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SINOPSE:

O boto vermelho (Inia geoffrensis) é endémico e amplamente distribuido nas bacias dos
rios Amazonas e Orinoco. O presente trabalho reporta os parametros hematolégicos e
bioquimicos de 109 botos de vida livre da Reserva de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua. As colheitas foram realizadas durante 0 més de novembro de 2004 e 2005.
Poucas diferengas foram encontradas entre machos e fémeas, com exce¢do da concentragdo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e da atividade sérica da fosfatase alcalina,
ambas maiores nos machos. Animais jovens em fase de crescimento apresentaram
caracteristicamente maiores niveis de calcio e maior atividade sérica de fosfatase alcalina,
ambos associados ao desenvolvimento continuo dos ossos. Os filhotes também
apresentaram maior atividade sérica da creatina quinase (CK), maior porcentagem de
linfocitos, e maior numero de leucdcitos. Apenas a velocidade de hemossedimentacdo
(VHS) e a porcentagem de eosinofilos foram maiores nos adultos. Fémeas prenhes
apresentaram caracteristicamente niveis séricos mais elevados de quatro elementos
envolvidos no metabolismo energético: albumina, amilase, colesterol e triglicérides; e
também de uréia, provavelmente como resultado de um maior consumo de proteinas. O
congelamento do soro por 60 dias provocou alteracBes significativas em 13 dos 19
elementos bioquimicos analisados. Houve uma reducdo da atividade sérica de aspartato
transaminase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina e dos niveis
séricos de albumina, calcio, colesterol, ferro, glicose, magnésio e uréia. J& os niveis de
bilirrubina indireta, bilirrubina total e de atividade da gama glutamil transferase (GGT)
apresentaram-se maiores ap6s congelamento das amostras por 60 dias. A correlacdo
positiva encontrada entre o nimero de leucdcitos e a freqiiéncia respiratoria foi influenciada
pelo maior ndmero destas células nos filhotes, bem como a freqliéncia respiratdria
naturalmente mais elevada nesta classe etéria.
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RESUMO

Os golfinhos de rio estdo entre os cetdceos menos conhecidos e mais ameacados do
mundo. O boto vermelho (Inia geoffrensis) é endémico e amplamente distribuido nas bacias
dos rios Amazonas e Orinoco. Visando aumentar conhecimento sobre a biologia béasica e
fisiologia do mesmo, o presente trabalho reporta os parametros hematoldgicos e
bioquimicos de 109 botos de vida livre da Reserva de Desenvolvimento Sustentavel
Mamiraua. As colheitas foram realizadas durante 0 més de novembro de 2004 e 2005. O
sangue foi colhido do peddnculo caudal da nadadeira dorsal, e ocasionalmente dos vasos
das nadadeiras peitoral e caudal. Uma comparacdo entre amostras de soro congeladas foi
realizada a fim de averiguar a viabilidade destas ap6s o congelamento por 60 dias a —80°C.
Um teste de correlacdo entre os parametros do sangue e a freqliéncia cardiaca e respiratdria
foi feito para avaliar o efeito do estresse sobre os parametros hematoldgicos. Poucas
diferencas foram encontradas entre machos e fémeas, com exce¢do da concentracdo
hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e da atividade sérica da fosfatase alcalina,
ambas maiores nos machos. Dentre as diferencas observadas entre as classes etarias, 0s
filhotes apresentaram valores mais elevados para quase todos os parametros. Animais
jovens em fase de crescimento apresentaram caracteristicamente maiores niveis séricos de
calcio e atividade sérica de fosfatase alcalina, ambos associados ao desenvolvimento
continuo dos 0ssos. Os filhotes também apresentaram maior atividade sérica da creatina
quinase (CK), maior porcentagem de linfocitos, e maior nimero de leucocitos. Este nimero
significativamente mais elevado de leucocitos nos filhotes € um reflexo do sistema
imunologico ainda em desenvolvimento. Apenas a velocidade de hemossedimentacao
(VHS), e a porcentagem de eosinofilos foi maior nos adultos. Fémeas prenhes apresentaram
caracteristicamente niveis séricos mais elevados de quatro elementos envolvidos no
metabolismo energético: albumina, amilase, colesterol e triglicérides; e também de uréia,
provavelmente como resultado de um maior consumo de proteinas para suprir as demandas
energéticas durante a gestacdo. O congelamento do soro por 60 dias provocou alteracdes
significativas em 13 dos 19 elementos bioquimicos analisados. As atividades séricas de
aspartato transaminase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina tiveram
uma reducéo de 27%, 23% e 23%, respectivamente. Os niveis séricos de albumina, calcio,
colesterol, ferro, glicose, magnésio e uréia também apresentaram um decréscimo
significativo (22%, 40%, 26%,47%, 40% e 48%, respectivamente). Ja os niveis séricos de
bilirrubina indireta, bilirrubina total e da atividade sérica da gama glutamil transferase
(GGT) apresentaram-se maiores ap0s congelamento das amostras por 60 dias. A correlacdo
positiva encontrada entre o nimero de leucdcitos e a freqliéncia respiratoria foi influenciada
pelo maior ndmero destas células nos filhotes, bem como a frequéncia respiratria
naturalmente mais elevada nesta classe etaria. Nao é possivel afirmar que animais
aparentemente mais estressados (com frequéncia respiratoria maior) tém maior numero de
leucdcitos circulantes.
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ABSTRACT

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



1. INTRODUCAO

Os mamiferos aquaticos desenvolveram muitos ajustes fisioldgicos importantes para
se adaptar ao meio em que vivem, e o conhecimento destas adaptacdes ¢ de fundamental
importancia para o estudo desse grupo. Inimeras variagdes anatdmicas e fisioldgicas
refletem mudangas na termorregulagdo, fungdo respiratéria, circulagdo, fisiologia renal e
mecanismos neurais dos mamiferos (Ridgway, 1972).

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

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

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

elevada que os odontocetos marinhos.



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

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

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

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

Figura 01 — Boto vermelho (Inia geoffrensis).

Inia geoffrensis ¢ endémico e amplamente distribuido nas bacias dos rios Amazonas
e Orinoco onde ¢ encontrado em todos os tipos de habitat. Seus movimentos estacionais
estdo relacionados as migracdes dos peixes e o ciclo anual de enchente das aguas (Martin &

da Silva, 2004). As causas de mortalidade de botos incluem acidentes em redes de arrasto,



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

Cerca de 13.000 botos vermelhos habitam a 4rea da Reserva de Desenvolvimento
Sustentivel Mamirau4 em uma area de 11.240 km?, o que representa aproximadamente 11 a
18% da area de varzea no Brasil. Deste total, aproximadamente 260 botos, dos quais a
metade ¢ considerada animais residentes, ocorrem dentro ou préximo dos 225 km’® do

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

1.1 HEMATOLOGIA

A hematologia ¢ uma das ferramentas mais uteis para a avaliagdo clinica de doencas
em mamiferos, porém informacdes acerca dos valores sangiiineos normais de cetaceos sao
raras (Mac Neill, 1975), pois a obten¢do de amostras sangiiineas de animais selvagens e
sadios em boas condi¢gdes de analise ¢ muito dificil.

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

(Bain, 2006).



A avaliagdo do estado de saude de mamiferos marinhos selvagens, particularmente
cetdceos, pode ser extremamente dificil. Amostras de sangue sdo usadas freqiientemente
para monitorar a saude de populacdes selvagens (e.g., Williams & Pulley, 1983; Gales,
1992), mas o uso desta técnica € complicado do ponto de vista pratico em obter amostras
com boas condi¢des de analise. A maioria dos valores hematoldgicos de cetaceos selvagens
¢ oriunda de animais encalhados ou amostras de individuos em cativeiro (Gales, 1992). O
uso de valores hematologicos de animais de cativeiro como parametros para efeito de
comparagao com individuos selvagens nao deve ser considerado (Koopman et al., 1999).

Todos os vertebrados possuem um sistema circulatorio fechado no qual o sangue
circula sob pressao. O sangue ¢ composto de hemacias cuja func¢do principal € o transporte
de hemoglobina, leucocitos que estdo envolvidos no mecanismo de defesa do organismo, e
c¢lulas hemostaticas suspensas no plasma contendo fibrinogénio (Hawkey, 1975). A Unica
excecdo ¢ o peixe do gelo (“ice fish” - familia Chaenithidae) nos quais as hemacias
(eritrocitos) estdo ausentes (Lehmann & Huntsman apud Hawkey, 1975).

As células vermelhas dos peixes, anfibios, répteis e aves sdo ovais e contém um
nucleo centralizado esférico ou oval. Entre os mamiferos, apenas os camelos e seus
parentes proximos possuem células vermelhas ovais; em todos os outros grupos, as
hemacias t€ém a forma de um disco biconcavo e ndo apresentam nucleo, incluindo os
camelos. A perda do nucleo estd associada ao aumento da eficiéncia funcional j& que existe
um espaco extra para as moléculas de hemoglobina, além de uma reducdo do consumo de
oxigénio pelas células (Hawkey, 1975).

Em condigdes normais nos mamiferos, os eritrocitos respondem por
aproximadamente 40% de todo o volume sangiiineo. Este indice, chamado de hematocrito
(Hct), ¢ mais ou menos constante para todas as espécies, independentemente do tamanho do
eritrocito (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Em pinipedes (focas, ledes marinhos e lobos
marinhos) e cetaceos, onde ocorre uma exposicao periddica a anoxia durante o mergulho, o
hematocrito ¢ mais alto e as hemadcias sdo relativamente grandes quando comparado a
outros grupos de mamiferos. O célculo de valores absolutos das hemécias desses animais
indica um aumento da espessura das mesmas. Com isso, o nivel de difusdo para dentro e
para fora da célula esta reduzido, promovendo uma lenta liberacdo de oxigénio que pode

ser vantajosa durante os periodos de submersdo. Outras adaptagdes fisiologicas para o



mergulho encontradas nestes animais sdo um aumento do volume sangiiineo, sensibilidade
para acumular diéxido de carbono diminuida, bradicardia e vasoconstriccdo periférica
durante o mergulho (Andersen, 1966; Ridgway, 1972). Focideos, em particular, t€m um
aumento no volume sangiiineo em relacdo a massa corporal comparando-se aos mamiferos
terrestres (Hawkey, 1975). A habilidade dos focideos de alterar dramaticamente o Hct
durante a apnéia, possivelmente se da por meio da contragdo esplénica, sugerindo que o Hct
desses animais ¢ muito dindmico sob condic¢des variaveis (Hawkey, 1975).

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

Propriedades hematoldgicas estao relacionadas com o padrao e a profundidade do
mergulho de alguns mamiferos marinhos (Koopman et al., 1995). Mc Connel & Vaughan
(1983) observaram que em cativeiro, focas comuns (Phoca vitulina) apresentaram valores
mais baixos de globulos vermelhos e hemoglobina, provavelmente pela pouca atividade
fisica em fun¢do do espaco limitado e pouca profundidade da agua.

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

Os leucocitos dos mamiferos marinhos sao classificados da mesma maneira que os
leucocitos de mamiferos terrestres como polimorfonucleares ou mononucleares. Os
leucocitos polimorfonucleares também sdo conhecidos como granulocitos em funcao de
seus granulos citoplasmaticos. Estes granulos representam os lisossomos que contém
enzimas hidroliticas e outros componentes antibacterianos. Os granuldcitos dos mamiferos
marinhos incluem neutrofilos, eosindfilos e basofilos (Bossart et al., 2001). Os
agranulocitos mononucleares incluem os linfécitos € mondcitos. Os granuldcitos e os

monocitos desenvolvem-se quase exclusivamente na medula Ossea, ja os linfécitos



desenvolvem-se principalmente nos linfonodos € no bago (e timo nos animais jovens)
(Kerr, 2003).

Os linfocitos sdo as células especificas da resposta imune especifica. Os linfocitos B
produzem anticorpos (imunidade humoral), enquanto os linfocitos T sdo responsaveis pela
imunidade celular por meio da formagdo e liberagdo de moléculas conhecidas
coletivamente como citocinas. Ao contrario dos granuldcitos e monocitos, que se movem
unidirecionalmente da medula 6ssea para os tecidos na corrente sangiiinea, os linfocitos
recirculam dos linfonodos para o sangue e vice-versa. Os linfocitos recirculantes sdo
células de vida longa e podem passar meses, até mesmo anos, no corpo dos animais (Rebar
etal., 2005).

O numero de células brancas no sangue circulante pode variar em fungdo da
atividade muscular, excitagdo, apreensao e estresse. Caes em repouso apresentam um valor
mais baixo de leucocitos circulantes do que cdes em atividade fisica. Outra forma de
leucocitose, resultante de estresse, ocorre em caes hospitalizados ou que sofreram agressao
(Schalm et al., 1975). Focas submetidas ao estresse demonstraram mudangas mediadas pela
adrenal em parametros hematolégicos como hematocrito e contagem diferencial e total dos
leucocitos (Geraci & Smith apud St. Aubin et al., 1979).

A contagem diferencial dos leucdcitos, também chamada formula leucocitaria,
tem por finalidade estabelecer o valor percentual de cada tipo de leucdcito no sangue
circulante, para depois, conhecendo-se o total de leucdcitos circulantes, conhecer o total
de cada tipo de leucécito (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994). Os neutrofilos estdo
comumente aumentados nos casos de infec¢do bacteriana e também participam nos
processos inflamatodrios. A eosinofilia ¢ provavelmente a reagdo mais comum de eventos
alérgicos observado na clinica de pequenos animais. O aumento do numero de
eosinodfilos também ocorre em alguns casos de parasitismo devido a sensibilidade a uma
proteina estranha do parasita, como parte de um fendmeno imunoldgico. Portanto, ¢
provavel observarmos eosinofilia quando os parasitas estdo migrando por entre os
tecidos, mas ela ndo ¢ esperada quando os parasitas estdo, por exemplo, em vida livre no
intestino (Kerr, 2003). Os baso6filos raramente ocorrem, e tendem a aparecer junto com
uma eosinofilia. A linfopenia persistente, ou queda do nimero de linfocitos, que ocorre

em doengas cronicas, ¢ também um sinal da agdo direta do agente da doenga sobre o



tecido linfocitico. O nimero de monocitos pode estar aumentado tanto em doengas

cronicas como agudas no cao (Schalm et al., 1975).

Dentre os leucécitos de todos os animais vertebrados, os linfocitos e monocitos com
sua morfologia tipica podem ser claramente identificados, porém as células brancas
polimorfonucleares de aves, répteis, peixes e anfibios variam consideravelmente com
relacdo as caracteristicas morfologicas e de coloracao.

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

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

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

Os indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM), sdo
obtidos a partir de trés medidas basicas envolvendo a concentragdo de hemoglobina, o
hematocrito (Het) e o numero de eritrocitos. Segundo Garcia-Navarro & Pachaly (1994),

VCM indica o volume médio dos eritrocitos expresso em micracubicos. Valores dentro dos



limites normais da espécie indicam normocitose. Quando o VCM esta diminuido, como nas
anemias ferroprivas, ocorre microcitose. A HCM indica a média de hemoglobina por
eritrocito, e o CHCM ¢ a avaliagdo da quantidade de hemoglobina em 100ml de hemadcias e
permite a observagdo do grau de saturacdo de hemoglobina no eritrécito. A CHCM
geralmente acompanha o VCM. Quando ocorre microcitose por falta de Hb, os eritrocitos
também sdo hipocromicos, tendo a CHCM diminuida (Garcia-Navarro & Pachaly, 1994).

Koopman et al. (1995) observaram que os valores hematoldgicos mostraram-se
similares para quatro grupos reprodutivos de golfinhos (Phocoena phocoena): machos
imaturos, fémeas imaturas, machos maduros e fémeas maduras. Diferengas significativas
ocorreram apenas em cinco varidveis: contagem de hemacias, hematocrito, volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (MCH) e a contagem de
monocitos. Nao houve diferenga para a concentragdo de hemoglobina, Hct, contagem de
hemacias ou globulos brancos entre colheitas feitas de 1994 a 1997. Foi notado que a
concentracdo de hemoglobina era maior em fémeas imaturas € machos maduros do que em
machos imaturos. Também foram observados valores bem superiores para MCH e MCV
em fémeas maduras quando comparado a machos imaturos ou maduros.

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

Vaughan, 1983).



1.2 BIOQUIMICA SANGUINEA

A bioquimica sangiiinea comparativa ¢ uma importante ferramenta para avaliar a
saude dos animais. Medidas incluindo bioquimica e eletrolitos do soro, niveis de hormonio
e titulos de anticorpos podem ser usadas para verificar condi¢des fisioldgicas, patologicas e
reprodutivas (Koopman et al., 1995).

Um estudo feito por St. Aubin et al. (1979) para avaliar o efeito do estresse de
captura sobre as enzimas plasmaticas de focas da Groelandia (Phoca groenlandica),
demonstrou que das seis enzimas pesquisadas - creatina quinase (CK), aspartato
transaminase (AST), aldolase (ALD), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamil
transferase (GGT) e leucina aminopeptidase (LAP), apenas a CK teve um aumento
significativo de sua atividade. O trauma ou compressao abdominal a que os animais foram
submetidos ndo atingiu o figado ou foi insuficiente para gerar alteracdes, pois ndo houve
um aumento significativo da atividade enzimatica de ALT, GGT e LAP. A atividade de CK
em focas ¢ recomendavel como um indicador sensivel de estresse provocado por captura e
manejo.

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

A concentracdo de varios componentes sorologicos de amostras frescas de sangue
de baleias fin (Balaenoptera physalus), capturadas na Islandia durante o periodo de verdo
entre 1981 a 1989, foi medida por Kjelf (2001). A concentracdo média de uréia foi similar a

de odontocetos, porém cinco vezes maior do que a de mamiferos terrestres domesticados.



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

O estresse nutricional ¢ um estado fisiolégico e/ou comportamental negativo
resultante de uma disposi¢do alimentar qualitativa ou quantitativamente insuficiente, ¢ pode
ser detectado em mamiferos marinhos por meio de testes hematologicos e bioquimicos.
Niveis altos de uréia nitrogenada indicam alto grau de inani¢do, ja que as proteinas soO
comecam a ser utilizadas como fonte de energia quando ndo existem mais reservas de
glicose e gordura no corpo do animal (Trites & Donnelly, 2003).

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

O ferro, cobre e cobalto sdo os principais minerais requeridos para a produgdo de
globulos vermelhos (Schalm et al., 1975). Entre peixes-boi da Amazonia (Trichechus
inunguis) cativos e selvagens, os niveis de cobre e s6dio foram similares. No entanto,
valores de zinco, magnésio, ferro, potassio, e calcio nos animais selvagens foram
significativamente maiores. Os resultados sugerem deficiéncia na dieta dos animais em
cativeiro que requerem uma suplementacdo dos cinco ultimos minerais citados. Valores
reduzidos do hematocrito ¢ hemoglobina refletem um longo periodo de privacao de ferro.
Os niveis de zinco, magnésio, ferro e calcio também foram significativamente diferentes
entre machos e fémeas, o que pode ser um indicativo de uma possivel diferenca natural
entre os sexos, ¢ necessita de estudos adicionais (Rosas et al.,1999).

Ao contrario, Medway et al. (1982), analisando o sangue de 10 peixes-bois
marinhos (Trichechus manatus) saudaveis mantidos em cativeiro, ndo detectaram nenhuma

diferenca bioquimica em relagdo a idade ou sexo. Os valores dos constituintes quimicos do
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sangue (glicose, creatinina, uréia nitrogenada, ferro, albumina, transferrina, globulina e
proteinas totais) estavam dentro dos parametros encontrados para a maioria das espécies
domésticas. O mesmo ocorreu para a atividade sérica das enzimas (aspartato transaminase,
alanina transaminase, fosfatase alcalina e creatina quinase) e para a maioria dos eletrdlitos
(Na, K, CI, Ca, PO4 e COy).

Nao foram encontradas diferencas dos niveis plasmdticos dos elementos
bioquimicos relacionadas ao sexo em um estudo feito ao longo de seis anos com baleias
belugas (Delphinapterus leucas) em cativeiro. Porém, houve uma diferenca significativa
dos niveis de colesterol e triglicerideos entre adultos e jovens, sendo os valores mais
elevados dos animais mais velhos (Cornell et al., 1988).

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

Hunter & Madin (1978) analisaram 14 componentes sangiiineos do soro de
amostras congeladas e frescas do lobo marinho do Norte (Callorhinus ursinus). Notaram
uma mudancga significante em todos os componentes exceto proteinas totais, globulinas,
fosforo e creatinina. Ocorreram redugdes nos niveis enzimaticos do soro como havia sido
previsto. Os valores de colesterol e bilirrubina aumentaram ap6s o armazenamento de 127 e
110 dias, respectivamente.

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

A obtencdo de amostras sangiiineas de mamiferos aquaticos selvagens em boas

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

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

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

Estudos interdisciplinares de longa dura¢do promovem oportunidades de monitorar
a saude, respostas imunologicas, e medir exposi¢cdes a contaminantes dos individuos, e
relacionar os achados as tendéncias dos niveis populacionais, todas em um contexto sobre o
historico dos animais, distribuicdo, abundancia, dindmica populacional e demografia
(O’Shea et al., 1999). A determinagdo dos parametros hematologicos de uma populagdo
selvagem que sofre poucas interferéncias antropicas, ¢ apresenta um estado de satde
estavel, pode ser usada como uma importante ferramenta para avaliagdo de possiveis
alteracoes do meio ambiente.

O conhecimento sobre a biologia basica e fisiologia do boto vermelho (Inia
geoffrensis) é de fundamental importancia para que medidas conscienciosas sejam tomadas

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

1.3.1 GERAL

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

etarias e fémeas prenhes e vazias.

1.3.2 ESPECIFICOS

e Verificar se existem diferengas hematoldgicas e bioquimicas do soro entre machos e

fémeas;

e Verificar se existem diferencas hematologicas e bioquimicas do soro entre as classes

etarias (filhote, juvenil e adulto);

e Verificar se existem diferengas hematologicas e bioquimicas do soro entre fémeas

prenhes e vazias;

e Observar a variagao dos parametros hematologicos de acordo com a variagdo da

freqiiéncia cardiaca e respiratoria;

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

estocadas em freezer a -80°C analisadas em intervalos de 30 e 60 dias.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

Bl Area focal
Area de Ecoturismo

4

Area Subsidiaria

Figura 02 — Area de estudo: Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua, Setor

Mamiraua - (Fonte: GTA - RDS Mamiraua ).

A érea de estudo esté situada a 500 km a oeste de Manaus, aproximadamente 2.500
km de extensdo de rio até a desembocadura do Rio Amazonas (da Silva & Martin, 2000). A
Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua possui uma area de 11.000 km? e fica
entre os Rios Japura e Solimdes. E uma area de varzea e a variagao do nivel da dgua é de 10
a 12 metros (Ayres, 1994).

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

Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud (RDSM).
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2.2 CAPTURA DOS BOTOS

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

para cercar os animais (Figura 04).

Setor Mamiraua

Comunidade Boca do Mamiraua

Comunidade Vila Alencar

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

Apenas um boto foi manuseado por vez, com exce¢do de maes com filhotes que
foram mantidos sempre juntos. Quando fora d’agua, todos os botos foram monitorados
quanto a freqliéncia respiratoria e outros sinais vitais. Sua pele e olhos foram molhados
varias vezes para prevenir a dessecacdo ou superaquecimento. Todos foram pesados,
medidos e marcados com nitrogénio liquido. Amostras biologicas diversas foram coletadas
sempre que possivel para outros estudos desenvolvidos no Projeto Boto (da Silva & Martin,

2000).
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Figura 04 — Redes fazendo o cerco no Parana do Apara

2.3 CLASSES ETARIAS

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

Quase todas as fémeas adultas foram submetidas a exame ultrassonografico

abdominal constatando-se a presenca ou auséncia de fetos.

2.4 ANALISES HEMATOLOGICAS
2.4.1 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DO SANGUE

Para a colheita do sangue foram utilizados scalps 19 G e seringas de 5, 10 e 20 ml.
O sangue foi colhido preferencialmente da veia caudal que drena a parte ventral do
pedunculo caudal (Figura 05), e ocasionalmente dos vasos sangiiineos da nadadeira dorsal e
peitoral. O volume sangiiineo coletado de cada individuo variou entre 4 ¢ 80 ml em fungao
da idade do animal, do estado de estresse ¢ da necessidade do volume de amostras. O
sangue colhido foi acondicionado em tubos Vacutainer sem aditivos e com EDTA (4cido
etilenodiamino tetracético) potassico. Os tubos foram armazenados em refrigerador por um

periodo maximo de 8 horas antes das analises.
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Figura 05 - Colheita de sangue na regiao ventral do pet’mculo caudal.

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

INPA antes da primeira analise.

2.4.2 HEMATOCRITO

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

feita com o auxilio de uma tabela padronizada.

2.4.3 CONTAGEM DE HEMACIAS

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

Garratty (1969) conforme descrito abaixo:

Fez-se uma dilui¢do de 1/200 acondicionando-se 20 ul de sangue com EDTA

em 4ml do liquido diluidor (Liquido de Hayem). Homogenizou-se a mistura e a cdmara de
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Neubauer modificada foi preenchida por atracdo capilar. Esperou-se 3 minutos para a
sedimentacdo das hemacias no fundo da cémara. Utilizando-se a objetiva de 40X do
microscopio, contaram-se as células dos cinco menores quadrantes da camara que estdo
localizados em sua parte central (Figura 06). Foram incluidas as células que tocam as partes
superior ¢ esquerda dos quadrados (Figura 07). O nimero obtido foi multiplicado por
10050 ja que o volume total foi de 40020 ul . 1/10000 da camara de Neubauer modificada
foi contada (1/5 area contada X 1/10 profundidade X 1/200 diluicao = 1/10000).

T [ j 44} 1;} T I

111

sisn. AN

=== = S

;, { _;_ = === :_ | . WS

= =

! - .{-i | L 1] : eI ——

& R0 1 . ;

1111 it e
Figura 06 -Local da contagem das hemacias Figura 07 - Células da margem
na camara de Neubauer modificada. superior e esquerda devem ser

incluidas durante a contagem na
camara de Neubauer modificada.

2.4.4 CONTAGEM TOTAL DOS LEUCOCITOS

Para a contagem de leucocitos foi utilizada a técnica adaptada de Delaney &
Garratty (1969) conforme descricao:

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

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

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

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

numero total de células encontradas foi multiplicado por 52,5 j4 que o volume total foi de

420 pl.
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Figura 08 — Local de contagem dos leucécitos na camara de Neubauer modificada.

2.4.5 CONTAGEM DIFERENCIAL DOS LEUCOCITOS

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

contadas 100 células para se estabelecer a formula leucocitaria (Delaney & Garratty,1969).

2.4.6 CONTAGEM DE PLAQUETAS

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

Foi feita uma dilui¢do de 1/200 do sangue coletado com EDTA com o uso de uma
micropipeta. A dilui¢ao 1/200 foi realizada colocando-se em um tubo de hemolise 10 pl da
amostra de sangue, ¢ 2000 pl do liquido diluidor. A solu¢do foi homogenizada e colocada
na Camara de Neubauer modificada. A solugdo fica em repouso por 10 a 15 minutos para

que haja sedimentagdo das plaquetas (coloca-se ao lado da cdmara um algoddo embebido
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em agua e cobre-se ambos com uma placa de Petri invertida). As plaquetas contidas nos 25
quadrados do quadrado central da cdmara de Neubauer modificada foram contadas (Figura
09), usando ocular X10 e objetiva 40X. Para o calculo do nimero total das plaquetas a

seguinte formula foi aplicada:

N° Plaquetas/mm’® = N° plaquetas dos 25 quadrados x 10 x 100

L
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Figura 09 — Local na camara de Neubauer onde ¢ feita a contagem das plaquetas.

2.4.7 VELOCIDADE DE HEMOSSEDIMENTACAO

Para se medir a velocidade de hemossedimenta¢do foram utilizados tubos de
Wintrobe preenchidos com sangue com EDTA até a marca zero com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur. Apos uma hora em temperatura ambiente faz-se a leitura no limite

superior da sedimenta¢cdo das hemadcias.

2.4.8 INDICES HEMATIMETRICOS
Foram avaliados dois indices hematimétricos
Volume corpuscular médio (VCM)
O VCM (volume corpuscular médio dos eritrécitos) expresso em fL foi calculado

pela seguinte férmula:

VCM - Hematdcrito x 100
N° de eritrocitos
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Concentracdo corpuscular média da hemoglobina (CHCM)

A CHCM expressa em g/dl foi calculada pela seguinte formula:

CHCM - Hemoglobina x 100
Hematocrito

2.4.9 DOSAGEM DA HEMOGLOBINA

Para a dosagem da hemoglobina o método escolhido foi o da cianometemoglobina
por sua exatiddo e sensibilidade que permite dosar todas as formas de hemoglobina,
normais € anormais, exceto a sulfemoglobina. Este método foi recomendado, em 1964, pelo
Subcommittee on Hemoglobinometry of The International Committee for Standardization in
Hematology como padrao de referéncia, em virtude de utilizar um padrio estavel e
reproduzivel comercialmente com alta precisdo (Lima et al., 1992).

Colocou-se 20 pl de sangue com EDTA em um tubo de ensaio contendo exatamente
Sml do reativo de Drabkin. Homogenizou-se a mistura, ¢ deixou-se a temperatura ambiente
por 10 min para a formagao da cianometamoglobina. Transferiu-se a mistura para a cuba do
espectrofotometro e determinou-se a densidade Optica, utilizando o comprimento de onda
de 540 nandmetros. Acertou-se o zero com reativo de Drabkin. A densidade oOptica do
padrdo foi determinada colocando-se 5 ml da solugdo padrio estoque de
cianometemoglobina, equivalente a 15,06 g/dl de hemoglobina, na cuba do
espectrofotometro e determinou-se a densidade Optica, utilizando o comprimento de onda
de 540 nm. Acertou-se o zero com reativo de Drabkin. Obteve-se a concentragao

hemoglobinica em g/dl aplicando-se a seguinte formula:

Hemoglobina em g/dl - D.O. do sangue x 15,06
D.O. do padrao
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2.5 BIOQUIMICA SANGUINEA

O sangue depositado em tubos de vidro sem anticoagulante de 10 ml foi mantido
em refrigerador por um periodo maximo de 10 horas at¢ o0 momento da centrifugagdo para
separagdo do soro. O soro foi armazenado em freezer a —20°C durante todo o periodo de
coleta no campo e depois em freezer a —80° at¢ o momento da analise bioquimica.

A determinagdo dos niveis séricos dos elementos bioquimicos do sangue foi
dividida em duas etapas a fim de se verificar as altera¢des provocadas pelo congelamento
nos niveis séricos dos componentes bioquimicos. A andlise do primeiro lote (lote 01) foi
feita em um intervalo de 14 dias, 30 dias apds a colheita (mantido congelado em freezer —
80°C durante este periodo). O segundo lote (lote 02) era composto das mesmas amostras do
lote 01, e foi analisado 60 dias apos a andlise do primeiro, ou seja, 90 dias apds a colheita.
A analise do lote 02 durou cerca de 11 dias. Todas as andlises bioquimicas foram realizadas
no Laboratorio de Andlise Clinicas (LAC) da Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do

Amazonas (HEMOAM).

A mensuracao das concentragdes dos componentes bioquimicos foi feita com kits
da Labtest® e auxilio do aparelho Alcyon® Abbott Laboratories - USA (Figura 10). O
aparelho foi calibrado antes das andlises com soros controles. Foram determinados os
niveis sorologicos dos seguintes elementos:

— Albumina: Rea¢do Verde de Bromocresol,

— Alanina aminotransferase — ALT: De acordo com recomendacido da International
Federation of Clinical Chemistry (IFCC) (temperatura 37°C);

— Amilase: Rea¢do Amilase Iodo (temperatura 37°C);

— Aspartato transaminase — AST: De acordo com recomendagao da IFCC
(temperatura 37°C);

— Bilirrubina direta: A amostra ¢ solubilizada em meio acido e a bilirrubina direta
medida por formagdo de azobilirrubina com dicloroanilina diazotada. A cor formada ¢
proporcional a concentracao de bilirrubina direta na amostra;

— Bilirrubina indireta: Obtida através da subtragdo da bilirrubina direta pela
bilirrubina total;

— Bilirrubina total: A bilirrubina indireta da amostra ¢ desligada da albumina e

solubilizada por agdao de um acelerador e as bilirrubinas direta e indireta sio medidas por

22



formagdo de azobilirrubina com dicloroanilina diazotada. A cor formada ¢ proporcional a
concentracao de bilirrubina total na amostra;

— Calcio: Reagao cromogénica com Cresolftaleina complexona;

— Creatinina: Baseado na reagdo de Jaffé - Pricato alcalino;

— Creatina quinase — CK: De acordo com recomendagio da IFCC (temperatura 37°C);

— Colesterol: Colesterol oxidase - Reagao de Trinder;

— Desidrogenase latica — DHL: Método Lactato-INT (temperatura 37°C);

— Fosfatase alcalina: Hidrélise da p-nitrofenil fosfato em meio alcalino, de acordo com
recomendacdo da IFCC (temperatura 37°C);

— Ferro: Ferrozine;

— Gama glutamil transferase — GGT: Hidrolise da gama glutamil p-nitroanilina, de
acordo com recomendacdo da IFCC (temperatura 37°C);

— Glicose: Glicose-oxidase - Rea¢do de Trinder;

— Magnésio: Reagdo Magon sulfonado;

— Proteinas totais: Os ions cobre (Cu +2) em meio alcalino (Reagente de Biureto)
reagem com as ligagcdes peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura, que tem
absorbancia maxima em 545 nm, proporcial a concentracdo das proteinas na amostra;

— Triglicérides: Glicerol fosfato oxidase;

— Uréia: Reagdo Urease-Berthelot.

Figura 10 — Aparelho Alcyon® do Laboratério de Analises Clinicas do
HEMOAM.
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2.6 FREQUENCIA CARDIACA E RESPIRATORIA

A freqiiéncia cardiaca foi medida logo ap6s a colheita de sangue com o uso de um
estetoscopio por um periodo minimo de um minuto.

A freqiliéncia respiratéria foi medida por meio da observa¢do da abertura do
orificio respiratério também por um periodo minimo de um minuto, logo ap6s a obtencao
da freqiiéncia cardiaca. O tempo foi medido com uso de um crondémetro.

O aumento do estado de estresse (aumento das freqliéncias cardiaca e respiratoria)
foi associado as variagdes dos parametros sangiiineos através do teste de correlacdo de

Spearman (r).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

O ntimero total de botos analisados foi 109 (N = 109), entretanto, algumas andlises
foram feitas com menor numero de individuos em fun¢do de uma indisponibilidade de
amostra. Além disso, os individuos considerados como outliers, por meio da observagdo de
graficos tipo Box Plot, foram excluidos das andlises, diminuindo o N amostral.

O programa Statistica 6.0 foi utilizado em todas as analises do estudo. Foram
descritos os valores minimo ¢ maximo, média, intervalo de confianca, mediana e intervalo
interqualitico dos botos do estudo. Os parametros hematoldgicos e bioquimicos foram
definidos como aqueles valores que se encontram dentro do intervalo de confianga (95%).
O teste de homocedasticidade de Levene foi empregado para verificar a homocedasticidade
das variancias. A comparacao entre duas meédias foi feita com o teste t de Student quando
as amostras tiveram suas varidncias homocedasticas, ¢ o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney foi empregado quando as variancias ndo eram homocedasticas.

As comparagdes entre trés ou mais médias foram feitas com o teste estatistico
ANOVA quando as variancias foram homocedasticas, e Kruskal-Wallis quando as
variancias ndo foram homocedasticas.

O coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r) foi utilizado para observar a
variagdo dos valores hematoldgicos de acordo com a variagdo da freqiiéncia cardiaca e

respiratoria.
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3. RESULTADOS

Todos os animais incluidos neste estudo estavam aparentemente em boas condi¢6es
nutricionais e de saude. N&o foram observados sinais externos de doengas, traumas recentes
ou comportamento erratico. Foi incluido neste estudo um total de 109 botos. A maioria dos
animais capturados era de adultos (42 machos e 42 fémeas); seguidos dos juvenis (6

machos e 7 fémeas) e filhotes (6 machos e 6 fémeas) (Figura 11).

6% O Fémeas adultas
% 38% B Machos adultos
[0 Fémeas juvenis
O Machos juvenis
@ Fémeas filhotes
38% O Machos filhotes

6%

6%

Figura 11 — Porcentagem de cada classe de animais incluida neste estudo.

A divisdo das classes etarias foi feita baseada na classificacdo de Best & da Silva
(1984). Além do comprimento total, outras caracteristicas tais como coloracdo externa e
robustez dos animais foram observadas para a determinacdo da classe etaria. Os machos
adultos foram os maiores exemplares e também os mais robustos. Sua coloracdo é
predominantemente rosa, variando desde totalmente rosa até rosa com algumas manchas
escuras proximas ao orificio respiratorio e dorso. As fémeas adultas eram claramente
distinguiveis dos machos adultos por seu menor porte e cor mais escura, variando de cinza
escuro até cinza claro com algumas areas do corpo rosadas. A coloracdo dos animais
juvenis apresentou-se cinza claro ou cinza escuro, ndo havendo distin¢do entre os sexos. Os
filhotes tém uma coloragéo cinza escuro independente do sexo. Os comprimentos totais das

classes etarias podem ser observados na tabela 01.
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Tabela 01 — Comprimento minimo e maximo das diferentes classes etarias e sexuais do
boto vermelho.

Classe Etéria e Sexo Comp Min (cm) Comp Max (cm)
Machos adultos 189 248
Fémeas adultas 171 212
Machos juvenis 152 190
Fémeas juvenis 151 166
Machos filhotes 119 169
Fémeas filhotes 110 143

3.1 ANALISE HEMATOLOGICA

Todos os valores das comparacgdes entre machos e fémeas, e entre as classes etarias
mostraram-se homocedasticos (Levene’s test of homogenity, p>0,05), portanto as analises
estatisticas empregadas foram teste t de Student e ANOVA de uma via, respectivamente.

Os valores da concentracdo de Hb e a concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM) nédo foram incluidos na comparacdo entre classes etarias em funcdo do
pequeno numero de amostras de filhotes e juvenis para estes pardmetros (n= 1 e n= 4,
respectivamente).

Os valores minimos, maximos, media, desvio-padrdo (DP), intervalo de confianca (-
95% e +95%), mediana e intervalo interqualitico (IQ) referentes aos valores hematoldgicos

de todos os botos deste estudo podem ser observados na tabela 02.
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Tabela 02 - Valores hematolégicos de todos os botos do estudo.

N Min Max Média DP -95% +95% Mediana 1Q

Hct (%) 115 31 46 396 2,7 39,1 40,2 40,00 38-41
Hemacias (10%mm®) 105 2,85 597 3,89 0,62 3,77 4,01 387 3,41-4,29
Hb (g/dI) 24 13,68 18,79 1551 142 1491 16,11 15,01 14,48-16,38
VGM (fL) 105 71 137 104 16 101 107 102 94 - 115
CHCM (g/dI) 24 35,71 46,93 40,32 3,09 39,02 41,63 39,36 37,74-42,69
Plaguetas (10’mm®) 100 78 556 297 107 276 318 285 216 - 380
VHS (mm/hora) 102 42 58 51 04 50 51 51 48 - 53

Leucécitos (10¥mm°) 104 8,45 385 18,74 6,22 17,53 19,95 1757 14,4-28,85
Neutréfilos (%) 72 32 63 47,63 8,33 4567 4958 47,00 41,00 - 55,00
Bastonetes (%) 72 00 04 104 109 078 1,30 100  0,00-2,00
Linfécitos (%) 72 20 50 3584 7,92 3395 37,73 3500 30,00 - 42,00
Monécitos (%) 72 00 07 28 185 244 331 300 1,00-4,00
Eosinéfilos (%) 72 04 30 12,82 573 11,46 14,17 12,00 8,00-17,00
Basofilos (%) 72 00 00 0,00 0,00 0,00  0,00-0,00

N = nlimero de animais

3.1.1 COMPARAGAO ENTRE MACHOS E FEMEAS

Utilizou-se o teste t de Student na comparagéo entre os sexos. Nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre machos e fémeas para os valores do hematocrito, contagem de
hemaécias, contagem de leucdcitos, contagem diferencial de leucdcitos, concentracdo de
hemoglobina, VGM, plaquetas e VHS. Apenas a CHCM mostrou-se diferente entre os

sexos, com machos apresentando valor médio mais alto (Figura 12).
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Figura 12 — Média, erro padréo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos valores de CHCM
de fémeas e machos.

Os valores médios, desvio-padrédo, intervalo de confianga, mediana e intervalo

interqualitico dos machos e fémeas podem ser observados na tabela 03.
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Tabela 03 — Média, desvio-padrao, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos valores hematoldgicos de fémeas e

machos.
Fémeas Machos
N Média DP -95% +95% Mediana (0] N Média DP - 95% +95% Mediana 1Q t p

Hemat6crito 55 399 28 394 407 40 39-415 53 39,5 2,5 38,7 40,1 39 38 - 40 0,67 0,50
Hemacias 53 386 051 3,72 4,00 3,83 3,44 - 4,18 51 3,92 0,74 3,72 4,13 3,91 3,28 - 4,40 -0,52 0,60
Hb 07 1530 1,22 14,17 16,44 1503 14,40-16,18 16 1552 1,54 14,70 16,35 14,91 14,49-16,30 -0,33 0,74
VCM 53 105 14 101 109 103 94 -115 51 103,88 1841 98,71 109,07 101,01 89,25-2149 0,35 0,73
CHCM 06 37,87 148 36,32 3943 37,99 36,65-39,08 16 40,72 2,87 38,92 41,94 41,47 37,87-43,09 -2,29 0,03
Plaguetas 48 296 108 265 328 287 220 - 384 51 297 108 267 3281 284 220 - 384 -0,04 0,97
VHS 46 50 06 49 51 51 49 -52 51 51 04 50 52 51 48 - 55 -1,47 0,14
Leucocitos 51 17,99 589 16,35 19,64 16,80 13,37-20,92 49 1929 641 17,48 21,09 17,9 1515-2350 -0,86 0,39
Neutrofilos 35 48 82 45 51 47 41-54 37 48 8,6 44,7 50,4 47 41- 56 0,09 0,93
Bastonetes 35 01 11 05 1,2 01 00-02 37 01 1,1 08 15 01 00 - 02 -0,96 0,34
Linfécitos 34 34 6,9 316 36,5 32 30- 39 36 37 8,5 34,6 40,4 38 31- 43 -1,83 0,07
Monocitos 34 03 1,8 2,1 34 02 01-04 37 03 19 2,3 3,6 03 01-04 -0,46 0,65
Eosindfilos 35 14 64 116 16,0 14 09 -18 36 12 4,9 10,2 135 11 08 - 14 1,48 0,14
Basofilos 35 00 00 37 00 00

N = nUmero de animais
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3.1.2 COMPARACAO ENTRE CLASSES ETARIAS

3.1.2.1 Hematécrito

Os valores do hematocrito apresentaram-se constantes e ndo houve diferencgas

significativas entre as classes etérias (F= 0,47; p= 0,63). Os valores da média, desvio-

padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos filhotes, juvenis e

adultos podem ser observados na tabela 04.

Tabela 04 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos valores de hematocrito das classes etarias.

Hematdcrito (%)

Classe Etaria
Filhotes
Juvenis
Adultos

N Media DP -95%  +95% Mediana 1Q

10 40 2 39 42 40 37-41
11 40 2 39 42 40 31- 42
77 39 3 39 40 39 32-44

N = nlimero de animais

Na comparagéo entre classes etérias subdivididas em machos e fémeas também néo

foram observadas diferengas significativas (F= 0,55; p= 0,69). A tabela 05 mostra 0s

valores médios, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico de

filhotes machos e fémeas, juvenis machos e fémeas, e adultos machos e fémeas.

Tabela 05 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos valores de
hematocrito de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Hematdcrito (%)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 40 2 36 43
S Juvenis 04 40 2 37 42
= Adultos 37 39 3 38 40
9 Filhotes 04 38 4 33 44
% Juvenis 05 41 1 40 42
L Adtultos 39 40 2 39 41

N = nlimero de animais

3.1.2.2 Contagem de heméacias

Houve pouca variacdo nos valores da contagem de hemaécias e ndo foram detectadas

diferencas significativas nos valores médios de filhotes, juvenis e adultos (F= 0,97; p=

0,39) (Tabela 06).
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Tabela 06 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1C) da contagem total de hemacias das classes etarias.

Hemacias (10%/mm®)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 10 3,75 0,46 3,43 4,08 3,68 3,42-3,99
Juvenis 11 3,97 0,63 3,55 4,39 3,83 3,00-5,31
Adultos 79 3,94 0,68 3,77 4,09 391 2,85-594

N = nlimero de animais

Agrupando-se as classes etarias por sexo também néo se observa diferenca entre as
classes (F= 0,55; p=0,69). A média, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e
intervalo interqualitico dos filhotes machos, filhote fémeas, juvenis machos, juvenis fémeas

e adultos machos e adultos fémeas estdo demonstrados na tabela 07.

Tabela 07 — Média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) da contagem
total de hemaécias de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Hemacias (10%mm®)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
8 Filhotes 06 3,54 0,29 2,83 4,25
CS% Juvenis 06 4,23 0,79 2,98 5,47
= Adultos 35 3,85 0,66 3,63 4,08
9 Filhotes 06 3,53 0,28 3,09 3,96
(% Juvenis 07 3,92 0,53 3,09 4,74
L Adtultos 37 3,84 0,53 3,66 4,03

N = nlimero de animais

3.1.2.3 Hemoglobina

As concentracfes de hemoglobina apresentaram valores semelhantes entre as
diferentes classes etéarias. A tabela 08 mostra os valores médios, desvio-padrdo, intervalo de
confianca, mediana e intervalo interqualitico para quatro juvenis e 19 adultos. Apenas um
filhote teve a concentracdo de hemoglobina medida (Hb= 16,81 g/dl). As classes etarias ndo
foram subdivididas em machos e fémeas em funcdo do pequeno numero de filhotes e

juvenis.
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Tabela 08 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da concentracdo de hemoglobina de adultos e juvenis.

Hemoglobina (g/dl)

Classe Etaria N Média DP  -95% +95% Mediana 1Q
Adultos 19 1544 153 14,70 16,18 14,82 13,68-8,79
Juvenis 04 1552 0,91 14,07 16,97 1547 14,55-6,59

N = nlimero de animais

3.1.2.4 Volume Corpuscular Médio

O VCM apresentou uma variagdo maior nos adultos, com intervalo de confianga
entre 98,96 fL e 107, 43 fL. N&o houve diferenca significativa entre as classes etérias (F=
1,35; p= 0,37). A média, desvio-padrdo, intervalo de confianga, mediana e intervalo

interqualitico de filhotes, juvenis e adultos estdo na tabela 09.

Tabela 09 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) do VGM das classes etérias.

VGM (fL)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 10 109 12 100 118 103 99 -115
Juvenis 11 104 16 9 115 101 72 - 115
Adultos 79 103 16 99 107 100 71- 136

N = ndmero de animais
As classes etarias dentre machos e fémeas também ndo apresentaram diferenca

significativa entre si (F= 0,41; p=0,49) (Tabela 10).

Tabela 10 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) de VCM para
filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

VCM (fL)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 113 12 83 143
S Juvenis 05 97 18 69 125
= Adultos 35 104 18 98 110
o Filhotes 06 109 8 96 121
% Juvenis 06 105 12 86 124
L Adultos 37 106 15 101 111

N = nlimero de animais
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3.1.2.5 Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM)

Os valores médios, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo

interqualitico da CHCM de quatro juvenis e 19 adultos estdo demonstrados na tabela 11.

Apenas um filhote teve a concentracdo hemoglobinica corpuscular medida (CHCM= 42,02

g/dl). As classes etarias ndo foram subdivididas entre machos e fémeas em funcéo do

pequeno numero de filhotes e juvenis.

Tabela 11 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e

intervalo interqualitico (1Q) de CHCM das classes etarias.

CHCM (g/dl)
Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Adultos 19 39,94 2,91 38,53 41,34 39,08 35,71-45,10
Juvenis 04 41,73 4,20 35,05 48,41 41,68 36,65-46,93

N = nlimero de animais

3.1.2.6 Plaquetas

Filhotes e juvenis apresentaram praticamente o mesmo valor meédio na contagem de

plaquetas, enquanto os adultos apresentaram um valor médio um pouco mais alto. Apesar

desta variacdo, a quantidade de plaquetas ndo diferiu significativamente entre as classes

etarias (F= 0 59; p=0,56) conforme descrito na tabela 12.

Tabela 12 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) do numero de plaquetas das classes etéarias.

Plaquetas (10%/mm?®)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 10 290 73 237 342 289 280 - 328
Juvenis 11 290 84 233 347 286 208 - 466
Adultos 76 299 114 271 326 290 78 - 556

N = nlimero de animais

A média, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico

da contagem de plaquetas para filhotes machos, filnote fémeas, juvenis machos, juvenis

fémeas e adultos machos e adultos fémeas estdo demonstrados na tabela 13. Ndo ocorreu

diferenca significativa entre os grupos (F= 0,20; p=0,93).
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Tabela 13 — Média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) do numero de
plaguetas de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Plaquetas (103/mm°)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
8 Filhotes 04 318 64 159 477
CS% Juvenis 06 280 66 175 386
= Adultos 35 294 123 251 337
9 Filhotes 05 288 33 236 341
(% Juvenis 05 347 90 203 491
L Adtultos 33 298 120 255 341

N = nlimero de animais

3.1.2.7 Velocidade de Hemossedimentacéo

Os adultos apresentaram o valor médio da velocidade de hemossedimentacdo mais

elevado, os juvenis apresentaram um valor intermediario, e os filhotes valores apresentaram

os valores mais baixos (Tabela 14). Uma diferenca significativa foi encontrada entre

filhotes e adultos apenas (F= 8,05; P=0,00) (figura 13).

Tabela 14 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e

intervalo interqualitico (1Q) dos valores de VHS das classes etéarias.

VHS (mm/hora)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 10 49 3 46 51 49 48 - 50
Juvenis 11 49 3 47 52 49 43 -53
Adultos 75 51 4 50 52 51 20 - 58

N = nlimero de animais
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Figura 13 — Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrao (DP) dos valores de VHS
de adultos (Adt), juvenis (Juv) e filhotes (Calf).

Fazendo-se a separacdo de filhotes, juvenis e adultos dentre fémeas e machos néo

mais sdo detectadas diferencas entre os grupos (F=1,59; p= 0,17). A média, desvio-padrao

e intervalo de confianca estdo na tabela 15.

Tabela 15 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca dos valores de VHS de filhotes,
juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

VHS (mm/hora)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
8 Filhotes 03 49 2 45 53
S Juvenis 05 48 4 43 53
= Adultos 37 52 4 51 53
% Filhotes 05 51 3 47 54
% Juvenis 06 49 4 45 52
L Adtultos 31 50 7 47 52

N = nlimero de animais

3.1.2.8 Contagem Total dos Leucdcitos

Os valores da média, desvio-padrdo, intervalo de confianga, mediana e intervalo

interqualitico de da contagem total de leucécitos de filhotes, juvenis e adultos estdo

apresentados na tabela 16.
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Tabela 16 — Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da contagem total de leucdcitos das classes etarias.

Leucocitos (103 /mm?)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 12 25,65 6,25 21,87 29,42 24,65 23,7-29,40
Juvenis 12 19,69 5,82 15,98 23,39 18,87 15,82 - 20,85
Adultos 80 17,46 5,52 16,22 18,69 15,95 13,65-20,8

N = nlimero de animais

Os filhotes apresentaram valores significativamente mais altos que os adultos (F=
3,30; p=0, 00) conforme demonstra a figura 14.
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Figura 14 — Média, erro padréo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos valores de
leucdcitos de adultos, juvenis e filhotes.

Agrupando-se 0s sexos por classe etaria observou-se diferenca significativa entre o
namero de leucécitos de filhotes machos e juvenis machos (p= 0,02); filhotes machos e
adultos machos (p= 0,00); filhotes machos e adultos fémeas (p= 0,00); filhotes fémeas e
adultos fémeas (p= 0,00) (Figura 15) (F= 3,51). A média, desvio-padrdo e intervalo de
confianca (-95% e +95%) de todas as classes estdo na tabela 17.
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Tabela 17 — Média, desvio-padrédo e intervalo de confianca (-95% e +95%) da contagem

total de leucdcitos de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Leucécitos (103 /mm°)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
% Filhotes 06 275 6,09 21,11 33,90
S Juvenis 06 18,56 3,57 14,81 22,31
= Adultos 39 18,13 5,95 16,20 20,06
o Filhotes 06 23,16 6,50 16,33 29,99
% Juvenis 06 20,81 7,67 12,76 28,86
L Adultos 40 16,79 5,06 15,18 18,41

N = ndmero de animais
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Figura 15 — Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) do numero de
leucdcitos de filhotes machos (1), juvenis machos (2), adultos machos (3), filhotes fémeas
(4), juvenis fémeas (5) e adultos fémeas (6).

3.1.2.9 Contagem Diferencial dos Leucocitos

Neutrofilos

No esfregaco sangliineo, os neutrofilos aparecem como células maiores que 0s

eritrocitos. O citoplasma € acidéfilo, repleto de granulos semelhantes a grdos de areia

uniformemente espalhados, fracamente corado com o uso de Wright. Seu nucleo possui

cromatina em grumos, sendo dividido de dois a sete I6bulos distintos conectados por

estreitos filamentos de heterocromatina (figura 16).
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Figura 16 — Neutrofilo do sangue de boto vermelho(Inia geoffrensis) (Wright, 100X).

N&o houve diferenca estatistica entre filhotes, juvenis e adultos (F= 0,77; p= 0,57).

Os valores da média, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo

interqualitico da contagem total de leucdcitos das classes etarias estdo apresentados na

tabela 18.

Tabela 18 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da porcentagem de neutréfilos das classes etérias.

Neutrofilos (%)

Classe Etaria N Média DP -95% +95%  Mediana 1Q
Filhotes 07 43 6 36 50 42 35-48
Juvenis 10 47 7 42 53 44 40 - 56
Adultos 54 48 8 46 50 48 41 - 56

N = nlimero de animais

Quando separados entre machos e fémeas, os valores da proporcao de neutréfilos

para as classes etarias também néo diferiram entre si (F=0,77; p= 0,57). A tabela 19 mostra

os valores da média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) de todas as

classes.

Tabela 19 - Média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) da porcentagem
de neutrdfilos de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Neutrofilos (%)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 04 40 4 34 48
S Juvenis 04 48 11 31 65
= Adultos 29 48 8 45 51
@ Filhotes 03 44 78 25 63
% Juvenis 06 47 6 40 53
L Adultos 26 49 9 45 52

N = nlimero de animais
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Linfocitos

Os linfocitos de boto vermelho sdo células com mesmo didmetro ou um pouco
maiores que os eritrocitos. Seu ndcleo é redondo, ligeiramente indentado, ocupando quase
toda a célula. Possui cromatina condensada e rosa brilhante quando corado com Wright
(Figura 17). O citoplasma é levemente basofilo e aparece como um halo azul claro ao redor
do ndcleo e eventualmente ndo pode ser visualizado no esfregaco sanguineo em funcgéo do

grande tamanho do ndcleo.

r TP |

Figura 17 -Linfocito de boto vermelho (Inia geoffrénsis) com nucleo ocupando quase todo
o citoplasma (Wright, 100X).

Os filhotes apresentaram médias significativamente mais elevadas da porcentagem
de linfocitos que os adultos (F= 3,65; p= 0,31) (figura 18). A tabela 20 mostra os valores de
média, desvio-padrdo, intervalo de confianga, mediana e intervalo interqualitico da

porcentagem de linfdcitos de adultos, juvenis e filhotes.

Tabela 20 - Meédia, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da porcentagem de linfdcitos das classes etarias.

Linfocitos (%)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana IQ
Filhotes 06 45 3 41 48 44 43 - 48
Juvenis 10 37 8 31 42 37 30-44
Adultos 54 35 8 33 37 34 30-41

N = nlimero de animais
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Figura 18 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da porcentagem de
linfocitos de adultos (Adt), juvenis (Juv) e filhotes (Calf).
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Houve diferenca significativa nas porcentagens de linfdcitos entre as classes etéarias
quando separadas entre machos e fémeas. As médias dos filhotes machos e fémeas foram
bastante similares e mais elevadas que as médias dos demais (Figura 19). Os filhotes
fémeas apresentaram médias significativamente mais altas que adultos fémeas (p= 0,00) e
adultos machos (p= 0,02). Ja os filhotes machos tiveram médias mais altas que juvenis
machos (p= 0,04), adultos machos (p=0,01) e adultos fémeas (p= 0,00) (Tabela 21).

Tabela 21 - Média, desvio-padréo e intervalo de confianga (-95% e +95%) da porcentagem
de linfocitos de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Linfocitos (%)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 04 46 3 42 51
S Juvenis 04 35 10 19 52
= Adultos 29 36 8 33 40
o Filhotes 03 47 9 24 69
§ Juvenis 06 38 7 30 45
L Adultos 26 33 7 30 35

N = nlimero de animais
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Figura 19 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da porcentagem de
linfocitos de filhotes machos (1), juvenis machos (2), adultos machos (3), filhotes fémeas
(4), juvenis fémeas (5) e adultos fémeas (6).

Mondcitos

Os mondcitos foram as maiores células observadas no esfregaco sangliineo dos
botos. Seu nicleo ocupa a maior parte do citoplasma, tem o formato de feijdo e aparece
rosa brilhante quando corado com Wright. Seu citoplasma tem uma cor rosa claro (Figura
20).

r h |

e

]

Figura 20 - Mondcito de boto vermelho (Inia geoffrensis) com nucleo rosa brilhante em
forma de feijdo (Wright, 100X).

N&o houve diferenca estatistica entre as porcentagens de mondcitos de filhotes,
juvenis e adultos (F= 0,81; p= 0,44). Os valores da média, desvio-padrdo, intervalo de
confianca, mediana e intervalo interqualitico de da contagem total de leucdcitos das classes

etarias estdo apresentados na tabela 22.
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Tabela 22 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da porcentagem de linfécitos das classes etérias.

Mondcitos (%)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana IQ
Filhotes 7 3 2 1 5 2 2-6
Juvenis 10 3 2 2 5 4 3-5
Adultos 55 3 2 2 3 2 1-4

N = nlimero de animais

A porcentagem de linfécitos dentre as classes etaria também nédo diferiu quando
estas foram separadas por sexo (F= 1,28; p= 0,28) (Tabela 23).

Tabela 23 - Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) da porcentagem
de monacitos de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Monacitos (%)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 04 3 2 0 7
S Juvenis 04 2 2 0 6
= Adultos 29 3 2 2 4
! Filhotes 03 3 3 0 10
% Juvenis 06 4 1 3 5
L Adultos 26 3 2 2 3
Eosinofilos

Os eosindfilos dos botos sdo maiores que os eritrécitos e geralmente possuem um
nucleo bilobulado rosa brilhante quando o corante de Wright é usado. Seu citoplasma

aparece rosa escuro com granulos bastante evidentes grandes e esféricos (Figura 21).

y

Figura 21 - Eosinofilo de Inia geoffrensis com nucleo bilobulado e densa granulacdo do
citoplasma (Wright, 100X).

Houve diferenga significativa da propor¢do de eosindfilos entre as classes etarias.
Os adultos apresentaram média significativamente mais elevada que os filhotes (F= 3,55;
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p= 0,03) (figura 22). A tabela 24 mostra os valores de média, desvio-padréo, intervalo de
confianca, mediana e intervalo interqualitico da porcentagem de eosinéfilos de adultos,

juvenis e filhotes.

Tabela 24 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da porcentagem de eosinofilos das classes etérias.

Eosinofilos (%)

Classe Etaria N  Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 06 9 5 4 14 7 6-10
Juvenis 10 11 5 8 15 10, 8-16
Adultos 55 14 6 12 15 13 0-18

N = nlimero de animais
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Figura 22 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da porcentagem de
linfocitos de adultos (Adt), juvenis (Juv) e filhotes (Calf).

Também houve diferenca significativa da porcentagem de eosinoéfilos entre filhote,
juvenis e adultos quando separados por sexo (F= 3,47). As fémeas adultas apresentaram
médias mais elevadas que todas as outras classes, com diferencas significativas entre
juvenis fémeas (p= 0,04), filhotes fémeas (p= 0,00), adultos machos (p= 0,00) e filhotes
machos (p= 0,03) (figura 23). A tabela 25 mostra a média, desvio-padrdo e intervalo de

confianca (-95% e +95%) da porcentagem de eosinofilos de todas as classes.
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Tabela 25 - Média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) da porcentagem
de eosinofilos de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Eosinofilos (%)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 04 9 8 0 22
S Juvenis 04 12 5 4 21
= Adultos 29 11 4 10 13
Q Filhotes 03 6 1 4 7
% Juvenis 06 10 5 5 16
L Adultos 26 16 6 13 18

N = ndmero de animais
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Figura 23 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da porcentagem de
linfocitos de filhotes machos (1), juvenis machos (2), adultos machos (3), filhotes fémeas
(4), juvenis fémeas (5) e adultos fémeas (6).

Basofilos

N&o foi detectada a presenca de basofilos durante a leitura dos esfregacos

sanguineos.
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3.1.3 COI\/IPARAQAO ENTRE FEMEAS PRENHES E VAZIAS

O teste t de Student foi utilizado na comparacdo dos valores hematoldgicos entre
fémeas prenhes e vazias, ja que os valores apresentaram-se homocedasticos (p>0,05). Os
valores de Hb e CHCM ndo foram incluidos na analise devido ao pequeno numero de
amostras.

Os valores dos parametros hematoldgicos foram bastante similares entre fémeas
adultas prenhes e vazias. Um valor médio um pouco mais alto de plaquetas (sem
significado estatistico) foi encontrado para fémeas vazias (tabela 26). Os valores médios,
desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico estdo na tabela 26.

Tabela 26 — Média, desvio-padrao e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos parametros
hematologicos de fémeas prenhes e vazias.

Vazias Prenhes

N Media DP -95% +95% N Média DP -95% +95% t

Hematécrito %) 23 40 2 39 41 10 39 3 38 41 101
Hemacias (10%mm? 21 3,78 0,46 358 3,99 10 373 060 3,31 416 027
VCM (fL) 21 108 12 102 113 10 109 20 94 123 -0,13
Plaquetas (10>’mm® 21 314 131 255 374 09 275 108 192 358 0,79
VHS (mm/hora) 17 50 3 48 52 09 51 3 49 54 -081
Leucéeitos (10¥mm® 21 15,08 3,71 13,39 16,77 10 15,49 4,33 12,39 18,60 -0,27
Neutréfilos (%) 12 49 10 42 55 14 50 5 45 55 0,36
Bastonetes (%) 12 1,00 1 0 2 14 1 1 0 2 035
Linfécitos (%) 12 3325 7 29 37 14 30 5 25 34 -1,60
Mondcitos (%) 12 2 2 1 4 14 3 1 1 4 0,38
Eosindfilos (%) 12 15 7 0 19 14 17 2 15 18 1,03

Basofilos (%)* 12 00 14 00

0,31
0,78
0,89
0,43
0,42
0,78

0,72
0,73
0,12
0,71
0,31

N = ndmero de animais; * Né&o foi detectada a presenca de basofilos.
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3.2 ANALISE BIOQUIMICA

Os valores da média, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo

interqualitico de albumina, ALT, amilase, AST, bilirrubina direta, bilirrubina indireta,

bilirrubina total, calcio, CK, colesterol, creatinina, DHL, fosfatase alcalina, ferro, GGT,

glicose, magnésio, proteinas totais, triglicérides e uréia do plasma dos de todos os botos

deste estudo estdo apresentados na tabela 27.

Tabela 27 - Bioquimica sérica sangliinea do Boto Vermelho Inia geoffrensis (de

Blainville, 1817).

N Min Max Média DP -95% +95% Mediana IQ

Albumina (g/dI) 81 14 84 34 17 30 38 2,5 2,4-4,6
ALT (UI/L) 74 04 452 100 115 74 127 o7 12 -153
Amilase (UI/L) 80 19 345 88 75 72 105 S7 37 -110
AST (UI/L) 74 69 391 146 62 132 160 128 109 - 157
B Direta (mg/dl) 80 0,1 1,8 0,4 0,4 0,3 0,5 0,3 0,2-05
B Indireta (mg/dl) 79 01 18 03 04 0,3 0,4 0,2 01-04
B total (mg/dl) 79 0,2 3,2 0,7 0,7 0,6 0,9 0,5 0,3-0,9
Célcio (mg/dl) 53 94 240 152 442 140 16,5 15,3 10,9-18,9
CK (UI/L) 38 16 250 90 64 69 111 68 43 -138
Colesterol (mg/dl) 81 105 847 333 157 298 367 282 221 -395
Creatinina(mg/dl) 81 12 31 20 04 1,9 2,1 2,0 1,7-2,3
DHL (UI/L) 81 193 1230 570 242 517 624 510 388 -730
F Alcalina(Ul/L) 74 35 157 89 34 81 96 82 56 -118
Ferro (ug/dl) 31 63 290 158 59 136 180 147 113 - 201
GGT (UI/L) 72 12 41 21 6 19 22 19 17-23
Glicose (mg/dl) 78 57 403 184 74 167 201 157 138 - 224
Magnésio (mg/dl) 79 12 100 45 22 4,0 5,0 4,7 2,5-6,4
P Totais (g/dl) 81 46 180 104 29 9,7 11,0 9,9 8,3-115
Triglic. (mg/dl) 81 33 389 122 85 103 141 98 64 -138
Uréia (mg/dl) 81 44 255 121 48 110 132 111 90 -151

N = nlimero de animais
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3.2.1 COMPARAGAO ENTRE MACHOS E FEMEAS

Na comparacdo entre machos e fémeas, apenas os valores de amilase e CK néo
apresentaram valores homocedasticos (Levene’s test of homogenity, p<0,05) e para tais
comparagdes utilizou-se o teste de Mann-Whitney. N&o foram detectadas diferencas entre
0S sexos nos niveis de amilase e CK (Z= 1,47; p=0,14 e Z= -0,68; p= 0,49
respectivamente).

A comparacdo entre 0s sexos de todos 0s outros parametros foi feita usando o teste t
de Student. Os valores médios, desvio-padrdo e intervalo de confianca de todas as fémeas e
machos podem ser observados na tabela 28.
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Tabela 28 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) dos niveis
séricos dos parametros bioquimicos de fémeas e machos.

Fémeas Machos

N Média DP -95% +95% N Media DP -95% +95% t p

Aloumina (9/L) 46 34 17 29 39 35 34 17 28 40 -010 091
ALT (UI/L) 44 97 140 54 139 32 105 98 70 140 -0,29 0,76
Amilase (U/L) 46 87 74 70 103 34 65 38 51 79 -
AST (UI/L) 42 144 48 129 159 34 170 111 131 209 -1,39 0,16
B Direta(mg/dl) 46 04 043 033 06 35 05 04 03 06 -021 0,83
B Indireta (mg/dl) 44 03 04 02 05 3 04 03 03 05 -069 048
Btotal(mg/dl) 44 072 07 05 09 3 09 07 06 11 -085 0,39
Calcio(mg/dl) 30 158 40 143 173 23 145 49 123 166 111 0727
CK (UI/L) 46 115 108 82 149 16 162 170 71 252  ----m-
Colesterol (mg/dl) 46 347 174 296 399 35 313 133 268 359 096 0,33
Creatinina(mg/dl) 46 19 04 19 21 35 21 04 19 22 -111 026
DHL (UI/L) 46 605 254 529 680 35 526 221 450 601 1,46 0,14
FAlcalina(UI/L) 44 84 32 75 94 35 114 62 93 135 -2,78 0,01
Ferro (ug/dl) 24 145 84 109 180 12 153 50 122 185 -0,33 0,73
GGT (UI/L) 42 20 7 18 23 31 21 5 19 23 -0,17 0,86
Glicose (mg/dl) 44 184 75 162 207 34 184 75 158 210 0,013 0,98
Magnésio (mg/dl) 44 43 23 36 50 35 48 21 40 55 -100 031
PTotais (9/dl) 46 105 29 97 114 35 101 30 91 11,2 061 053
Triglic. (mg/dl) 46 118 91 91 145 35 128 78 101 154 -0,52 0,59
Uréia(mg/dl) 46 120 49 105 134 35 123 49 106 139 -0,25 0,80

N = nlimero de animais

Com excecdo de célcio, colesterol e DHL, os machos apresentaram médias mais

elevadas para quase todos os elementos, porém diferencas estatisticamente significativas so

48



foram observadas nos valores da atividade sérica de fosfatase alcalina. Os machos

apresentaram uma média de 114 UI/L, enquanto as fémeas apresentaram uma media de 84

UI/L (figura 24).
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Figura 24 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos valores de
fosfatase alcalina de fémeas (F) e machos (M).

3.2.2 COMPARACAO ENTRE AS CLASSES ETARIAS

3.2.2.1 Albumina

Na comparacdo dos niveis séricos de albumina entre filhotes, juvenis e adultos foi

utilizado o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, ja que as variancias ndo foram

homocedasticas. Nao foi observada diferenca significativa entre as classes (H= 2,22; p=

0,32). A média, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico

dos filhotes, juvenis e adultos estdo na tabela 29.

Tabela 29 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de albumina das classes etarias.

Albumina (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 4,4 2,6 2,2 6,55 2,7 2,5-6,9
Juvenis 09 2,7 0,4 2,3 3,0 2,6 2,4-28
Adultos 63 3,3 1,6 2,9 3,74 2,5 24-48

N = nlimero de animais
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Agrupando-se as classes etarias por sexo também ndo se observa diferenca entre
classes etarias (H= 3,43; p= 0,63). A média, desvio-padrao, intervalo de confianca, mediana
e intervalo interqualitico dos filhotes machos, filhote fémeas, juvenis machos, juvenis

fémeas e adultos machos e adultos fémeas estdo demonstrados na tabela 30.

Tabela 30 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis
séricos de albumina de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Albumina (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
8 Filhotes 05 4,8 1,1 2,9 8,4
S Juvenis 03 2,6 1,9 03 3,2
= Adultos 26 3,2 2,6 1,29 3,7
o Filhotes 03 3,7 -1,8 2,2 9,3
% Juvenis 06 2,7 2.2 0,5 3,3
L Adultos 37 3,5 2,9 18 4,1

N = nlimero de animais

3.2.2.2 Alanina aminotransferase (ALT)

As variancias encontradas na comparagdo entre as classes etarias foram
homocedasticas para ALT, e o teste ANOVA de uma via foi utilizado. Nado foram
observadas diferencas significativas entre filhotes juvenis e adultos nos valores da atividade
sérica de ALT (F= 0,46; p= 0,64). A tabela 31 mostra os valores médios, desvio-padrao,

intervalo de confianga, mediana e intervalo interqualitico das classes etarias.

Tabela 31 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de ALT das classes etarias.

ALT (UI/L)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana IQ
Filhotes 07 38 53 -11 87 11 5-114
Juvenis 06 52 69 -20 125 16 7-77
Adultos 54 125 148 85 166 67 13-175

N = nlimero de animais

Na comparacdo entre classes etarias subdivididas em machos e fémeas também néo
foram observadas diferengas significativas (F= 1,16; p= 0,34). A tabela 32 mostra 0s

valores médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico da
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atividade de ALT de filhotes machos e fémeas, juvenis machos e fémeas e adultos machos

e fémeas.

Tabela 32 — Média, desvio-padrao e intervalo de confianca (-95% e +95%) da atividade
sérica de ALT de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

ALT (UI/L)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 04 62 -37 62 161
S Juvenis 04 15 3 7 26
= Adultos 26 155 99 137 211
@ Filhotes 03 16 -8 6 20
% Juvenis 04 74 -50 78 198
L Adultos 34 96 47 141 145

N = nlimero de animais
3.2.2.3 Amilase

Foi empregado o teste ANOVA de uma via na comparacéo dos valores da atividade
sérica de amilase, pois as variancias mostraram-se homocedasticas durante a andlise.
Apesar de os juvenis apresentarem média mais baixa que filhotes e adultos, uma diferenca
estatisticamente significativa ndo encontrada entre as classes etérias (F= 1,08; p=0,35). As
médias, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico da

atividade enzimatica de amilase das classes etarias estdo na tabela 33.

Tabela 33 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de amilase das classes etarias.

Amilase (UI/L)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana [@)
Filhotes 08 81 73 14 149 62 37 -172
Juvenis 09 39 15 23 55 41 33-50
Adultos 62 83 6 66 101 61 40 - 113

N = nlimero de animais

A média, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico
de filhotes machos, filhote fémeas, juvenis machos, juvenis fémeas e adultos machos e
adultos fémeas estdo demonstrados na tabela 34. As variancias ndo foram homocedasticas e
o teste Kruskal-Wallis foi empregado. N&o ocorreu diferenca significativa entre 0os grupos
(H=9,95; p=0,07).
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Tabela 34 — Média, desvio-padréo e intervalo de confianca (-95% e +95%) de filhotes,
juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Amilase (UI/L)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 108 -9 94 225
S Juvenis 03 44 -9 21 96
= Adultos 26 63 48 35 77
o Filhotes 03 99 -193 118 391
% Juvenis 06 43 30 13 57
L Adultos 36 111 81 89 141

N = nlimero de animais

3.2.2.4 Aspartato transaminase (AST)

Foi empregado o teste estatistico ANOVA de uma via, ja que as variancias foram

homogéneas na analise comparativa entre as classes etarias. Os niveis médios da atividade

sérica de AST mais baixos foram observados nos juvenis, porém ndo houve uma diferenca

significativa entre juvenis, filhotes e adultos (F= 0,39; p= 0,68). As médias, desvio-padrao,

intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico da atividade de AST das classes

etarias estdo na tabela 35.

Tabela 35 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de AST das classes etarias.

AST (UIL)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 156 109 55 257 116 96 -225
Juvenis 09 145 11 133 157 138  133-152
Adultos 62 177 148 137 218 128,5 110-187

N = nlimero de animais

N&o houve diferenca significativa da atividade de AST entre as classes etérias

quando separadas por sexo (F= 2,59; p= 0,05). A tabela 36 mostra as médias, desvio-

padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos valores da atividade

sérica de AST das diferentes classes.
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Tabela 36 — Média, desvio-padrao e intervalo de confianca (-95% e +95%) da atividade de
sérica AST de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

AST (UIL)
Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
8 Filhotes 05 195 35 129 355
CS% Juvenis 04 144 90 34 197
= Adultos 24 198 130 161 266
9 Filhotes 03 127 -5 53 259
(% Juvenis 05 145 128 14 162
L Adultos 35 194 132 179 255

N = nlimero de animais

3.2.2.5 Bilirrubina Direta

As variancias da comparagdo dos niveis de bilirrubina entre filhotes, juvenis e
adultos mostraram-se homocedasticas e utilizou-se o teste ANOVA de uma via. Os filhotes
apresentaram as maiores médias (tabela 37), e ndo houve diferenca significativa entre as
classes (F=0,70; p= 0,50).

Tabela 37 - Meédia, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de bilirrubina direta das classes etarias.

Bilirrubina Direta (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 0,6 0,5 0,2 1,0 0.3 0,2-1,0
Juvenis 09 0,3 0,2 0,1 0,4 0.2 0,1-04
Adultos 62 0,4 0,3 0,3 0,5 0.3 0,2-0,5

N = nlimero de animais

Quando as classes etarias foram subdivididas em machos e fémeas também néo
ocorreu diferenca significativa entre os niveis de bilirrubina no plasma (F= 1,24; p= 0,30)
(tabela 38).
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Tabela 38 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) dos niveis
séricos de bilirrubina direta de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Bilirrubina Direta (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 05 0,6 0 0,5 1,1
S Juvenis 03 03 0 0.2 08
= Adultos 25 0,4 0,3 0,3 0,5
@ Filhotes 03 0,6 0 0,5 1,9
% Juvenis 06 0,2 0 0,1 0,4
L Adultos 37 0,5 0,3 0,4 0,6

N = nlimero de animais

3.2.2.6 Bilirrubina Indireta

Assim como a bilirrubina direta, as maiores médias de bilirrubina indireta foram
observadas nos filhotes. Da mesma forma, ndo ocorreu uma diferenca significativa entre as
classes quando se empregou o teste ANOVA de uma via (F= 0,41; p = 0,66). A tabela 39
mostra as médias, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico

dos niveis séricos de bilirrubina indireta das classes etarias.

Tabela 39 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de bilirrubina indireta das classes etarias.

Bilirrubina Indireta (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana [@)
Filhotes 08 0,5 0,6 0,0 1,1 0,2 0,1-0,8
Juvenis 10 0,1 0,0 0,0 0,2 0,1 0,1-0,2
Adultos 61 0,3 0,4 0,2 0,5 0,2 0,1-04

N = nlimero de animais

Também ndo se observa diferenca significativa entre as classes etarias quando
separadas entre machos e fémeas (F=0,27; p= 0,92). As médias, desvio-padrdo, intervalo de

confianga, mediana e intervalo interqualitico podem ser observadas na tabela 40.
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Tabela 40 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) dos niveis
séricos de bilirrubina indireta de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e
fémeas.

Bilirrubina Indireta (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 0,5 0,1 0,3 0,9
S Juvenis 04 0,4 0,0 0,4 1,0
= Adultos 26 0,4 0,2 0,4 0,5
o Filhotes 03 0,7 0,0 1,0 31
% Juvenis 06 01 0,1 0,1 0,2
L Adultos 35 0,3 0,1 0,4 0,5

N = nlimero de animais

3.2.2.7 Bilirrubina Total

Os niveis de bilirrubina total também foram mais altos no plasma dos filhotes
quando comparados com juvenis e adultos. Porém, através do teste ANOVA de uma via,
ndo se observou diferencas estatisticamente significantes (F= 0,28; p= 0,76). A média
desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico das classes etérias

estdo na tabela 41.

Tabela 41 - Média, desvio-padrao, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana
e intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de bilirrubina total das classes etarias.

Bilirrubina Total (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 1,1 1,0 0,2 2,1 08 04-16
Juvenis 09 0,4 0,2 0,2 0,6 03 0,3-05
Adultos 61 0,8 0,7 0,6 1,0 05 0,3-08

N = nlimero de animais

Na comparagdo entre filhotes fémeas, filhotes machos, juvenis fémeas, juvenis
machos, adultos fémeas e adultos machos também ndo ocorreu diferenca significativa (F=
0,74; p=0,59) (tabela 42).
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Tabela 42 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis
séricos de bilirrubina total de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Bilirrubina Total (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 1,0 0,2 0,6 1,8
S Juvenis 03 0,6 0,0 05 1,7
= Adultos 26 08 0,5 0,7 11
o Filhotes 03 1,3 0,0 15 5,0
% Juvenis 06 0,4 0,2 0,1 0,5
L Adultos 35 0,7 0,5 0,7 0,9

N = nlimero de animais

3.2.2.8 Calcio

As variancias da comparacdo dos niveis séricos de calcio entre filhotes, juvenis e

adultos ndo foram homocedasticas (p< 0,05). Através do teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis notou-se que os filhotes tém niveis significativamente mais altos de calcio que os

adultos (H= 9,29; p= 0,00) (figura 25). Na tabela 43 podem ser observados os valores

médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos niveis

séricos de calcio das trés classes etarias.

Tabela 43 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de calcio das classes etarias.

Célcio (mg/dl)

Classe Etaria
Filhotes
Juvenis
Adultos

N Media DP -95%  +95% Mediana 1Q

05 21,1 1,7 19,0 23,2 21,1 20,2-22,1
07 15,5 3,6 12,1 18,8 164 112-17,4
41 14,5 4,3 13,1 15,8 140 10,6-184

N = nlimero de animais
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Figura 25 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos niveis séricos de
calcio de filhotes (1), juvenis (2) e adultos (3).

Na comparacdo dos niveis de calcio entre as classes etrias de machos e fémeas

ocorreram diferencas estatisticamente significativas entre filhotes machos e juvenis machos

(p=0,04); filhotes machos e adultos machos (p= 0,00); filhotes machos e adultos fémeas

(p=0,02) e filhotes fémeas e adultos machos (p= 0,01). E interessante notar que nio ha

diferenca entre filhotes fémeas e juvenis fémeas (p= 0,18) e filhotes fémeas e adultos

fémeas (p= 0,05) (figura 26). A tabela 44 mostra as médias, desvio-padrdo, intervalo de

confianca, mediana e intervalo interqualitico dos niveis de calcio das diferentes classes.

Tabela 44 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis

séricos de calcio de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Célcio (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
% Filhotes 03 21,1 15,6 2,2 26,6
S Juvenis 03 14,3 5.2 37 23,4
= Adultos 17 13,3 11,0 4,5 15,7
o Filhotes 03 21,1 9,1 1,3 33,2
§ Juvenis 04 16,3 10,2 3,9 22,5
L Adultos 24 15,3 13,7 4,0 17,0

N = nlimero de animais
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Figura 26 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrao (DP) dos niveis séricos de
calcio de filhotes machos (1), juvenis machos (2), adultos machos (3), filhotes fémeas (4),

juvenis fémeas (5) e adultos fémeas (6).

3.2.2.9 Creatina quinase (CK)

Atraveés do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (as varidncias ndo foram

homocedasticas) observou-se que os filhotes apresentaram valores significativamente mais

elevados da atividade sérica de CK que juvenis e adultos (H=8,19; p=0,01) (figura 27). Na

tabela 45 pode-se observar os valores médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca,

mediana e intervalo interqualitico da atividade enzimatica de CK de filhotes, juvenis e

adultos.

Tabela 45 - Media, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de CK das classes etarias.

CK (UI/L)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 05 298 156 104 493 344 138- 428
Juvenis 08 115 101 30 200 61 33-228
Adultos 30 84 64 60 109 66 43-121

N = nlimero de animais
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Figura 27 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos valores da
atividade sérica de CK de filhotes (1), juvenis (2) e adultos (3).

As diferencas da atividade sérica de CK entre as classes etarias ndo sdo mais
significativas quando séo separadas entre machos e fémeas (H= 8,65; p= 0,12). Os valores
médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico da
atividade de CK de filhotes machos e fémeas, juvenis machos e fémeas e adultos machos e

fémeas estdo na tabela 46.

Tabela 46 — Média, desvio-padréo e intervalo de confianca da atividade de CK de filhotes,
juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

CK (UI/L)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 03 312 86 160 710
S Juvenis 04 96 69 104 262
= Adultos 08 87 11 91 164
o Filhotes 02 278 1628 212 2184
§ Juvenis 04 134 42 110 309
L Adultos 22 83 59 54 107

N = nlimero de animais
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3.2.2.10 Colesterol

As variancias mostraram-se homocedasticas na comparacdo dos niveis sericos de

colesterol entre as classes etarias. Empregou-se o teste paramétrico ANOVA de uma via e,

apesar da média mais elevada dos filhotes, ndo foi observada diferenca significativa (F=

2,05; p= 0,13) entre as classes etarias. As médias, desvio-padréo, intervalo de confianca,

mediana e intervalo interqualitico dos niveis séricos de colesterol de filhotes, juvenis e

adultos estdo na tabela 47.

Tabela 47 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de colesterol das classes etarias.

Colesterol (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 326 206 154 498 234 167- 541
Juvenis 09 232 56 190 276 224 204 - 242
Adultos 63 344 156 305 383 293 242 - 406

N = nlimero de animais

Quando filhotes, juvenis e adultos sdo separados entre machos e fémeas, também

ndo se observa diferenca significativa dos niveis de colesterol entre as classes (F= 1,70; p=

0,17). A tabela 48 mostra as médias, desvio-padrédo, intervalo de confianca, mediana e

intervalo interqualitico dos niveis de colesterol de filhotes fémeas e machos, juvenis fémeas

e machos, e adultos fémeas e machos.

Tabela 48 — Média, desvio-padréo e intervalo de confianca dos niveis séricos de colesterol

de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Colesterol (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 336 47 233 626
:__cé Juvenis 03 201 104 39 298
= Adultos 26 313 270 107 356
a Filhotes 03 310 -181 198 801
% Juvenis 06 248 186 59 310
L Adultos 37 366 306 182 427

N = nlimero de animais
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3.2.2.11 Creatinina

As variancias mostraram-se homocedasticas na comparacdo dos niveis sericos de
creatinina entre as classes etérias. Através do teste estatistico ANOVA de uma via
observou-se que ndo ha diferenca significativa dos niveis séricos de creatinina entre
filhotes, juvenis e adultos, e pode-se notar que os filhotes apresentaram os valores mais

baixos, seguidos dos juvenis e adultos (Tabela 49).

Tabela 49 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de creatinina das classes etarias.

Creatinina (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 1,7 0,4 1,1 2,3 21 17-25
Juvenis 10 1,8 0,3 1,1 2,6 1,7 15-19
Adultos 63 1,9 0,3 1,7 2,0 20 18-24

N = nlimero de animais

Também néo ocorreu diferenca significativa dos niveis sericos de creatinina entre as
classes etarias quando separadas entre machos e fémeas (F= 1,95; p= 0,11). Na tabela 50
pode-se observar as médias, desvio-padrdo e intervalo de confianca dos niveis séricos de

creatinina das classes etarias divididas entre machos e fémeas.

Tabela 50 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis
séricos de creatinina de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Creatinina (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 05 2,1 13 0,6 2.8
S Juvenis 04 1,8 1,2 04 2,4
= Adultos 26 2,1 2,0 0,4 2,

a Filhotes 03 2,2 0,8 0,5 3,5
% Juvenis 06 1,7 1,4 0,3 1,9
L Adultos 37 2,0 1,9 0,4 2,2

N = nlimero de animais
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3.2.2.12 Desidrogenase latica (DHL)

A atividade sérica de DHL de filhotes, juvenis e adultos foi comparada atraves do
teste ANOVA de uma via ja que as variancias apresentaram-se homocedésticas. N&o foram
observadas diferencas significativas entre as classes etarias (F= 1,55; P= 0,23). A tabela 51
mostra as médias, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico

de filhotes, juvenis e adultos.

Tabela 51 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de DHL das classes etarias.

DHL (UI/L)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 680 265 259 1101 789 551 - 831
Juvenis 10 327 89 105 548 512 307 - 688
Adultos 61 506 217 420 592 483 388 - 690

N = nlimero de animais

O teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis foi utilizado na comparacdo das classes
etarias separadas entre machos e fémeas. Também ndo houve diferenca significativa entre
filhotes fémeas, filhotes machos, juvenis fémeas, juvenis machos, adultos fémeas e adultos
machos (H= 11,02; p= 0,05)(Tabela 52).

Tabela 52 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca de filhotes, juvenis e adultos
separados entre machos e fémeas.

DHL (UI/L)
Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 05 796 708 71 885
S Juvenis 04 412 197 135 628
= Adultos 26 491 405 213 577
@ Filhotes 03 514 -228 299 1256
% Juvenis 06 636 326 296 946
L Adultos 35 575 501 216 649

N = nlimero de animais
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3.2.2.13 Fosfatase Alcalina

As variancias ndo foram homocedasticas na comparacao da atividade sérica entre as

classes etérias, portanto empregou-se 0 teste estatistico Kruskal-Wallis. Os filhotes

apresentaram valores médios da atividade sérica de fosfatase alcalina marcadamente e

estatisticamente mais elevados que juvenis e adultos (H= 31,46; p= 0,00) (figura 28). A

tabela 53 mostra os valores médios, desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e

intervalo interqualitico da atividade de fosfatase alcalina de filhotes, juvenis e adultos.

Tabela 53 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de fosfatase alcalina das classes etérias.

Fosfatase Alcalina (Ul/L)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 240 100 156 323,02 227 146 - 322
Juvenis 09 127 13 118 137,38 132 118 -138
Adultos 62 80 31 73 88,17 78 53-104

N = nlimero de animais
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Figura 28 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da atividade
enzimatica de fosfatase alcalina de filhotes (1), juvenis (2) e adultos (3).

Filhotes fémeas e filhotes machos apresentaram médias estatisticamente mais

elevadas da atividade sérica de fosfatase alcalina que juvenis fémeas e machos, e adultos
fémeas e machos (H= 34,64; p= 0,00) (tabela 54).
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Tabela 54 — Média, desvio-padrao e intervalo de confianca (-95% e +95%) da atividade
sérica de fosfatase alcalina de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Fosfatase Alcalina (Ul/L)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 05 213 123 72 302
S Juvenis 03 140 132 3 147
= Adultos 25 85 72 32 98
@ Filhotes 03 284 -63 140 632
% Juvenis 06 121 109 11 133
L Adultos 36 76 66 30 87

N = nlimero de animais

Juvenis fémeas e juvenis machos apresentaram valores intermediarios da atividade

sérica de fosfatase alcalina seguidos dos adultos fémeas e adultos machos (figura 29).
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Figura 29 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) da atividade sérica de
fosfatase alcalina de filhotes machos (1), juvenis machos (2), adultos machos (3), filhotes
fémeas (4), juvenis fémeas (5) e adultos fémeas (6).

3.2.2.14 Ferro

Através do teste ANOVA de uma via (as variancias foram homocedasticas) notou-

se que os niveis séricos de ferro ndo diferem entre filhotes, juvenis e adultos (F= 0,50, p=

0,61). As médias dos niveis de ferro de filhotes e juvenis foram praticamente iguais,

enguanto os adultos mostraram médias discretamente mais elevadas (tabela 55).
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Tabela 55 - Meédia, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de ferro das classes etérias.

Ferro (ug/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 04 145 83 14 276 158 89 - 200
Juvenis 04 146 70 28 320 108 59 -178
Adultos 28 153 76 123 182 144 103 - 190

N = nlmero de animais

Também ndo se observou diferenca dos niveis de ferro entre as classes etérias
quando se separou machos de fémeas (F= 0,03; p= 0,99). As médias, desvio-padrao,
intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos niveis de ferro das classes

estdo na tabela 56.

Tabela 56 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) dos niveis
séricos de ferro de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Ferro (ug/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 02 158 0,0 18 317
fcé Juvenis 02 150 -733 98 1034
= Adultos 08 153 111 50 194,98
a Filhotes 02 131 -1120 139 1383
% Juvenis 02 87 -536 69 710
L Adultos 20 151 113 83 191

N = nlimero de animais

3.2.2.15 Gama glutamil transferase (GGT)

As variancias mostraram-se homocedasticas na comparacdo da atividade sérica de
GGT entre as classes etarias, e o teste ANOVA de uma via foi empregado. Observou-se
que os adultos tém atividade sérica de GGT média um pouco mais elevada que filhotes e
juvenis, entretanto ndo ha uma diferenga significativa estatisticamente (F= 0,13; p= 0,88).
As médias, desvio-padréo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico das

atividades de GGT das classes etarias estdo na tabela 57.
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Tabela 57 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) da atividade sérica de GGT das classes etérias.

GGT (UI/L)

Classe Etaria N Média DP -95% +95% Mediana 1Q
Filhotes 07 19 2 15 23 21 19-24
Juvenis 08 19 2 14 25 19 18-21
Adultos 57 21 8 18 25 19 16 - 24

N = nlimero de animais

Também néo se observa diferenca significativa da atividade sérica de GGT entre as

classes etarias quando separadas entre machos e fémeas (F=0,38; p= 0,85). As médias,

desvio-padrdo, intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico da atividade de

GGT das classes podem ser observadas na tabela 58.

Tabela 58 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) da atividade
sérica de GGT de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

GGT (UI/L)
Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
g Filhotes 04 21 18 2 25
S Juvenis 03 19 11 3 26
= Adultos 23 20 18 5 22
! Filhotes 03 25 -8 14 59
% Juvenis 05 20 18 2 22
L Adultos 34 21 19 8 24

N = nlimero de animais

3.2.2.16 Glicose

O teste estatistico empregado na comparacao entre as classes etarias para os niveis

de glicose foi o Kruskal-Wallis, ja que as variancias ndo foram homocedasticas. Os niveis

séricos de glicose entre filhotes, juvenis e adultos ndo diferiram entre si (H= 4,72; p= 0,09),

e as médias, desvio-padréo, intervalo de confianga, mediana e intervalo interqualitico estéo

na tabela 59.
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Tabela 59 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de glicose das classes etérias.

Glicose (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 07 182 107 83 281 130 122 - 238
Juvenis 09 140 21 124 157 143 138 - 154
Adultos 61 188 72 170 206 164 143 - 228

N = nlimero de animais

As variancias foram homocedasticas na comparagdo dos niveis de glicose entre as

classes etarias quando separadas entre machos e fémeas, e o teste estatistico ANOVA foi

utilizado. Também néo diferiram entre si os niveis de glicose (F= 0,78; p= 0,57) (Tabela

60).

Tabela 60 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca dos niveis de glicose de
filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Glicose (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
% Filhotes 04 200 -16 136 417
S Juvenis 03 152 124 11 180
= Adultos 26 179 153 64 205
o Filhotes 03 158 -18 71 333
% Juvenis 06 135 110 24 160
L Adultos 35 195 168 78 221

N = nlimero de animais

3.2.2.17 Magneésio

As variancias mostraram-se homocedasticas na comparacdo dos niveis séricos de

magnésio entre filhotes, juvenis e adultos e utilizou-se o teste estatistico ANOVA de uma

via. Ndo foram observadas diferencas significativas entre as classes etarias (F= 0,06; p=

0,94) e os valores médios, desvio-padrdo, intervalo de confianga, mediana e intervalo

interqualitico dos niveis de magnésio podem ser observados na tabela 61.
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Tabela 61 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de magnésio das classes etarias.

Magnésio (mg/dl)

Classe Etaria
Filhotes
Juvenis
Adultos

N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q

08 3,2 1,1 1,5 4,9 3,8 2,90- 6,6
10 4,7 1,6 0,7 8,7 4,2 29-6,4
61 3,5 1,9 2,7 4,3 4,7 24-6,4

N = nlimero de animais

Os valores médios dos niveis de magnésio no plasma das classes etarias quando

separadas entre machos e fémeas foram bastante semelhantes entre si e ndo houve diferenca

significativa (F= 0,31; p= 0,90). A tabela 62 mostra as médias, desvio-padréo, intervalo de

confiancga, mediana e intervalo interqualitico dos niveis de magnésio de todas as classes.

Tabela 62 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis

séricos de magnésio de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Magnésio (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 4,8 2,4 1,9 7,1
S Juvenis 04 4,6 1,0 2,2 8,2
= Adultos 26 4,8 3,9 2,2 5,7
! Filhotes 03 4,6 -4,1 3,5 13,3
% Juvenis 03 4.6 4.1 3,5 13,3
L Adultos 35 4,2 3,3 2,3 4,9

N = nlimero de animais

3.2.2.18 Proteinas Totais

Através do teste ANOVA de uma via (as variancias foram homocedasticas),

observou-se que ndo ha diferenca significativa entre os niveis de proteinas totais do soro de

filhotes, juvenis e adultos. A tabela 63 mostra valores médios, desvio-padréo, intervalo de

confianca, mediana e intervalo interqualitico dos niveis séricos de proteinas totais das

classes etarias.
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Tabela 63 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e

intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de proteinas totais das classes etérias.

Proteinas Totais (g/dl)

Classe Etaria
Filhotes
Juvenis
Adultos

N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q

08 8,8 1,1 7,0 10,5 10,4 8,9-159
10 8,6 2,3 2,9 14,29 9,4 8,8-11,0
63 9,2 1,8 8,5 9,90 10,2 8,0-12,0

N = nlimero de animais

Na comparacao dos niveis séricos de proteinas totais entre filhotes fémeas, filhotes

machos, juvenis fémeas, juvenis machos, adultos fémeas e adultos machos também néo

ocorreram diferencgas significativas (F= 0,48; p= 0,78) (tabela 64).

Tabela 64 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis
séricos de proteinas totais de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Proteinas Totais (g/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% +95%
8 Filhotes 04 21,5 18,2 2,1 24,8
S Juvenis 03 18,7 11,1 31 26,3
= Adultos 23 20,1 17,9 50 22,2
! Filhotes 03 25,3 -8,6 13,6 59,2
(% Juvenis 05 20,0 17,7 19 22,3
L Adultos 34 21,4 18,6 8,1 24,3

N = nlimero de animais

3.2.2.19 Triglicérides

As variancias ndo foram homocedasticas na comparacdo entre as classes etarias,

portanto empregou-se o teste estatistico Kruskal-Wallis. Os niveis séricos de triglicérides

ndo diferiram entre filhotes, juvenis e adultos. A tabela 65 mostra a média, desvio-padréo,

intervalo de confianca, mediana e intervalo interqualitico dos niveis de triglicérides das

classes etarias.

69



Tabela 65 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis de triglicérides das classes etarias.

Triglicérides (mg/dl)

Classe Etaria N Média DP -95%  +95% Mediana 1Q
Filhotes 08 157 134 46 269 74 56 - 300
Juvenis 09 87 25 68 107 98 69 - 107
Adultos 63 121 82 101 142 98 61 - 140

N = nlimero de animais

Quando separados entre fémeas e machos, as variancias dos niveis de triglicerides
das classes etarias foram homocedasticas e aplicou-se o teste estatistico ANOVA de uma
via. Ndo ocorreu diferenca significativa dos niveis de triglicérides entre filhotes fémeas,
filhotes machos, juvenis fémeas, juvenis machos, adultos fémeas e adultos machos (F=
0,47; p=0,79) (Tabela 66).

Tabela 66 — Média, desvio-padrao e intervalo de confianca (-95% e +95%) dos niveis de
triglicérides de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Triglicérides (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
Q Filhotes 05 175 -6 145 355
S Juvenis 03 91 40 21 142
= Adultos 26 120 95 62 145
o Filhotes 03 128 -207 135 463
§ Juvenis 06 85 55 29 115
L Adultos 37 122 91 94 154

N = nlimero de animais

3.2.2.20 Uréia

Através do emprego do teste estatistico ANOVA de uma via (variancias
homocedasticas), observou-se que 0s niveis de uréia no soro dos juvenis foram
significativamente mais baixos que os niveis de uréia no soro de filhotes e adultos (F= 3,65;
p=0,03) (Figura 30). As médias, desvio-padrao, intervalo de confianca, mediana e intervalo
interqualitico dos niveis séricos de uréia de filhotes, juvenis e adultos estdo na tabela 67.
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Tabela 67 - Média, desvio-padrdo, intervalo de confianca (-95% e +95%), mediana e
intervalo interqualitico (1Q) dos niveis séricos de uréia das classes etarias.

Uréia (mg/dl)

Classe Etaria
Filhotes
Juvenis
Adultos

N

Média DP -95%

+95% Mediana 1Q

08
09
63

118 74 57
81 21 65
126 45 115

180 86  74-158
98 82 77 -89
138 113 96 - 152

N = nlimero de animais
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Figura 30 - Média, erro padrdo da média (EP) e desvio-padrdo (DP) dos niveis séricos de
uréia de filhotes (1), juvenis (2) e adultos (3).

Agrupando-se as classes etéarias por sexo ja ndo se observa mais diferenca dos niveis

de uréia entre as classes (F= 1,44; p= 0,24). A média, desvio-padrdo e intervalo de

confianca dos niveis de uréia dos filhotes machos, filhotes fémeas, juvenis machos, juvenis

fémeas e adultos machos e adultos fémeas estdo demonstrados na tabela 68.
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Tabela 68 — Média, desvio-padrdo e intervalo de confianga (-95% e +95%) dos niveis

séricos de uréia de filhotes, juvenis e adultos separados entre machos e fémeas.

Uréia (mg/dl)

Sexo Idade N Média DP - 95% + 95%
@ Filhotes 05 139 28 89 250
S Juvenis 03 92 43 20 142
= Adultos 26 121 105 40 137
@ Filhotes 03 84 65 7 102
% Juvenis 06 76 53 21 98
L Adultos 36 131 114 49 148

N = nlimero de animais
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3.2.3 COI\/IPARAQAO ENTRE FEMEAS PRENHES E VAZIAS

As variancias foram homocedasticas na comparacao entre fémeas prenhes e vazias,
e o teste estatistico empregado foi o teste t de Student. As fémeas prenhes apresentaram
valores significativamente mais altos que as vazias nos niveis séricos de albumina,

colesterol, triglicérides, uréia e atividade sérica de amilase (tabela 69).

Tabela 69 - Média, desvio-padrdo e intervalo de confianca (-95% e +95%) de fémeas
prenhes e vazias.

Vazias Prenhes

N Média DP -95% +95% N Meédia DP 95% +95% +~ ¢ P

Albumina oo 2.7 0,8 2,3 3,1 10 4.8 2,2 3,2 6,3 7,13 4,02 0,00
AT 2141 50 18 63 8 69 56 22 115 1,27 1,31 0,20
Amilase 2491 69 62 120 10 197 147 92 302 4,49 2,89 0,01
ST 23 139 42 121 157 8 150 55 104 196 1,72 0,59 0,56
BDlrf:ta 23 0,5 04 0,3 0,6 9 0,3 0,2 0,2 05 4,48 -0,84 0,41
BIndireta 5 0.4 05 02 0,6 9 02 0,1 0,1 0,3 24,03-1,28 0,21
el 22 08 06 05 10 10 10 14 00 19 504 059 056
Caleio 17 158 42 137 179 4 140 34 86 194 152 -0,800,43
cK 18 85 59 56 114 3 103 70 -70 275 1,39 0,48 0,63
coleserol 22 285 76 251 319 10 452 246 276 628 10,37 2,94 0,01
Creatinina 4 2.0 0,4 1,8 21 10 2,1 0,5 1.8 25 1,55 1,04 0,31
P24 592 248 488 697 10 678 268 487 870 1,17 0,90 0,38
FAlcalia 94 72 28 60 84 10 84 31 62 107 1,23 1,14 0,26
T 22 21 6 18 24 8 19 6 14 24 103-073047
olicse 24 189 69 160 218 10 251 159 137 364 5,23 158 0,12
Magnésio 54 4,0 2,3 3,0 5,0 8 49 2,4 29 6,9 1,04 0,94 0,35
P'Ijot-all- 24 104 26 93 115 10 122 39 94 150 218 1,61 0,12
froleerides22 91 50 70 113 10 159 108 81 236 4,73 2,43 0,02
Uela 22 118 24 107 129 10 163 62 119 207 6,42 2,97 0,01

N = ndmero de animais
Células na cor azul — Diferenca significativa (p<0,05) entre os niveis séricos dos elementos bioquimicos de
fémeas vazias e prenhes.
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3.2.4 CONGELAMENTO DO SORO

O congelamento do soro a —80°C por 60 dias provocou mudancas significativas
(p<0,05) em 13 dos 19 elementos analisados (Tabela 70). O teste t de Student foi utilizado
na comparagdo dos niveis séricos de bilirrubina direta, creatinina, DHL, e atividade sérica
de GGT, ja que suas variancias mostraram-se homocedasticas (p>0,05).

As variancias ndo foram homocedésticas nos valores de albumina, bilirrubina
indireta, bilirrubina total, calcio, colesterol, ferro glicose, magnésio, proteinas totais,
triglicérides, uréia, atividades séricas de ALT, amilase, AST, fosfatase alcalina e o teste de
Kruskall-Wallis foi empregado.

O lote analisado primeiro (lote 1) apresentou maiores valores de albumina (Z= 1,96;
p=0,04), atividade sérica de ALT (Z= 2,03; p= 0,04), atividade sérica de AST (Z=4,19; p=
0,00), calcio(Z= 5,16; p= 0,00), colesterol (Z= 4,66; p= 0,00), atividade sérica de fosfatase
alcalina (Z= 3,21; p= 0,00), ferro (Z= 1,95;p= 0,04), glicose (Z= 6,25; p= 0,00), magnésio
(Z=5,35; p=0,00) e uréia (Z= 3,61;p= 0,00). Ja os valores de bilirrubina indireta (Z= 2,83;
p= 0,00), bilirrubina total (Z= 3,18;p= 0,00) e atividade sérica de GGT (t=-2,34;p= 0,02)
foram maiores no lote 02.

Nd&o apresentaram diferencas significativas entres os dois lotes a atividade sérica de
amilase (Z= 1,76; p= 0,07), bilirrubina direta, creatinina (t=1,22; p= 0,23), atividade serica
de DHL, proteinas totais (Z= 0,14; p= 0,88) e triglicérides (Z= 0,95; p= 0,34).
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Tabela 70 — Média e desvio-padrao dos lotes 01 e 02,

Lote 01 Lote 02

N Média DP N Média DP
Albumina 81 - 1,7 60 03
ALT 79 173 07 3
Amilase 81 93 85 60 67 23
AST s1 S 180 57 O 39
B Direta 81 0,5 0,4 60 0,5 0,5
B Indireta 81 0,4 0,6 59 0,7 1,0
B total 81 0,9 0,9 60 1,2 15
Calcio 53 - 4,4 57 - 1,4
Colesterol 81 157 61 57
Creatinina 81 2,0 0,4 60 2,0 0,4
DHL 81 571 242 57 634 208
F Alcalina 81 - 64 61 - 44
Ferro 36 74 21 24
GGT 78 23 12 61 30 17
Glicose 81 - 101 61 - 42
Magnésio 79 2,2 59 0,8
P Total 81 10,4 2,9 61 12,8 8,5
Triglicérides 81 122 85 59 106 39

Uréia s1 B s 46 29

N = ndmero de animais
Células em vermelho — Valor significativamente (p<0,05) mais baixo dos elementos bioquimicos no lote 02
Células em amarelo — Valor significativamente (p<0,05) mais elevado dos elementos bioquimicos no lote 02

F

3.3 FREQUENCIA CARDIACA E RESPIRATORIA
Os botos vermelhos aparentemente mais estressados apresentaram maiores
freqliéncias cardiacas e respiratdrias. A frequéncia cardiaca foi medida em 26 botos por um
periodo minimo de um minuto durante o tempo em que estiveram fora da agua para a
colheita de material. Em todos os animais percebeu-se uma arritmia cardiaca. A freqliéncia
cardiaca aumentava logo apos as inspiracfes e diminuia até a proxima inspiracdo, ou até
ficar estabilizada em um ritmo basal. A tabela 71 mostra os valores minimos e maximos das

fregliéncias cardiacas registradas para cada classe etaria.
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Tabela 71 — Freqliéncias cardiacas maximas e minimas de filhotes, juvenis e adultos no
intervalo de um minuto.

Frequéncia Cardiaca/min

Classe Etaria Minima Maxima
Filhotes (2) 78 127
Juvenis (3) 88 110

Adultos (21) 60 113

Valor de “n” entre parénteses
Encontrou-se uma correlacdo positiva entre os valores da contagem total de

leucdcitos de todos os botos (n= 109) e a freqléncia cardiaca dos 26 botos (r= 0,46).
Porém, se levados em consideragdo apenas 0s botos em que se obteve a freqiiéncia
cardiaca, esta correlagdo ndo é mais observada (r= 0,42).

A freqiéncia cardiaca também apresentou correlagdo com 0s niveis séricos de
amilase e glicose quando todos os valores sdo incluidos (r= 0,94 e r= 0,97
respectivamente). Esta correlagdo ndo mais ocorre quando apenas os valores séricos de
amilase e glicose dos 26 botos em questdo sdo incluidos na andlise (r= -0,10 e r= -0,11
respectivamente).

A freqiéncia respiratoria de 33 botos foi medida durante pelo menos um minuto no
periodo em que os animais estiveram fora da agua. As freqiiéncias minimas e maximas por

minuto de cada classe etaria podem ser observadas na tabela 72.

Tabela 72 — Freqiiéncias respiratérias maximas e minimas de filhotes, juvenis e adultos no
intervalo de um minuto.

Frequéncia Respiratéria/min

Classe Etaria Minima Maxima
Filhotes (3) 8 14
Juvenis (3) 3 18

Adultos (27) 3 18

Valor de “n” entre parénteses

Da mesma forma que ocorreu com a correlagdo entre frequéncia cardiaca e o
numero de leucdcitos de todos os botos, observou-se uma correlacdo entre a frequéncia
respiratoria e o numero de leucdcitos (r= 0,59). Porém, ao contrario da freqliéncia cardiaca,
esta correlacdo manteve-se presente quando apenas o nimero total de leucdcitos circulantes
dos 33 botos em que se obteve a frequéncia respiratoria foram considerados (r=0,47)
(figura 31).
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Scatterplot: Leucécitos vs. Freq Resp
Freq Resp =2,2530 +,38440 * leucécitos
Correlagéo: r = ,46876

20

Freq Resp

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
| o 95% confidence |

Leucécitos

Figura 31 — Correlacgdo entre leucdcitos e freqliéncia respiratéria de 33 botos.

Uma correlacdo positiva também ocorreu entre os niveis séricos de triglicérides e a
fregiiéncia respiratdria quando todos os botos sdo incluidos na analise (r= -0,81). Quando
apenas 0s 33 botos em que se obteve a frequéncia respiratéria sdo considerados, a

correlacéo positiva ndo é mais observada (r=-0,00).
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4. DISCUSSAO
4.1 ANALISE HEMATOLOGICA

A hematologia ¢ o estudo dos elementos celulares do sangue e dos fatores de
coagulacdo associados e pode ser estendida para incluir a citologia de liquidos ndo
sangiiineos tais como o liquido cefalorraquidiano (Kerr, 2003).

Apesar do dimorfismo sexual exibido pelo boto vermelho (Inia geoffrensis) na sua
fase adulta (Martin e da Silva, 2006), nesse estudo, verificou-se que os botos apresentam
diferencgas entre os parametros hematoldgicos de fémeas e machos apenas na concentracao

hemoglobinica corpuscular média (CHCM).

4.1.1 Hematocrito

O hematdcrito ¢ uma mensuragdo da fracdo do volume sangiiineo que ¢ ocupada
pelos eritrocitos e pode ser expresso em porcentagem ou como fracdo decimal (Kerr, 2003).
Segundo Ridgway (1972), os cetaceos estdo constantemente submetidos a situagdes de
andxia durante mergulhos, ¢ uma das adaptagdes fisioldgicas desenvolvidas para maior
aproveitamento do oxigénio, foi o aumento do volume de eritrdocitos que reflete no aumento

dos valores do hematdcrito.

Asper et al. (1990) notou que golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) que
habitam alto mar possuem maior valor do hematocrito quando comparados com espécies
que vivem proximos da costa. O valor médio do hematécrito encontrado por Ridgway et al.
(1970) para 24 Inia geoffrensis foi de 41%. Apesar de mantidos em cativeiro, menos de seis
meses € indo a Obito, esses botos apresentaram valores de hematocrito um pouco mais
elevados do que os botos de vida livre encontrado no presente estudo (40%). Isto pode ser
influenciado pelo curto periodo que esses animais foram mantidos em cativeiro onde o

organismo provavelmente ndo teve tempo suficiente para realizar os ajustes fisiologicos.

Valores de hematocrito (Hct) estatisticamente diferentes entre machos e fémeas
foram observados em uma populacao de golfinhos-nariz-de-garrafa de vida livre da Flérida
(Goldstein et al. 2006). Ja os valores do hematocrito do boto vermelho mostraram-se
bastante uniformes e ndo houve diferencas significativas entre animais machos e fémeas

(40% e 40%, respectivamente). Diferentemente do que ocorre com elefantes marinhos, que
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desenvolvem mecanismos para realizacdo de mergulhos nos primeiros dias de vida
(incluindo o aumento de hematocrito), com diferencas entre animais recém-nascidos e
animais adultos, ndo houve diferenca dos valores de Hct entre filhotes, juvenis e adultos
(40%; 40%; e 39%) de boto vermelho. Goldstein et al. (2006) observaram que fémeas
adultas prenhes e vazias de Tursiops truncatus apresentam valores semelhantes de
hematocrito. Da mesma forma, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre fémeas prenhes e vazias de boto vermelho (39% e 40%,

respectivamente).

4.1.2 Contagem de hemécias

As hemadcias sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio dos pulmdes para todos
os tecidos do corpo (Kerr, 2003). Normalmente a producio e destrui¢do de hemécias sdo
mantidas em equilibrio de modo que o numero total de hemacias permaneca constante.

Quando comparados com mamiferos terrestres, os mamiferos aquaticos apresentam
um menor numero de hemacias (Lenfant, 1969), embora de maior tamanho (Guerra-
Shinohara, 1996). Os indices hematimétricos, volume de sangue e volume do coracdo sdo
geralmente maiores, refletindo uma maior capacidade de carreamento de oxigénio
necessario para um animal mergulhador (Ridgway, 1972). Em mamiferos marinhos recém-
nascidos, como Phoca vitulina e Mirounga angustirostris, a contagem do nimero de
hemacias ¢ maior do que em adultos (Roletto & Dougherty apud Bossart et al., 2001) Ao
contrario, dentro das classes etarias avaliadas do presente estudo, os filhotes de boto
vermelho tiveram as médias mais baixas (3,74 x 10®mm’), enquanto juvenis e adultos
apresentaram valores mais altos e bastante proximos (3,96 x 10%mm’ e 3,93 10®/mm’),
embora com variagdes pequenas entre as classes de idade.

Em golfinhos cativos submetidos a treinamentos em que realizam longos
mergulhos, pode haver um aumento do numero de hemacias (Ridgway et al. 1970). O
processo inverso deve ser considerado, Mc Connel & Vaughan (1983) observaram que
focas de cativeiro apresentaram valores mais baixos de globulos vermelhos do que focas
selvagens, provavelmente pela pouca atividade fisica em funcao do espago limitado e pouca
profundidade da coluna d’agua no tanque. A média encontrada para 24 botos mantidos em

cativeiro (Ridgway et al. 1970) foi praticamente igual a do presente estudo (3,85 x 10%/mm’
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e 3,88 x 106/mm3). O fato dos animais estarem em cativeiro a menos de seis meses, € a
conseqiiente falta de tempo para uma adaptacao fisiologica, pode explicar esta similaridade
entre os valores. Entretanto, o fato de que botos de vida livre ndo realizam mergulhos a
grandes profundidades deve ser considerado.

As médias do numero de hemaécias entre machos e fémeas de boto vermelho foram
bastante similares (3,91 x 10%mm’ e 3,95 x 10%mm®), indicando que néo ha uma diferenca
entre os sexos nos valores de hemacias circulantes. No ambiente natural, as fémeas sdo
encontradas em maior propor¢ao nos habitats mais rasos como canais estreitos e lagos do
que machos, que utilizam mais os canais dos rios (Martin & da Silva, 2004), entretanto nao

apresentaram valores menores do nimero de hemacias.

4.1.3 Hemoglobina
Em mamiferos, uma molécula de hemoglobina (um tetrdmero) ¢ formada por quatro
subunidades (mondmeros) compostas de uma cadeia polipeptidica e um grupamento heme
(um anel de protombina com um atomo de ferro no centro) (De Monte & Pilleri, 1979). A
concentragdo de hemoglobina na maioria dos mamiferos marinhos estd aumentada quando
comparados com mamiferos terrestres (Reidarson et al., 2000). Ridgway et al. (1970) notou
que entre as seis espécies de cetaceos em cativeiro estudadas (Tursiops truncatus,
Lagenorhynchus obliquidens, Phocoenoides dalli, Orcinus orca, Globicephala scammoni e
Inia geoffrensis), as maiores concentragdes de hemoglobina ocorreram na espécie com
maior capacidade de mergulho (Phocoenoides dalli) apesar do seu pequeno tamanho
corporal (maximo de 2.2m). Comparando-se a média de Inia geoffrensis (15,51 g/dl), uma
espécie que vive exclusivamente em rios da Amazonia com no maximo 300 metros de
profundidade (Goulding et al., 2003), e atinge no maximo 2.55m de comprimento, com
baleias belugas (Delphinapterus leucas) (21,6 g/dl), uma espécie de odontoceto que atinge
o comprimento maximo de 5.5.m, se alimenta no fundo e ¢ capaz de realizar mergulhos de
grande profundidade (Martin et al., 1998), nota-se uma grande diferenga entre os niveis
médios de hemoglobina, independentes do tamanho corporal do animal.
De acordo com Koopman et al. (1995), as propriedades hematologicas estdo
relacionadas com o padrio e a profundidade do mergulho de alguns mamiferos marinhos.

Focas de cativeiro apresentaram valores mais baixos da concentragdo de hemoglobina que
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focas de vida livre provavelmente pela menor atividade fisica e mergulhos mais superficiais
em fun¢do da menor profundidade da agua (Mc Connel & Vaughan, 1983). O valor médio
de Hb encontrada neste estudo foi superior a média encontrada por Rigdway et al. (1970)
para 22 botos vermelhos (Inia geoffrensis) mantidos em cativeiro (15,51 g/dl e 13,85 g/dl,
respectivamente), e confirma a hipotese de que animais da mesma espécie mantidos em
cativeiro apresentam niveis menores da concentracdo de hemoglobina, pois nao realizam
mergulhos em grandes profundidades em func¢ao da limitagdo do espago fisico.

Ridgway et al. (1970) também observou que golfinhos mantidos em alto mar e
submetidos a longos mergulhos em processos de treinamentos, também apresentaram um
aumento significativo da concentragdo de hemoglobina. Os niveis de hemoglobina
encontrados neste estudo para fémeas e machos (15,30 g/dl e 15,52 g/dl) foram superiores
aos valores encontrados por Ridgway et al. (1970) para fémeas e machos de Inia
geoffrensis mantidos em cativeiro (13,3 g/dl e 14,4 g/dl respectivamente). St. Aubin et al.
(2001) observaram que baleias belugas imaturas tém a concentragdo de hemoglobina mais
elevada que belugas adultas (n=61; média= 22,3 g/dl e n=36; média=20,4 g/dl). As
concentragdes de hemoglobina de adultos e juvenis de boto vermelho foram bastante
similares (15,44 g/dl e 15,52 g/dl, respectivamente) e menores do que o Unico valor
encontrado para filhotes da mesma espécie (16,81 g/dl). Segundo Bain (2004), a
concentracdo de hemoglobina ¢ maior em recém-nascidos ja que durante as primeiras horas
de vida, o volume plasmatico diminui e, como conseqiiéncia, a concentracdo de Hb
aumenta apreciavelmente (sobretudo quando o clampeamento foi tardio). O resultado do
presente estudo corrobora com os achados de St. Aubin et al. (2001) e Bain (2004) ¢ pode
ser sugerido que ocorre um ajuste do volume sangiiineo, e conseqiientemente da

concentracdo de Hb, conforme o animal atinge a maturidade fisica.

4.1.4 Volume Corpuscular Médio (VCM)
O VCM ¢ uma mensuracao do tamanho das hemacias, ¢ varia bastante entre as
espécies, sendo completamente independente do tamanho do animal (Kerr, 2003). Segundo

Nos mamiferos marinhos o tamanho das hemécias ¢ maior que de mamiferos terrestres

(Reidarson et al. 2000),.
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Os mamiferos aquaticos que chegam a maiores profundidades apresentam maiores
valores de VCM como uma adaptacdo fisiologica ao mergulho (Bossart et al., 2001). O
VCM médio de baleias belugas (Delphinapterus leucas) encontrado por St. Aubin et al.
(2001) foi significativamente mais elevado que o VCM encontrado para o boto vermelho
(162 fL e 104 fL, respectivamente). Segundo Ridgway (1972), o aumento da espessura da
hemacia promove uma lenta liberacao de oxigé€nio, que pode ser uma estratégia vantajosa
durante os periodos de submersdo. O maior VCM encontrado nos botos de vida livre
permite mergulhos mais longos, ja que a capacidade de armazenamento de Hb pela hemacia
¢ maior, bem como a liberagao de oxigénio se torna mais lenta.

St. Aubin et al. (2001) observaram em baleias belugas (Delphinapterus leucas) da
Baia Hudson, Canadé, que fémeas adultas tém hemadacias com maior volume corpuscular
médio que machos da mesma espécie (173, 0 fL e 166,8 fL, respectivamente). As fémeas
adultas de boto vermelho também apresentaram média ligeiramente mais elevada que os
machos adultos, porém nao ocorreu uma diferenca estatisticamente significativa entre os
sexos (105,01 fL e 103,88 fL).

Segundo Kerr (2003), animais jovens tendem a ter hemdacias menores quando
comparado aos animais adultos. Paradoxalmente, os neonatos, t€m hemadcias tdo grandes
quanto as de animais adultos. No presente estudo, foi observado que os filhotes de boto
vermelho apresentaram médias ligeiramente maiores (109 fL), seguidos dos juvenis (104
fL) e adultos (103 fL), no entanto, uma diferenca estatisticamente significativa ndo ocorreu.
O VCM ¢ calculado dividindo-se o valor do hematocrito pelo nimero de hemadcias, a média
do hematocrito foi praticamente igual entre as classes etarias € o numero de hemacias foi
um pouco menor nos filhotes, por isso o0 VCM apresentou-se maior nos filhotes. O motivo

deste aumento ndo esta claro, e necessita mais estudos.

4.1.5 Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular Média (CHCM)

A concentracdo hemoglobinica corpuscular média ¢ uma mensuracao obtida
aritmeticamente a partir do hematocrito e da concentragao total de hemoglobina da amostra.
Segundo Kerr (2003), o valor normal da CHCM ¢ de cerca de 35g/dl independente da
espécie ou tamanho das hemacias dos animais domésticos, isto ¢, para qualquer valor de

hematocrito fornecido, a quantidade total de hemoglobina por unidade de volume de sangue
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sera a mesma. Entretanto, valores acima de 35g/dl foram muitas vezes reportados para
espécies de cetaceos: St. Aubin et al. (2001) encontraram uma média de 36,7 g/dl para
belugas (Delphinapterus leucas); intervalos de 34-36 g/dl em golfinhos nariz-de-garrafa
mantidos em cativeiro (Tursiops truncatus), 35-37 g/dl em golfinhos de laterais-brancas-
do-Pacifico mantidos em cativeiro (Lagenorhynchus obliquidens), enquanto que Bossart et
al. (2001) encontraram valores entre 34-36 g/dl em baleias piloto (Globicephala
macrorhynchus) mantidas em cativeiro.

O boto vermelho (Inia geoffrensis) apresentou uma média de 40,32 g/dl. Segundo
Kerr (2003), um CHCM anormalmente alto ndo é considerado possivel, ja que ndo existe
uma hemacia hipercromica. Entretanto, devido a maneira como o valor calculado ¢ obtido,
valores de CHCM acima de 40g/100ml sdo algumas vezes observados. H& quatro razdes
possiveis para esse tipo de resultado: amostra de sangue hemolisada; substancias
interferentes no plasma (por exemplo, plasma lipémico) podem causar um valor
erroneamente alto de hemoglobina; diminui¢do do tamanho das hemadcias causada por
pressao osmatica excessiva (um tubo com EDTA preenchido apenas parcialmente); ou erro
laboratorial na determinac¢do do hematocrito ou hemoglobina.

Talvez uma lipemia pos-prandial tenha contribuido para que valores mais altos de
hemoglobina, e conseqiientemente de CHCM, tenham ocorrido nos botos, ja os animais
examinados nesse estudo sdo animais de vida livre e ndo estavam submetidos a jejum no
momento da colheita. Entretanto, quando o valor médio de hemoglobina do boto vermelho
¢ comparado com valores médios de outros golfinhos também de vida livre como, por
exemplo, o golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (média = 35 g/dl) e a marsopa
(Phocoena phocoena) (média = 34,9 g/dl) (Asper et al., 1990; Koopman et al., 1999),
observa-se que o valor da CHCM continua consideravelmente elevada. Este valor mais
elevado do boto vermelho pode ser uma caracteristica da espécie, ja que todas as analises
foram feitas pela autora e verificado que os tubos com EDTA foram completamente
preenchidos, e cujos valores mostraram-se constantes durante todo o experimento,
descartando a hipdtese de erro laboratorial.

A unica diferenca dos pardmetros hematologicos observados entre machos e fémeas
de boto vermelho foi a concentragdo hemoglobinica corpuscular média. O valor médio dos

machos apresentou-se significativamente mais elevado que o valor médio das fémeas
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(37,87 g/dl e 40,72 g/dl, respectivamente), demonstrando uma diferenga entre os sexos da
CHCM nessa espécie (Inia geoffrensis). Segundo Martin & da Silva (2004), existe uma
segregacao sexual dos botos vermelhos dentro a drea da RDS Mamiraud, onde as fémeas
estdo concentradas em maior propor¢ao dentro de lagos e canais estreitos mais protegidos,
enquanto machos ocorrem predominantemente na calha dos rios maiores. O fato de machos
apresentarem maior CHCM corrobora com o fato de que vivem em locais com maior
profundidade e correnteza e provavelmente mergulham por periodos mais longos e
alcangam locais mais profundos.

Assim como ocorre com a hemoglobina, St. Aubin et al. (2001) observaram que
baleias belugas imaturas tém a CHCM mais elevada que belugas adultas (n= 60; média=
37,9 g/dl e n= 36; média= 34,5 g/dl). A comparacdo entre juvenis e adultos do presente
estudo corrobora com o resultado de St Aubin et al. (2001), onde juvenis de boto vermelho
apresentaram uma média = 41,73 g/dl e os adultos uma média = 39,94 g/dl. Apesar de ndo
ter ocorrido uma diferenca estatisticamente significativa, a hipotese de uma adaptacio

fisioldgica ao longo da vida do animal deve ser considerada.

4.1.6 Plaguetas

O numero de plaquetas no sangue circulante ¢ constante em animais saudaveis
(Schalm et al., 1975). Segundo Bossart et al. (2001), alguns contadores eletronicos de
células ndo podem quantificar com exatiddo o numero de plaquetas em mamiferos
marinhos em func¢do da agregacdo das plaquetas. Portanto, ¢ recomendado que se efetue
Eesfregacos de sangue periférico para verificar baixas contagens de plaquetas nestes casos.

O valor médio de plaquetas encontradas para o boto vermelho foi de 297 x
10°/mm’, com um intervalo de confianga (IC) de 276-318 x 10°/mm’. Valores inferiores
foram encontrados por Bossart et al. (2001) para golfinhos mantidos em cativeiro: dez
golfinhos de commerson (Cephalorhyncus commesonii) (IC= 120-250 x 10°/mm’); dois
golfinhos comuns (Delphinus delphis (IC= 55-10 x 10°/mm®); 13 baleias belugas
(Delphinapterus leucas) (IC= 60-130 x 10*/mm®); e nove golfinhos-de-laterais-brancas do
Pacifico (Lagenorhynchus obliquidens) (IC= 100-150 x 10*/mm”).

Aproximadamente 1/3 das plaquetas encontra-se estocada no bago, e aparentemente

existe um transporte de plaquetas entre o bago e a circulagdo. Existe um intervalo normal
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para cada espécie, e valores mais elevados podem ocorrer em casos de necessidade (Schalm
et al., 1975). O boto vermelho apresenta um intervalo maior do que foi reportado para a
maioria das espécies de cetaceos, o que pode ser reflexo do comportamento da espécie. De
acordo com Martin & da Silva (2006), os machos tém um comportamento intraespecifico
agressivo, principalmente durante a época de reprodugdo, ¢ o maior numero de plaquetas
poderia ser uma vantagem para otimizar a hemostasia dos ferimentos. Além disso, pode

haver uma menor capacidade do bago em armazenar plaquetas nesta espécie.

4.1.7 Velocidade de Hemossedimentacéo (VHS)

A velocidade de hemossedimentagcdo ¢ uma medida (em mm) da distdncia em que
os eritrocitos sedimentam em uma suspensdo vertical de anticoagulante em determinado
tempo. A VHS ¢ um teste ndo especifico que pode ser ttil no monitoramento da presenga e
intensidade da inflamagdo da maioria das espécies de golfinhos (Bossart et al., 2001). Esses
autores afirmam que em golfinhos, a magnitude da inflamacao ¢ diretamente relacionada a
taxa na qual as hemacias sedimentam no tubo (isto ¢, a VHS aumenta com o aumento da
inflamagao). Muitas elevacdes de VHS também estdo associadas com o aumento do
fibrinogénio no plasma.

A mensuracdo do VHS depende, em algum grau, da viscosidade do plasma nos
processos inflamatdrios. Os resultados sdo extremamente espécie-especificos, € este exame
perdeu seu lugar na medicina veterinaria de animais domésticos (Kerr, 2003). Entretanto,
os resultados encontrados para Inia geoffrensis mostraram-se bastante constantes, podendo
ser utilizados como importante ferramenta para se alcangar um diagnostico correto.

Bossart et al. (2001) encontraram um intervalo de confianga (IC) da VHS de 16-52
mm/hora para duas baleias-pilotos-de-nadadeira-curta (Globicephala macrorhynchus), 3-29
mm/hora para cinco falsas orcas (Pseudorca crassidens) ambas mantidas em cativeiro, e
uma média de 11mm/hora para 210 golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus). O IC
da velocidade de hemossedimentagdao encontrado para o boto vermelho foi de 50-52
mm/hora, com uma média de 51 mm/hora. Observa-se que o intervalo de confianga obtido
para animais sadios de boto vermelho ¢ mais estreito que os intervalos de confianga

observados para as espécies de odontocetos analisados por Bossart et al. 2001, o que indica
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uma uniformidade entre os valores obtidos, e refor¢a seu uso como um bom indicador do

estado de saude dos animais.

4.1.8 Contagem Total dos Leucdcitos

O termo leucocitos inclui todas as células brancas e suas precursoras. Estas células
utilizam a corrente sangiiinea como meio de transporte do seu sitio de origem ao local nos
tecidos, onde sdo solicitadas. O nimero circulante reflete o equilibrio entre o fornecimento
e a demanda (Kerr, 2003).

Segundo Asper et al. (1990) animais de vida livre estdo mais expostos a estimulos
antigénicos e necessitam de uma resposta imunoldgica mais acentuada, o que resulta em um
maior nimero de leucdcitos circulantes do que animais em cativeiro. Comparando-se a
média de leucocitos de Inia geoffrensis selvagens do presente estudo (17,96 x 10°/mm?)
com aquela de Inia geoffrensis de cativeiro (13, 38 x 10°/mm’) (Ridgway, 1970) observa-
se que o maior valor pertence aos animais selvagens, confirmando a hipotese de Asper et
al. (1990), de estarem sujeitos a maiores estimulos antigénicos.

indices de leucécitos mais elevados em animais imaturos podem ser um reflexo do
sistema imunolégico ainda em desenvolvimento conforme moldam o sistema imunolégico
a uma ampla variedade de estimulos antigénicos (St Aubin et al. 2001).

Cornell (1983) ¢ Asper et al. (1990), observaram que animais mais velhos de
baleias orcas (Orcinus orca) e golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), tendem a
apresentar menores valores de leucdcitos quando comparados aos mais jovens. Os filhotes
de boto vermelho do presente estudo apresentaram as maiores médias para o nimero de
leucocitos, seguidos dos juvenis e adultos (24,84 x 103/mm3; 17,50 x 10°/mm’ e 17, 20 x
10°/mm’, respectivamente) confirmando um decréscimo dos linfocitos circulantes com o
avango da idade. St Aubin et al. (2001) também observaram um nGmero maior de
leucécitos em baleia belugas imaturas quando comparadas com adultos (12,1 x 10°/mm’ e

7,4 x 10°/mm’, respectivamente).
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4.1.9 Contagem Diferencial dos Leucocitos

Técnicas citoquimicas tradicionais tém demonstrado que a morfologia dos
leucocitos, assim como o percentual de cada célula da contagem diferencial da maioria dos
cetaceos e sirénios sadios, ¢ similar aos mamiferos terrestres (Bossart et al., 2001). Os
diferentes tipos celulares de leucdcitos de boto vermelho também se mostraram
morfologicamente bastante semelhantes aos tipos celulares da maioria dos mamiferos,
entretanto, a porcentagem de eosinofilos foi mais elevada do que na maioria de espécies

domésticas (Fraser, 1991).

MONOCITOS

O mondcito ¢ a maior célula dentre os leucdcitos circulantes. Tem citoplasma azul
escuro ou azul-acinzentado, geralmente com granulos e pode estar vacuolizado. A forma do
nucleo ¢ muito variavel, particularmente entre as espécies, mas as formas tipicas sdo as
formas de rim, bastdo, folha de trevo e trilobulado. Sua principal fungdo é a fagocitose,
particularmente de particulas grandes tais como debris celulares e os patogenos mais
dificeis tais como fungos, protozoarios e Brucella spp (Kerr, 2003).

Em mamiferos aquéticos os monocitos sdo geralmente maiores que os linfocitos,
com uma relagdo de nicleo-citoplasma de <1:1. O nucleo ¢ pleomorfico e tem forma de rim
ou feijao (Bossart et al., 2001). Nesse estudo, a maioria dos mondcitos do boto vermelho
apresentou nucleo em forma de feijdo, entretanto alguns ntcleos redondos foram
observados.

A monocitose (aumento do numero de mondcitos) esta tradicionalmente relacionada
a doengas cronicas, particularmente doengas inflamatorias cronicas. Em geral, na presenca
de inflamagdo, infec¢do, e sepse uma monocitose discreta a moderada acompanha uma
neutrofilia (Kerr, 2003). O valor médio da porcentagem de mondcitos observados em 72
botos deste estudo (3%) foi o0 mesmo encontrado por Ridgway et al. (1970) para oito botos
de cativeiro. Acredita-se que a porcentagem de mondcitos ndo ¢ afetada pelo ambiente,
desde que todos os animais estejam em boas condi¢des de saude. Dessa forma podemos
afirmar que os botos da populagdo estudada na RDSM sdo animais sauddveis e que nao

apresentam um quadro infeccioso.
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LINFOCITOS

Ao contrario das outras células sangiliineas, os linfocitos desenvolvem-se
principalmente fora da medula 6ssea, nos linfonodos, baco e tecidos linféides associados ao
intestino. No esfregago seu nucleo aparece geralmente redondo em tons de azul. O
citoplasma ¢ muito esparso e azul palido (Kerr, 2003). Assim como observado por Bossart
et al., (2001) para a maioria dos mamiferos aquaticos, os linfocitos do boto vermelho
apresentam uma relacdo nucleo-citoplasma elevada e geralmente possuem um nucleo
redondo, monomorfico € com a cromatina condensada.

Valores decrescentes de linfocitos conforme a idade sdo observados em ruminantes,
cavalos (Kerr, 2003) e cdes (Ridgway, 1972). J& uma linfocitose fisiologica por
mobiliza¢do das células seqiiestradas em leitos capilares colapsados pode ocorrer da mesma
maneira que para os neutrofilos e ¢ muito comum em gatos estressados (Kerr, 2003).

A maioria dos linfocitos de mamiferos marinhos reside entre orgdos linfoides
(linfonodos, timo, bago e/ou medula 6ssea) e em baixos numeros circulantes no sangue
(Bossart et al., 2001). Medway & Geraci (1964) observaram uma média de 15% de
linfocitos em Tursiops truncatus, Bogdanova & Lebedev (1973) observaram para a mesma
espécie uma média de 21% de linfocitos, 18% em Delphinus delphis ¢ 32% em Phocoena
phocoena, enquanto Ridgway (1970) observou uma porcentagem de linfocitos de 21% em
Inia geoffrensis, sendo todas essas espécies mantidas em cativeiro. O boto vermelho de
vida livre do presente estudo apresentou uma média de linfocitos de 36%, valor
consideravelmente mais elevado do que as espécies acima citadas.

No cavalo, o nimero de linfocitos circulantes diminui com a idade de tal forma que,
em cavalos velhos, uma aparente leucopenia ¢ praticamente normal. Asper et al. (1990)
notaram que golfinhos nariz-de-garrafa mais jovens tém uma porcentagem de linfécitos
menor que os adultos (18% e 24%, respectivamente). Os filhotes de boto vermelho, ao
contrario, t€ém uma porcentagem significativamente maior de linfocitos que os adultos (45%
e 35%, respectivamente). Os adultos apresentam uma porcentagem maior de eosinéfilos
que juvenis e filhotes, conseqiientemente a porcentagem das outras células ¢ menor, ¢ a

menor proporc¢ao de linfocitos pode ser um reflexo da maior porcentagem de eosindfilos.
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Entretanto, valores absolutos de cada tipo celular devem ser calculados para que se observe

alguma alteragdo real nos valores destas cé¢lulas.

NEUTROFILOS

Neutréfilos imaturos (bastonetes), ndo possuem nucleo lobulado. O aparecimento de
uma reentrancia no nucleo ¢ suficiente para classificar a célula como adulta. Com o
envelhecimento da célula, o nicleo continua a se tornar mais e mais lobulado e nucleos
altamente lobulados sdo caracteristicos de células muito maduras (Kerr, 2003). O
citoplasma de neutr6filos normais ¢ azulado em coloragdes do tipo Leishman, com
numerosos granulos roseos semelhantes a graos de poeira (Kerr, 2003). O citoplasma dos
neutréfilos do boto vermelho corado com Wright apresentou coloragdo rosa claro e também
uma granulag¢ao fina. .

Os neutrofilos funcionam primariamente como fagocitos e sdo particularmente
importantes em quadros infecciosos de inflamacao. Neutréfilos maduros estao presentes em
trés compartimentos — o compartimento circulante, o compartimento marginal (incluindo os
neutrofilos seqiiestrados nos leitos capilares inativos) e o compartimento da medula dssea
(Kerr, 2003).

Uma neutrofilia patologica ocorre em casos de inflamacgdes e doengas infecciosas,
apesar de uma neutrofilia fisioldégica poder ocorrer com a liberagdo de corticosterdides e
epinefrina durante exercicios e situagdes de estresse (Kerr, 2003). Os botos selvagens deste
estudo tiveram uma porcentagem de neutrdfilos menor do que encontrados nos botos
mantidos em cativeiro estudados por Ridgway (1970) (48% e 66%, respectivamente). Isto
sugere que o estresse cronico sofrido por animais em cativeiro pode levar a um aumento do
nimero de neutrofilos circulantes.

Uma diferenca significativa da porcentagem de neutrdfilos entre classes etarias foi
observada em golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) mantidos em cativeiro, onde
adultos apresentaram 67% e jovens 60% (Asper et al., 1990). Goldstein et al. (2006)
também observaram que Tursiops truncatus adultos de vida livre tém uma porcentagem
maior de neutrofilos que filhotes da mesma populagdo. Apesar de os adultos de boto

vermelho apresentarem também valores mais elevados que juvenis e filhotes, ndo houve
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diferenca estatisticamente significativa entre filhotes, juvenis e adultos (43%; 47%; ¢ 48%,

respectivamente).

EOSINOFILOS

Os eosinofilos sdo parecidos com neutréfilos, com a presenga adicional de granulos
citoplasmaticos vermelhos muito brilhantes e chamativos que parecem preencher toda a
célula. Sua principal fungdo ¢ a desintoxicag@o por inativa¢do de histamina e materiais com
toxidade semelhante 4 histamina. Eles também inibem a produgdo de edema (estimulada
pela serotonina e bradicinina) e por isso sdo importantes na resposta alérgica, além de
serem capazes de fagocitar (Kerr, 2003).

A eosinofilia refere-se ao aumento do niimero de eosinéfilos circulantes. Ha uma
varia¢do diurna no numero de eosin6filos e contagens mais altas podem ser esperadas em
amostras colhidas a noite (Kerr, 2003). Segundo Bossart et al. (2001), o nimero elevado de
eosinofilos circulantes pode representar um aumento da fungdo bactericida e parasiticida
destas células, e a porcentagem destas células ¢ maior nos cetdceos. O valor encontrado
para o boto vermelho corrobora com tal afirmagdo, ja que o IC encontrado (4-30%)
representa valores mais elevados do que para espécies de animais domésticos: eqiiinos (1-
10%); caes (2-10%); bovinos (2-20%) e suinos (0,5-11%) (Fraser, 1991).

Asper et al. (1990) afirmam que a maior contribuigdo para estimulos antigénicos
acentuados em golfinhos de vida livre provém de infec¢des parasitarias maiores. Uma
eosinofilia pronunciada ocorre em animais domésticos em resposta a presenca de parasitas
que migram ¢ invadem tecidos, e estes tipos de parasitas (Anisakis sp., Halocerus sp.,
Nasitrema sp.) sdo comuns em golfinhos de vida livre. Animais mantidos em cativeiro
vivem em ambientes controlados e geralmente estdo sujeitos a programas de controles
parasitologicos periodicos. A porcentagem de eosinofilos encontrada por Ridgway et al.
(1970) para botos vermelhos mantidos em cativeiro foi consideravelmente menor do que a
porcentagem encontrada para botos vermelhos selvagens do presente estudo (5% e 13%,
respectivamente), o que pode ser um reflexo de uma infeccdo parasitiria maior em botos
vermelhos selvagens.

Cornell (1983) observou que adultos de orcas (Orcinus orca) apresentam maior

porcentagem de eosinofilos que jovens. Os botos adultos do presente estudo apresentaram
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porcentagens maiores de eosindfilos que os juvenis e filhotes (14%; 11% e 9%,
respectivamente), fato que pode ser reflexo de uma carga parasitdria maior, ja que o0s
animais adultos estdo em ambiente natural e sujeitos a infec¢do parasitaria hd mais tempo
que as outras classes etarias.

A placenta canina contém grande quantidade de eosindfilos e, as vezes, observa-se
eosinofilia na circulagao associada com a presenga de placentas in Utero (Kerr, 2003). Nao
foi detectada diferenca significativa entre as porcentagens de eosindfilos de fémeas prenhes
e vazias para boto vermelho (15% e 17%, respectivamente), apesar de as fémeas prenhes

terem as médias mais elevadas.

BASOFILOS

Os basofilos sdo mais encontrados em algumas espécies do que em outras; por
exemplo, eles s3o comuns no sangue de coelhos e quase sempre encontrados no sangue de
cavalos, mas ¢ muito raro observa-los em amostras caninas. Eles t€ém a fun¢do de liberar
granulos de histamina e comecar a resposta inflamatoria (Kerr, 2003).

Segundo Bossart apud Bossart (2001), basofilos sdo raros em mamiferos aquaticos.
Nenhum basofilo foi observado em um estudo com 180 golfinhos nariz-de-garrafa (tursiops
truncatus) e 56 peixes-bois (Trichechus manatus latirostris). O mesmo ocorreu nesse
estudo, onde como em outros mamiferos aquaticos, nenhum basofilo foi encontrado na

leitura de 72 esfregacgos sangiiineos de boto vermelho de diferentes classes etarias.
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4.2 ANALISE BIOQUIMICA
A bioquimica clinica envolve a analise de amostras de fluidos corporeos,
principalmente plasma, e os resultados dessas analises sdo usados para esclarecer o quadro

clinico dos animais (Kerr, 2003).

PROTEINAS PLASMATICAS

O plasma contém uma mistura de proteinas — albuminas, globulinas, enzimas,
proteinas especificas de transporte (por exemplo, a transferrina), hormonios protéicos e
fatores de coagulacdo. A maioria dessas proteinas ¢ sintetizada no figado a partir de
aminoacidos e todas possuem fungdes diferentes e especificas, mas como um grupo,

funciona na manuten¢do osmotica do plasma (Kerr, 2003).

4.2.1 Proteinas Totais

Um aumento da concentracdo de proteinas totais pode ocorrer em funcdo de uma
deficiéncia relativa de agua, doengas inflamatdrias cronicas, doengas imunomediadas e
paraproteinemias (Kerr, 2003). De Monte & Pilleri (1982) observaram uma média de 7,96
g/dl de proteinas totais e um intervalo fisiologico de 6 a 9 g/dl em cetaceos de cativeiro
pertencentes a 13 géneros incluindo Inia boliviensis. Nosso estudo encontrou para Inia
geoffrensis uma média um pouco mais elevada (10,37 g/dl) do que o intervalo reportado
por De Monte e Pilleri (1982), e parece ndo ter um significado patologico. Entretanto,
Gonzalez e Scheffer (2001) afirmam que a taxa de sintese estd diretamente relacionada com
o estado nutricional do animal, especialmente com os niveis de proteina e vitamina A.
Portanto, ndo deve ser descartada neste caso, que uma dieta inadequada oferecida aos
animais mantidos em cativeiro, possa levar a menores niveis plasmaticos de proteinas
totais.

Segundo Gonzalez e Scheffer (2001), animais velhos tendem a apresentar niveis
plasmaticos de proteinas totais mais elevados que jovens. Cornell (1983) observou que
baleias orcas mais jovens estdo consistentemente na parte inferior do intervalo normal de
proteinas totais encontrado para a espécie. Da mesma forma, os filhotes e juvenis de boto
vermelho apresentaram as menores médias, porém sem uma diferenga significativa com

relagdo aos adultos (8,8 g/dl; 8,6 g/dl; e 9,2 g/dl). Ao contrario, St. Aubin et al. (2001)
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encontraram niveis significativamente mais altos em baleias belugas imaturas do que
baleias belugas adultas.

Andlises dos niveis de proteinas totais do soro de boto vermelho entre amostras de
soro congeladas por 30 e 60 dias (temperatura de —20 a —80°C) ndo apresentaram uma
alteracdo significativa. Hunter & Madin (1978) comparando as analises de soro de amostras
congeladas e frescas do lobo marinho do norte (Callorhinus ursinus), ndo detectaram uma
variagdo dos niveis de proteinas totais apds 107 dias de congelamento a uma temperatura de
-20 a —40°C. Geraci & Medway (1974) notaram que a concentracdo plasmatica de
proteinas totais de Tursiops truncatus permanece estavel por oito dias quando plasma é
mantido no sangue total a uma temperatura de 4°C e 25°C ou quando apenas o plasma ¢
mantido a uma temperatura de 25°C.. Assume-se, portanto, uma grande estabilidade deste
elemento quando mantido congelado. Dessa forma, amostras de sangue que permanecem

armazenadas em freezer a -80°C por até dois meses podem fornecer valores fidedignos.

4.2.2 Albumina

A albumina ¢ uma das menores proteinas plasmaticas e € a principal proteina
sintetizada no figado, portanto casos de insuficiéncia hepatica apresentam-se primariamente
como hipoalbuminemia. A albumina também pode estar diminuida em casos de perda renal
de proteina — sindrome nefrotica, glomeruonefrite, amiloidose; perda intestinal de proteina
— enteropatia com perda de proteina; hemorragias e queimaduras, dietas deficientes em
proteina, ma absorcdo e condigdes virais (Kerr, 2003).

A produgdo de albumina ¢ altamente dependente do funcionamento do figado e de
uma nutricdo adequada. Os niveis de albumina sdo mais elevados em cetaceos do que em
mamiferos terrestres. Os mamiferos marinhos, assim como os mamiferos terrestres,
parecem ter uma tremenda capacidade de reserva para a produgdo de albumina no figado.
Isto limita o uso da albumina como um indicador precoce em doencas hepaticas (Bossart et
al., 2001).

Niveis elevados de albumina podem ocorrer em casos de desidratagdo e choque. O
decréscimo pode ser observado em casos de ma nutricdo, doengas gastrintestinais, perda de
proteinas em nefropatias, hemorragias, doenca hepatica em nivel avancado, e lesdes

extensivas e severas da pele com comprometimento da epiderme (Kerr, 2003).
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Niveis plasmaticos médios de albumina entre filhotes, juvenis e adultos de boto
vermelho (4,4 mg/dl; 2,7 mg/dl; e 3,3 mg/dl) ndo apresentaram uma diferenga significativa;
no entanto, em baleias belugas da Baia Hudson, Canada, estudadas por St. Aubin et al.
(2001) os niveis plasmaticos de albumina foram mais elevados nas fémeas jovens do que
em fémeas mais velhas, porém esta diferenca ndo ocorreu entre os machos da espécie (4,5
g/dl e 4,2 g/dl, respectivamente). Na comparagdo entre fémeas prenhes e vazias, verificou-
se que as fémeas prenhes de boto vermelho apresentaram niveis séricos de albumina
significativamente mais elevados que fémeas vazias (4,8 mg/dl e 2,7 mg/dl,
respectivamente). Provavelmente, o aumento do consumo de peixes (rico em proteinas)
para suprimir as demandas energéticas durante a prenhez, tenha levado ao aumento
plasmatico de albumina nas fémeas prenhes.

Apds o congelamento do soro por 60 dias a uma temperatura de —20 a —40°C houve
um decréscimo de 22% (de 3,4 mg/dl para 2,6 mg/dl) do nivel de albumina no soro do boto
vermelho. Portanto, a determinacdo dos niveis de albumina de amostras congeladas por 60
dias ou mais, deve ser cuidadosamente considerada em fun¢ao de um provavel decréscimo

dos valores de albumina.

MINERAIS

Os minerais sao importantes de alguma forma, na manutencao da atividade elétrica
do organismo e suas anormalidades levam a sintomas, tanto nervosos, quanto falhas da
contragdo muscular. Eles também sdo elementos estruturais importantes, principalmente o

calcio e o fosfato, especialmente nos ossos (Kerr, 2003).

4.2.3 Célcio

O célcio ¢ muito importante na jun¢do neuromuscular e na propagacdo do impulso
de contragio no musculo. E também o principal componente do osso. Cerca de metade do
calcio plasmatico esta livre e esta ¢ a porgao fisiologicamente ativa de calcio, enquanto a
outra metade encontra-se inativa, ligada a albumina (Kerr, 2003).

Apesar de uma hipercalcemia ser comumente oriunda de um processo patolédgico,
como hiperparatiroidismo ou um tumor invadindo extensivamente o esqueleto, valores

significativamente mais altos de calcio foram encontrados em filhotes de boto vermelho
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clinicamente saudaveis. Fato também observado por St. Aubin et al. (2001) em 140 baleias
belugas (Delphinapterus leucas).

Os niveis séricos de célcio do boto vermelho deste estudo apresentam-se
marcadamente mais elevados que os valores encontrados para esta espécie em cativeiro por
Ridgway et al. (1970) (15,2 mg/dl e 4,5 mg/dl respectivamente). Menores niveis séricos de
calcio podem ser um reflexo de uma dieta inadequada. Rosas et al. (1999), em um estudo
realizado com 14 peixes-bois da Amazonia, notaram que os animais selvagens
apresentaram valores significativamente mais elevados de célcio do que os animais de
cativeiro em fun¢do de uma dieta deficiente deste mineral.

Os niveis plasmaticos de calcio sdo mais elevados em vacas leiteiras vazias do que
prenhes (Gonzalez e Scheffer, 2001). As fémeas prenhes do presente estudo também
apresentaram niveis séricos de célcio mais baixos (sem diferenca estatistica significante),
provavelmente em fun¢do da diminui¢@o de célcio da corrente sangiiinea para suprimento
das demandas gestacionais. Bossart et al. (2001) afirmam que um aumento na concentragao
de proteinas totais resulta em um aumento dos niveis de calcio. Assim como as proteinas
totais, os maiores niveis plasmaticos de calcio foram observados nos filhotes, apesar de nao
ter havido diferenca significativa entre as classes etarias no primeiro elemento. Os filhotes
apresentaram uma média de 21,1 mg/dl, os juvenis apresentaram uma média de 15,5 mg/dl
e os adultos apresentaram uma média de 14,5 mg/dl. Observa-se um decréscimo dos niveis
de célcio conforme o animal vai atingindo a maturidade fisica e diminuindo a atividade
osteoblastica.

Geraci & Medway (1974) observaram que a concentragdo plasmatica de calcio de
Tursiops truncatus, quando o plasma ¢ armazenado no sangue total, ndo sofre altera¢des
significativas por oito dias quando mantidos a uma temperatura de 4°C e 25°C. Entretanto,
quando apenas o plasma foi mantido a uma temperatura de 25°C, a concentracio
plasmatica apresentou valores significativamente mais baixos. Hunter & Madin (1978),
estudando a variacdo dos niveis plasmaticos de calcio apds o congelamento, detectaram
uma pequena diminui¢do do mesmo apds 107 dias, e atribuem a esta diminui¢do a um
provavel erro metodologico. Da mesma forma, foi observado no soro de boto vermelho um

decréscimo dos niveis de calcio apés 60 dias de congelamento a uma temperatura que
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variou de —20 a —80°C. Esta diminuig¢do foi de 40%, portanto deve-se ter cautela ao se fazer

analises dos niveis de calcio em amostras de soro congeladas por dois meses ou mais.

4.2.4 Magnésio

O magnésio ¢ um ion intracelular e sua concentragdo plasmatica pode permanecer
dentro de limites normais, mesmo diante de uma deplecdo marcante de todo o contetido
corporal (Kerr, 2003). Os niveis plasmaticos de magnésio ndo sdo normalmente reportados
em mamiferos marinhos (Bossart et al., 2001).

Os niveis de magnésio mostraram-se bastante uniformes tanto na comparacao entre
machos e fémeas como na comparac¢do entre as classes etarias. Segundo Bossart et al.
(2001), a progesterona pode aumentar os niveis de magnésio. As fémeas prenhes de boto
vermelho apresentaram médias um pouco mais elevadas que as fémeas vazias (4,0 mg/dl e
4,9 mg/dl respectivamente), porém sem uma diferenca estatisticamente significativa.

O congelamento do soro do boto vermelho por 60 dias a uma temperatura de —20 a
—80°C provocou uma alteracao significativa dos niveis de magnésio. A média encontrada
para o lote 02 (4,5 mg/dl) congelado por 60 dias foi 48% mais baixa que a média do lote 01
(2,3 mg/dl) congelado por 30 dias. Deve-se ter muita cautela ao se analisar amostras de
soro congeladas por 60 dias ou mais, visto que o congelamento provoca grandes alteragdes

dos niveis de magnésio.

SUBSTANCIAS NITROGENADAS
Sao produtos metabdlicos envolvidos na excrecdo de nitrogénio — sdo eles: uréia,

creatinina, amonia e acido urico (Kerr, 2003).

4.2.5 Uréia

A uréia ¢ um produto metabolico nitrogenado ¢ formado no figado como produto
final da quebra de aminoacidos. Depois de formada ¢ transportada pelo plasma até os rins,
onde ¢ excretada na urina. Alguns fatores alimentares podem levar a um aumento da
concentragdo plasmatica de uréia tais como excesso de proteina, proteina alimentar de
baixa qualidade e deficiéncia alimentar de carboidratos. Outros efeitos metabdlicos tais

como insuficiéncia renal, septicemia grave e anormalidades hormonais levam a valores
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alterados, embora diferentes racas de uma mesma espécie possam apresentar valores
distintos dos niveis de uréia (Kerr, 2003).

Existem dois métodos de mensuragdo gravimétricos diferentes da concentragcdo de
uréia, ambos expressos em mg/100mL. Um ¢ diretamente miligramas de uréia por 100mL;
a outra ¢ miligrama de nitrogénio da uréia por 100mL, chamada de BUN (nitrogénio uréico
sangiiineo) (Kerr, 2003).

Segundo Bossart et al. (2001), os niveis normais de BUN em mamiferos marinhos
sdo geralmente mais elevados do que em mamiferos terrestres. A conversao de proteinas
(que constituem a principal fonte de alimento dos cetaceos) em glicose provoca uma uremia
acentuada. Além disso, niveis elevados de uréia promovem maior facilidade aos rins em
excretar uma urina hiperosmoética. Ridway et al. (1972) acreditam que altas taxas de uréia
no sangue de mamiferos aquaticos se devem, além da dieta rica em proteinas, a uma taxa
metabdlica elevada.

A média encontrada para o boto vermelho de vida livre foi de 121 mg/dL
Comparando-se com a média observada em cinco individuos Inia boliviensis (77 mg/dl)
(De Monte & Pilleri, 1984), e com sete individuos Inia geoffresis mantidos em cativeiro
(88 mg/dl) (Ridgway et al., 1970), verifica-se que os botos vermelhos do presente estudo
ainda apresentam as maiores médias, o que corrobora com a afirmagdo de Ridgway et al.
(1972) e se da provavelmente em fun¢do de um consumo maior de proteinas do que os
animais mantidos em cativeiro.

Uma diferenga significativa dos niveis de uréia entre machos e fémeas foi
encontrado por St Aubin et al. (2001) para belugas adultas (Delphinapterus leucas) do
Artico. No entanto, para o boto vermelho nesse estudo, ndo foi encontrado diferenca
significativa entre os sexos (120 mg/dl e 123 mg/dl, respectivamente).

Segundo Bossart et al. (2001), animais imaturos podem ter niveis mais baixos de
BUN que adultos. Cornell (1983) observou que os maiores valores de BUN em baleias
orcas (Orcinus orca) pertenciam a machos adultos. Os juvenis de boto vermelho, como em
outras espécies marinhas, apresentaram valores mais baixos dos niveis séricos de uréia
(81mg/dl) do que filhotes e adultos. Como a uréia pode estar aumentada logo apds a
ingestdo de alimentos ricos em proteinas (St. Aubin et al., 2001) é possivel que filhotes ¢

adultos apresentem niveis mais elevados de uréia em funcdo do consumo mais freqiiente de
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uma dieta rica em proteinas. Os juvenis enfrentam uma fase de transi¢ao entre a lactacio e
ingestdo de alimentos solidos com dificuldade na captura do alimento, talvez essa
dificuldade na apreensdo dos peixes faz com estes nessa fase estes animais tenham niveis
de uréia mais baixos que adultos e filhotes.

As fémeas prenhes apresentaram uma média dos niveis séricos de uréia 38% mais
elevada que as fémeas vazias (163 mg/dl e 118 mg/dl, respectivamente). Essa diferenca
pode ser devido a uma maior ingestdo de alimentos ricos em proteinas (peixes no caso do
boto vermelho) para suprir a demanda energética da gravidez, aumentando os niveis de
uréia em fémeas prenhes.

As analises dos niveis de uréia de amostras de soro mantidas congeladas em freezer
por 60 dias ou mais a uma temperatura de —20 a —80°C, devem ser consideradas com
cautela, j4 que foi observada uma redu¢do de 14% dos niveis séricos de uréia, mostrando

que o congelamento provoca mudancas significativas dos niveis da mesma.

4.2.6 Creatinina

A creatinina, assim como a uréia, ¢ um produto de degradagdo nitrogenado en route
aos rins, mas nao ¢ um produto da quebra de aminodcidos e sim da quebra da creatina. A
creatina ¢ uma substancia presente no musculo que estd envolvida no metabolismo
energético, particularmente na estabilizacdo de ligagdes de fosfato de alta energia nado
necessarias para o uso imediato (Kerr, 2003). A creatinina, assim como a BUN, ¢ um indice
bruto da filtragdo glomerular (Bossart et al., 2001).

Existe uma correlagdo entre a massa muscular ¢ a concentracao de creatinina; assim,
dentro de uma determinada espécie, um individuo particularmente musculoso pode ter um
valor normal de creatinina um pouco acima do limite do valor de referéncia estabelecido
(Kerr, 2003). Cornell (1983) observou que em baleias orcas, os machos adultos mais velhos
(e conseqiientemente com maior massa muscular) possuiam os maiores valores de
creatinina. Essa correlagdo também parece ocorrer em botos vermelhos, onde machos
adultos sdo muito maiores e mais musculosos que as fémeas adultas (Martin e da Silva,
2006) e conseqlientemente apresentaram médias mais elevadas (2,1 mg/dl e 1,9 mg/dl,

respectivamente), porém sem uma diferenga estatisticamente significativa entre os sexos.
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A creatinina pode estar artificialmente aumentada em amostras lipémicas; ou
diminuidas em amostras hemolisadas, ictéricas ou quando se faz uso do anticoagulante
EDTA ou oxalato. De Monte & Pilleri (1984) afirmam que os valores médios encontrados
para odontocetos sdo decididamente menores que 2 mg/dl. Os adultos do boto vermelho
possuem maior massa muscular, ¢ também apresentaram as concentracdes plasmaticas de
creatinina mais elevadas (1,9 mg/dl); os juvenis apresentaram os valores intermediarios (1,8
mg/dl); e os filhotes os apresentaram os valores mais baixos (1,7 mg/dl), no entanto uma
diferenca estatisticamente significativa entre as classes etarias ndo foi observada.

Segundo Kerr (2003) a creatinina ¢ mais labil que a maioria dos substratos ou
substancias ndo enzimaticas analisados, por isso, o resultado de uma amostra colhida ha
varios dias pode ndo ser muito preciso e esta sujeito a algumas interferéncias do teste. O
presente estudo demonstrou que a manutencdo do soro congelado por 60 dias ndo afeta de
maneira significativa a concentragdo de creatinina. Hunter & Madin (1978) também nao
notaram mudancas significativas dos valores de creatinina apds o congelamento do soro do

lobo marinho do Norte (Callorhinus ursinus) por 166 dias (temperatura de —20 a —40°C).

CARBOIDRATOS
4.2.7 Glicose

Uma concentragao plasmatica de glicose adequadamente alta ¢ essencial para o
funcionamento normal do cérebro. O organismo utiliza vias elaboradas para garantir a
manutencdo da glicemia e, como resultado, a glicose pode, em um momento particular, vir
de uma ou mais fontes, dependendo do estado atual do metabolismo de carboidratos. Nas
situagdes normais do dia-a-dia, o glucagon e o hormoénio do crescimento (GH) sao
responsdveis pela manutencdo de niveis adequados de glicose, enquanto em estados
anormais (como jejum prolongado e estresse) os glicocorticéides e a adrenalina sdo
particularmente importantes (Kerr, 2003).

Uma hiperglicemia ndo diabética também pode ocorrer logo apos refeigdes ricas em
carboidratos, em exercicios de disparo, e tratamentos com fluidos intravenosos glicosilados
(Kerr, 2003). Em cetaceos, o metabolismo do glucideo, essencial para o funcionamento

apropriado dos musculos e para o suprimento adequado do tecido nervoso e musculo
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cardiaco durante o exercicio, ¢ baseado apenas na gliconeogénese (De Monte & Pilleri,
1984).

Segundo Ridgway (1972) os niveis de glicose em mamiferos marinhos em jejum
sdo mais elevados do que em animais domésticos (> 100mg/dl). Isto provavelmente ocorre
como uma resposta do animal a conten¢do e manipulagdo, promovendo a liberagdo de
glicocorticoides endogenos (Bossart et al., 2001). Golfinhos de cativeiro que ficam muito
agitados e estressados durante uma manipulagdo apresentam niveis de glicose de 10 a 30 %
mais elevados que os animais mais doceis (Ridgway et al., 1972). Os botos do presente
estudo apresentaram um IC de 138-224 mg/dl, valor consideravelmente mais elevado do
que o observado em animais domésticos como caes (62-108mg/dl), gatos (61-124 mg/dl) e
suinos (66-116 mg/dl) (Fraser, 1991), provavelmente em fun¢do de estresse agudo sofrido
durante a captura.

Cornell (1983) observou diferengas significativas dos niveis de glicose entre classes
etarias de baleias orcas de cativeiro, onde filhotes possuem niveis significativamente mais
elevados que adultos. Asper et al. (1990) também observaram que golfinhos Tursiops
truncatus mais jovens tém maiores niveis de glicose que os adultos. Nao foram detectadas
diferencas dos niveis de glicose entre as classes etarias e nem entre machos e fémeas para o
boto vermelho, conseqiientemente nao se pode perceber diferencas dos niveis de estresse
entre 0s mesmos.

Segundo Gonzalez & Scheffe (2001), o nivel de glicose tende a ser menor no tergo
final da gestacdo do que nos periodos anteriores, isto ¢, os niveis tendem a diminuir a
medida que a gestagdo avanga. Sabe-se que o feto in Utero demanda glicose como maior
fonte de energia. A maioria das fémeas prenhes examinadas nesse estudo estava dentro do
primeiro trimestre de gestacdo, apesar disso, mesmo com as médias maiores que as fémeas
vazias (251 mg/dl e 189 mg/dl, respectivamente), esta diferenca ndo foi significativa
estatisticamente.

Os valores de referéncia encontrados neste estudo provavelmente nao refletem a
glicemia normal em funcao do estresse sofrido pelos animais durante a colheita de amostra.
Além disso, ja que a mensuragdo da glicose necessita de uma amostra especifica — o sangue

deve ser colhido em tubos contendo fluoreto (Kerr, 2003). Contudo, varia¢des dos niveis
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séricos de glicose poderdo futuramente ser percebidas em amostras de botos vermelhos
utilizando-se a mesma metodologia empregada no presente estudo.

Ridgway et al. (1970) encontrou uma média de 121mg/dl para oito botos vermelhos
mantidos em cativeiro, valor mais baixo do que a média encontrada para botos vermelhos
de vida livre do presente estudo (184 mg/dl). Provavelmente, o estresse sofrido pelos
animais de vida livre durante a captura, ou em ambiente natural ¢ maior do que animais que
sdo rotineiramente manuseados, o que resulta em niveis de glicose mais elevados. Além
disso, as amostras processadas com metodologias diferentes podem ocasionar resultados
diferentes.

Hunter & Madin (1978), analisando amostras de soro frescas e amostras congeladas
por 125 dias, notaram uma redugdo de 9% nos niveis de glicose do soro de lobo marinho do
Norte (Callorhinus ursinus) na amostra congelada. Estes autores afirmam que esta redugdo
deve-se a falta do conservante fluoreto de sddio na amostra. Medway & Geraci (1974),
também observaram um decréscimo da concentragdo plasmatica de glicose quando o
plasma ¢ armazenado no sangue total por oito dias a uma temperatura de 4° e 25°C, e
também quando apenas o plasma ¢ armazenado a uma temperatura de 25°C, e afirmam que
esta diminui¢do pode ser atribuida a uma glicélise anaerdbica. No presente estudo, houve
uma reducao de 40% (de 194mg/dl para 115 mg/dl) dos niveis de glicose apds o
congelamento do soro de boto vermelho por 60 dias a uma temperatura de —20 a —90°C.
Este resultado corrobora com os achados dos autores supracitados e deve-se possivelmente

a glicose anaerobica que ocorreu no periodo em que amostra esteve congelada.

BILIRRUBINA E METABOLISMO LIPIDICO

4.2.8 Bilirrubina

A bilirrubina ¢ um subproduto da quebra da molécula heme. Em sua forma inicial,
ndo é solavel em agua; por isso, quando estd no plasma, encontra-se ligada a albumina. E
transportada via reticulo endotelial ao figado, onde ¢ conjugada com o acido glicurdnico e
outras substancias e transformada em soltivel. O conjugado de bilirrubina ¢ excretado na

bile, e ela e seus pigmentos associados sdo responsaveis pela cor acastanhada caracteristica

das fezes (Kerr, 2003).
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O soro fica tipicamente amarelado quando os niveis de bilirrubina s3o maiores que
Img/dl. A ictericia pode ocorrer com a destruicdo acelerada dos eritrocitos, doenca
intrahepética obstrutiva, ou diminui¢do do fluxo de bile nos ductos biliares (forma
extrahepética). Em mamiferos marinhos, a cinética do metabolismo da bilirrubina ¢é
desconhecida. Portanto, deve-se ter cautela na interpretagdo da concentragdo plasmatica de
bilirrubina direta e indireta (Bossart et al., 2001). A bilirrubina direta é a bilirrubina
conjugada, e a bilirrubina ndo conjugada ou indireta ¢ calculada por subtragdo da
bilirrubina total (Kerr, 2003).

Mc Connel & Vaughan (1983) notaram poucas mudangas sangiiineas em focas
comuns (Phoca vitulina) relacionadas a idade, apesar dos niveis de bilirrubina serem
maiores em filhotes. Esses autores sugerem que isto se deve ao fato de o figado ndo estar
totalmente funcional apds alguns dias do nascimento, e pela rapida desagregagdo e aumento
da hemoglobina fetal. Embora apresentem um desenvolvimento bastante distinto, os
filhotes de boto vermelho também apresentaram os maiores valores de bilirrubina total (1,1
mg/dl), seguidos dos adultos (0,8 mg/dl) e juvenis (0,4 mg/dl), porém uma diferenca
estatisticamente significativa ndo foi observada.

Geraci & Medway (1974) analisando o efeito da estocagem do soro de Tursiops
truncatus, notaram que a concentragao de bilirrubina total plasmatica nao sofre altera¢des
significativas apds a manutencao do soro por oito dias a 25°C. No entanto, no presente
estudo, o congelamento do soro de boto vermelho por 60 dias provocou um aumento
significativo tanto de bilirrubina total, como de bilirrubina indireta. A bilirrubina total teve
um aumento de 38% (de 0,9 mg/dl para 1,2 mg/dl), ja o lote 02 da bilirrubina indireta teve
um aumento de 64% em relacdo ao lote 01 (de 0,4 mg/dl para 0,7 mg/dl). Esse resultado
também foi observado em amostras de soro de foca comum (Phoca vitulina) apos 110 dias
de congelamento a uma temperatura de —20 a —40°C, onde foi constatado o aumento de

8,4% dos niveis de bilirrubina (Hunter & Madin 1978).

4.2.9 Colesterol
O colesterol ¢ um componente da membrana celular, onde fica entre os “bragos” do
acido graxo das moléculas lipidicas e aumenta a rigidez da estrutura da membrana. O

excesso de colesterol ¢ secretado na bile, parte como 4cidos e sais biliares, parte como
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colesterol inalterado (que pode ser reabsorvido). No homem, a hipercolesterolemia esta
associada a arteosclerose e doenca cardiaca isquémica, mas nao ha este tipo de associagao
nos animais domésticos (Kerr, 2003).

Um aumento plasmatico de colesterol pode ser observado logo apos refeigdes
gordurosas, em doenca hepatica ou biliar, sindrome nefrética, diabetes melito, Sindrome de
Cushing ¢ hipotiroidismo (Kerr, 2003). St. Aubin et al. (2001) afirmaram que o colesterol
plasmatico de baleias belugas pode estar aumentado logo apds a ingestdao de alimentos.

O Asper et al. (1990) observaram que golfinhos Tursiops truncatus de vida livre
possuem niveis de colesterol mais elevados que os golfinhos em cativeiro, e atribui esta
diferenca a um consumo de diferentes dietas entre os dois grupos. O valor médio de
colesterol dos botos de vida livre do presente estudo (333 mg/dl) foi maior do que a média
encontrada para sete Inia geoffrensis (203 mg/dl) (Ridgway et al. 1970) e quatro Inia
boliviensis, mantidos em cativeiro. Provavelmente, o nivel de colesterol mais elevado nos
botos selvagens ¢ conseqiiéncia da maior ingestdo de gordura presente nos peixes que
fazem parte de sua dieta.

Nao foram encontradas diferencas relacionadas ao sexo em um estudo feito ao
longo de seis anos com baleias belugas (Delphinapterus leucas) em cativeiro. Porém, houve
uma diferenca significativa dos niveis de colesterol entre adultos e jovens, sendo os valores
mais elevados dos animais mais velhos (Cornell et al., 1988). Ja Goldstein et al. (2006),
observaram que fémeas de uma populagdo de vida livre de Tursiops truncatus tém niveis
mais elevados de colesterol que machos. No entanto, no presente estudo, fémeas e machos
de boto vermelho ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre os valores
médios de colesterol (347 mg/dl e 313 mg/dl, respectivamente).

St. Aubin et al. (2001) observaram que baleias belugas adultas tém niveis
plasmaticos de colesterol mais elevados que as baleias imaturas. Também nos botos deste
estudo, observa-se que os adultos t€ém os maiores niveis, seguidos dos filhotes e juvenis
(344 mg/dl; 232 mg/dl; e 326 mg/dl), entretanto sem uma diferenga estatisticamente
significativa entre as classes.

As fémeas prenhes de boto vermelho (Inia geoffrensis) do presente estudo
apresentaram médias significativamente mais elevadas de colesterol que fémeas adultas

vazias (452 mg/dl e 285 mg/dl, respectivamente). A maior ingestao de alimento em fungao
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da grande demanda energética para gerar um feto pode ser um dos motivos pelo qual as
fémeas prenhes tenham niveis de colesterol mais elevados. A mesma situacao foi observada
por Gonzalez e Scheffer (2001) estudando a bioquimica sangiiinea de vacas leiteiras.

Um aumento de 4% dos niveis de colesterol em amostras de soro de lobo marinho
do Norte (Callorhinus ursinus), congeladas por 127 dias a uma temperatura de —20 a —
40°C, foi observado por Hunter & Madin (1978). Este resultado sugere que ocorreu uma
lenta liberagdo de colesterol dos complexos que ndo haviam sido afetados pelos reagentes
(responsaveis por promover a leitura do colesterol total, ou seja, em todas as suas formas)
durante o congelamento (Hunter & Madin, 1978). Ja Geraci & Medway (1974) observaram
que a concentra¢do plasmatica de colesterol de Tursiops truncatus ndo variou quando
armazenadas por oito dias em sangue total a uma temperatura de 25°C ou 4 °C, ou apenas
plasma armazenado a uma temperatura de 25 °C. O nivel de colesterol do soro congelado
do boto vermelho por 60 dias apresentou um decréscimo de 26%, portanto o resultado de

analises de amostras congeladas deve ser interpretado cautelosamente.

4.2.10 Triglicérides

A gordura ¢ estocada como triglicéride, que consiste de trés residuos de acidos
graxos esterificados em uma unidade de glicerol, em depdsitos gordurosos. Um aumento
dos niveis plasmaticos de triglicérides ocorre em varios quadros e deve ser suspeitado
quando uma suspensdo branca leitosa (lipemia) ¢ observada no plasma. Cetdceos e
pinipedes em situagdo poOs-prandial, apresentam o soro lipémico com elevadas
concentragoes de triglicerideos (Geraci apud Bossart et al., 2001). St Aubin et al. (2001)
também afirmaram que pode haver um aumento dos niveis de triglicérides logo apos a
ingestao de alimentos.

Asper et al. (1990), estudando golfinhos nariz-de-garrafa mantidos em cativeiro e
de vida livre, observaram que os niveis de triglicérides foram significativamente mais
elevados nos ultimos, e afirma que esta diferenga ¢ influenciada pela dieta. Segundo Geraci
(1986), existe uma variagdo na composi¢do de proteinas e gordura das diferentes espécies
de peixes, e conseqiientemente a quantidade ingerida de cada elemento dependera da
espécie consumida. Foi encontrada uma concentragdo plasmatica média de triglicérides de

122 mg/dl para os botos vermelhos do presente estudo, valor bastante similar ao encontrado
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por De Monte e Pilleri (1984) para dois individuos Inia boliviensis (120 mg/dl) mantidos
em cativeiro.

Goldstein et al. (2006) observaram que fémeas tém niveis séricos mais elevados de
triglicérides que machos em uma populag@o de Tursiops truncatus de vida livre da Florida.
Os niveis de triglicérides de machos e fémeas de boto vermelho deste estudo foram
similares (128 mg/dl e 118 mg/dl, respectivamente). Nao foram encontradas diferencas
entre os niveis de triglicérides relacionadas ao sexo em um estudo feito ao longo de seis
anos com baleias belugas (Delphinapterus leucas) em cativeiro. Porém, houve uma
diferenca significativa entre adultos e jovens, sendo os valores mais elevados dos animais
mais velhos (Cornell et al., 1988). Ao contrario, Goldstein et al. (2006) observaram que
juvenis de uma populagao de Tursiops truncatus de vida livre apresentam valores médios
mais elevados de triglicérides que os adultos. Da mesma forma, os botos vermelhos filhotes
apresentaram os maiores valores, e isto pode ser explicado pela alta freqiiéncia de ingestao
de leite materno, que segundo De Monte & Pilleri (1984) € rico em proteinas e lipidios.

Gonzalez e Scheffer (2001) afirmam que vacas leiteiras prenhes t€m niveis
plasmaticos de triglicérides mais elevados que as vacas vazias. Kuiken (1985) também
observou em focas comuns (Phoca vitulina), que as fémeas prenhes tém niveis mais
elevados de triglicerideos no plasma que focas vazias. O mesmo foi observado no presente
estudo, onde as fémeas prenhes tiveram a média de triglicérides 74% mais elevadas que as
fémeas adultas vazias (159 mg/dl e 91 mg/dl). Da mesma forma que o colesterol, os
triglicérides estdo envolvidos no metabolismo energético, € uma prenhez requer um alto
consumo de energia para geracao do feto. Portanto, fémeas prenhes tendem a se alimentar
mais e com maior freqiiéncia a fim de suprir esta demanda, conseqiientemente, os niveis

séricos dos triglicérides podem estar mais elevados.

ENZIMAS PLASMATICAS

Pouquissimas enzimas sdo especificas apenas para um Unico tipo celular. Na
verdade, muitas enzimas estdo presentes em quase todas as células, em quantidades
diferentes, ¢ a maioria das enzimas tem dois ou trés tecidos diferentes em que sdo
particularmente abundantes. Normalmente, baixos niveis destas enzimas aparecem no

plasma, refletindo o equilibrio entre a liberagdo de enzimas durante a renovagao celular
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normal e seu catabolismo ou excrecdo. Um aumento dos niveis plasmaticos de uma enzima
ocorre principalmente por lesdo, ruptura ou necrose das células do 6rgao ou tecido que
contém tal enzima. Os niveis atingidos dependem da taxa e da extensdo da lesdo celular,
contrabalanceadas com a taxa de catabolismo ou excre¢ao (Kerr, 2003).

Podem ocorrer elevagdes inespecificas nas atividades enzimaticas relacionadas a
idade — neonatos tém niveis enzimaticos mais altos de muitas enzimas; indu¢ao enzimatica
causada por drogas; e amostras hemolisadas, j4 que as enzimas liberadas das hemacias sao
capazes de interferir no resultado do teste. A diminui¢cdo dos niveis plasmaticos ndo ¢ de
grande importdncia na interpretagdo clinica e geralmente estd associada ao mal

armazenamento das amostras (Kerr, 2003).

4.2.11 Alanina aminotransferase (ALT)

A atividade principal desta enzima estd concentrada no figado e coracdo. Uma
pequena atividade também ocorre na musculatura esquelética, rins, supra-renal e pancreas
(De Monte & Pilleri, 1984). A ALT ¢ uma transaminase com func¢ao semelhante a da AST,
e normalmente ndo tem isoenzimas especificas. Em cdes e gatos ela ¢ predominantemente
especifica para lesdo celular hepatica, e também pode estar aumentada em casos de lesdo
muscular grave (Kerr, 2003).

Asper et al. (1990) observaram que golfinhos nariz-de-garrafa juvenis possuem
atividade enzimatica de ALT significativamente mais elevada que os adultos (32 UI/L e 25
UI/L). Ao contrario, a atividade enzimatica de AST ¢ menor nos filhotes e juvenis de botos
que adultos (38 UI/L; 52 UI/L; e 125 UI/L, respectivamente), e apesar de aparentemente
apresentarem valores discrepantes, ndo foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas.

Um estudo feito por Mc Connel & Vaughan (1983) verificou que os valores de ALT
estavam consideravelmente mais baixos nas amostras congeladas por oito semanas quando
comparadas com amostras frescas de soro de focas comuns (Phoca vitulina). Uma redugao
de 63% dos niveis de ALT foi observada por Hunter & Madin (1978) apds o congelamento
do soro de lobo marinho do Norte (Callorhinus ursinus) por 161 dias a uma temperatura de
—20 a —40°C. No presente estudo, ocorreu uma drastica redugdo dos niveis de ALT do soro

congelado por 60 dias a uma temperatura de —20 a —90°C, passando de 122 para 4 Ul
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(97%). Enzimas plasmaticas em geral s3o muito labeis ¢ o congelamento do soro pode

provocar reducdes significativas dos niveis de ALT.

4.2.12 Amilase

A presenca de amilase ndo foi determinada em pancreas de cetaceos (Arvy apud de
Monte & Pilleri, 1984), porém pode se presumir que como a dieta de cetdceos ¢ constituida
quase que exclusivamente de proteinas e lipidios, a produgdo desta enzima pode ser muito
baixa em fun¢do da falta do substrato. Também deve ser citado que cetdceos ndo possuem
glandulas salivares (De Monte & Pilleri, 1984).

Apesar da dieta rica em proteinas, o boto vermelho apresentou niveis significativos
destas enzimas. A média encontrada para a espécie (88 UI/L) foi maior que a média
encontrada para Phocoena Phocoena selvagens (75 UI/L) da Baia Fundy, Canada
(Koopman et al., 1995).

Niveis mais elevados de amilase foram observados em peixes-bois filhotes e juvenis
sadios do que em outros mamiferos aquaticos (Bossart et al., 2001). Esta elevagdo nao
esteve relacionada com doengas pancredticas. Os niveis mais baixos de amilase foram
observados nos juvenis de boto vermelho, porém sem uma diferenga significativa quando
comparado com filhotes e adultos (39 UI/L; 81 UI/L; e 83 UI/L, respectivamente).

As fémeas adultas prenhes de boto vermelho apresentaram niveis significativamente
mais elevados de amilase (116%) que fémeas adultas vazias. A amilase ¢ uma das enzimas
envolvidas na degradacdo do amido, que ¢ uma importante fonte de energia, portanto um
aumento da amilase no sangue poderia promover um incremento na mobiliza¢ao de energia

para ser utilizada durante a gestagao.

4.2.13 Aspartato transaminase (AST)

Esta enzima estd amplamente distribuida no organismo; encontrada particularmente
no musculo esquelético, no musculo cardiaco, no figado e nas hemacias (Kerr, 2003). O
mesmo acontece para os mamiferos marinhos (Bossart et al., 2001). E utilizada em todas a
espécies para investigacdo de lesdo muscular. A atividade plasmatica normal da AST ¢
menor que 100UI/L em todas as espécies de animais domésticos, exceto no cavalo (Kerr,

2003) e pode estar mais elevado em animais submetido a exaustdo como um reflexo de
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lesdo muscular (Bossart et al., 2001). O boto vermelho apresentou uma atividade média
mais elevada (146 UI/L), o que pode ser uma caracteristica intrinseca da espécie ou o
resultado de um grande esfor¢o muscular durante o processo da captura.

Segundo Ridgway (1972), os valores de AST em golfinhos sdo comparativamente
mais elevados em animais com taxas metabolicas mais elevadas. Comparativamente, os
golfinhos de rio sdo mais lentos e apresentam uma menor taxa metabolica do que os
golfinhos marinhos. Comparando-se a média do boto vermelho (146 UI/L) com a média de
Phocoena phocoena selvagens (294 UI/L), percebe-se que a segunda, uma espécie
virtuosamente mais agil, apresenta a maior média.

A atividade enzimatica de AST de golfinhos nariz-de-garrafa mais jovens ¢ maior
que a dos adultos (Asper et al., 1990). Ao contrario, os filhotes de boto vermelho
apresentam atividade enzimatica de AST menor que os adultos, porém sem uma diferencga
estatisticamente significativa (156 UI/L e 177 UI/L, respectivamente).

O congelamento durante 60 dias provocou uma reducdo de 27% da atividade
enzimatica, a média do lote 01 foi de 196 UI/L e do lote 02 foi de 107 UI/L. A atividade
enzimatica de AST sofreu grande mudanga apds o congelamento por 60 dias a uma
temperatura de —20 a —80°C, portanto o uso de amostras congeladas deve ser feito com

cautela.

4.2.14 Creatina quinase (CK)

A CK estd envolvida no metabolismo de alta energia e estd presente como um
dimero. Podemos encontrar dois tipos de subunidades — M e B. Portanto ha trés formas de
isoenzimas possiveis: CK-MM que ¢ a forma do musculo esquelético; CK-MB que ¢ a
forma do musculo cardiaco; e CK-BB que ¢ a forma cerebral. Geralmente a mensuragao de
CK total reflete a isoenzima MM, que ¢ a mais abundante (Kerr, 2003).

Aparentemente, a maioria dos aumentos plasmaticos de CK em mamiferos
marinhos esta relacionada a atividades vigorosas, transporte, cirurgias, encalhes, capturas, e
inje¢des intramusculares (Bossart et al., 2001).

A atividade muscular intensa durante processos de captura pode elevar os niveis da
atividade de CK, e apesar de baleias belugas imaturas (mantidas em cativeiro) apresentarem

maiores indices, aparentemente ndo ha uma resisténcia maior ao procedimento da captura
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do que animais adultos. De qualquer forma, baleias selvagens apresentam maior atividade
do que baleias mantidas em cativeiro ¢ manipuladas com mais freqiiéncia (St. Aubin et al.,
2001).

Foi observado nos botos vermelhos do presente estudo, que os filhotes tiveram uma
média de 299 UI/L; os juvenis tiveram uma média de 115 UI/L; e os adultos uma média de
84 UI/L. Houve um decréscimo da atividade enzimatica de CK com o avanco da idade.
Asper et al. (1990) também notaram que Tursiops truncatus jovens tém atividade
enzimatica de CK maior que os adultos (80 UI/L e 60 UI/L, respectivamente). St Aubin et
al. (1979) notaram que filhotes de focas da Groelandia (Phoca groenlandica) apresentam
maior atividade sérica de CK quando submetidos ao estresse agudo. Portanto, a hipotese de
que os filhotes sofreram maior estresse que juvenis e adultos e conseqiientemente
apresentaram maior atividade de CK, ndo pode ser descartada.

Goldstein et al. (2006) notaram, em uma populagao de Tursiops truncatus de vida
livre da Florida, que as fémeas tém a atividade enzimatica de CK maior que os machos. Ao
contrario, as fémeas de boto vermelho apresentaram valores mais elevados da atividade
enzimatica de CK, porém esta diferenca nao foi estatisticamente significativa (115 UI/L e

162 UI/L, respectivamente).

4.2.15 Desidrogenase latica (DHL)

A DHL ¢ uma isoenzima cardiaca também conhecida como hidroxibutirato
desidrogenase, HBDH ou HBD. Catalisa a interconversdo reversivel do lactato e do
piruvato e ¢ uma das maiores moléculas protéicas do organismo. Ela é um tetrdmero ¢ as
subunidades apresentam-se em duas formas: H e L. Existem cinco isoenzimas (DHL .s):
DHL, associada ao musculo cardiaco, rins e hemacias; DHLs associada ao figado; e as
outras isoenzimas que estdo associadas ao musculo esquelético e pulmdes. Por causa da sua
ampla distribui¢do no organismo, o aumento da atividade de DHL total pode ser muito
dificil de ser interpretado em medicina veterinaria, no entanto, a separagao eletroforética de
isoenzimas ¢ essencial para apontar a fonte da doenca (Kerr, 2003).

Condigdes clinicas diversas em cetaceos, tais como inje¢des intramusculares,

traumas e terapias com azois, promovem padroes distintos da atividade das isoenzimas de
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DHL. Em cetaceos encalhados, a atividade de DHL total pode estar aumentada, assim como
em alguns tipos de pneumonias (Bossart & Trimm apud Bossart et al. 2001).

Segundo Ridgway et al. (1970), danos na musculatura esquelética produzem um
aumento significativo da atividade enzimatica de DHL no plasma. As médias encontradas
por estes autores para sete machos ¢ trés fémeas de Inia geoffrensis mantidos em cativeiro
foram de 462 UI/L e 305 UI/L respectivamente. Valores mais elevados foram encontrados
para machos e fémeas de vida livre do presente estudo 526 UI/L e 605 UI/L. Provavelmente
o estresse de captura e o tempo de contengdo dos animais também podem ter contribuido
para a ocorréncia de médias mais elevadas.

Asper et al. (1990) notaram que golfinhos nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus)
imaturos tém a atividade enzimatica de DHL mais elevada que os adultos (244 UI/L e 194
UI/L, respectivamente). Os filhotes de boto vermelho também apresentaram médias da
atividade de DHL quase duas vezes mais elevada que juvenis e adultos (680 UI/l; 327 UI/L;
e 506 UI/L, respectivamente), no entanto, uma diferenca significativa estatisticamente nao
foi observada.

Apesar de normalmente haver redu¢do da atividade da maioria das enzimas apos o
congelamento, a DHL ndo apresentou esta reducdo apds o congelamento por 60 dias. Ao
contrario, houve uma pequena elevacdo da atividade enzimatica de 571 UI/L para 634
UI/L. Aparentemente, a atividade enzimatica de DHL nao ¢ afetada pelo congelamento do

soro por até 60 dias a —80°C.

4.2.16 Fosfatase Alcalina

A fosfatase alcalina estd localizada na membrana celular do tecidos de varios 6rgaos
incluindo figado, rim, osso, coragdo, parede intestinal e musculo esquelético. E uma das
enzimas mais amplamente distribuidas pelo organismo e consiste em um grupo de varias
isoenzimas que hidrolisam fosfatos em pH alcalino. Em mamiferos terrestres, as isoenzimas
da fosfatase alcalina podem ser separadas por eletroforese, e duas delas sdo
diagnosticamente importantes: a hepatobiliar e a 0ssea (Bossart et al., 2001). Geralmente
sdo encontrados niveis mais elevados de fosfatase alcalina em filhotes com alta atividade
osteoblastica; sendo que ap6s o fechamento dos discos epifisarios os niveis sdo menores, €

a maioria de origem hepatica (Kerr, 2003). Em vérias espécies de cetaceos elevados niveis
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de fosfatase alcalina foram observados em filhotes em fase de crescimento (Bossart et al.,
2001). Um valor significativamente mais elevado foi observado nos filhotes de boto
vermelho (231 UI/L), um valor intermedidrio nos juvenis (140 UI/L) e valores mais baixos
nos adultos (85 UI/L), indicando um decréscimo da atividade enzimatica com o avango da
idade. St. Aubin et al. (2001) e Asper et al. (1990) também notaram que a atividade da
fosfatase alcalina ¢ maior em animais imaturos do que nos adultos tanto em baleias belugas
como para golfinhos nariz-de-garrafa (238 UI/L, 134 UI/L; e 401 UI/L, 259 UI/L,
respectivamente). Em recém-nascidos de focas comuns (Phoca vitulina), a fosfatase
alcalina também mostrou niveis mais elevados, provavelmente em resposta a um rapido
crescimento 6sseo nos primeiros meses de vida nessa espécie (Mc Connel & Vaughan,
1983).

Nesse estudo, os machos apresentaram niveis de fosfatase alcalina
significativamente mais elevados que as fémeas (84 UI/L e 114 UI/L). Segundo da Silva
(1993) os machos de boto vermelho atingem a maturidade sexual com um comprimento
muito maior que das fémeas, e alcangam a maturidade fisica também mais tardiamente.
Assim sendo, os maiores niveis de fosfatase alcalina nos machos parece ser um reflexo do
desenvolvimento 6sseo que perdura por mais tempo neste género.

O congelamento do soro aparentemente altera os valores dos niveis de fosfatase
alcalina, reduzindo a sua concentragdo em mamiferos aquaticos. Hunter & Madin (1978)
observaram um decréscimo de 7,3% dos niveis de fosfatase alcalina ap6s o congelamento
do soro de lobo marinho do Norte (Callorhinus ursinus) por 131 dias a uma temperatura de
-20 a —40°C. Da mesma forma, no soro de boto vermelho foi notado um decréscimo de
23% apods o congelamento por 60 dias a uma temperatura de —20 a —80°C. Mc Connel &
Vaughan (1983) também notaram que o congelamento do soro de focas comuns (Phoca

vitulina) por 8 semanas diminuiu significativamente os valores de fosfatase alcalina.

4.2.17 Gama glutamil transferase (GGT)

A GGT ¢ uma enzima localizada na membrana celular de muitos 6rgaos, incluindo
figado, coracdo, musculo esquelético, rins e pancreas (Bossart 2001), mas em termos
clinicos, sua aplicacdo estd restrita a quadros hepaticos (Kerr, 2003). Na maioria dos

mamiferos terrestres a atividade enzimatica da GGT ¢ minima, mas pode se tornar
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marcadamente elevada no soro quando ocorre um estimulo de sua produgdo subseqiiente a
uma diminui¢do da producdo da bile em golfinhos. Isto também parece ocorrer em
colestase ¢ doengas do trato biliar em algumas espécies de golfinhos (Bossart et al., 1990).
Em Tursiops truncatus a cirrose hepatica pode levar a uma atividade enzimatica maior que
1000 TU/L (Bossart et al., 2001).

St. Aubin et al. (2001) notaram diferenca dos niveis de GGT entre os sexos de sete
machos e 16 fémeas de belugas adultas da Baia Hudson, Canadd (14 UI/L e 28 UI/L,
respectivamente). Ao contrario, os niveis de atividade enzimatica de GGT de machos e
fémeas de Inia geoffrensis do presente estudo foram bastante similares (21 UI/L e 20 UI/L).
Comparando-se os valores de machos e fémeas por classes, apenas na classe adulta,
verifica-se que também permanecem bastante proximos (20 UI/L e 21 UIL,
respectivamente), ndo diferindo da média geral para cada um dos géneros. Segundo Bossart
et al. (2001), o colostro ¢ o leite materno tém grande atividade de GGT, e animais
domésticos lactentes tém atividade de GGT do soro elevada. Os filhotes lactentes de boto
apresentaram médias ligeiramente mais elevadas que adultos e juvenis (21 UI/L; 19 UI/L; e
19 UI/L respectivamente), porém sem uma diferenca significativa estatisticamente.

Surpreendentemente, ocorreu um aumento significativo dos niveis de GGT em
amostras congeladas a —20/-80°C durante 60 dias. Por se tratar de uma enzima, uma
diminui¢do era esperada, porém houve um aumento de 23% dos niveis de GGT do lote 01

em relagao ao lote 02.

4.2.18 Ferro Sérico

A maioria do ferro encontrado nos mamiferos estd limitada & hemoglobina,
mioglobina e proteinas dos citocromos. O ferro restante também estd ligado por outras
proteinas de ligagdo (transferrina, lactoferrina e ferritina) ou estdo presentes em pequenas
quantidades na sua forma livre. Em animais domésticos, mudangas séricas de ferro tém sido
usadas como indicadoras de inflamagdo (Bossart et al., 2001). Em golfinhos, a queda dos
niveis de ferro foi encontrada em condi¢des que evolviam traumas, parasitismo, doengas
infecciosas e desajustes metabolicos (Medway e Geraci, 1986).

Os botos vermelhos do presente estudo tiveram niveis séricos de ferro bem mais

elevados (quase 3 vezes maior) que botos vermelhos mantidos em cativeiro analisados por
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Ridgway et al. (1970) (158 pg/dl e 54 pg/dl respectivamente). Da mesma forma que o
calcio, os niveis séricos de ferro podem estar mais baixos em animais mantidos em
cativeiro com uma alimentac¢do inadequada, como observado em peixes-bois da Amazonia
(Trichechus inunguis) (Rosas et al., 1999).

St Aubin et al. (2001) perceberam que baleias belugas imaturas t€ém niveis de ferro
mais baixos que os adultos da mesma espécie (apenas as fémeas foram levadas em
consideracdo em fun¢do do pequeno nimero de amostras de machos adultos). Os filhotes
de boto vermelho também apresentaram as menores médias, seguidos dos juvenis e adultos,
porém sem uma diferenga significativa entres as classes etarias (153 pg/dl; 146 pg/dl e 145
ng/dl, respectivamente).

Asper et al. (1990) notaram que as fémeas de golfinhos nariz-de-garrafa mantidas
em cativeiro tém niveis de ferro plasmatico mais elevados que os machos da mesma espécie
(178 pg/dl e 132 pg/dl, respectivamente). Da mesma forma, Goldstein et al. (2006)
observaram em uma populagdo de golfinhos nariz-de-garrafa de vida livre, que as fémeas
tém médias mais elevadas quando comparadas aos machos. Neste estudo, no entanto, nao
foram encontradas diferencas entre os niveis de ferro de machos e fémeas de boto vermelho
(144, 58 pg/dl e 153,50 pg/dl).

Quando congelado, verifica-se que houve uma queda de 47% (de 148 pg/dl no lote
01 para 70 pg/dl no lote 02) dos niveis de ferro no plasma das amostras estocadas em
freezer por 60 dias. Dessa forma, os resultados das analises de soro estocadas em freezer
por 60 dias ou mais devem ser consideradas com muita cautela ja que apresentam reducgao

drastica dos niveis de ferro.
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4.3 FREQUENCIA CARDIACA E RESPIRATORIA

No ambiente natural, os mamiferos aquaticos encontram fatores estressantes
diariamente. Predadores, agressdes intraespecificas, e at¢ mesmo aspectos das suas
atividades normais como, mergulhos prolongados, sdo desafios significantes para manter a
homeostase, € podem promover estados de estresse (Bossart et al., 2001).

Um grande desafio em se estudar estresse em mamiferos aquaticos, ou qualquer
outra espécie selvagem, estd na obtencdo de dados que representem um estado normal ou
de “ndo estresse”. A captura, conten¢do, e colheita de amostras sdo procedimentos
reconhecidamente estressantes ¢ podem influenciar nos resultados (Bossart et al., 2001).

Os botos vermelhos aparentemente mais estressados durante a manipulagao
apresentaram maiores freqiiéncias cardiacas e respiratérias. Numa tentativa de se relacionar
este aumento do estado de estresse (aumento da freqiiéncia cardiaca e respiratéria) as
variagdes dos parametros sangiiineos, utilizou-se o teste de correlagdo de Spearman (r).
Uma correlagdo positiva entre a freqiiéncia respiratéria e o niamero de leucocitos foi
encontrada. Porém, o aumento do niumero de leucdcitos sozinho, ndo pode ser interpretado
como um sinal de estresse, ja que filhotes, por exemplo, t€m maior nimero destas células
em funcdo de seu sistema imunoldgico “imaturo”, possui uma atividade metabdlica mais
elevada e sua freqiiéncia respiratoria ¢ naturalmente mais elevada. Um maior numero de
leucdcitos juntamente com a freqiiéncia respiratoria mais alta dos filhotes contribuiu para

que ocorresse uma correlagao positiva entre estes dois fatores.
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5. SINTESE DE RESULTADOS E CONCLUSOES

Poucas diferengas ocorreram entre machos e fémeas de boto vermelho de vida livre.
Apenas a concentracao hemoglobinica corpuscular média (CHCM) e a atividade sérica da

fosfatase alcalina foram diferentes entre os sexos, ambos mais elevados nos machos.

Quando as diferencas entre as classes etarias foram aparentes, os valores foram
quase que invariavelmente maiores nos filhotes por estarem em alta atividade metabodlica
associada ao crescimento e adaptacdo as condigdes ambientais. Apenas a velocidade de
hemossedimentagdo e a porcentagem de eosindfilos foram maiores nos adultos. A maior

porcentagem de eosinofilos nos adultos pode ser reflexo de uma carga parasitaria maior.

Animais jovens, em fase de crescimento, apresentaram caracteristicamente maiores
niveis de calcio e atividade sérica de fosfatase alcalina, elementos associados ao
desenvolvimento continuo dos ossos. Os filhotes também apresentaram maior atividade

sérica da creatina quinase (CK) e porcentagem de linfocitos.

Fémeas prenhes apresentaram caracteristicamente niveis séricos mais elevados de
quatro elementos envolvidos no metabolismo energético: albumina, amilase, colesterol e
triglicérides; e também de uréia, provavelmente como resultado de um maior consumo de

alimento para suprir as demandas energéticas durante o estado de prenhez.

Houve alteragdo em 13 dos 19 elementos estudados apos o congelamento do soro
por 60 dias. Como esperado, algumas enzimas apresentaram um decréscimo significativo
de suas atividades séricas, sdao elas: Aspartato transaminase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina. Os niveis séricos de albumina, calcio,
colesterol, ferro, glicose, magnésio e uréia também apresentaram um decréscimo
significativo. J& os niveis de bilirrubina indireta, bilirrubina total e atividade sérica da gama

glutamil transferase (GGT) apresentaram-se maiores no segundo lote.

Um maior nimero de leucdcitos dos filhotes, juntamente com uma freqiiéncia

respiratdria naturalmente mais alta, contribuiu para que ocorresse uma correlagdo positiva
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entre estes dois fatores. Observou-se, portanto, que a elevagdo do numero de leucécitos
juntamente com o aumento da freqiiéncia respiratoria nao pode ser interpretado como sinal

de estresse.

Os resultados do presente estudo podem subsidiar medidas no que diz respeito a
conservagdo e manejo do boto vermelho (Inia geoffrensis) no ecossistema amazonico.
Além disso, os indices hematoldgicos e séricos dos elementos bioquimicos observados no
boto vermelho de vida livre, podem servir como pardmetros ideais para animais mantidos

em cativeiro.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo representam a mais completa analise hematologica
realizada com uma espécie mamifero aquatico seja de vida livre ou ndo, do Brasil, e os
dados aqui apresentados promoverdao uma consistente referéncia para futuros estudos, nao
s6 com a populacdo da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraua, mas como de

toda Amazonia.
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