descritos por MADER (2000, p.1131), ROSSKOPF (1982, p.87) e
- CAMPBELL (1996, p.250). V

" Dentre os parametros bioquimicos avaliados, ndo foi observada diferenga
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significativa entre os trés grupos de cagados. Os valores encontrados para uréia e
creatinina sdo similares aos encontrados por ROSSKOPF (1982, p.86) para jabutis
Gopherus agas&izi; no entanto, os valores encontrados para fosfatase alcalina sdo
muito inferiofes dos encontrados para o jabuti 7estudo radiata (92,7il4,37 Ull), por
MARKS e CITINO (1990, p.344). A enzima fostatase alcalina ¢ produzida pelo tecido
hépatobiliar e também pelo tecido Osseo. Aumentos na concentragdo da enzima
revelam distarbios hep"'tticos ou c')sseos com excecdo de animais em crescimento, que
, apresentam metabolismo dsseo elevado (TENNANT, 1997 p.339).

STEIN (1996, p. 479) encontrou como intervalo normal de creatinina de 0,1 a
0,3 mg/dl para o jabuti Malacochersus tornieri; esses valores sd0 muito proximos aos
encontrados para os trés grupos de Hydromedusa tectifera. |

| No presente estudo. devido as condigdes de estresse de captura, manejo

nutriciohal e ambiente artificial, e devido a auséncia de pleno conhécimento da origem
dos animais referéncia, ndo se pode afirmar que os resultados obtidos sejam efetivos
como valores basais para Hydromedusa lectifera. |

A coAnc-entraQeio do acido urico plasmatico variou de 1,4940,48 a ‘1,76i0,75
mmol/l entre os trés grupos de cagados estudados. MARKS e CITINO (1990, p.343)
encontraram 0,007310,005 mmol/l para o cagado Testudo radiata. JACOBSON (1992,
»p.59) considera como intervalo normal, para quel6nios, 0, 1_3'4 a 1,075 mmol de- acido
arico/l. CAMPBELL (1996, p.253) considera hiperuric€micos réptéis com
concentragdo de acido drico acirha de 0,4 mmol/l. | |

_.Comparando%e os valores obtidos para H. tectifera com os citados na
literatura para- outros répteis, observa-se que o.écidc‘) arico plasmatico € maior na
espécie alvo desse estudo. A hiperuricemia pode ocorrer consegiiente a uma doenga
renal severa; no entanto, répteis carnivoros (é‘ o caso de H. tectifera) tendem a ter
valores mais elevados de acido drico sangiiineo do que répteis herbivords
(JACOBSON, 1992, p.59).

~ A concentragdo de uréia plasmatica variou de 27,72+17, 49 a 31,30+14,51
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mg/dl entre os trés grupos de cagados estudados. JACOBSON (1992, p.55) coloca o
intervalo de 7,7 a 615,4 mg/dl como indice normal de uréia plasmatica para quelonios.
ROSSKOPF (1982. p.87) encontrou o intervalo de 1 a 30 mg/dl de uréia plasmatica
para o cagado Gopherus agassizii.

A concentragdo da uréia plasmatica € influenciada pela ingestdo de proteinas,
pela taxa de excrecdo renal e pelo estado do figado, que € o orgdo responsavel pela sua
sintese (que pode diminuir a quantidade de uréia circulante) através do ciclo da uréia
(TENNANT, 1997, p.340).

| Segundo MARKS e CITINO (1990, p.344), as concentragoes de muitos
constituintes sangiineos de répteis variam em maior grau do que o esperado,
baseando-se em conhecimentos gerais sobre a fisiologia de mamiferos. lmportantes
alteracdes nos niveis de enzimas e metabolitos podem ocorrer devido a alimentagdo,
mudangas na temperatura, disponibilidade de agua, ciclo reprodutivo e condigdes
patologicas. |

Foi possivel perceber que H. rtecrifera apresenta baixa atividade
colinesterasica (6,64+4,04 nmol.min".mg"' proteina, para o grupd referéncia) no
plasma quando comparada com outros grupos animais como peixes e mamiferos.
Sabe-se que a diminui¢do da atividade da colinesterase esta correlacionada ‘a
exposigdo a compostos organofosforados e carbamatos; mas também ja foram
observadas alteragdes nesta enzima causados por outros compostos como metais
pesados e organoclorados (NAQVI e VAISHNAVI, 1993, p.348).

A atividade da colinesterase plasmatica dos cagados ¢é similar a de moluscos,
provavelmente devido ao fato desses animais terem baixo metabolismo. Normalmente
a atividade da colinesterase plasmatica é mais alté em espécies de vertebrados do que
em invertebrados (BOCQUENE, GALGANI e TRUQUET, 1990, p.86).

Segundo KOZLOVSKAYA et al. (1993, p.140), a atividade colinesterasica
medida no cérebro dos peixes-dsseos Rutilus rutilus e Acerina cernua sio |

respectivamente 49.3343.67 ¢ 14, 17£1,17 nmol.min'l.mg".proteina.
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Para a espécie de peixe marinho Scomber scomber, a atividade da
colinesterase plasmatica encontrada foi de 93.95+1.29 nmol.min".mg" proteina
(BOCQUENE, GALGANI e TRUQUET, 1990, p.87). No lagarto Gallotia galloti,
SANCHEZ-HERNANDEZ e WALKER (2000. p.3) encontraram para atividade da
colinesterase plasmatica sangiiinea 4,3+1,1 nmol.min".mg"' .proteina: isso comprova
que répteis tém menor atividade da colinesterase plasmatica quando comparado com
mamiferos e peixes.

Observando os valores da atividade da colinesterase em outras espécies
aquaticas pode-se perceber que a colinesterase dos cagados pescogo-de-cobra possui
baixa atividade, o que provavelmente é proprio dessa espécie, ja que a atividade da
enzima mostrou-se baixa nos trés grupos de cdgados que fizeram parte do
experimento.

Para a quantificagdo de metais pesados e arsénico no sangue dos cagados
foram realizadas duas colheitas de sangue (Dezembro de 2001 e Maio de 2002) de trés
animais de cada grupo, totalizando nove animais; também foi feita a quantificagdo de
arsénico e metats pesados em amostras de musculo de AH. rectifera, em Setembro de
2001. Entretanto, o tamanho das amostras foi pequeno para concluir se realmente ha
diferenga estatistica entre os grupos de cagados. Apenas os animais do grupo acidente
foram reamostrados nas duas colheitas de sangue.

Segundo AGUIRRE et al. (1994, p.112), os efeitos dos metais pesados no
organismo de tartarugas-marinhas sido desconhecidos devido a auséncia de pesquisa
desses elementos em répteis aquaticos. Toma-se, entdo, dificil de interpretar a
significancia dos valores encontrados para H. fectifera devido a falta de pesquisas em
relagdo aos nivels de arsénico e metais pesados nesses animais e também devido a
auséncia de informagGes sobre a procedéncia dos animais do grupo referéncia.

AGUIRRE et al. (1994, p.113) encontraram para tartarugas marinhas
Chelonia mydas 36,50 ng de arsénico e 86,58 g de cadmio por grama de tecido

hepatico; no entanto, em H. rectifera as analises foram feitas no sangue e em
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fragmentos de musculo, tornando dificil a comparagio.

Segundo DAVENPORT e WRENCH (1990, p.40) a concentragdo de
ars€nico em reptels aquaticos mostrou-se superior no tecido adiposo em comparagdo
com sua concentragdo no sangue e tecidos hepatico e renal. Isso ocorre porque o
arsénico tende a associar-se com lipidios polares em organismos de niveis tréficos
inferiores (como o fitoplancton, por exemplo), e serdo subseqiientemente transferidos
para organismo de niveis troficos superiores na forma de complexos arsenolipidicos.

No peixe Barbus conchonius, submetido a intoxicagdo experimental por
cadmio, observou-se diminuigdo da atividade da acetilcdlinesterase nas branquias e um
aumento de sua atividade nos musculos e cérebro, /n vivo. O cadmio também inibiu a
atividade das enzimas aspartato aminotransferase - (AST). e 'alanina_aminotr'ansferase
(ALT) no tecido hepatico in. wvivo. A lactato desidrogenase (LDH) foi
- significativamente estimulada no musculo cardiaco dos peixes (GILL, TEWARI e
PANDE, 1991, p.505).

RIE, LENDAS e CALLARD (2001, p.28) observaram, apés intoxicagdo
-experimental com cadmio em Chrj/semys picia (tartaruga-pintada), qué o local de
maior concentragdo do metal foi o figado, seguido de rins, pancreas e intesﬁnos. Os
autores também comprovdram que ha eliminagdo de cédmio via bile, urina e trato
gastrointestinai devido a presenga do metal na agua do tanque onde estavam as
tartarugas; calculos baseados no acimulo. de cadmio na 4gua do tanque permitiram’
concluir que a meia vida desse metal no 0rgaﬁisino das tanarugas era de
aproximadamente 8,5 dias.

Na presente pesquisa, 0 maior € 0 fnenor valor encontrados para o cobre
foram, respectivamente: 880%115,78 pg/l de Vsangue (grupo montante) e
610,33+188,80 Ltg/l de sangu'e (grupo acidente). Esses valores sdo. muito proximos dos
ehcontrados por AGUIRRE et al. (1994, p.114) para tartarugas-marinhas Chelonia
mydas: 876,08 pg de cobre por grama de tecido hepatico. Isso indica que os

organismos aquaticos possuem concentragoes significativas desse metal, ndo so pelo
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contato direto com residuos industriais liberados em rios e mares, mas também pela
transferéncia do metal pela cadeia alimentar (DAVENPORT ¢ WRENCH, 1990,
P.40). No entahto, ndo se sabe qual o nivel normal de cobre existente no organismo
desses animais, afinal esse metal pesado ¢ um dos unicos que'existe normalmente no
organismo,.fazendo p.ar[e de alguns sistemas enzimaticos (SMITH, 1997. p.227).
| A mais alta concentragdo de mercirio, no sangue, foi observada no grupo
acidente (103,31 pg/l em Dezembro de 2001) e a maior concentra¢io de mercurio no
misculo for observada no grupo referéncia (3.175.43 pg/g em Setembro de 2001).
BAATRUP (1991, ’p.‘254'), pesquisando por microscopia o efeito do mercurio no
organismo de peixes, percebeu que ocorre intensa depoéigéo desse metal no axdnio
dos nervos olfatorios, o-que resulta em uma depressao. dos 1'ece[3tor'es olfatorios. Na
tilapia (Tilapia mossambica) observou-se déficit visual apos intoxicagdo experimental
com mercurio. |
Para os cagados pescogo-de-cobra, a mais alta concentragio média de
chumbo no sangue foi observada no grupo referéncia ( 104,33 g/l em Dezembro de
2001) e a_méﬁor concentragdo ocorreu no grupo acidente (31,58 pg/l em Maio de
2002). Na analise de chumbo no miusculo de H. rectifera observou-se uma maior
concentragdo em um animal do grupo acidente (13.382,15 ng de chumbo por grama de
tectdo muscular), sendo esse valor muito superior ao enco_ntrado por_DAVENPORT e
WRENCH (1990, p.41) na taltaluga-fnarinha Dermochelys coriacea: 0,3 1i0,03 ug de
chumbo por grama de tecido mAu’scular peitoral >_ _ _
Segundo CLARKE e CLARKE (1978, p.71) apos absor¢do o chumbo ¢
| transportado via sangitinea para os 0ssos, mﬁsculos eioutros tecidos. Isso pode explicar
~ a alta concentragdo desse metal no tecido muscular dos animais do presente estudo.
| ’Segundo- TURK e CASTEEL (1997, p.829) a intoxicagdo por chuinbo
interrompe a sintese do grupamento heme da hemoglobina; clinicamente isto seria
demonstrado por anemia microcitica hipocrémica. Na maioria dos esfegagos

sangiiineos corados dos amimais dos trés grupos de cagados observou-se
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policromatofilia, anisocitose e hipocromia. A menor contagem de eritrocitos totais foi
observada no grupo referéncia (432.020,51+£73.883,36/ul) que foi o que teve a maior
dosagem de metal pesado no sangue.

SCHAPERCLAUS (1992, p.1067), investigando a agdo do chumbo em trutas
Oncorhyncus mykiss, percebeu que o metal acumula-se nas costelas, vértebras,
branquias, figado, baco e rins. Observou-se também anemia nos animais que tinham
altas concentragdes do metal.

Em peixes expostos a baixos teores de chumbo na agua, observou-se efeitos
‘subletais a 7 peg/l e inibigﬁd da atividade de enzimas hematopoiéticas a 10 g/l (PAIN,
1995, p.382). 7

Segundo COSTA (2001, p.119), apds intoxicagdo experimental com chumbo
em duas concentraéées (100 e 300 pg/l) em peixes de agua doce (Orevchromis
niloticus), observou-se que o metal acumulou-se no sangue apds 96 horas de
exposi¢do, no entanto ndo houve diferenga significativa na cohcentragﬁo de
‘hemoglobina nos peixes submetidos a intoxicagdo.

‘Segundo SCHAPERCLAUS (1992, p.1070) as maiores concentrages de
metais pesados que podem ser encontradas na dgua, para trutas (Oncorhynchus mykiss)
e carpas (Cyprinus carpio), sdo: 0,29 ng /1 (mércurio), 15 a 25 pug/l (cobre), 1 a2 pg/L
(cadmio), 140 ug/_l (zinco) ¢ 4 a 18 pg/l (chumbo).

Na literatura ndo foram encontrados niveis permissiveis de metais pesados e
arsénico para queldnios. Comparando com as concentragdes maximas permitidas para
trutas e carpas, podemos perceber que os cagados do presente estudo encontravam-se
em habitat com altos teores de metais pesados e arsénico. Esses elementos podem ter
sido absorvidos pelo organismo dos cdgados pelo cohtato direto com o petréleo (grupo
acidente) e por meio da cadeia trofica (grupos acidehte, montante € referéncia). |

Os valores encontrados para hemograma, bioquimica plasmatica e analise
dos niveis de arsénico e metais pesados no sangue e musculo de Hydromedusa

tectifera podem servir de referéncia, contribuindo para uma avaliagdo clinica segura
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desses animais. E necessario ressaltar que ndo se sabe a real procedéncia dos animais
do grupo referéncia do presente estudo, tornando dificil estabelecer valores basais para
Hydromedusa tectifera.

Os animais dos grupos montante ¢ acidente ja se encontravam em condigdes
bastante precarias no seu habitat natural (Rio Iguagu), devido a acentuada poluigdo
decorrente de residuos industriais liberados no rio. Todos esses fatores permitem
concluir que a espécie alvo desse estudo ¢é resistente a condigdes ambientais
impactantes, mas pouco resistente as condigdes de cativeiro.

Entdo, para a interpretagdo correta desses valores, faz-se necessario o
conhecimento das condi¢des de seu habitat natural, condigdes de cativeiro e impacto
ambiental sobre os animais; sO assim esses valores poderdo contribuir para o

conhecimento e conservagao da espécie.
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Dentre os parametros hematologicos, observou-se diferenga para o grupo
acidente na contagem de leucdcitos totais e na contagem diferencial de heterofilos e
basofilos.

Dentre os parametros bioquimicos ndo se observou diferenga entre os trés
grupos de cagados, e a maioria dos valores encontrados para Hydromedusa terctifera‘ :
sdo condizentes aos valores encontrados para outras espécies de cagados e tartarugas.

A atividade da colinesterase plasmatica de Hydromedusa fectifera mostrou-
se baixa qhando comparada a espécies de peixes € mamiferds.
| Observou-se elevagdo da concentragdo de metais pesados no sangue e
musculo dos diferentes grupos, sendo o arsénico, o cadmio e o mercurio mais elevados
‘no sangue do grupo acidente e cadmio, chumbo e cobre mais elevados no muasculo dos
animais do grupo acidente.

Hydromedusa tectifera mostrou-se um importante bioindicador de poluigdo
ambiental, priﬁcipalmente para O monitoramento do Rio Iguagu, afinal foi a tinica
espécie .sobrevivente ao acidente. No entanto, apesar da resisténcia as condigdes
adversas»do Rio Iguagu, mostrou-se uma espécie pouco adaptavel ao cativeiro. Isto
pode ser obser\}ado pela alta mortalidade que ocorreu nos trés grupos de cagados
estudados. |

 As alteragdes observadas no grupo acidente (leucocitose e altas
concentfac;ﬁes de arsénico e alguns metais pesados no sangue e misculo) podem estar
relacionadas ao acidente ambiental; ja as aiterac;ées que ocotreram nos grupos
referéncia e montante podem indicar que esses animais ja estavam em ambiente
alterado pela presenca de poluentes e/ou residuos industriais, ou tratain-se de valores
normais para a espécie, pois ndo foram encontrados valores de referéncia para

Hydromedusa tectifera.
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