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Resumo:

A electroforese das proteinas sanguineas (EP) tem sido demonstrada como uma ferramenta util em
animais de companhia uma vez que representa uma maneira pratica de obter diagnésticos diferenciais.
Em espécies exdticas ou selvagens, tais como as tartarugas comuns (Caretta caretta), a EP pode ser
uma ferramenta para caraterizar a proteinémia a fim de avaliar as respostas imunoldgicas humorais.
Isso inclui a quantificacdo de albumina, bem como o exame das diferentes fracbes de globulinas
incluindo aquelas representativas da fase aguda; alfa e beta-globulinas e aquelas representativas das
imunoglobulinas; as gama-globulinas. Durante este estudo, todas as tartarugas recuperadas pelo
Centro de Estudo e de Satde para Tartarugas Marinhas (Centre d’Etudes et de Soins pour les Tortues
Marines - CESTM) do aquario La Rochelle e integradas neste estudo, sdo individuos juvenis. Este tipo
de andlise apresenta desafios especiais relacionados com o tipo de animais, nomeadamente na
definicdo de valores de referéncia especificos para esta espécie neste estado de vida, e na
interpretacdo dos resultados. Contudo, a EP podera revelar-se indispensdvel para obter progndsticos
de sobrevivéncia e avaliar a saude global dos animais em reabilitacdo, desta maneira o seu potencial

deve ser explorado e potencialmente tornado numa ferramenta de rotina na medicina destes animais.

Palavras-chaves: Caretta caretta, eletroforese, juvenis, proteinas plasmaticas
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Abstract:

The electrophoresis of blood protein (EP) has been demonstrated as a useful tool in companion animals
as it represents a practical way to obtain differential diagnoses. In exotic or wild species, such as
loggerhead turtles (Caretta caretta), EP can be a tool to characterize proteinemia in order to assess
humoral immune responses. This includes quantification of albumin, as well as examination of different
globulin fractions including those representatives of acute phase; alpha and beta-globulins, and those
representatives of immunoglobulins; gamma-globulins. During this study, all turtles recovered by the
Center for Study and Health for Marine Turtles (Centre d’Etudes et de Soins pour les Tortues Marines -
CESTM) of the aquarium La Rochelle and integrated to this study, are juveniles. This type of analysis
presents special challenges related to these animals, particularly in defining specific reference values
for this specie at this life stage, and in interpreting the results. However, EP may prove indispensable
for obtaining survival prognoses and assessing the overall health of animals in rehabilitation, so its

potential should be explored and potentially made into a routine tool in the medicine of these animals.

Key words: Caretta caretta, electrophoresis, juveniles, plasma proteins
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1 INTRODUGAO:

1.1 ECOLOGIA DA TARTARUGA MARINHA

As tartarugas marinhas pertencem a classe dos répteis, e a super familia dos Chelonioidea. Sdo animais
ectotérmicos, o que significa que a sua temperatura interna varia com a do meio ambiente. Existem
sete espécies de tartarugas marinhas distribuidas ao longo das costas e dos oceanos; as tartarugas
comuns (Caretta caretta), as tartarugas-de-kemp (Lepidochelys kempii), as tartarugas verdes (Chelonia
mydas), as tartarugas olivaceas (Lepidochelys olivacea), as tartarugas-de-pente (Eretmochelys
imbricata), as tartarugas flatback (Natator depressus) e as tartarugas de-couro (Dermochelys
coriacea). As tartarugas comuns, sendo a espécie mais comummente encontrada, podem viver nas
aguas tropicais do oceano indico ou Pacifico, bem como nas dguas temperadas do Mar Mediterraneo
e do oceano Atlantico. Apesar de ter uma distribuicdo geografica variada, a tartaruga comum consta
da lista das espécies ameacadas e protegidas pela Conven¢do sobre o Comércio Internacional das
Espécies da Fauna Selvagem (CITES) e é na lista vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo
da Natureza (UICN) com o critério “em perigo” (Lutz Peter et al, 2002; Manire Charles et al, 2017).

As tartarugas comuns encontradas ao longo da costa atlantica francesa sdo juvenis provenientes da
Flérida, nos Estados Unidos, ou de Cabo Verde, em Africa. Apés eclosdo dos ovos na praia, as tartarugas
comuns vao iniciar uma migragao para o largo, onde se alimentam de zooplancton peldgico como
copépodes ou pequenos artréopodes. Os juvenis podem pesar até cerca de 25kg. A partir deste ponto,
eles tornam-se sub-adultos e sdo capazes de se alimentar de presas maiores que povoam a area
bentdnica, como caranguejos ou moluscos. Os adultos podem chegar a cerca de 120-150 kg (Lutz Peter

et al, 2002; Manire Charles et al, 2017).

1.2 CAUSAS DE ADMISSAO DAS TARTARUGAS AO CENTRO DE RECUPERACAO

Quando enfraquecidas, as tartarugas comuns aproximam-se da costa, ficam a deriva passivamente,
podendo ficar presas nas correntes, encontradas arrojadas nas praias ou como capturas acidentais em
barcos de pesca. Elas sdo entdo recolhidas e tratadas pelo Centro de Estudos e Cuidados para as
Tartarugas Marinhas do Aquario de La Rochelle (CESTM) até que seja possivel liberta-las no seu habitat
natural. E no fim do outono e inicio do inverno que a quantidade e a frequéncia das admissées de
tartarugas no centro de recuperagdo sdao mais importantes. Isso tem a ver com as condigOes

meteoroldgicas que ddo origem a tempestades e alteracdes da temperatura e do pH da dgua que tém
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grande influéncia sobre as células efetoras do sistema imunitario inato dos individuos juvenis em
particular. Para além disso, existe uma involu¢ao sazonal fisioldgica do timo e do bago, érgdos
responsdveis pela imunidade adaptativa, nos vertebrados ectotérmicos. Assim perto da época fria, as
tartarugas comuns sdo mais sensiveis a infe¢Ges e feridas, sobretudo os individuos juvenis (Nash &
Ryan, 2023).

Durante este periodo, o stress térmico conhecido como «cold-stunning», torna as tartarugas
vulneraveis e debilitadas. Trata-se de uma hipotermia que ocorre quando estes animais sdo expostos
a uma diminuicdo forte da temperatura da agua até valores inferiores a 10°C por um periodo
prolongado. Em resposta as condi¢des sazonais, as tartarugas vao para aguas mais profundas ou
migram para o sul. Contudo, caso ndo consigam deslocar-se para aguas mais quentes, por causa de
correntes demasiado fortes ou um desenvolvimento muscular insuficiente, podem apresentar esta
hipotermia caracterizada pela reducdo na taxa metabdlica, bradicardia, letargia e alteracdes nos
processos fisioldgicos (Anderson, Eric T. et al., 2011).

Os juvenis que sdo atingidos por cold-stunning tendem a desenvolver um quadro crénico que leva a
outras perturbagdes do organismo como altera¢Ges bioquimicas, afe¢des respiratdrias, e infecdo de
feridas, que podem dar origem a lesGes com repercussdo sistémica como a artrite séptica. Esses
individuos apresentam-se geralmente muito debilitados, letargicos e flutuantes e precisam de ser

hospitalizados durante vdrias semanas até meses (Manire Charles et al, 2017).

1.3 A ELECTROFORESE DAS PROTEINAS PLASMATICAS

Na medicina dos animais de estimacéo, a electroforese das proteinas (EP) ja € amplamente usada; para
diagnosticar hepatopatias ou ainda para compreender a evolugdo de um processo inflamatério.
Embora por si sé, esta andlise ndo permita detetar uma doenca em particular, € uma ferramenta muito
util no diagndstico de algumas patologias como a erliquiose, a peritonite infeciosa felina (PIF) ou no
diagnéstico diferencial de mielomas (Jania & Andraszek, 2016).

Na medicina dos animais selvagens, ou nas espécies ndo convencionais, muitas vezes os primeiros
achados no exame clinico sdo animais debilitados ou anoréxicos. Este tipo de sintomas ndo especificos
é frequentemente acompanhado por uma elevacdo das proteinas totais. A EP pode ser
particularmente util nestas situagdes, pois permite quantificar as diferentes fragdes dessas proteinas.
Por exemplo, a EP permite distinguir doencas infeciosas de tumores malignos, fornecendo assim um

critério progndstico (Jania & Andraszek, 2016).
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As proteinas da fase aguda refletem a atividade do sistema imunitdrio. O aumento na concentragao
destas proteinas indica a presenga de uma resposta sistémica por parte do animal a uma agressao local
ou sistémica. Assim este tipo de analise pode revelar-se util num contexto de conservacao de espécies,
por detetar disturbios patolégicos em animais cujo estado de saude geral se encontra alterado sem
gue seja conhecida a etiologia (Nash & Ryan, 2023).

Nas aves e nos répteis, a eletroforese das proteinas plasmaticas é a técnica a mais precisa para a
quantificacdo das diferentes fragcdes proteicas. Outras técnicas como a ligagdo ao corante verde de
bromocresol fornecem valores sobrestimados, sobretudo nos animais doentes, o que altera a decisdo
clinica. A técnica de eletroforese consiste na migracdo das moléculas com base nas suas cargas e
tamanhos através de um gel, geralmente de agarose, apds aplicacdo de uma corrente elétrica. A
albumina e as globulinas, nomeadamente alfa (a), beta (B) e gama (y), migram e separam-se no gel.
Depois, uma coloracdo com azul de Coomassie permite a quantificacdo em percentagem destas
diferentes fragOes por densitometria (Miller & Brunnberg, 2010; Cray, 2021).

Em medicina veterinaria, a realizacdo deste tipo de analise permite obter informacdes cruciais para
auxiliar os diagndsticos e monitorizar os tratamentos, ajudando assim nas decisdes clinicas. Dessa
maneira, a aplicacdo da EP plasmaticas destaca-se como uma abordagem promissora no entendimento
da saude global das tartarugas marinhas e pode contribuir para orientar as decisdes dos veterinarios.
O presente estudo tinha como objetivo determinar se as informagdes obtidas através da EP
plasmaticas das tartarugas comuns sdo coerentes com os resultados das andlises bioquimicas e idnicas.
Além disso, procuravam-se identificar eventuais grupos de individuos a fim de comparar os seus
parametros sanguineos com os achados clinicos e verificar a existéncia de perfis patoldgicos que

podem ser detetados pela andlise electroforética.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBIJETO DO ESTUDO

O presente trabalho final de curso obteve parecer favoravel da Comissdo de Etica da EUVG (Parecer
n°18/2024). Os vinte e oito individuos integrados neste estudo foram encontrados na costa Atlantica,
na frente Mancha-Atlantica e no golfo da Gasconha, durante o outono e o inverno, ou seja, entre os
meses de setembro e fevereiro. Todos se tratavam de juvenis da espécie Caretta caretta, de sexo
indeterminado, com peso entre 0,162 e 3,256 kg e com 10,8 a 26,8 cm de comprimento reto da
carapaca, ou SCL (Straight Carapace Lenght). Através do estudo de Rousselet et al. (2013), é possivel

estimar a idade das tartarugas com base nestes dados biométricos. Esta informagdo constitui um

(@STTARL
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indicador util para a selecao dos intervalos de referéncias para os diversos parametros sanguineos.
Assim, as tartarugas que participaram neste estudo teriam até 20 meses de idade no maximo (Figura

4, em anexo).

2.1.1 Exames clinicos

Estas tartarugas apresentavam sintomas diversos e foram selecionadas para integrar o presente
estudo com o intuito de representar, da melhor forma, os diferentes perfis patolégicos encontrados
nas populagdes de tartarugas marinhas desta zona e neste periodo do ano.

Para isso, foram realizados exames complementares tais como radiografias e exames tomo-
densitométricos. Estes exames clinicos permitiram detetar, na maioria dos casos, lesGes pulmonares,
incluindo presencas de nddulos pulmonares, pneumonias de origem infeciosa ou inflamatoéria,
alteragGes do volume pulmonar, bem como pneumatocelos (Figura 5, em anexo).

De acordo com o estudo de Gicking et al. (2004), o uso de plasma sanguineo é preferivel ao soro em
animais ndo mamiferos devido a presenca de um importante indicador da inflamagdo, que é o
fibrinogénio, por isso apenas as analises realizadas em amostras de plasma sanguineo foram
consideradas. Esta metodologia permite assim evitar qualquer viés relacionado com a natureza da
amostra, ou seja, a presenca ou nao do fibrinogénio.

Por fim, como ultimo critério de sele¢ao, apenas as tartarugas nas quais foi possivel realizar uma
colheita de sangue até uma semana apods a sua admissao no centro de reabilitagdo foram selecionadas
para integrar o estudo. De facto, alguns individuos que apresentavam hipovolémia, desidrata¢do

marcada ou debilidade intensa necessitaram de cuidados antes de qualquer andlise sanguinea.

2.2 RECOLHA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A colheita de sangue é realizada na veia jugular externa em tubos com heparina logo apds a admissado
do animal no centro de recuperacgao. Para os individuos muito desidratados, a colheita de sangue pode
tornar-se um processo delicado e prejudicial para a sobrevivéncia da tartaruga. Neste caso, alguns dias
adicionais sdo dedicados a reidratacdo do animal antes das analises sanguineas.

As concentragdes de sddio, potdssio, e cloro sdo obtidas diretamente apds a colheita de sangue, em
tubos com heparina, utilizando o equipamento analitico do tipo Stat Profile Prime Plus VET. As
concentracdes de acido urico, cdlcio, fésforo, e as proteinas totais sdo obtidas a partir do plasma, apds
centrifugacdo do sangue, utilizando o equipamento do tipo IDEXX Catalyst Dx. Em seguida, o plasma é

armazenado na arca frigorifica até ao envio para o laboratério, onde é realizada a eletroforese das
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proteinas, que fornece os dados sobre a concentracao de proteinas totais, de albumina, de a globulinas

1le2,de B globulinas 1 e 2, dey globulinas 1 e 2, bem como o racio albumina:globulinas.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

As analises sanguineas fornecem dados sobre as concentracdes de sddio, potdssio, cloro, acido Urico,
calcio, fésforo, e proteinas totais, e a EP fornece as concentracGes das diferentes fragdes protéicas.
Mais, as medidas das SCL fornecem dados sobre o tamanho dos animais. Estes dados foram analisados
no software R-Studio por meio de uma Andlise de Componentes Principais (ACP).

Numa primeira etapa, foi realizado o levantamento dos graus de correlacdo entre os parametros
sanguineos, com objetivo de identificar as informacdes que a eletroforese das proteinas pode fornecer
sobre os resultados da bioquimica e do ionograma (Figura 1). Depois, um circulo de correla¢do foi
concebido para cada dimensdo selecionada da andlise para evidenciar os parametros mais relevantes
da variabilidade e identificar assim os individuos que apresentam perfis especificos (Figura 2). Como
base para a realizacdo da ACP, os diversos parametros visando a caracterizar os individuos, ou seja, os
resultados das analises sanguineas e as medidas biométricas, foram compilados numa tabela de dados

(Tabela 1, em anexo).

2.3.1 Analise em Componentes Principais

Esta andlise fornece informacdes sobre o grau de correlacdo entre os diferentes parametros
sanguineos que constituem as varidveis e permite destacar aqueles que sdo mais pertinentes. Além
disso, individuos com caracteristicas semelhantes sdo destacados e agrupados para definir possiveis
perfis especificos.

Uma primeira ACP foi realizada com os dados das EP, bioquimica e ionograma. De acordo com o critério
de Kaiser, o qual estabelece que os eixos com autovalores superiores a um sdao mantidos, quatro
dimensoes desta andlise foram selecionadas: proteinas totais, albumina, alfa e beta-globulinas e SCL
no eixo um; gama-globulinas, racio albumina:globulina, acido Urico, potdssio e cloro no eixo dois; beta
e gama-globulinas, calcio, fosforo, sédio e SCL no eixo trés; albumina, rdcio albumina:globulina e
potassio no eixo quatro. Consequentemente, foram realizados trés circulos de correlagdo para
identificar se existem individuos com perfis distintos em relacdo aos vetores fornecidos. Os circulos de
correlacdo e os graficos que mostram a posi¢ao dos individuos encontram-se apresentados na Figura

2.

< SITARLy
GNITA R, SIS by

Fi

Sistema Interno de Garantia da Qualidade 8



euvg

Posteriormente, uma segunda ACP foi realizada apenas com base nos dados das EP com o objetivo de
realcar semelhancas que podem existir exclusivamente na base das proteinas sanguineas, e desta vez,
trés dimensGes foram selecionadas: proteinas totais, albumina, alfa e beta-globulinas no eixo um;
albumina e rdcio albumina:globulina no eixo dois; e beta e gama-globulinas e SCL no eixo trés. Os
circulos destas correlagbes encontram-se apresentados na Figura 3. Para avaliar os valores dos
parametros sanguineos, recorremos aos intervalos de referéncia estabelecidos para tartarugas de 20
meses, conforme descritos por Rousselet et al (2013), bem como os valores médios, medianos, e os

primeiros e terceiros quartis dos dados (Tabela 2, em anexo).

3 RESULTADOS

3.1 MATRIZ DE CORRELACAO

A matriz de correlagdo entre as diferentes variaveis da analise encontra-se representada na Figura 1.
A concentragdo de proteinas totais detetada pela EP coincide em 98% com a detetada pela andlise
bioquimica. Algumas fragGes proteicas da EP parecem estar ligadas entre si; com 67% de correlagdo
entre as alfa-globulinas e as beta-globulinas, e 51% entre as alfa e as gama-globulinas. No entanto, as
gama-globulinas aparecem totalmente independentes das beta-globulinas, com uma correlagao de
0%. Nos resultados da EP em relagdo com os da bioquimica; a albumina, as alfa-globulinas e as beta-
globulinas ndo apresentam correlages significativas com os parametros bioquimicos. A albumina é
totalmente independente do fésforo e do potassio, da mesma forma que das alfa-globulinas. As alfa-
globulinas apresentam 47% de correlagdo com o acido Urico enquanto as gama-globulinas tém uma
correlagao de 52% com este mesmo parametro.

Os resultados da bioquimica ndo apresentam correlagdes importantes entre si, tendo sido
identificadas apenas uma correlagdo de 65% entre o potdssio e o cloro, e uma correlagdo negativa de
42% entre o cdlcio e o fésforo.

Os dados morfométricos, ou seja, o comprimento reto da carapaca, apresentam correlagdes relevantes
com alguns parametros da EP: 61% com as proteinas totais e a concentragao de albumina, 40% com as

alfa-globulinas, 34% com as beta-globulinas e 54% com as gama-globulinas.
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EPprotT | 1.00  0.84/ 0.88| 0.81| 0.52 0.98 0.61
EPAIb | 0.84| 1.00 0.58| 0.61 0.86 0.61 0.8
EPalfaGb1e2 | 0.88| 0.58| 1.00| 0.67| 0.5 0.86 0.6
EPbetaGb1e2 | 0.81| 0.61| 0.67 1.00 0.73
EPgamaGbie2 1.00 0.52 0.55 0.5 [ 04
EPracioAlbGb 1.00 L 0.2
URIC 1.00
0
CA 1.00
PHOS 1.00 --0.2
PT | 0.98 0.86 0.86/ 0.73 0.55 1.00 0.65 [ 0.4
Na 1.00
K 1.00 0.65 0.6
Cl 0.65 1.00 -0.8
SCL | 0.61| 0.61 0.54 0.65 1.00

Figura 1: Matriz de correlagdo

EPprotT, concentragdo de proteinas totais da EP; EPAlb, concentragdo de albumina da EP;
EPalfaGble2, concentragao das alfa globulinas 1 e 2 da EP; EPbetaGble2, concentragdo
de beta globulinas 1 e 2 da EP; EPgamaGb1le2, concentragdo de gama globulinas 1 e 2 da
EP; EPracioAlbGb, racio albumina e globulinas; URIC, concentragdo de acido Urico; CA,
concentragdo de célcio; PHOS, concentragdo de fosforo; PT, concentragdo de proteinas
totais da analise bioquimica; Na, concentracdo de sddio; K, concentragdo de potassio; Cl,
concentracgdo de cloro; SCL (Straight Carapace Lenght), comprimento reto da carapaca

3.2

3.2.1 Traumas

IDENTIFICAGAO DOS PERFIS ESPECIFICOS

No exame clinico, as tartarugas Cc3474, Cc3477, Cc3479, Cc3480, Cc3491, Cc3493, Cc3495 e Cc3498
apresentavam todas sinais de traumas, tais como feridas com diferentes graus de profundidade ou
fraturas d6sseas. Nos graficos dos individuos (Figura 2), elas encontram-se agrupadas por apresentar
valores menores em relacdo aos valores da totalidade das amostras, de proteinas totais, entre 12,6 g/L
e 22,1 g/L (media 22,33 g/L), de albumina, entre 3,5 g/L e 7,3 g/L (media 7,47 g/L), e um baixo racio
albumina:globulinas, entre 0,49 e 0,54 (media 0,51). Observa-se que os individuos Cc3474 e Cc3498
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que sofriam de fraturas dsseas, apresentam niveis mais elevados de alfa-globulina, 5,1 g/L e 4,2 g/L
respetivamente (media 4,6 g/L), assim como de beta-globulina, 6,7 g/L e 8,9 g/L respetivamente
(media 7,46 g/L).

O individuo Cc3491 encontra-se afastado do grupo por ter um rédcio albumina:globulina elevado, ou
seja 0,86, o nivel mais elevado do conjunto de amostras (media 0,51). Para além disso, este individuo
apresenta niveis baixos de potassio e de cloro, 2,33 mmol/L (primeiro quartil 2,72 mmol/L, media 3,27
mmol/L) e 109,4 mmol/L (primeiro quartil 116,7 mmol/L, media 122,07 mmol/L) respetivamente.
Neste grupo os individuos Cc3480 e Cc3491 apresentavam também sinais de afe¢des pulmonares no

exame tomo-densitométrico.

3.2.2 Afecdes pulmonares

As tartarugas Cc3475, Cc3480, Cc3481, Cc3482, Cc3491, Cc3509, Cc3511, e Cc3512 apresentavam
sinais de afecdes pulmonares no exame clinico, tais como, falha de flutuacdo devida a presenca de ar
na cavidade celémica, esforco respiratério ou roncos. Elas apresentavam também alteracGes
pulmonares na tomografia, compativeis com presenca de nddulos, focos de pneumonias e processos
infeciosos bacterianos ou fungicos. Ao observar os graficos dos individuos, elas parecem seguir os
vetores representando a albumina e o rdcio albumina:globulina, sugerindo valores relativamente
elevados para estes parametros, entre 7,9 g/L e 10,5 g/L (media 7,47 g/L) e entre 0,55 e 0,86 (media
0,51), respetivamente. Relativamente as outras fracOes proteicas, elas apresentam niveis mais
elevados de beta-globulina, entre 5,7 g/Le 9,2 g/L (media 5,46 g/L) e concentra¢cdes menores de gama-
globulina, entre 0,6 g/L e 3,7 g/L (media 2,82 g/L). Os individuos Cc3475 e Cc3480 constituem excecdes
por terem niveis relativamente baixos de albumina, 6,6 g/L e 3,5 g/L e, consequentemente, um fraco

racio albumina:globulina, 0,37 e 0,48.

3.2.3 Debilidade fisica inespecifica

No exame clinico, as tartarugas Cc3416, Cc3437, Cc3441, Cc3444, Cc3446, Cc3447, Cc3459, Cc3472,
Cc3473, Cc3478, Cc3488, Cc3492, Cc3494 e Cc3499 ndo manifestavam outros sintomas além dos
relacionados a fraqueza fisica. Elas apresentavam-se debilitadas, com hipoglicemia, hipotermia,
hipocalcemia e desidratacdo. Nos graficos dos individuos (Figura 2), elas encontram-se agrupadas por
apresentarem valores mais elevados do que o restante das amostras para as fracGes proteicas; entre
24 g/L e 29,5 g/L (media 22,33 g/L) de proteinas totais, entre 5,9 g/L e 9,6 g/L (media 7,47 g/L) de
albumina, entre 3,4 g/L e 6,6 g/L (media 4,59 g/L) de alfa-globulina e entre 5,9 g/L e 12,7 g/L (media
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7.p,46 g/L) de beta-globulina. Neste grupo, os individuos Cc3446 e Cc3488 sdo excecdes por terem
niveis mais baixos de proteinas totais; 19,5 g/L e 15,1 g/L respetivamente, de albumina; 6,4 g/L e 4,5
g/L respetivamente, de alfa-globulina; 4 g/L e 2,7 g/L respetivamente, e de beta-globulina; 5,4 g/L e
3,8 g/L respetivamente. O individuo Cc3447 morreu 44 dias apds a sua admissdo no centro. Ele tinha
niveis ainda mais baixos das fracGes proteicas; 13 g/L de proteinas totais (primeiro quartil 18,85 g/L),
3,1 g/L de albumina (a concentracdo mais baixa apresentada no conjunto de amostras), 2,9 g/L de alfa-
globulina (primeiro quartil 3,33 g/L), 5,3 g/L de beta-globulina (primeiro quartil 5,63 g/L) e um racio
albumina:globulina de 0,32 (primeiro quartil 0,45).

O individuo Cc3441 encontra-se afastado do restante das amostras em todas as dimensdes da ACP. Os
seus resultados de EP apresentam valores particularmente elevados; 37,7 g/L de proteinas totais (o
valor mais elevado nas amostras), 9,8 g/L de albumina (terceiro quartil 9,35 g/L), 8,8 g/L de alfa-
globulina (o valor mais elevado nas amostras), 13,1 g/L de beta-globulina (o valor mais elevado nas
amostras), 6 g/L de gama-globulina (terceiro quartil 3,98 g/L) e, consequentemente, um baixo racio
albumina:globulina de 0,35 (primeiro quartil 0,45). Relativamente a bioquimica, ele apresenta o valor
maximo nas amostras em &cido Urico, 54 mg/L.

Relativamente a concentracdo de gama-globulina esta apresenta variacdes dependendo do periodo
em que os individuos foram recolhidos. Assim, a média do nivel de gama-globulina dos sete individuos
encontrados no outono de setembro a dezembro é de 4,12 g/L, enquanto a média registada para os

vinte e um individuos encontrados no inverno de janeiro a fevereiro é de 2,39 g/L.
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Figura 2: ACP das EP, bioquimicas e ionogramas - Grdficos dos individuos e os circulos das correlagées correspondentes

No eixo 1, os parametros EPprotT, EPAlb, EPalfaGble2, EPbetaGble2, e PT estdo considerados. No eixo 2 os parametros
EPgamaGb1le2, EPracioAlbGb URIC, K e Cl estdo considerados (A.). No eixo 3 os pardmetros EPgamaGble2, Ca, PHOS e Na
estdo considerados (B.). No eixo 4 os parametros EPAIb, EPracioAlbGb, e K estdo considerados (C.).

(EPprotT = proteinas totais da EP, EPAlb = albumina da EP, EPalfaGble2 = alfa-globulinas 1 e 2 da EP, EPbetaGble2 = beta-
globulinas 1 e 2 da EP, EPgamaGble2 = gama-globulinas 1 e 2 da EP, EPracioAlbGb = racio albumina:globulinas da EP, URIC =
acido urico, CA = calcio, PHOS = fosforo, PT = proteinas totais, Na = sddio, K = potassio, Cl = cloro).
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Figura 3: ACP das EP - Grdficos dos individuos e os circulos das correlagdes correspondentes

No eixo 1, os parametros EPprotT, EPAIb, EPalfaGble2 e EPbetaGble2, estdo considerados. No eixo 2 os parametros
EPAIb e EPracioAlbGb estdo considerados (A.). No eixo 3 os parametros EPbetaGble2, EPgamaGble2, e SCL estdo
considerados (B.)

(EPprotT = proteinas totais da EP, EPAlb = albumina da EP, EPalfaGble2 = alfa-globulinas 1 e 2 da EP, EPbetaGble2 =
beta-globulinas 1 e 2 da EP, EPgamaGb1le2 = gama-globulinas 1 e 2 da EP, EPracioAlbGb = racio albumina:globulinas da
EP).

4 DISCUSSAO

As concentragGes das diferentes proteinas plasmaticas podem ser influenciadas por diversos fatores
gue afetam a condicdo fisioldgica de um animal. A titulacdo das proteinas presentes no sangue ja é
utilizada em medicina veterindria como recurso para o diagnéstico diferencial de algumas doengas,
tais como a erliquiose ou a peritonite infeciosa felina (PIF). Embora ndo permita obter um diagndstico
preciso e definitivo, € uma andlise relevante na area da reabilitacdo da fauna selvagem em particular,

que apresenta frequentemente sindromes de debilidade com sintomas inespecificos (Jania &
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Andraszek, 2016). Por ndo apresentar relacdes com os elementos bioquimicos, a EP oferece
informacgdes suplementares e proporciona uma visdo inicial valiosa sobre o estado de saude global dos
animais.

O papel das diferentes fracdes proteicas sanguineas é bem descrito em mamiferos domésticos, no
entanto, a informacgdo disponivel para os répteis é escassa. Primeiramente, a albumina é a proteina
mais abundante no plasma sanguineo. Ela age como proteina transportadora para varios componentes
da circulagdo sanguinea, como hormonas ou outras moléculas, e desempenha um papel crucial na
regulacdo do volume sanguineo e da pressdo osmaética. Uma diminuicdo da concentragdo de albumina
pode indicar a presenca de um processo inflamatério, sendo, por isso, considerada uma proteina
negativa da fase aguda ou de danos hepaticos. Em caso de privacao prolongada de alimentos e
anorexia, o nivel de albumina pode também diminuir por falta de aminoacidos e reducdo da sintese
hepatica. Assim, uma disfuncdo hepatica pode constituir uma hipdtese plausivel para o individuo
Cc3446 deste estudo, que, apdés uma tentativa malsucedida de libertacao, foi novamente admitido no
centro de reabilitacdo apds dois dias (Jania & Andraszek, 2016, Osborne et al., 2010). Tal como ja foi
descrito, a albumina apresenta um grande potencial em termos de progndstico de sobrevivéncia das
tartarugas marinhas. De acordo com o estudo de Carolyn Cray (2021), uma concentracdo de albumina
superior a 4 g/L representa um bom progndstico para o animal. Contraditoriamente, a concentragdo
de albumina do individuo Cc3447, que faleceu apés a sua chegada ao centro de reabilitacdo, era de 3,1
g/L.

Em seguida, as alfa-globulinas incluem a ceruloplasmina, que tem um papel no transporte do cobre e
no metabolismo do ferro, assim como a haptoglobina. As proteinas da fase aguda em tartarugas
correspondem a alfa e beta globulinas. Concretamente, o fibrinogénio, uma proteina especifica da fase
aguda, corresponde as beta-globulinas. Dessa forma, os achados sobre as tartarugas que apresentam
traumas sdo coerentes: um processo inflamatdrio pds-traumatico resulta numa diminui¢do dos niveis
de albumina, acompanhada de um aumento das proteinas da fase aguda as alfa e beta-globulinas,
resultando consequentemente numa diminuicdo do racio albumina:globulinas. A transferrina,
responsavel pelo transporte do ferro, encontra-se nas gama-globulinas. Estas incluem também as
imunoglobulinas tais como, as IgA, produzidas como primeira defesa ao nivel das mucosas, as IgM,
secretadas pelos linfécitos para ativar o complemento, e as I1gG, produzidas mais tarde para permitir a
fagocitose pelos macréfagos. Assim, os processos inflamatdrios agudos tendem a diminuir os niveis de
albumina e aumentar os niveis de alfa e beta-globulinas, por incluir proteinas da fase aguda, enquanto,
as patologias crénicas aumentam os niveis de beta e gama-globulinas, por incluir as imunoglobulinas.

Nas tartarugas apresentando sinais respiratérios, os niveis relativamente aumentados de beta-
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globulina podem ser explicados por ambos, processos agudos ou crénicos de infecdes bacterianas ou
fungicas. Além disso, os baixos niveis de gama-globulina podem ser atribuidos a deficiéncia do sistema
imunitdrio que ocorre na chegada do inverno, uma vez que todas as tartarugas que apresentavam
sinais respiratérios foram admitidas no centro de rehabilitacdo a partir do més de janeiro (Gicking et
al., 2004, Melillo, 2013). Ao contrario delas, a maioria das tartarugas apresentando apenas sintomas
relacionados com debilidade fisica foi encontrada durante o outono ou nos primeiros dias do inverno.
Para além disso, os niveis de gama-globulina durante o outono eram superiores aos observados
durante o inverno, apoiando o facto que a eficiéncia do seu sistema imunitdrio varia com a
temperatura da dgua (Nash & Ryan, 2023).

O individuo Cc3441 apresentou o maior nivel de proteinas totais e um baixo racio albumina:globulina
devido as suas concentragGes elevadas de globulinas. Apds a sua admissdo ao centro de reabilitacdo,
esta tartaruga desenvolveu lesdes cutaneas abrasivas multifocais e difusas. Um esfregaco cutaneo
revelou a presenca de bactérias das espécies Pseudomonas mendocina e Citrobacter freundii. No
estudo de Knotkova et al. (2019), duas iguanas verdes (/guana iguana) apresentavam também lesdes
cutaneas. As EP realizadas revelaram também niveis elevados de proteinas totais com uma alta
concentracdo de beta-globulina para um dos individuos e altas concentracdes de alfa, beta e gama-
globulina com um baixo racio albumina:globulina sem diminuicdo da albumina para o segundo
individuo. Essas alteragdes nas concentra¢Ges de proteinas plasmaticas podem indicar danos
sistémicos em répteis. Adicionalmente, o individuo Cc3441 apresentou hiperuricemia marcada. Quatro
das iguanas do estudo de Knotkova et al. (2019) apresentavam também hiperuricemia associada a
danos renais tais como, insuficiéncia renal ou degeneracgdo do tecido renal. Assim, uma outra hipdtese
pode incluir danos renais, uma vez que nos répteis, o acido urico representa um indicador da fungao
renal (Anderson, Eric T. et al., 2011, Knotkova et al., 2019).

Em suma, mesmo se exames clinicos complementares continuem a ser necessarios para obter
diagnésticos definitivos individuais, a EP permite avaliar globalmente o estado de saude dos animais e
direcionar o diagnéstico, em conjunto com sintomas clinicos, para inflamag¢des agudas, crénicas ou
danos sistémicos. Contudo, a sua utilizacdo apresenta limitacdes relacionadas com a execucdo da
anadlise e a fisiologia dos animais. Assim, a refrigeragdo das amostras durante mais de dois dias altera
as concentragdes de albumina e de beta-globulina. Além disso, no caso de tartarugas admitidas em
centro de rehabilitacdo, o momento da recolha da amostra também tem influéncia nos resultados.
Pode acontecer que estas tartarugas permaneg¢am vdrias horas em tanques com pouca dgua durante
a viagem antes de chegar ao centro de reabilitacdo. Neste periodo, o jejum, as alteracGes osmaticas
do ambiente e o stress intenso podem conduzir a alteracdo das proteinas sanguineas (Alberghina et
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al., 2015, Stacy et al., 2018). E importante mencionar que a realizacdo destas analises em espécies
exoticas e selvagens apresenta dificuldades especificas relacionadas com a falta de definicdo de
intervalos de referéncia para as diferentes fragGes proteicas. Adicionalmente, sabe-se que existe uma
diferenca nas concentracdes de proteinas plasmaticas entre machos e fémeas nas Caretta caretta sem
gue a causa exata seja conhecida, sendo que na populagdo estudada, o sexo é indeterminado por se
tratarem de animais juvenis (Cray, 2021; Gicking et al., 2004). Assim, apesar de a EP poder constituir
uma ferramenta muito Util na medicina de animais selvagens, em geral, e das tartarugas marinhas, em
particular, esta analise poderad atingir o seu potencial maximo quando existirem valores de referéncia
para cada espécie, cada sexo, cada estdgio de desenvolvimento e considerando a época do ano
(Melilla, 2023).

Para a continuacdo deste estudo, seria interessante estabelecer um perfil electroforético desejavel,
realizando sistematicamente uma nova EP no final dos tratamentos e antes de libertar cada animal.
Desta forma, os resultados das tartarugas para as quais a libertagdo foi bem-sucedida poderiam servir
como um modelo para a decisdo das futuras libertacdes (Figura 6, em anexo). Também no sentido de
seguir a evolugdo da inflamag¢do, um hemograma e uma contagem manual das células sanguineas
podem ser realizados. Seria igualmente pertinente separar as tartarugas encontradas no outono das
tartarugas encontradas no inverno nas analises estatisticas de forma a uniformizar as EP e avaliar as
perturbacdes especificas de cada individuo. Além disso, o potencial progndstico relacionado com a
dosagem da albumina deveria ser explorado, examinando os resultados nas tartarugas que nao
sobreviveram durante a reabilitagdo. Este estudo sugere que a EP fornece informag&es cruciais para a
reabilitacdo das tartarugas marinhas. Assim, uma pesquisa mais aprofundada poderia provar
definitivamente que essa anadlise pode constituir uma ferramenta valiosa no campo da medicina de
animais exoticos e selvagens, auxiliando na decisdo relativa a devolugao a natureza dos animais e
garantindo-lhes uma probabilidade maxima de sobrevivéncia. Mais particularmente no caso das
tartarugas marinhas, que sdo espécies sentinelas, para além de fornecer informacdes sobre a saude
dos animais, reflete indiretamente a salde do ecossistema, uma vez que o sistema imunitdrio inato
das tartarugas marinhas é muito sensivel as alteracdes do meio ambiente (Nash & Ryan, 2023).

Em conclusdo, para espécies ndo convencionais ou selvagens, a EP tem uma importancia particular. A
sua principal utilizagdo esta centrada na avaliacdo das respostas imunoldgicas agudas e humorais,
incluindo a medicdo da albumina e das fra¢des que refletem o aumento dos indicadores de fase aguda
e das imunoglobulinas. Os resultados afiguram-se cruciais para obter um progndstico, e um
diagndstico, e avaliar a saude global dos animais com o objetivo a sua reabilitagdo (Cray, 2021;

Dartois Hubert, 2011).
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6 ANEXOS
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Figura 4: Peso corporal em correlagdo com SCL em cinco grupos de

idade em tartaruga comum
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Figura 5: Exemplos de exames tomo-densitométricos, vista dorsoventral e caudo-craneal

(Rousselet et al. 2013)
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A.

Individuo Cc3446, auséncia de anomalia significativa (A.) Individuo Cc3409, lesGes pulmonares parenquimatosas difusas, bilaterais,
associada a uma diminui¢do do volume pulmonar, pneumonia cronica de origem infeciosa ou inflamatéria provavel (B.) Individuo
Cc3480, lesGes difusas do parénquima esquerdo na regido cranial, compativel com uma pneumonia cronica e uma assimetria
pulmonar (C.)

(arquivos da clinica veterindria Saint Roch, La Rochelle)
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Tabela 2: Resumo das medidas estatisticas e intervalos de referéncias

Min lo quartil  Media Mediana 3o quartil  Max Intervalos de referéncias (Rousselet et al (2013)).
EPprotT (g/L) 12,6 18,85 22,3321429 22,65 26,9 37,7 [13-23]
EPAIb (g/L) 3,1 6,05 7,46785714 7,85 9,35 10,5 [5-11]
EPalfaGble2 (g/L) 2,5 3,325 4,58571429 4,4 5,675 8,8
EPbetaGble2 (g/L) 34 5,625 7,46071429 7.1 8,975 13,1 [7-13]*
EPgamaGble2 (g/L) 0,3 1,675 2,82142857 2,75 3,975 6,1
EPracioAlbGb 0,31 0,45 0,51464286 0,505 0,5425 0,86 [0,7-0,9]
URIC (mg/L) 4 9,5 14,3928571 12 17 54 [3-11]
CA (mg/L) 27 33,75 40,8928571 40,5 46,5 59 [47-74)
PHOS (mg/L) 53,33 75,195 87,2689286 80,285 101,165 136,44 [51,4-88,5]
PT (g/L) 12 19,5 24,3928571 24,5 28,5 42 [13-23]
Na (mmol/L) 146,5 149,7 151,614286 151,7 153,25 156,9 [84-155]
K (mmol/L) 2,25 2,7175 3,26678571 3,14 3,6775 6,17 [2,1-4,7)
Cl (mmol/L) 108,9 116,6 122,071429 123 128,1 131,1 [63-122]
Glu (md/dL) 16 45  80,5555556 72 114 203 [131,8-175,2]
peso (kg) 0,162 0,331 0,84314286 0,541 1,3255 3,256 -
SCL (cm) 10,8 12,675 16,0464286 14,65 19,6 26,8 -

EPprotT, concentragao de proteinas totais da EP; EPAIlb, concentragdo de albumina da EP; EPalfaGble2, concentragdo das
alfa globulinas 1 e 2 da EP; EPbetaGb1le2, concentragdo de beta globulinas 1 e 2 da EP; EPgamaGb1le2, concentragdo de
gama globulinas 1 e 2 da EP; EPracioAlbGb, racio albumina e globulinas; URIC, concentragdo de acido Urico; CA, concentragdo
de cdlcio; PHOS, concentragdo de fésforo; PT, concentragdo de proteinas totais da analise bioquimica; Na, concentragdo de
sddio; K, concentragao de potassio; Cl, concentragao de cloro; Glu, concentragdo de glucose; SCL (Straight Carapace Lenght),
comprimento reto da carapaca

Figura 6: Representacao do perfil eletroforetico para uma tartaruga
comum (Caretta caretta).

As linhas verticais escuras da esquerda para a direita separam as
diferentes fragoes proteicas, da albumina (A), alfa globulina (B), beta
globulina (C) e gama globulina (D)

(Gicking et al. 2004)
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