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RESUMO

Estudos com queldnios, no Brasil, ainda sdo incipientes, faltam informacfes que
relatem os habitos dos quelbnios, como reproducdo, alimentacdo e padrdes de
atividade fisioldégicas. Apesar de sua ampla extensdo territorial, sdo raras as
informacdes sobre a distribuicio e mapeamento de tartarugas de agua doce,
principalmente, quando consideramos a ameaca de desaparecimento dos
ecossistemas brasileiros, com o acelerado aumento da poluicdo de nossos rios e a
deterioracdo dos ambientes naturais. Nesse sentido, estudos relacionados as suas
caracteristicas bioldgicas, principalmente hematoldgicas, sdo importantes para o
diagnodstico do estado de saude desses animais na natureza sem a necessidade de
eutanasia. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi analisar as condicdes
fisiologicas e ambientais de tartarugas de agua doce coletadas no corrego Felizardo,
localizado ao lado do campus da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) no
municipio de Uruguaiana-RS, verificando quais espécies ocorrem na regido e seus
pardmetros hematoldgicos. Foram realizadas coletas em locais conhecidos pela
ocorréncia de tartarugas. Foram capturados 21 quelénios com rede de arrastro de 25
mm entre nGs e com seringas heparinizadas foi retirado 1 mL de sangue transferido
para tubos de plasticos com 10 pL de heparina 5000 Ul, mantidos no gelo. O
material bioldégico foi imediatamente levado ao laboratério de Aquariofilia da
UNIPAMPA onde o sangue foi processado para as analises de hematdcrito,
hemoglobina e dosagem de glicose plasmatica. Duas amostras de dgua do mesmo
local em dias diferentes foram recolhidas para analise de parametros microbioldgicos
(quantidade de coliformes totais e fecais) pelo método do nimero mais provavel
(NMP). Todos os quelbnios eram da mesma espécie cagado-de-barbelas (Phrynops
hilarii), sendo dezesseis fémeas e cinco machos, com peso médio de 1,28 kg + 0,08.
Nas andlises hematolégicas, os resultados encontrados, em média, foram:
Hematdcrito 11,70%, Hemoglobina 9,60 g/dL e Glicose 58,88 mg/dL. Nos resultados
da analise da agua, o método NMP resultou em uma contagem de 350 e 170
coliformes totais/100 mL, a partir da combinacao (5-3-3 e 5-4-4,) obtida na contagem
dos tubos contendo caldo verde brilhante. Entretanto, a presenca de E. coli ndo foi
detectada, a partir do meio E.C, evidenciando a auséncia de coliformes fecais nas
amostras analisadas. Os valores encontrados neste estudo sdo 0s primeiros
apresentados na regido do Pampa Brasileiro. Nao € possivel afirmar que os animais
aqui amostrados sejam considerados portadores de alteracbes hematolégicas, mas
também é audacioso afirmar que esses valores servem como padrdo hematolégico
para a espécie na regido do sul do Brasil, por haver necessidade de estudos mais
amplos.

Palavras-Chave: Tartarugas, ambiente, saude.



ABSTRACT

Studies with freshwater turtles in Brazil are still incipient, lacking information about
their habits, such as reproduction, feeding and activity patterns. Despite its wide
territory, information on distribution and mapping of freshwater turtles are rare,
especially considering the menace of disappearing from Brazilian ecosystems, with
accelerated river pollution raise and deterioration of natural environment. In this
sense, studies related to their biological characteristics, mainly hematological, are
important for the diagnosis of these animal’s health state in nature without the need
of euthanasia. Thus, the objective of this study was to analyze physiological and
environmental conditions of freshwater turtles collected in Felizardo stream, located
next to the Federal University of Pampa (UNIPAMPA) campus, in the city of
Uruguaiana - RS, verifying which species occur in the region and their hematological
parameters. Collections were made in location known for the occurrence of turtles.
Twenty one freshwater turtles were collected using a 25 mm dragging net between
knots and 1 mL of blood was extracted using heparinized syringes and then
transferred to plastic tubes containing 30 pL of heparin 5000 Ul, kept in ice.
Biological material was immediately brought to UNIPAMPA Aquariofilia laboratory,
where the blood was processed for hematocrit analysis, hemoglobin and plasmatic
glucose levels. Two water samples from the same location on different days were
collected for microbiological parameter analysis (ammount of total and fecal
coliforms) by the most probable number method (MPN). All turtles were from the
same species, cagado-de-barbelas (Phrynops hilarii), sixteen females and five
males, average weight of 1.28 kg + 0.083. Results found in hematological analysis
were, in average: Hematocrit 11.70%, Hemoglobin 9.60 g/dL e Glucose 58.88 mg/dL.
Concerning water analysis, MPN method resulted in a count of 350 and 170 total
coliforms/100 mL, through the combination (5-3-3 and 5-4-4,) obtained from the count
of tubes containing brilliant green broth. However, the presence of E. coli was not
detected through EC medium, demonstrating the absence of fecal coliforms in the
analyzed sample. The values found in this study are the first presented in the
Brazilian pampa’s region. It is not possible to affirm that the animals sampled here
are considered as having hematological amendments, but it is also audacious to
state that these values serve as the hematological standard for the species in the
southern region of Brazil, because more studies are needed.

Key-words: Freshwater turtles, environment, health.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é considerada uma atividade multidisciplinar, referente ao cultivo
de diversos organismos aquaticos, incluidos neste contexto plantas aquéticas,
moluscos, crustaceos e peixes, entre outros (OLIVEIRA, 2009), sendo a atividade de
producdo animal que mais cresce no mundo. A producdo animal oriunda da
aguicultura atingiu 52,5 milhdes de toneladas em 2008. A contribuicdo da aquicultura
para a producéo total de peixes (pesca e aquicultura) cresceu de 34,5 % em 2006
para 36,9 % em 2008. A producdo aquicola representou 45,7 % dos alimentos para
consumo humano em 2008, contra 42,6 % em 2006 (FAO, 2010).

Os principais organismos cultivados na aquicultura brasileira sdo 0s peixes
particularmente Tilapias, Tambaqui, cultivo de pirarucu (Arapaima gigas), 0 camarao
branco (Litopenaeus vannamei), o mexilhdo (Perna perna), macroalgas em agua
doce.

Dentro da aquicultura, uma das atividades que comeca a receber destaque
principalmente na regido norte € a criacao de quelbénios. Os quelbnios séo répteis da
ordem Testudinata (Linnaeus, 1758). A caracteristica mais distintiva de grupo € a
presenca de uma carapaca cérnea, formada pela expansdo e unido de algumas
vértebras e das respectivas costelas, com placas corneas por cima. No Brasil, os
representantes terrestres, dulciaquicolas e marinhos sdo conhecidos,
respectivamente, pelos termos jabuti, cagado e tartarugas (FABRES et al., 2009). A
venda ilegal de quelbnios capturados na natureza ainda € excessivamente alta,
principalmente no estado do Amazonas. A tartaruga e o tracaja sdo as espécies
mais buscadas para a criagdo comercial. A criacao de quel6nios depende da retirada
de milhares de filhotes dos tabuleiros protegidos pelo IBAMA. No estado do
Amazonas existem aproximadamente 196 projetos de criagdo comercial de animais
silvestres, em analise, junto ao IBAMA-AM (CANTO et al., 1999), sendo que ja se
encontram registrados 69 criadouros com cerca de 400.000 animais em cativeiro
(ANDRADE et al., 2003).

Estudos com Quelonios no Brasil ainda sao incipientes, principalmente
guanto aos habitos e manejos dos Quelbnios, como reproducdo, alimentacdo e
padroes de atividade (SOUZA, 2004). Molina (1996) relata que essa falta de

informacdes, pode estar atribuida a dificuldades nas coletas dos animais, ainda que
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muitas espécies de quelénios mostrem certa adaptacéo e convivéncia aos ambientes
modificados pelo ser humano. Nos ambientes naturais o impacto de poluicdo € cada
vez maior e existe a necessidade de informac¢des mais precisas sobre a historia das
populacdes que se adaptam aos ambientes naturais e aos ambientes urbanos. No
Brasil, apesar da ampla extens&o territorial, sdo poucas as informagdes sobre a
distribuicdo de tartarugas, e seu mapeamento principalmente quando consideramos a
ameaca de desaparecimento dos ecossistemas brasileiros, com o acelerado aumento
da poluicdo de nossos rios e a deterioracdo dos ambientes naturais. Dessa forma, é
fundamental a identificacdo de areas que permitam o estabelecimento de planos para
0 monitoramento de populagfes para que as informacgdes disponiveis sobre areas de
ocorréncia de tartarugas possam ser usadas para o desenvolvimento de estratégias
de manejo apropriados (SOUZA et al., 2000).

Atualmente no Brasil existem 34 espécies de quelbnios descritas,
sendo cinco marinhas, duas terrestres e 27 limnicas (IBAMA, 2003). No estado do
Rio Grande do Sul, os quelbnios séo representados por seis espécies continentais
(cinco de Chelidae e uma de Emydidae) e cinco marinhas (quatro Cheloniidae e uma
Dermochelyidae), correspondendo a cerca de 30% das 36 espécies brasileiras
(BERNILS, 2010). No entanto, os estudos existentes sobre os queldnios continentais
do Rio Grande do Sul sdo provenientes de informagbes pontuais temporal e
geograficamente, que contribuem para a composicdo de um mosaico sobre a historia
de vida e o estado de conservacao desses répteis. A maioria dos estudos relatam a
presenca ou auséncia desses animais em rios e lagos, e também sobre a biologia da
espécie, entretanto estudos sobre a fisiologia aplicada as condicfes aos quais 0s
animais vivem ainda sao poucos. Estudos sobre indicadores fisioldgicos dos
qguelbnios é o que permite ter uma rapida ferramenta de diagnostico que oferece
muitas informacdes sobre o estado de saude dos animais (TROIANO; SILVA, 1998)
sem a necessidade de eutanasia. As avaliacbes dos parametros hematoldgicos de
um animal retratam diretamente sua fisiologia cardiorrespiratéria e em dltima analise,
seu estado de saude. O sangue tem a capacidade de transporte de gases,
principalmente, de oxigénio e nutrientes, e também para eliminar residuos
metabodlicos. Uma analise sanguinea completa € constituida por uma avaliacdo de
uma variedade de parametros que nos permitem obter informagfes sobre o estado
de saude do animal, e que ajuda na a identificacdo de patologias, particularmente
aqueles relacionados com a volemia e infecgbes (GARCIANAVARRO; PACHALY,
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1994). Quando comparado com outros vertebrados, existe pouca informacao
disponivel na literatura sobre a hematologia e os perfis de hemoglobina de répteis
(GARCIANAVARRO; PACHALY, 1994). O Brasil € um dos principais paises do
mundo com recursos hidricos, representando 11% dos recursos hidricos mundiais.
Para um pais com grande potencial hidrico, o que torna inaceitavel o pais ainda
passar por problemas de escassez em algumas regides, onde um dos principais
aguiferos (guarani) tem boa parte de sua extensdo em solos brasileiros. Entretanto,
toda essa fartura hidrica € mal distribuida, tanto socialmente quanto
geograficamente (REBOUCAS, 1999). O Brasil apresenta doze regides hidrograficas
formadas por diversas bacias hidrograficas, donde estdo localizados os principais
rios do pais: Amazonas, Sdo Francisco, Tocantins, Araguaia, Parnaiba, Paraguai,
Parana, Uruguai, dentre outros. A agua de um rio € usada para diferentes fins:
agricultura, pecuaria, piscicultura e principalmente para o consumo humano. Neste
sentido sédo verificados varios impactos ambientais ao longo da bacia do rio Uruguai,
como em destaque o lixo e a falta de saneamento basico (NAVARRO, 2013).

Por isso o Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabeleceu uma
resolucdo (20/89) que classifica a agua em classes que pode ser utilizada: (Classes
1,2,3e4):

Classe 1

a) Abastecimento doméstico, apds tratamento simplificado;

b) Protecdo das comunidades aquaticas;

C) Recreacdo de contato primario (natacdo, esqui-aquatico e
mergulho);

d) Irrigacdo de hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas
que se desenvolvam rente ao solo e que sejam ingeridas cruas sem
remocao da pelicula;

e) Criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies

destinadas a alimentagdo humana.

Classe 2
a) Abastecimento doméstico, apds tratamento convencional;
b) Protecdo das comunidades aquaticas;

C) Recreacédo de contato primario;
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d) Irrigacdo de hortalicas e plantas frutiferas;
e) Criacdo natural e/ou intensiva (aquicultura) de espécies

destinadas a alimentacdo humana.

Classe 3
a) Abastecimento doméstico, apés tratamento convencional;
b) Irrigacdo de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras;

C) Dessedentacdo de animais.

Classe 4
a) Navegacao;
b) Harmonia paisagistica;
C) Usos menos exigentes.

A agua € uma preocupacdo mundial e a medida que a humanidade aumenta,
com crescimento de aglomeracdes urbanas, ocorre uma deterioragdo da sua
qualidade e modificagdo de sua composicdo natural, gerada pelo despejo de
poluentes, pela proliferacao de bactérias patogénicas, causando grandes impactos a
saude publica e ao ecossistema aquatico (SILVA et al., 2008). Segundo Querol et al.
(1997), as acbOes antrOpicas sobre o rio Uruguai, tem sido cada vez mais
significativa, tais como o derramamento de efluentes domésticos e industriais sem
tratamento e o desmatamento da mata ciliar e a destruicdo dos arroios. Em funcéo
desta constatacdo, € importante desenvolver um monitoramento da qualidade da
agua, para que num futuro préximo, ndo corramos o risco de ter os arroios, corregos
e o rio Uruguai, totalmente impactados. Segundo Santwell (1965 apud Silva, 2008),
0 grau de poluicho de um ambiente aquatico & possivel de ser avaliado
determinando o numero de coliformes nele presentes, ferramenta util para um
estudo mais aprofundado da polui¢ao existente nos cursos d’agua.

Estudos sobre os animais que vivem em ambientes alterados € crucial, uma
vez que a poluicdo feita pelo homem no ambiente é a principal razdo para o declinio
de populacdes de répteis e pode negativamente influenciar na saude dos animais. A
contaminacdo dos ambientes aquaticos é provocada principalmente pelo langcamento

de aguas residuarias domésticas e industriais sem tratamento prévio. No caso de
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esgotos domésticos 0s principais contaminantes sdo a matéria organica, e
organismos patogénicos, com destaque para virus, bactérias e protozoarios. Com
relacdo aos esgotos industriais a contaminacao, além da matéria organica, envolve
também os metais pesados e compostos organossintéticos (VON SPERLING, 2005).
Tais poluentes podem prejudicar a saude dos animais aquaticos ou até mesmo
causar diferencas na morfologia das células sanguineas. Um exemplo seria a
anemia, uma das doencas que podem ser detectadas em espécies que vivem em
ambientes poluidos (GIBBONS et al., 2000). Zago et al. (2010) encontraram
diferengas no didmetro e na éarea total e nuclear de eritrocitos entre tartarugas de
ambiente natural e urbano, indicando que o meio ambiente pode modular a
morfologia celular. Os indices hematologicos da série vermelha: eritrdcitos,
hemoglobina, sdo considerados primarios e indicam a capacidade de transporte de
oxigénio através do sangue e da utilizacdo do mesmo pelo organismo do animal
(TROIANO; SILVA,1998). Os indices hematimétricos como: Volume Corpuscular
Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) e Concentracdo de
Hemoglobina Média (CHCM), indicam o estado osmorregulatério do animal (que esta
diretamente envolvido com a dindmica cardiaca e com o fluxo sanguineo) e a fungéo
respiratéria (SOUZA, 2004). Na avaliacdo dos parametros hematoldgicos é
necessario interpretar e analisar se as diferencas encontradas séo significativas,
pois fatores externos e internos podem interferir nos resultados (MEDEIROS, 2012).
O hematécrito ou volume globular € o parametro utilizado para avaliar as hemacias
presentes no sangue, pois ele se refere tanto ao niumero de glébulos vermelhos
quanto ao tamanho destes, sendo correspondente a relacdo entre o volume de
eritrocitos e o volume total de sangue. Se o hematdcrito estiver muito baixo o animal
pode ter anemia e desnutricdo; e se estiver muito alta pode ocorrer desidratacéo e
doenca pulmonar (TAVARES- DIAS et al., 2004). A hemoglobina (Hb) esta presente
nas células vermelhas (hemacias) do sangue, e € responsavel pelo transporte de
oxigénio dos 6rgdos captadores (pulmdes ou branquias) para os demais tecidos. Em
geral, a hemoglobina de vertebrados, incluindo os répteis € uma proteina tetramérica
de massa molecular de aproximadamente 64,5 KD, contendo duas cadeias de
globinas de um tipo e duas de outro tipo (geralmente alfa e beta), cada uma delas
associada a um grupo prostético, heme, onde o atomo de ferro encontra-se no
estado ferroso (Fe?*). A hemoglobina, pigmento respiratério dos eritrdcitos, tem por

funcao transportar o Oz e parte do CO2 no sangue (COATES, 1975). A hemoglobina
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apresenta diferencas ainda em relacdo a sua capacidade de tamponamento e
variagOes da afinidade pelo oxigénio. Enquanto, as atividades eritropoiéticas estao
mais relacionadas ao numero de eritrgcitos, a concentracdo de Hb é indicadora da
capacidade do transporte de oxigénio, e pode ser influenciada por hipoxia, exercicio,
estresse induzido, estagio reprodutivo e variacbes sazonais. O aumento na
temperatura ambiental aumenta caréncia de oxigénio na agua, que por sua vez
estimula a eritropoiese (FERRAREZI, 2006).

A glicose é um carboidrato considerado como uma das principais fontes de
energia. O pancreas é o 0rgdo responsavel em produzir o horménio denominado
insulina, e que € o responsavel por permitir a entrada da glicose em nossas células.
Quando o pancreas esta comprometido, ocorre uma deficiéncia na producdo de
insulina 0 que altera a captacéo da glicose pelas células resultando no aumento da
glicose no sangue. O controle do nivel de glicemia é importante por diversas razdes.
O excessivo aumento da concentracdo de glicose no sangue, normalmente quando
ultrapassa o limite de transporte maximo, provoca diurese osmaética levando a perda
de glicose na urina, podendo resultar em deplecéo de liquidos e eletrdlitos do corpo.
Além disso, o aumento da glicemia e a hiperlipidemia em longo prazo pode causar
lesbes em tecidos e vasos sanguineos incluindo infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral, insuficiéncia renal crénica e cegueira. A hipoglicemia €
caracterizada por um nivel anormalmente baixo de glicose no sangue, e em
situacdes extremas pode levar a perda de consciéncia, ou a crises convulsivas,
tontura, fome, dor de cabeca, cor da pele péalida e mudancas bruscas de humor ou
comportamento, como choro sem motivo aparente em humanos, por exemplo.
Outras situacfes além do metabolismo nutricional que alteram a glicemia no sangue
€ 0 estresse 0 organismo libera horménios que podem alterar o nivel glicémico
podendo causar uma crise de hiperglicemia. Animais em condi¢cdes estressantes
apresentam aumento de catecolaminas (resposta primaria), induzindo mudancas nos
parametros fisiologicos (resposta secundaria), que comprometem seu desempenho
(resposta terciaria) e aumentam a suscetibilidade as doengas (GUYTON; HALL,
2000).

Portanto, o estudo dos parametros hematoldgicos de tartarugas de agua doce
torna-se importante, na medida em que se conhece quais sao os valores padrdo em
ambientes controle e o quanto eles podem ser alterados em ambientes poluidos. O

Corrego Felizardo do municipio de Uruguaiana-RS (Figura 1), apresenta-se como
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uma fonte pouco explorada em relacdo a popula¢bes de queldnios. Um trecho do
cOrrego passa por uma parte da Universidade Federal do Pampa-Uruguaiana, onde
0sS animais sdo bastante encontrados, onde aparentemente a agua do corrego nao
esta poluida, assim esse trabalho pretende contribuir para o conhecimento sobre
populacbes de queldnios no Corrego Felizardo do municipio de Uruguaiana-RS, e
seus parametros hematologicos.

Figura 1. Imagem Aérea do Cérrego Felizardo/Uruguaiana. Fonte: Google Earth

5DigitalGlobe
Google

eosistemas SRL (:008[(‘ eal’th

Data das imagen 01¢ 299 STZ15SMST, 070 elev S6m  altitude do ponto de visdo 438 m
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2 OBJETIVO GERAL

e Mensurar a condicéo fisiologica das tartarugas de agua doce e sua relacao
com o ambiente.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os parametros fisiolégicos de tartarugas de agua doce.

Hematdcrito, Hemoglobina, Glicose.
e Verificar a ocorréncia de espécies de tartarugas de agua doce encontrados no
municipio de Uruguaiana-RS.
e Analisar os parametros microbiolégicos (quantidade de coliformes totais e

fecais) da dgua onde foram encontradas as tartarugas de agua doce.
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no cérrego felizardo do municipio de Uruguaiana-RS,
sendo a coleta realizada em dias diferentes, regido do curso médio, localizado a sul
29° 50’ 15.71” e oeste 57° 06°'07.07".

3.1 Identificacdo das espécies

Foram realizadas quatro coletas em dias diferentes nos meses de junho a
setembro, onde capturamos 21 animais no total com uma rede de arrastro de 25 mm
entre nds, no corrego Felizardo, os animais foram levados ao Centro de Tecnologia
em Pesca e Aquicultura (CTPA). A coleta sanguinea foi realizada 48 horas apés a
captura para evitar interferéncia do estresse da captura nos parametros
hematoldgicos. Depois da coleta sanguinea as tartarugas ficaram mais uma semana

no cativeiro e depois devolvidas a natureza.
3.2 Parametros hematoldgicos
3.2.1 Coleta sanguinea e biometria

Foi coletado em uma seringa heparizinadas, 1 mL de sangue de cada animal
que foi depositado em eppendorfs heparinizados com 10 pL de heparina, a amostra
foi condicionada em uma caixa de isopor com gelo em escamas para melhor
conservagao. Depois os animais foram submetidos a uma biometria para a

verificagéo de peso, largura, comprimento total dos animais.

3.2.2 Hematdcrito

Na centrifuga do Laboratério de Hematologia e Citologia Clinicas da
Universidade Federal do Pampa Campus Uruguaiana, foi determinado pelo método
de micro hematocrito (VIVAS, 2013) as medidas foram realizadas em tubo capilar

com 75 mm de comprimento e 1,0 mm de diametro interno e 1,5 mm externo.
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3.2.3 Hemoglobina

A concentragdo de hemoglobina foi determinada por método
fotocolorimétrico, com utilizacéo de kit comercial (marca Doles®). Depois da coleta, o
sangue foi levado ao laboratorio de Aquariofilia do campus Uruguaiana, onde foi
realizado o procedimento para analisar a hemoglobina, em triplicata, segundo as
recomendacdes do fabricante. Brevemente, tubos de ensaio contendo 5 mL do
reagente de cor da hemoglobina com 20 pL de sangue em cada tubo foram
homogeneizados e levados ao espectrofotdbmetro para a leitura da absorvancia no
comprimento de onda de 540 nm. A 4gua destilada foi utilizada como branco e 500

uL de hemoglobina (cianeto de potassio) como padrao.

3.2.4 Glicose

A determinacdo da glicose plasmatica foi determinada pelo método
enzimatico- colorimétrico, utilizando kit comercial (marca Doles®). As amostras de
sangue foram centrifugadas por 10min a 1000g, para a separac¢do do plasma dos
eritrécitos. Logo apds foram para os tubos de ensaio contendo 1mL do reagente de
cor da glicose e 10uL de plasma, um tubo de ensaio como o branco com 1mL do
reagente de cor e um tubo de ensaio como padrdo com 1mL do reagente de cor e
10uL do reagente padrdo que é uma solucdo aquosa contendo 100 mg/dL de
glicose. Foram homogeneizados e levados para o banho-maria por 5 minutos a 37°

C. Logo ap6s foi levado ao espectrofotbmetro com comprimento de onda de 510mm.
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3.3 Analise da 4gua

Foram feitas as analises quimicas da agua, oxigénio dissolvido, pH, e
analises microbiologicas da agua onde foram coletados os animais. Foram coletadas
duas amostras da agua em uma garrafa plastica esterilizada, em dias diferentes. As
analises microbioldgicas para contagem de coliformes totais e coliformes fecais
foram realizadas pelo método do nimero mais provavel (NMP) ou também método
de tubos multiplos, que se divide em duas etapas: teste presuntivo em caldo
lactosado (Figura 2A), e teste confirmativo em caldo verde brilhante e caldo E.C
(Figura 2B).

Figura 2. Tubos das analises microbiol6gicas. A: Caldo lactosado (teste
presuntivo); B: caldo verde brilhante (teste confirmatério), C: meio EC.

|
\‘.\nt.
—— ASAARAN

AN i

Fonte: Autor

3.3.1 Teste presuntivo

Para o teste presuntivo foram usados 15 tubos, distribuidos de cinco em
cinco, com 10 mL e caldo lactosado adicionados de um tubo de Durhan, onde as

amostras de agua foram inoculadas em trés dilui¢cdes: 1:1; 1:10 e 1:100.
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Os primeiros cinco tubos foram inoculados com uma pipeta esterilizada, com
10 ml da amostra de agua (diluicdo 1:1). O segundo grupo de cinco tubos recebeu
uma aliquota de 1 ml da amostra (diluicdo 1:10) e o ultimo grupo recebeu uma
aliquota de 0,1 ml da amostra (diluicdo 1:100). Os tubos foram incubados a 37,5°C
durante 24 horas.

A interpretacdo do resultado foi avaliada apds 24 horas de incubacgéo, a partir
da formacdo de gas dentro do tubo de Durhan, indicando a presenca de
metabolismo bacteriano. Os tubos que ndo apresentaram a formacdo de gas
permaneceram por mais 24 horas na estufa, para posterior interpretacdo do
resultado.

3.3.2 Teste Confirmativo

O teste confirmativo foi realizado a partir de todos os tubos que apresentaram
resultado positivo no teste presuntivo nas 3 diluicbes. Para tal, as amostras dos
tubos positivos foram inoculadas em caldo verde brilhante na presenca de tubo de
Durhan com uma alca de platina, previamente flambada e fria. Em seguida, os tubos
foram identificados e incubados durante 24 horas a 37,5°C.

No final de 24 horas, havendo a formacéo de gas dentro do tubo de Durhan o
teste foi considerado positivo. Caso a formacgdo de gas nao tenha ocorrido, os tubos
permaneceram na estufa por mais 24 horas. Para a interpretacdo dos resultados e
avaliacdo dos coliformes totais na amostra em questdo, determinou-se o numero
mais provavel (NMP) por 100 mL de &gua, a partir da combinagédo formada pelos
tubos positivos nas trés diluicdes, conforme a Tabela 1 retirada do manual préatico de
analise de agua (FUNASA, 2006).

A avaliacdo dos coliformes fecais foi realizada a partir da repicagem das
amostras positivas no teste presuntivo para o caldo EC na presenca de tubo de
Durhan. Os tubos foram, entdo, incubados a 44,5 °C por 24 horas. A presenca de
gas evidenciada no tubo de Durhan indicou a positividade do teste e a confirmacao

da presenca de E. coli na amostra analisada. Caso um resultado positivo ndo tenha
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sido observado, os tubos permaneceram incubados por mais 24 horas para a
interpretacgéo final dos resultados.

Tabela 1- NMP com limite de confianca de 95% para varias combinacdes de
resultados positivos quando 5 tubos séo usados para cada diluicdo (10 mL, 1,0 mL e
0,1 mL).

Combinacéo de NMP/100mL Limites
positivos Inferior Superior

5-3-2 140 60 360
5-3-3 170 80 410
5-4-0 130 50 390
5-4-1 170 70 480
5-4-2 220 100 560
5-4-3 280 120 690
5-4-4 350 160 820
5-5-0 240 100 1300
5-5-2 500 200 2000
5-5-3 900 300 2900
5-5-4 1600 600 5300
5-5-5 =1600 - -

Fonte: Adaptado de FUNASA, 2006.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os 21 quelbnios capturados eram da mesma espécie cagado-de-
barbelas (Phrynops hilarii) (Figura 3), e € caracterizada por conseguir dobrar seu
pescoco para ocultar a cabeca na carapaca ter duas barbelas gular na regiao
mandibular no seu pescoco. Os quelénios eram cinco machos e dezesseis fémeas
que foram diferenciadas pelo tamanho, altura da carapaca, forma do plastrdo e
fenda da placa anal (formato de U para machos e de V para fémeas), conforme
Puerto (2008). Os animais foram divididos em trés grupos, para melhor
entendimento nos resultados, os animais tinham pesos e tamanhos diferenciados
por isso foi considerado: Macho (M), grupo fémea menor que um quilo (F1) e fémea
mais que dois quilos (F2). O peso + erro padrédo esta representado na Figura 4, entre
0s trés grupos.

Figura 3.Cagado encontrado no corrego felizardo espécie Phrynops hilarii . Vista
frontal (A). vista vetral para observacao do plastao (B)

Fonte: Autor
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Figura 4- Peso médio £ em erro padrdo em kg dos queldnios encontrados no
corrego. F1= fémeas menor que 1 kg, F2= fémeas maior que 2 kg e M= machos.
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Os dados de hematdcrito obtidos dos 21 queldnios estdo apresentados na
figura 5, no qual as médias dos trés grupos foi de (M):13,13 %, (F1): 11,41% e (F2):
10,57%. O hematdcrito teve valores inferiores ao obtidos por Medeiros (2012), em
tartarugas tigre-d’agua-americano (Trachemys scripta elegans). Segundo o autor
Puerto (2008), em trés tipos de rios diferente deve médias entre, 18,33+ 3,79, 23,80+
4,27 e 23,00+ 4,90 nos rios Ribeirdo Piracicamirim, rio Piracicaba e zoolégico de Sdo
Paulo, respectivamente, esse estudo citado teve valores superiores aos resultados
obtidos nesse estudo. Os valores de hematdcrito inferiores a 20% e, quando maior a
40%, podem representar anemia, (THRALL et al., 2004), sendo que essa condi¢cao
foi representada nos animais desse estudo. O hematdcrito em répteis tem uma faixa
entre 20 a 40% (PUERTO, 2008). Os estudos citados acima nao expressam a

guantidade de coagulante que foi usado.
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Figura 5- Andlises dos resultados do hematocrito com erro padrao.
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As analises de hemoglobina e glicose foram realizadas em nove amostras de
sangue dos animais, entdo os grupos ficaram divididos: M (n=3), F1(n=3) e F2(n=3).
Os niveis de Hemoglobina alcangcaram as médias de cada grupo foi : (M):13,74 g/dL,
(F1): 8,32 g/dL e (F2): 6,75 g/dL , entre os trés grupos, na Tabela 3 mostras os
resultados em média e erro padrdo de cada grupo, foram feitas as analises em 9

tartarugas, trés pertenciam ao grupo F1, trés ao grupo F2 e trés ao grupo M.
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Tabela 3- Resultados obtidos nas andlises de Hemoglobina em cada grupo.

GRUPOS IDENTIFICACAO QUANTIDADE DE MEDIA + ERRO
DA TARTARUGA HEMOGLOBINA PADRAO
(g/dL)
2 15,57
F1 17 5,29 8,32 + 3,64
19 4,1
3 8,28
F2 20 5,52 6,75+ 0,80
21 6,47
1 19,71
M 4 15,57 13,74 £ 4,07
18 5,95

Ao se analisar o resultado obtido de hemoglobina, em cagados, constatou se
gue estes resultados estdo na média ao da literatura consultada, sendo que Pessoa
(2015), determinaram uma média de 5,8 g/dL, para animais desta mesma espécie.
Para as tartarugas esses autores verificaram ainda, ndo haver diferenga significativa
entre sexos, e que 0S mesmos parecem aumentar com a idade.

Segundo Puerto (2008), em trés tipos de rios diferente as médias foram entre,
4.60+ 0.66, 6.48+ 1.68 e 5.77+ 1,30 g/dL, nos rios ribeirdo Piracicamirim, rio
Piracicaba e zool6gico de Sao Paulo, resultados estdo em média ao obtidos nesse
estudo. J& em tartarugas tigre-d"agua-americano (Trachemys scripta elegans) o
autor Medeiros et al. (2012), teve resultados em média de 7,1 %, inferiores aos
nossos resultados. Sypek e Borysenko (1988), mostram que na maioria das
espécies dos répteis a hemoglobina esta entre 6 e 12 g/dL, mas Brites (2002), em
seu trabalho, obteve a amplitude de variagcdo entre 4,50 a 10,00 g/dL, entre os
estudos citados, nossos resultados estdo na média de hemoglobina em répteis.
Conforme Stacy et al. (2011), a maioria dos répteis clinicamente saudaveis
apresenta hematocrito de 20-40% e hemoglobina de 5,5-12g/dL.

Thrall (2004) afirma que valores de hematdcrito inferiores a 20% sugerem
anemia, mas ndo € possivel afirmar que os animais aqui estudados estavam

anémicos, pois os parametros hematologicos podem ter grandes variacbes entre
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machos e fémeas na qual a analise comparativa entre 0os sexos nao foi realizada
devido a grande diferenca entre a quantidade de animais machos e fémeas.
Observa-se, nos niveis de Glicose as seguintes médias na Tabela 4, o valor
encontrado neste estudo foi de (M): 54,31mg/dL, (F1): 63,38 mg/dL e (F2): 58,97
mg/dL, sendo que Pessoa (2015), determinaram uma média de 76,56 g/dL, para
animais desta mesma espécie. Segundo autor Dias-Tavares et al. (2012); para as
espécies P.expansa, P. unifilis e P. sextuberculata as médias eram de: 92.7 + 22.2,
149.9 + 66.5 e 127.1 + 42.2 mg/dL. Ao se analisar os resultados obtidos de glicose,
em cagados, constatou-se que estes resultados estdo inferiores ao da literatura
consultada, isso pode constatar que os animais estavam estressados. Quelonios em
condicBes estressantes apresentam aumento de catecolaminas (resposta primaria),
induzindo mudancas nos parametros fisiolégicos (resposta secundaria), que
comprometem seu desempenho (resposta terciaria) e aumentam a suscetibilidade as
doencas. O estresse que elas tiveram na captura e no cativeiro, podem ter
influenciados nos baixos niveis de glicose, segundo Dias-Tavares et al. (2012),
inicialmente os animais tentam fugir, tanto na coleta como no cativeiro, mas depois
parecem restringir o metabolismo, mantendo um estado de hipometabolismo, para

tentar enfrentar tal situacéo adversa por maior tempo possivel.

Tabela 4- Resultados obtidos nas andlises de Glicose em cada grupo.

GRUPOS IDENTIFICACAO RESULTADOS MEDIA + ERRO
DA TARTARUGA GLICOSE PADRAO
(mg/dL)

2 35,88

F1 17 64,95 63,38 + 15,44
19 89,31
3 26,25

F2 20 52,13 58,97 + 9,96
21 58,97
1 64,76

M 4 50,32 54,31 + 5,27
18 47,86

As informacfes hematoldgicas sao utilizadas para caracterizar condi¢cdes que
afetam o organismo, levando a mudancas das células sanguineas, como anemias
(CAMPBEEL; ELIS, 2007). Os Resultados obtidos encontraram algumas diferengas

31



entre estudos citados, é importante ressaltar que existem outros fatores que podem
estar alterando de maneira direta ou indireta os resultados hematoldgicos e que
podem influenciar os resultados nesse estudo. Os valores hematologicos variam
dependendo da amostragem sanguinea, manejo e técnicas de analises, condicbes
do habitat, idade, género, estado nutricional, uso de anticoagulantes e mudancas
ambientais (ALBURQUERQUE, 2007). Os animais capturados de vida livre do
corrego Felizardo foram mantidos em cativeiro durante uma semana para comecar

as analises, isso poderia influenciar os resultados hematologicos.

Nas andlises da &gua do coOrrego Felizardo, a concentracdo média de
oxigénio dissolvido foi de 9,0 mg/L e a temperatura de 17,6 °C, nao foi possivel fazer
mais analises quimicas e fisicas da agua. Quanto aos resultados das analises
microbiolégicas, as contagens de coliformes totais das duas amostras de agua pelo
método do NMP foram de 350 e 170 coliformes totais/100 mL (Tabela 2), a partir das
combina¢cdes 5-3-3 e 5-4-4, obtidas a partir do caldo verde brilhante (Figura 6).
Entretanto, a presenca de E. coli ndo foi detectada, a partir do meio E.C (Figura 7),
evidenciando a auséncia de coliformes fecais nas amostras analisadas da agua
onde os animais foram capturados. Os valores obtidos nos resultados foram
comparados a resolugdo n° 20 e ao artigo n° 26 do CONAMA/86 para

balneabilidade, resultando em uma agua de classe 1.

Tabela 2. Contagem de coliformes totais e fecais através do método NMP

Amostra Coliforme totais Coliformes fecais
1 350
2 170

CLASSES - CONAMA 1986

Coliformes Fecais — (200) classe | | Coliformes Totais - classe | (1,000)
Coliformes fecais - (1000) classe Il | Coliformes Totais - classe Il (5,000)
Coliformes Fecais — (4000) classe 1l | Coliformes Totais - classe Il (20,000)
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Figura 6.Tubos com caldo verde brilhante com formacao de gas

Fonte: Autor

Figura 7. Tubos negativos para coliformes fecais (E.coli)

Fonte: Autor
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Quanto maior o numero da classe, menos nobre sdo 0s usos destinados
para a agua, e consequentemente os padrdes ambientais de qualidade serdo menos
exigentes. Em comparacgéo a resolucdo n° 20 do CONAMA/86 os resultados obtidos
nesse estudo mostram que a agua do corrego pode ser classificada como agua de
classe I, que aceita um maximo de 1,000 coliformes totais e 200 coliformes fecais
por 100 mL de amostra. Embora tenha crédito de ser usada como abastecimento

doméstico, no campus ela é mais utilizada para criacdo de animais.
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5 CONCLUSAO

Todos o0s cagados capturados eram de mesma espécie cagado-de-
barbelas (Phrynops hilarii) e os resultados dos parametros fisioldégicos estiveram
respectivamente na meédia de outros estudos da literatura, e a agua do coOrrego
Felizardo pode se classificar na classe I, conforme a resolucdo 20 do Conama de

1986, que pode ser utilizada para fins de cultivos da Aquicultura.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os valores encontrados neste estudo sdo os primeiros apresentados na
regido do Pampa Brasileiro. N&o é possivel afirmar que os animais aqui amostrados
sejam considerados portadores de alteracbes hematolégicas, mas também é
audacioso afirmar que esses valores servem como padrdo hematolégico para a
espécie na regido do sul do Brasil. Os dados desta pesquisa servem como um
parametro para essa populacao especifica e podem auxiliar outros estudos com
animais em situacdo semelhante aos aqui apresentados na regido. Sugere-se que
sejam realizados mais estudos com comparacao entre quelonios de diferentes locais
para verificar se a poluicdo altera os parametros hematoldgicos, para que se possa
melhor compreender a fisiologia desses animais. A agua ndo pode ser considerada
ndo poluida, pois tem que ter mais estudos mas ficou em fins nobres, para cultivos
de aquicultura, e pode-se fazer outros estudos sobre parametros fisicos e quimicos

do cérrego.
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