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Resumo

Foram determinados os valores hematolégicos de referéncia para 60
tartarugas marinhas Chelonia nzydas juvenis selvagens aparentemente
saudaveis do Arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco,
Brasil nos meses de julho a setembro de 2003. Os resultados obtidos
foram: Hematdcrito 21,4 a 36,6 %; Hemacias 0,244 a2 0,554 x10°/ul;
Hemoglobina 5,9 a 14,0 g/dl; Volume Cotpuscular Médio 500,4 a
9806,1 fl; Hemoglobina Corpuscular Média 144,0 a 367,1 pg;
Concentra¢io de Hemoglobina Cotpuscular Média 23,7 2 45,1 g/dl;
Leucocitos 1178,8 28259,6 /ul; Mondcitos 15,4 a 1494,3 /ul; Linfocitos
221,121924,8 /ul; Heterofilos 621,52 4317,8 /ul; Eosindfilos 96,1 a
1831,0 /ul; Baséfilos 0,0 a 45,3 /ul e Trombdcitos 9513,2 a
36316,5 /ul. A comparagio dos resultados obtidos com os dados da
literatura reforca a necessidade do estabelecimento de valores
hematoldégicos especificos para aglomeragoes em diferentes condigoes
geograficas, climdticas, faixas de tamanho e diferentes metodologias.
Devido a estas influéncias estes valores ndo devem ser extrapolados
para outras aglomeracoes e devem ser usados com critério para avaliacio
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clinica de individuos sob outras condicdes.

Introducao

Determinar o estado fisiolégico de
uma populacdo ameagada de extingdo como
a das tartarugas marinhas', é de extrema
importancia para desenvolver planos de
conservag¢ao apropriados, principalmente no
que diz respeito a atencio a saude dos animais
e avaliacoes da sadde populacional®. Nio ha
relatos publicados de estabelecimento de
valores de referéncia hematolégicos para
tartarugas marinhas selvagens no Brasil e no
mundo existem poucos trabalhos com
Chelonia mydas (C. mydas), tartarugas-verdes
selvagens, sendo a extrapolacdo destes para
as populagoes de cativeiro e vice-versa
inapropriada, pois pode haver diferencas
significativas como resultado de dietas
artificiais ou condi¢oes estressantes que estas
ultimas sofrem.’

Em se tratando de répteis, outro fator
limitante para utilizagdo destes dados é que
os valores sanguineos variam muito e sofrem
influéncia de fatores como idade, tamanho,
sexo, saude, dieta, estacdo do ano, habitat, o
que dificulta o estabelecimento de valores
de referéncia e comparagoes entre individuos
e populacdes.*>® Outra dificuldade é a
variacao de métodos de coleta, manipulacio
e processamento das amostras que existe
entre os estudos, sendo um empecilho para
comparagio entre eles.’

Os programas de conservagao de
tartarugas marinhas tém se voltado cada vez
mais para o monitoramento da satde das
populacdes, devido ao risco imposto pela
fibropapilomatose cutanea, enfermidade
mais importante como ameag¢a 2
conservacio das tartarugas marinhas. Trata-
se de uma neoplasia de etiologia
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provavelmente viral que se manifesta na
forma de tumores pedunculatres de 0,5 a 30
cm de diametro e tumores internos que
afetam o metabolismo.® A doenca é
debilitante na medida em que interfere na
capacidade visual, de locomocio e de
alimentacao do animal, de acordo com o
grau e local de acometimento’, gerando
quadros de imunossupressdo, emaciacio e
perda da capacidade de fuga de predadores.
Em alguns casos a doenca é fatal. Os
parametros bioquimicos e hematolégicos
podem ser afetados em funcdo da condicao
cronica debilitante da doenca e da presenca
de tumores internos'® ', Fatores como
parasitas, temperatura, poluentes' e
biotoxinas podem estar relacionados com
o desenvolvimento da doenca, bem como
com o comportamento desta no
hospedeiro”. Normalmente os programas
de monitoramento se dao em longo prazo,
e levantam dados biométricos, geograficos,
fisico-quimicos, anatomo-patolégicos,
sorolégicos, parasitolégicos, toxicolégicos,
bioquimicos e hematolégicos de animais
encalhados, capturados ou consumidos.'

Neste contexto, a determinacio de
valores hematolégicos tem sido utilizada
como ferramenta de avaliacao da saude dos
animais.'””® Estudos hematolégicos
comparativos de animais doentes e sadios
podem gerar informagSes importantes para
0 manejo e conservagao das espécies, porém,
as informacdes geradas terdo aplicabilidade
limitada se nio for estabelecido o padrio
do que ¢é normal para determinada
populacido® bem como a fisiologia e as
alteracoes patologicas e como estas refletem-
se nos parametros laboratoriais. F necessario
que cada laboratério procure estabelecer a
faixa de referéncia pertinente as metodologias
por ele utilizadas'® e também para as
diferentes populacoes'™ " 1%,

Este trabalho teve como objetivo
determinar os valores para eritrograma,
leucograma e contagem de trombécitos, de
tartarugas marinhas juvenis selvagens da
espécie Chelonia mydas, aparentemente
saudaveis do arquipélago de Fernando de
Noronha, Pernambuco, Brasil.
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Material e Método

Foram coletadas amostras sanguineas
de 60 tartarugas marinhas juvenis selvagens
da espécie C. mydas no Parque Nacional
Marinho de Fernando de Noronha, estado
de Pernambuco, Brasil, localizado a 03° 49',
OS de latitude e 032°24' W de longitude, no
periodo de julho a setembro de 2003. A area
¢ protegida por lei e é considerada de baixo
impacto antrépico e livre de poluigdo. As
capturas foram realizadas por mergulho livre
entre as praias do Porto de Santo Antonio e
Sancho (Mar de Dentro), e Bafa do Sueste
(Mar de Fora) (Figura 1).

Ap6s a contengao fisica e desinfecgao
do local de pungiao com alcool iodado,
foram coletados 5ml de sangue do Seio
Venoso Cervical”” com seringas e agulhas 25
x 0,7mm ou 40 x 1,2mm descartaveis
dependendo do tamanho do animal, e
depositados em tubo contendo 50ul
(5.000 UI/ml) de hepatina sédica’. Foram
preparados trés esfregacos sanguineos para
cada amostra com sangue, sem
anticoagulante, diretamente da seringa. As
amostras foram analisadas no mesmo dia
da colheita em um laboratério montado
para este fim. Apo6s a colheita de amostras,
foi feita a biometria dos animais
(comprimento e largura curvilinea de
carapa¢a) € a marcagao com marcas de
inconel (National Band and Tag Co., USA,
modelo 681) nas nadadeiras dianteiras,
conforme metodologia padrio adotada
pelo Projeto TAMAR/IBAMA™.

A determinac¢ao do hematéerito (Htc)
foi feita por centrifugacdo do sangue em
tubos capilates a 11.000 RPM por 5 minutos
em centrifuga para hematéerito (Eureka 1,
BIO ENG ®) e leitura em escala propria'®,
As contagens totais de eritrécitos (He) e
leucécitos (L) foram feitas em camara de
Neubauer com uma diluicao de 1:50 em
solucio de Natt e Herrick'®. A dosagem de
hemoglobina (Hb) foi feita pelo método de
cianometahemoglobina reagindo 10 pl de
sangue total com 5ml do reagente de cor
(de acordo com as orientagdes do fabricante
— Labtest ®) em cubetas cilindricas de 10 mm
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ngura 1 — Localizagao da area de estudo com a indicacdo dos locais de captura das tartarugas, Arquipélago de
Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil (03° 49' S de latitude e 032°24' W de longitude)

em espectrofotémetro (432C, Femto®),
com filtro de 540 nm e comparado com
um padrio de 10 mg/dl. Os valores do
volume corpuscular médio (VCM), da
hemoglobina corpuscular média (HCM) e
da concentracio de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), foram
calculados a partir dos valores obtidos para
Htc, Hb e He'®. A avaliagio da morfologia
dos eritrécitos e contagem diferencial de
leucocitos foi realizada a partir dos
esfregacos sanguineos corados pelo método
panético ripido (Laborclin®) tipo
Romanowsky. A caracterizagio da
morfologia celular foi feita seguindo a
classificacio de Work et al.*! A contagem de
trombocitos foi realizada a partir da
contagem proporcional destes em 500
hemacias no esfregaco sanguineo.

A estatistica descritiva dos valores
obtidos e a andlise quanto a simetria de
distribuicdo de freqiéncia dos dados foram
feitas no programa MS EXCEL". As faixas
de valores de referéncia para os parimetros
com distribuicao assimétrica foram

compreendidas entre os 2,5° ¢ 97,5° percentis
e para valores com distribuicdo simétrica
dentro de um intervalo entre a média £ 1,96
Desvio Padrao (DP)". A avalia¢io da
correlacio do tamanho com o Htc foi feita

por correlagio de Pearson usando o
software SPSS 10.0.

Resultados e Discussao

Foram capturados 60 animais
medindo entre 29,1 a 59,9 (55,6 + 13,1) cm
de comprimento curvilineo de carapaca,
assim, todos os animais foram considerados
juvenis®. Nesta fase do ciclo de vida ndo ha
dimorfismo sexual e, portanto nao é possivel
determinar o sexo dos animais visualmente.
Todos os animais capturados aparentavam
estarem clinicamente sadios. Os valores de
média e desvio padrio (média + DP) e a
faixa de valores de referéncia obtidos no
eritrograma das 60 amostras de C. mydas
juvenis capturadas estdo descritos na
tabela 1. Nao foi possivel realizar a contagem
diferencial de um individuo, assim, os valores

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 6, p. 491-499, 2009



494

Tabela 1 - Valores de referéncia para eritrograma (n=60) e leucograma (n=59) de Chelonia mydas, juvenis,
selvagens aparentemente sadias do Arquipélago de Fernando de Noronha, - Pernambuco, Brasil — 2003

Parametros Média = DP Intervalo de Referéncia
Hematdbcrito (%) 29,0+3.9 21,4 a36,6
Hemacias (x105/ul) 0,399 £ 0,079 0,244 a 0,554
Hemoglobina (g/dl) 10,0£ 2,0 59a14,0
VCM (fl) 743241239 500,4 a 986,1
HCM (pg) 255,6+ 56,9 144,0 2 367,1
CHCM (g/dl) 344+54 23,7a45,1
Leucécitos(/pl) 3553,5+£1920,5 1178.8 a 8259.6
Mondcitos (/ul) 333,6 +501,3 15,4 a 14943
Linfécitos (/ul) 712,8 £431.4 221,1a1924,8
Heterdfilos (/ul) 1926,7 £912,0 6215243178
Eosinofilos (/p) 575,9 £ 440,0 96,1 a1831,0
Basofilos (/) 48+16,5 0,0 2453
Tromboécitos (/ul) 20535,3 £9651,7 9513,2 a36316,5

de leucograma e contagem de trombdcitos
foram obtidos de 59 individuos. Os valores
obtidos para o eritrograma foram
apresentaram distribui¢ao normal, portanto
a faixa de referéncia compreende os valores
entre a média & 1,96 vezes o desvio padrio.
Os valores de leucograma e trombdcitos
foram analisados nao parametricamente,
assim, a faixa de referéncia compreendeu os
valores entre 2,5 e 97,5 percentis. Com
relacdo a classificagaio morfoldgica das
células, foram encontrados sete tipos
celulares: eritrocitos, linfécitos, mondcitos,
heterofilos, eosinéfilos, basofilos e
trombocitos. A ordem de predominancia
numérica dos leucdcitos foi a seguinte:
heteréfilos, linfécitos, eosindfilos, mondcitos
e basofilos.

A colheita de amostras para avaliagao
hematoldgica pode interferir nos resultados
obtidos. Especialmente em quelonios, a
proximidade dos vasos sanguineos e
linfaticos pode promover contaminagao da
amostra com linfa®. O local de eleicio para
colheita em tartarugas marinhas é o seio
venoso cervical ou veia jugular externa, pois
apresentam vantagens como facilidade de
acesso e facil contencdo dos animais, nao
havendo necessidade do uso de anestesia
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local ou geral. A técnica ndo provoca injurias
ao animal e assim, este pode ser liberado
logo apés a colheita, ndo sendo necessario
acompanhamento de sua recuperacio'.
Apesar de Wood e Ebanks’ relatarem nio
existir diferenca associada ao método de
coleta para valores de hematdcrito e
hemoglobina, um estudo especifico sobre
possiveis locais para venopun¢io em
tartaruga terrestre (Gopherus agassizii), revelou
significativa diminui¢ao (P<0,05) dos valores
de hematécrito, contagem total de eritrocitos,
leucécitos e concentragao de hemoglobina,
além de variacGes nos valores bioquimicos
de amostras obtidas do seio venoso cervical
ou veia jugular externa comparadas com
amostras obtidas da veia jugular’. Este fato
foi atribuido a hemodiluicio das amostras
pela contaminacio por linfa. Devido a esta
possibilidade, foi tomado o devido cuidado
de observar as amostras quanto a
contaminacdo por linfa, pois a presenca de
fluidos contaminantes ¢ facilmente
perceptivel no inicio do procedimento de
venopungao.

O anticoagulante usado foi a
heparina  sédica. O EDTA  (acido
etilenodiaminotetracético) ¢ normalmente
usado para mamiferos. Atua quelando o



calcio e outros eletrélitos, mas provoca
hemolise extensa em répteis, especialmente
em quelonios.”* Apesar disso, Wood e
Ebanks® relatam o uso de EDTA e
consideram este melhor que heparina ou
citrato de sodio. A heparina de litio é mais
recomendavel por interferir menos em
dosagens bioquimicas, principalmente de
sodio, mas até o momento nao
existem tubos com este anticoagulante
comercialmente disponiveis no Brasil. Uma
desvantagem da heparina é o prazo patra o
processamento das amostras relativamente
curto (aproximadamente 6h), podendo
haver agregacio dos trombocitos e
leucécitos’.  Outro problema ¢é a
impossibilidade de realiza¢io de esfregacos
sanguineos com sangue heparinizado, pois a
coloracido fica esverdeada, impedindo a
diferenciacao das células, como foi
verificado na pratica. As caracteristicas
morfoldgicas de eritrécitos neste estudo sdo
semelhantes as de outros répteis, inclusive
quanto a presenca de organelas em
degeneracdo encontradas em eritrocitos de
tartaruga terrestre do deserto®. Estas
inclusdes podem ser facilmente confundidas
com hemoparasitas.

A média da contagem total de
eritrocitos foi semelhante ao encontrado por
Wood e Ebanks’ em tartarugas verdes com
30 meses de idade (392.000/ul), porém um
pouco inferior ao encontrado por Aguirre
et al.** (480.000/pl).

A concentracdo de hemoglobina
apresentou valor maior que o encontrado
por Aguirre et al.* (média 8,54 g/dl) que
trabalharam com tartarugas verdes de vida
livte do Havai. O valor encontrado neste
estudo foi semelhante aos encontrados por
Wood e Ebanks’ em C. mydas de diferentes
idades: 30 meses de idade (9,8 1,4 g/dl);
45 meses (10,3 £1,3 ¢g/dl) e adultas (
10,6 £1,2 g/dI).

O resultado obtido para Htc ficou
compreendido dentro da faixa de valores
obtidos por Bolten e Bjorndal’, (26,4-
42,0 %), que trabalharam com C. mydas
clinicamente saudaveis no sul das Bahamas.
Da mesma forma, ficaram dentro de alguns
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valores obtidos por Wood e Ebanks’, que
trabalharam com tartarugas verdes
de 6 meses (24,0-51,0 %) e 18 meses
(18,0-53,0 %). De acordo com estes tltimos
autores e com Frair” o hematdctrito aumenta
com a idade. Como nio ¢ possivel estimar
a idade pela biometria, ndo foi possivel a
anélise dos valores obtidos em funcio da
idade, mas analisando o hematécrito em
funcdo do tamanho, niao foi possivel
estabelecer qualquer correlagdo para a faixa
de tamanho da amostra estudada. F preciso
destacar que os animais usados no estudo
de Wood e Ebanks®, foram de cativeiro, que
diferem daqueles de vida livte em varios
fatores, influenciando conseqiientemente nos
valores hematoldgicos®.

As médias dos valores dos indices
hematimétricos obtidos foram menores que
os encontrados por Aguirre et al** (VCM
12143611 ¢ HCM 317,12pg) com exceg¢do
do (CHCM 27,50%). O célculo dos indices
hematimétricos CHCM e¢ HCM em
eritréeitos nucleados nio leva em conta o
volume do nicleo. Assim, é provavel que os
valores niao reproduzam com exatidio a
realidade das propor¢des hemoglobinicas,
sendo, portanto um tema importante para
outros estudos.

A média obtida para contagem total
de leucécitos foi bastante diferente das
encontradas por Aguitre et al.** (9.340,0/ul),
Wood e Ebanks’, (35.000,0 - 42.000,0/ul) e
Work e Balazs* (11.890 = 800/ul). Estas
diferencas podem se dar em funcio de
fatores inerentes a metodologia de contagem
ou a fatores diversos que afetem a cinética
leucocitaria como estresse, alimentac¢io,
geograficos entre outros. Outros métodos
de contagem, como o uso do Unopette
System 5877% BD, podem gerar valores
diferentes®. A contagem na camara de
Neubauer tem um erro intrinseco de até 20%,
podendo afetar sensivelmente os
resultados”.

Os valores encontrados nas contagens
diferenciais de leucéeitos mostraram-se em
desacordo com a literatura consultada, em
parte em funcio das diferengas na contagem
total de leuctcitos. Além disso, sabe-se que
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em tartarugas, fatores extrinsecos (estagdo
do ano, habitat, método de coleta sanguinea,
tipo de andlise do sangue) e fatores intrinsecos
(sexo, estresse, idade, estado de saide)
complicam o estabelecimento de valores de
referéncia sanguineos ¢ a comparacio destes
entre individuos e populacoes diferentes’.
Outra possibilidade para essas diferencas foi
a dificuldade de diferenciagdo, em alguns
casos, entre linfécitos pequenos e
trombécitos. A ordem de predominancia
das células foi a seguinte: heteréfilos,
linfécitos, eosindfilos, mondcitos e basofilos.

Work et al.?! encontraram uma ordem
diferente (linfécitos, mondcitos, heteréfilos,
cosinoéfilos e baséfilos). Estas diferencas sdo
devidas provavelmente a dificil diferenciacdo
de algumas células na microscopia ética.
Estes autores se referem a dificuldade de
diferenciacio entre baséfilos e trombocitos.

A classificagio morfolégica dos
leucécitos de acordo com Work et al.?!
mostrou-se valida de acordo com a
metodologia adotada (Figura 2). Vale
ressaltar que estes autores foram os unicos
que realizaram um estudo ultraestrutural das

Figura 2 — Células sanguineas de Chelonia mydas (coloracao rapida de Romanowsky): a) Eosindfilo, b) heterdfilo,
¢) heteréfilo (seta larga) e eosindfilo com granulos esparsos (seta estreita), d) 2 monocitos com
granulos basofilicos no citoplasma, e) linfocito, f) heteréfilo (esquerda) e 2 mondcitos (direita), g)
monocito com 4 granulos citoplasméticos, h) aglomerado de trombdcitos

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 46, n. 6, p. 491-499, 2009



células, tendo mais subsidios para uma correta
classificacio. Anteriormente, Wood e Ebanks’
encontraram seis tipos celulares: eritrocito,
linfocito, eosindfilo, baséfilo, neutrofilo e
trombocitos. Postetiormente, Aguirre et al.**
também trabalhando com C. mydas no Havai,
classificaram as células como eritrécitos,
heteréfilos, neutrofilos, linfécitos, eosindfilos
e basofilos. A diferenca entre estas classificacdes
estd basicamente na presenca ou nio do
neutréfilo. Saint Girons?®, identificou
neutréfilos em répteis, o que contradiz com
Sypek e Botysenko”, que ndo os identificaram.
Segundo Work et al.?!, neutréfilos sdo
caracterizados por possuirem um nicleo
segmentado e nao haver granulos
citoplasmaticos distinguiveis, por isso nao
foram identificados na circulagdo de C. zydas,
sendo considerados raros em répteis, mas tém
sido vistos em tuataras (Sphenodon punctatus). A
unica exce¢io quanto a uma caracteristica
motfolégica foi a presenca de granulos
basofilicos no citoplasma de mondcitos
de algumas amostras, nao relatada por
outros autores.

Wood e Ebanks’ relatam um percentual
de 2 a 64% de trombdcitos em relagio ao
total de leucécitos em C. 7zydas juvenis, sendo,
portanto evidente a grande vatiacdo entre

Abstract
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individuos, como também foi verificado
neste trabalho.

Conclusoes

Os valores hematolbgicos encontrados
vatiaram em relacao a outros autores, mesmo
trabalhando com a mesma espécie e mesma
faixa de tamanho, porém com metodologias
distintas. Isso reforca a necessidade do
estabelecimento de valores de hematoldgicos
especificos para cada populagao, levando-se
em conta também as caracteristicas como o
tamanho dos animais e a metodologia utilizada.
Apesar de ser possivel realizar a contagem
diferencial de leucécitos de C. mydas com
coloragoes rapidas de rotina, para uma exata
classificagdo, deve-se proceder a coloragdes
citoquimicas especificas para os diferentes tipos
celulares, visto que ocorrem grandes variagoes
entre os valores de contagem diferencial de
leucdcitos entre diferentes autores. Os valores
obtidos poderio ser utilizados em programas
de monitoramento da sadde de tartarugas
marinhas C. mydas juvenis no Arquipélago de
Fernando de Noronha e em estudos
comparativos com outras areas desde que seja
respeitada a metodologia de amostragem
e de analise.

Key words:
Green turtle.
Chelonia mydas.

The hematological reference ranges of sixty wild, apparently health,
juvenile green sea turtles (Chelonia mydas) from the Fernando de
Noronha Archipelago, Pernambuco State, Brazil, were determined
between the months of July and September of 2003. The obtained
results were: Packed cell volume 21,4-36,6 %; erythrocytes count 0,244-
0,554 x10°/ul; Hemoglobin 5,9-14,0 g/dl; Mean Cotpuscular Volume
500,4-986,1 fl; Mean Corpuscular Hemoglobin 144,0-367,1 pg; Mean
Corpuscular Hemoglobin Concentration 23,7-45,1 g/dl; Total
leucocytes count 1178,8-8259,6 /ul; Monocytes 15,4-1494,3 /ul;
Lymphocytes 221,1-1924,8 /ul; Heterophils 621,5-4317,8 /ul;
Eosinophils 96,1-1831,0 /ul; Basophils 0,0-45,3 /ul; Trombocytes
9513,2-36316,5 /ul. The comparison between the obtained results
and literature data reinforce the need to establish hematological counts
for specific agglomerations on different geographic and climate
conditions, size classes, age, and methodologies. Because of these
influences, the values should not be extrapolated to other C. mydas
agglomerations and should be used carefully for the clinical evaluation
of individuals under other conditions.

Hematology.
Reference values.
Blood.
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