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SINOPSE:

O boto vermelho (Inia geoffrensis) € endémico e amplamente distribuido nas bacias dos
rios Amazonas e Orinoco. O presente trabalho reporta os parametros hematolégicos e
bioquimicos de 109 botos de vida livre da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel
Mamiraud. As colheitas foram realizadas durante o més de novembro de 2004 e 2005.
Poucas diferencas foram encontradas entre machos e fémeas, com excecdo da concentragao
hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e da atividade sérica da fosfatase alcalina,
ambas maiores nos machos. Animais jovens em fase de crescimento apresentaram
caracteristicamente maiores niveis de calcio e maior atividade sérica de fosfatase alcalina,
ambos associados ao desenvolvimento continuo dos ossos. Os filhotes também
apresentaram maior atividade sérica da creatina quinase (CK), maior porcentagem de
linfécitos, e maior nimero de leucécitos. Apenas a velocidade de hemossedimentagdao
(VHS) e a porcentagem de eosindfilos foram maiores nos adultos. Fémeas prenhes
apresentaram caracteristicamente niveis séricos mais elevados de quatro elementos
envolvidos no metabolismo energético: albumina, amilase, colesterol e triglicérides; e
também de uréia, provavelmente como resultado de um maior consumo de proteinas. O
congelamento do soro por 60 dias provocou alteracdes significativas em 13 dos 19
elementos bioquimicos analisados. Houve uma reducdo da atividade sérica de aspartato
transaminase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina e dos niveis
séricos de albumina, célcio, colesterol, ferro, glicose, magnésio e uréia. Ja os niveis de
bilirrubina indireta, bilirrubina total e de atividade da gama glutamil transferase (GGT)
apresentaram-se maiores apds congelamento das amostras por 60 dias. A correlacio
positiva encontrada entre o nimero de leucdcitos e a freqiiéncia respiratoria foi influenciada
pelo maior nimero destas células nos filhotes, bem como a freqiiéncia respiratdria
naturalmente mais elevada nesta classe etdria.
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RESUMO

Os golfinhos de rio estdo entre os cetdceos menos conhecidos e mais ameagados do
mundo. O boto vermelho (Inia geoffrensis) é endémico e amplamente distribuido nas bacias
dos rios Amazonas e Orinoco. Visando aumentar conhecimento sobre a biologia basica e
fisiologia do mesmo, o presente trabalho reporta os pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos de 109 botos de vida livre da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel
Mamiraud. As colheitas foram realizadas durante o més de novembro de 2004 e 2005. O
sangue foi colhido do pedunculo caudal da nadadeira dorsal, e ocasionalmente dos vasos
das nadadeiras peitoral e caudal. Uma comparacdo entre amostras de soro congeladas foi
realizada a fim de averiguar a viabilidade destas apds o congelamento por 60 dias a —80°C.
Um teste de correlagdo entre os parametros do sangue e a freqiiéncia cardiaca e respiratdria
foi feito para avaliar o efeito do estresse sobre os parametros hematoldgicos. Poucas
diferencas foram encontradas entre machos e fémeas, com excecdo da concentracdo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e da atividade sérica da fosfatase alcalina,
ambas maiores nos machos. Dentre as diferencas observadas entre as classes etdrias, os
filhotes apresentaram valores mais elevados para quase todos os parametros. Animais
jovens em fase de crescimento apresentaram caracteristicamente maiores niveis séricos de
calcio e atividade sérica de fosfatase alcalina, ambos associados ao desenvolvimento
continuo dos ossos. Os filhotes também apresentaram maior atividade sérica da creatina
quinase (CK), maior porcentagem de linfécitos, e maior nimero de leucdcitos. Este niimero
significativamente mais elevado de leucécitos nos filhotes € um reflexo do sistema
imunolégico ainda em desenvolvimento. Apenas a velocidade de hemossedimentacdo
(VHS), e a porcentagem de eosindfilos foi maior nos adultos. Fémeas prenhes apresentaram
caracteristicamente niveis séricos mais elevados de quatro elementos envolvidos no
metabolismo energético: albumina, amilase, colesterol e triglicérides; e também de uréia,
provavelmente como resultado de um maior consumo de proteinas para suprir as demandas
energéticas durante a gestacdo. O congelamento do soro por 60 dias provocou alteracdes
significativas em 13 dos 19 elementos bioquimicos analisados. As atividades séricas de
aspartato transaminase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina tiveram
uma reducio de 27%, 23% e 23%, respectivamente. Os niveis séricos de albumina, célcio,
colesterol, ferro, glicose, magnésio e uréia também apresentaram um decréscimo
significativo (22%, 40%, 26%,47%, 40% e 48%, respectivamente). J4 os niveis séricos de
bilirrubina indireta, bilirrubina total e da atividade sérica da gama glutamil transferase
(GGT) apresentaram-se maiores apds congelamento das amostras por 60 dias. A correlacio
positiva encontrada entre o nimero de leucdcitos e a freqiiéncia respiratoria foi influenciada
pelo maior nimero destas células nos filhotes, bem como a freqiiéncia respiratdria
naturalmente mais elevada nesta classe etdria. Nao € possivel afirmar que animais
aparentemente mais estressados (com freqii€ncia respiratoria maior) t€ém maior nimero de
leucdcitos circulantes.
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ABSTRACT

The river dolphins are the less known and more threatened cetaceans of the world.
The Amazon river dolphin (Inia geoffrensis) is endemic and widely distributed in the
Orinoco and Amazon River Basins. Looking forward to improve the knowledge about its
biology and physiology, the present study reports hematological and plasma constituents
values from 109 wild Amazon river dolphins from Sustainable Development Reserve
Mamiraud. The blood samples were done during November of 2004 and 2005. The blood
was drawn from the ventral surface of caudal peduncle, and occasionally from the vessels
of the caudal fluke and flippers. A comparison between stored samples was done to verify
the viability of them after 60 days in a —80°C freezer. Correlation tests between the blood
parameters and the cardiac and respiratory frequencies were done to evaluate the effects of
stress in blood values. Few hematological and plasma chemical differences were found
between males and females, with exception of mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) and alkaline phosphatase activity, both higher in males. Among age classes, the
calves showed the highest values to almost all parameters. Younger, growing animals
characteristically showed higher levels of calcium and alkaline phosphatase activity
associated with the continued bone development. The calves also had higher creatine
phosphokinase activity; higher lymphocyte counts and higher total leucocytes counts. This
significant elevated number of leucocytes may be due to the still development immune
system of immature animals. Only the erythrocyte sedimentation rate and the eosinophil
percentage were higher in adults. Pregnant females showed characteristically higher values
of four plasma constituents involved in energetic metabolism: Albumin, amylase,
cholesterol, triglyceride; and urea either, probably as a result of higher food consumption in
order to supply the energetic requirements during pregnancy. The freezing storage of the
serum for 60 days markedly changed 13 of 19 serum plasma constituents. The aspartate
aminotrasferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline phosphatase activities
decreased about 27%, 23% e 23%, respectively. The albumin, calcium, cholesterol, iron,
glucose, magnesium and urea levels also decreased after freezing (22%, 40%, 26%, 47%,
40% e 48%, respectively). Otherwise, the gamma glutamyl transpeptidase (GGT) activity,
and the free and total bilirrubin levels, showed small but significant increase. The positive
correlation found between the leukocyte count and the respiratory frequency was induced
by the highest number of these cells in immature animals, as well as the naturally elevated
respiratory frequency in this age class. It is not possible to affirm that apparently more
stressed animals (higher respiratory frequency) have higher number of circulating
leucocytes.



1. INTRODUCAO

Os mamiferos aquéticos desenvolveram muitos ajustes fisiolégicos importantes para
se adaptar a0 meio em que vivem, e o conhecimento destas adaptacdes € de fundamental
importancia para o estudo desse grupo. Inumeras variacdes anatomicas e fisiologicas
refletem mudangas na termorregulacio, funcdo respiratdria, circulacio, fisiologia renal e
mecanismos neurais dos mamiferos (Ridgway, 1972).

Segundo Ridgway (1972), a maioria dos mamiferos marinhos possui uma
freqiiéncia respiratéria mais baixa do que a de seus homologos terrestres. Para compensar
esta menor freqiiéncia, a inspira¢do € mais profunda com a retirada de mais oxigénio do ar
inspirado. Outras adaptagdes fisiolégicas sdo a capacidade de realizar bradicardia e
vasoconstric¢do periférica durante o mergulho, e a manutencdo da pressdo arterial nos
vasos centrais (apesar da diminui¢do da freqiiéncia cardiaca e bombeamento). Durante a
apnéia, o fluxo sangiiineo aumenta no cérebro e diminui nos musculos (Irving apud
Ridgway, 1972). As reservas de oxigénio no sangue e musculos de mamiferos marinhos
ndo sdo suficientes para manter mergulhos longos. Entretanto, quando comparada a animais
terrestres, a maioria das espécies possui capacidade de transporte e armazenamento de
oxigénio aumentada (Ridgway, 1972).

Os ajustes fisioldgicos variam de acordo com as pressdes ecoldgicas especificas
sobre cada espécie. Estas adaptacdes devem ser consideradas quando se trabalha com
espécies de dgua doce, pois desenvolveram mecanismos de adaptacdo diferentes das
espécies que vivem no mar.

Os golfinhos de rio estdo entre os cetdceos menos estudados e mais ameagados do
mundo. Embora muitos delfinideos marinhos sejam encontrados rio acima a uma grande
distdncia do mar, os golfinhos essencialmente fluviais sdo distintos dos marinhos
morfologica e filogeneticamente. De Monte & Pilleri (1990) observaram que em
Platanistoidea (assim como no homem) a maior parte do colesterol € transferido ao sangue
pelas B- lipoproteinas (colesterol LDL), enquanto que em cetidceos marinhos, a
transferéncia € feita na sua maior parte pelas o-lipoproteinas (colesterol HDL). Também
observaram que o gé€nero Inia possui uma concentragdo plasmatica de dcido drico mais

elevada que os odontocetos marinhos.
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O fato dos golfinhos de rio ndao formarem um grupo monofilético é consistente com
sua distribuicdo altamente descontinua: O boto vermelho (Inia geoffrensis) endémico da
Bacia do Rio Amazonas; franciscana (Pontoporia blainvillei) encontrado na costa da
América do Sul; o golfinho do Rio Yang-Tsé (Lipotes vexillifer) e o golfinho do Rio
Ganges (Platanista gangetica) habitam rios em lados opostos na Asia continental
(Hamilton et al., 2000).

Essas espécies possuem adaptacOes que facilitam a captura de peixes: um longo
rostro, nadadeiras peitorais largas que permitem movimentos precisos e vértebras cervicais
sem fusionamento que permite um maior movimento da cabeca (Martin, 1990).

O boto vermelho (Inia geoffrensis) possui pélos curtos no topo do longo rostro que
persistem ao longo da vida, ao contrdrio dos outros Platanistoideos que os perdem nas
primeiras semanas de vida. Além disso, diferencia-se por ter dois tipos de dentes
(heterodontia), e pela forma pouco saliente de sua nadadeira dorsal. Na regido da Amazonia
central, os machos atingem a maturidade sexual com um comprimento de aproximadamente
198 cm, e as fémeas de 160 a 175 cm. Os nascimentos coincidem com o pico da enchente e

cessam de maio a julho (Best & Silva, 1993).

Figura 01 — Boto vermelho (Inia geoffrensis).

Inia geoffrensis € endémico e amplamente distribuido nas bacias dos rios Amazonas
e Orinoco onde é encontrado em todos os tipos de habitat. Seus movimentos estacionais
estdo relacionados as migragdes dos peixes e o ciclo anual de enchente das dguas (Martin &
da Silva, 2004). As causas de mortalidade de botos incluem acidentes em redes de arrasto,

assim como em redes fixas ou a deriva. A construcdo de usinas hidrelétricas altera
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drasticamente a fauna de peixes, e quebra a continuidade da populacdo, isolando
perigosamente o pool génico em reservatorios individuais. O mercdrio, usado no
amalgamento do ouro, tem sido encontrado em altas concentragdes em peixes que fazem
parte da dieta do boto (Best & Silva, 1993). Atualmente, um grande ndmero de botos vem
sendo capturado para a pesca da piracatinga (Calophysus macropterus). Apesar de sua
ampla distribui¢cdo e ser bem conhecido pela populagdo que vive na Amazodnia, o boto
continua pouco estudado. A espécie ocorre em altas densidades na maior parte da sua
distribui¢do, normalmente € tolerante a presenca de barcos e € relativamente facil de ser
observada (Martin e da Silva, 2004).

Cerca de 13.000 botos vermelhos habitam a drea da Reserva de Desenvolvimento
Sustentdvel Mamiraud em uma 4rea de 11.240 km?, o que representa aproximadamente 11 a
18% da é4rea de varzea no Brasil. Deste total, aproximadamente 260 botos, dos quais a
metade € considerada animais residentes, ocorrem dentro ou proximo dos 225 km? do

sistema de lagos do Setor Mamiraud (Martin & da Silva, 2004).

1.1 HEMATOLOGIA

A hematologia é uma das ferramentas mais tteis para a avaliag¢do clinica de doencas
em mamiferos, porém informagdes acerca dos valores sangiiineos normais de cetdceos sao
raras (Mac Neill, 1975), pois a obten¢do de amostras sangiiineas de animais selvagens e
sadios em boas condi¢des de andlise é muito dificil.

Para a interpretacdo dos resultados obtidos a partir dos parametros sangiiineos, faz-
se necessdrio determinar, em primeiro lugar, quais as variagdes consideradas como normais
para cada espécie, para entdo comparar estes resultados com os de animais doentes e,
assim, diagnosticar as doengas (Colares et al., 1992). O conjunto de valores de referéncia é
geralmente descrito em termos de “limites de referéncia”, que excluem 2,5% dos valores
em cada extremo de faixa observada, isto é, o intervalo de confianca representa os 95%
centrais dos valores observados. Esse intervalo de confianga, proveniente dos individuos da
amostra, serd representativo do intervalo de confianca da populagdo da qual ele é oriundo
(Bain, 2006).

A avaliacdo do estado de saide de mamiferos marinhos selvagens, particularmente
cetdceos, pode ser extremamente dificil. Amostras de sangue sdo usadas freqiientemente

para monitorar a saide de populacdes selvagens (e.g., Williams & Pulley, 1983; Gales,
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1992), mas o uso desta técnica é complicado do ponto de vista pratico em obter amostras
com boas condicdes de andlise. A maioria dos valores hematol6gicos de cetdceos selvagens
¢é oriunda de animais encalhados ou amostras de individuos em cativeiro (Gales, 1992). O
uso de valores hematoldgicos de animais de cativeiro como pardmetros para efeito de
comparacao com individuos selvagens ndo deve ser considerado (Koopman et al., 1999).

Todos os vertebrados possuem um sistema circulatério fechado no qual o sangue
circula sob pressdo. O sangue é composto de hemdcias cuja fungdo principal € o transporte
de hemoglobina, leucdcitos que estdo envolvidos no mecanismo de defesa do organismo, e
células hemostaticas suspensas no plasma contendo fibrinogénio (Hawkey, 1975). A tnica
excecdo € o peixe do gelo (“ice fish” - familia Chaenithidae) nos quais as hemdcias
(eritrdcitos) estdao ausentes (Lehmann & Huntsman apud Hawkey, 1975).

As células vermelhas dos peixes, anfibios, répteis e aves sdo ovais e contém um
nucleo centralizado esférico ou oval. Entre os mamiferos, apenas os camelos e seus
parentes proximos possuem células vermelhas ovais; em todos os outros grupos, as
hemdcias tém a forma de um disco biconcavo e ndo apresentam nucleo, incluindo os
camelos. A perda do nucleo estd associada ao aumento da eficiéncia funcional ja que existe
um espacgo extra para as moléculas de hemoglobina, além de uma reduc¢ido do consumo de
oxigeénio pelas células (Hawkey, 1975).

Em condicdes normais nos mamiferos, os eritrécitos respondem por
aproximadamente 40% de todo o volume sangiiineo. Este indice, chamado de hematdcrito
(Hct), € mais ou menos constante para todas as espécies, independentemente do tamanho do
eritrécito (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Em pinipedes (focas, ledes marinhos e lobos
marinhos) e cetdceos, onde ocorre uma exposi¢cao periddica a andxia durante o mergulho, o
hematdcrito € mais alto e as hemdcias sdo relativamente grandes quando comparado a
outros grupos de mamiferos. O cdlculo de valores absolutos das hemdcias desses animais
indica um aumento da espessura das mesmas. Com isso, o nivel de difusdo para dentro e
para fora da célula estd reduzido, promovendo uma lenta liberagdao de oxigénio que pode
ser vantajosa durante os periodos de submersdo. Outras adaptacdes fisiologicas para o
mergulho encontradas nestes animais sdo um aumento do volume sangiiineo, sensibilidade
para acumular diéxido de carbono diminuida, bradicardia e vasoconstric¢do periférica
durante o mergulho (Andersen, 1966; Ridgway, 1972). Focideos, em particular, t€m um

aumento no volume sangiiineo em relacdo a massa corporal comparando-se aos mamiferos
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terrestres (Hawkey, 1975). A habilidade dos focideos de alterar dramaticamente o Hct
durante a apnéia, possivelmente se d4 por meio da contracdo esplénica, sugerindo que o Hct
desses animais € muito dindmico sob condi¢des varidveis (Hawkey, 1975).

O método utilizado para determinag@o do hematdcrito pode ser critico para se obter
valores com acurécia. A microcentrifugacdo tem sido o método tradicionalmente usado em
focas, porém o uso de contadores eletronicos (Coulter counter) tem sido mais freqiiente nos
ultimos anos (Hawkey, 1975). Em um estudo feito com focideos do Alaska e Califérnia, os
valores obtidos com o Coulter counter apresentaram-se de 4% a 15% maiores do que
aqueles obtidos pela microcentrifugagdo (Castellini et al., 1996).

Propriedades hematoldgicas estdo relacionadas com o padrdo e a profundidade do
mergulho de alguns mamiferos marinhos (Koopman et al., 1995). Mc Connel & Vaughan
(1983) observaram que em cativeiro, focas comuns (Phoca vitulina) apresentaram valores
mais bai xos de glébulos vermelhos e hemoglobina, provavelmente pela pouca atividade
fisica em fun¢do do espago limitado e pouca profundidade da dgua.

A produgdo de células vermelhas ou eritropoese ocorre na medula 6ssea vermelha
(hematopoiética) (Kerr, 2003). Algumas espécies de animais, particularmente alguns
cervos, roedores e cetdceos, possuem uma porcentagem maior de reticuldcitos e hemaécias
policromaticas no sangue, sendo que a presenga de uma pequena propor¢do de hemacias
nucleadas nao tem uma significancia patoldgica (Hawkey, 1975).

Os leucdcitos dos mamiferos marinhos sdo classificados da mesma maneira que os
leucécitos de mamiferos terrestres como polimorfonucleares ou mononucleares. Os
leucécitos polimorfonucleares também sdo conhecidos como granuldcitos em fungdo de
seus granulos citoplasmaticos. Estes granulos representam os lisossomos que contém
enzimas hidroliticas e outros componentes antibacterianos. Os granuldcitos dos mamiferos
marinhos incluem neutréfilos, eosinéfilos e baséfilos (Bossart et al., 2001). Os
agranulécitos mononucleares incluem os linfécitos e mondcitos. Os granuldcitos e o0s
mondcitos desenvolvem-se quase exclusivamente na medula dssea, ja os linfdcitos
desenvolvem-se principalmente nos linfonodos e no baco (e timo nos animais jovens)
(Kerr, 2003).

Os linfdcitos s@o as células especificas da resposta imune especifica. Os linfécitos B
produzem anticorpos (imunidade humoral), enquanto os linfécitos T sdo responsaveis pela

imunidade celular por meio da formagdo e Iliberacio de moléculas conhecidas
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coletivamente como citocinas. Ao contrdrio dos granulécitos e mondcitos, que se movem
unidirecionalmente da medula 6ssea para os tecidos na corrente sangiiinea, os linfécitos
recirculam dos linfonodos para o sangue e vice-versa. Os linfécitos recirculantes sdo
células de vida longa e podem passar meses, até mesmo anos, no corpo dos animais (Rebar
et al., 2005).

O ndmero de células brancas no sangue circulante pode variar em funcido da
atividade muscular, excitagdo, apreensdo e estresse. Caes em repouso apresentam um valor
mais baixo de leucdcitos circulantes do que cdes em atividade fisica. Outra forma de
leucocitose, resultante de estresse, ocorre em cdes hospitalizados ou que sofreram agressao
(Schalm et al., 1975). Focas submetidas ao estresse demonstraram mudanc¢as mediadas pela
adrenal em pardmetros hematolégicos como hematdcrito e contagem diferencial e total dos
leucdcitos (Geraci & Smith apud St. Aubin et al., 1979).

A contagem diferencial dos leucdcitos, também chamada férmula leucocitaria,
tem por finalidade estabelecer o valor percentual de cada tipo de leucdcito no sangue
circulante, para depois, conhecendo-se o total de leucdcitos circulantes, conhecer o total de
cada tipo de leucdcito (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Os neutréfilos estio comumente
aumentados nos casos de infeccdo bacteriana e também participam nos processos
inflamatérios. A eosinofilia é provavelmente a reagdo mais comum de eventos alérgicos
observado na clinica de pequenos animais. O aumento do nimero de eosinéfilos também
ocorre em alguns casos de parasitismo devido a sensibilidade a uma proteina estranha do
parasita, como parte de um fendmeno imunolégico. Portanto, € provdvel observarmos
eosinofilia quando os parasitas estdo migrando por entre os tecidos, mas ela ndo € esperada
quando os parasitas estdo, por exemplo, em vida livre no intestino (Kerr, 2003). Os
basdfilos raramente ocorrem, e tendem a aparecer junto com uma eosinofilia. A linfopenia
persistente, ou queda do nimero de linfécitos, que ocorre em doengas cronicas, € também
um sinal da acdo direta do agente da doenca sobre o tecido linfocitico. O nimero de
mondcitos pode estar aumentado tanto em doengas cronicas como agudas no c@o (Schalm
etal., 1975).

Dentre os leucocitos de todos os animais vertebrados, os linfocitos e mondcitos com
sua morfologia tipica podem ser claramente identificados, porém as células brancas
polimorfonucleares de aves, répteis, peixes e anfibios variam consideravelmente com

relacdo as caracteristicas morfoldgicas e de coloragao.
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A forma, o tamanho, a concentracdo e as caracteristicas de coloracdo dos granulos
dos eosinéfilos variam entre os mamiferos. Em algumas espécies como o macaco-da-noite
(Aotus trivirgatus) e o golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), por exemplo, ocorre
uma alta eosinofilia mesmo na auséncia de infestagdo parasitdria ou processos alérgicos
(Hawkey, 1975).

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos dos megacaridcitos e estdo envolvidas
na coagulacdo sangiiinea (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Existe uma variacdo
considerdvel com relagdo ao nimero de plaquetas no sangue circulante entre as espécies de
mamiferos. Valores extremos sdo observados em golfinhos e alguns eqiiinos onde a
contagem pode estar abaixo de 1 x 10°/mm’ (Hawkey, 1975). Os cetdceos nio possuem o
fator XII de coagulacdo. Tem sido sugerido que a auséncia deste fator poderia proteger
estes mamiferos mergulhadores da coagulacdo intravascular difusa que € a causa principal
dos casos severos da doenga de descompressdao no homem, possivelmente desencadeada
pela ativacdo do fator XII por acidose (Hawkey, 1975).

Apesar de o pH sangiiineo de ceticeos estar dentro do intervalo normal para
mamiferos, um decréscimo significativo ocorre durante o mergulho (Hawkey, 1975). Em
golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) o pH normal do sangue é em torno de 7.35.
Entretanto, durante uma submersdo prolongada o sangue pode tornar-se mais dcido em
funcdo do acumulo de diéxido de carbono e a liberacdo de dcido latico pelo musculo
(Ridgway, 1972).

Os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), sdo
obtidos a partir de trés medidas bésicas envolvendo a concentracdo de hemoglobina, o
hematdcrito (Hct) e o nimero de eritrécitos. Segundo Garcia-Navarro & Pachaly (1994),
VCM indica o volume médio dos eritrcitos expresso em micracibicos. Valores dentro dos
limites normais da espécie indicam normocitose. Quando o VCM estd diminuido, como nas
anemias ferroprivas, ocorre microcitose. A HCM indica a média de hemoglobina por
eritrécito, e 0 CHCM ¢ a avaliagdo da quantidade de hemoglobina em 100ml de hemécias e
permite a observacdo do grau de saturacdo de hemoglobina no eritrécito. A CHCM
geralmente acompanha o VCM. Quando ocorre microcitose por falta de Hb, os eritrécitos

também sdo hipocromicos, tendo a CHCM diminuida (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994).
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Koopman et al. (1995) observaram que os valores hematolégicos mostraram-se
similares para quatro grupos reprodutivos de golfinhos (Phocoena phocoena): machos
imaturos, fémeas imaturas, machos maduros e fémeas maduras. Diferencas significativas
ocorreram apenas em cinco varidveis: contagem de hemdcias, hematdcrito, volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e a contagem de
mondcitos. Nao houve diferenca para a concentragdo de hemoglobina, Hct, contagem de
hemadcias ou glébulos brancos entre colheitas feitas de 1994 a 1997. Foi notado que a
concentracdo de hemoglobina era maior em fémeas imaturas e machos maduros do que em
machos imaturos. Também foram observados valores bem superiores para MCH e MCV
em fémeas maduras quando comparado a machos imaturos ou maduros.

Em um estudo feito por Colares & Best (1990) os valores hematoldgicos
encontrados para lontras da Amazonia (Lutra longicaudis) foram similares aqueles
encontrados para lontras marinhas, e estdo dentro do intervalo encontrado para vérias
espécies de cetdceos marinhos (Mac Neill, 1975). Entretanto, diferem daqueles reportados
para uma espécie de cetdceo de dgua doce, Inia geoffrensis (Ridgway et al., 1970), onde um
dos espécimes de Inia geoffrensis apresentou maior nimero de leucdcitos. Isto se deve
provavelmente, ao decréscimo de leucécitos com o avanco da idade, como foi reportado
para baleias orcas (Orcinus orca) em cativeiro por Cornell (1983). Ja estudos com baleias
belugas (Delphinapterus leucas) em cativeiro nos EUA, ndo revelaram diferencas no
numero total de leucdcitos entre jovens e adultos, ou entre machos e fémeas (Cornell et
al.,1988). Valores de células brancas em filhotes de foca comum (Phoca vitulina) de
cativeiro foram consideravelmente maiores do que as de vida livre (Mc Connell &

Vaughan, 1983).

1.2 BIOQUIMICA SANGUINEA

A bioquimica sangiiinea comparativa ¢ uma importante ferramenta para avaliar a
satide dos animais. Medidas incluindo bioquimica e eletrélitos do soro, niveis de hormonio
e titulos de anticorpos podem ser usadas para verificar condicdes fisiologicas, patoldgicas e
reprodutivas (Koopman et al., 1995).

Um estudo feito por St. Aubin et al. (1979) para avaliar o efeito do estresse de
captura sobre as enzimas plasmadticas de focas da Groelandia (Phoca groenlandica),

demonstrou que das seis enzimas pesquisadas - creatina quinase (CK), aspartato

08



transaminase (AST), aldolase (ALD), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil
transferase (GGT) e leucina aminopeptidase (LAP), apenas a CK teve um aumento
significativo de sua atividade. O trauma ou compressao abdominal a que os animais foram
submetidos ndo atingiu o figado ou foi insuficiente para gerar alteragdes, pois ndo houve
um aumento significativo da atividade enzimdtica de ALT, GGT e LAP. A atividade de CK
em focas é recomenddvel como um indicador sensivel de estresse provocado por captura e
manejo.

A andlise bioquimica do sangue de 31 golfinhos (Phocoena phocoena) de vida livre
da Baia Fundy, Canad4, indicou que os niveis de sddio, fésforo, célcio, cloro, magnésio,
proteinas totais, albumina, globulina, uréia, colesterol, osmolaridade sérica e alanina
aminotransferase estavam dentro do intervalo reportado para golfinhos de cativeiro e outros
odontocetos. Ja os niveis de glicose, potdssio, creatina quinase, aspartato aminotransferase,
hemoglobina, T4, bilirrubina e fosfatase alcalina eram geralmente maiores do que o
encontrado para outros odontocetos mantido em cativeiro. Os niveis de cortisol e creatinina
foram significativamente maiores para os golfinhos submetidos a um manejo mais longo. A
concentracdo média de bilirrubina foi a maior encontrada em relacdo a outros cetdceos, e
pode ser um reflexo de uma lesdo hepdtica causada por parasitas presentes praticamente em
todos os golfinhos selvagens (Koopman et al.,1995).

A concentrag@o de varios componentes sorologicos de amostras frescas de sangue
de baleias fin (Balaenoptera physalus), capturadas na Islandia durante o periodo de verdo
entre 1981 a 1989, foi medida por Kjelf (2001). A concentracdo média de uréia foi similar a
de odontocetos, porém cinco vezes maior do que a de mamiferos terrestres domesticados.

Mc Connel & Vaughan (1983) notaram poucas mudangas sangiiineas em focas
comuns (Phoca vitulina) relacionado com a idade, apesar dos niveis de bilirrubina serem
maiores em filhotes. Os autores sugerem que isto se deve ao fato de o figado ndo estar
totalmente funcional apds alguns dias do nascimento, e pela rdpida desagregacio e aumento
da Hb fetal. A fosfatase alcalina também mostrou niveis mais elevados em recém-nascidos,
provavelmente como resultado de um rdpido crescimento 6sseo nos primeiros meses de
vida.

O estresse nutricional ¢ um estado fisiolégico e/ou comportamental negativo
resultante de uma disposi¢do alimentar qualitativa ou quantitativamente insuficiente, e pode

ser detectado em mamiferos marinhos por meio de testes hematoldgicos e bioquimicos.
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Niveis altos de uréia nitrogenada indicam alto grau de inani¢@o, ji que as proteinas so
comegcam a ser utilizadas como fonte de energia quando ndo existem mais reservas de
glicose e gordura no corpo do animal (Trites & Donnelly, 2003).

Medway et al. (1982) observaram em peixes-bois marinhos (Trichechus manatus)
selvagens, que os valores de proteinas totais e da propor¢do albumina/globulina estavam
maiores do que o encontrado na literatura em espécimes cativos. Esta baixa propor¢do pode
indicar uma mudanga fisiolégica em decorréncia da sedentariedade ou m4 nutri¢cdo desses
animais de cativeiro.

O ferro, cobre e cobalto sdo os principais minerais requeridos para a producao de
globulos vermelhos (Schalm et al., 1975). Entre peixes-boi da Amazoénia (Trichechus
inunguis) cativos e selvagens, os niveis de cobre e sédio foram similares. No entanto,
valores de zinco, magnésio, ferro, potdssio, e cdlcio nos animais selvagens foram
significativamente maiores. Os resultados sugerem deficiéncia na dieta dos animais em
cativeiro que requerem uma suplementacdo dos cinco ultimos minerais citados. Valores
reduzidos do hematdcrito e hemoglobina refletem um longo periodo de privagao de ferro.
Os niveis de zinco, magnésio, ferro e cdlcio também foram significativamente diferentes
entre machos e fémeas, o que pode ser um indicativo de uma possivel diferenca natural
entre os sexos, e necessita de estudos adicionais (Rosas et al.,1999).

Ao contririo, Medway et al. (1982), analisando o sangue de 10 peixes-bois
marinhos (Trichechus manatus) saudaveis mantidos em cativeiro, ndo detectaram nenhuma
diferenca bioquimica em relacdo a idade ou sexo. Os valores dos constituintes quimicos do
sangue (glicose, creatinina, uréia nitrogenada, ferro, albumina, transferrina, globulina e
proteinas totais) estavam dentro dos parametros encontrados para a maioria das espécies
domésticas. O mesmo ocorreu para a atividade sérica das enzimas (aspartato transaminase,
alanina transaminase, fosfatase alcalina e creatina quinase) e para a maioria dos eletrolitos
(Na, K, Cl, Ca, PO4 e COy).

Nao foram encontradas diferencas dos niveis plasmdticos dos elementos
bioquimicos relacionadas ao sexo em um estudo feito ao longo de seis anos com baleias
belugas (Delphinapterus leucas) em cativeiro. Porém, houve uma diferenca significativa
dos niveis de colesterol e triglicerideos entre adultos e jovens, sendo os valores mais

elevados dos animais mais velhos (Cornell et al., 1988).
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Nos trabalhos de campo na Amazodnia, existe uma dificuldade muito grande de
preservar ou analisar material biolégico perecivel pelo fato de que muitas vezes ndo ha
energia elétrica estdvel para manutencdo e uso dos equipamentos ou uma estrutura fisica
ideal. Isto reforca a necessidade de congelamento de amostras para andlises futuras. Um
estudo feito por Mc Connel & Vaughan (1983) verificou que o congelamento por oito
semanas do soro e plasma de focas comuns (Phoca vitulina) nao alterou significativamente
os valores sangiiineos, apesar de os valores de fosfatase alcalina e ALT estarem
consideravelmente mais baixas nas amostras congeladas.

Hunter & Madin (1978) analisaram 14 componentes sangiiineos do soro de
amostras congeladas e frescas do lobo marinho do Norte (Callorhinus ursinus). Notaram
uma mudanca significante em todos os componentes exceto proteinas totais, globulinas,
fosforo e creatinina. Ocorreram redugdes nos niveis enzimaticos do soro como havia sido
previsto. Os valores de colesterol e bilirrubina aumentaram apos o armazenamento de 127 e
110 dias, respectivamente.

Virios autores tém demonstrado que as propriedades sangiiineas de mamiferos
marinhos sdo altamente espécie-especificas e variam de acordo com o habitat. Isto enfatiza
a necessidade de se coletar dados de animais selvagens que sirvam de base para auxiliar o
monitoramento do estado de saide de uma populacdo selvagem ou de animais em
reabilitacdo (Koopman et al., 1995).

A obten¢do de amostras sangiiineas de mamiferos aqudticos selvagens em boas
condicdes de andlise € muito dificil. Alguns estudos tém sido feitos com sangue de animais
encalhados ou em cativeiro, provavelmente refletindo parimetros sangiiineos diferentes
daqueles de vida livre. Além disso, para que limites de referéncia sejam uteis na avaliacdo
dos resultados hematoldgicos, deve-se levar em conta se os resultados do exame sdo
influenciados pela idade ou pelo sexo; e quando necessério, devem ser derivados limites
separados (Bain, 2006).

O local da colheita e outras varidveis técnicas na obtencdo da amostra de sangue
afetam os resultados dos exames hematoldgicos (Bain, 2006). Por esse motivo, a mesma
metodologia deve ser empregada em toda amostra para um correto estabelecimento do
intervalo de confianca da populagio.

Os unicos estudos hematoldgicos com [Inia geoffrensis foram realizados com

individuos em cativeiro (Ridgway et al., 1970), porém os efeitos na satide dos animais em
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longo prazo geralmente ndo sdo passiveis de mensuracdo, e, além disso, a dieta recebida
por animais de cativeiro ndo € igual aquela encontrada em seu ambiente natural. Estes
fatores provavelmente fazem com que animais de vida livre e de cativeiro tenham valores
hematoldgicos distintos.

Estudos interdisciplinares de longa duracdo promovem oportunidades de monitorar
a saude, respostas imunoldgicas, e medir exposicdes a contaminantes dos individuos, e
relacionar os achados as tendéncias dos niveis populacionais, todas em um contexto sobre o
histérico dos animais, distribuicdo, abundancia, dindmica populacional e demografia
(O’Shea et al., 1999). A determinacdo dos parametros hematoldgicos de uma populagido
selvagem que sofre poucas interferéncias antrOpicas, e apresenta um estado de saude
estavel, pode ser usada como uma importante ferramenta para avaliacdo de possiveis
alteracOes do meio ambiente.

O conhecimento sobre a biologia bdasica e fisiologia do boto vermelho (/nia
geoffrensis) é de fundamental importincia para que medidas conscienciosas sejam tomadas

no que diz respeito a sua conservagao € manejo no ecossistema amazonico.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GERAL

O presente estudo se propde a estabelecer parametros hematol6gicos e bioquimicos
que sirvam de referéncia para o boto vermelho (Inia geoffrensis) de vida livre dentro da
faixa de normalidade para espécie, evidenciando as diferengas entre os sexos, classes

etarias e fémeas prenhes e vazias.

1.3.2 ESPECIFICOS
e Verificar se existem diferencas hematoldgicas e bioquimicas do soro entre machos e

fémeas;

e Verificar se existem diferengas hematoldgicas e bioquimicas do soro entre as classes

etérias (filhote, juvenil e adulto);
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e Verificar se existem diferencas hematoldgicas e bioquimicas do soro entre fémeas

prenhes e vazias;

e (Observar a variacao dos parametros hematolégicos de acordo com a variacdo da

freqiiéncia cardiaca e respiratdria;

e Verificar a variagdo dos niveis séricos dos componentes bioquimicos em amostras

estocadas em freezer a -80°C analisadas em intervalos de 30 e 60 dias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 AREA DE ESTUDO

[l Area focal -

i /
Area de Ecoturismo

Area Subsidiaria

Figura 02 - Area de estudo: Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, Setor

Mamiraud - (Fonte: GTA - RDS Mamiraua ).

A drea de estudo estd situada a 500 km a oeste de Manaus, aproximadamente 2.500
km de extensao de rio até a desembocadura do Rio Amazonas (da Silva & Martin, 2000). A
Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud possui uma drea de 11.000 km? e fica

entre os Rios Japurd e Solimdes. E uma drea de véarzea e a variacdo do nivel da dgua é de 10

a 12 metros (Ayres, 1994).

[S—
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As coletas de sangue foram feitas durante a captura anual de botos, no ambito do
Projeto Boto (INPA/RDSM, PPI - 1-3920) no Setor Mamiraud da Reserva de

Desenvolvimento Sustentdvel Mamirauad (RDSM).

2.2 CAPTURA DOS BOTOS

Os botos foram capturados em dois locais diferentes dentro do Sistema Mamiraua
(Figura 03) e o tempo de permanéncia em cada local foi determinado em func¢io do numero
de animais capturados em cada um e do nivel da dgua. A captura foi feita durante o més de
novembro de 2004 e 2005, periodo em que o nivel do rio estd baixo e os canais estreitos.
Foi usada uma série de redes (com linha de 42 a 78 mm, malhas entre 8 e 10 cm, de 150 m
de comprimento e entre 9 e 12 m de altura). A drea isolada foi subdividida com varias redes

para cercar os animais (Figura 04).

Setor Mamiraua

Comunidade Boca do Mamiraud

Comunidade Vila Alencar

Figura 03 - Locais de captura dos botos no Sisttema Mamiraud (RDSM): 1- Boca do
Mamiraud ; 2 - Parand do Apara (Fonte: GTA: Instituto de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraud).

Apenas um boto foi manuseado por vez, com exce¢do de mades com filhotes que
foram mantidos sempre juntos. Quando fora d’4gua, todos os botos foram monitorados
quanto a freqiiéncia respiratria e outros sinais vitais. Sua pele e olhos foram molhados

vdrias vezes para prevenir a dessecacdo ou superaquecimento. Todos foram pesados,
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medidos e marcados com nitrogénio liquido. Amostras bioldgicas diversas foram coletadas
sempre que possivel para outros estudos desenvolvidos no Projeto Boto (da Silva & Martin,

2000).

Figura 04 — Redes fazendo o cerco no Parand do Apara

2.3 CLASSES ETARIAS

A divisdo entre as classes etdrias foi com base na classificacdo de Best & da Silva
(1984). Além do comprimento total, outras caracteristicas tais como coloracdo externa,
presenca de cicatrizes, comportamento e robustez dos animais foram observados para a
determinacao da classe etdria.

Quase todas as fémeas adultas foram submetidas a exame ultrassonogréfico

abdominal constatando-se a presenga ou auséncia de fetos.

2.4 ANALISES HEMATOLOGICAS
2.4.1 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DO SANGUE

Para a colheita do sangue foram utilizados scalps 19 G e seringas de 5, 10 e 20 ml.
O sangue foi colhido preferencialmente da veia caudal que drena a parte ventral do
pedinculo caudal (Figura 05), e ocasionalmente dos vasos sangiiineos da nadadeira dorsal e
peitoral. O volume sangiiineo coletado de cada individuo variou entre 4 e 80 ml em fun¢do

da idade do animal, do estado de estresse e€ da necessidade do volume de amostras. O
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sangue colhido foi acondicionado em tubos Vacutainer sem aditivos e com EDTA (4cido
etilenodiamino tetracético) potdssico. Os tubos foram armazenados em refrigerador por um

periodo médximo de 8 horas antes das anélises.

Figura 05 - Colheita de sangue na regido ventral do pedinculo caudal.

Todas as amostras foram armazenadas em refrigerador a uma temperatura de
5°C logo apds a colheita, onde permaneceram por um periodo maximo de 8 horas antes das
andlises. Os procedimentos laboratoriais foram realizados sempre pela mesma pessoa
visando minimizar varia¢cdes metodoldgicas. O soro foi armazenado em freezer a —20°C
durante o periodo da colheita (25 dias em 2004 e 15 dias em 2005). O soro congelado foi
transportado de avido de Tefé para Manaus em caixas de isopor com gelo, e as amostras
foram armazenadas por 30 dias em freezer —80°C no Laboratorio de Mamiferos Aquéticos -

INPA antes da primeira andlise.

2.4.2 HEMATOCRITO

Foi utilizada a técnica do microhematdcrito, onde uma pequena amostra de sangue
nao heparinizado € sugado por capilaridade para dentro de um tubo de 75 mm. Estes tubos
foram centrifugados durante 10 min a uma velocidade de 10.000 g. A leitura do tubo foi

feita com o auxilio de uma tabela padronizada.

2.4.3 CONTAGEM DE HEMACIAS

Na contagem de hemadcias foi utilizada a técnica adaptada de Delaney &

Garratty (1969) conforme descrito abaixo:
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Fez-se uma diluicdo de 1/200 acondicionando-se 20 ul de sangue com EDTA
em 4ml do liquido diluidor (Liquido de Hayem). Homogenizou-se a mistura e a cAmara de
Neubauer modificada foi preenchida por atracio capilar. Esperou-se 3 minutos para a
sedimentacdo das hemadcias no fundo da camara. Utilizando-se a objetiva de 40X do
microscopio, contaram-se as células dos cinco menores quadrantes da camara que estdo
localizados em sua parte central (Figura 06). Foram incluidas as células que tocam as partes
superior e esquerda dos quadrados (Figura 07). O nimero obtido foi multiplicado por
10050 ja que o volume total foi de 40020 pl . 1/10000 da camara de Neubauer modificada
foi contada (1/5 area contada X 1/10 profundidade X 1/200 dilui¢do = 1/10000).

—JF u.: i t

Figura 06 -Local da contagem das hemadcias
na camara de Neubauer modificada.

i

e

Figura 07 - Células da margem superior e esquerda
devem ser incluidas durante a contagem na camara de
Neubauer modificada.
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2.4.4 CONTAGEM TOTAL DOS LEUCOCITOS

Para a contagem de leucdcitos foi utilizada a técnica adaptada de Delaney &
Garratty (1969) conforme descri¢ao:

Acondicionou-se de 20ul de sangue com EDTA em 0,4 ml do liquido diluidor

(Liquido de Turk) em um tubo de hemolise. Apds homogenizagdo da mistura, preencheu-se

a camara de Neubauer modificada por atragdo capilar. Foram lidos os quatro maiores

quadrantes da camara com uma objetiva de microscopio que aumenta 40X (Figura 08). O

numero total de células encontradas foi multiplicado por 52,5 ja que o volume total foi de

420 pl.

o
oo
|
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:
1
|

_ # 00000
A 1

< =1 MM,

Figura 08 — Local de contagem dos leucdcitos na camara de Neubauer modificada.

2.4.5 CONTAGEM DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS

A contagem diferencial dos leucdcitos foi feita pela leitura do esfregaco sangiiineo.
A extensdo de sangue total com anticoagulante € feita na lamina estendendo-se uma
pequena gota, formando uma fina pelicula de sangue que depois é corada com “Wright” e
examinada ao microscopio optico com uma objetiva de aumento de 100X. A coloragdo do
esfregaco de sangue foi feita cobrindo a lamina com o corante durante trés minutos e, sem
derramar o corante, cobriu-se a lamina com 4gua destilada. Deixou-se a mistura do corante
e 4gua agir durante quinze minutos, depois a lamina € lavada com dgua corrente. Foram

contadas 100 células para se estabelecer a férmula leucocitéria (Delaney & Garratty,1969).
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2.4.6 CONTAGEM DE PLAQUETAS

Foi utilizado o método de Rees-Ecker adaptado por Santos (1999) para a contagem
de plaquetas, porém a solucdo de Rees-Ecker foi substituida por uma solugdo salina-formol
40%, que segundo Hughes-Jones (1979), funciona bem na prética e dispensa o uso de
qualquer corante.

Foi feita uma diluicao de 1/200 do sangue coletado com EDTA com o uso de uma
micropipeta. A dilui¢cdo 1/200 foi realizada colocando-se em um tubo de hemolise 10 pl da
amostra de sangue, e 2000 ul do liquido diluidor. A solucdo foi homogenizada e colocada
na Camara de Neubauer modificada. A solucdo fica em repouso por 10 a 15 minutos para
que haja sedimentagdo das plaquetas (coloca-se ao lado da cdmara um algoddao embebido
em 4agua e cobre-se ambos com uma placa de Petr