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Resumo

O peixe-boi da Amazbénia € um mamifero aquatico pertencente a ordem Sirenia
encontrado nos rios da bacia Amazobnica, desde a Ilha de Maraj6 até as cabeceiras dos
rios na Coldmbia, Peru e Equador. A espécie foi intensamente cacada desde o século
XVI e atualmente esta ameacada de extincdo. Na década de 70 foram iniciados no
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) estudos com esta espécie em
cativeiro. Assim, surgiu a necessidade de um maior conhecimento de suas
caracteristicas fisiol6gicas para um manejo adequado visando a manutencdo da salde
destes animais. Os parametros sanguineos sao influenciados pelas condi¢des
fisiolégicas, variacbes ambientais que o animal é submetido e sdo caracteristicos para
cada espécie. Eles fornecem informacdes essenciais sobre o estado de salde dos
animais e € um importante meio para o seu manejo. Os objetivos deste trabalho
visaram complementar o conhecimento dos parametros sanguineos do peixe-boi da
Amazonia em cativeiro e verificar se ocorrem variagcbes nestes parametros entre o0s
sexos, classe etéria, lactacdo e as diferentes formulas lacteas oferecidas aos filhotes
orfaos. Foram colhidas amostras de sangue de 84 animais cativos no INPA, sendo 43
fémeas (16 filhotes, 18 juvenis e 9 adultos) e 41 machos (13 filhotes, 15 juvenis e 13
adultos), entre os anos de 1993 e 2008. Estas amostras foram analisadas na Fundacao
de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (Hemoam). Foram
encontradas variagcdes hematoldgicas entre as classes etarias para o total de hemacias
do sangue, concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, total de leucdcitos, heterdfilos,
eosindfilos, mondcitos, volume corpuscular médio e hemoglobina corpuscular média.
Para os parametros bioquimicos, 0s niveis séricos de fésforo, creatinina, globulina,
fosfatase alcalina, lipideos totais, colesterol e bilirrubina total também variaram com a
idade. Essas variacdes provavelmente sao resultado das alteracdes que 0s animais
sofrem durante o processo de crescimento e desenvolvimento, como a formacao dos
0ssos e do sistema imunoldgico. Houve diferenca entre 0s sexos nos parametros
hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina, numero total de
eosindfilos de machos juvenis, hemacias totais, niveis séricos de fosfatase alcalina,
alanina aminotransferase e bilirrubina. Estas diferencas provavelmente foram
ocasionadas por influéncias hormonais devido a maturacdo sexual. As diferentes
férmulas lacteas oferecidas aos filhotes lactentes afetaram as concentracdes de volume
corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média, plaquetas, uréia, gama-glutamil
transferase, ferro, colesterol, triglicerideos, lactato desidrogenase e bilirrubina. Esta é
uma provavel evidéncia de diferenca na assimilacdo do conteudo protéico, mineral e
lipidico entre as dietas oferecidas. A lactacdo em fémeas influenciou os niveis séricos
de triglicerideos e bilirrubina, possivelmente devido a participacdo desses compostos na
producéo de leite pelo organismo. Neste estudo, foram utilizados apenas peixes-bois
considerados saudaveis e, foram analisadas amostras de diferentes individuos durante
um periodo de 16 anos. Muitos destes animais foram acompanhados em diferentes
fases do seu desenvolvimento através de analises sanguineas. Desta forma, as
analises realizadas sdo suficientemente robustas para serem utilizadas como valores-
referéncia para o peixe-boi da Amazénia.
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Abstract

The Amazonian manatee is an aquatic mammal of the Amazon belonging to the order
Sirenia, found in freshwater rivers of the Amazon basin, from Ilha do Maraj6 to the
headwaters of rivers in Colombia, Peru and Ecuador. The species was intensivelly
hunted since the sixteenth century and is currently threatened of extinction. In the 70's
were started at the Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) studies with
this species in captivity. Thus, a need for greater knowledge of their physiological
characteristics emerged, for an adequate management aiming the maintainance of
these animals’ health. These parameters are influenced by physiological, environmental
variations that the animal is submitted to and are specific for each species. They furnish
essential information about the health status of animals and are an important tool for its
management. The purpose of this study were to complement the knowledge of blood
parameters of Amazonian Manatee (Trichechus inunguis) in captivity and to check if
there are differences in these parameters according to age, sex, lactation and milk diet
consumed by calves. Blood samples from 84 captive animals were taken at the Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, 43 females (16 calves, 18 juveniles and 9 adults)
and 41 males (13 calves, 15 juveniles and 13 adults) between 1993 and 2008. These
samples were analyzed at the Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado do
Amazonas (Hemoam). Variations were found among age groups for total red blood cells,
hemoglobin concentration, hematocrit, white blood cells, neutrophils, eosinophils,
monocytes, mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin. As for the
biochemistry parameters, serum levels of phosphorus, creatinine, globulin, alkaline
phosphatase, total lipids, cholesterol and total bilirubin changed with age too. This
variation probably resulted from the modifications that the organism of the animal
undergoes during the process of growth and development, such as the formation of
bones and the immune system. Between sexes, differences were observed in mean
corpuscular hemoglobin concentration, hemoglobin concentration, total eosinophils of
juveniles male, red blood cells, serum levels of alkaline phosphatase, alanine
aminotransferase and bilirubin. These differences probably were caused by hormonal
influences or due to sexual maturation. The type of nourishment affects the
concentration of mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin, platelets,
urea, gamma glutamyl transpeptidase, iron, cholesterol, triglycerides, lactate
dehydrogenase and bilirubin. This is a probable evidence of differences in assimilation
of protein, mineral and lipid contents of the diets offered. Lactation in females influence
serum levels of triglycerides and bilirubin, possibly due to the participation of these
compounds in milk production by the organism. Only manatees considered healthy were
used in this study, and samples of different individuals were analysed during the long
period of 16 years. Many of these animals were followed in different development
phases by blood analysis. Therefore, the data shows robustness and can be used as
reference values for the Amazonian manatee.
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1. Prologo

O Peixe- boi da Amazdnia (Trichechus inunguis)

O peixe-boi da Amazobnia (Fig.1) foi incluido na superordem Paenungulata,
juntamente com o elefante e o hyrax, devido a semelhanca na sequéncia de
aminoacidos da proteina alfa-cristalino de seus olhos (de Jong et al., 1981; de Jong &
Goodman, 1982, Kleinschmidt et al., 1986) e pela formacéo da placenta (Carter et al.,
2004; Carter et al., 2008).

Figura 1 — Macho juvenil de T. inunguis. (LMA/ INPA).

Os peixes-bois sdo mamiferos aquaticos pertencentes a ordem Sirenia, que
surgiu ha cerca de 60 milhdes de anos e possivelmente representam um dos primeiros
ramos da linha de mamiferos placentarios que ocuparam o ambiente aquético, sendo 0s
Unicos a praticarem herbivoria (Best, 1984a). A Ordem Sirenia parece ter alcancado o

maximo de sua diversidade no Mioceno, com 12 géneros conhecidos, contudo, sofreu
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um declinio e é representada hoje por apenas duas familias com representantes
viventes, Dugongidae e Trichechidae (Domning, 1981). A familia Dugongidae esta
representada pelo dugongo (Dugong dugon), Unico representante vivente desta familia
(Marsh et al., 1986). A familia Trichechidae € composta por trés espécies de peixes-
bois: Trichechus senegalensis, conhecida como peixe-boi africano; Trichechus
manatus, o peixe-boi marinho e Trichechus inunguis, o peixe-boi da Amazonia.

Dentre os sirénios, 0 peixe-boi da Amazénia € o Unico restrito a 4gua doce e
endémico da Bacia Amazbnica, sendo encontrado desde a llha de Maraj6 até as
cabeceiras dos rios na Colémbia, Peru e Equador (Domning 1981; Best, 1984b; Rosas,
1994). Presente em todos maiores tributarios do sistema de drenagem da bacia
amazobnica, sua distribuicdo é determinada principalmente pela disponibilidade de
alimento, correnteza e turbuléncia das aguas (Best, op. cit.). T. inunguis € 0 menor
dentre os sirénios viventes, alcancando no maximo 2,8 m de comprimento total e até
450 kg de peso, ndo apresentando diferencas significativas no tamanho entre machos e
fémeas (Rosas, 1991; Rosas, 1994). Sua pele € lisa, com coloracdo variando
geralmente de cinza escuro a preto, apresentando na maioria vezes uma mancha
branca ou rosada, na regido ventral. Uma caracteristica exclusiva dessa espécie é a
auséncia de unhas em suas nadadeiras peitorais (Rosas, 1994). Sendo totalmente
herbivoros, os peixes-bois se alimentam de uma ampla variedade de macrdfitas
aquaticas (Best, 1981) e retém caracteristicas primitivas tais como um metabolismo
basal extremamente baixo, cerca de 36% inferior aquele esperado para um mamifero
placentario de porte semelhante (Gallivan & Best, 1980).

O peixe-boi da Amazénia € um animal doécil, com pouca produtividade de filhotes
e utilizado na dieta de povos indigenas e caboclos ribeirinhos da regido. Historicamente,
essa espécie foi intensamente cacada, principalmente no inicio da coloniza¢éo do Brasil
pelos portugueses, sendo sua carne exportada desde o século XVI para a Europa
(Domning, 1982). Hoje em dia, embora a caca desta espécie seja ilegal, a carne do
peixe-boi ainda é muito apreciada pelos moradores da regido amazonica. Além disso
ela é ilegalmente comercializada em feiras e mercados livres da regido (Rosas &
Pimentel, 2001), sendo geralmente consumida na forma de mixira (produto constituido
por pedacos de carne fritos na gordura do proprio animal e armazenado em sua banha).
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Entre 1935 e 1954, seu couro também foi explorado industrialmente para a producédo de
correias para maquinas, mangueiras e cola (Nunes-Pereira, 1944; Best, 1984b).
Durante esse periodo de vinte anos, provavelmente foram mortos entre 80.000 e
140.000 peixes-bois, sem considerar a caga de subsisténcia nas areas mais remotas da
Amazobnia (Domning, 1982). O uso do couro na industria foi reduzido devido a
introducdo de materiais sintéticos (Best, 1984b) e a dificuldade na captura de
individuos. No final da década de sessenta, o peixe-boi da Amazbnia foi declarado
como espécie em extingdo e passou a ser protegido por lei no Brasil, Peru e Colémbia
(Rosas, 1994). Atualmente, a caca do peixe-boi é proibida por lei em duas areas de
protecdo no Equador, duas na Colémbia, quatro no Peru e vinte e trés no Brasil
(Marmontel, 2008; da Silva et al., 2008). A dificuldade no controle de sua caca ocorre
em consequéncia da grande extensédo da area de drenagem da bacia amazbnica que
possui varias regides remotas e de dificil acesso (Best, op. cit.). A captura em larga
escala de T. inunguis para o uso comercial foi, sem davida, a principal razado da reducéao
da populacdo desta espécie. Entretanto, atualmente, a destruicdo de seu habitat tem
sido outra importante causa para o declinio da populacédo de peixes-bois (Rosas et al.,
1991). Um exemplo disso sao as inumeras atividades antrépicas, que causam poluicéo
nos rios como a introducdo de mercurio no ambiente proveniente da exploracéo de ouro
(garimpagem); liberacdo de agrotdéxicos oriundos de plantacdes; atividades de
exploracdo de gas e petroleo; liberacdo de efluentes industriais; constru¢cdo de usinas
hidrelétricas e o intenso trafego de navios nos rios amazonicos (Rosas, op.cit.).

O estudo do peixe-boi da Amazénia em seu habitat natural € dificultado devido
ao seu comportamento discreto e a baixa transparéncia das aguas da maioria dos rios
da bacia amazbnica (Rosas & Pimentel, 2001). Em 1974, no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazénia (INPA), iniciou-se o Projeto Peixe-Boi com o objetivo de obter
informacBes sobre a biologia da espécie e implementar um efetivo programa de
conservacao (Best, op. cit.). O instituto recebe, em sua maioria, filhotes Orfaos
resgatados de apreensdes realizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) que necessitam de cuidados continuos e

reabilitacdo. A manutencdo de peixes-bois em cativeiro no INPA possibilitou o



desenvolvimento de varios estudos, como por exemplo, sobre a fisiologia (Gallivan &
Best, 1980; Gallivan et al., 1983; Gallivan et al., 1986) da espécie.

O hébito de vida do peixe-boi também foi mais claramente entendido nas ultimas
décadas, por meio da técnica de radio-telemetria (Montgomery et al., 1981; Best et al.,
1982; Arraut et al., 2005), tornando possivel um acompanhamento constante dos
animais em seu ambiente natural com o auxilio de observacdes de campo. Com esse
método observou-se, entre outros aspectos, que esses animais apresentam habito
noturno e diurno, preferem locais com vegetacao flutuante para se alimentar e migram
de acordo com o regime de cheia dos rios da regiao.

De maneira analoga ao que ocorre com as demais espécies de plantas e animais
da Amazobnia, a marcante sazonalidade do sistema de drenagem na bacia amazobnica
rege também o ciclo de vida dos peixes-bois. Durante o periodo de enchente/cheia
ocorre um acentuado crescimento de macrofitas aquaticas nas areas de varzeas e
igapods (areas de inundacao) (Junk, 1970), que levam os peixes-bois a se dispersarem
para essas areas para alimentacdo (Best, 1984b). Durante a estacdo vazante/seca,
guando o nivel da agua diminui rapidamente, os peixes-bois migram para o0s canais de
agua mais profundos ou lagos de terra firme, podendo passar um extenso periodo sem
encontrar alimento (Best, 1983). Para suportar isto, possivelmente os peixes-bois
possuem um ceco desenvolvido (Best, 1981) que absorve o teor energético do alimento
ingerido, e que € armazenado na forma de uma extensa camada de gordura corporal.
Em decorréncia de sua baixa taxa metabdlica, essas reservas de energia sdo Uteis
durante a estacdo seca, permitindo a sobrevivéncia destes animais durante o periodo
de jejum (Best, 1984b). E neste periodo, quando esta limitado a corpos de agua
menores (lagos e canais profundos de rios), que o peixe-boi se torna mais vulneravel a
caca (Best, 1982; Rosas, 1994).

A manutencdo de peixes-bois em cativeiro tem possibilitado o avanco de varios
estudos com esses animais. No entanto, a criacdo adequada desses individuos em
cativeiro depende do conhecimento das caracteristicas fisiologicas da espécie. Dessa
forma, a salde € um fator que necessita ser monitorado continuamente, o que pode ser
feito mediante andlise dos parametros sanguineos. O sangue é um importante

componente para o organismo dos vertebrados. Ele funciona como meio de transporte

4



dos nutrientes adquiridos na alimentacao, transporte e difusdo do oxigénio para as
células, imunidade do organismo e protecdo contra eventuais patologias. Em razao
disto, é necessario o conhecimento aprofundado dos seus parametros e dos valores
considerados normais para a espécie.

A eficiéncia e a praticidade atual das analises hematoldgicas tém ajudado no
diagnéstico de patologias, caréncias nutricionais e qualquer outra anormalidade,
facilitando a escolha do cuidado e do tratamento que o animal necessita. Portanto, o
estabelecimento dos valores padrdo para os parametros sanguineos do peixe-boi da
Amazobnia sdo importantes para o manejo da espécie.

Este estudo teve como objetivo caracterizar os parametros hematoldgicos e
bioquimicos do sangue do peixe-boi da Amazonia (Trichechus inunguis) em cativeiro
com o intuito de estabelecer valores-referéncia para a espécie. Os objetivos especificos
foram verificar a ocorréncia de variacbes significativas no hemograma e niveis
bioquimicos plasmaticos entre os sexos e entre as diferentes faixas etarias; comparar
0s parametros sanguineos entre filhotes machos amamentados com leite materno e
filhotes machos amamentados com férmula lactea artificial; comparar os parametros
sanguineos entre fémeas lactantes e fémeas nado-lactantes e fornecer subsidios para

diagnosticar eventuais patologias ou caréncias nutricionais.



2. Material e Métodos

Este estudo foi realizado com peixes-bois mantidos em cativeiro no Parque
Aquatico Robin C. Best do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) (Fig. 2)
e do Centro de Preservacéo e Pesquisas de Mamiferos Aquaticos (CPPMA) da Manaus
Energia S.A., na vila de Balbina, municipio de Presidente Figueiredo (AM). Definiram-se
trés grupos de classes etérias: filhotes (animais em periodo de amamentacao, 0 a 2
anos), juvenis (animais em periodo de desenvolvimento sexual, 3 a 8 anos) e adultos
(animais em fase reprodutiva, acima de 8 anos). Foram colhidas amostras de sangue
de 84 peixes-bois, sendo 43 fémeas (16 filhotes, 18 juvenis e 9 adultos) e 41 machos
(13 filhotes, 15 juvenis e 13 adultos), entre os anos de 1993 e 2008. Para a contagem
diferencial de leucécitos foram utilizadas as amostras de sangue colhidas nos meses de
janeiro, abril e maio de 2008, totalizando 59 amostras, sendo 32 de fémeas (7 filhotes,
15 juvenis e 10 adultos) e 27 de machos (9 filhotes, 9 juvenis e 9 adultos).

Foram feitas amostras de sangue de 3 fémeas lactantes e comparadas com
amostras de 10 fémeas nao-lactantes.

Utilizaram-se amostras de sangue de 3 filhotes machos amamentados com leite
materno que foram comparadas com amostras de 15 filhotes amamentados com
formula lactea artificial. As diferentes formulas lacteas artificiais desenvolvidas no
LMA/INPA (Rodriguez-Chacon, 2001; Rodriguez-Chacon et al., 1999) utilizadas na

alimentacéo de filhotes lactentes foram:

Formula 1:

Leite de vaca em p0 integral, de diversas marcas, 120 g; manteiga de leite de vaca sem
sal, 20 g; melédo, 40 g; gema de ovo de galinha cozido, proveniente de granja comercial;
agua, 1000 ml e 15 ml de suplemento vitaminico Poliplex® (Vitamina A, 2500 Ul;
vitamina D, 200 Ul; B1 (tiamina), 0,75g; B2 (riboflavina), 0,85 mg; B6 (piridoxina), 1,00
mg; vitamina C, 32,50 mg; nicotinamida, 10,00mg; glicerofosfato de célcio, 150,00 mg;
sulfato ferroso, 20,00 mg; sulfato de cobre, 1,50 mg; sulfato de manganés, 1,25 mg;

sulfato de magnésio, 1,25 mg e sulfato de zinco, 1,25 mg).



Foérmula 2:
Leite de vaca em po integral, de diversas marcas, 120 g; 6leo de canola, 20 ml; agua,
1000 ml e 15 gramas de suplemento vitaminico Aminomix® (Proteina Bruta (min) -
6,23%; Extrato Etéreo (min) - 0,70%; Matéria Fibrosa (max) - 8,56%; Matéria Mineral
(max) - 81,65%; Umidade (méax) - 3,54%; Vitamina A - 500.000 U.l.; Vitamina B1 - 180
mg; Vitamina B2 - 150 mg; Vitamina B6 - 70 mg; Vitamina B12 - 800 mcg; Vitamina C -
150 mg; Vitamina D3 - 100.000 U.l.; Vitamina E - 600 U.l. Biotina - 12 mg; Pantotenato
de Calcio - 400 mg; Acido Félico - 60 mg; Acido Aspartico - 2.120 mg; Acido Glutamico -
3.512 mg; Nicotinamida - 600 mg; L-Lisina - 20 g; Lisina - 1.880 mg; DL-Metionina - 10
g; Metionina - 284 mg; Colina - 5.000 mg; Arginina - 1.576 mg; Glicina - 8.840 mg;
Triptofano - 182 mg; Histidina - 280 mg; Treonina - 280 mg; Serina - 320 mg; Prolina -
5.560 mg; Hidroxiprolina - 3.304 mg; Alanina - 3.516 mg; Cisteina - 144 mg; Valina - 876
mg; Isoleucina - 380 mg; Leucina - 876 mg; Tirosina - 120 mg; Fenilalanina - 624 mg;
Ferro - 1.300 mg; Cobalto - 120 mg; Cobre - 1.750 mg; Zinco - 2.450 mg; Manganés -
500 mg; Selénio - 6 mg; Magnésio - 8 g; lodo - 30 mg; Enxofre - 8 g; Flior — 670 mg;
Célcio-267 g e Fosforo, 67 mg).

Os peixes-bois se alimentavam em geral de trés a quatro litros de leite por dia. O
primeiro litro continha todos os elementos das formulas, os outros continham apenas o

leite a agua e o derivado lipidico utilizado.
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Figura 2 — Vista parcial do Parque Aquéatico Robin C. Best no INPA (Foto: Arquivos
LMA/INPA).



2.1. Colheita de Sangue

As amostras de sangue foram colhidas no periodo da manha, utilizando scalps
19G. O sangue foi coletado do plexo venoso braquial, situado na base ventral da
nadadeira peitoral (Fig. 3), ou da veia de fluxo ventral, sendo o primeiro local o mais
indicado (Rosas et al., 1999). Em seguida, foi homogeneizado com antigoagulante.
Foram colhidos 5 ml de sangue para as andlises hematoldgicas e 5 ml para as analises
bioquimicas de cada animal. O sangue colhido para as analises hematologicas foi
acondicionado em tubos Vacutainer® de 5 ml, com o anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetracético), na concentracdo de 1,0 a 2,0 mg/ml de sangue. O EDTA
atua impedindo as propriedades de adesividade e a agregacéo das plaguetas, deixando
as células isoladas e com distribuicdo uniforme, facilitando a contagem celular (Dacie &
Lewis, 1970). Esse anticoagulante foi escolhido por ser um dos mais eficientes (Schalm
et al.,, 1975). Para as analises bioquimicas, o sangue foi acondicionado em tubos
Vacutainer® de 5 ml sem anticoagulante. As amostras foram analisadas em seguida ou
armazenadas em refrigerador, por no maximo sete horas, para a determinacdo dos
parametros hematoldgicos e bioquimicos. Para se estabelecer os valores-referéncia foi
utilizado apenas o sangue de animais saudaveis. Foram considerados saudaveis os
peixes-bois que se alimentavam normalmente, ndo apresentavam lesfes, processos

infecciosos, sinais de deficiéncia nutricional e ndo estavam recebendo medicamento.

Figura 3. Colheita de sangue do plexo venoso braquial de T. inunguis (LMA/INPA).



2.2. Andlise de Dados

Para estabelecer a faixa de normalidade dos parametros hematologicos de
filhotes, juvenis e adultos de ambos os sexos foi utilizada estatistica descritiva (média e

desvio padr&o).

v' Comparacdo entre machos e fémeas e entre as faixas etarias: Utilizou-se a
analise de variancia de duas vias, sendo realizado o teste a posteriori de Tukey para os

parametros que sofreram variacdes significativas entre as faixas etarias.

Hematologia
Andlise de variancia de duas vias e teste de tukey: Hematdcrito, volume celular médio,

concentragdo de hemoglobina, hemoglobina celular média, concentragdo de
hemoglobina celular média, plaquetas, volume de plaguetas médio, heterofilos,
linfocitos, eosindfilos e mondcitos.

Bioquimica

Andlise de variancia de duas vias: Glicose, triglicerideos, lactato desidrogenase, gama-
glutamil transferase, calcio, fésforo, creatinina, colesterol, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina, amilase, sédio, potassio, bilirrubina total,
bilirrubina direta e bilirrubina indireta.

Teste de tukey: creatinina, colesterol, alanina aminotransferase, bilirrubina total,

bilirrubina direta, fosfatase alcalina, fésforo, sodio e potassio.

v' Parametros que nao apresentaram normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov),
homogeneidade (teste de Levene), homocedasticidade de variancia e linearidade nos
dados: Foram utilizados os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney para verificar a
diferenca entre os sexos e o teste de Kruskall-Wallis para a diferenca entre faixas

etarias.

Hematologia: Leucdcitos totais, hemacias totais e basofilos.



Bioquimica: Acido drico, uréia, lipideos totais, proteinas totais, albumina, globulina, ferro
e magnésio.

v Comparacdo entre filhotes amamentados com leite materno e filhotes
amamentados com férmula lactea artificial e entre fémeas lactantes e fémeas néo
lactantes: Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para todos os testes estatisticos empregados adotou-se o nivel de significancia
de 95% (p <0,05) (Zar, 1999).
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Capi‘cuLo l

Parametros Hematoldgicos do Peixe-Boi da Amazbnia (Trichechus

Inunguis)
Resumo

Os parametros hematoldgicos séo caracteristicos de cada espécie e nos fornecem
informacdes essenciais sobre o estado de salde dos individuos. Esses parametros sao
influenciados pelas condicfes fisiologicas e variacbes ambientais a que o animal &
submetido. O volume corpuscular médio das hemacias e a concentracdo da
hemoglobina, por exemplo, variam de acordo com a necessidade de oxigénio exigida
por cada animal. Este estudo objetivou determinar os valores normais do hemograma
do peixe-boi da Amazobnia (Trichechus inunguis) em cativeiro e caracterizar eventuais
diferencas nestes parametros hematoldgicos de acordo com a faixa etéria, o sexo, a
ocorréncia ou nao de lactacdo em fémeas adultas e a dieta lactea no caso de filhotes
lactentes. Foram realizadas analises hematoldgicas de 84 individuos de T. inunguis,
sendo 43 fémeas (16 filhotes, 18 juvenis e 9 adultos) e 41 machos (13 filhotes, 15
juvenis e 13 adultos), entre os anos de 1993 e 2008. Foram encontradas variacdes
entre as classes etarias para o total de hemacias, concentracdo de hemoglobina,
hematdcrito, total de leucaocitos, heterdfilos, eosindfilos, mondcitos, volume corpuscular
médio e hemoglobina corpuscular média. Entre os sexos, foram observadas diferencas
na concentracdo de hemoglobina, concentracdo de hemoglobina corpuscular média,
numero total de eosindfilos de machos juvenis e no total de hemacias. As variacbes
observadas entre as classes etarias sdo provavelmente resultantes das modificacdes
gue os animais sofrem durante o seu processo de crescimento e desenvolvimento,
como a formacéo dos ossos e do sistema imunolégico. As variages relacionadas ao
sexo foram observadas em animais jovens provavelmente decorrentes da producdo de
hormbnios sexuais durante o desenvolvimento reprodutivo. Este fato levou a uma
diminuicdo no total de hemacias e, consequentemente, nos niveis de hemoglobina e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, como observado nas fémeas. As
diferentes dietas lacteas oferecidas aos filhotes também afetaram o volume corpuscular
médio, a concentracdo de hemoglobina corpuscular média e as plaquetas. Estes
parametros provavelmente variaram em funcdo da diminuicdo no tamanho das
heméacias devido a uma caréncia de ferro em algumas formulas lacteas.
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Abstract

The hematological parameters are typical of each species and furnish essential
information about the health status of individual. These parameters are influenced by
physiological and environmental variations that the animal is submitted to. The mean
corpuscular volume of erythrocytes and the concentration of hemoglobin, for example,
vary according to the need of oxygen required for every animal. This study objectified to
determine the normal values of blood count of the Amazonian Manatee (Trichechus
inunguis) in captivity and characterize eventual differences in hematological blood
parameters according to age, sex, adult females in lactation and milk diet for calves.
Hematological analysis were performed for 84 individuals of T. inunguis, 43 females (16
calves, 18 juveniles and 9 adults) and 41 males (13 calves, 15 juveniles and 13 adults)
between 1993 and 2008. Variations were found among age groups for red blood cells,
hemoglobin concentration, hematocrit, white blood cells, neutrophils, eosinophils,
monocytes, mean corpuscular volume and mean corpuscular hemoglobin. Between
sexes, differences were observed in hemoglobin concentration, mean corpuscular
hemoglobin concentration, total eosinophils of juveniles male and red blood cells. The
variations observed between age groups are probably due to changes that the organism
of the animals undergo during the process of growth and development, such as the
formation of bones and the immune system. The variations between sexes observed in
young animals were due to the production of sex hormones during reproductive
development. This fact caused a decrease in red blood cells and consequently in the
levels of hemoglobin and mean corpuscular hemoglobin concentration, as observed in
females. The type of nourishment also affects the concentration of mean corpuscular
volume, mean corpuscular hemoglobin and platelets. These parameters are probably
affected by the reduction in size of red blood cells due to the lack of iron in the diet.
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1. Introducéo

A anadlise dos parametros hematoldgicos fornece informag¢des importantes sobre
o estado de saude dos animais. O conjunto desses parametros sanguineos constitui o
hemograma, cujos valores seguem um padrdo comum para os individuos de uma
mesma espécie, quando consideradas as mesmas condi¢des fisioldégicas e ambientais
(Bossart & Dierauf, 2001). Koopman et al. (1999) mencionam que 0s parametros
hematolégicos de mamiferos marinhos sdo altamente espécie-especificos. Quando o
hemograma de um individuo difere do padrdo apresentado por sua espécie,
provavelmente, este animal possui alguma patologia ou outra anormalidade. No
entanto, os valores desses parametros sofrem diversas influéncias, devendo ser
consideradas as condicOes fisiolégicas em que o animal se encontra, sendo também
necessario o conhecimento da dieta a que os animais estdo submetidos. As variacdes
decorrentes do estresse causado pelo manejo e variagcdo ambiental, também devem ser
considerados.

O sangue é um tecido composto de um meio intercelular, denominado plasma, e
por um meio celular. Faz parte deste ultimo, os globulos vermelhos, também chamados
hemacias ou eritrocitos, os globulos brancos ou leucdcitos, e as plaguetas, que séo
fragmentos citoplasmaticos de células. O plasma € composto por 92% de agua, 7% de
sélidos organicos dissolvidos (proteinas como albumina, globulinas, fibrinogénio e os
demais fatores de coagulacdo e, uma pequena quantidade de substancias
nitrogenadas, gorduras neutras, colesterol, fosfolipideos, glicose, enzimas e hormoénios)
e 1% de solidos inorganicos (Na*, Ca™, K*, Mg™*, P, Cu'™", e HCO;) (Garcia-Navarro &
Pachaly, 1994) As células sanguineas dos vertebrados sédo produzidas na medula
0ssea, que se encontra no interior dos ossos (Keer, 2003). Todavia, 0s 0ssos dos
peixes-bois sdo0 densos e a maioria ndo possui medula dssea. Esses 0Ss0s
excessivamente compactos sdo denominados paquiostéticos e possuem importante
funcdo na estabilidade do corpo para compensar a flutuabilidade positiva devido a
grande extensdo dos pulmdes, aos gases intestinais gerados por microorganismos no
processo de digestdo da celulose das plantas ingeridas (Reynold & Odell, 1991) e a

espessa camada de gordura que podem acumular no periodo de alimentacdo farta.

16



Apenas 0s 0ssos vertebrais e o esterno do peixe-boi possuem medula éssea em seu
interior, e sdo os responsaveis pela producdo da maior parte da producdo de células
sanguineas (Bazzini, et al., 1986; Fawcett, 1942). O figado, o baco e os ndédulos
linfaticos também séo locais de hematopoiese durante o desenvolvimento fetal, mas, a
partir do sétimo més de vida intra-uterina, a medula 6ssea se torna o local principal de
hematopoiese e permanece durante a vida adulta (Kierszenbaum, 2004).

As hemécias sdo as células sanguineas mais numerosas no sangue dos
mamiferos, possuindo vida média de sessenta a cento e vinte dias. Sua fungéo consiste
no transporte do oxigénio dos pulmdes para os tecidos e de parte do gas carbdnico no
sentido inverso. Este processo é desempenhado pela molécula de hemoglobina,
contida nas hemacias (Farmer et al., 1979; Keer, 2003).

Em condicbes normais o hematodcrito, que consiste na porcentagem total de
eritrocitos do sangue, apresenta um valor constante para a maioria das espécies, sendo
este de aproximadamente 40% de todo volume sanguineo (Bossart & Dierauf, 2001).
Contudo, para mamiferos aquaticos, o valor do hematdcrito é mais elevado (Reidarson
et al., 2000). Isso ocorre porque os eritrocitos desses animais sdo maiores e menos
numerosos do que os dos mamiferos terrestres. Desta forma, sdo Uteis no aumento da
capacidade de armazenamento de oxigénio em uma menor area de superficie para
difusdo, tornando sua liberacdo mais lenta (Bossart & Dierauf, op. cit.). Os valores do
volume corpuscular médio das hemacias e da concentracdo da hemoglobina no sangue
também sdo maiores. Estas caracteristicas sdo explicadas pela necessidade de uma
maior taxa de oxigénio pelos mamiferos aquaticos devido ao seu metabolismo alto e
elevado gasto de energia, principalmente durante o mergulho (Bossart & Dierauf, op.
cit.). Entretanto, diferente dos demais mamiferos aquaticos, os peixes-bois apresentam
um valor de hematocrito semelhante ao dos mamiferos terrestres, uma baixa
capacidade de ligacdo de O, e menor necessidade do mesmo (Farmer et al., op. cit.).
Estes fatores estdo presumivelmente relacionados ao seu metabolismo baixo (Gallivan
& Best, 1980; Gallivan et al., 1986; Irvine, 1983).

Além das hemacias, 0 animal também possui células responsaveis por sua
defesa, os leucdcitos, que se dividem em dois grupos: o0s granulécitos e o0s

agranulécitos (Keer, op. cit.). Os granuldcitos sédo divididos em heterdfilos, eosinéfilos e
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basofilos, e desempenham atividades importantes nos processos inflamatorios,
infecciosos, imunolégicos e de desintoxicacdo. Os agranuldcitos consistem nos
mondcitos e nos linfdcitos. Os linfécitos sdo produzidos nos linfonodos, bacgo e tecidos
linféides, e sdo os principais responsaveis pela imunidade celular e resposta humoral
dos animais (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Os mondcitos participam dos processos
inflamatoérios croénicos, realizando fagocitose (Keer, 2003). Os leucécitos atuam
identificando e neutralizando agentes estranhos (antigenos) ao organismo e nos
processos inflamatérios, sendo sua producdo e entrada na circulacdo sanguinea
reguladas pelas necessidades do organismo (Garcia-Navarro & Pachaly, op. cit.).

Cada tipo de leucdcito possui uma funcéo especifica, sendo que o namero total
de leucécitos e a porcentagem de cada um dos seus tipos variam de espécie para
espécie (Garcia-Navarro & Pachaly, op. cit.). Assim, a contagem diferencial dos
leucocitos permite determinar o estado de saude do animal. Por exemplo, 0 aumento do
numero de heterofilos (neutrofilia) é observado no sangue de individuos que
apresentam processo inflamatorio. Por outro lado, a diminuicAo do numero de
heterdfilos (neutropenia) pode indicar infeccdo bacteriana ou viral em estado agudo. O
aumento do numero de mondcitos geralmente esta associado a doencas inflamatorias
crbnicas e o aumento do numero de eosindfilos (eosinofilia) indica resposta do
organismo a processos alérgicos, ocorréncia de parasitismo ou presenca de lesfes
teciduais (Keer, op. cit.). Os sirenios, no entanto, apresentam uma porcentagem alta de
linfocitos e uma porcentagem baixa de heteréfilos quando comparado a outros
mamiferos (Converse et al., 1994; Irvine et al., 1980, Medway et al., 1982; White et al.,
1976). Neste caso, pode estar ocorrendo a presenca de agentes patogénicos sem
indicar necessariamente alguma patologia.

Além da determinacdo da contagem das células sanguineas, o hemograma
também permite a quantificacdo das plaquetas. Estas sédo fragmentos do citoplasma de
células chamadas megacariocitos e que medem de 2 a 4 um de diametro, provenientes
da medula 6ssea e importantes no processo de coagulacdo sanguinea (Johnson, 1991).
O numero de plaquetas no sangue circulante também varia entre as espécies de

mamiferos.
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Nos mamiferos aquéticos, assim como na maioria dos mamiferos terrestres, 0s
parametros hematologicos sofrem influéncia de fatores enddégenos (sexo, idade,
maturacdo gonadal, massa corporea), e exdgenos (medo, agitacdo, estresse,
alimentacdo, temperatura, oxigénio, e etc.). St. Aubin et al. (2001) encontraram maior
namero de leucocitos em individuos jovens de baleias belugas (Delphinapterus leucas)
gquando comparado com individuos sexualmente maduros. Diferencas hematolégicas,
principalmente no numero de eritrocitos, foram observadas em golfinhos-nariz-de-
garrafa (Tursiops truncatus). Esses animais habitavam areas profundas e distantes da
costa, indicando que essas diferencas foram atribuidas a fatores ambientais e
genéticos, relacionada a demanda de oxigénio e a habilidade de mergulho da espécie
(Duffield et al., 1983). Koopman et al. (1999) observaram diferencas significativas no
numero de eritrocitos, hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular
média e no numero de mondcitos entre as classes reprodutivas de golfinhos do porto
(Phocoena phocoena).

Os percentuais das principais células de defesa geralmente diferem entre
animais selvagens e cativos, como foi observado para o golfinho do porto, Phocoena
phocoena (Koopman et al., op. cit.). Os individuos selvagens apresentaram menor
numero de leucdcitos totais, baixa porcentagem de heterofilos e linfécitos e alta
porcentagem de mondcitos e eosindfilos quando comparado com animais cativos. De
acordo com Asper et al. (1990) estas diferencas podem ser causadas pelo fato de que
mamiferos aquaticos selvagens sdo mais susceptiveis a infeccfes parasitarias. Estas
infeccbes contribuem para o aumento do estimulo antigénico, 0 que ndo € observado

em animais cativos, cujos valores hematoldgicos séo inferiores.
1.1 Hematologia em Trichechus inunguis

Estudos foram realizados com o sangue do peixe-boi da Amazonia proporcionando
0 conhecimento de algumas caracteristicas dos parametros hematologicos da espécie.

No entanto, estes estudos necessitam ser complementados com uma analise mais

robusta e detalhada destes parametros.
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Farmer et al. (1979) analisaram duas fémeas de T. inunguis e encontraram um nivel
de hematdcrito (40%) e de capacidade de ligacdo de 0, pela hemoglobina (18,8 ml
0,/100 ml) semelhantes ao encontrado em mamiferos terrestres. Porém, o valor destes
parametros foi inferior ao encontrado em outros mamiferos aquéticos, provavelmente
devido ao metabolismo mais acelerado destes ultimos. A hemoglobina de T. inunguis
apresentou uma sensitividade reduzida quanto a temperatura, sendo um fator
importante para a homeostase do animal que vive em um meio aquatico e possuli
sangue quente.

Rosas et al. (1999) analisaram o hematdcrito de um grupo de nove peixes-bois
cativos e outro grupo de cinco peixes-bois selvagens. Os animais cativos apresentaram
um hematdcrito menor provavelmente porque possuiam uma vida mais sedentaria do
gue os animais da natureza. Contudo, conforme observado pelos autores, 0s animais
do cativeiro na ocasido do estudo estavam submetidos a monotonia alimentar e os
parametros sanguineos encontrados para aqueles individuos ndo podem ser
considerados normais para a espécie. Neste trabalho também foi verificado se existe
influéncia do sexo no hematdécrito e na concentracdo de hemoglobina destes animais e

nenhum diferenca foi detectada.

Além do hemograma, a analise dos constituintes do plasma sanguineo também
nos oferece importantes informacdes sobre o estado de saude dos animais, deficiéncias
nutricionais e a regulacéo das funcoes fisiologicas (Colares et al., 1992; Koopman et al.,
1995). Este estudo teve como objetivo caracterizar os parametros hematologicos do
peixe-boi da Amazénia (Trichechus inunguis) em cativeiro com o intuito de estabelecer
valores-referéncia para a espécie. Os objetivos especificos foram: verificar a ocorréncia
de variacOes significativas no hemograma entre 0os sexos e as diferentes classes etarias
(filhotes, juvenis e adultos); comparar 0os parametros sanguineos entre filhotes machos
amamentados com leite materno e filhotes machos amamentados com formula lactea
artificial; comparar os parametros sanguineos entre fémeas lactantes e fémeas nao-
lactantes e fornecer subsidios para diagnosticar eventuais patologias ou caréncias

nutricionais nesta espécie.
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2. Material e Métodos

As andlises sanguineas foram realizadas de forma automatizada na Fundacéo de
Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas (HEMOAM) com o aparelho
Pentra 120® patenteado pelo laboratério ABX Diagnostics - France. As andlises
seguiram o protocolo oferecido pelo laboratério, somente a contagem diferencial de
leucécitos foi feita manualmente. Foram realizadas analises hematolégicas de 84
individuos de T. inunguis, sendo 43 fémeas (16 filhotes, 18 juvenis e 9 adultos) e 41
machos (13 filhotes, 15 juvenis e 13 adultos), entre os anos de 1993 e 2008.

2.1 Hemacias

e Contagem de Hemacias ou “Red blood cells” (RBC)

A contagem das hemacias foi feita utilizando 0,5 pL de sangue para 5 ml do
diluente ABX Diluent®. O diluente é uma solucdo tamp&o isoténica com propriedade
eletrolitica composta por cloreto de sédio (< 1%), natriumazideo (< 1%) e surfactante (<
1%). As hemacias foram contadas na camara de contagem do Pentral20® pelo método
de impedancia ou resisténcia elétrica. Este método mede a variagcdo da impedancia
gerada pela passagem de células através de uma micro-abertura calibrada em 50 um,
gue € proporcional ao tamanho da célula. Foi determinado o nimero de hemacias por

microlitro de sangue.

e Hematocrito (Ht)
A determinacdo do hematdcrito foi feita utilizando-se o sangue diluido para a
contagem de hemacias. Foi calculada a porcentagem de células vermelhas em relacao

ao total do sangue amostrado.

e Concentracdo de Hemoglobina (Hb)
A concentracdo de hemoglobina circulante foi determinada utilizando-se o
método da cianometemoglobina (Collier, 1944). Foi diluido 10,7 uL de sangue para 2 ml
do diluente ABX Diluent® e 0,5 ml do diluente ABX Alphalyse® (Cianeto de potéassio,
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0,03% e sal de aménio quaternario, < 3%). A hemoglobina € liberada pela lise das
células da série vermelha, realizada pelo diluente Alphalyse e combina-se com o
cianeto de potassio para formar o composto de cianometemoglobina. O sangue com
diluente foi contado na camara de contagem do Pentral20® pelo método de Fotometria,
sendo que a absorbancia (ABS) da amostra foi determinada utilizando-se comprimento
de onda de 540 nm.

Determinou-se a densidade Optica do padrdo, colocando-se 5 ml da solugéo
padrdo estoque de cianometemoglobina, equivalente a 15,06 g/dL de hemoglobina na
cubeta do espectrofotometro.

A concentragdo de hemoglobina foi expressa em g/dL, utilizando a formula

abaixo:

[Hb] (g/dL) = ABS do sangue x 15,06
ABS do padréo

e Iindices Hematimétricos de Wintrobe
Apoés obtencéo dos resultados de RBC, Ht e Hb, para cada individuo, os valores
do volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados

seguindo as recomendacdes de Wintrobe (1934), como descrito a seguir:

VCM (fL) = Ht*10/RBC
HCM (pg) = [Hb] (g/dL) *10/RBC
CHCM (g/dL) = [Hb]*100/Ht

* = multiplicacdo
2.2 Leucocitos

e Contagem Total de Leucocitos ou “White blood cells” (WBC)

A contagem total de leucadcitos foi feita utilizando-se 10,7 uL de sangue para 2 ml
do mesmo diluente eletrolitico utilizado para a contagem de hemacias e 0,5 ml do
diluente ABX Alphalyse®. O sangue com diluente foi contado na camara de contagem
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do Pentral20®, da mesma forma que a contagem da Hb, pelo método de impedancia ou
resisténcia elétrica (variagdo da impedancia gerada pela passagem de células através
de uma micro-abertura calibrada em 100 um), que é proporcional ao tamanho da célula.
O numero de leucdcitos foi expresso para cada microlitro de sangue.

e Contagem Diferencial dos Leucodcitos

Para realizar a contagem diferencial de leucécitos foram confeccionadas extensdes
sanguineas, ou esfregacos, que consistem na extensdo de uma pequena gota de
sangue total em uma lamina. O sangue forma uma fina pelicula que € corada,
pancromicamente, com o corante de May-Grunwald e o corante de Giemsa (Fig. 1). A
lamina foi examinada ao microscépio Gptico com uma objetiva (100x) utilizando 6leo de
imersdao. A coloracdo da extensdao sanguinea foi feita cobrindo-se a lamina com o
corante de May-Grunwald durante 1 minuto. Em seguida, a lamina foi lavada e coberta
com agua destilada por 3 minutos, e na sequéncia, foi coberta por uma solucdo do
corante de Giemsa diluido (2 gotas do corante para cada ml de agua destilada) por 15
minutos. Foram contadas 100 células para se estabelecer a formula leucocitéria,

anotando o tipo de cada célula (Delaney & Garratty, 1969). O resultado foi expresso em

ML.

Figura 1. Preparacdo de extensdo sanguinea e lamina corada.
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2.3 Plaquetas

e Contagem de Plaguetas (PIt)

Foi feita utilizando-se 0,5 pL de sangue para 5 ml do diluente utilizado para
contagem de hemacias. As plaquetas foram contadas utilizando o mesmo método da
contagem de heméacias. O numero de plaquetas foi expresso por pL.

Também foi calculado o volume médio de plaquetas (VPM), utilizando-se a curva

de distribuicdo de plaquetas gerada pelo aparelho Pentra 120® (Fig.2).

Cassete de suporte para os tubos
(ABX Horiba Diagnostics).

Pentra120 (ABX Horiba Diagnostics).

Figura 2. Leitura de amostras hematolégicas no aparelho Pentra 120°
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3. Resultados

3.1 Classe etaria em machos

Machos adultos apresentaram valores inferiores (7,2 + 0,9; p<0,05) de WBC
guando comparados com filhotes (10,1 + 3,1; p<0,05) e juvenis (10,4 + 1,8; p<0,05) do
mesmo sexo. O numero total de linfocitos circulantes também foi menor em machos
adultos (2,5 + 0,7; p<0,05) do que em machos juvenis (5,3 + 1,1; p<0,05) (Tabela 1, Fig.
4).

O valor total de heterdfilos (4,8 + 1,3; p<0,05), eosindfilos (0,9 + 0,3; p<0,05) e
monacitos (0,7 + 0,2; p<0,05) foram mais elevados em machos juvenis do que o valor
total de heterdfilos (3,9 + 0,5; p<0,05), eosindfilos (0,5 + 0,2; p<0,05) e mondcitos (0,4 +
0,1; p<0,05) em machos adultos (Tabela 1, Fig. 4).

3.2 Classe etaria em fémeas

Em fémeas, observaram-se valores significativamente maiores na contagem de
RBC (2,7 + 0,3; p<0,05) e Hb (11,0 + 1,1; p<0,05) do sangue de filhotes quando
comparado com fémeas juvenis (RBC= 2,3 + 0,2; p<0,05 / HB= 9,8 + 0,8; p<0,05) e
adultas (RBC= 2,2 + 0,1; p<0,05 / HB= 9,9 + 0,5; p<0,05) da espécie. Os filhotes deste
sexo também apresentaram valores de hematocrito (34,5 + 4,1; p<0,05) mais altos do
gue os juvenis (30,5 + 2,8; p<0,05), total de linfécitos (3,8 + 2,5; p<0,05) e plaquetas
(362,0 + 119,5; p<0,05) superior ao de adultos (LI= 4,0 + 1,5; p<0,05 / Plt= 194,2 +
34,4; p<0,05) (Tabela 2, Figs. 3 e 4).

Os valores de VCM (129,8 + 8,3; p<0,05) e HCM (40,8 + 3,3; p<0,05) foram
menores em filhotes do que em fémeas adultas (VCM= 141,2 + 2,5; p<0,05 / HCM=
45,6 + 1,5; p<0,05). Por outro lado, as fémeas adultas apresentaram menor nimero de
leucdcitos totais (7,4 + 2,4; p<0,05) no sangue (p<0,05) do que em filhotes (9,9 + 2,5;
p<0,05) e juvenis (9,9 + 2,5; p<0,05) e menores quantidades de heterofilos (3,2 + 1,0;
p<0,05) e mondcitos (0,3 + 0,2; p<0,05) que juvenis (NE= 4,2 + 1,4; p<0,05/ MO= 0,6 +
0,3; p<0,05) (Tabela 2, Figs. 3 e 4).

25



Tabela 1. Valores hematol6gicos normais de machos de T. inunguis em cativeiro

Classe Etaria

Parametros Filhote Juvenil Adulto
Média + DP n Média + DP n Média + DP n
(min-max) (min-max) (min-méax)

RBC
(10%/uL) 2,7+0,4(2,2-3,7) 15 2,4+0,2(1,9-2,8) 16 2,4+0,1(2,1-2,5) 12
Hb
(g/dL) 11,8 + 2,3 (9,5-18,0) 14 10,7 + 0,7 (9,4-12,0) 16 10,6 +0,2(10,2-11,1) 12
Ht (%)

35,6 + 4,9 (29,0-45,3) 14  323+25(28,8-38,0) 17  32,6+1,1(30,7-34,4) 13
VCM
(L) 133,0 + 5,3 (121,0-142,0) 14 137,0+6,3 (125,0-151,0) 17 138,6 + 5,6 (130,0-146,0) 13
HCM
(pg) 44,0 + 3,0 (40,6-52,1) 14  454+27(42,2-516) 16 450+ 2,6 (42,5-51,5) 12
CHCM
(g/dL) 33,1 + 2,0 (30,7-39,6) 14  333+11(32,0-362) 16 327+10(31,2-350) 12
Plt
(10%uL)  321,0 + 106,0 (189,0-580,0) 14 2846 + 1120 (137,0-497,0) 16 232,4 + 53,0 (128,0-287,0) 12
VPM
(L) 5,8 + 0,4 (5,2-6,6) 14 5,9+0,5 (5,1-6,7) 16 6,0 + 0,3 (5,4-6,5) 12
WBC
(10%/uL) 10,1 + 3,1 (5,7-18,5) 14 10,4 + 1,8 (7,0-13,5) 16 7,2+0,9 (5,9-9,0)" 12
NE
(10%/uL) 41+0,8(32-52) 9 4,8+1,3(3,4-6,9) 9 39+05(3,0-48)" 9
LI
(10%/uL) 3,9 +3,1(2,1-12,6) 9 53+ 1,1(2,4-6,1) 9 2,5+0,7 (1,6-3,5)" 9
EO
(10%/uL) 0,7 + 0,2 (0,4-1,1) 9 0,9 + 0,3 (0,6-1,7)' 9 0,5 +0,2 (0,4-1,0)" 9
MO
(10%/uL) 0,7 + 0,4 (0,4-1,5) 9 0,7 + 0,2 (0,3-1,2)' 9 0,4 +0,1 (0,3-0,6)" 9
BA
(10%/uL) 0,0 + 0,0 (0,0-0,0) 9 0,03 + 0,1 (0,0-0,1) 9 0,03 + 0,1 (0,0-0,1) 9

Hemaéacias totais: Red blood cells (RBC), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), plaquetas (PIt), volume de plaquetas médio (VPM), leucécitos totais: White blood
cells (WBC), heterofilos (NE), linfécitos (LI), eosindfilos (EO), mondcitos (MO) e basofilos (BA). n=
n° de animais analisados; DP= desvio-padrdo da média; min-max= valor minimo e valor maximo.
I; Il = Nimeros romanos diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Tabela 2. Valores hematol6gicos normais de fémeas de T. inunguis em cativeiro.

Classe Etaria

Parametros Filhote Juvenil Adulto

Média + DP n Média + DP n Média + DP n

(min-max) (min-max) (min-max)
RBC 2,7+0,3 (2,0-3,2)' 17 2,3+0,2 (2,0-2,6)" 18 2,2+0,1(1,9-2,3)" 10
(10%/uL)
Hb 11,0 + 1,1 (9,2-13,3) 17 9,8 + 0,8 (8,6-11,8)" 18 9,9 + 0,5 (9,2-10,6)" 10
(g/dL)
Ht (%) 34,5+4,1(282-424) 17 305+28(265-37,0)' 18  307+16(27.7-331) 10
VCM 129,8 + 8,3 (118,0-144,0) 17 136,04+ 6,2 (123,0-146,0) 18 141,2+2,5(138,6-145,0)" 10
(fL)
HCM 40,8 + 3,3 (35,2-46,2)’ 17  43,6+22(36,8-46,4) 18 456+ 15 (43,8-48,3)" 10
(P9)
CHCM 32,0 + 1,2 (30,2-35,2) 17 32,3+11(30,0-34,0) 18 322+06(31,2-334) 10
(g/dL)
PIt 362,0 + 119,5 (182,0-548,0)) 17 260,0 + 96,5 (116,0-451,0) 18 1942 + 34,4 (117,0-249,0)" 10
(10%/L)
VPM 6,5+ 1,2 (5,2-9,3) 17 6,3+ 1,4 (51-9,7) 18 6,5+ 1,2 (52-9,1) 10
(fL)
WBC 9,9 + 2,5 (6,2-15,4)’ 17 9,9 +2,5 (4,8-13,4) 18 7,4 +2,4(51-13,3)" 10
(10%/uL)
NE 3,5+ 0,7 (2,9-4,5) 7 42 +1,4(2,3-7,6) 15 3,2 +1,0 (2,3-5,5)" 10
(10%/uL)
LI 3,8 +2,5(2,5-9,7) 7 5,0+ 1,6 (1,4-6,7) 15 4,0 +1,5(1,1-6,0)" 10
(10%/uL)
EO 0,6 + 0,2 (0,4-0,8) 7 0,6 +0,2 (0,3-1,1) 15 0,5+ 0,3 (0,2-1,2) 10
(10%/uL)
MO 0,5+ 0,2 (0,3-0,8) 7 0,6 +0,3 (0,2-1,2)' 15 0,3+0,2(0,2-0,7)" 10
(10%/uL)
BA 0,0 + 0,0 (0,0-0,0) 7 0,02 + 0,0 (0,0-0,1) 15 0,1+ 0,0 (0,0-0,1) 10
(10%/uL)

Hemaéacias totais: Red blood cells (RBC), hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), plaquetas (PIt), volume de plaguetas médio (VPM), leucécitos totais: White blood
cells (WBC), heterdfilos (NE), linfécitos (LI), eosindfilos (EO), mondcitos (MO) e basofilos (BA). n=
n° de animais analisados; DP= desvio-padrdo da média; min-max= valor minimo e valor maximo.
I; Il = Nimeros romanos diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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3.3 Machos x Fémeas

Os valores de CHCM foram mais elevados em filhotes (33,1 + 2,0; p<0,05) e
juvenis (33,3 + 1,1; p<0,05) machos quando comparados com filhotes (32,0 + 1,2;
p<0,05) e juvenis (32,3 + 1,1; p<0,05) fémeas. De maneira analoga, machos juvenis
também apresentaram maiores concentracées de hemoglobina (10,7 + 0,7; p<0,05) e
eosindfilos (0,9 + 0,3; p<0,05) do que as concentracbes de hemoglobina (9,8 + 0,8;
p<0,05) e eosindfilos (0,6 + 0,2; p<0,05) em fémeas da mesma classe etaria (Figs. 3 e
4).

Os demais parametros nado citados ndo apresentaram diferenca significativa

entre as classes etarias e 0S sexos.
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Figura 3. Hematdcrito (Ht), hemacias totais (RBC), concentracdo de hemoglobina (HB),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e volume corpuscular médio (VCM) no sangue de T. inunguis por sexo nas diferentes
classes etérias. Os valores plotados representam a média + o desvio-padréo. A, b, ¢ (cor azul):
letras diferentes estdo indicando diferencas significativas (p<0,05) entre as classes etarias
considerando apenas fémeas. Ab: classe etaria que ndo se diferiu estatisticamente (p<0,05)

das demais. *: Parametros que apresentaram diferencas estatisticas entre os sexos (p<0,05).
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Figura 4. Leucoticos totais (WBC), heterofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e plaquetas
(PIt) no sangue de T. inunguis por sexo nas diferentes classes etarias. Os valores plotados
representam a meédia £ o desvio-padréo. A, b, c: letras diferentes estéo indicando diferencas
significativas (p<0,05) entre as classes etarias apenas em fémeas (cor azul), apenas em
machos (cor vermelha) ou em machos e em fémeas (cor cinza). Ab: classe etaria que nao
se diferiu estatisticamente (p<0,05) das demais. *: Parametros que apresentaram
diferencas estatisticas entre os sexos (p<0,05).
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3.4 Filhotes machos amamentados com leite materno e férmula lactea artificial

Filhotes amamentados com férmula lactea artificial apresentaram niveis mais
elevados de VCM (132,9 + 5,4; p<0,05) e HCM (44,0 + 3,0; p<0,05) e menor nimero de
plaguetas (320,6 + 106,5; p<0,05) do que filhotes amamentados com leite materno
(VCM= 123,0 + 2,4; p<0,05 / HCM= 40,8 + 0,0; p<0,05 / Plt= 424,2 + 35,0; p<0,05) (Tabela
3, Fig. 5).

Tabela 3. Hematologia de machos lactentes de T. inunguis alimentados com leite
materno e com férmula lactea artificial

Tipo de Leite Consumido

Parametros

Leite Materno (n=3) Formula Lactea Artificial (n=14)

Média + DP (min-max) Média + DP (min-méx)
RBC (10%pL) 3,0+0,2(2,8-3,1) 2,7+0,4(2,2-3,7)
Hb (g/dL) 12,3 +0,6 (11,6-12,8) 11,8 +2,3 (9,5-18,0)
Ht (%) 37,0 + 1,7 (35,6-38,9) 35,6 +4,9 (29,0-45,3)
VCM (fL)* 123,0 + 2,4 (120,0-125,0) 132,9 +5,4 (121,0-142,0)
HCM (pg)* 40,8 + 0,0 (40,8-40,9) 44,0 + 3,0 (40,6-52,0)
CHCM (g/dL) 33,2 +0,6 (32,7-33,9) 33,1 +2,0(30,7-39,6)
Plt (10%/pL)* 424,2 + 35,0 (396,0-463,5) 320,6 + 106,5 (189,0-580,0)
VPM (fL) 6,4 +0,4 (5,9-6,7) 5,8+0,4(52-6,6)
WBC (10°/uL) 10,9 + 1,5 (9,1-11,9) 10,1 + 3,1 (5,7-18,5)

Hemacias totais: Red blood cells (RBC), hemoglobina (Hb), hematoécrito (Ht), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaguetas (PIt), volume de plaquetas médio
(VPM) e leucécitos totais: White blood cells (WBC). n= n° de animais analisados; DP=
desvio-padrdo da média; min-max= valor minimo e valor maximo. *= Parametros que
variaram estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 5. Volume corpuscular médio (VCM), hemoglogina corpuscular média (HCM) e
plaquetas (PIt) no sangue de filhotes amamentados com leite materno e com formula

lactea artificial. Os valores plotados representam a média + o desvio-padrao.

3.5 Infuéncia da lactacdo em fémeas adultas
Quando comparados os valores hematoldgicos de fémeas adultas lactantes e

nao-lactantes, observou-se que as fémeas em fase de lactacdo apresentaram um

namero maior de plaquetas (267,0 + 61,0; p<0,05) (Tabela 4, Fig. 6).
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Tabela 4. Valores hematoldgicos de fémeas adultas lactantes e néo-lactantes em
cativeiro.

Estado Fisiologico

Parametros Lactantes (n =3) N&o-Lactantes (n = 10)
Média + DP (min-max) Média + DP (min-méx)
RBC (10%pL) 2,2+0,3(1,9-2,5) 2,2+0,1(1,9-2,3)
Hb (g/dL) 9,8 + 1,0 (8,7-10,7) 9,9 + 0,5 (9,2-10,6)
Ht (%) 30,2 + 3,4 (26,3-32,7) 30,7 +1,6 (27,7-33,1)
VCM (fL) 137,8 + 4,4 (133,0-141,5) 142,0 + 2,5 (138,6-145,0)
HCM (pg) 31,0+ 1,2 (43,5-45,9) 45,6 + 1,5 (43,8-48,3)
CHCM (g/dL) 32,6 +0,5(32,0-33,0) 32,2 +0,6 (31,2-33,4)
PIt (10%/pL)* 267,0 + 61,0 (231,0-337,0) 194,2 + 34,4 (117,0-249,0)
VPM (fL) 6,3 + 0,6 (5,7-6,9) 6,5+ 1,2 (5,2-9,1)
WBC (10%/uL) 5,9 + 0,8 (5,2-6,7) 7.4 + 2,4 (5,1-13,3)

Hemacias totais: Red blood cells (RBC), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht), volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), plaquetas (PIt), volume de plaquetas médio
(VPM) e leucécitos totais: White blood cells (WBC). n= n° de animais analisados; DP=
desvio-padrdo da média; min-max= valor minimo e valor maximo. * = Parametros que
variaram estatisticamente (p < 0,05).
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Figura 6. Plaquetas (PIt) no sangue de fémeas adultas lactantes e ndo-lactantes de T.

inunguis. Os valores plotados representam a média + o desvio-padréo.
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4. Discussao

4.1 Influéncia etéaria nos parametros hematolégicos

Durante a ontogenia, ocorre um aumento da massa corpérea e
consequentemente aumento da ingestdo de alimentos devido & maior necessidade
energética. Quando o animal nasce, o sistema imunolégico ainda ndo esta
completamente formado, e com o decorrer do tempo, o ritmo de atividades do
organismo como um todo vai diminuindo. A taxa metabdlica diminui e as células
reduzem sua atividade e qualidade. Essas mudancase seréo refletidas nos parametros
do tecido sanguineo, que € o meio de transporte de todos 0os componentes necessarios
para o funcionamento do organismo (Schalm et al., 1975).

Neste trabalho, verificou-se que filhotes e juvenis de peixes-bois da Amazonia
possuem quantidades maiores de WBC no sangue quando comparados com animais
adultos. Esta variacio no WBC com a idade também foi verificada no peixe-boi
marinho, (Trichechus manatus) (Converse et al.,, 1994; Harvey et al., 2009), no boto-
vermelho (Inia geoffrensis) (Mello, 2006), na beluga (Delphinapterus leucas) (St. Aubin
et al., 2001), na foca parda (Halichoerus grypus) (Hall, 1998) e no hyrax (Procavia
capensis) (Aroch et al., 2007), sendo este ultimo um parente evolutivo proximo dos
peixes-bois. Isto ocorre porque o sistema imunoldgico dos animais mais jovens ainda
estd em formacéo (Tizard et al., 2002). Consequentemente, estes animais estdo mais
suscetiveis as infeccbes virdticas, bacterianas ou qualquer outro patégeno que
aumentara o numero de leucécitos circulantes no sangue.

Dentre os leucécitos, os que mais variaram com a idade no peixe-boi da
Amazobnia foram os heterofilos e linfécitos, semelhante ao encontrado para o peixe-boi
das Antilhas (T. manatus manatus) (Converse et al.,, 1994), peixe-boi da Flérida
(Trichechus manatus latirostris) (Manire et al., 2003; Harvey et al., op. cit.; White et al.,
1976), beluga (St. Aubin et al., op. cit.) e boto-vermelho (Mello, 2006). Esta variacao
mais acentuada nos heterofilos e linfocitos €, possivelmente, um reflexo da maior

guantidade destes leucécitos no sangue dos vertebrados (Bossart & Dierauf, 2001).
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Os peixes-bois deste estudo apresentaram um alto namero de linfocitos
circulantes, similar ao encontrado no peixe-boi da Florida (Kiehl & Schiller, 1994, Harvey
et al., 2009), no elefante marinho (Mirounga leonina) (Lewins et al., 2001; Sanvito et al.,
2005) e no hyrax (Aroch et al., 2007). Este resultado diferiu do encontrado para outros
mamiferos como o golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (Goldstein et al.,
2006), o golfinho do porto (Phocoena phocoena) (Koopman et al., 1999; Boily et al.,
2006) e a lontra européia (Lutra lutra) (Lewis et al., 1998). Bossart & Dierauf (2001)
afirmam que os peixes-bois possuem um numero elevado de linfécitos circulantes
guando comparado com cetaceos e pinipedes, sendo esta, possivelmente uma
caracteristica da Ordem Sirenia. Uma explicacao provavel para isto seria o fato de que
os linfocitos sdo os unicos leucocitos que sdo produzidos em outros locais além da
medula déssea (Keer, 2003). Deste modo, a auséncia de medula éssea nos 0Ssos
longos dos peixes-bois acarreta um menor numero de heterdfilos, eosinofilos,
monaocitos e basofilos que dependem exclusivamente da medula Ossea para sua
producéo (Britt & Howard, 1984).

O total de eosindfilos de T. inunguis deste trabalho foi semelhante ao encontrado
para outros mamiferos de cativeiro (Cornell et al., 1983; Harvey et al., op. cit.; Lewis et
al., 1998; Naves et al., 2006) e menor que o encontrado em mamiferos aquaticos de
vida livre (Harvey et al., op. cit.; Mello, 2006; Williams & Pulley, 1983; Zhimei &
Daoquan, 1989). Isto pode ser explicado pelo fato de que os mamiferos aquaticos
possuem maior propensdo a parasitas, geralmente combatidos no organismo pelos
eosindfilos, do que animais cativos, que estdo em um ambiente mais controlado.

Os basofilos, células responsaveis pelo inicio dos processos inflamatorios, sédo
as unicas células de defesa do organismo que nao sofreram grande variacdo na
guantidade encontrada no sangue circulante dos animais deste trabalho, sendo raro
encontrar basofilos em laminas com extensfes sanguineas de peixes-bois (Bossart &
Dierauf, op. cit.; Converse et al., 1994; Manire et al., 2003; Medway et al., 1982). A
baixa quantidade de basdfilos no sangue circulante é uma caracteristica natural
encontrada nos vertebrados em geral (Koopman et al., 1999, Manire et al., op. cit.;

Naves et al., op. cit.).
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O alto nimero de plaquetas observado nos peixes-bois mais jovens deste estudo
também foi relatado para outras espécies como no golfinho-nariz-de-garrafa (Hall et al.,
2007) e no hyrax (Aroch et al., 2007). Kierszenbaum (2004) relata que a reducéo
plaquetaria com a idade possivelmente ocorre devido ao acumulo de gordura na medula
0ssea, diminuindo, com isso, o local de hematopoiese.

Os valores mais elevados de hemécias e hemoglobina, também observados em
individuos mais jovens neste estudo, corroboraram os resultados observados em outros
mamiferos aquaticos (Converse et al., 1994; Lewis & Campagna, 2001; Harvey et al.,
2009; St. Aubin et al., 2001). Estes resultados provavelmente se devem ao fato de que
durante o crescimento 0 organismo necessita de uma maior taxa de oxigénio. Este fato
€ decorrente do alto consumo energético resultante da formacédo de novas células e
desenvolvimento dos 6rgdos e tecidos (Schalm et al., 1975). Essas novas hemacias
formadas apresentam um tamanho menor e isso explicaria 0os menores valores de VCM
e HCM encontrados em individuos jovens neste trabalho. Este mesmo resultado foi
também observado para lobos-marinhos jovens (Arctocephalus philippii) (Sepulveda,
1999) e para jovens de peixe-boi da Flérida (Harvey et al., op. cit.). Entretanto, devido a
maior necessidade de retencdo de oxigénio para o mergulho (Ridgway, 1972), os
mamiferos aquaticos possuem hemacias maiores e maior concentracdo de

hemoglobina do que mamiferos terrestres (Reidarson et al., 2000).

4.2 Influéncia do sexo nos parametros hematolégicos

As mudancas sofridas pelos animais durante o processo de maturacao,
causadas principalmente pela atuacdo de horménios sexuais, sao refletidas nos niveis
dos constituintes sanguineos. A maior producdo de estrégenos pelas fémeas,
resultantes do seu processo de maturacdo sexual, geralmente acarreta variacdo nos
niveis de hemacias e hemoglobina no sangue. Keer (2003) afirma que isto ocorre
porque o horménio que regula a taxa de eritropoese, a eritropoetina, diminui por
influéncia de estrégenos, acarretando uma diminuicdo no RBC e, consequentemente,
nos niveis de hemoglobina e CHCM. Isso foi também observado nas fémeas juvenis

deste trabalho, na lontra da Amazonia (Colares & Best, 1991), na foca do porto (Phoca
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vitulina) (Morgan et al., 1998), no elefante marinho (Lewis & Campagna, 2001), no boto-
vermelho (Mello, 2006) e no hyrax (Aroch et al., 2007). Similarmente, ndo foram
observadas variacdes hematoldgicas nos niveis de hemoglobina e CHCM relacionadas
ao sexo no peixe-boi da Flérida (Harvey et al., 2009) e na orca (Orcinus orca) (Cornell,
1983). No entanto, o grupo de machos e fémeas analisados para estas espécies
englobava todas as classes etérias e, em filhotes ndo ha variagdo entre 0s sexos.
Diferindo dos resultados deste trabalho, Rosas et al. (1999), ndo encontraram
diferencas entre 0s sexos para 0s parametros hematologicos entre T. inunguis
selvagens e de vida livre. No entanto, o nimero de individuos analisados era pequeno e
nao permitiu inferir conclusdes a este respeito.

N&o foi verificado nenhum trabalho apresentando alto valor de eosindfilos em
machos juvenis como o encontrado neste estudo. Além disso, ndo ha evidéncias na

influéncia dos hormonios sexuais no aumento de eosinofilos.

4.3 Fémeas lactantes e variacdes hematologicas

Segundo Schalm et al. (1975), os estrogenos influenciam na producdo de
plaquetas causando sua diminui¢do. Portanto, a hipoestrogenia ira levar a um aumento
do namero de plaquetas no sangue, como provavelmente ocorreu em fémeas lactantes
neste trabalho. Souza et al. (2002) afirmam que no periodo de lactacdo o organismo da
fémea esta voltando a estabelecer seu padrdo hematolégico normal. Isto possivelmente
explica a auséncia de variacdo significativa na maioria dos parametros hematoldgicos

de fémeas de T. inunguis.

4.4 Dieta lactea e parametros hematoldgicos

Os valores de VCM e HCM mais elevados observados nos animais submetidos a
dieta lactea artificial sugerem que estes podem apresentar caréncia de ferro. Com a
existéncia de uma menor concentracdo de ferro, as hemacias apresentam um tamanho
maior e os niveis de HCM mais baixos, ocasionando o aumento do VCM (hemacias
maiores) (Keer, 2003).
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Rodriguez-Chacon (2001) testando uma férmula lactea composta por leite, ovo
cozido, manteiga sem sal, meldo e complexo vitaminico Poliplex®, a qual foi também
administrada em parte dos animais deste estudo, comparou a digestibilidade desta
férmula com leites de outras espécies de mamiferos e formulas lacteas diferentes. Foi
observada uma alta digestibilidade dos carboidratos e uma baixa digestibilidade de
proteinas da férmula lactea oferecida aos filhotes de T. inunguis quando comparada ao
leite de T. manatus manatus. A menor absorcédo de proteinas poderia ocasionar uma
menos assimilacdo de aminoécidos formadores da proteina trombopoietina, que faz
parte da constituicdo das plaquetas. Este fato pode ser uma provavel explicacdo para o
baixo niumero de plaquetas encontrado no sangue dos filhotes alimentados com férmula
lactea artificial deste estudo.

Silva et al. (2007) forneceram foérmulas lacteas com diferentes tipos de leite de
soja para filhotes de T. manatus manatus. Foram comparados 0s parametros
hematoldgicos destes animais com o de outros filhotes que se alimentaram de leite
natural da espécie. Nao foi observada nenhuma variacdo hematoldgica, todavia, foi
utilizado somente um individuo alimentado com leite natural. Dessa forma, torna-se
necessario mais estudos sanguineos que comparem o efeito do leite natural em relacéo
a dieta artificial.

Considerando o numero de peixes-bois analisados neste estudo ao longo de um
periodo de 16 anos, e 0 acompanhamento da analise hematoldgica temporal de grande
parte destes animais, acredita-se que o0s valores hematoldgicos aqui apresentados
refletem os valores sanguineos normais do peixe-boi da Amazobnia. Estes valores
poderdo servir de base para diagnosticos de eventuais patologias e para o
monitoramento da saude de individuos desta espécie. Deve ser considerado que alguns

parametros diferem quanto ao sexo, classe etaria ou estado fisiologico.
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C/apitul,o [l

Bioquimica sanguinea do peixe-boi da Amazdénia (Trichechus inunguis)

Resumo

O estudo da bioquimica sanguinea tem o intuito de analisar os niveis séricos dos
constituintes do plasma sanguineo. Esses constituintes fornecem informacdes sobre
as condicdes fisiologicas do individuo ou de sua populacdo, importantes para o
manejo de animais em cativeiro. Assim, é imprescindivel que se conheca os valores
desses niveis séricos que correspondam ao estado saudavel dos individuos da
espécie estudada. Este estudo objetivou determinar os valores bioquimicos normais
do sangue do peixe-boi da Amazoénia (Trichechus inunguis) e caracterizar eventuais
diferencas nestes parametros de acordo com a faixa etaria, 0 sexo, a lactacdo em
fémeas adultas e a dieta lactea no caso de filhotes. Foram realizadas analises
bioquimicas de 84 individuos de T. inunguis, sendo 43 fémeas (16 filhotes, 18 juvenis
e 9 adultos) e 41 machos (13 filhotes, 15 juvenis e 13 adultos), entre os anos de 1993
e 2008. Encontrou-se variacbes entre as classes etarias para 0s niveis séricos de
fésforo, creatinina, globulina, fosfatase alcalina, lipideos totais, colesterol e bilirrubina
total. Estas variagcdes estdo indicando uma relacdo desses parametros com o
crescimento e desenvolvimento do organismo. Entre os sexos, foram observadas
diferencas nos niveis seéricos de fosfatase alcalina, alanina aminotransferase e
bilirrubina. Estas variagdes foram provavelmente causadas por influencia hormonal ou
devido a maturacédo sexual. De acordo com a dieta lactea, observou-se variagdo nos
niveis sanguineos de uréia, gama-glutamil transferase, ferro, colesterol, triglicerideos,
lactato desidrogenase e bilirrubina. Isto é uma provavel evidencia da diferenca na
assimilacdo de proteinas, minerais e compostos lipidicos das dietas oferecidas. A
lactacdo influencia os niveis séricos de triglicerideos e bilirrubina, que pode ter sido
ocasionado devido a participacdo desses compostos na producdo de leite pelo
organismo. Neste estudo, foram utilizados apenas peixes-bois considerados saudaveis
e, foram analisadas amostras de diferentes individuos durante um periodo de 16 anos.
Muitos destes animais foram acompanhados em diferentes fases do seu
desenvolvimento, por meio de andlises hematolégicas. Portanto, os dados aqui
apresentados refletem os valores sanguineos normais do peixe-boi da Amazonia.
Estes dados mostram robuzes e poderéo ser utilizados para auxiliar na avaliagdo da
saude de animais mantidos em cativeiro, e no diagnéstico de patologias que
porventura acometam individuos desta espécie.
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Abstract

The study of blood biochemistry has the purpose of analyzing serum levels of blood
plasma constituents. These constituents provide information about physiological
conditions of the individual or its population, important to the management of captivity
animals. Therefore, it's necessary to know the values of these levels that correspond to
the healthy state of individuals of the specie. This study objectified to determine the
normal values in the biochemistry of blood parameters of the Amazonian Manatee
(Trichechus inunguis) and characterize eventual differences in these parameters
according to age, sex, adult females in lactation and milk diet for calves. Biochemistry
analysis were performed for 84 individuals of T. inunguis, 43 females (16 calves, 18
juveniles and 9 adults) and 41 males (13 calves, 15 juveniles and 13 adults) between
1993 and 2008. There was variation among age groups for serum phosphorus,
creatinine, globulin, alkaline phosphatase, total lipids, cholesterol and total bilirubin.
These variations are indicating a relationship of these parameters with the growth and
development of organism. Between sexes were observed differences in serum alkaline
phosphatase, alanine aminotransferase and bilirubin. These variations are probably
caused by hormonal influences or due to sexual maturation. According to milk diet,
variation in blood levels of urea, gamma glutamyl transpeptidase, iron, cholesterol,
triglycerides, lactate dehydrogenase and bilirubin were observed. This is a probable
evidence of differences in assimilation of protein, mineral and lipid contents of the diets
offered. Lactation influence serum levels of triglycerides and bilirubin, possibly due to the
participation of these compounds in milk production by the organism. Only manatees
considered healthy were used in this study, and samples of different individuals were
analysed during the long period of 16 years. Many of these animals were followed in
different development phases by hematological analysis. Therefore, these data reflect
the normal blood values of the Amazonian manatee. The data shows robustness and
can be used to help in the health evaluation of captive animal and in the diagnosis of
diseases that may affect individuals of this species.
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1. Introducgéo

Os compostos bioquimicos do sangue sdo essenciais para a manutencdo do
arcabouco do organismo e atividade de suas células. A interpretacdo da variacdo de
suas concentracdes sdo comumente utilizadas em analises clinicas para ajudar a

detectar patologias ou anormalidades em organismos (Keer, 2003).

Proteinas séricas

As proteinas sdo moléculas de alto peso molecular formadas pela unido de
aminoacidos (Conn & Stumpf, 1975). Muitas proteinas plasmaticas sao transportadoras,
levando nutrientes, metabdlitos, horménios, drogas e substancias toxicas do local de
producdo ou absorcdo até os tecidos onde sdo catabolizados, armazenados ou
excretados (Bacila, 1980). A concentracao de proteinas pode ser afetada por alteracdes
de sintese hepética, de distribuicdo, degradacédo ou excrecdo protéica, desidratacdo ou
superidratacdo (Hendrix, 2006).

Albumina: € a proteina mais abundante, representando de 35 a 50 % da proteina
plasmatica total (Hendrix, op. cit.). Ela possui alta densidade e grande afinidade para
anions. E ainda responsavel pelo transporte de acidos graxos, Ca™, Mg ™", zn™, Cu™,
acido urico, hormdnios sexuais e vitaminas A e C (Bacila, op. cit.). Além disso, ela
regula a pressédo osmotica do plasma e, assim, o volume plasmatico e o balanco hidrico
do corpo (Conn & Stumpf, op. cit.).

Globulinas: sdo responsaveis pelo transporte de ferro, lipideos, gorduras e
vitaminas lipossoluveis (Schalm et al., 1975). Elas também formam os anticorpos,
produzidos no baco e as células linfaticas, em resposta a agentes estranhos ao
organismo (Conn & Stumpf, op. cit.). Sua concentracao plasmatica pode aumentar em

fémeas gravidas ou lactantes (Schalm et al., op. cit.).

Minerais séricos

Ferro: encontrado na maioria dos alimentos, € importante para a sintese de
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hemoglobina e faz parte das moléculas de mioglobina e enzimas hematicas, peroxidase
e catalase (Garcia-Navarro, 1994). Encontra-se no plasma ligado a proteina transferrina
e sua concentracao pode estar reduzida devido a ingestédo, absorcdo inadequada ou
hemorragias (Almosny & Monteiro, 2006).

Célcio: é importante na transmissao de impulsos nervosos e contracdo dos
musculos e é um elemento estrutural na formagdo dos ossos (Keer, 2003). E também
responsavel pela manutencdo da atividade de muitas enzimas, facilitacdo de
coagulacdo sanguinea e manutencao do transporte de ions inorganicos através das
membranas celulares (Hendrix, 2006).

Faésforo: é importante, na forma de fosfato, para a formacdo dos ossos e de
compostos de alta energia (Keer, op. cit.).

Magnésio: € um cation intracelular encontrado em todos os tecidos corporais,
principalmente nos 0ssos, proximamente relacionado ao calcio e ao fosforo. Ele ativa
sistemas enzimaticos e esta envolvido na producéo e na decomposicéo de acetilcolina

(Hendrix, op. cit.).

Substancias Lipidicas

Colesterol: € produzido em quase todas as células do corpo, sendo
especialmente abundante no figado, local primario de producdo, intestino, cortex
adrenal, ovarios e testiculos (Hendrix, op. cit.). Participa intimamente da estrutura das
membranas das células e suas organelas (Conn & Stumpf, 1975).

Triglicerideos: sdo substancias de reserva com alto valor calérico que podem ser
rapidamente mobilizados e degradados para suprir as necessidades energéticas do

organismo (Conn & Stumpf, op. cit.).

Enzimas Plasmaticas

As enzimas plasmaticas sédo principalmente utilizadas como indicadores do

funcionamento hepatico (Almosny & Monteiro, op. cit.).
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Fosfatase alcalina: hidrolisa fosfatos em pH alcalino, encontradas principalmente
nos 0sso0s, articulacdes, figado e intestino. Sua concentragédo é maior em filhotes devido
a alta atividade osteobléastica (Keer, 2003).

Alanina aminotransferase: transaminase encontrada no figado, rins, pancreas,
musculo esquelético e musculo cardiaco (Hendrix, 2006).

Aspartato aminotransferase: € amplamente distribuida no organismo, encontrada
principalmente no figado, rins, pancreas, musculo esquelético e musculo cardiaco
(Keer, op. cit.; Hendrix, op. cit.).

Gama-glutamil transferase: ocorre principalmente no figado, podendo ser
encontrada também nos rins, pancreas, intestino e células musculares (Keer, 2003;
Hendrix, op. cit.).

Lactato desidrogenase: maior molécula proteica do organismo responsavel por
catalisar a interconverséo reversivel do lactato e do piruvato, sendo encontrada no
musculo cardiaco, rins e figado (Keer, op. cit.).

Amilase: responsavel pela degradacdo do glicogénio em maltose. Encontrada
principalmente no pancreas, também € presente nas glandulas salivares e é excretada

pelos rins (Keer, op. cit.).

Substancias Nitrogenadas e Outros Metabdlitos

Glicose: € um carboidrato comum no organismo, armazenado como glicogénio
no figado, e que serve de reservatério de energia quimica (Conn & Stumpf, 1975). Os
niveis de glicose no sangue refletem o metabolismo dos carboidratos, a funcéo
enddcrina do pancreas e também o equilibrio entre os niveis sanguineos dos horménios
insulina e glucagon (Hendrix, op. cit.).

Uréia e acido urico: sdo produtos da degradacdo de aminodacidos no figado,
sendo que a uréia € o principal produto em mamiferos (Larner, 1974). Os niveis de
uréia podem indicar funcao renal com base na capacidade dos rins em remover residuo
nitrogenado a partir do sangue. (Hendrix, op. cit.).

Creatinina: é formada a partir da creatina, que é responsavel pelo
armazenamento de fosfato de alta energia, particularmente em musculo cardiaco e
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esquelético (Devlin, 2007). A quantidade de creatina do plasma estéd relacionada a
massa muscular e também ao funcionamento renal adequado (Hendrix, 2006; Devlin,
op. cit.).

Bilirrubina: € um subproduto da quebra da molécula de hemoglobina que se
encontra no plasma na forma livre, bilirrubina indireta, ou conjugada a albumina,
bilirrubina direta. Ela € transportada ao figado onde se liga ao acido glicurénico e é
excretada na bile (Keer, 2003; Hendrix, op. cit.). Valores altos de bilirrubina total sao

indicadores de doencas hepéticas (Almosny & Monteiro, 2006).

Eletrdlitos

O sodio e o0 potassio sdo os principais eletrolitos responsaveis pelo balanco
hidrico do organismo, sendo indicadores do estado de hidratacao e funcao renal (Keer,
op. cit.). O sodio é o principal céation do plasma e do fluido intersticial exercendo papel
fundamental na regulacdo do equilibrio acido-basico. O potassio € o principal cation
intracelular, sendo fundamental para a funcdo muscular normal, respiracdo, funcao
cardiaca, transmissao de impulsos nervosos e metabolismo de carboidratos (Hendrix,

op. cit.).

O estudo da bioquimica sanguinea tem o intuito de analisar os niveis séricos dos
constituintes do plasma sanguineo, que por sua vez fornecem informacdes importantes
sobre as condic¢des fisiologicas do individuo ou de sua populacdo (Koopman et al.,
1995). Isto é importante em animais cativos para manejo e manutencéao (Colares et al.,
1992). Assim, torna-se imprescindivel conhecer os valores desses niveis séricos que
correspondam ao estado saudavel dos individuos da espécie.

Os parametros bioquimicos variam conforme a dieta que o animal ingere. Niveis
altos de uréia foram observados em belugas (Delphinapterus leucas) que ingeriam
dietas ricas em proteinas (St. Aubin et al., 2001). Além disso, estes parametros do
sangue variam de acordo com a espécie, suas necessidades fisioldgicas e habitat. Silva
et al. (2007) encontraram valores baixos de fosfato, albumina, colesterol e triglicerideos
e valores altos de atividade da enzima aspartato transaminase para peixes-bois das
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Antilhas cativos (Trichechus manatus manatus) quando comparados com espécimes de
vida livre. Isso pode indicar ajustes fisiol6gicos de seu organismo para as condi¢des de
cativeiro ou alimentacdo oferecida com menor riqueza de nutrientes que o alimento
natural. Hormbénios sexuais também podem ocasionar variacdes nos parametros
sanguineos, por exemplo, Rosas et al (1999) encontraram variagbes nos niveis de
minerais séricos em relacdo ao sexo.

Os valores séricos de célcio e fosfatase alcalina do plasma sanguineo tendem a
ser maiores em animais jovens. Este fato € uma consequéncia da atividade metabdlica
mais elevada nesta fase da vida, além desses elementos estarem associados ao
desenvolvimento continuo dos ossos (Asper et al., 1990; St. Aubin et al., 2001; Mello,
2006). Asper et al. (op. cit.) verificaram em individuos mais jovens de golfinhos-nariz-
de-garrafa (Tursiops truncatus) niveis mais elevados de glicose, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e lactato desidrogenase. Também foram
encontrados valores mais elevados para os niveis de proteinas do soro sanguineo em
belugas jovens (St. Aubin et al., op. cit.).

O estado gestacional também causa variacdes nos parametros sanguineos em
fémeas de vertebrados, principalmente nos parametros influenciados pelas variacbes
hormonais como colesterol e triglicerideos (Bossart & Dierauf, 2001). Portanto, é

comum se encontrar niveis altos destes parametros sanguineos em fémeas prenhes.

1.1 Bioquimica sérica em Trichechus inunguis

Estudos realizados com alguns parametros bioquimicos do sangue do peixe-boi
da Amazbnia nos ajudam a entender um pouco de suas funcdes e alteracbes. No
entanto, estes estudos necessitam serem complementados com uma analise mais
robusta e detalhada destes parametros.

Os parametros bioquimicos variam conforme a dieta que o animal ingere.
Maiores concentracfes séricas de lipideos, proteinas, albumina e globulina, por
exemplo, foram observadas no peixe-boi da Amazbénia quando acrescentado mureru
(Eichhornia crassipes) a dieta dos animais que se alimentavam anteriormente apenas

de capim coldnia (Brachiaria mutica). Assim, estes parametros sanguineos parecem ser
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bons indicadores do estado nutricional do peixe-boi da Amazonia. Contudo, a uréia nao
aparenta ser um bom parametro para avaliacdo do estado nutricional, porque sua
concentracdo no sangue nao sofre grandes variagdes com a dieta ou estado fisiologico
da espécie (Colares et al., 1992).

Estes parametros do sangue variam de acordo com a espécie e suas
necessidades fisiolégicas. Colares et al. (2000) encontrou valores de glicose, proteinas
totais, albumina e globulina do sangue de peixe-boi da Amazobnia inferiores aos
encontrados para o peixe-boi da Florida (Trichechus manatus latirostris) (Manire et al.,
2003). Estas variacBes provavelmente ocorreram devido as diferencas do ambiente em
gue cada uma dessas espécies de peixes-bois vive. Por exemplo, os niveis de glicose
podem aumentar em resposta a diminuicdo de temperatura que ocorre em
determinadas épocas do ano em ambientes de clima temperado onde vive o0 peixe-boi
da Flérida.

Rosas et al. (1999) analisaram o conteudo sérico do sangue de nove peixes-bois
da Amazonia cativos e cinco selvagens. Os animais de cativeiro apresentaram valores
mais baixos do que aqueles de vida livre para os niveis séricos de zinco, magneésio,
ferro, potassio e calcio. P6de-se concluir que esses minerais sdo bons indicadores do
estado nutricional e, neste caso, demonstraram caréncia nutricional da dieta oferecida a
esses animais na ocasidao do estudo. Os niveis séricos de magnésio, ferro, potassio e
céalcio foram menores em fémeas de cativeiro quando comparados ao encontrado em

machos, indicando diferenca entre os sexos destes parametros.

Este estudo teve como objetivo caracterizar os parametros bioquimicos do peixe-
boi da Amazénia em cativeiro com o intuito de estabelecer valores-referéncia para a
espécie. Os objetivos especificos foram: verificar a ocorréncia de variacdes
significativas no soro sanguineo entre os sexos e as diferentes classes etarias (filhotes,
juvenis e adultos); comparar os parametros bioquimicos séricos entre filhotes machos
amamentados com leite materno e filhotes machos amamentados com formula lactea
artificial; comparar os parametros bioquimicos séricos entre fémeas lactantes e fémeas
nao-lactantes e fornecer subsidios para diagnosticar eventuais patologias ou caréncias

nutricionais nesta espécie.
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2. Material e Métodos

Os niveis seéricos de proteinas e minerais, substancias lipidicas, enzimas
plasmaticas, substancias nitrogenadas e outros metabdlitos do sangue do peixe-boi da
Amazonia foram determinados de forma automatizada utilizando kits da Labtest® e o
aparelho Architect C800® Abbott Laboratories — USA (Fig.1). Todas as anélises foram
realizadas na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado do Amazonas
(HEMOAM) seguindo o protocolo dos Abbott Laboratories. Foram realizadas andlises
do soro sanguineo de 84 individuos de T. inunguis, sendo 43 fémeas (16 filhotes, 18
juvenis e 9 adultos) e 41 machos (13 filhotes, 15 juvenis e 13 adultos), entre os anos de
1993 e 2008.

Figura 1. Aparelho Architect C800® Abbott Laboratories — USA de anélises bioquimicas.
Foto: Daniela M. D. Mello.

2.1 Proteinas Séricas

Albumina (g/dL): A leitura da albumina foi feita através da reacdo Verde de
Bromocresol (190 ymol/L), e a concentragdo determinada pela absorbancia da solugéo

ao comprimento de onda de 604 nm.

Globulina (g/dL): A leitura é feita com um reagente cujo principio ativo é uma

suspensdo de particulas de tamanho uniforme de latex de poliestireno (a 0,2%),
52



revestidos com fracdo de imunoglobulina (oriunda de soro de coelho). A concentragéo

de globulina sérica foi medida pelo seu grau de aglutinagdo com o reagente.

Proteina Total (g/dL): Foi determinada pela reagcdo de biureto utilizando um
reagente composto por hidréxido de sédio (613 mmol/L) e sulfato de cobre (13,2
mmol/L). Em soluc&o alcalina, os fons Cu™ se combinam com as proteinas através de
suas ligacBes peptidicas formando um complexo de cor purpura. A concentracdo de
proteinas totais foi medida através da absorbancia desta solugdo a um comprimento de
onda de 545 nm.

2.2 Minerais Séricos

Ferro (mg/dL): A concentracdo deste mineral foi determinada pelo método
colorimétrico. Em um pH de 4,8 o ion ferro é liberado da transferrina, a qual esta ligado,
e é entdo reduzido quantitativamente para o estado ferroso. Em seguida, é adicionado
a solucdo um reagente cujo principio ativo € um complexo estavel com propriedade
colorante, ferene (= 20 mmol/L), que se liga ao ferro na forma ferrosa. A intensidade da

cor é proporcional a quantidade de ferro na amostra.

Célcio (mg/dL): De maneira analoga ao ferro, o calcio também foi determinado
pelo método colorimétrico. Reacdo cromogénica com cresolftaleina complexona (= 0,15
mmol/L), que reage com o calcio em uma solucéo acida para formar um complexo de
cor purpura. A concentracdo de célcio foi determinada pela absorbancia da solugéo a

um comprimento de onda de 660 nm.

Fésforo (mg/dL): Foi determinado a partir da reacao do fésforo inorganico com o
molibdato de aménio (2,3 mmol/L), com formacdo de heteroacido fosfomolibdato
inorganico. A concentracdo do fésforo foi determinada pela absorbancia da solucédo a
340 nm.
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Magnésio (mg/dL): Como os demais minerais, o magnésio também foi
determinado pelo método colorimétrico. O magnésio reage com 0 corante arsenato
(0,23 mmol/L), que se liga ao magnésio. A absorbancia do complexo arzenato-
magnésio é medida utilizando-se um comprimento de onda de 572 nm, que é
proporcional a concentracdo de magnésio presente na amostra.

Sodio (mEg/L) e Potassio (mEg/L): Dosagens realizadas com eletrodos

seletivos de ions.

2.3 Substéancias Lipidicas

Colesterol Total (mg/dL): E determinado pela reacdo de Trinder, composta por
uma sequéncia de reacdOes enzimaticas da colesterol oxidase (> 200 U/L), colesterol
esterase (> 500 U/L), e colesterol peroxidase (> 300 U/L), com formacdo de um
composto cromatéfilo (corante quinoneiminico). A absorbéancia deste composto foi lida a

500 nm para determinacéo da concentracao sérica do colesterol.

Triglicerideos (mg/dL): Foram dosados pela acdo da enzima glicerol fosfato
oxidase (> 6,000 U/L) e da peroxidase (> 2,000 U/L), produzindo peroxido de
hidrogénio, que reage com a aminoantripitina e o clorofenol, dando uma cor vermelha a

solucdo. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de triglicerideos na amostra.

2.4 Enzimas Plasmaticas

Todas as reacOes para determinacdo da atividade das enzimas séricas foram
realizadas em temperatura de 37 °C. As enzimas foram analisadas pelo metodo

cinético.
Fosfatase Alcalina- ALP (U/L): Hidrélise do 4-nitrofenil fosfato (> 171,6 mmol/L)

em meio alcalino, formando 4-nitrofenol, composto de cor amarela, cuja absorbancia de

404 nm é proporcional a atividade da fosfatase alcalina.
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Alanina Aminotransferase- ALT (U/L): A taxa de reacdo de oxidagdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) (0,16 mg/mL) em nicotinamida
adenina dinucleotideo oxidada (NAD") é medida pela absorbancia de 340 nm da
solucédo, sendo diretamente proporcional a concentracao de ALT.

Aspartato Aminotransferase- AST (U/L): Analogo ao utilizado para alanina

aminotransferase.

Gama-glutamil transferase- GGT (U/L): Hidrdlise de gama glutamil p-
nitroanilina (30,6 mmol/L). A atividade enzimatica € medida pela absorbancia em 412

nm.

Lactato Desidrogenase- DHL (U/L): A taxa de reacdo de reducdo de NAD"
(30,8 mmol/L) em NADH é medida pela absorbancia de 340 nm da solugcédo, sendo

diretamente proporcional a concentracdo de DHL.

Amilase (U/L): Reacdo Amilase-lodo. Hidrdlise de 2-cloro-4-nitrofenil-a-D-
maltotriosideo (2,25 mmol/L) liberando cloronitrofenil, cuja taxa de formacdo €

determinada a 404 nm, sendo proporcional a atividade da amilase.

2.5 Substancias Nitrogenadas e Outros Metabdlitos

Glicose (mg/dL): Reacédo de Trinder, composta pelas atividades enzimaticas da
hexoquinase, HK (3,0 U/mL) e da glucose-6-fosfato desidrogenase, G-6-PD (1,5 U/mL)
até a formacao de nicotinamida adenina dinucleotideo-P (NADPH), cuja absorbancia foi

lida a 340 nm para determinacdo da concentracdo sérica de glicose.

Uréia (mg/dL): Reacao Urease-Berthelot, com acdo enzimatica da urease (23,5
U/L) e da glutamato desidrogenase-GLD (63,5 U/L) com corrente oxidacdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). A absorbancia da solucéao foi lida a 340 nm

para determinacdo da concentragdo sérica de uréia.
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Acido Urico (mg/dL): Reacgdo da uricase, com agdo enzimatica da uricase (>
120 U/L) e de peroxidases (> 500 U/L) produzindo composto quinoneiminico
(cromatofilo). A absorbancia da solucdo foi lida a 548 nm, para determinar a

concentragao de acido drico.

Creatinina (mg/dL): Reacdo de Jaffé-Pricato alcalino. Em pH alcalino, a
creatinina da amostra reage com o pricato (20,5 mmol/L) formando o complexo
creatinina-pricato. A absorbéncia da solugcdo foi lida a 500 nm para determinar a

concentragao de creatinina.

Bilirrubina Total (mg/dL): Reacdo da bilirrubina com o reagente 2-4-
dicloroanilina diazotada (0,81 g¢/L), para formar um componente colorido, a
azobilirrubina. A reacdo € acelerada pela adicdo de um surfactante como agente
solubilizador. A absorbancia da solucdo foi lida a 548 nm para determinar a

concentracao de bilirrubina.

Bilirrubina Direta (mg/dL): Reac&o Diazoto. Reacao da bilirrubina com o acido
sulfamico (9,7 g/L) e o sal dicloroanilina diazotada (0,081 g/L), em que a bilirrubina
direta forma um complexo colorido, a azobilirrubina. A absorbancia da solucéo foi lida a

548 nm para determinar a concentracao de bilirrubina.

Bilirrubina Indireta (mg/dL): Foi obtida pela subtracdo da bilirrubina direta pela

bilirrubina total.
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3. Resultados

3.1 Bioquimica do sangue do peixe-boi da Amazdnia por classe etaria e sexo

Classe etaria em machos

Foram encontradas concentracdes mais altas de fésforo em filhotes (5,8 + 1,8;
p<0,05) do que em adultos (4,7 + 1,0; p<0,05) do mesmo sexo. As concentracdes de
creatinina foram menores (1,1 + 0,3; p<0,05) em filhotes do que em juvenis (1,6 + 0,2;
p<0,05) e em adultos (1,7 + 0,4; p<0,05) (Tabela 1, Figs. 2 e 3).

Tabela 1. Bioquimica sérica de machos de T. inunguis em cativeiro

Classe Etéria
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Parametros Filhote Juvenil Adulto
Média + DP n Média + DP n Média + DP n
(min-max) (min-max) (min-méx)

’_T .
g Albumina 4,6 +0,3 (4,0-4,9) 7 4,4+ 0,6 (2,9-4,9) 10 3,7+ 1,2 (2,3-5,6) 8
¢ Globulina 25+12(14-45 6  21%08(13-35 8  31+17(10-51) 7
~GEJ Proteinas
= Totais 6,2 + 1,4 (4,5-8,2) 6 63+09(49-78 10  69+1,0 (49-82) 9
a

Ferro 95,0 + 33,0 (49,0-139,5) 10 90,1+ 26,0 (42,0-31,6) 15 80,0 + 17,8 (53,0-111,0) 13
T Calcio 95+1,2(75-11,2) 7  96+1,3(80-11,9) 10  91+10(78-100) 8
(@]
£ _
= Fosforo 5,8+ 1,8 (2,9-7,7) 6 5,3 + 1,3 (4,5-6,8) 9 4,7 +1,0 (4,3-5,1)" 4
2 -
5 Magnesio 15,2 + 22,0 (2,3-40,8) 3 2.7 +0,3(2,3-3,1) 8 — —
é Saodio

(MEg/L) — — 1450 + 3,0 (139,0-150,0) 6 — —

Potassio

(mEg/L) — — 5,6 + 0,6 (4,8-6,6) 6 — —
-
S
(@)]
£ Colesterol 548 51 37,0 (155,0-261,0) 10 150,7 + 39,0 (94,0-257,0) 15 153,0 + 28,0 (123,0-220,0) 13
—
g Triglicerideos ¢34, 284 (66,0-162,0) 10 950+ 205 (59,0-153,0) 15 98,0+ 28,7 (64,0-163,0) 13
Tg Lipideos
S Totais 544,0 + 70,0 (425,0-648,0) 7 528,0 + 49,0 (454,0-625,0) 14 554,0 + 58,0 (475,0-632,0) 10



Tabela 1.LContinua(;éo

Classe Etaria

Parametros Filhote Juvenil Adulto
Média + DP n Média + DP n Média + DP n
(min-max) (min-max) (min-max)
ALP 79,8 + 29,0 (38,0-129,0) 10  62,3+32,0(27,0-130,0) 14 46,3 +17,8(32,0-98,0) 11
o ALT 6,7 + 3,0 (3,0-10,0) 7 11,6 + 8,2 (5,5-32,0) 10 7,9+3,7(2,7-13,0) o
>
a AST 13,2 + 8,3 (4,0-26,0) 7 13,0 + 8,6 (6,0-33,0) 12 8,5 + 4,0 (4,7-19,0) 11
=
5 GGT 414+48(37,0-520) 8  465+98(33,0-680) 14  452+72(32,0-620) 13
L
DHL 200,0 + 53,0 (155,0-305,0) 7 267,0 + 116,0 (141,0-504,0) 14 282,0 + 128,0 (134,0-573,0) 13
Amilase 111604 236,0 (789,0-1473,0) 6 1079,0 + 1740 (761,0-1394.0) 12 1164,0 + 337.0 (686,0-1526,0) 7
Uréia 39,9 +59(350-52,0) 10  30,7+63(19,040,2) 19 34,8+ 7,7 (20,0-48,0) 9
__Acido 0,7 + 0,6 (0,1-1,6) 7 0,7 +0,2 (0,3-1,3) 14 0,9 + 0,5 (0,3-1,5) 5
= Urico
S g 51,0 + 13,6 (32,0-70,0) 10 49,9+ 10,4 (35,0-66,0) 18 50,8+ 12,1(35,0-74,0) 8
= ICOSe
~ I I 1
@ Creatinina 1,1 +0,3(0,8-1,7) 7 1,6 +0,2 (1,2-2,0) 12 1,7 +0,4 (1,4-2,2) 4
S Bilirrubina 0,18 + 0,0 (0,0-0,1) 10 0,02 + 0,0 (0,0-0,1) 17 0,05 + 0,0 (0,0-0,1) 8
S Direta
2 Bilirrubina 0,06 + 0,1(0,0-0,1) 9 0,03 + 0,0 (0,0-0,1) 16 0,04 + 0,0 (0,0-0,1) 9
Indireta
Bilirrubina 0,14 + 0,1 (0,0 -0,2) 10 0,05 + 0,1 (0,0-0,2) 17 0,08+0,1(0,0-0,2) 9
Total

Fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (DHL). n= n° de animais analisados; DP= desvio-
padrdao da média; min-max= valor minimo e valor maximo. I; Il = NUumeros romanos diferentes indicam

valores estatisticamente diferentes (p < 0,05).
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Classe etaria em fémeas

A andlise quantitativa de globulina (2,2 + 0,7; p<0,05) e lipideos totais (638,0 +
127,0; p<0,05) dos filhotes foram mais elevadas no sangue circulante quando
comparados aos individuos juvenis (globulina= 1,5 + 0,2; p<0,05 / lipideos totais= 509,0 +
33,0; p<0,05) (Tabela 2, Fig. 2).

Os niveis de ALP (74,6 + 34,5; p<0,05) e colesterol (284,0 + 87,8; p<0,05) em
filhotes foram maiores que os niveis desses parametros em juvenis (ALP= 55,0 + 27,2;
p<0,05 / colesterol= 136,0 + 22,0; p<0,05) e adultos (ALP= 51,0 + 18,0; p<0,05 /
colesterol= 156,0 + 45,2; p<0,05). Ja os niveis de fosforo diminuiram de acordo com a
classe etaria (filhote= 6,1 + 1,0; p<0,05 / juvenil= 5,1 + 0,6; p<0,05 / adulto= 4,9 + 0,5;
p<0,05) (Tabela 2, Fig. 2).

A concentracdo de creatinina (1,2 + 0,4; p<0,05) e ALT (4,2 + 4,7; p<0,05) em
filhotes foi menor do que em individuos juvenis (creatinina= 1,6 + 0,2; p<0,05/ALT=11,4
+ 4,8; p<0,05) e adultos (creatinina=1,7 + 0,4; p<0,05 / ALT= 6,0 + 2,9; p<0,05) (Tabela
2, Figs. 2 e 3).

Filhotes apresentaram concentracdes de bilirrubina direta (0,1 + 0,1; p<0,05) e
bilirrubina total (0,2 + 0,2; p<0,05) maiores que os animais juvenis (bilirrubina direta= 0,02
+ 0,0; p<0,05 / bilirrubina total= 0,05 + 0,1; p<0,05) e adultos (bilirrubina direta= 0,05 +
0,0; p<0,05 / bilirrubina total= 0,1 + 0,1; p<0,05) (Tabela 2, Fig. 3).
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Tabela 2. Bioquimica sérica de fémeas de T. inunguis em cativeiro

Classe Etéria

Parametros Filhote Juvenil Adulto
Média + DP n Média + DP n Média + DP n
%\ (min-max) (min-max) (min-max)
=)
@  Albumina 42+11(7-54) 11 43+11(22-52) 14 40+10(26-50 5
R= I [ .
g Globulina 2,2 +0,7 (0,6-3,1) 11 1,5+0,2 (0,9-1,7) 11 2,0+0,4 (1,5-2,4) 4
@ Proteinas 6,3+0,8 (4,9-7,3) 11 6,3+ 0,3 (5,7-6,8) 13 6,8 + 0,4 (6,5-7,5) 5
Totais
Ferro 96,0 + 75,3 (25,0-264,0) 15 64,0 + 0,3 (33,0-113,4) 17 66,0 + 23,2 (40,0-103,3) 8
§ Célcio 9,7+1,4(7,9-12,0) 12 9,1+0,9 (7,7-10,5) 13 9,2+1,4(7,1-10,3) 5
=2 I [ I
£ Fésforo 6,1+1,0 (4,1-7,4) 12 5,1+0,6 (4,1-6,1) 13 4,9+0,5(3,7-5,2) 5
7]
'© , . _
5 Magnésio 3.2£0,7(26-4.3) 6 2,7+0,2(24-3,2) 12 2,7+0,3(2,5-3,2) 5
c
s Saodio 148,0 + 2,0 (145,0-149,0) 4 145,0 + 4,0 (133,5-150,0) 13 — —
(mEg/L)
Potassio 4,7+0,3 (4,4-51) 4 6,0 + 1,4 (4,9-10,0) 11 — —
(mEg/L)
=
2 I . I . I
g, Colesterol 284,0 + 87,8 (126,0-435,0) 15 136,0 + 22,0 (102,0-182,5)" 19 156,0 + 45,2 (89,0-249,0)" 9
§ Triglicerideos 113,0 + 87,8 (47,0-191,0) 15 90,2 +24,3(61,0-139,0) 18 91,6 +35,0(43,3-158,0) 9
2 Lipideos 638,0 + 127,0 (425,0-787,0) 10 509,0 + 33,0 (463,0-564,0)" 15 534,0 + 70,0 (417,0-680,0) 9
5 Totais
-
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Tabela 2. Continuagéo

Classe Etaria

Parametros Filhote Juvenil Adulto
Média + DP n Média + DP n Média + DP n
(min-max) (min-max) (min-max)
ALP 74,6 + 345 (33,0-144,0) 16 55,0 + 27,2 (27,0-107,5)" 16 51,0+ 18,0(31,0-82,0)' 8
ALT 4,2 + 4,7 (1,0-17,3)’ 13 11,4 + 4,8 (1,0-19,0)" 14 6,0 + 2,9 (3,1-10,0)" 5
=
S AsT 8,6 + 5,0 (3,0~18,0) 14 8,5 + 2,9 (5,0-14,0) 16 7,5+ 2,3 (3,5-9,0) 5
7]
£ GGT 47,5+ 11,6 (28,0-74,0) 14 48,2 +130(28,0-71,0) 18 7,5+ 2,3 (3,5-9,0) 9
i
D DHL 319,0 + 150,0 (143,0-557,0) 14 213,6 + 112,0 (111,0-539,0) 18 254,0 + 115,5 (129,0-459,0) 8
Amilase  1016,0 + 298,0 (620,0-1622,0) 9 1086,0 + 197,0 (822,0-1423,0) 16 1013,0 + 195,0 (697,0~1280,0) 7
Uréia 39,1 + 11,4 (21,0-56,0) 14 30,7 + 6,3 (19-40,2) 19 34,8 + 7,7 (20,0-48,0) 9
__ Acido 0,4 + 0,2 (0,1-0,7) 12 0,7 + 0,2 (0,3-1,3) 14 0,9 + 0,5 (0,3-1,5) 5
o rico
2 Glicose 54,1 + 23,1 (34,0-119,0) 15 49,9+ 10,4 (35,0-66,00 18 50,8 + 12,0 (35,0-74,0) 8
9 Creatinina 1,2+ 0,4 (0,8-2,2)’ 13 1,6 + 0,2 (1,2-2,0)" 12 1,7+ 0,4 (1,4-2,2)" 4
S Bilirrubina
S Direta 0,1+ 0,1 (0,0~0,4) 13 0,02 + 0,0 (0,0-0,1)" 17 0,05 + 0,0 (0,0-0,1)" 8
@ Bilirrubina
= |ndireta 0,1 + 0,1 (0,0-0,3) 14 0,03 + 0,0 (0,0-0,1) 16 0,04 + 0,0 (0,0-0,1) 9
Bilirrubina
Total 0,2 + 0,2 (0,0-0,7) 14 0,05 + 0,1 (0,0-0,2)" 17 0,1+ 0,1 (0,0~0,2)" 9

Fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (DHL). n= n° de animais analisados; DP= desvio-
padrdo da média. I; Il = NUumeros romanos diferentes indicam valores estatisticamente diferentes (p <

0,05).
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Machos X Fémeas

Quando os sexos foram comparados entre si, observou-se que a concentragao
das enzimas ALP (62,3 + 32,0; p<0,05) e ALT (11,6 + 8,2; p<0,05) no sangue de
machos juvenis foram maiores do que as concentracdes destas enzimas no sangue de
fémeas juvenis (ALP= 55,0 + 27,2; p<0,05/ ALT= 11,4 + 4,8; p<0,05) (Fig. 2).

Os metabdlitos bilirrubina direta e bilirrubina total foram mais concentrados em
filhotes (bilirrubina direta= 0,18 + 0,0; p<0,05 / bilirrubina total= 0,14 + 0,1; p<0,05) e
juvenis (bilirrubina direta= 0,02 + 0,0; p<0,05 / bilirrubina total= 0,05 + 0,1; p<0,05)
machos do que em filhotes fémeas (bilirrubina direta= 0,1 + 0,1; p<0,05 / bilirrubina
total= 0,2 + 0,2; p<0,05) e juvenis fémeas (bilirrubina direta= 0,02 + 0,0; p<0,05 /
bilirrubina total= 0,05 + 0,1; p<0,05) (Figs. 3).

Os demais parametros nao citados ndo apresentaram diferenca significativa

entre as classes etarias e 0S sexos.
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Figura 2. Colesterol total, lipideos totais, globulina, fésforo, fosfatase alcalina (ALP) e
alanina aminotransferase (ALT) no sangue de T. inunguis por sexo nas diferentes classes
etarias. Os valores plotados representam a média + o desvio-padrdo. A, b, c: letras
diferentes estéo indicando diferencas significativas (p<0,05) entre as classes etarias apenas
em fémeas (cor azul) ou apenas em machos (cor vermelha). Ab: classe etaria que nao se
diferiu estatisticamente (p<0,05) das demais. *: Parametros que apresentaram diferencas
estatisticas entre os sexos (p<0,05).
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Figura 3. Creatinina, bilirrubina total e bilirrubina direta no sangue de T. inunguis por sexo
nas diferentes classes etarias. Os valores plotados representam a média + o desvio-padrao.
A, b, c: letras diferentes estao indicando diferencas significativas (p<0,05) entre as classes
etarias apenas em fémeas (cor azul) ou apenas em machos (cor vermelha). Ab: classe
etaria que ndo se diferiu estatisticamente (p<0,05) das demais. *: Parametros que
apresentaram diferencas estatisticas entre os sexos (p<0,05).

3.2 Bioquimica do sangue de filhotes machos amamentados com leite materno e

com féormula lactea artificial

Os filhotes machos de T. inunguis amamentados com férmula lactea artificial
apresentaram maior concentracdo de uréia (Formula lactea artificial= 39,9 + 5,9; p<0,05 /
Leite materno= 30,4 + 4,4; p<0,05) e da enzima GGT (Formula lactea artificial= 41,4 +

4,8; p<0,05 / Leite materno= 30,0 + 6,6; p<0,05) no sangue (Tabela 3, Fig. 4).
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Foram encontrados valores mais baixos em filhotes amamentados com formula
lactea artificial nos niveis de ferro (Férmula lactea artificial= 94,9 + 32,8; p<0,05 / Leite
materno= 153,0+ 28,0; p<0,05), colesterol (Férmula lactea artificial= 208,0 + 36,6;
p<0,05 / Leite materno= 356,7 + 56,0; p<0,05), triglicerideos (Formula lactea artificial=
93,1 + 28,4; p<0,05 / Leite materno= 171,0 + 29,4; p<0,05), DHL (Férmula lactea
artificial= 200,0 + 53,0; p<0,05 / Leite materno= 336,0 + 52,0; p<0,05), bilirrubina total
(Férmula lactea artificial= 0,14 + 0,1; p<0,05 / Leite materno= 0,3 + 0,1; p<0,05) e
bilirrubina indireta (Formula lactea artificial= 0,06 + 0,1; p<0,05 / Leite materno= 0,2 +
0,1; p<0,05) no sangue (Tabela 3, Fig. 4).

Tabela 3. Bioquimica sérica de filhotes machos de T. inunguis amamentados com
leite materno e formula lactea artificial.

Parametros Dieta
Leite materno Formula lactea artificial
Média + DP n Média + DP n
(min-méx) (min-méx)
g Albumina 3,7+ 0,7 (3,2-4,6) 3 4,6 + 0,3 (4,0-4,9) 7
R .
ke
2 3 Clobulina 2,7+0,5 (2,4-3,1) 3 2,5+1,2 (1,4-4,5) 6
a Proteinas
Totais 6,6 + 0,4 (6,3-7) 3 6,2+1,4(45-8,2) 6
Ferro* 153,0+ 28,0 (130,0-184,0) 3 94,9 + 32,8 (49,0-139,5) 10
Calcio 9,7 +1,9 (7,7-11,4) 3 9,5+1,2(7,5-11,2) 7
_g %\ F6sforo 6,4 +1,1(56-7,6) 3 58+1,8(2,9-7,7) 6
0>
;25 £ Magnésio 2,3+0,0 (2,2-2,3) 3 15,2 + 22,0 (2,3-40,8) 3
Sodio — L — —
(mEg/L)
Potéassio — L — —
(mEg/L)
% 356,7 + 56,0 (292,0-392,0) 3 208,0+ 36,6 (155,0-261,0) 10
Colesterol

Triglicerideos* 171,0 + 29,4 (140,0-198,5) 3 93,1 + 28,4 (66,0-162,3) 10

Lipideos 1161,0 + 373,0 (897,0-1425,0) 3 544,4+ 69,5 (425,0-648,0) 7
Totais

Lipideos
(mg/dL)
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Tabela 3. Continuacao

R Dieta
Parametros - p p —
Leite materno Formula lactea artificial
Média + DP (min-max) n Média + DP (min-méx) n
ALP
156,0 + 99,5 (55,0-254,0) 3 79,8 + 29,0 (38,0-129,0) 10
ALT
2,5+1,3(1,0-3,5) 3 6,7 + 3,0 (3,0-10,0) 7
%]
AST
E = 7,4 +2,3(5,0-9,7) 3 13,2 + 8,3 (4,0-26,0) 7
N D
C ~ T*
L GG 30,0 + 6,6 (25,3-34,6) 3 41,4 + 4,8 (37,0-52,0) 8
DHL*
336,0 + 52,0 (281,0-385,0) 3 200,0 + 53,0 (155,0-305,0) 7
Amilase
1086,0 + 286,0(911,0-1416,0) 3 1118,0 +236,0(789,0-1473,0) 6
Uréia* 30,4 + 4,4 (26,0-34,8) 3 39,9 +5,9 (35,0-52,0) 10
Acido
Urico 0,5+0,3(0,2-0,9) 3 0,7 +0,6 (0,1-1,6) 7
g - Glicose 62,8 + 17,8 (44,0-79,3) 3 51,0 + 13,6 (32,0-70,0) 10
53
8 2  Creatinina 1,3+0,4 (1,1-1,8) 3 1,1+0,3 (0,8-1,7) 7
q) N
= Bilirrubina
Direta 0,2+0,1(0,1-0,3) 3 0,18 + 0,0 (0,0-0,1) 10
Bilirrubina
Indireta* 0,2+0,1(0,1-0,3) 3 0,06 + 0,1 (0,0-0,1) 9
Bilirrubina
Total* 0,3+0,1(0,2-0,4) 3 0,14 + 0,1 (0,0-0,2) 10

Fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), gama-glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (DHL). n= n° de
animais analisados; DP= desvio-padrao da média; min-max= valor minimo e valor
maximo. *= Parametros hematoldgicos que diferiram significativamente (p < 0,05).

66



450

400}
350}
300}
- t
S 250
~
) 200}
=
150}
100}
50

- W
(5, o

H
o

GGT (UIL)

N
(3]

20

15

Figura 4. Colesterol total, triglicerideos, ferro sérico, lactato desidrogenase (DHL) e
gama-glutamil transferase (GGT) no sangue de filhotes machos amamentados com
leite materno e com formula lactea artificial. Os valores plotados representam a

w
W

w
o

5 Colesterol
s Triglicerideos
+ Ferro Sérico

média = o desvio-padrao.

3.3 Bioquimica do sangue de fémeas lactantes
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Fémeas adultas lactantes apresentaram valores mais baixos de triglicerideos

(Lactantes= 37,4 + 16,9; p<0,05 / Nao-lactantes= 91,6 + 35,0; p<0,05) e valores mais
altos de bilirrubina total (0,2 + 0,0; p<0,05 / N&o-lactantes= 0,1 + 0,1; p<0,05) e

bilirrubina indireta (0,1 + 0,0; p<0,05 / Nao-lactantes= 0,04 + 0,0; p<0,05) (Tabela 4, Fig.

5).
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Tabela 4. Bioquimica sérica de fémeas adultas lactantes e ndo-lactantes de T.
Inunguis em cativeiro

Estado Fisioldgico

Parametros =
Lactantes Nao-Lactantes
Média + DP (min-max) n Média + DP (min-méx) n
" Albumina 3,6 +1,3(2,6-5,0) 3 4,0+ 1,0 (2,6-5,0) 5
‘gj 3,6 +3,1(1,4-5,8 3 20+0,4(15-24 4
) . + + —
%% Globulina 6231 (1,4-58) 0204 (1,5-2,4)
o Proteinas 6,3 +0,2 (6,2-6,4) 3 6,8 + 0,4 (6,5-7,5) 5
Totais
105,6 + 44,3 (67,0-154,0) 3 66,0 + 23,2 (40,0-103,3) 8
Ferro
L 11,8 + 2,7 (10,2 -14,9 3 92+14(7,1-10,3 5
Calcio - ( ) - ( )
z 412+ 3 3 _414 41 + 1] 17_ 12
© 5 Fosforo +0,3 (3,9-4,4) 3 9+0,5(3,7-5,2) 5
- O
LS5
, . 3,2+1,3(2,34,1 3 2,7+0,3(2,5-3,2 5
% £ Magnésio £13( ) £03( )
Sodio — — -
(mEg/L)
Potassio — — —
(mEg/L)
Q ~ Colesterol 140,3 + 68,6 (93,0-219,0) 3 156,1 + 45,2 (8,0-249,0) 9
—
L T
= L. , 37,4 + 16,9 (18,0-49,1 3 91,6 + 35,0 (43,3-158,0 9
_g_ g Triglicerideos™ - ( ) ( )
J ~

Lipideos Totais  430,0 + 151,0 (323,0-537,0) 3 534,5 + 70,0 (417,0-680,0) 9
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Tabela 4. Continuacao

Parametros

Estado Fisiologico

Lactantes Nao-Lactantes
Média + DP (min-max) n Média + DP (min-méx) n
ALP
55,0 + 10,0 (45,0-64,4) 3 51,0 + 18,0 (31-82) 8
ALT 5,1 +2,7 (3,0-8,2) 3 6,0 + 2,9 (3,1-10,0) 5
%]
2o AT 7,8+1,3(7,0-9,3) 3 7,5+2,3(35-9,0) 5
N D
C -
o~ GCT 54,7 + 13,0 (45,0-64,0) 3 7.5 + 2,3 (3,5-9,0) 9
DHL
534,0 + 209,0 (394,0-774,0) 3  254,0 + 1155 (129,0-459,0) 8
Amil
MIASE 12270 +238,0 (999,0-1474,0) 3  1013,0 + 195,0 (697,0-1280,0) 7
Ureia 42,5 + 3,0 (39,0-44,5) 3 34,8 + 7,7 (20,0-48,0) 9
Acido
Urico 0,7 +0,5 (0,3-1,3) 3 0,9 + 0,5 (0,3-1,5) 5
Glicose 48,6 + 7,6 (43,3-54,0) 3 50,8 + 12,0 (35,0~74,0) 8
0 ~
8 35 Creatini
g3 - oond 1,8+0,3 (1,5-2,1) 3 1,7+ 0,4 (1,4-2.2) 4
S E Bilirrubina
Direta 0,1 +0,0 (0,1-0,1) 3 0,05 + 0,0 (0,0-0,1) 8
Bilirrubina
Indireta* 0,1 +0,0 (0,1-0,1) 3 0,04 + 0,0 (0,0-0,1) 9
Bilirrubina
Total* 0,2 +0,0 (0,19-0,2) 3 0,1 +0,1 (0,0-0,2) 9

Fosfatase alcalina (ALP), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST), gama-glutamil transferase (GGT) e lactato desidrogenase (DHL).

animais analisados. DP= desvio-padrdo da média; min-max= valor minimo e valor

maximo. *= Parametros hematologicos que diferiram significativamente (p < 0.05).

n= n° de
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Figura 5. Triglicerideos, bilirrubina total e bilirrubina indireta no sangue de fémeas

adultas lactantes e ndo-lactantes de T. inunguis. Os valores plotados representam a
média + o desvio-padrao.
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4. Discussao

4.1 Influéncia etéria nos parametros bioquimicos

As transformacdes que ocorrem no organismo dos individuos durante seu
desenvolvimento e crescimento ao longo da vida serdo refletidas nos compostos
bioquimicos presentes no sangue. Por exemplo, 0s componentes energéticos, para
suprir a alta demanda energética para o crescimento e formacéo de tecidos, as enzimas
responsaveis pela formacgéo de tecido 6sseo e o aumento dos niveis de metabdlitos e
reacoes celulares, dentre uma infinidade de outros processos (Keer, 2003; Nelson &
Cox, 2005; Schalm et al., 1975). Individuos mais jovens necessitarao de concentracdes
mais elevadas de energia para suprir seu metabolismo, portanto, esta pode ser uma
justificativa para os altos niveis de colesteroal, triglicerideos e lipideos totais encontrados
nos jovens deste estudo. Resultados semelhantes foram observados no golfinho-nariz-
de-garrafa (Tursiops truncatus) (Hall et al., 2007).

A ALP é uma enzima produzida nos o0ssos, figado e placenta (Stevens & Lowe,
2001) que desfosforila diversas moléculas como os nucleotideos e as proteinas,
liberando grupos fosfato dessas moléculas (Nelson & Cox, op. cit.). Esses grupos
fosfato sdo necessarios para a formagcdo dos 0ssos durante o crescimento. Isto explica
a influéncia da idade na diminuicdo dos niveis de fosfatase alcalina neste trabalho.
VariacOes semelhantes nesta enzima foram encontradas na lontra (Lutra lutra) (Lewis et
al., 1998), no golfinho-nariz- de-garrafa (Asper et al., 1990; Hall et al., 2007), no boto-
vermelho (Inia geoffrensis) (Mello, 2006), na beluga (Delphinapterus leucas) (St. Aubin
et al., 2001) e no hyrax (Procavia capensis) (Aroch et al., 2007).

Assim como a ALP, o fosforo e o célcio sdo necessarios para a formacao dos
0ss0s, sendo encontrados em concentracfes mais elevadas no sangue circulante de
animais jovens (Stevens & Lowe, op. cit.). Além disso, o fosfato € essencial para a
formacédo dos principais compostos energéticos (Adenosina trifosfato, ATP e guanosina
trifosfato, GTP) necessarios em maior quantidade para o0 crescimento e
desenvolvimento do individuo (Nelson & Cox, op. cit.). Esta € uma razéo provavel para

a elevada concentracdo desses minerais no sangue de filhotes e juvenis deste trabalho,
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bem como em outras espécies de mamiferos (Aroch et al., 2007, Hall et al., 2007; Lewis
et al., 1998; Mello, 2006).

A alanina aminotransferase € uma das enzimas responsaveis pela degradacao
de amino&cidos. Esta enzima € encontrada principalmente no figado, sendo
responsavel pela conversdo do aminoacido alanina em piruvato, produzindo energia
para suprir o gasto energético do organismo (Larner, 1974). A necessidade energética
de animais jovens é maior em consequéncia da alta atividade metabdlica devido ao
crescimento do individuo. Assim, quanto maior for o gasto energético do organismo,
mais moléculas de alanina aminotransferase serdo utilizadas no figado para
degradacdo de proteinas adquiridas na alimentacdo e menor serd a concentracao
sérica desta enzima. Esta pode ser a causa da menor concentracdo desta enzima
observada no sangue de animais mais jovens neste trabalho. Resultado semelhante foi
observado na lontra (Lewis et al., op. cit.) e no golfinho nariz-de-garrafa (Asper et al.,
1990), corroborando esta hipotese.

A creatinina € um produto da degradacdo da proteina creatina, importante na
ressintese do ATP em estagios iniciais do gasto energético (Bacila, 1980). Ela € um
metabolito resultante da atividade muscular esquelética e, sua concentracao ira variar
de acordo com a massa muscular do individuo (Bossart & Dierauf, 2001). Desta forma,
a maior concentracdo de creatinina observada nos peixes-bois juvenis e adultos é
provavelmente devido a maior massa muscular destes animais quando comparados
com os filhotes. Semelhante resultado também foi observado em individuos maiores de
golfinhos-nariz-de-garrafa (Hall et al., op. cit.) e lontras (Lewis et al., op. cit.).

Animais mais jovens necessitam de grande quantidade de oxigénio para suprir o
alto consumo energético durante o crescimento e desenvolvimento do organismo
(Schalm et al., 1975). Isto acaba ocasionando uma grande producdo de hemacias e,
consequentemente, de mais moléculas de hemoglobina. Considerando que a bilirrubina
€ um metabdlito sérico, sendo produzida pela degradacdo de moléculas de
hemoglobina das hemécias, sua concentracdo provavelmente estard aumentada em
individuos mais jovens. Esta pode ser uma possivel explicacdo para os altos niveis de
bilirrubina em filhotes neste trabalho, e que também foi observado em juvenis de lontra

(Lewis et al., op. cit.). A baixa concentracdo de ferro em juvenis e adultos fémeas de
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peixe-boi provavelmente ocorre por influéncia dos estrégenos, que infuenciam na
atividade da eritropoetina, hormonio que regula a taxa de eritropoese, acarretando uma
diminuicdo das hemacias no sangue (Keer, 2003). Nao foi encontrado nenhum fator que
explicasse a razao do baixo nivel de globulina sérica em fémeas juvenis.

Com o envelhecimento do organismo, o ritmo de atividades decresce e as células
comecam a trabalhar mais lentamente (Keer, op. cit.; Nelson & Cox, 2005; Schalm et
al., 1975). Isto pode explicar a diminuicdo em individuos adultos dos niveis de
proteinas, minerais e enzimas do sistema circulatério que sdo responsaveis pelo

transporte dos principais compostos essenciais para as reagdes celulares.

4.2 Influéncia do sexo nos parametros bioquimicos

A maior concentracdo de ALP, enzima importante na formacdo dos 0ssos, no
sangue de machos juvenis em relagéo as fémeas juvenis foi semelhante ao encontrado
para o peixe-boi das Antilhas (T. manatus manatus) (Silva et al., 2007) e para o boto-
vermelho (Mello, 2006). Mello (op. cit.) atribui este fato a um periodo de
desenvolvimento osteoclastico mais longo em machos de boto-vermelho, e 0 mesmo
poderia estar ocorrendo com os peixes-bois. No entanto, mais estudos necessitam ser
realizados para verificar esta hipétese. Supondo-se que os machos possuam, de fato,
um maior desenvolvimento osteoclastico, sua atividade metabdlica seria maior e a
concentracdo de hemoglobina corpuscular média para transporte de oxigenio também
sera maior. Isso poderia explicar as maiores concentracdes de bilirrubina direta e
bilirrubina total no sangue, como foi observado nos filhotes e juvenis machos analisados
neste trabalho, assim como em lontras (Lewis et al., 1998) e no peixe-boi das Antilhas
(Silva et al., op. cit.).

Apesar de néo ser observada diferenca estatisticamente significativa, os niveis
de ferro sérico apresentaram uma grande diminuicdo em fémeas juvenis e adultas. A
absorcao de ferro para o sangue circulante é regulado pela taxa de eritropese, que por
sua vez é controlada pelo horménio eritropoetina. A eritropoetina diminui por influéncia

de estrégenos, que estdo aumentados em fémeas juvenis e adultas devido a sua
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maturacdo sexual (Keer, 2003). Mais estudos necessitam ser feitos para reforcar esta
hipotese.

N&o é conhecida a influéncia do sexo na concentracdo da enzima ALT para
explicar seus niveis mais altos em amostras sericas de fémeas juvenis. Trabalhos
realizados com outros mamiferos aquaticos ndo constataram influéncia do sexo e dos
horménios sexuais nos parametros bioquimicos séricos (Colares et al., 1992; Lewis et
al., 1998; Morgan et al., 1998; Colares et al., 2000; Tocidlowski et al., 2000; Harvey et
al., 2009).

4.3 Fémeas lactantes e variag6es bioquimicas

Durante a lactacdo, hd uma grande demanda de compostos lipidicos para a
producéo do leite. Tendo em vista que o leite de peixe-boi € constituido por cerca de
20% de gordura (Pervaiz & Brew, 1986; Bachman & Irvine, 1978), o organismo da
fémea lactante fornece boa parte dos lipideos adquiridos em sua alimentacdo para a
producédo de leite. Estd € uma provavel explicacdo para a reducdo dos niveis de
lipideos totais, incluindo colesterol e triglicerideos, no plasma sanguineo dessas
fémeas. A demanda energética para a lactacdo € muito grande e pode ocorrer uma
rapida assimilacdo destes compostos lipidicos, resultando em um tempo relativamente
curto da presenca deles no sangue circulante de fémeas lactantes.

A bilirrubina é um metabdlito encontrado no sangue resultante da degradacao de
moléculas de hemoglobina (Keer, op. cit.), e com a maior necessidade de oxigénio para
a atividade de producdo do leite, maior serdo as concentracfes deste metabdlito no
sangue. Isto possivelmente pode explicar os altos niveis de bilirrubina indireta e total em

fémeas no periodo de lactacdo encontrados neste trabalho.

4.4 Dieta lactea e parametros bioquimicos

O baixo nivel sérico de ferro nos filhotes machos amamentados com formula
lactea artificial pode ter sido ocasionado por uma leve deficiéncia na absorcéo do ferro.
Bachman & Irvine (op. cit.) fazem uma descricdo dos minerais que participam da
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composicdo do leite do peixe-boi da Florida e comparam sua concentracdo com 0s
mesmos minerais do leite de bovinos. Os autores constataram que o leite do peixe-boi
da Flérida possui uma concentracéo de ferro quarenta vezes maior que a encontrada no
leite de bovinos. Considerando que as duas formulas lacteas artificiais administradas
aos filhotes de T. inunguis eram compostas por leite de vaca, esta pode ter sido a causa
da diminuicdo sérica do ferro nestes animais. Como foi acrescentado complexo
polivitaminico na férmula lactea, é provavel que a forma do ion ferro deste complexo
polivitaminico ndo seja igual a forma do ferro encontrada no leite materno da espécie.
No entanto, também é possivel que o ferro contido no complexo polivitaminico esteja
em quantidades insuficientes para suprir a demanda dos filhotes.

O teor de lipideos das formulas lacteas artificiais oferecidas aos filhotes de peixe-
boi € 4 a 5 vezes menor do que aquele do leite natural do peixe-boi da Flérida, que
possui teor de gordura semelhante ao leite do peixe-boi da Amazénia (Ribeiro et al.,
1991). A fonte lipidica adicionada a formula lactea artificial, 6leo de canola, é de origem
vegetal e apresenta uma maior concentracdo de acidos graxos poliinsaturados. Ja a
manteiga, de origem animal, provavelmente apresenta uma composicao lipidica
diferente da encontrada no leite de T. inunguis. Assim, estas fontes lipidicas ndo sao
absorvidas pelo organismo de T. inunguis com a mesma eficacia de absorcdo da
gordura do leite materno (Nelson & Cox, 2005). Desta forma, os baixos niveis de
colesterol e triglicerideos em filhotes machos amamentados artificialmente podem ter
sido resultantes da baixa assimilacdo da gordura utilizada na formula lactea artificial. Os
baixos niveis de bilirrubina total e indireta dos filhotes machos amamentados com
formula lactea artificial podem ter sido causados por uma menor atividade de
degradacao de lipideos quando comparados com os animais que foram alimentados
com leite materno, contendo a gordura natural da espécie.

A proteina a-lactoalbumina € uma proteina precursora da lactose (Nelson & Cox,
op. cit.) e possui uma atividade 10 vezes menor no leite de peixe-boi quando
comparada ao leite de vaca (Pervaiz & Brew, 1986). Desta forma, a quantidade de
lactose ingerida do leite materno da espécie pelos filhotes serd menor que aquela
ingerida pelos filhotes alimentados com formula lactea artificial. Considerando que a
enzima gama-glutamil transferase esta envolvida na sintese protéica e peptidica, e
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transporte de amino4cidos entre membranas (Keer, 2003), o0 aumento da sua atividade
enzimatica em filhotes machos amamentados artificialmente pode ter sido ocasionado
por uma maior ingestdo de proteinas da formula lactea. Essa maior ingestdo de
proteinas, além da necessidade do organismo, por filhotes machos amamentados
artificialmente pode ter causado o aumento do nivel de uréia no sangue destes animais,
considerando que a uréia € um metabdlito resultante da deaminagcdo de proteinas
(Keer, op. cit.).

Um numero alto de peixes-bois foi acompanhado neste estudo ao longo de um
extenso periodo, de 16 anos. A maioria destes animais foram acompanhados
frequentemente, fornecendo uma analise sérica temporal de seu sangue. Considerando
estes fatores, acredita-se que os valores bioquimicos aqui apresentados refletem de
forma segura os valores normais séricos do sangue do peixe-boi da Amazénia. Esses
valores servirdo de base para diagnosticos de eventuais patologias e para o
monitoramento da saude de individuos desta espécie. Deve ser considerado que alguns

parametros diferem quanto ao sexo, classe etaria ou estado fisiologico.
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Cowstoeragdes Finats

Os parametros sanguineos sdo bons indicadores do estado de saude dos
individuos, e através de sua analise podem ser detectadas diversas patologias. Estes
parametros também sofrem variacdes fisiologicas devido a fatores ambientais, fatores
hormonais, como no caso da maturacdo sexual, agentes estressores,
desenvolvimento do organismo durante seu crescimento e caréncias nutricionais. O
estudo dos parametros hematoldgicos e bioquimicos € essencial para o manejo e
reabilitacdo de animais em cativeiro. Neste trabalho, foram realizadas analises apenas
de peixes-bois considerados saudaveis. Muitos desses animais tiveram um grande
namero de amostras sanguineas coletadas e em diferentes fases de seu
desenvolvimento. No periodo de dezesseis anos foram coletadas centenas de
amostras de sangue de animais em diferentes faixas etarias e sexo. A analise dessas
amostras proporcionou um trabalho com uma riqueza de detalhes das variagdes dos
parametros sanguineos ao longo da vida desses animais, devido ao crescimento e da
diferenca entre os sexos. Desta forma, os dados obtidos neste trabalho apresentam
robustez e poderdo ser utilizados como valores-referéncia para o peixe-boi da
Amazonia. Estes resultados permitirdo estudos ainda mais aprofundados do
comportamento dos parametros sanguineos em diversas patologias, e da influéncia
causada por diversos fatores ambientais. Foi atingido o objetivo de contribuir para a
conservacao do peixe-boi da Amazonia, fornecendo uma ferramenta para o manejo da
espécie em cativeiro e um maior entendimento do comportamento fisiolégico de seu

organismo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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