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MORFOLOGIA, MORFOMETRIA E PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE
CELULAS SANGUINEAS DE EMAS, Rhea americana LINNAEUS, 1758

FERNANDES, P. H. S. Morfologia, morfometria e parametros hematoldgicos de células
sanguineas de emas, Rhea americana LINNAEUS, 1758. 2024. 57f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6-RN,
2024.

RESUMO: A ema (Rhea americana Linnaeus, 1758), considerada a maior espécie de ave
nativa do Brasil, encontra-se entre os componentes da fauna silvestre que apresentam elevado
potencial econdmico e conservacional. Nesta perspectiva, avaliar o perfil hematoldgico desses
animais € indispensavel, uma vez que o0s sinais clinicos nas aves sao bastante inespecificos e 0s
exames fisicos fornecem informacdes limitadas. Este estudo teve o objetivo de caracterizar a
morfologia, morfometria e os parametros hematologicos de células sanguineas de emas criadas
em cativeiro no semiérido potiguar. Foram utilizados 48 exemplares higidos da espécie,
distribuidos em trés grupos, de acordo com a idade: jovens (cinco a nove meses), juvenis (11 a
15 meses) e adultos (2,5 a 3,5 anos). A caracterizacdo morfolégica de eritrocitos, leucocitos e
trombdcitos foi feita utilizando-se técnicas de microscopia dptica e microscopia eletrénica de
varredura (MEV). A anélise morfométrica das células foi realizada com o auxilio do Software
analisador de imagens ImageJ® (bundled with 64-bit Java 1.6.0 24), para a obtencdo do
didmetro maximo e minimo de eritrocitos, bem como o didmetro de leucécitos e trombacitos e,
para estabelecer comparacfes entre sexos e em diferentes idades foi aplicado o teste t de
Student, considerando-se significativo o valor de p < 0,05. Os pardmetros sanguineos foram
analisados e comparados atraveés dos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon. A
andlise inédita das células sanguineas de emas por meio de microscopia eletrénica de varredura
nos permitiu observar a textura da superficie dos diferentes tipos celulares, além da presenca
de pequenas projecdes como microvilosidades, presenca de granulacdes e outras estruturas
submembranares, irregularidades e rugosidades, dentre outras  caracteristicas.
Morfometricamente, observaram-se diferencas estatisticas apenas em relacdo aos trombdcitos
dos machos quando comparados aos trombdcitos das fémeas, sendo estes maiores. Quando
comparados em relacdo a idade, apenas o didmetro maior dos eritrocitos de emas adultas variou
em relacdo ao diametro maior dos eritrocitos de emas jovens e juvenis. Em relacdo aos
parametros hematoldgicos, obteve-se  os valores: eritrocitos (2,84+0,61x10%/uL), Hb
(13,5+3,84 g/dL), Ht (45,7+£3,58 %), VCM (16,8+3,97 fL), HCM (52,8+13,5 pg), CHCM
(31,2+2,20 g/dL), leuctcitos (24.433+8.779/uL), heterofilos (67,9+6,20%), linfocitos
(27,3+6,51%), eosindfilos (0,80+0,86%), mondcitos (3,40+0,82%), basdfilos (0,53+0,51%),
trombdcitos (94.647+23.662/uL) e proteinas totais (6,08+0,93 g/dL). Quando os parametros
foram comparados em relacéo ao sexo do animal, evidenciou-se, estatisticamente, a existéncia
de uma diferenca significativa no CHCM e nas Proteinas Totais entre 0s sexos. Ja entre as
diferentes faixas etarias, verificou-se diferencas significativas nos niveis de Eritrocitos,
Hemoglobina, Hematécrito, VCM, HCM, Proteinas Totais, Leucocitos, Eosinofilos, Mondcitos
e Trombdcitos, mostrando que a idade dos animais tem um impacto significativo em varios
parametros hematoldgicos, enquanto alguns pardmetros permanecem consistentes,
independentemente da faixa etaria. Concluiu-se que o sangue da espécie Rhea americana
apresenta as células sanguineas em quantitativos que, quando estimados, encontram-se dentro
dos padrdes descritos para as aves em geral, com algumas diferencas nas caracteristicas dos
leucdcitos em comparagdo aos leucocitos de outras aves e seus trombocitos possuem forma
eliptica, condicdo descrita apenas para emas.

Palavras-chave: Sangue; Hematimetria; Hematologia Aviéria; Ratita; Microscopia.



MORPHOLOGY, MORPHOMETRY AND HEMATOLOGICAL PROFILE OF
BLOOD CELLS FROM GREAT RHEA, Rhea americana LINNAEUS, 1758

FERNANDES, P. H. S. Morphology, morphometry and hematological profile of blood cells
from great rhea, Rhea americana LINNAEUS, 1758. 2024. 57f. Dissertation (Master’s in
Animal Science) — Federal Rural University of Semi-Arido (UFERSA), Mossoré-RN, 2024.

ABSTRACT: The great rhea (Rhea americana Linnaeus, 1758), considered the largest species
of bird native to Brazil, is among the components of wild fauna that have high economic and
conservation potential. From this perspective, evaluating the hematological profile of these
animals is essential, since clinical signs in birds are quite nonspecific and physical examinations
provide limited information. This study aimed to characterize the morphology, morphometry
and the hematological parameters of blood cells from emus bred in captivity in the semiarid
region of Rio Grande do Norte. 48 healthy specimens of the species were used, distributed into
three groups, according to age: young (five to nine months), juveniles (11 to 15 months) and
adults (2.5 to 3.5 years). The morphological characterization of erythrocytes, leukocytes and
thrombocytes was carried out using optical microscopy and scanning electron microscopy
(SEM) techniques. The morphometric analysis of the cells was carried out with the aid of
ImageJ® image analyzer software (bundled with 64-bit Java 1.6.0_24), to obtain the maximum
and minimum diameter of erythrocytes, as well as the diameter of leukocytes and thrombocytes
and, to establish comparisons between sexes and at different ages, the Student's t test was
applied, considering a p value < 0.05 to be significant. Blood parameters were analyzed and
compared using the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney-Wilcoxon tests. Erythrocytes,
leukocytes and thrombocytes were characterized morphologically. The unprecedented analysis
of rhea blood cells using scanning electron microscopy allowed us to observe the surface texture
of different cell types, in addition to the presence of small projections such as microvilli, the
presence of granulations and other submembrane structures, irregularities and roughness,
among others. characteristics. Morphometrically, statistical differences were observed only in
relation to the thrombocytes of males when compared to the thrombocytes of females, which
were larger. When compared in relation to age, only the largest diameter of erythrocytes from
adult great rhea varied in relation to the largest diameter of erythrocytes from young and
juvenile great rhea. Regarding hematological parameters, the following values were obtained:
erythrocytes (2.84+0.61x106/uL), Hb (13.5+3.84 g/dL), Ht (45.7£3.58%), VCM (16.8+3.97
fL), HCM (52.8£13.5 pg), MCHC (31.2+2.20 g/dL), leukocytes (24,433+8,779/uL),
heterophils (67.9+6.20%), lymphocytes (27.3+£6.51%), eosinophils (0.80+0.86%), monocytes
(3.40+0.82%), basophils (0.53+0.51%), thrombocytes (94,647+23,662/L) and total proteins
(6.08+0.93 g/dL). When the parameters were compared in relation to the sex of the animal, it
was statistically evident that there was a significant difference in MCHC and Total Proteins
between the sexes. Between the different age groups, there were significant differences in the
levels of Erythrocytes, Hemoglobin, Hematocrit, MCV, HCM, Total Proteins, Leukocytes,
Eosinophils, Monocytes and Thrombocytes, showing that the age of the animals has a
significant impact on several hematological parameters, while some parameters remain
consistent regardless of the age group. It was concluded that the blood of the Rhea americana
species presents all the main cell types, in quantities that when estimated are within the
standards described for birds in general, with some differences in the characteristics of
leukocytes in comparison to leukocytes from other birds. and its thrombocytes have an elliptical
shape, a condition described only for great rhea.

Keywords: Blood; Hematimetry; Avian Hematology; Ratite; Microscopy.
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1 INTRODUCAO

Originarias evolutivamente de um grupo especifico dos répteis, as aves compdem um
dos grupos de vertebrados mais estudados para fins de preservacdo ambiental, pois no
desenvolvimento de suas funcfes na natureza alcangaram adaptaces fisioldgicas que guardam
relagOes diretas ou indiretas com 0s processos de polinizac¢ao de vegetais, bem como atuam no
controle de pragas ao se alimentarem de diferentes grupos de invertebrados, o que faz das
mesmas importante grupo de animais cujas funcdes favorecem o equilibrio dos ecossistemas
em que habitam e, por conseguinte, com a sustentabilidade ambiental (Santos et al., 2023).

A ema (Rhea americana LINNAEUS, 1758) é a maior espécie de ave brasileira e possui
importancia tanto econdmica quanto conservacional, tendo em vista que esta quase ameacada
de extin¢do (BirdLife International, 2022). Pertence a ordem Rheiforme, familia Rheidae e ao
género Rhea; faz parte do grupo das aves ratitas, juntamente com a avestruz da Africae o Emu
da Australia (Sousa et al., 2018).

A espécie € uma ave endémica do continente americano e habita campos abertos do leste
e centro do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte e centro da Argentina, escolhendo pastagens mais
altas para nidificagdo (Picasso; Mosto, 2016). Costumam formar grupos mistos de machos e
fémeas, de diferentes idades, compostos por 5 a 30 individuos. Podem atingir o peso de 45 kg
na idade adulta e 170 cm de comprimento do bico a cauda. A expectativa de vida desses animais
na natureza é de cerca de 10 a 15 anos. Apresentam uma dieta onivora, alimentando-se de
grande variedade de matéria vegetal (folhas, frutos, sementes), invertebrados e pequenos
vertebrados (Léche et al., 2021).

Para avaliar o estado de saude das aves e de outras espécies, em maneira geral, a
hematologia representa uma ferramenta de diagndstico indispensavel, pois mesmo na auséncia
de sinais clinicos, podem ocorrer alteragdes hematoldgicas que servirdo de subsidios para que
o clinico possa monitorar a evolucdo de uma doenca, avaliar a eficacia do protocolo terapéutico
e proporcionar um prognaéstico adequado (Samour, 2015).

Por entender-se que a partir de exames hematoldgicos é possivel verificar, qualitativa e
quantitativamente, as alteracGes nas fragcdes dos globulos vermelhos e brancos, bem como
alteracdes na morfologia celular que podem auxiliar no diagnéstico de doencas e patologias
(Vila, 2013), buscou-se descrever o perfil hematologico, morfolégico e morfométrico das
células sanguineas de emas, criadas no clima semiarido, em regime semiextensivo, tomado

como base a ideia de que fatores ambientais interferem diretamente nesses perfis.
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Assim, neste estudo, considerando que as emas sao importantes aves nativas da América
do Sul e que representam a ave atual mais antiga do continente sul-americano, bem como o fato
de que sdo animais com caracteres morfologicos que possuem relevancia quanto a aspectos
zootécnicos e de producdo, buscou-se investigar alguns aspectos do sangue desses animais, ja
gue 0S mesmos se encontram em um criatdrio cientifico situado em ambiente semiérido. Para
tanto, investigamos dados associados @ morfologia, morfometria e ao perfil hematolégico das
células que integram esse tecido bioldgico, tanto pela importancia bioldgica que a espécie
possui, segundo nosso ponto de vista, mas também por entender que pesquisas que envolvam a
caracterizacdo do sangue de animais sao sempre de grande relevancia para subsidiar estudos
com sanidade animal, assim como relevantes quando se observa aspectos de sustentabilidade
ambiental se considerarmos 0s Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), neste caso,

em especial, aquele relativo a vida terrestre.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOLOGIA E COMPORTAMENTO DA EMA (Rhea americana)

Embora a grande maioria das aves brasileiras sejam classificadas como aves silvestres,
muitas delas s&o criadas em cativeiro mesmo que de maneira ilegal ou sdo mantidas em
criadouros com fins cientificos ou comerciais. Castro et al. (2013), cita que esse grupo de
animais representa a maioria das espécies da fauna silvestre, mantidos como animais de
companhia. Dentre estas, a ema mostra-se como um modelo de interesse para a comunidade
cientifica por condigdes associadas ao seu status evolutivo, ao seu porte, a sua distribuicdo no
territorio sul-americano, entre outros.

A ema (Rhea americana) é uma ave silvestre de grande porte, endémica do continente
americano, encontrada no Brasil, Argentina e Uruguai (Ederli, 2012). Taxonomicamente,
pertence a Ordem Rheiforme, Familia Rheidaee ao Género Rhea, compondo o grupo das aves
ratitas, juntamente com a avestruz (Struthio camelus) da Africa e o emu (Dromaius
novaehollandiae) da Australia (Sousa et al., 2018).

Dentre as aves nativas do Brasil, a ema representa a espécie com maior peso e altura, e
de acordo com Cubas et al. (2014), pode atingir 45 kg e chegar a medir 1,7 m de altura. Esses
animais sdo essencialmente terricolas, razdo pela qual sdo denominados de ratitas. Além disso,
possuem asas consideravelmente grandes que podem ser abertas durante a corrida como forma
de manter o equilibrio. Silva (2001) cita que as asas também sao utilizadas para a protecdo dos
filhotes e durante a cdpula, além de serem Uteis para a regulacdo da temperatura corporea e para
chamar a atencdo da fémea durante a conquista.

Nas aves, muitas vezes o dimorfismo é uma caracteristica marcadamente associada a
cor da plumagem. Nas emas, a plumagem é marcadamente cinza, com penas dorsais e ventrais
brancas. Essa disposicéo, de acordo com Brandt e Neto (1999), caracteriza um leve dismorfismo
sexual, embora este também associe ao dimorfismo a presenca de maior robustez corporal e
PESCOCOo espesso nos machos.

Em estudos com aves, 0s aspectos comportamentais sempre chamam a atencéo, pois sao
uteis para entender condi¢cdes de manejo, sejam eles referentes a produgdo ou manutencédo
dessas em ambientes naturais. Em fungéo disto, investigag¢Oes que tratam do comportamento de
machos quanto a maturidade sexual, da relacdo desses com as fémeas que compdem
determinado grupo, dentre outras caracteristicas comportamentais, sempre sdo relevantes e

tornam os estudos de comportamentos uma ferramenta de grande interesse. Nesse Viés,
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Machado e Rocha (2006) descrevem que em emas 0Ss machos normalmente atingem a
maturidade sexual aos dois anos de idade ou mesmo de modo mais precoce, em fungéo de
fatores associados a alta incidéncia de luminosidade. Ou que formam haréns no inicio de cada
estacao reprodutiva, que podem conter de 2 a 12 fémeas (Codenotti; Alvarez, 2001), bem como
assumem a responsabilidade pela construgédo do ninho e incubagdo dos ovos (Gallo, 2013;
Ederli, 2012), condigdo esta que caracteriza o sistema de cruzamento entre individuos da
espécie como pertencente a categoria de poliginia e poliandria, uma vez que machos e fémeas
podem ter mais de um parceiro (Handford; Mares, 1985; Codenotti; Alvarez, 2001).

As emas, quando criadas em cativeiro, costumam ser ddceis e sociaveis, facilitando o
manejo, o que pode ser uma condi¢do importante para o desenvolvimento de politicas de
conservacao e politicas de para fins comerciais. Silva (2001) cita que, no Brasil, a atividade
comercial de emas € reconhecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), havendo produtores em todas as regides devido ao elevado potencial reprodutivo em
cativeiro, boa adaptacdo e produtos de qualidade como carne, penas, couro, ovos e gordura.
Esta condicdo é importante, segundo nosso entendimento, pois pode fortalecer a cadeia
produtiva e economia regional, mas também melhorara o status de conservacdo da espécie.
Segundo a lista vermelha de espécies ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza (IUCN), a ema é classificada como quase ameacada de extincdo (BirdLife
International, 2022), pelo fato de que a populagédo desses animais tem reduzido em funcédo de

distintas acdes do homem.

2.2 MORFOLOGIA DAS CELULAS SANGUINEAS DAS AVES

A hematologia na Medicina Veterinaria € uma area da clinica médica em que se estuda
o0s aspectos fisioldgicos, etioldgicos e patoldgicos do sangue do animal. Em aves, de maneira
geral, a hematologia guarda similaridade com a de mamiferos, embora haja algumas diferencas
e modificagOes importantes, que incluem a presenca de nucleo nos eritrocitos e a existéncia de
tromboticos e heterofilos, que equivalem as plaquetas e aos neutrdfilos de mamiferos,
respectivamente. Nas mesmas, embora pouco explorada, a hematologia é essencial para a
deteccdo precoce de doengas, uma vez que, mesmo com a auséncia de sinais clinicos, podem
ocorrer alteracdes hematologicas importantes para subsidiar o clinico no estabelecimento

prévio de tratamentos (Campbell, 2015).
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Nas aves, 0 sangue é composto por trés tipos celulares, os eritrcitos, os leucdcitos e os
trombdcitos que circulam no plasma. Os leucdcitos podem ainda ser divididos em granuldcitos
(heterofilos, eosinofilos e basofilos) e agranuldcitos (linfocitos e mondcitos) (Harvey, 2011).

Os eritrdcitos sdo células altamente especializadas, apresentando como principal funcao
o0 transporte de gases, carreando oxigénio dos pulmdes aos tecidos e dioxido de carbono no
sentido inverso. Nas aves adaptadas ao voo, ha uma necessidade ainda maior de circulagéo
desses eritrocitos, para que possam suprir a demanda de oxigénio dos musculos responsaveis
por essa fungdo. Estas células séo produzidas com frequéncia e passam por um processo de
maturacdo que inclui diferentes estagios, cuja terminologia varia de acordo com a literatura
(Campbell, 2015). Clark et al. (2009) descreve que durante esse processo de maturacdo, 0
eritrocito muda a sua forma de redonda para oval, o nucleo torna-se centralizado, a cromatina
mais condensada e com uma coloracdo mais intensa, apresentando-se basofilica e
uniformemente agrupada nas células maduras. A relacdo nucleo/citoplasma torna-se menor e o
citoplasma apresenta-se mais abundante e com uma coloragdo eosinofilica e homogénea, sendo
as Rheiformes possuidoras dos maiores eritrocitos da classe das aves (Benez, 2001). Em ratitas
tém a forma oval com ndcleo também oval, centralmente localizado, com cromatina condensada
(Blue-Mclendon; Green, 2010).

Os neutréfilos, nas aves, sdo representados por polimorfonucleares denominados
heterofilos, os quais apresentam o citoplasma repleto de granulos acidofilos (Campbell, 2015).
Assim como os neutrofilos, os heterofilos atuam na resposta inflamatéria e participam dos
processos de defesa a infeccBes bacterianas por meio de quimiotaxia, opsonizacao, fagocitose
e lise (Capitelli; Crosta, 2013). Em ratitas, o heterofilo maduro é arredondado, com nucleo
segmentado, geralmente preenchido por grande quantidade de grénulos fusiformes de cor
laranja e citoplasma claro (Blue-Mclendon; Green, 2010).

Quanto aos eosindfilos, a morfologia celular pode variar de acordo com a espécie e, em
funcéo disto, Capitelli e Crosta (2013) recomendam realizar comparag¢des com outros tipos de
células sanguineas para facilitar a diferenciacdo. Outro aspecto a considerar é que a morfologia
dos eosinofilos se assemelha a dos heterofilos, dificultando a distin¢do dos dois tipos celulares,
0 que comumente é feito considerando que os eosindfilos apresentam citoplasma mais
basofilico do que os heterofilos, seu nucleo € lobulado e basofilico e os granulos eosinofilicos
apresentam coloracdo mais intensa e tendem a ser mais redondos. Ademais, verifica-se a
auséncia do corpo refringente central presente nos heterofilos. Em ratitas, esse tipo celular,
geralmente tem nucleo bilobulado, citoplasma azul claro com grande quantidade de granulos

vermelhos para rosa, pequenos e redondos (Blue-Mclendon; Green, 2010).
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Os basdfilos sdo células importantes para indicar processos inflamatérios e infecciosos
e, nas aves sao celulas que apresentam granulos que geralmente deixam o nucleo escurecido.
Os granulos citoplasmaticos dos basofilos sdo constantemente afetados por coloracGes
solubilizadas em alcool, podendo dissolver-se parcialmente ou agregar, aparentando
anormalidade. Diferentemente dos basofilos de mamiferos, nas aves essas células sdo
comumente encontradas no sangue periférico e tendem a ser menores do que os heterofilos e 0s
eosinofilos. (Campbell, 1994). Em ratitas, os baséfilos possuem nucleo excéntrico de formato
arredondado a ovalado, ndo segmentado; citoplasma em quantidade moderada, apresentando
cor parpura, com granulos escuros metacromaticos (Blue-Mclendon; Green, 2010).

Acredita-se que o papel dos baséfilos é semelhante a dos basofilos e dos mastocitos de
mamiferos, uma vez que seus granulos citoplasmaticos apresentam histamina. Eles também
atuam nas respostas inflamatorias agudas e de hipersensibilidade do tipo IV segundo descreve
Thrall et al. (2015).

Em relac&o aos linfdcitos das aves, estes assemelham-se, morfologicamente, as células
dos mamiferos, com tamanhos que variam de pequenos a medios. Os maiores podem ser
encontrados no sangue de aves normais e podem ser confundidos com mondcitos, devido ao
seu tamanho, volume citoplasmatico e nucleo fracamente corado. Quanto as caracteristicas, 0s
linfocitos apresentam ndcleo redondo, levemente denticulado, em posicdo central ou
ligeiramente excéntrico. Quando maduros, a cromatina dos linfocitos € densamente condensada
ou reticulada e o citoplasma, que geralmente se apresenta homogéneo e fracamente basofilico
(azul-palido), sem vacuolos e granulos, ocupa pouco espaco, com excecao dos linfdcitos
maiores, conferindo a essas células uma alta relagdo ndcleo/citoplasma (Thrall et al., 2015).

Estudando o sangue de ratitas, Blue-Mclendon e Green (2010) descreve que os linfdcitos
sdo similares aos das outras espécies de aves, com células variando em tamanho, nucleo
arredondado e citoplasma variando em quantidade, de escasso a moderado, e geralmente
basofilico. Quanto a funcao destas células, Mitchell e Johns (2008) relatam que a exemplo do
que ocorre em mamiferos, os linfécitos sdo responsaveis pela imunidade. Cita ainda que, 0s
linfécitos B, dependentes da bursa de Fabricius, atuam na imunidade humoral, enquanto os
linfécitos T, dependentes do timo, atuam na imunidade celular.

Os monocitos das aves também se assemelham aos dos mamiferos, apresentam formato
arredondado ou amorfo e sdo maiores que os demais tipos de células leucocitarias. Esse tipo
celular, apresenta citoplasma basofilico e abundante, com presenca de discretos vactolos e
pequenos granulos eosinofilicos, sendo a cromatina frouxamente condensada e o nucleo

variando entre arredondado, ovalado ou lobulado (Mitchell; Johns, 2008). Em ratitas, 0s
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mondcitos sdo grandes, com moderada quantidade de citoplasma que se cora de azul a
acinzentado, apresentando, ocasionalmente, vacuolos pequenos e discretos e nucleo
pleomorfico, com cromatina menos condensada que nos linfécitos quando comparados entre si
(Blue-Mclendon; Green, 2010).

Os trombacitos séo considerados as menores células do sangue periférico, apresentando
forma de redonda a ovalada, com nucleo arredondado e cromatina densamente condensada.
Estes se diferenciam dos linfocitos, especialmente pela aparéncia do citoplasma. Outro aspecto
a considerar é que pode ocorrer vacuolizacdo citoplasmatica em trombacitos ativados ou
fagociticos e a presenga de um ou mais granulos eosinofilicos distintos nos trombdcitos
(Campbell, 2015; Clark et al., 2009). Quanto a funcdo, essas células desempenham importante
papel no processo de hemostasia, uma vez que participam de maneira ativada na formacéo de
trombos e cicatrizacdo de feridas, além de realizarem fagocitose e, assim como as plaquetas dos

mamiferos, tenderem a se aglutinar nas extensdes sanguineas (Thrall e colaboradores, 2015).

2.3 PARAMETROS SANGUINEOS DE EMAS (Rhea americana)

Estudos com hematologia de aves no Brasil nos ultimos anos tém sido desenvolvidos
com o intuito de avaliar aspectos clinicos de diversas espécies, mas, sobretudo, no sentido de
estabelecer os perfis sanguineos desse grupo de vertebrados, tendo em vista que os dados
divulgados acerca desse aspecto ainda sdo muito timidos (Blue-Mclendon; Green, 2010; Sabino
etal., 2011; Fortes et al., 2013; Almeida et al., 2015; Gallo et al., 2015).

Dessas pesquisas, observa-se que alguns autores sugerem que os dados obtidos sejam
utilizados como parametros para a realizagdo de estudos comparativos no tocante a hematologia
de emas. Fortes et al. (2013) realizaram estudo com o objetivo de obter valores hematolédgicos
para a espécie Rhea americana, utilizando 10 exemplares de diferentes idades, independente de
sexo, criadas ex situ, em regime semi-intensivo. Os resultados para os parametros sanguineos
foram: hematocrito variando de 30 a 45, média 39,6%; hemoglobina de 9,4 a 26, média 16,3
g/dL; contagem total de eritrcitos de 1,6x10° a 2,9x10°8, média 2,4x108 por mm? de sangue;
contagem total de leucdcitos de 3.000 a 18.500, média 8.693 por mm?. Os valores relativos a
contagem diferencial de leucocitos foram: heterofilos de 52 a 78, media 62,1%, totalizando
1.689 a 14.430, média 5.706 por mm? de sangue; eosindfilos de 0,3 a 3,1, média 2,2%, 39 a
360, média 176,4; basofilos de 1 a 6, média 2,7%, 58 a 363, média 208,2; mondcitos de 1,4 a
9,7, média 6,0%, 171 a 1.115, média 450,2; linfocitos de 17,7 a 34,3, média 27,0%, 921 a 3.515,
média 2.142.
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Gallo et al., (2015) realizaram um outro estudo com o objetivo de descrever valores e
aspectos da hematologia de emas adultas, de ambos 0s sexos, cujos valores da série vermelha e
dos indices hematimétricos foram: Eritrocitos (2,81+0,15x10 ® /uL), Ht (44,20+2,86%), Hb
(12,12+0,74 g/ dL), VCM (15,75+0,89 fL), HCM (43,18+1,82 pg), CHCM (27,44+0,80 g/dL);
os valores da série branca foram: leucocitos (12,072+4116/uL), heterofilos (64,10+£9,90%),
eosinofilos (2,05+2,06%), mondcitos (6,40+£2,99% ), linfécitos (26,93+9,62%), basofilos (
0,52+1,27%). Esses valores hematoldgicos médios nas emas foram semelhantes aos valores de
referéncia divulgados por Blue-Mclendon e Green (2010), com diferencas encontradas para a
fracdo vermelha do hemograma, que incluiram contagens mais baixas de glébulos vermelhos,
valores inferiores de Ht e CHCM e valores mais elevados de VCM.

Ainda assim, sdo insipientes os dados disponiveis na literatura para definir parametros
hematoldgicos nesta espécie. N&o foram encontradas pesquisas que estabelecessem
comparacOes entre sexos e diferentes faixas etarias para esses parametros em Rhea americana,
sendo necessaria a realizacdo de novos estudos com esse intuito, e com amostra populacional
consideravel, realizando-se também a contagem de trombdcitos, contribuindo para o

aprimoramento dos dados.

2.4 COLETA E CONSERVACAO DE SANGUE PERIFERICO EM AVES

O sucesso das analises de material sanguineo € consequéncia de diversos cuidados que
se iniciam previamente as coletas e devem observar aspectos como sexo e idade dos animais,
assim como materiais, nimero de animais amostrados na populacéo, dentre outros aspectos
(Tessari et al., 2015).

Clark et al., (2009), afirmaram que o uso da técnica e o cuidado durante o procedimento
de coleta sanguinea sdo fundamentais para a obtencdo de amostras de qualidade para o exame
hematoldgico e que a determinacdo do volume sanguineo que pode ser obtido depende do peso
corporal e do estado de saude do animal, com a ressalva de que havendo algum nivel de
comprometimento, este volume devera ser o0 minimo possivel e relataram ainda que, no caso
das aves, o volume reduzido da amostra sanguinea constitui um fator limitante.

Em geral, considera-se seguro extrair até 10% do volume de sangue do animal, o que
corresponde a aproximadamente 1% do peso corporal (Campbell e Ellis, 2007). Para amostras
fracionadas, o ideal € que esse volume seja reduzido a 0,5% do peso corporal, porém, tratando-
se das aves, apesar do baco ndo funcionar como um reservatério de eritrocitos, observa-se

rapida recuperacao apés perdas de sangue (Clark et al., 2009). A justificativa para este evento
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é que como a vida média das heméacias das aves é mais curta que nos mamiferos, a regeneracao
é mais rapida (Capitelli; Crosta, 2013).

Capitelli e Crosta (2013) afirmaram que a técnica a ser utilizada na coleta sanguinea e
0 mecanismo de contencdo dependem de fatores como tamanho do animal, agressividade,
familiaridade do animal com os humanos e habilidade do veterindrio. Em determinadas
situacOes, sugere a utilizacdo de objeto que limite 0s movimentos ou obstruir a visédo do animal,
reduzindo os riscos de ferimentos e facilitando a coleta. Durante o procedimento, cabe observar
gue o mecanismo de respiracdo das aves ndo apresenta a musculatura diafragmatica e, portanto,
a compressdo exagerada dos sacos aereos durante a contengdo pode impedir a ventilagdo e levar
a asfixia (Ritchie et al., 1994).

A coleta do sangue periférico de aves pode ser feita por meio da puncédo da veia jugular
direita, da veia ulnar (ou da asa) ou da metatarsiana medial. A escolha do local dependera da
espécie (Clark et al., 2009). Todavia, ainda que haja algumas excecoes, a veia jugular direita é
a escolha preferencial na maioria das espécies. Levando em conta as duas jugulares, a direita é
mais superficial e, com isso, 0 acesso € facilitado, apesar de ser muito movel, sendo necessario
estabiliza-la (Capitelli e Crosta, 2013).

Quanto ao anticoagulante de escolha para analise hematoldgica em aves, Capitelli e
Crosta (2013) recomendam o uso do &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), por este
apresentar menos interferéncia na amostra. O autor coloca que este processo é muito rapido e
requer uma maior agilidade do clinico, para evitar a coagulacdo da amostra, o que invalidaria o
exame hematol6gico. Deste modo, o recomendavel é que apos a obtencdo do sangue, sejam
realizados dois esfregacos com gotas de sangue sem anticoagulante e o restante transferido
rapidamente para o tubo contendo EDTA (Campbell e Ellis, 2007).
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3 HIPOTESES CIENTIFICAS

3.1 Os valores de referéncia da hematologia de emas variam entre 0s sexos e idades dos animais.

3.2 A morfometria das células sanguineas de emas varia em fungéo da idade.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a morfologia, morfometria e o perfil hematologico de células sanguineas de

emas (Rhea americana), criadas em cativeiro no semiérido potiguar.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever morfologicamente as células sanguineas de emas;
b) Estabelecer o tamanho meédio dos eritrdcitos, trombdcitos, heterofilos, eosinéfilos, basofilos,
mondacitos e linfocitos, considerando os sexos e diferentes idades;

c) Definir os parametros hematologicos de emas, considerando os sexos e diferentes idades;
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS E CARACTERISTICAS DO LOCAL DE AMOSTRAGEM

Neste estudo foram utilizados 48 exemplares de Rhea americana (Figura 1),
popularmente conhecida como ema, de ambos 0s sexos, distribuidos em trés grupos, de acordo
com a idade: jovens (cinco a nove meses), juvenis (11 a 15 meses) e adultos (2,5 a 3,5 anos),
compostos por 20, 11 e 17 animais, respectivamente. Os animais foram provenientes do Centro
de Multiplicacéo de Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semiérido
(UFERSA), do municipio de Mossor6 (5° 11’ 17" S, 37° 20" 39” W), Rio Grande do Norte,
Brasil. O CEMAS ocupa uma area de 20 ha e esta registrado pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como criadouro cientifico sob o
namero 1478912.

Figura 1. Emas (Rhea americana) no Centro de Multiplicagdo de Animais Silvestres (CEMAS) da UFERSA,
2024,

Fonte: Acervo do Autor (2024).
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Os animais estavam distribuidos em nove piquetes telados e identificados por nimeros,
com acentuada cobertura vegetal (Figura 02), e tinham livre acesso a bebedouros e comedouros,
de maneira que dispusessem de ragdo e 4gua tratada diariamente. As aves sdo sexadas e
registradas em planilhas com base em identificacdo feita em placas pendulares confeccionadas
em aluminio.

Quanto a alimentacdo, os animais recebem, diariamente, racdo peletizada para emas,
composta de farelo de milho, trigo, soja, microminerais e vitaminas e adicionalmente frutas

como mamao, goiaba e melancia e ramos de vegetais como volumosos.

Figura 2. Fotografia dos piquetes, onde estdo distribuidos os animais, mostrando a estrutura formada por telas e a
cobertura vegetal.

> ‘m,m,;;
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o

A

onte: ceft; do Aﬂfof (2024) .
5.2 COLETA DO MATERIAL

A coleta do material ocorreu entre 0os meses de novembro de 2023 e fevereiro de 2024
e a conten¢do dos animais foi realizada por meios fisicos pelos tratadores do préprio CEMAS,
com cuidados especiais para nao asfixiar os animais contidos e visando 0 menor grau de estresse
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possivel. Considerando que a coleta de uma amostra de alta qualidade é uma das partes mais
importantes do exame hematoldgico, sendo essenciais a técnica e o cuidado no procedimento,
foram adotadas todas as medidas necesséarias, a fim de minimizar alteragdes nas respostas
fisioldgicas. Destaca-se que o tempo entre cada contencao e coleta nunca ultrapassou mais do
que 10 minutos.

As amostragens foram realizadas no periodo da manhd, as 6h, para evitar estresse
térmico. Apds a contencdo, foram colhidos 5 mL de sangue periférico de cada animal, por
puncao da veia braquial (veia da asa), realizando-se previamente a antissepsia local com solucéo
de &lcool iodado a 2%. Para isso, foram utilizadas seringas de 5 mL e scalp 23G, ambos
descartaveis. Todas as coletas foram feitas sem a adi¢do de anticoagulante a seringa.

Das amostras coletadas, para cada animal eram confeccionados esfregacos em trés
laminas de vidro que, apds secas e fixadas, eram coradas, em parte, com kit Pandtico Rapido,
o qual se baseia no principio de coloragdo hematoldgica estabelecido por Romanowsky, e outra
parte com Giemsa, segundo o protocolo de Valkitinas (2004). Imediatamente apds a confeccéao
dos esfregacos, o volume sanguineo restante era acondicionado em tubos de vidro contendo
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) em solucdo a 10%, identificados e mantidos sob
refrigeracdo (4°C) até o seu processamento, por um periodo maximo de 5 horas apds a coleta.

Os dados de cada coleta eram catalogados em uma ficha de acompanhamento contendo
as informagdes de cada animal amostrado, conforme demonstrada no Apéndice A.

5.3 CARACTERIZACAO DAS CELULAS SANGUINEAS

5.3.1 Morfologia das células sanguineas

A caracterizacdo morfologica das células sanguineas das emas foi feita utilizando-se

técnicas de microscopia de luz convencional e microscopia eletronica de varredura (MEV).

a) Microscopia de luz

Para analise com microscopia de luz, os esfregacos sanguineos, produzidos em
triplicata, foram, em parte, corados pelo método de Pandtico Rapido, seguindo as diretrizes
previamente estabelecidas para coloracdo de Romanowsky, e outra parte fixada em metanol
absoluto por 1 minuto e corados pelo método de Giemsa por 1 hora, seguindo o protocolo de

Valkitnas (2004). Apos essa etapa, as laminas foram analisadas por meio de um microscopio
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optico (Leica DM 500 HD) em aumento de 40x e de 100x (6leo de imersdo) e as imagens mais
representativas foram fotografadas utilizando um equipamento Leica ICC50 HD. As imagens
obtidas com objetiva de 40x foram utilizadas, especialmente, as analises de morfometria das
células sanguineas, enquanto as imagens obtidas com a objetiva de 100x foram utilizadas para

caracterizar a morfologia dos tipos celulares sanguineos.

b) Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para analise dos tipos celulares do sangue de emas por meio de microscopia eletrénica
de varredura, realizada no Laboratorio de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas
Vegetais do Semi-Arido (CPVSA) da UFERSA, foram utilizados 1 mL de cada amostra
sanguinea, que foi disperso em solucdo de Karnovsky (PBS - Tampdo fosfato de sodio 0,1
Molar em pH 7,4 a 4°C.) na relacdo 1:5 e ap0s cerca de 30 minutos de fixacdo foi , entéo,
centrifugado a 2.200 rpm por 5 minutos, para formacéo de um pellet.

Apds esse tempo, os pellets foram removidos dos tubos sendo a série branca separada e
diluida em 2 mL em de PBS e agitada levemente para homogeneizar a dispersdo. Em seguida,
a solucéo era distribuida em Iaminas de vidros de 2x2 cm? e apds secas eram coradas pelo
Método do Pandtico Répido.

Posteriormente, as laminas eram submetidas ao processo de metalizagdo com ouro por
“sputtring” (Q150R ES, Quorum Technologies Ltd., Laughton, East Sussex, UK), para entdo
serem analisadas em microscopio eletrdnico de varredura, sendo capturadas imagens com um
detector de elétrons secundario em MEV (TESCAN VEJA 3 LMU, Tescan, Czech Republic),
operando com um feixe de elétrons de 10kV.

5.3.2 Morfometria das células sanguineas

Das laminas obtidas de cada animal foi realizada a analise da morfometria das células
sanguineas. As laminas foram analisadas em microscopio éptico Leica DM 500 HD, em
objetiva de 40x, com camera Leica ICC50W acoplada e as imagens foram obtidas utilizando o
programa LAS EZ Ink. Apos serem identificados, os tipos celulares foram mensurados com
auxilio do software ImageJ bundled with 64-bit Java 8. Foram medidas 5 células do mesmo
tipo por animal, totalizando 95 mensuragdes por tipo celular para machos e 145 para fémeas,
com excecdo dos basofilos, obtendo-se, assim, didmetro médio geral da amostra e desvio

padréo.
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5.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os exames laboratoriais dos animais foram realizados no setor de Patologia Clinica do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA). Para a
determinacdo do volume globular ou hematdcrito (Ht) empregou-se o método do
microhematdcrito (Harvey, 2011), em que trés quartos de um tubo capilar foram preenchidos
com sangue total e uma das extremidades foi vedada com massa seladora. Em seguida, o tubo
foi centrifugado a 12.000 g por 5 minutos, utilizando-se a centrifuga Excelsa® 3400 Flex
(FANEM), e o resultado foi determinado utilizando-se régua prépria para leitura de
hematocrito. A concentracdo de hemoglobina (Hb) foi determinada utilizando-se a solugédo de
Drabkin e avaliada em equipamento da Bioplus (Bl1O-2000), cuja leitura foi realizada com
absorbancia medida em 540 nm.

A determinacdo das proteinas plasmaticas totais (PPT) foi realizada por refratometria,
utilizando-se o refratdmetro de mdo QUIMIS® Q767. Os tubos capilares utilizados para a
determinacdo de microhematdcrito de cada ave foram seccionados no limite entre o plasma e
os elementos figurados sanguineos; parte do plasma foi depositada no refratdmetro, apds sua
calibracdo com agua destilada, fornecendo a determinacéo das proteinas plasmaticas em g/dL.

Para a contagem total de eritrdcitos, leucocitos e trombdcitos utilizou-se 0 método de
Natt-Herrick (Carisch et al., 2019), que consiste na preparacdo da solucdo de Natt-Herrick
(utilizada como diluente e corante). Para tanto, o sangue total foi diluido em razédo de 1:200,
utilizando a solucdo de Natt-Herrick. Posteriormente a homogeneizacao, o sangue diluido foi
utilizado para preencher a cdmara de contagem hematimétrica (cAmara de Neubauer),
permanecendo em repouso por 5 minutos, previamente a contagem. Assim, as células de cada
guadrante da camara de Neubauer foram diferenciadas e enumeradas com auxilio de
microscopio éptico (Olympus CX 31RBSFA) em aumento de 40x. A concentragdo de cada tipo
celular foi determinada por meio das equacoes I, 11 e 111 (Clark et al., 2009).

a) Determinacgdo do namero de eritrécitos pelo método de Natt-Herrick:

N2 de eritrocitos = N2 de células contadas x altura x diluicao x n? de quadrados (I)
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b) Determinacao do numero de leucdécitos pelo método de Natt-Herrick:

o N¢ de células contadas x altura (10)x diluicao
Ne de leucécitos = (1D
N2 de quadrados

c¢) Determinacéo do numero de trombdcitos pelo método de Natt-Herrick:

N2 de trombdcitos em 5 campos o
S P x N@ de eritrocitos

1.000 x 1.000.000

N2 de trombbécitos = (11D

Quanto aos valores de volume corpuscular médio (VCM), de hemoglobina corpuscular
média (HCM) e de concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), estes foram
obtidos utilizando-se a metodologia descrita por Thrall et al. (2015), conforme as equacdes 1V,
V e VI, e os valores foram expressos em fentolitros (fL), picogramas (pg) e gramas por decilitro
(g/dL), respectivamente. Essa metodologia foi desenvolvida para estudos com sangue de

mamiferos, mas tem sido largamente utilizada para analise de sangue de aves.

Hematdcrito (%) x 10

VCM (fL) = Eritrécitos (em milhdes) {v)
Hemoglobina (%) x 10
HCM (pg) = )

Eritrécitos (em milhges)

Hemoglobina (%) x 100 (%)

HCM L)=
CHCM (g/dL) Hematdcrito (%)

v

A contagem do diferencial de leucécitos foi realizada por meio de método manual. Apds
a fixacdo e coloragdo das extensdes sanguineas, descritas no item 6.3.1 para microscopia de luz,
utilizando-se um microscopio 6ptico (Olympus CX 31RBSFA) em aumento de 100 x em 0Oleo
de imersdo, para observacao dos tipos celulares - heterofilos, eosinofilos, linfocitos, mondcitos
e basofilos - contando 100 células por 1dmina e fornecendo o resultado relativo da diferencial

de leucdcitos, expresso em unidades por microlitro (uL).
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

Para calcular os valores de tendéncia central e comparar os comprimentos (diametro
maior) e larguras (didmetro menor) medios dos eritrocitos, bem como de seus ndcleos, além do
didmetro médio geral de leucdcitos e trombdcitos presentes no sangue das emas, os dados foram
submetidos a testes para verificar a parametricidade através das premissas de normalidade
(Shapiro-Wilk) e homoscedasticidade (Levene), apresentando-se como paramétricos. Assim
sendo, foi entdo aplicado o teste t de Student, considerando-se significativo um valor de p <
0,05.

Com relacédo a analise dos parametros sanguineos, em que buscou-se avaliar a existéncia
de diferencas significativas para estes parametros entre diferentes faixas etarias e sexos dos
animais, os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon foram escolhidos, pois 0s
dados foram considerados como ndo-paramétricos, segundo indicou o teste de Shapiro-Wilk.

A utilizacdo dos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney-Wilcoxon justifica-se pela
natureza nao normal dos dados hematoldgicos e pela necessidade de comparar maltiplas faixas
etarias e sexos, cujos resultados foram expressos como média + desvio padrao.

Como andlise adicional a realizagdo do teste de Kruskal-Wallis, foram realizados testes

post-hoc, para identificar quais grupos apresentaram diferencas significativas entre si.

5.6 ASPECTOS ETICOS

Os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram submetidos a aprovacéo do
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (Sisbio), sob solicitacdo de n® 91444,
porém a pesquisa envolveu somente atividades ex situ (coleta de sangue de emas criadas em
cativeiro), prescindindo de autorizacdo ICMBIo, de acordo com a Portaria ICMBIO n° 748, de
19 de setembro de 2022. Estes protocolos foram autorizados pelo Comité de Etica em Uso de
Animais da UFERSA (CEUA n° 29/2024).
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6 RESULTADOS

6.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS

Os esfregacos de sangue de emas fixados e corados foram avaliados, quanto a
morfologia das células sanguineas, por microscopia éptica. Foram observados todos os tipos de
célula encontrados nas aves em geral: eritrocitos, trombdcitos e leucocitos. Estes Gltimos, foram
representados por granuldcitos (heterofilos, eosindfilos e baséfilos), linfocitos e mondcitos, que
apresentam morfologias distintas (Figura 3: a-f).

Os eritrdcitos apresentam-se com forma oval a eliptica, nucleados, com ndcleo também
em formato oval ou eliptico, disposto em posicdo central, com cromatina condensada; o
citoplasma abundante e acidéfilo. Este apresenta coloracao résea-alaranjada, enquanto o ndcleo
destaca-se pela sua cor roxa escura intensa (Figura 3: a).

Os heterdfilos sdo os leucdcitos circulantes encontrados em maior quantidade nas
extensdes sanguineas. Quanto a morfologia, apresentam-se como células grandes, com forma
arredondada e uma alta relacdo citoplasma/nucleo. Os nudcleos mostram-se bilobulares ou
trilobulares, excéntricos, basofilicos, de cor purpura, com regides mais escuras contendo
cromatina condensada. O citoplasma apresenta-se mais claro, com granulos intensamente
eosinofilicos, fusiformes, vermelhos ou laranja, em forma de bastonete (Figura 3: a).

Os basofilos apresentam forma esférica, destacando-se dos demais tipos de células por
seus granulos corarem-se de um azul escuro e intenso, que recobrem parcialmente o nucleo
(Figura 3: b). Este apresenta-se central, arredondado, ndo segmentado e grande, ocupando
grande parte do volume da célula e com regifes de cromatina condensada; o citoplasma
apresenta-se escasso, de cor purpura e preenchido pelos granulos esféricos, fortemente corados.
Quando comparado aos heterofilos e eosinofilos, os baséfilos mostram-se menores.

Os eosindfilos observados séo caracterizados como células arredondadas, com
citoplasma fracamente corado, mais basofilico quando comparado ao dos heterdfilos,
apresentando granulos pequenos e redondos, eosinofilicos, de coloracdo acidofila intensa, entre
o0 rosa e o laranja, distribuidos uniformemente em aglomerados ou as vezes no nucleo. Este, por
sua vez, mostra-se basofilico e polimérfico, geralmente bilobulado, com cromatina condensada,
localizado central ou perifericamente em relacéo ao citoplasma, apresentando coloragéo violeta
(Figura 3: ¢).

Os mondcitos caracterizam-se como células grandes, maiores que os linfdcitos, com

formato arredondado ou irregular, citoplasma basofilico e abundante, azul acinzentado,
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podendo-se observar vacuolos e pequenos granulos em tons azuis escuros. Quanto ao nucleo,
este apresenta variagdes em seu formato, de redondo a rineforme, cromatina pouco condensada
quando comparada a dos linfocitos (Figura 3: d).

Os linfdcitos identificados nas extensdes sanguineas mostram-se arredondados, com
nacleo ligeiramente excéntrico, apresentando areas de cromatina densamente condensada e uma
alta relacdo nucleo/citoplasma. O citoplasma desta linhagem de células apresenta-se de escasso
a moderado, ocupando pouco espaco quando comparado ao nucleo, homogéneo, basofilico, de
tom azul claro, sem gréanulos citoplasmaticos e sem vacuolizacao (Figura 3: e).

Os trombdcitos, por sua vez, mostram-se como as menores células do sangue periférico,
apresentando, aproximadamente, um terco do tamanho de um eritrocito maduro (Figura 3: f).
Seu formato é geralmente eliptico, com um nucleo arredondado a eliptico, fortemente
basofilico, contendo cromatina intensamente condensada e ocupando quase toda a célula,
conferindo uma elevada relacdo nucleo/citoplasma. O citoplasma apresenta-se escasso, restrito
aos polos da célula, fracamente corado, cuja aparéncia serve para diferencia-los da linhagem

linfocitica, podendo ocorrer vacuolizages.



Figura 3. Fotomicrografias de esfregagos sanguineos de emas (Rhea americana), em
que aparecem em destaque, centralizados e identificados através de setas ou cabega de
seta, as células sanguineas encontrados nestes animais, para caracterizacdo da
morfologia. Em (a), observa-se um heterofilo (seta), apresentando formato
arredondado, nucleo excéntrico, de coloragdo purpura, lobulado e cromatina
condensada; seu citoplasma é claro, contendo granulos fusiformes e eosinofilicos. Em
seu entorno, encontram-se Varios eritrocitos maduros (cabega de seta), apresentando
formato eliptico, nicleo centralizado, cromatina condensada, fortemente corado;
citoplasma abundante e acidéfilo. Em (b), destaca-se o baséfilo (seta), de formato
esférico, apresentando granulos citoplasmaticos redondos de coloragdo azul intensa;
seu nucleo é redondo, central, ndo lobulado e denso. Em (c), tem-se um eosinéfilo
(seta) em destaque, mostrando seu formato redondo, com nucleo excéntrico, lobulado,
basofilico e cromatina densa; seu citoplasma apresenta-se claro, contendo grande
quantidade de granulos redondos, acidéfilos, de coloragdo réseo-alaranjada. Em (d),
destaca-se, a0 meio, um monocito (seta), de formato arredondado, citoplasma
abundante, basofilico, apresentando poucos granulos azuis escuros e um ndcleo nao
segmentado, com cromatina geralmente frouxa, apresentando poucos pontos de
condensacdo. Em (e), observa-se um linfocito (seta) em destaque, mostrando-se
arredondado, com nucleo ligeiramente excéntrico, com alguns pontos de cromatina
condensada; seu citoplasma ocupa pouco espago ao redor do nucleo, apresentando-se
homogéneo, basofilico, corado em tom de azul claro. Em (f), destaca-se o trombocito
(seta), com formato eliptico, nicleo grande, ocupando grande espago na célula e
cromatina intensamente condensada; seu citoplasma escasso, hialino, restringe-se aos
polos da célula. Coloragdes - Giemsa: a, b, d, e, f. Pandtico: c. Aumento de 100x (dleo
de imersdo). Barra: 10 pm.

Fonte: Acervo do Autor (2024).
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6.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

De forma complementar, analisou-se a superficie das células sanguineas de Rhea
americana para a caracterizacdo da morfologia, utilizando-se a Microscopia Eletrénica de

Varredura (MEV), com ampliacdo de 10.000 vezes (Figura 4).

Figura 4. Micrografias dos principais tipos de célula sanguinea de emas (Rhea americana) observados através
de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) em ampliacdo de 10.000 vezes. (a) Eritrocito (seta),
apresentando superficie lisa, uniforme, com forma eliptica e uma proeminéncia mais interna, central,
contrastando com a membrana celular, representando o ndcleo. (b) Heterofilo (seta) redondo, com superficie
de membrana irregular, protuberéncias em funcdo das granulagBes citoplasméaticas em torno do ndcleo
segmentado. (c) Basdfilo (seta) redondo, com superficie irregular, com rugosidades e elevacGes, granulagdes
citoplasméticas densas submembranares, como elevagdes na superficie da célula. (d) Eosindfilo (seta) com
forma redonda, superficie irregular, com granulos submembranares projetando-se para a superficie de
membrana. () Mondcito (seta) forma redonda, com superficie geralmente irregular, apresentando rugosidades.
(f) Linfécito (seta) redondo, com superficie relativamente aspera, indicios de granulagBes ou de outras
estruturas submembranares através da superficie de membrana. (g) Trombdcitos (setas) elipticos, com
superficie complexa, apresentando projecdes como extensdes da superficie celular. Barra: 5 um.
= Yisa . »

30kV XI10.000

30KV X10.000 5pm
Fonte: Acervo do Autor (2024).
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Os eritrécitos maduros (Figura 4: a) das emas sdo planos, com uma superficie lisa,
relativamente uniforme, sem grandes rugosidades ou projecdes, com forma eliptica,
apresentando uma estrutura proeminente mais interna, centralizada na célula, de forma também
eliptica, representando o nucleo. Quanto ao aspecto do nucleo este apresenta uma textura
diferente, contrastando com a membrana celular.

Quanto aos leucacitos granuldcitos, observou-se que os heterofilos (Figura 4: b) séo
redondos, com uma superficie de membrana irregular, apresentando rugosidades e
protuberancias devido as granulacdes citoplasmaticas e outras estruturas submembranares,
delimitando a estrutura do nucleo segmentado. Os basofilos (Figura 4: c), por sua vez, sao
arredondados e apresentam uma superficie irregular e texturizada, com areas de rugosidades e
elevacdes, em funcdo da presenca de microvilosidades e possiveis projecGes da membrana
plasmatica. Suas granulacdes citoplasmaticas aparecem como areas densamente granulares sob
a membrana plasmaética, evidenciando-se como pequenas elevagdes ou pequenas projecdes na
superficie da célula. Essas irregularidades da superficie e as projecdes podem conferir uma
aparéncia ocasionalmente deformada ou denteada. Ja os eosinofilos (Figura 4: d) sdo células
também de formato arredondado, com uma superficie geralmente irregular, apresentando
rugosidades, com muitos granulos esféricos submembranares ou estruturas semelhantes a
vilosidades projetando-se para sua superficie de membrana.

Os mondcitos (Figura 4: e) sdo maiores que os linfocitos. Eles apresentam forma
arredondada, com uma superficie de membrana também irregular, apresentando rugosidades,
dobras e projec@es. Os linfécitos (Figura 4: f) sdo pequenas células redondas, apresentando uma
textura de membrana relativamente &spera, além de mostrar algumas irregularidades, com
algumas projecGes finas na superficie. Observou-se indicios de granulacGes ou de outras
estruturas submembranares atraves da textura de sua superficie.

No que se refere aos trombacitos (Figura 4: g), estes tém forma geralmente eliptica,
apresentando uma superficie bastante complexa, com vérias irregularidades, rugosidades e
dobras. Percebeu-se a presenca de extensdes da membrana celular, como pseuddpodes ou outras

pequenas projecoes.

6.2 ASPECTOS MORFOMETRICOS

Os dados morfométricos (diametro, didmetro maior e diametro menor) foram analisados
em funcdo do sexo (Tabela 1) e da faixa etaria (Tabela 2) dos animais, com o intuito de

investigar possiveis diferengas na morfometria das células sanguineas para estas varidveis, e
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sdo apresentados na forma de média + desvio padrdo. Para tanto, realizou-se o teste de
normalidade Shapiro-Wilk e o teste de homoscedasticidade de Levene para dados paramétricos,
e foi aplicado o teste t, adotando-se o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Levando-se em conta a morfologia dos eritrocitos das emas, cuja forma varia de oval a
eliptico, foi necessario medir o didmetro maior (D) e o didmetro menor (d) destas células, bem
como o didmetro maior (N) e o didmetro menor (n) de seu ndcleo, que apresenta forma
semelhante. Para os demais tipos celulares, leucécitos e trombacitos, obteve-se a medida do
diametro. Quanto aos basofilos, devido a baixa quantidade desse tipo celular nas extensdes
sanguineas utilizadas para realizar as mensuracbes, ndo foram realizadas analises
morfométricas para estes.

Quando os dados morfométricos das células sanguineas sdao comparados em relacdo ao
sexo do animal, evidencia-se, estatisticamente, a existéncia de diferenca significativa em
relacdo aos trombdcitos dos machos (6,56 + 1,08) em comparacdo aos trombacitos das fémeas
(8,10 £ 2,40) (Tabela 1).

Tabela 1: Morfometria das células sanguineas de emas (Rhea americana Linnaeus, 1758), criadas em cativeiro,
em funcdo do sexo. CEMAS/UFERSA — 2024.

Parametros Emas Teste p*
Machos Fémeas

Eritrocitos D (um) 12,75+1,47% 12,62+0,82° -0,16 0,87
Eritrdcitos d (um) 7,690,572 7,06+1,48? -0,88 0,40
Eritrocitos N (um) 5,32+0,48? 5,20+0,80? -0,28 0,78
Eritrocitos n (um) 3,70+0,48? 3,55+0,81? -0,33 0,74
Heterofilos (um) 12,5340,53? 12,1840,32? -0,68 0,51
Linfécitos (um) 6,38+0,85? 6,19+0,59° -0,37 0,71
Eosinofilos (um) 11,80+1,942 12,53+1,242 0,84 0,40
Mondcitos (um) 14,95+0,762 14,64+1,022 1,31 0,19
Basdfilos (um) - - - -

Trombdcitos (um) 6,56+1,08? 8,10+2,40° 2,26 0,05

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre os grupos experimentais. *Grau de
significancia (p < 0,05).

Da mesma forma, a morfometria das células sanguineas das emas foi comparada entre
animais jovens, juvenis e adultos, com o objetivo de verificar a existéncia de possiveis
diferengas significativas nas medidas dos parametros analisados para diferentes faixas etarias.
No entanto, somente o didmetro maior (D) dos eritrocitos de emas adultas varia em relagcédo ao

diametro maior (D) de emas jovens e juvenis, ndo havendo diferenca para este parametro entre
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estes dois ultimos grupos (Tabela 2). A mensuragdo dos demais pardmetros ndo varia

significativamente entre os grupos (jovens, juvenis e adultos).

Tabela 2: Morfometria das células sanguineas de emas (Rhea americana Linnaeus, 1758), criadas em cativeiro,
em funcdo da idade. CEMAS/UFERSA — 2024.

Parametros Emas., Teste p*
Jovens Juvenis Adultos

Eritrocitos D (um) 11,82+0,87° 12,3241,54% 13,56+0,43° 3,99 0,004*
Eritrocitos d (um) 7,84+0,68° 8,02+0,94° 6,92+1,33° -1,37 0,20
Eritrocitos N (um) 5,02+0,642 5,18+0,59° 5,51+0,562 1,28 0,23
Eritrocitos n (um) 3,48+0,52° 3,42+0,58° 3,750,772 1,28 0,23
Heterofilos (um) 12,34+40,78° 12,4241,03° 12,36+0,84° 0,02 0,98
Linfocitos (um) 6,13+0,99° 5,96+0,61° 5,97+0,47° -0,37 0,71
Eosinofilos (um) 10,90+1,98° 10,92+1,98° 11,99+1,34° 1,43 0,18
Mondcitos (um) 14,30+1,85? 14,57+1,292 15,15+1,60? 2,10 0,19
Basofilos (um) - - - - -
Trombacitos (um) 6,84+1,40? 6,32+0,812 7,82+2,428 0,20 0,84

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga estatistica entre os grupos experimentais. *Grau de
significancia (p <0,05).

6.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

No presente estudo, foram analisadas amostras sanguineas de 48 animais da espécie
Rhea americana para a caracterizacdo do perfil hematoldgico e estabelecimento de
comparacfes quanto ao sexo e a faixa etaria dos animais, que foram agrupados em jovens,
juvenis e adultos. Foram analisados os seguintes parametros: Eritrocitos, Hemoglobina (Hb),
Hematdcrito (Ht), Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Leucdcitos, Heterofilos,
Linfdcitos, Eosindfilos, Mondcitos, Basofilos, Trombdcitos e Proteinas Plasmaticas Totais, e
os resultados foram expressos como média + desvio padréo.

Os resultados dos testes de Kruskal-Wallis indicam que, ao nivel de significancia de
5%, existem diferencas significativas nos niveis de Eritrocitos, Hemoglobina, Hematdcrito,
VCM, HCM, Proteinas Totais, Leucocitos, Eosinofilos, Mondcitos e Trombocitos entre as
diferentes faixas etarias dos animais. Nao existem diferencgas significativas nos niveis de
CHCM, Heterdfilos, Linfécitos e Basofilos entre as faixas etarias (Tabela 3).

De forma complementar, foram realizados testes post-hoc Dunn, com corregdo de
Bonferroni, que confirmaram varias comparacgdes significativas entre as faixas etarias para

diferentes parametros hematologicos (Tabela 3). Para os eritrdcitos, as adultas (2,84 £ 0,61)
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apresentam contagens significativamente maiores em comparacdo com jovens (2,09 + 0,37) e
juvenis (2,06 + 0,29). Em termos de hemoglobina, hd uma diferenga significativa tanto entre
adultas (13,5 £ 3,84) e jovens (11,5 £ 1,31) quanto entre jovens e juvenis (13,6 + 0,85),
indicando variacGes notaveis entre essas faixas etarias. O hematocrito também mostra
diferencas significativas entre adultas (45,7 = 3,58) e jovens (35,3 £ 3,62), bem como entre
jovens e juvenis (42,6 + 2,84). Para o volume corpuscular médio (VCM), a faixa etéria juvenil
(21 + 2,92) apresenta diferencas significativas em relacdo as adultas (16,8 + 3,97) e jovens (17,4
+ 3,64). A hemoglobina corpuscular média (HCM) revela uma diferenca significativa entre

juvenis (66,9 + 9,58) e adultas (52,8 + 13,5), assim como entre juvenis e jovens (57,0 £ 13,4).

Tabela 3. Parametros hematoldgicos para emas (Rhea americana) jovens, juvenis e adultas, criadas no Centro de
Multiplicacio de Animais Silvestres. CEMAS/UFERSA — 2024.

R Jovens Juvenis Adultos
Parametros Unidade N - - -
analisados Média DEVIC  Media  DEVIOT  ppegia  DESVIO-

Padrao Padréo Padréo
Eritrécitos”  x105uL 48 2,09  037° 2,06  029° 284  0,61°
Hemoglobina®  g/dL 48 11,5  131° 136  0854° 135 3,84
Série Hematdcrito” % 48 353 3620 426 284" 457 358
Vermelha VCM* fL 48 174 364 210  292° 168 397
HCM* pg 48 570  134° 669 958 528  135°
CHCM gldL 48 326 2,15 31,8 0968 3172 2,20
Leucécitos” JUL 48 24788 103457 13500 2438"° 24433  8.779°F
Heterofilos % 48 708 6,35 692 578 67,9 6,20
Série Linfécitos % 48 220 6,38 234 577 27,3 6,51
Branca Eosinofilos” % 48 176 103 273  090* 080  086%
Monécitos” % 48 340 134 418 087 340 0,828
Basofilos % 48 041 050 054 0,68 0,53 0,51
Trombécitos” ML 48 71934 18913 70321 15.774° 94647 23.662°
Proteinas Totals o,y 48 559 076 7,03  127*® 608 0,93

(PPT)"
INUmero de animais amostrados. VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglohina Corpuscular
Média; CHCM = Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. "Parametros com variagdes significativas
(p <£0,05) entre as faixas etarias. Letras iguais com alteracdo entre maiusculas e mintsculas indicam diferencga
estatistica.

As proteinas totais mostram uma diferenca significativa apenas entre juvenis (7,03 +
1,27) e jovens (5,59 + 0,76). Em relacdo aos leucdcitos, ha uma diferenca significativa entre
adultas (24.433 £+ 8.779) e juvenis (13.500 + 2.438). Para os eosinéfilos, observa-se uma
diferenca significativa entre adultas (0,80 + 0,86) e juvenis (2,73 = 0,90), com uma tendéncia
de diferenca entre adultas e jovens (1,76 = 1,03). A contagem de mondcitos apresenta uma
diferenca significativa entre adultas (3,40 + 0,82) e jovens (3,40 + 1,34). Por fim, as trombdcitos
revelam diferencas significativas entre adultas (94.647 + 23.662) e jovens (71.934 + 18.913),
bem como entre adultas e juvenis (70.321 £+ 15.774) (Tabela 3).
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Quando os parametros sdo comparados em relagdo ao sexo do animal, considerando-se
um nivel de significancia de 5%, evidencia-se, estatisticamente, a existéncia de uma diferenca
significativa na Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) (32,5 £ 1,72 para
machos; 31,6 + 2,11 para fémeas) e nas Proteinas Totais (5,64 + 0,83 para machos; 6,42 + 1,16
para fémeas) entre os sexos (Tabela 4), indicando com base no teste de Wilcoxon Rank-Sum
que a distribuicdo da CHCM e das proteinas totais diferem significativamente entre machos e
fémeas no seu conjunto de dados, com valores de p igual a 0,04038 e 0,01681, respectivamente,

uma vez que foi considerado significativo valores de p <0,05.

Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos para emas (Rhea americana) machos e fémeas, criadas no Centro de
Multiplicacdo de Animais Silvestres CEMAS/UFERSA — 2024.

Parametros _ . Machos Fémeas
analisados Unidade N Média Desvio- Média Desvio-
Padrao Padréo
Eritrécitos x108/uL 48 2,25 0,62 2,40 0,55
Hemoglobina g/dL 48 13,2 1,72 12,4 2,98
Série Hematdcrito % 48 40,6 6,09 40,9 5,62
Vermelha VCM fL 48 18,9 4,53 17,6 3,51
HCM pg 48 61,8 15,4 55,8 12,0
CHCM" g/dL 48 32,5 1,728 31,6 2,11°
Leucdcitos /uL 48 20.731 13.965 22.396 14.124
Heterofilos % 48 69,3 6,15 69,4 6,25
Série Branca Lin'fc')ci'tos % 48 24,8 7,31 23,9 6,22
Eosindfilos % 48 1,56 1,26 1,74 1,16
Mondcitos % 48 4,0 1,32 4,41 1,25
Bas6filos % 48 0,37 0,50 0,55 0,57
Trombdcitos /uL 48 75.935 24.583 81.524 21.494
Proteinas Totais gdL 48 564 0,83 6,42 1,16

(PPT)"
Numero de animais amostrados. VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular
Média; CHCM = Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. "Parametros com variagdes significativas
(p <0,05) entre os sexos. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica.
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7 DISCUSSAO

7.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS

O tecido sanguineo € um tipo de tecido conjuntivo, composto por grande quantidade de
plasma e células, sendo de fundamental importancia para os animais (Khan et al., 2011).
Mudancas nos estados fisiologicos internos dos animais e estimulos do ambiente externo podem
provocar alteracdes nas celulas sanguineas. Neste sentido, o numero, a morfologia e 0s
componentes quimicos dos diferentes tipos de célula sanguineas podem representar o estado de
salde dos animais (Khan et al., 2011; Peng et al., 2018), e quaisquer mudangas incomuns
podem ser associadas a alteracdes no estado de higidez do animal em funcdo de inflamacdo,
infeccdo por microrganismos patogénicos ou outras doencas (Salakij et al., 2000; Fang et al.,
2014).

Em ampla perspectiva, a hematologia das aves assemelha-se a de outros vertebrados,
especialmente a de humanos e outros mamiferos, ainda que haja algumas particularidades
importantes, como a presenca de nucleo nos eritrocitos e a existéncia de trombdcitos e
heterofilos, que equivalem as plaguetas e aos neutrofilos de mamiferos, respectivamente, no
sangue periférico das aves (Campbell, 2015).

A morfologia dos eritrocitos encontrados nos esfregacos sanguineos nos 48 exemplares
de emas analisados seguem o mesmo padrdo para outras aves, considerando os dados relatados
na literatura, a exemplo das pesquisas desenvolvidas por Chanie (2014), Campbell (2015),
Jones (2015), Pinto (2017), Bhattacherjee (2023), estudando hematologia de aves. A exemplo
do observado nas aves por esses pesquisadores, nas emas os eritrocitos apresentam forma
geométrica variando entre oval a eliptica, contendo um ndcleo central de mesma geometria, de
aparéncia uniforme, como nas espécies pesquisadas. Contudo, nossos resultados diferem dos
achados de Blue-Mclendon e Green (2010) para eritrocitos, que ao estudarem células
sanguineas de ratitas, destacam que essas celulas eram ovais, com nucleos também ovais, a
exemplo do que também relata Gallo et al. (2015) ao descrever a forma dos eritrocitos de emas
adultas. Outro aspecto a considerar € que em nossos achados os eritrécitos, apds corados com
Pandptico Rapido, apresentaram citoplasma acidéfilo, de cor réseo-alaranjada, e ndcleo roxo
escuro, com cromatina uniformemente aglomerada. Estes dados foram confrontados com os
trabalhos desenvolvidos por Fortes et al. (2009) pesquisando emas adultas, o que permitiu que

nos observasemos que os resultados para emas sdo similares aos do estudo desse pesquisador.
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Chanie (2014) e Jones (2015), abordando sobre hematologia aviaria, em que citam,
dentre outras, aves do grupo das galinhas e dos falcGes, respectivamente, ressaltam que dentre
0s leucdcitos, os heterofilos foram as células encontradas em maior nimero nas extensdes
sanguineas. Os achados morfoldgicos para essas células incluem sua forma arredondada, com
relagdo citoplasma/nucleo elevada, ndcleo lobulado, com cromatina condensada, geralmente
excéntrico ou periférico; granulos citoplasmaticos fusiformes, de cor vermelha ou alaranjada,
semelhante ao que citam Fortes et al. (2009) e Gallo et al. (2015) para heterofilos de Rhea
americana. E importante destacar que Gallo et al. (2015) especificam que também encontraram
células monolobulares em suas analises, condi¢do ndo identificada no nosso estudo, em que
verificamos apenas a presenca de heterofilos com dois ou mais l6bulos. Da mesma forma, é
pertinente salientar que Blue-Mclendon e Green (2010), estudando as células sanguineas de
emas, descrevem que os heterofilos de ratitas possuem forma arredondada, nucleo segmentado,
geralmente preenchido por grande quantidade de granulos fusiformes de aspecto alaranjado e
com um citoplasma claro, convergindo com os nossos achados descritos para o grupo de emas
estudados no semidrido potiguar.

Os basofilos, considerados incomuns em esfregacos de sangue periférico de espécies
aviarias (Jones, 2015), foram encontrados em baixa quantidade nos esfregacos sanguineos.
Contudo, foi possivel descrever suas caracteristicas com base nas técnicas de coloracoes
utilizadas, conforme referenciado inicialmente. Tadjalli et al. (2013) relatam que os basofilos
encontrados em sangue de avestruzes (Struthio camelus) sdo escassos e possuem forma
arredondada, com um nucleo esférico, segmentado, situado em um lado do citoplasma. Este,
por sua vez, continha granulos esféricos, altamente basofilicos e geralmente sobrepunham o
nacleo. Segundo alguns autores (Chanie, 2014; Campbell, 2015; Jones, 2015; Pinto, 2017), para
as aves, em geral, os baséfilos sdo ligeiramente menores que os heterofilos, possuem um
citoplasma claro, de cor levemente azulada, ndcleo ndo lobado e granulos basofilicos redondos
que muitas vezes obscurecem o nucleo. Em nossos esfregacos, esse grupo de células tem forma
esférica, sdo menores que os demais granuldcitos e o ndcleo é central, arredondado, nédo
segmentado e grande, de maneira que ocupa grande parte da célula, observando-se regifes com
cromatina condensada. Essa condi¢cdo faz com que o citoplasma seja reduzido. Ademais, 0
citoplasma cora-se na cor purpura e € preenchido por granulos esféricos, fortemente corados,
condicdo que também pode ser observada quando se avalia os trabalhos desenvolvidos por
Fortes et al. (2009) e Blue-Mclendon e Green (2010), analisando o sangue de emas e ratitas, de

forma geral, respectivamente.
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No que se refere aos eosindfilos, Pinto (2017) relata que existem variagdes, a depender
da espécie, condicdo que leva o estudioso a recomendar a comparagdo com outros tipos
celulares do esfregaco para facilitar a diferenciacdo. No entanto, eles comumente apresentam
forma arredondada, um nucleo lobado e citoplasma azul claro, com granulos eosinofilicos
redondos a ovais que se coram de forma mais clara do que os dos heterdéfilos, devido a uma
maior concentragcdo de arginina nos granulos dos eosindfilos, sendo possivel diferencia-los
(Jones, 2015). Em ratitas, geralmente os eosinofilos tém nuacleo bilobulado, citoplasma azul
claro com grande quantidade de granulos vermelhos para rosa, pequenos e redondos (Blue-
Mclendon; Green, 2010). Em nossos achados para a espécie objeto de pesquisa desse estudo,
os eosindfilos possuem forma geométrica esférica e apresentam o nucleo central ou periférico.
Este apresenta coloracdo basofilica e aspecto polimorfico e com areas de cromatina condensada,
sendo geralmente bilobulado e grande, o cupando quase toda a célula. O citoplasma se apresenta
reduzido em fun¢do do tamanho do ndcleo e cora-se fracamente, dada a presenca de poucos e
pequenos granulos eosinofilicos. Os estudos realizados por Fortes et al. (2009), referem-se a
esse tipo celular exatamente dessa forma.

A andlise dos esfregacos sanguineos das emas utilizados nesse estudo permitiu
descrever que os mondcitos sdo células arredondadas, volumosas e com citoplasma abundante,
com conteddo que possui afinidade pelos corantes basofilicos. Os mondcitos, também podem
apresentar vacuolos citoplasmaticos e possuir ntcleo variando sua forma entre oval e riniforme,
além de cromatina frouxa, apresentando pequenos pontos de condensacéo, corroborando com
os achados de Fortes et al. (2009) para mondcitos de Rhea americana. Estudando ratitas, Blue-
Mclendon e Green (2010) observaram mondcitos grandes, com moderada quantidade de
citoplasma azul acinzentado, apresentando vactolos, com uma certa frequéncia, e nucleo
pleomorfico, com cromatina menos condensada que nos linfocitos. Alguns autores como Jones
(2015) e Pinto (2017) relataram a possibilidade de encontrar mondcitos com nucleos de forma
redonda em aves, porém nao verificamos essa condicdo nas emas estudadas, bem como
Almeida et al. (2015) e Tadjalli et al. (2013) também ndo verificaram em seus trabalhos com
emus (Dromaius novaehollandiae) e avestruzes (Struthio camelus), respectivamente.

No que diz respeito aos linfdcitos das aves, Mitchell e Johns (2008) inferem que a sua
morfologia € semelhante a dos mamiferos, sendo representados por células redondas, de
margem as vezes irregular, com o nucleo posicionado centralmente ou ligeiramente excéntrico,
sendo a cromatina nuclear densamente condensada e a relagdo nucleo/citoplasma elevada, salvo
naqueles linfocitos de maior tamanho. Nas aves, os linfocitos sdo considerados 0s menores e

mais numerosos leucécitos mononucleares circulantes, segundo cita Bhattacherjee (2023) ao
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desenvolver estudos com varios tipos de aves, como emas, emus, avestruzes, galinhas, gansos,
onde relata que esses sdo células redondas, contendo nucleo redondo, ndo segmentado,
localizado centralmente ou excentricamente e cobrindo quase toda a célula, com cromatina
condensada e corado em roxo. De acordo com o autor, nessas células o citoplasma € desprovido
de vacuolos, € homogéneo, basofilico e apresenta um halo estreito ao redor do ndcleo. Além
disso, apresentam uma alta relacdo entre o volume do nucleo e o citoplasma.

Nas aves de nossa pesquisa, as analises dos esfregacos nos permitiram afirmar que os
linfdcitos séo células arredondadas, contendo um nucleo acentuadamente grande em relacéo ao
espaco citoplasmatico e disposto muitas vezes de maneira excéntrica, onde se observam areas
de cromatina densamente condensada. O citoplasma desse grupo de células apresentou-se de
escasso a moderado, uma vez que ele ocupa pouco espaco na célula quando comparado ao
nucleo, homogéneo, basofilico, corado numa tonalidade de azul claro e desprovido de granulos
e de vacuolizagdes. Essa condicédo, foi descrita por Fortes et al. (2009) e Gallo et al. (2015)
também em estudos com emas (Rhea americana).

Os tromboticos, nas aves e em vertebrados mais abaixo na escala evolutiva, sdo células
sanguineas nucleadas, funcionalmente equivalentes as plaquetas presentes no sangue dos
mamiferos. Estas células, segundo Claver (2005), em sua pesquisa com trombdcito aviario, séo
observadas nos esfregacos de sangue como células ovoides ou discoides, um pouco menores e
mais arredondadas que os eritrocitos. Neles o nicleo é redondo ou oval e apresenta cromatina
muito condensada, formando placas de heterocromatina e moderada quantidade de citoplasma
azulado ou transparente que pode ser observado com aspecto reticular ou vacuolizado. Na
superficie dos dessas células podem ser observadas imagens de pseuddpodes, lobopddios e
invaginacdes da membrana plasmatica.

Em Rhea americana os trombdcitos caracterizaram-se por apresentar forma geralmente
eliptica, com um nucleo arredondado a eliptico, fortemente basofilico, contendo cromatina
condensada e ocupando quase toda a célula, conferindo uma elevada relagéo nucleo/citoplasma.
Gallo e colaboradores (2015) encontraram trombacitos redondos ou ovais em seu estudo com
emas, condicdo ndo verificada em nossa pesquisa. Fortes e colaboradores (2009) afirmaram que
a forma eliptica dos trombdcitos é exclusiva da espécie Rhea americana. De fato, em outras
espeécies de ratita, como avestruzes e emus, foram observados trombaocitos com formato esferico

a oval, como descrito por Tadjalli et al. (2013) e Almeida et al. (2015), respectivamente.
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7.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Descrever de maneira minuciosa a superficie das células sanguineas das aves pode
proporcionar insights valiosos sobre a morfologia dessas células e, consequentemente, nos
permite fazer correlagcbes com situacOes associadas a saude do animal, ao sistema imunologico
e habilidade de combater doengas e lesdes. Esses atributos desempenham um papel essencial
na realizacdo de diagndsticos e na aplicacdo de tratamentos eficientes na medicina veterinaria
voltada para aves.

Apesar da importancia, ap6s busca rebuscada na literatura, verificou-se a escassez de
estudos que apresentassem resultados da andlise por microscopia eletronica de varredura
(MEV) de células sanguineas de aves. Em nossa busca, localizamos um estudo com grou
indiano (Grus antigone sharpii), realizado por Narkkong (2010) com o objetivo de descrever
os aspectos da morfologia de células sanguineas através da analise da superficie celular. Neste
trabalho, os eritrocitos foram descritos como células planas, de superficie lisa; os linfécitos
eram células redondas, com membrana rugosa; os monocitos eram maiores do que os linfécitos,
e a superficie da membrana do linfocitos era diferente daquele dos mondcitos; os heteréfilos
mostraram-se redondos, com granulos esféricos regulares e espinhos na superficie da
membrana; os basofilos eram células redondas, com uma superficie de membrana rugosa e
continham espinhos que se projetavam da superficie da membrana; os eosinofilos eram células
redondas com muitos espinhos esféricos projetando-se da superficie da membrana; e os
trombdcitos apresentavam um formato oval.

No entanto, as imagens de MEV apresentadas por Narkkong (2010) ndo mostram
eritrécitos nucleados, apesar de sua analise por microscopia 6ptica mostrar células com ndcleo.
Em nossos achados para células sanguineas de Rhea americana através de MEV, encontramos
eritrocitos planos, com uma superficie lisa, relativamente uniforme, de formato eliptico,
apresentando uma estrutura proeminente mais interna, centralizada na célula e bem destacada,
de formato também eliptico, representando o nucleo. Outra diferenca entre esses dois trabalhos,
cuja discussao ja havia sido iniciada, foi em relagdo ao formato dos trombdcitos, uma vez que
encontramos células de formato eliptico ou irregular, apresentando uma superficie bastante
complexa, mostrando varias irregularidades, rugosidades e dobras, alem da presenga de
extensdes da membrana celular, como pseuddpodes ou outras pequenas projecdes e espiculas,
mostrando a adesdo e interacdo com outros trombdcitos e com a matriz extracelular.

A superficie celular dos leucdcitos € especializada para se ligar e englobar patégenos,

no processo conhecido como fagocitose. Assim, a estrutura e a morfologia dos leucdcitos
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analisadas por MEV, sugerem a presenca de vilosidades, projecdes e/ou espiculas na superficie
de membrana dessas células, que podem estar relacionadas ao processo de adaptacao para uma

resposta imunoldgica eficiente nas aves.

7.2 ASPECTOS MORFOMETRICOS

Morfometricamente, os valores encontrados para emas neste estudo estavam dentro dos
limites observados por Thrall e colaboradores (2015) para as aves em geral, destacando-se que
foram utilizados animais jovens, juvenis e adultos em nossa pesquisa.

Quando mensuramos 0s eritrocitos das emas, encontramos valores médios para o
diametro maior (D) de 12,75£1,47 um e para o didametro menor (d) de 7,69£0,57 pum nos
machos, sendo ligeiramente maiores do que os das fémeas (D = 12,62+0,82 um; d = 7,06+£1,48
um). Para essa mesma espécie, Gallo e colaboradores (2015) encontraram eritrocitos que
mediram até 17 um de comprimento e 12,35 pum de largura.

Ressalta-se que os eritrécitos maduros das aves podem variar em tamanho dependendo
da espécie, mas normalmente estdo na faixa de 10,7 x 6,1 um a 15,9 x 10,2 um (Thrall et al.,
2015). Neste sentido, os valores morfométricos que encontramos para os eritrocitos das emas
foram menores do que aqueles encontrados para os eritrocitos em avestruzes machos por Sabino
e colaboradores (2010), que apresentaram comprimento de 16,41+1,08 um e largura de
9,66+0,75 um, salientando-se que essas variacOes interespecificas podem estar relacionadas a
fatores como o porte da espécie em estudo.

Almeida et al. (2015) também estudaram a morfometria de eritrdcitos em pesquisa com
emus, cujos valores, quando comparados os valores obtidos para emas, foram maiores,
apresentando comprimento de 15,14+1,19 um e largura de 9,45+0,81 um.

Sobre nossos resultados referentes 8 morfometria dos eritrocitos de Rhea americana em
funcdo do sexo, destaca-se que os dados ndo diferiram significativamente entre os sexos. Ja
Sabino e colaboradores (2010) encontraram eritrocitos com diametros maiores em avestruzes
fémeas quando comparadas com 0s machos. Para diferentes faixas etarias, encontramos
diferengas significativas (p < 0,004) para o diametro maior (D) dos eritrocitos de animais
adultos quando comparados com jovens e juvenis agrupados.

Essa tendéncia foi identificada por Sabino e colaboradores (2010) quando compararam
os diametros dos eritrocitos de avestruzes em relacédo a faixa etaria, encontrando em avestruzes
fémeas adultas didmetro maior e menor com mensuragdes mais elevadas quando comparados

aos didmetros dos eritrocitos de avestruzes jovens e juvenis, sugerindo que com o avango da
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idade, os eritrocitos dessas aves podem ter seus tamanhos aumentados devido a fatores ligados
a evolucdo das células, a questdes metabolicas, influéncias hormonais, renovacao celular e
diversidades genéticas.

O que se observa em relacdo aos nossos dados de morfometria leucocitaria é que estes
ndo diferiram significativamente entre os sexos e, da analise dos grupos etérios, constata-se que
os valores se mantiveram dentro dos limites estabelecidos para as ratitas (Blue-Mclendon e
Green, 2010), embora parte deles tenham sido maiores do que aqueles estabelecidos para outros
grupos de aves, salvo os valores médios obtidos para os linfocitos (Gallo et al., 2015). No
entanto, pode-se inferir através das analises morfométricas dos leucdcitos das emas em estudo
que os machos apresentaram médias ligeiramente maiores para os leucdcitos, quando
comparados com as fémeas para estes mesmos parametros.

Os heterofilos de emas adultas mediram, em meédia, 12,36+0,84 um, e foram
semelhantes aos valores encontrados para essa espécie por Gallo et al. (2015), em torno de
13,12+1,56 pum; para emus (Almeida et al., 2015), em média 12,59+1,02 um; e para avestruzes
(Tadjalli, 2013), em torno de 11,50£1,02 um. Os eosinofilos de emas adultas mensurados
chegaram a média de 11,99+1,34 um, enquanto em emus (Almeida et al., 2015) mediram
12,80+1,77 um e em avestruzes adultos (Tadjalli, 2013) foi de 11,57+1,72 um, aproximando-
se da média de 13,15+1,65 verificados em emas por Gallo et al. (2015).

Quanto aos basofilos, por serem raros nos esfregacos sanguineos de Rhea americana,
ndo puderam ser mensurados. Da mesma forma, Gallo e colaboradores (2015) e Almeida e
colaboradores (2015) também n&o apresentaram valores para a morfometria deste tipo celular
para emas e emus, respectivamente. Em avestruzes, o diametro dos baséfilos mediu 10,89+1,72
pum, segundo relato de Tadjalli (2013).

Quanto aos leucocitos mononucleares, os linfécitos presentes nas extensdes sanguineas
analisadas mediram, em média, 6,13£0,99 um em emas jovens e 5,97+£0,47 um em emas
adultas, mas sem varricdes significativas para as variaveis sexo e faixa etaria, conforme anélises
estatisticas. Gallo e colaboradores (2015) encontraram linfécitos medindo de 6 a 12 pum para
Rhea americana em animais adultos e afirmaram estar dentro da faixa descrita na literatura. Em
avestruzes machos adultos (Tadjalli, 2013), o didmetro dos linfécitos pequenos e médios foi de
7,33 £ 0,60 um e 11,00 = 1,70 um, respectivamente. J& para emus adultos (Almeida et al.,
2015), independente do sexo, os linfdcitos tiveram seu didmetro variando de 6 a 14 pum. Dessa
forma, nossos achados aproximam-se daqueles relatados para ratitas na literatura.

Os monacitos em emas jovens tiveram diametro médio igual a 14,30+1,85 pum, em emas

juvenis (14,57+1,29 um) e em emas adultas (15,15+1,60 pum). Ao abordarem sobre a morfometria
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dos monacitos de emas adultas, Gallo et al. (2015) relataram que 0s mondcitos de emas medem,
em média, 13,08+2,11 um, com valores variando entre 7 a 19 um e citaram que parte dessas
células apresentam medidas muito abaixo do padrdo encontrado para as aves na literatura. Esse
tipo celular também foi mensurado em emus adultos por Almeida et al. (2015), tendo o didametro
variando entre 8 e 15 um, enquanto que em machos de avestruzes adultas (Tadjalli, 2013) o
didmetro médio dos mondcitos foi de 12,50 + 1,30 um. Esses dados confirmam que os valores
obtidos para 0os monadcitos dos animais de nossa pesquisa estao dentro do intervalo obtido por
esses estudiosos. Destaca-se que nossos animais se encontram em regime semiextensivo e em
ambiente onde temos elevadas temperaturas, baixa umidade e um baixo aporte de alimentos
para pastagem, ja que a &rea de amostragem se localiza em regido de clima semiarido.

Em relacdo a linhagem dos trombdcitos, encontramos diferencas significativas (p =
0,05) quando comparamos as emas em relacdo ao sexo do animal. As fémeas apresentaram
células com didmetro maior (8,10£2,40 um) do que as dos machos (6,56+1,08 um), e as adultas
tinham trombdcitos relativamente maiores (7,82+2,42 um) quando comparadas com as jovens
(6,84+1,40 um) e as juvenis (6,32+0,81 wm). Sugerimos que a presenca de trombocitos maiores
nas fémeas pode estar relacionado a necessidade de aprimorar o processo de coagulagédo e
cicatrizacdo, sobretudo em resposta as exigéncias reprodutivas e comportamentais relacionadas
a postura de ovos e cuidado com a prole. Para as demais ratitas, como emus e avestruzes, foram
encontrados trombacitos de formato redondo a oval, porém os resultados morfométricos para
esse tipo de célula foram assemelharam-se aos dos animais objeto de nossa pesquisa. Almeida
e colaboradores (2015), informaram o valor médio de 9,47+1,27 um para o didmetro de emus,

enquanto Tadjalli (2013) encontrou nos avestruzes trombocitos com 6,18+0,75 um de diametro.

7.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

A coleta e o processamento de amostras sanguineas possibilitam a analise das
respostas hematoldgicas as doencas, assim como sdo importantes para a criagdo de bancos de
dados em hematologia, visando estabelecer o registro de valores de referéncia para diferentes
especies de aves. Com os avancos significativos alcancados ao longo dos anos relativos aos
testes hematologicos, possibilitou-se diferenciar condi¢fes patolégicas nas diferentes classes
de animais, sobretudo nas aves (Samour, 2015).

Todavia, conforme descrito por alguns autores (Jones, 2015; Pinto, 2017), embora
tenham sido estabelecidos valores de referéncia para muitas espécies de aves, variagdes podem

surgir em funcdo da espécie, sexo, idade, fatores genéticos, estado fisiologico, estacao, habitat,
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fatores hormonais, dentre outros. Sobre esse contexto, Pinto (2017) acrescenta que 0S
procedimentos de coleta do material e da técnica de processamento das amostras utilizada pelo
laboratdrio pode interferir no resultado do hemograma. Outro fator importante a ser considerado
€ 0 pequeno numero de animais utilizados em grande parte dos estudos, dificultando a
interpretacdo do hemograma em aves. Com base nessas observagdes, Campbell (1994) sugeriu
a utilizagdo do termo “valores de decisdo” em vez de “valores de referéncia”, pois estes sao os
valores criticos que necessitam de analise de todas essas condi¢des citadas anteriormente para
a sua correta interpretacao.

A contagem total de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, os indices
de Wintrobe — volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) —, bem como a contagem total e
diferencial de leucdcitos sdo usados para avaliar o hemograma aviario (Jones, 2015). Neste
estudo, além desses parametros, foram dosadas também proteinas totais.

Os valores médios para a série vermelha nas emas estudadas foram semelhantes aos
valores de referéncia encontrados por Blue-Mclendon e Green (2010) para ratitas e
aproximaram-se dos valores encontrados por Fortes et al. (2009) para emas, com algumas
diferengas em relacdo aos dados publicados por Gallo et al. (2015), também em estudos com
emas (Tabela 5). No tocante aos trombdcitos, nenhum dos autores citados avaliaram este
parametro, podendo o nosso resultado (94.647+23.662 /uL) ser utilizado como valor de
referéncia para Rhea americana. Da mesma forma, somente Gallo e colaboradores (2015)
apresentaram resultados para analise de proteinas plasmaticas totais em emas (6,41+0,95 g/dL),
cujos valores foram semelhantes aos estabelecidos no nosso estudo (6,08+0,93 g/dL).

Quanto aos leucdcitos, para a contagem global, nossos achados foram superiores aos
apresentados por outros estudos (Fortes et al., 2009; Blue-Mclendon; Green, 2010; Gallo et al.,
2015) (Tabela 5). A reacdo ao estresse provocada pela contencdo varia de acordo com a origem
e 0 temperamento de cada animal (como no caso de animais selvagens em comparagdo com
aqueles mantidos em cativeiro), e essa reagdo tem um impacto significativo nos resultados
hematologicos (Vila, 2013). Pesquisas identificaram que as expressivas flutuagdes na contagem
de heterofilos em experimentos estdo relacionadas a resposta de estresse gerada durante 0s
processos de contencdo (Samour et al.,, 2011). Dessa forma, atribuimos a elevacdo dos
leucdcitos em alguns animais amostrados como resultado da resposta ao estresse provocado
pela contengdo durante os procedimentos de coleta sanguinea, embora tenham sido adotados

todos os cuidados necessarios para minimizar alteracdes nas respostas fisioldgicas.
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Tabela 5. Parametros hematoldgicos de emas adultas (Rhea americana) criadas em cativeiro no Brasil.

R Estudo atual Outros autores
Parametros
analisados N* Fortes et al. Green e Blue- Gallo et al.
(2009) Maclendon (2010) (2015)

Eritrdcitos (x108/uL) 48 2,84+0,61 2,39+0,52 2,25+0,1 1,21+0,80
Hemoglobina (g/dL) 48 13,5+3,84 16,27+4,40 13,4+0,45 10,44+1,39
Hematdcrito (%) 48 45,7+3,58 39,645,48 41,6£1,9 40,78+4,47
VCM (fL) 48 16,8+3,97 17,1+3,44 18,5+5,9 44,71+20,09
HCM (pg) 48 52,8+135 70£19,70 59,56 113,53+52,94
CHCM (g/dL) 48 31,242,20 42,1+12,78 32+0,01 25,64+2,49
Leucdcitos (/uL) 48 24.433+8.779 8.683+4.860 13.600+3.300 12.072+4.116
Heterofilos (%) 48 67,946,20 62,09+8,58 59,5+33,3 64,10+9,90
Linfdcitos (%) 48 27,3651 27,04+6,60 31,6+23,2 26,93+9,62
Eosindfilos (%) 48 0,80+0,86 2,18+1,02 1,47+1,47 2,05+2,06
Mondcitos (%) 48 3,40%0,82 6,01+2,99 3,68+2,94 6,40+2,99
Basdfilos (%) 48 0,53+0,51 2,69+1,43 3,68+3,68 0,52+1,27
Trombocitos (/uL) 48 94.647+23.662 - - -
Proteinas Totais (g/dL) 48 6,08+0,93 - - 6,41+0,95

*NUmero de animais amostrados.

Outro aspecto importante a ser relatado ¢ que ndo foram encontrados estudos que
estabeleceram comparacdes entre sexos e diferentes faixas etarias para o0 hemograma em Rhea
americana, sendo este o primeiro a ser divulgado. Nossos achados revelaram a existéncia de
diferencgas estatisticas significativas para concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e para proteinas plasmaticas totais quando comparamos animais machos e fémeas. E
possivel que a maior CHCM em emas machos esteja relacionada a uma combinacéo de fatores
hormonais, necessidades metabolicas, comportamentais, ecoldgicas, genéticas e evolutivas. A
testosterona pode estimular a produgdo de hemoglobina, ao passo que maiores exigéncias
fisicas e comportamentais dos machos podem levar a adaptacdes que aumentam a capacidade
de transporte de oxigénio no sangue. Por outro lado, considerando que as emas fémeas
necessitam de uma quantidade significativa de proteinas para a producdo de ovos e para manter
processos fisiologicos complexos, sua demanda de proteinas plasmaticas totais no sangue
atinge niveis mais elevados do que nos machos.

Diferencas significativas foram comprovadas em funcdo da idade, em aves criadas e
monitoradas em cativeiro. Os valores de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito eram menores
nos juvenis quando comparados com os adultos (Vila, 2013). De fato, as emas adultas em estudo
apresentaram valores médios de eritrécitos e hematdcrito relativamente maiores em
comparagdo com jovens e juvenis e média para hemoglobina semelhante as emas juvenis,
indicando variagdes notaveis entre essas faixas etarias. Corroborando com nosso estudo, Sabino
(2007) verificou um aumento do nimero de eritrocitos, hemoglobina e hematocrito com a idade

em avestruzes, apesar de ndo ter verificado diferencas estatisticas significativas em relagéo as
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diferentes faixas etarias estudadas. Para o volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina
corpuscular média (HCM), a faixa etéria juvenil apresentou diferencas significativas em relacéo
as adultas e jovens, com valores mais elevados em comparagdo com esses dois ultimos grupos.
Em seu estudo, Sabino (2007) encontrou VCM menor em animais jovens, quando comparados
aos juvenis e adultos, e HCM mais elevado em animais jovens, em comparagdo com as demais
faixas etérias. Durgun et al. (2005) atribui 0 aumento do numero de eritrécitos e da hemoglobina
com a idade em avestruzes a uma maior demanda de oxigénio do animal durante a fase de
crescimento, justificando as relagdes encontradas em nosso estudo.

Para a serie branca, trombdcitos e proteinas, cujos valores apresentaram diferencas
significativas entre as faixas etarias, ndo foram encontrados estudos comparativos com outras
espécies de ratitas para diferentes idades. As proteinas totais mostraram uma diferenca
significativa apenas entre juvenis e jovens, que pode estar relacionada as necessidades de
crescimento e desenvolvimento acelerado dessa fase, maior demanda nutricional, sintese de
proteinas hepéticas aumentada e a influéncia de horménios do crescimento. Em relagdo aos
leucdcitos totais, eosindfilos e mondcitos, as diferencas estatisticas significativas foram sempre
entre animais adultos e os grupos de jovens e/ou juvenis, ndo havendo variacGes estatisticas
entre estes dois Ultimos. Tais diferencas podem estar associadas a maturacdo do sistema
imunolégico, as demandas fisiol6gicas do crescimento e desenvolvimento, e a adaptacdo ao
ambiente. Conforme ja relatado, os valores elevados de leucdcitos em alguns animais podem
estar relacionados ao estresse provocado durante os procedimentos de coleta, ja que os animais
estavam visualmente higidos e ndo houve alteracdes para os demais parametros. Por fim, o0s
trombdcitos revelaram diferencas significativas entre adultas e jovens, bem como entre adultas
e juvenis, que podem estar relacionadas a manutencdo da homeostase sanguinea, dos processos
de coagulacao e reparacdo tecidual, aumentando a sobrevivéncia e mostrando a importancia de

considerar a faixa etaria ao interpretar dados hematolégicos.
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8 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, verificou-se que o sangue da espécie Rhea americana

apresenta as células sanguineas em quantitativos que, quando estimados, encontram-se dentro

dos padrdes descritos para as aves em geral, embora com algumas particularidades, a exemplo

de:

a)

b)
c)

d)
e)

f)

9)

As células sanguineas das emas, assim como das demais espécies da ordem Rheiforme,
em geral sdo maiores do que aquelas encontrados em outros grupos de aves;

Os trombdcitos possuem forma eliptica, condicao descrita apenas para emas;
Eritrocitos, Hb, Ht, VCM, HCM, Proteinas Totais, Leucdcitos, Eosinofilos, Mondcitos
e Trombdcitos variaram entre as diferentes faixas etarias dos animais;

CHCM e Proteinas Totais variaram entre 0s sexos dos animais;

Morfometricamente, somente o didmetro maior (D) dos eritrécitos de emas adultas
variou em relacdo ao diametro maior (D) de emas jovens e juvenis;

A anélise inédita das células sanguineas de emas por meio de microscopia eletrénica de
varredura para caracterizagdo da morfologia nos permitiu observar a textura da
superficie dos diferentes tipos celulares, permitindo que se observasse a presenca de
pequenas projecBes como Vvilosidades, presenca de granulacdes e outras estruturas
submembranares, irregularidades e rugosidades, caracteristicas, que podem estar
associadas a funcdo imunoldgica, adesdo e interacdo com outras células e com a matriz
extracelular;

A contagem de trombdcitos em Rhea americana, € uma contribuicdo pioneira para fins
de definicdo de perfil hematolégico de emas, uma vez que essas informagdes nao
constam de outros estudos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Artigo cientifico submetido a Revista Caatinga.
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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS CELULAS SANGUINEAS DE EMAS
(Rhea americana) POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

RESUMO — A ema (Rhea americana Linnaeus, 1758), considerada a maior espécie de ave
nativa do Brasil, encontra-se entre os componentes da fauna silvestre que apresentam elevado
potencial econdmico e conservacional. Nesta perspectiva, descrever a superficie das células
sanguineas dessas aves pode proporcionar insights valiosos sobre a morfologia dessas células
e, consequentemente, permite estabelecer correlagbes com situacfes associadas ao sistema
imunolégico e a habilidade de combater doencas e lesdes, bem como com situacdes
relacionadas a satde do animal como um todo. Este estudo objetivou caracterizar a morfologia
de células sanguineas de emas criadas em cativeiro no semiarido do Rio Grande do Norte,
utilizando-se técnicas de microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura (MEV).
Foram utilizados 48 exemplares higidos da espécie, oriundos do CEMAS da UFERSA. A
analise das células sanguineas de emas por meio de MEV permitiu descrever a textura da
superficie de eritrdcitos, leucdcitos e trombacitos, observando-se a presenca de granulacdes e
outras estruturas submembranares, irregularidades e rugosidades, dentre outras caracteristicas.
Concluiu-se que o sangue da espécie Rhea americana apresenta todos os principais tipos de
célula e que os leucdcitos apresentaram algumas caracteristicas diferentes quando comparados
aos leucdcitos de outras aves, assim como 0s trombadcitos, que apresentaram forma eliptica,
condicdo descrita apenas para emas. Ja as caracteristicas observadas por meio da MEV indicam
a correlacdo dessas células com a fungdo imunoldgica, adesdo e interagdo com outros tipos

celulares e com a matriz extracelular.

Palavras-chave: Sangue. Hematologia Aviéaria. Ratita.

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF GREAT RHEA (Rhea americana)
BLOOD CELLS BY SCANNING ELECTRON MICROSCOPY

ABSTRACT — The great rhea (Rhea americana Linnaeus, 1758), considered to be Brazil's
largest native bird species, is among the wildlife species with high economic and conservation

potential. From this perspective, describing the surface of the blood cells of these birds can
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provide valuable insights into the morphology of these cells and, consequently, allows us to
establish correlations with situations associated with the immune system and the ability to fight
diseases and injuries, as well as with situations related to the health of the animal as a whole.
This study aimed to characterize the morphology of the blood cells of great rhea bred in
captivity in the semi-arid region of Rio Grande do Norte, using light microscopy and scanning
electron microscopy (SEM) techniques. We used 48 healthy specimens of the species from the
CEMAS at UFERSA. Analysis of emu blood cells using SEM allowed the surface texture of
erythrocytes, leukocytes and thrombocytes to be described, observing the presence of
granulations and other submembrane structures, irregularities and roughness, among other
characteristics. It was concluded that the blood of the Rhea americana species has all the main
cell types and that the leukocytes showed some different characteristics when compared to the
leukocytes of other birds, as did the thrombocytes, which showed an elliptical shape, a condition
described only for great rhea. On the other hand, the characteristics observed using SEM
indicate the correlation of these cells with immune function, adhesion and interaction with other

cell types and the extracellular matrix.

Keywords: Blood. Avian Hematology. Ratite.

INTRODUCAO

Originarias evolutivamente de um grupo especifico dos répteis, as aves compdem um
dos grupos de vertebrados mais estudados para fins de preservacdo ambiental, pois no
desenvolvimento de suas funcdes na natureza alcancaram adaptacdes fisioldgicas que guardam
relacBes diretas ou indiretas com os processos de polinizacao de vegetais, bem como atuam no
controle de pragas ao se alimentarem de diferentes grupos de invertebrados, o que faz das
mesmas importante grupo de animais cujas funcdes favorecem o equilibrio dos ecossistemas
em que habitam e, por conseguinte, com a sustentabilidade ambiental (Santos et al., 2023).

A ema (Rhea americana LINNAEUS, 1758) é a maior espécie de ave brasileira e possui
importancia tanto econdmica quanto conservacional, tendo em vista que esta quase ameagada
de extin¢do (BirdLife International, 2022). Pertence a ordem Rheiforme, familia Rheidae e ao
género Rhea, juntamente com a avestruz da Africa e 0 emu da Austrélia, (Sousa et al., 2018).

A espécie € uma ave endémica do continente americano e habita campos abertos do leste
e centro do Brasil, Uruguai, Paraguai e norte e centro da Argentina, escolhendo pastagens mais

altas para nidificacdo (Picasso; Mosto, 2016). Costuma formar grupos mistos de machos e
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fémeas, de diferentes idades, compostos por 5 a 30 individuos. Podem atingir o peso de 45 kg
na idade adulta e 170 cm de comprimento do bico & cauda. Ademais, sdo aves com expectativa
de vida de aproximadamente 10 a 15 anos, que apresentam uma dieta onivora, alimentando-se
de grande variedade de matéria vegetal (folhas, frutos, sementes), invertebrados e pequenos
vertebrados (Léche et al., 2021).

Para avaliar o estado de salde de aves e de outras classes de animais, de maneira geral,
a hematologia representa uma ferramenta de diagnostico indispensavel, pois mesmo na
auséncia de sinais clinicos, podem ocorrer alteracdes hematoldgicas que servirdo de subsidios
para que o clinico possa monitorar a evolugdo de uma doenca, avaliar a eficcia de protocolos
terapéuticos, proporcionando progndsticos adequados (Samour, 2015).

Por entender-se que a partir de exames hematoldgicos € possivel verificar, qualitativa e
quantitativamente, as alteracdes nas fracdes dos glébulos vermelhos e brancos, bem como
alteraces na morfologia celular que podem auxiliar no diagndéstico de doencas e patologias
(Vila, 2013), buscou-se descrever a morfologia das celulas sanguineas de emas, criadas no
clima semiarido, em regime semiextensivo.

Assim, neste estudo, considerando gque as emas sdo importantes aves nativas da América
do Sul, bem como o fato de que sdo animais com caracteres morfoldgicos que possuem
relevancia quanto a aspectos zootécnicos e de producdo, buscou-se investigar alguns aspectos
do sangue desses animais, ja que 0s mesmos se encontram em um criatorio cientifico situado
em ambiente semiarido. Para tanto, investigamos dados associados a morfologia das células
que integram esse tecido bioldgico, tanto pela importancia biol6gica que a espécie possuli,
segundo nosso ponto de vista, mas também por entender que pesquisas que envolvam a
caracterizacdo do sangue de animais sdo sempre de grande relevancia para subsidiar estudos
com sanidade animal, assim como relevantes quando se observa aspectos de sustentabilidade
ambiental se considerarmos os Objetivos de Sustentabilidade Ambiental (ODS), neste caso, em

especial, aquele relativo a vida terrestre.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram obtidas de animais do Centro de Multiplicacdo de Animais Silvestres
pertencente & Universidade Federal Rural do Semi-Arido (CEMAS/UFERSA), localizado na
cidade de Mossord, RN, Brasil, e registrado no IBAMA como criadouro cientifico (Registro n°
478912). Esse criadouro ocupa uma area de 20 ha, geograficamente localizado a 5°12'49,4 'S

e 37°18'36,7 "W Gr e 16 m acima do nivel do mar, apresentando temperatura media anual de
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cerca de 27,4°C, podendo atingir 36°C em determinadas horas do dia, com umidade relativa de
cerca de 70% (COSTA SARAIVA et al., 2017).

Foram utilizados 48 exemplares higidos de emas, de ambos 0s sexos, que encontravam-
se distribuidas em nove piquetes telados, com acentuada cobertura vegetal, que compreende
cerca de 0,33 ha e, onde sdo alimentados com ragdo peletizada para emas, alem de frutas, ramos
de vegetais e &gua ad libitum, de acordo com protocolo de manejo alimentar utilizado no
CEMAS. As amostragens e andlises prescindiram de autorizacdo pelo SISBio, de acordo com
a Portaria ICMBIo n° 748, de 19 de setembro de 2022, pois envolveram somente atividades ex
situ (coleta de sangue de emas em cativeiro) e foram autorizadas pelo Comité de Etica em Uso
de Animais da UFERSA (CEUA n° 29/2024).

A coleta do material ocorreu entre os meses de novembro de 2023 e fevereiro de 2024 e
a contencdo dos animais foi realizada por meios fisicos pelos tratadores do proprio CEMAS,
ndo variando mais do que 10 min para cada animal. As amostragens foram realizadas no periodo
da manhd, entre seis e sete horas, para evitar estresse térmico. Apo6s contencéo, foi realizada
puncao venosa de veia braquial e o sangue periférico foi coletado em tubos estéreis contendo
EDTA 10% (5 mL), sem adicdo de anticoagulante. As amostras foram armazenadas em caixas
de poliestireno expandido, contendo gelo reciclavel, e levadas ao laboratério de Patologia
Clinica do Hospital Veterinario da UFERSA.

Foram preparados trés esfregacos do sangue de cada animal para analise morfologica das
células sanguineas, corados, em parte, pelo método de Pandptico Réapido, e outra parte com
Giemsa (Valkitinas, 2004), que apés secos foram analisados e fotografados em microscopio de
luz (Leica DM 500 HD) em aumento de 100x (6leo de imersdo). As imagens mais
representativas foram fotografadas utilizando um equipamento Leica ICC50 HD, para
caracterizar a morfologia dos tipos celulares sanguineos.

Para analise dos tipos celulares do sangue de emas por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), realizada no Laboratdrio de Microscopia Eletronica do Centro de Pesquisas
Vegetais do Semi-Arido (CPVSA) da UFERSA, utilizou-se o protocolo de Choudhary et al.
(2021) para o preparo das amostras. A solucdo obtida foi distribuida em laminas de vidro de
2x2 cm? e apds secas foram coradas pelo método do Pandptico Rapido para, posteriormente,
serem submetidas ao processo de metalizagdo com ouro por “sputtring” (Q150R ES, Quorum
Technologies Ltda., Laughton, East Sussex, UK) e analisadas em microscopio eletronico de
varredura, sendo capturadas imagens com um detector de elétrons secundario em MEV
(TESCAN VEJA 3 LMU, Tescan, Czech Republic), operando com um feixe de elétrons de
10kV.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Microscopia de Luz

Em ampla perspectiva, a hematologia das aves assemelha-se a de outros vertebrados,
especialmente a de humanos e outros mamiferos, ainda que haja algumas particularidades
importantes, como a presenca de nacleo nos eritrocitos e a existéncia de trombdcitos e
heterofilos, que equivalem as plaquetas e aos neutréfilos de mamiferos, respectivamente, no
sangue periférico das aves (Campbell, 2015).

A morfologia dos eritrécitos encontrados nos esfregacos sanguineos nos 48 exemplares
de emas analisados segue 0 mesmo padrdo para outras aves, considerando os dados relatados
na literatura, a exemplo das pesquisas desenvolvidas por Chanie e Hayle (2014), Campbell
(2015), Jones (2015), Pinto (2017), Bhattacherjee (2023), estudando hematologia de aves.

A exemplo do observado nas aves por esses pesquisadores, nas emas 0s eritrocitos
apresentam-se com forma geométrica variando entre oval a eliptica, nucleados, com nucleo
também em formato oval ou eliptico, disposto em posi¢do central, com cromatina condensada;
o citoplasma abundante e aciddfilo. Este apresenta coloracdo résea-alaranjada, enquanto o

nucleo destaca-se pela sua cor roxa escura intensa (Figura 1: a).
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Figura 1. Fotomicrografias de esfregacos sanguineos de emas (Rhea
americana), em que aparecem em destaque, centralizados e
identificados através de setas ou cabeca de seta, 0s principais tipos de
células sanguineas encontrados nestes animais, para caracterizacéo da
morfologia. (a) Heterofilo (seta). Em seu entorno, encontram-se varios
eritrocitos maduros (cabeca de seta). (b) Basofilo (seta). (c) Eosindfilo
(seta). (d) Mondcito (seta). (e) Linfocito (seta). (f) Trombdcito (seta).
Coloragdes - Giemsa: a, b, d, e, f. Panético: c. Aumento de 100x (6leo

de imersdo). Barra: 10 pm.

Contudo, nossos resultados diferem dos achados de Blue-Mclendon e Green (2010) para
eritrocitos, que ao estudarem células sanguineas de ratitas, destacam que essas células eram
ovais, com ndcleos também ovais, a exemplo do que também relata Gallo et al. (2015) ao
descrever a forma dos eritrécitos de emas adultas.

Outro aspecto a considerar é que em nossos achados os eritrocitos, apds corados com
Pandptico Rapido, apresentam citoplasma acidéfilo, de cor réseo-alaranjada, e nucleo roxo
escuro, com cromatina uniformemente aglomerada. Estes dados foram confrontados com 0s
trabalhos desenvolvidos por Fortes et al. (2009) pesquisando emas adultas, o que permitiu que
nos observasemos que os resultados para emas sdo similares aos do estudo desses
pesquisadores.
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Os eritrocitos maduros de galinhas e perus observados no sangue periférico séo células
elipticas grandes, que apresentam citoplasma eosinofilico homogéneo e um nucleo central
redondo a oval, com um padrdo de cromatina condensada, conforme dito por Chanie e Haile
(2014). Em rapinantes da ordem Accipitriformes de vida livre, precisamente nas espécies
Rupornis magnirostris (gavido-carijo) e Parabuteo unicinctus (gavido-asa-de-telha), foram
observados eritrocitos com forma eliptica, citoplasma abundante, de coloracdo alaranjada a
acinzentada, e nucleo centralizado, de formato também eliptico, com cromatina de aspecto
denso e coloracao azulada a pdrpura (Aradgjo et al., 2022).

Os heterdfilos foram os leucdcitos circulantes encontrados em maior quantidade nas
extensdes sanguineas. Corroborando com nossa pesquisa, Chanie e Haile (2014) e Jones (2015),
abordando sobre hematologia aviaria, em que citam, dentre outras, aves do grupo das galinhas
e dos falcdes, respectivamente, ressaltam que dentre os leucocitos, os heterofilos foram as
celulas encontradas em maior nimero nos esfregacos de sangue.

Quanto a morfologia, os heteréfilos das emas apresentam-se como células grandes, com
forma arredondada e uma alta relacéo citoplasma/nucleo. O citoplasma apresenta-se mais claro,
com granulos intensamente eosinofilicos, fusiformes, vermelhos ou laranja, em forma de
bastonete (Figural: a), semelhante ao que citam Fortes et al. (2009) e Gallo et al.(2015) para
heterdfilos de Rhea americana. Os nlcleos mostram-se bilobulares ou trilobulares, excéntricos,
basofilicos, de cor purpura, com regides mais escuras contendo cromatina condensada.

E importante destacar que Gallo et al. (2015) especificam que encontraram heteréfilos
monolobulares em suas andlises, condicdo ndo identificada neste estudo, onde verificamos
apenas a presenca de heteréfilos com dois ou mais lébulos.

Da mesma forma, é pertinente salientar que Blue-Mclendon e Green (2010), estudando
as células sanguineas de emas, descrevem que os heterofilos de ratitas possuem forma
arredondada, nacleo segmentado, geralmente preenchido por grande quantidade de granulos
fusiformes de aspecto alaranjado e com um citoplasma claro, convergindo com 0S nossos
achados descritos para o grupo de emas estudados no semiarido potiguar.

De maneira geral, os heterofilos das aves tendem a ser redondos, com ndcleos maduros
apresentando de dois a trés I6bulos, com uma cromatina condensada e de cor purpura, sendo
encontrado, muitas vezes, encoberto por granulos citoplasmaticos. O citoplasma apresenta-se
geralmente incolor e agrega granulos eosinofilicos, cuja coloracéo varia do laranja escuro ao
vermelho acastanhado (Wardrop; Weiss, 2010; Campbell, 2015; Pinto, 2017). Claver (2009)
descreve os heterofilos das aves como células que apresentam citoplasma incolor e eosinofilico

tipico, granulos em forma de bastonetes, juntamente com alguns outros granulos arredondados.
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De forma comparativa, assim como nas aves, 0s répteis apresentam heterofilos em vez de
neutrdfilos, possuindo granulos citoplasmaticos aciddfilos caracteristicos em forma de agulha,
com espécies crocodilianas apresentando granulos maiores, embora em menor nimero do que
cobras e lagartos. O nucleo tem formato redondo e pode ter dois I6bulos em alguns lagartos.
Em termos de funcéo, o heterdfilo reptiliano é semelhante ao heterdfilo aviario, sendo sua
funcdo priméria a fagocitose (Claver, 2009).

Os basofilos, considerados incomuns em esfregacos de sangue periférico de espécies
aviarias (Jones, 2015), foram encontrados em baixa quantidade nos esfregacos sanguineos das
emas estudadas, apresentando forma esférica, destacando-se dos demais tipos de célula por seus
granulos corarem-se de azul escuro e intenso, que recobrem parcialmente o nucleo (Figural:
b). O citoplasma apresenta-se escasso, de cor purpura e preenchido pelos granulos esféricos,
fortemente corados. Quando comparado aos heterofilos e eosinofilos, os baséfilos mostram-se
menores. Essas caracteristicas também podem ser observadas quando comparadas ao trabalho
desenvolvido por Fortes et al. (2009), analisando o sangue de emas. O n(cleo, por sua vez,
apresenta-se central, arredondado, ndo segmentado e grande, ocupando grande parte do volume
da célula e com regides de cromatina condensada;

Estudando sangue de avestruzes machos adultos (Struthio camelus), Tadjalli e
colaboradores (2013) relatam que os baséfilos encontrados sdo escassos e possuem forma
arredondada, com um nucleo esférico, segmentado, situado em um lado do citoplasma. Este,
por sua vez, continha granulos esféricos, altamente basofilicos e geralmente sobrepunham o
nacleo. Segundo alguns autores (Chanie, 2014; Campbell, 2015; Jones, 2015; Pinto, 2017), para
as aves, em geral, os basoéfilos sdo ligeiramente menores que os heterofilos, possuem um
citoplasma claro, de cor levemente azulada, ndcleo nao lobado e granulos basofilicos redondos
gue muitas vezes obscurecem o nucleo.

Em seu estudo sobre morfologia funcional dos leucdcitos sanguineos das aves, Kolenisk
e colaboradores (2020) afirmam que os basofilos sdo os menores granuldcitos sanguineos das
aves, diferindo em estrutura e possuindo citoplasma de cor levemente basofilica, com granulos
intensamente basofilicos de formas arredondadas e relatam ainda que o nimero de granulos nos
basofilos muito menor do que nos outros tipos de leucécitos granulares.

Os basofilos encontrados em espécies de répteis se assemelham aos de passaros, tanto em
aparéncia quanto em fungdo. Os queldnios tendem a ter um numero maior de basofilos
circulantes do que outros grupos de répteis, ainda que ndo se saiba o motivo de os quel6nios

terem niveis tdo elevados de basofilos circulantes (Claver, 2009).
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Os eosinofilos observados foram caracterizados como células arredondadas, com
citoplasma fracamente corado, mais basofilico quando comparado ao dos heterdfilos,
apresentando granulos pequenos e redondos, eosinofilicos, de coloracdo acidofila intensa, entre
o0 rosa e o laranja, distribuidos uniformemente em aglomerados ou as vezes no nucleo. Este, por
sua vez, mostra-se basofilico e polimorfico, geralmente bilobulado, com cromatina condensada,
localizado central ou perifericamente em relacdo ao citoplasma, apresentando coloragéo violeta
(Figura 1: c). Os estudos realizados por Fortes et al. (2009) com sangue de emas, referem-se a
esse tipo celular exatamente dessa forma.

Pinto (2017) relata que existem variacOes, a depender da espécie, condi¢do que leva o
estudioso a recomendar a comparagdo com outros tipos celulares do esfregago para facilitar a
diferenciacdo. No entanto, eles comumente apresentam forma arredondada, um nucleo lobado
e citoplasma azul claro, com granulos eosinofilicos redondos a ovais que se coram de forma
mais clara do que os dos heterdfilos, devido a uma maior concentragdo de arginina nos granulos
dos eosinofilos, sendo possivel diferencié-los (Jones, 2015).

Em ratitas, geralmente os eosinofilos tém nucleo bilobulado, citoplasma azul claro com
grande quantidade de grénulos vermelhos para rosa, pequenos e redondos (Blue-Mclendon;
Green, 2010).

Os mondcitos caracterizaram-se como células grandes, maiores que os linfocitos, com
forma arredondada ou irregular, citoplasma basofilico e abundante, azul acinzentado, podendo-
se observar vacuolos e pequenos granulos em tons azuis escuros. Quanto ao nucleo, este
apresentou variacOes em seu formato, de redondo a rineforme, cromatina pouco condensada
quando comparada a dos linfdcitos (Figura 1: d).

Estudando ratitas, Blue-Mclendon e Green (2010) observaram mondcitos grandes, com
moderada quantidade de citoplasma azul acinzentado, apresentando vacuolos, com uma certa
frequéncia, e nucleo pleomorfico, com cromatina menos condensada que nos linfocitos.

Alguns autores como Jones (2015) e Pinto (2017) relataram a possibilidade de encontrar
mondcitos com nicleos de forma redonda em aves, porém nao verificamos essa condicdo nas
emas estudadas, bem como Almeida et al. (2015) e Tadjalliet al. (2013) também néo
verificaram em seus trabalhos com emus (Dromaius novaehollandiae) e avestruzes (Struthio
camelus), respectivamente.

No que diz respeito aos linfdcitos das aves, Mitchell e Johns (2008) inferem que a sua
morfologia é semelhante & dos mamiferos. Nos esfregacos sanguineos das emas de nossa
pesquisa, os linfocitos mostraram-se arredondados, com nudcleo ligeiramente excéntrico,

apresentando areas de cromatina densamente condensada e uma alta relacdo ndcleo/citoplasma.
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O citoplasma desta linhagem de células apresentou-se de escasso a moderado, ocupando pouco
espaco celular quando comparado ao nucleo, homogéneo, basofilico, de tom azul claro, sem
granulos citoplasmaticos e sem vacuolizacéo (Figural: €). Essa condicao, foi descrita por Fortes
et al. (2009) e Gallo et al. (2015) também em estudos com emas (Rhea americana).

Nas aves, os linfocitos sdo considerados os menores e mais numerosos leucdcitos
mononucleares circulantes, segundo cita Bhattacherjee (2023) ao desenvolver estudos com
varios tipos de aves, como emas, emus, avestruzes, galinhas, gansos, onde relata que esses sdo
células redondas, contendo nucleo redondo, ndo segmentado, localizado centralmente ou
excentricamente e cobrindo quase toda a célula, com cromatina condensada e corado em roxo.
De acordo com o autor, nessas células o citoplasma é desprovido de vacuolos, € homogéneo,
basofilico e apresenta um halo estreito ao redor do nucleo. Além disso, apresentam uma alta
relacdo entre o volume do nicleo e o citoplasma.

Para a maioria dos répteis, os linfocitos sdo as células sanguineas circulantes encontradas
em maior nimero. Eles sdo semelhantes em aparéncia aos linfocitos de aves e mamiferos.
Linfocitos T foram caracterizados em répteis e sdo funcionalmente semelhantes aos
encontrados em aves. Monadcitos e trombdcitos sdo semelhantes em estrutura e funcéo aqueles
encontrados no sangue aviério (Claver, 2009).

Os trombdticos, nas aves e em vertebrados mais abaixo na escala evolutiva, sdo células
sanguineas nucleadas, funcionalmente equivalentes as plaquetas presentes no sangue dos
mamiferos. Estas células, segundo Claver (2005), em sua pesquisa com trombdcito aviario, sao
observadas nos esfregacos de sangue como células ovoides ou discoides, um pouco menores e
mais arredondadas que os eritrocitos. Neles o nlcleo € redondo ou oval e apresenta cromatina
muito condensada, formando placas de heterocromatina e moderada quantidade de citoplasma
azulado ou transparente que pode ser observado com aspecto reticular ou vacuolizado. Na
superficie dos dessas células podem ser observadas a presenca de pseudépodes, lobopddios e
invaginacdes da membrana plasmatica.

Em Rhea americana os trombdcitos caracterizaram-se por apresentar forma geralmente
eliptica, com um nucleo arredondado a eliptico, fortemente basofilico, contendo cromatina
condensada e ocupando quase toda a célula, conferindo uma elevada relagdo nucleo/citoplasma.
Gallo e colaboradores (2015) encontraram trombaocitos redondos ou ovais em seu estudo com
emas, condicdo nédo verificada em nossa pesquisa. Fortes e colaboradores (2009) afirmaram que
a forma eliptica dos trombdcitos é exclusiva da espécie Rhea americana. De fato, em outras
espécies de ratita, como avestruzes e emus, foram observados trombdcitos com formato esférico

a oval, como descrito por Tadjalli et al. (2013) e Almeida et al. (2015), respectivamente.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Descrever de maneira minuciosa a superficie das células sanguineas das aves pode
proporcionar insights valiosos sobre a morfologia dessas células e, consequentemente, permite
estabelecer correlagdes com situagdes associadas ao sistema imunoldgico e a habilidade de
combater doencas e lesdes, bem como com situacgdes relacionadas a satde do animal como um
todo. Esses atributos desempenham um papel essencial na realizagdo de diagnosticos e na
aplicacdo de tratamentos eficientes na medicina veterinaria voltada para aves.

Apesar da importancia, apds busca rebuscada na literatura, verificamos a escassez de
estudos que apresentassem resultados da analise por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) de células sanguineas de aves. Neste sentido, analisamos a superficie das células
sanguineas de Rhea americana, utilizando a MEV, com amplia¢do de 10.000 vezes (Figura 2),
a fim de se obter informacdes mais detalhadas da morfologia dessas células.

- : J——
N 30KV X10.0000 Spm

Figura 2. Micrografias dos principais tipos de célula sanguinea de emas
(Rhea americana) observados através de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) em ampliacdo de 10.000 vezes. (a) Eritrocito (seta).
(b) Heterofilo (seta). (c) Basofilo (seta). (d) Eosinéfilo (seta). (e)
Monacito (seta). (f) Linfocito (seta). (g) Trombdcitos (setas). Barra: 5

um.
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Os eritrécitos maduros (Figura 2: a) das emas eram planos, com uma superficie lisa,
relativamente uniforme, sem grandes rugosidades ou projecdes, com forma eliptica,
apresentando uma estrutura proeminente mais interna, centralizada na célula, de forma também
eliptica, representando o nucleo. Quanto ao aspecto do nucleo este apresentava uma textura
diferente, contrastando com a membrana celular.

Uma pesquisa realizada com grou indiano (Grus antigone sharpii) por Narkkong (2010)
com o objetivo de descrever os aspectos da morfologia de células sanguineas por anélise da
superficie celular utilizando MEV, descreveu os eritrocitos como células planas, de superficie
lisa. No entanto, as imagens de MEV apresentadas por Narkkong (2010) n&o mostram
eritrécitos nucleados, apesar de sua analise por microscopia de luz mostrar eritrécitos com
nacleo.

Quanto aos leucocitos granuldcitos, observamos que os heterofilos (Figura2: b) eram
redondos, com uma superficie de membrana irregular, apresentando rugosidades e
protuberéncias devido as granulacfes citoplasmaéticas e outras estruturas submembranares,
delimitando a estrutura do nucleo segmentado.

Os baséfilos (Figura 2: ¢), por sua vez, eram arredondados e apresentavam uma superficie
irregular e texturizada, com areas de rugosidades e elevacdes, em funcdo da presenca de
microvilosidades e possiveis projecdes da membrana plasmatica. Suas granulagdes
citoplasmaticas aparecem como areas densamente granulares sob a membrana plasmatica,
evidenciando-se como pequenas elevagdes ou pequenas projecdes na superficie da célula. Essas
irregularidades da superficie e as projecdes podem conferir uma aparéncia ocasionalmente
deformada ou denteada.

Os eosinofilos (Figura 2: d) eram células também de forma arredondada ,com uma
superficie geralmente irregular, apresentando rugosidades, com muitos granulos esféricos
submembranares ou estruturas semelhantes a vilosidades projetando-se para sua superficie de
membrana.

Em sua pesquisa com grou indiano, Narkkong (2010) descreveu os heterdfilos como
células redondas, com granulos esféricos regulares e espinhos na superficie da membrana; o0s
basofilos eram células redondas, com uma superficie de membrana rugosa e continham
espinhos que se projetavam da superficie da membrana; e os eosinofilos eram células redondas

com muitos espinhos esféricos projetando-se da superficie da membrana.
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Nossas analises mostraram que 0s mondcitos (Figura 2: €) eram maiores que 0S
linfocitos. Eles apresentavam forma arredondada, com uma superficie de membrana também
irregular, apresentando rugosidades, dobras e projecdes.

Os linfocitos (Figura 2: f) eram pequenas células redondas, apresentando uma textura de
membrana relativamente &spera, além de mostrar algumas irregularidades, com algumas
projecBes finas na superficie. Observamos indicios de granulagdes ou de outras estruturas
submembranares através da textura de sua superficie. Em grou indiano, Narkkong (2010)
verificou que os linfocitos eram células redondas, com membrana rugosa, sendo sua superficie
diferente daquela encontrada nos mondcitos. Estes, por sua vez, eram maiores do que 0S
linfocitos.

A superficie celular dos leucdcitos € especializada para se ligar e englobar patdgenos, no
processo conhecido como fagocitose. Assim, a estrutura e a morfologia dos leucdcitos
analisadas por MEV, sugerem a presenca de vilosidades, projecGes e/ou espiculas na superficie
de membrana dessas células, que podem estar relacionadas ao processo de adaptacao para uma
resposta imunoldgica eficiente nas aves.

No que se refere aos trombdcitos (Figura 2: g), estes tinham forma geralmente eliptica,
apresentando uma superficie bastante complexa, apresentando Vérias irregularidades,
rugosidades e dobras. Percebemos a presenca de extensdes da membrana celular, como
pseudopodes ou outras pequenas projecGes, mostrando a adesdo e interacdo com outros
trombdcitos e com a matriz extracelular. Narkkong (2010) verificou que no grou indiano os

trombocitos apresentavam um forma oval.

CONCLUSAO

O sangue da espécie Rhea americana apresenta todos os principais tipos de célula. Seus
leucdcitos apresentam diferencas nas caracteristicas em comparagdo aos leucocitos de outras
aves e os trombdcitos possuem forma eliptica, condicdo descrita apenas para emas.

Ademais, a analise inédita das células sanguineas de emas por meio de microscopia
eletronica de varredura para caracterizacdo da morfologia nos permitiu observar a textura da
superficie dos diferentes tipos celulares, possibilitando que fosse notada a presenga de
pequenas projecbes como vilosidades, presenca de granulacdes e outras estruturas
submembranares, irregularidades e rugosidades, caracteristicas, que podem estar associadas a

funcdo imunoldgica, adesdo e interacdo com outras células e com a matriz extracelular.
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