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RESUMO

O peixe-boi-da-Amazénia (Trichechus inunguis) € um mamifero aquatico de grande
relevancia ecoldgica e conservacionista, cuja avaliacdo clinica em cativeiro depende de
exames laboratoriais confiaveis, com destaque para 0 hemograma. Considerando a auséncia
de analisadores hematoldgicos automaticos com calibracdo especifica para a espécie, o
presente estudo teve como objetivo comparar os resultados do hemograma obtidos por
microscopia optica (método manual) e por analisador hematolégico automatico calibrado no
perfil equino. Foram avaliados dois individuos de T. inunguis mantidos em cativeiro no
municipio de Macapd, Amapa. As amostras sanguineas foram coletadas e analisadas por
ambos 0s metodos, sendo o0s dados expressos em média + desvio padrdo. Devido ao reduzido
tamanho amostral, a analise adotada foi uma comparacdo descritiva, com avaliacdo da
precisdo das repeticOes e da diferenca absoluta entre os métodos. Os resultados evidenciaram
gque 0 método automatico apresentou maior precisdo analitica, caracterizada por menores
valores de desvio padrdo. No entanto, foram observadas diferencas relevantes entre 0s
métodos para diversos parametros hematoldgicos, especialmente para a estimativa de
plaquetas e para o leucograma, indicando baixa concordancia e ndo intercambialidade entre as
técnicas. Os parametros eritrocitarios mostraram maior proximidade com valores de
referéncia descritos na literatura, sobretudo quando obtidos pelo método manual. Conclui-se
que, embora o analisador automatico calibrado no perfil equino apresente boa repetibilidade,
sua utilizacdo em T. inunguis deve ser realizada com cautela e sempre acompanhada da

avaliacdo microscopica, reforcando a necessidade de validacao especifica para a espécie.

Palavras-chave: peixe-boi-da-Amazonia; hematologia veterinaria; métodos diagnosticos;

analisador hematol6gico; sirénios.



ABSTRACT

The Amazonian manatee (Trichechus inunguis) is an aquatic mammal of great
ecological and conservation importance, whose clinical evaluation in captivity relies on
reliable laboratory tests, particularly the complete blood count. Given the lack of automated
hematology analyzers specifically calibrated for this species, this study aimed to compare
hematological results obtained by optical microscopy (manual method) and by an automated
hematology analyzer calibrated with an equine profile. Two captive T. inunguis individuals
from Macapa, Amap4, Brazil, were evaluated. Blood samples were collected and analyzed
using both methods, with results expressed as mean * standard deviation. Due to the limited
sample size, the adopted analysis was a descriptive comparison, focusing on analytical
precision and absolute differences between methods. The automated method showed higher
analytical precision, characterized by lower standard deviation values. However, marked
differences were observed between methods for several hematological parameters,
particularly platelet estimation and leukocyte counts, indicating low concordance and lack of
interchangeability. Erythrocyte parameters were more consistent with reference values
reported in the literature, especially when assessed by the manual method. It is concluded that,
although the automated analyzer calibrated with an equine profile demonstrates good
repeatability, its use in T. inunguis should be interpreted with caution and always
complemented by microscopic evaluation, highlighting the need for species-specific

validation.

Keywords: Amazonian manatee; veterinary hematology; diagnostic methods; hematology

analyzer; sirenians.
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1 INTRODUCAO

O peixe-boi-da-Amazonia (Trichechus inunguis) é um mamifero aquéatico da ordem
Sirenia e familia Trichechidae, que também inclui o peixe-boi-das-indias Ocidentais
(Trichechus manatus) e o peixe-boi-africano (T. senegalensis) (Jefferson et al., 1993).

No Brasil, o peixe-boi-da-Amaz6nia é encontrado nos Estados do Acre, Amapa,
Amazonas, Para e Roraima. E habitante exclusivo de aguas doces da bacia amaz6nica, com
preferéncia por dguas calmas, turvas, areas de varzea, e canais com alta disponibilidade de
alimentos. Sua distribuicdo acompanha o curso do Rio Amazonas e seus principais afluentes,
estendendo-se a Colémbia, Peru e Equador (Souza et al., 2024; Bonvicino et al., 2020).

A espécie enfrenta sérias ameacas, principalmente devido a caca historica e a
degradacdo de seu habitat natural. Como resultado, o T. inunguis € classificado como
vulneravel pela Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN) e como “em
perigo critico” pelo Plano de A¢do para Mamiferos Aquaticos (IBAMA, 2001), o que ressalta
a urgéncia de esforcos continuos para sua conservacdo e manejo (Marmontel et al.,2016).
Nesse cenario, a avaliacdo dos animais mantidos em cativeiro por meio de exames clinicos
periddicos torna-se uma ferramenta indispensavel, destacando-se entre eles 0 hemograma.
Este exame, que engloba o eritrograma, leucograma e contagem de plaquetas, fornece uma
gama de informac@es sobre o estado de satde do animal em resposta a mudancas nutricionais,

ambientais e patologicas (Moya, 2022).

Com o avanco da patologia clinica, novas técnicas de analises hematologicas e
equipamentos automatizados foram desenvolvidos para melhor atender a demanda por
especificidade e agilidade na contagem de células sanguineas, sendo hoje amplamente
utilizados na rotina laboratorial. Em contrapartida, os métodos manuais, embora precisos, sao
mais demorados, exigem maior habilidade do operador e mostram-se economicamente viaveis

apenas quando aplicados a um niimero reduzido de amostras (Miranda, 2014).

A validacdo desses métodos é rigorosamente orientada por érgaos como o Conselho
Internacional para Padronizacdo em Hematologia (ICSH), que define a precisdo como a
medida de concordancia entre um valor estimado e um valor de referéncia, obtido por método
independente. Assim, a comparagdo entre técnicas € um procedimento padrdo para avaliar
instrumentos hematol6gicos. Quando surgem divergéncias nos resultados, € imperativo

identificar qual método apresenta menor precisdo. Este processo de validacdo comparativa é
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crucial para avaliar sua aplicabilidade e confiabilidade na préatica clinica veterinaria,
especialmente ao se considerar a ampla oferta de analisadores no mercado e a necessidade de
identificar alertas que exigem a conferéncia manual em lamina (Miranda, 2014).

Atualmente, ndo existem analisadores hematol6gicos automaticos comerciais com
calibracdo especifica para o peixe-boi. Na prética, médicos veterinarios recorrem a calibracdo
de perfis de outras espécies, como o canino (Chaves et al., 2022), e o equino, conforme
proposto neste estudo. A escolha de um perfil adequado é critica, pois a contagem sanguinea
de peixes-boi deve acomodar as particularidades de suas células, como as hemacias, que
possuem maior dimensdo quando comparadas as de outros mamiferos (Oliveira, 2008).

Adicionalmente, é fundamental que cada centro de reabilitagdo desenvolva e utilize
seus proprios valores de referéncia hematoldgicos para as espécies sob sua responsabilidade,
considerando que fatores como condigdes climaticas, tipo de manejo e ambiente podem
influenciar significativamente os componentes do hemograma (Oliveira, 2008). No caso dos
sirénios, especialmente do peixe-boi-da-Amazoénia (Trichechus inunguis), a literatura ainda é
limitada quanto aos padrdes hematoldgicos e a sua correta interpretacdo. Embora o
hemograma seja um exame rotineiro e relativamente simples, obter dados hematoldgicos
confidveis para essa espécie representa um desafio, dada sua fisiologia particular pouco
conhecida ou relatada. Portanto, o presente estudo teve como objetivo comparar os valores de
parametros hematoldgicos de peixes-boi-da-Amazonia obtidos por meio de analisador
automatico GENVET VH20 calibrado com o perfil equino e pela contagem manual em
microscopia éptica, visando contribuir para a validacdo de métodos automatizados para a

espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Taxonomia

O peixe-boi-da-Amazonia (Trichechus inunguis) pertence a ordem Sirenia, um grupo
de mamiferos aquaticos herbivoros que, atualmente, compreende quatro espécies viventes
distribuidas em duas familias distintas: Trichechidae e Dugongidae. A classificacdo
taxondmica completa, em conformidade com o padrdo estabelecido pelas principais
autoridades em mastozoologia (COMMITTE ON TAXONOMY, 2023), organiza a ordem da

seguinte forma:

A ordem Sirenia € dividida em duas familias, que se diferenciam por caracteristicas

morfoldgicas, como o formato da nadadeira caudal e a dentigdo.

A Familia Trichechidae agrupa as espécies popularmente conhecidas como peixes-boi,
caracterizadas pela nadadeira caudal arredondada, em formato de pa. Atualmente, a familia é

composta por um unico género, Trichechus, com trés espécies viventes:

a) Trichechus inunguis (Natterer, 1883): O peixe-boi-da-Amazoénia, foco deste estudo, é
a unica espécie da familia restrita a ambientes de agua doce;

b) Trichechus manatus (Linnaeus, 1758): O peixe-boi-marinho ou das indias Ocidentais,
que habita as costas do Oceano Atlantico e € subdividido em duas subespécies: o
peixe-boi-da-florida (T. m. latirostris) e o peixe-boi-das-antilhas (T. m. manatus);

c) Trichechus senegalensis (Link, 1795): O peixe-boi-africano, encontrado na costa oeste
da Africa.

A Familia Dugongidae (Dugongos) é representada hoje por uma Unica espécie vivente,

o dugongo, que se distingue pela nadadeira caudal bifurcada, semelhante a dos cetaceos.

a) Dugong dugon (Mdller, 1776): O dugongo, que ocorre nas aguas costeiras dos
oceanos Indico e Pacifico.

b) Hydrodamalis gigas (Zimmerman, 1780): A vaca-marinha-de-steller, uma espécie de
grandes proporces que habitava o Mar de Bering. Infelizmente, foi cacada até a

extingdo no século XVI1II, pouco tempo apos sua descoberta pela ciéncia ocidental.
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Portanto, o Trichechus inunguis representa uma das trés espécies viventes da familia
Trichechidae, sendo um componente fundamental da biodiversidade de mamiferos aquaticos
da bacia amazonica.

2.2 Habitat e Distribuicéo

A ordem Sirenia possui uma ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais do
globo. Na América do Sul, o peixe-boi-da-amazdnia (Trichechus inunguis) destaca-se como
uma espécie endémica da bacia amazonica, sendo o Unico sirénio restrito a ambientes de agua
doce (INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE,
2018). Sua ocorréncia abrange a maior parte da drenagem do Rio Amazonas e seus principais
afluentes, como os rios Solimdes, Japura, Jurud, Purus, Negro e Tapajos, estendendo-se desde
as nascentes na Colombia, Equador e Peru, até a foz do Amazonas no Brasil, proximo a llha
de Marajé (Marmontel et al., 2016; Silva et al., 2012).

Trichechus inunguis demonstra preferéncia por ambientes de aguas calmas e rasas,
onde ha elevada produtividade de macrdéfitas aquéticas, sua principal fonte de alimento.
Embora seja encontrado nos trés tipos de rios amazonicos (dguas brancas, pretas e claras), sua
abundancia é significativamente maior em rios de agua branca, que apresentam maior
producdo primaria (Best, 1984; Rosas, 1994). A temperatura da dgua também constitui um
fator limitante para sua distribuicdo, com a espécie habitando aguas que se mantém acima de
23 °C (Best, 1984).

O uso do habitat por T. inunguis € intrinsecamente ligado ao pulso de inundacéo
sazonal dos rios. Durante o periodo de cheia, a espécie se dispersa por areas de floresta
alagada (varzea), onde encontra vasta disponibilidade de alimento. Com a chegada da estacédo
seca e a retracdo das aguas, 0s animais realizam migracdes sazonais, deslocando-se por longas
distancias para se agregarem em refugios, como lagos permanentes e canais mais profundos
dos rios (Souza et al., 2021).

2.2.1 Zona de Simpatria e Evidéncias de Hibridizacao

Embora T. inunguis seja uma espécie de agua doce, sua distribuicdo se sobrepbe a do

peixe-boi-marinho (Trichechus manatus) na regido da foz do Rio Amazonas, estabelecendo

uma zona de simpatria. Registros confirmam a presenca de ambas as espécies na Baia de
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Marajé e ao longo da costa leste da Ilha do Maraj6 e do estado do Amapa (Bonvicino et al.,
2020).

Nesta zona de contato, tém sido encontradas evidéncias morfoldgicas e genéticas que
sugerem a ocorréncia de hibridizacdo interespecifica. Estudos de campo relataram a
observacdo de individuos com caracteristicas fenotipicas intermediérias, como a presenca de
unhas nas nadadeiras peitorais (tipicas de T. manatus) combinada a manchas ventrais brancas
(tipicas de T. inunguis) (Bonvicino et al., 2020). A existéncia de hibridos tem sido
consistentemente documentada ao longo da costa do Amapa, estendendo-se pela Guiana
Francesa e Guiana, confirmando que o fluxo génico entre as duas espécies € um fenémeno

relevante na regido (Lima et al., 2019; Oliveira et al., 2022; Bonvicino et al., 2020).

2.3  Caracteristicas gerais da espécie

O peixe-boi-da-Amazoénia ¢ uma espéecie de habitos predominantemente solitarios, e
informacGes detalhadas sobre sua estrutura social ainda sao limitadas. A unidade social mais
estavel e duradoura observada é o par mée-filhote, cuja associacdo pode se estender por mais
de dois anos (Best, 1982; Silva et al., 2000). A comunicacdo vocal desempenha um papel
crucial na manutencéo desta interacdo, permitindo o reconhecimento individual entre a mae e
sua cria (Sousa-Lima et al., 2002). Apesar do comportamento solitario, agregacoes
temporéarias podem ser observadas, especialmente durante a estacdo seca, quando 0s animais

se concentram nos reflgios aquaticos, ou para fins reprodutivos (Souza, 2015).

A biologia reprodutiva do T. inunguis é caracterizada por um baixo potencial de
crescimento populacional. A espécie gera um uanico filhote por gestacdo, que dura
aproximadamente 11 a 12 meses (Best, 1984). O filhote € amamentado por um periodo de
cerca de dois anos, e a maturidade sexual € atingida de forma tardia: por volta dos trés anos
para fémeas e seis anos para machos. Essas caracteristicas reprodutivas, combinadas a um
longo ciclo de vida, tornam a espécie particularmente sensivel a pressdes antrdpicas, como a
caca e a degradacdo de seus habitats, reforcando sua condicdo de vulnerabilidade (Best, 1984;
Rosas, 1994).

A separacdo do par mae-filhote é um fator determinante em muitos dos encalhes.

Filhotes isolados tornam-se suscetiveis a correntes marinhas e outros perigos naturais. Além
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das barreiras fisicas, a poluicdo sonora gerada por embarcacfes e outras atividades antropicas
pode interferir diretamente na comunicacéo acustica entre a mae e sua cria. Essa comunicagédo
é vital, pois se baseia em um repertorio vocal especifico que garante a coesdo do grupo e,
consequentemente, a sobrevivéncia do filhote nos primeiros estagios de vida (Sousa-Lima et
al., 2002)

2.4  Caracteristicas Anatomofisiol6gicas

2.4.1 Morfologia Externa e Biometria

O peixe-boi-da-Amazénia (T. inunguis) € a menor e mais esbelta das espécies da
familia Trichechidae, atingindo um comprimento corporal de até 3,0 metros e peso de
aproximadamente 450 kg (Best, 1984). Seu nome especifico, inunguis, deriva de uma de suas
caracteristicas mais distintivas: a auséncia de unhas vestigiais nas nadadeiras peitorais, que

estdo presentes nas outras espécies do género Trichechus (Gulland et al., 2018).

O corpo é fusiforme, adaptado ao ambiente aquatico, e recoberto por uma pele lisa, de
coloracgdo cinza-escura a preta, com uma cobertura esparsa de pelos finos. Uma caracteristica
marcante da espécie é a presenca de manchas ventrais de hipopigmentacéo, de cor branca ou
rosada, cujo padrdo € Unico para cada individuo, servindo como um método eficaz para a
fotoidentificacdo em estudos populacionais (Marmontel et al., 2023; Silva, Claudia et al.,
2012). A cabeca apresenta um focinho com labios grandes e flexiveis, dotados de vibrissas
tateis, e narinas com valvulas que se fecham durante a submersdo. Ndo ha pavilhdes
auriculares externos (Best, 1984). A cauda, em formato de pa arredondada, é o principal 6rgao

de propulséo.
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2.4.2 Anatomia Interna e Fisiologia

O trato gastrointestinal do T. inunguis é altamente especializado para uma dieta
herbivora. O estdmago é sacular e possui uma glandula cérdica acessoria, responsavel pela
secrecdo de muco e enzimas digestivas. O intestino é notavelmente longo, e a juncéo entre o
intestino delgado e o grosso é marcada pela presenca de um ceco com dois diverticulos,
estruturas associadas a digestdo fermentativa da celulose (Reynolds; Rommel, 1999). A
denticdo é do tipo polifiodonte, com uma "marcha molar" continua onde os dentes molares
posteriores se movem para frente para substituir os dentes desgastados, que séo perdidos na

regido anterior da mandibula (Gulland et al., 2018).

A fisiologia da espécie é caracterizada por uma baixa taxa metabdlica, uma adaptagéo
para a conservagdo de energia em um animal herbivoro de grande porte. Essa caracteristica,
no entanto, torna os sirénios particularmente suscetiveis ao estresse por frio quando expostos
a mudancas bruscas de temperatura da agua, podendo levar a uma sindrome de alta morbidade
e mortalidade (Bodmer; Marmontel; Reynolds, 2023). A respiracdo € pulmonar, com uma
frequéncia variavel; os animais podem permanecer submersos por 2 a 5 minutos em atividade
normal, mas este tempo pode se estender significativamente durante o repouso (Gulland et al.,
2018).

2.4.3 Caracteristicas Reprodutivas

A distincdo sexual externa é sutil, baseada na posicdo da abertura urogenital:
localizada proxima a cicatriz umbilical nos machos e em posi¢cdo mais caudal, proxima ao
anus, nas fémeas. Os 6rgaos genitais de ambos 0s sexos sdo internos. As fémeas possuem um
par de glandulas mamarias localizadas na regido axilar, sob as nadadeiras peitorais (Gulland
et al., 2018). A espécie é longeva, com estimativas de expectativa de vida que podem alcancar

de 50 a 60 anos na natureza (Bodmer; Marmontel; Reynolds, 2023).
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2.5  Cativeiro e reabilitacéo

A manutencdo de peixes-boi em cativeiro e 0s programas de reabilitacdo s&o
componentes cruciais da estratégia de conservacdo da espécie no Brasil, conforme delineado
pelo Plano de Ac¢do Nacional para a Conservagdo dos Sirénios (PAN Sirénios). Este plano,
coordenado pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquéaticos
(CMA/ICMBI0), estabelece que o resgate e a reabilitacdo de individuos vulneraveis,
principalmente filhotes 6rfaos, sdo acbes prioritarias para mitigar a mortalidade na natureza
(ICMBio, 2011).

O objetivo final desses programas ndo € a manutencdo indefinida dos animais em
cativeiro, mas sim a sua reabilitacdo bem-sucedida para uma futura reintroducdo em
ambientes naturais, visando reforcar as populagdes selvagens. Para alcancar essa meta, 0 PAN
Sirénios incentiva o desenvolvimento de pesquisas que aprimorem os protocolos de manejo,
nutricdo e, fundamentalmente, de medicina veterinaria. Nesse contexto, 0 monitoramento da
saude por meio de analises clinicas, como o hemograma, torna-se uma ferramenta
indispensavel para avaliar o bem-estar e a aptiddo dos animais durante todo o processo de
reabilitacdo (ICMBio, 2011; Gulland et al., 2018)

A coordenacdo das agdes de resgate, reabilitacdo e manejo de sirénios no Brasil é de
responsabilidade do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Mamiferos Aquaticos
(CMA/ICMBIO), conforme estabelecido pelo PAN Sirénios (ICMBio, 2011).

Os desafios médicos e de manejo associados a reabilitacdo sdo complexos,
especialmente no cuidado com neonatos, que chegam aos centros frequentemente
desidratados, hipoglicémicos e com o sistema imune comprometido. A primeira etapa do
tratamento envolve a estabilizacdo do animal, a fluidoterapia e o inicio da alimentacdo com
uma formula lactea substituta. A composicdo dessa dieta € critica e deve ser cuidadosamente
balanceada para se aproximar do leite materno, sendo geralmente baseada em uma mistura de
leite de soja, 6leo de coco, vitaminas e minerais. A transicdo para uma dieta herbivora sélida,
com a introducdo gradual de macréfitas aquaticas, € um marco no desenvolvimento do filhote
(Gulland et al., 2018).

O monitoramento continuo da saude é indispensavel durante todo o processo. Analises

clinicas periddicas, com destaque para 0 hemograma e a bioquimica sérica, sdo ferramentas
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essenciais para avaliar o estado nutricional, detectar processos inflamatérios ou infecciosos
subclinicos e monitorar a adaptacdo do animal ao ambiente de cativeiro. Parametros como o
ganho de peso, o comportamento alimentar e os valores hematoldgicos sdo 0s principais
indicadores do sucesso da reabilitacdo e da aptiddo do individuo para as fases subsequentes do
programa de reintroducéo (Gulland et al., 2018).

Um exemplo prético da aplicacdo bem-sucedida desses protocolos no Brasil é o caso
descrito por Silva et al. (2012). Os autores relataram a reabilitacdo de um filhote de peixe-boi-
marinho (Trichechus manatus) encontrado encalhado no litoral do Ceard. O animal foi
submetido a um rigoroso protocolo de cuidados que incluiu alimentacdo com férmula lactea
especializada, monitoramento veterinario constante e uma gradual readaptacdo em cativeiros
de semi-vida livre. Apds anos de reabilitacdo, o animal foi considerado apto e foi solto com
sucesso em uma Area de Protecdo Ambiental, demonstrando como a integracio entre manejo
cuidadoso e ciéncia veterinaria é fundamental para a efetividade dos programas de

conservacao da espécie no pais.

2.6 Hematologia do peixe-boi

A andlise hematoldgica é uma das ferramentas mais valiosas e informativas na
medicina de mamiferos aquaticos, fornecendo um panorama abrangente da salde de um
individuo. Para os sirénios, o hemograma completo é fundamental no monitoramento de
animais sob cuidados humanos, na avaliacdo de individuos resgatados e na investigacdo de
doencas em populacdes selvagens. Ele permite a deteccdo precoce de condicGes subclinicas e

auxilia na formulacdo de diagndsticos e progndsticos precisos (Gulland et al., 2018).

No contexto mais amplo dos mamiferos marinhos, a hematologia dos sirénios
apresenta particularidades notaveis. Suas hemacias (eritrocitos) sdo caracteristicamente
grandes (macrociticas) e podem exibir uma varia¢ao de forma (poiquilocitose) que seria
considerada anormal em muitas espécies terrestres. O Volume Corpuscular Médio (VCM) em
T. inunguis jovens, por exemplo, é reportado em torno de 85,33 + 4,28 fL. (Sousa et al., 2016).
Em comparacdo, 0 VCM de cdes adultos varia tipicamente entre 60 e 77 fL (Harvey, 2012). Ja
0 equino possui 0 VCM entre (37 - 55 fL) (Walton, 2013), considerado baixo em comparagéo

com outros mamiferos. Essa macrocitose é uma caracteristica comum em mamiferos
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aquéticos, embora os peixes-boi apresentem valores ligeiramente menores do que alguns

cetaceos e pinipedes (Castellini, 2010).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) em peixes-boi é alta
(cerca de 33,13%), o que € uma adaptacao fisiologica para maximizar a capacidade de
transporte de oxigénio no sangue. Essa alta concentracdo de hemoglobina é essencial para
suportar os periodos de apneia durante o0 mergulho, permitindo que o animal armazene mais

oxigénio no sangue do que mamiferos terrestres de porte semelhante (Scholander, 1940).

Diferente da maioria dos mamiferos terrestres, 0s peixes-boi possuem heterdéfilos
como o granuldcito mais abundante, em vez de neutrofilos (Stacy, 2022). Os heteréfilos sdo o
equivalente funcional dos neutrofilos, mas apresentam granulos citoplasmaticos proeminentes
que se coram em tons de rosa ou vermelho-alaranjado com corantes de rotina (como Wright-
Giemsa) (Harvey, 2009). Os neutrdfilos, celulas de defesa primaria, podem apresentar um
nacleo com segmentagéo nuclear pouco evidente, sendo por vezes classificados como
"pseudopelgeroides”, uma caracteristica que nao deve ser confundida com uma resposta
inflamatdria de desvio a esquerda.

Além disso, a resposta leucocitaria a doencas em sirénios tende a ser menos
pronunciada em comparacao com outros mamiferos, com infec¢des graves ocorrendo, por
vezes, com apenas uma leucocitose leve a moderada. Compreender essas caracteristicas basais
é crucial para evitar interpretac6es equivocadas dos resultados (Gulland et al., 2018; Harvey,
2012). Estudos recentes tém caracterizado os leucécitos dos peixes-boi, identificando um tipo
de monaocito com nucleo bilobado, uma caracteristica morfolégica compartilhada com seus
parentes filogenéticos mais proximos, os elefantes e os hiracoides (Cagle et al., 2023). Essa
semelhanca morfoldgica reforca a relacdo evolutiva entre essas espécies.

Os peixes-boi tendem a apresentar uma proporc¢éo elevada de linfocitos circulantes, o
que € considerado uma caracteristica da ordem Sirenia. Uma possivel explicacdo para isso é a
auséncia de medula 6ssea nos 0ssos longos (paquiostose), o que pode influenciar a producéo e

distribuicdo das células sanguineas (Sousa, 2016).
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2.7 Anadlises Clinicas em Sirénios

A avaliagdo da saude de mamiferos aquaticos mantidos sob cuidados humanos ou em vida
livre depende fundamentalmente da analise de pardmetros clinicos, sendo o hemograma uma

das ferramentas diagndsticas mais importantes e informativas.

2.7.1 Coleta e Processamento de Amostras Sanguineas

Em sirénios, a venopuncdo para coleta de sangue é realizada preferencialmente na
regido palmar da nadadeira peitoral, no plexo venoso braquial localizado no espaco inter6sseo
entre o radio e a ulna. Para minimizar o risco de contaminacdo da amostra, uma rigorosa
assepsia do local de puncéo é necessaria (Gulland et al., 2018). O volume de sangue coletado
varia conforme a necessidade diagnostica, sendo as amostras para hematologia
acondicionadas em tubos contendo é&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como
anticoagulante. A imediata homogeneizacdo da amostra por inversdo suave e 0 processamento
em tempo habil sdo cruciais para garantir a integridade celular e a fidedignidade dos
resultados (Harvey, 2012). Caso a analise ndo possa ser realizada no mesmo dia, a amostra

deve ser refrigerada entre 2 °C e 8 °C.

2.7.2 Interpretacdo dos Parametros Hematologicos

O hemograma fornece informacdes essenciais sobre o estado fisiologico e sanitario do
animal. A analise do eritrograma, por exemplo, permite a identificacdo de quadros anémicos
ou de policitemia, que podem estar associados a processos patologicos ou a respostas

fisiologicas, como a desidratacdo (policitemia relativa) (Thrall, 2012).

O leucograma, por sua vez, é um indicador sensivel da resposta imune do organismo.
A leucocitose, um aumento na contagem total de leucdcitos, é frequentemente associada a
processos infecciosos (bacterianos ou fungicos), inflamacdo, estresse ou necrose tecidual. A
interpretacdo do tipo de célula predominante (neutrofilia, linfocitose) é fundamental para
direcionar o diagnostico. Em contrapartida, a leucopenia, caracterizada pela reducdo na
contagem de leucocitos, pode indicar infecgGes virais agudas, sepse ou depressao da medula

Ossea por agentes toxicos ou infecciosos (Thrall, 2012; Gulland et al., 2018).
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A interpretacdo correta desses parametros, no entanto, depende da existéncia de
valores de referéncia especificos para a espécie, que podem variar segundo a idade, 0 sexo e
as condigdes de manejo do animal. Portanto, a validacdo de técnicas analiticas e o
estabelecimento de intervalos de referéncia para o peixe-boi-da-Amazonia sdo passos
fundamentais para aprimorar a medicina conservacionista da espécie. Atendendo a essa
necessidade, o estudo pioneiro de Oliveira et al. (2007) analisou uma populacdo de peixes-
boi-da-Amazdnia em cativeiro e estabeleceu os primeiros valores de referéncia hematolégica
para a espécie. Estes parametros, que servem como base para a interpretacdo de hemogramas
e para 0 monitoramento da salde destes animais, estdo detalhados na tabela 1.

Tabela 1- Pardmetros hematolégicos de referéncia para Trichechus inunguis em cativeiro.

Parédmetro Média + desvio padrdo Intervalo de referéncia

Eritrograma

Hemacias (10%/pl) 3,13+0,34 2,52 - 3,80
Hemoglobina (g/dl) 149+13 12,5-174
Hematocrito (%) 45+ 4 38 -53
VCM (fl) 144 + 11 127 - 165
HCM (pg) 478+ 4,1 40,3-55,9
CHCM (g/dlI) 332+1,3 30,5-35,8
Leucograma

Leucdcitos totais (/ul) 8.280 £ 2.210 4.700 - 13.200
Neutréfilos (/ul) 3.478 + 1.547 1.128 - 7.000
Linfécitos (/ul) 3.892 + 1.444 1.645 - 7.260
Monécitos (/ul) 497 + 299 94 -1.188
Eosindfilos (/ul) 414 + 355 0-1.300
Basofilos (/ul) 0 0

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2007).

Ao comparar esses dados com o0s de outras espécies do mesmo género, nota-se uma
consideravel semelhanca. Os valores de referéncia para o peixe-boi-marinho (Trichechus
manatus), por exemplo, apresentam intervalos de hematdcrito e contagem de leucécitos que
se sobrepdbem amplamente aos do T. inunguis. No entanto, pequenas diferengas, como um

volume corpuscular médio (VCM) ligeiramente maior no peixe-boi-da-Amazonia, ressaltam a
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importancia de utilizar dados especificos da espécie para uma interpretacdo clinica mais
acurada e refinada (Gulland et al., 2018).

Adicionalmente, estudos regionais tém contribuido para o entendimento da
hematologia da espécie em diferentes condi¢cdes de manejo. Em uma avaliagdo do eritrograma
de peixes-boi-da-Amazodnia mantidos em cativeiro em Santarém, Pard, observou-se que,
embora os valores médios de hematdcrito e hemoglobina estivessem alinhados com o0s
padrdes ja estabelecidos, havia uma consideravel variacdo individual. Essa variabilidade pode
ser influenciada por fatores como a dieta especifica oferecida no local, a idade dos animais e o
nivel de estresse associado ao manejo. Tais achados reforcam a importancia de ndo apenas
utilizar os valores de referéncia publicados, mas também de considerar as particularidades de
cada instituicdo e de cada animal ao interpretar os resultados hematologicos, destacando a

necessidade de um monitoramento continuo e individualizado (Chaves et al., 2022)

2.8  Validacéo de Analisadores Hematologicos

A introducdo de analisadores hematologicos automaticos na rotina laboratorial
revolucionou a patologia clinica, oferecendo resultados rapidos e padronizados. No entanto, a
confiabilidade e a utilidade clinica desses resultados dependem diretamente de um rigoroso
processo de validacdo e verificacdo, que assegura que o equipamento funcione de maneira
precisa e exata para a populacdo de amostras a ser analisada. O Conselho Internacional para
Padronizacdo em Hematologia (ICSH) estabelece as diretrizes globais para este processo,
fornecendo um protocolo detalhado para a avaliacdo de novos instrumentos (Briggs et al.,
2014).

Segundo as recomendacdes do ICSH, a validacdo de um analisador hematolégico
envolve a avaliacdo de mualtiplos parametros de desempenho. Entre os mais importantes estdo
a precisdo, que mede a concordancia entre resultados de medices repetidas da mesma
amostra (reprodutibilidade); a exatiddo, que avalia a concordancia entre o resultado do
analisador e um "valor verdadeiro”, geralmente obtido por um método de referéncia; a
linearidade, que verifica a capacidade do instrumento de fornecer resultados proporcionais a
concentracdo do analito em toda a sua faixa de medicdo; e a transferéncia (carryover), que

quantifica a contaminacédo de uma amostra pela amostra anterior (Briggs et al., 2014).
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Na medicina veterinaria, a aplicacdo desses principios é ainda mais critica devido a
grande diversidade de espécies. Para a avaliacdo da exatiddo, o método de referéncia
considerado padrdo-ouro (gold standard) é a andlise manual por microscopia Optica, realizada
por um profissional experiente. Este método é indispensavel, especialmente ao se trabalhar
com espécies ndo domésticas ou exoticas, para as quais o0s algoritmos dos analisadores nédo
foram desenvolvidos. A contagem em cadmara de Neubauer e a contagem diferencial em
esfregaco sanguineo corado sdo as tecnicas de referéncia contra as quais os resultados
automatizados devem ser comparados (Harvey, 2012).

A validacdo de analisadores para espécies especificas ou ndo convencionais,
comparando os resultados automatizados com os métodos manuais, é uma préatica essencial e
bem estabelecida na literatura cientifica. Estudos demonstram essa necessidade tanto na
validacdo de novas tecnologias opticas em equipamentos modernos (Staehler, 2021) quanto
na aplicacdo prética para espécies nao-padrédo, como 0s muares, para os quais o perfil equino
também é utilizado como aproximacdo (Miranda, 2014). Contudo, para muitas espécies
selvagens, como o peixe-boi-da-amaz6nia, ndo existem softwares ou calibracbes comerciais
disponiveis. Diante dessa lacuna, torna-se necessaria a avaliacdo de um perfil de uma espécie
doméstica como um proxy. Apesar das limitagcdes amostrais que impedem a aplicacdo de
testes inferenciais robustos, a comparacdo descritiva simples entre 0 método manual e o
analisador automatico utilizando um perfil proxy (equino), oferece uma contribuicdo valiosa.
A analise descritiva, focada na avaliacdo da precisdo (Desvio Padrdo das repeticGes) e na
magnitude das diferencas entre os métodos, permite um primeiro nivel de confianca. A
precisdo, expressa pela repetibilidade, € um parametro fundamental na validacdo de métodos
analiticos, pois quantifica a dispersdo dos resultados obtidos sob as mesmas condicGes
(BRASIL, 2017). Se o método automatico demonstrar consistentemente uma precisdo
superior (menor DP) e as diferencas em relacdo ao método manual forem clinicamente
aceitaveis para a maioria dos parametros, isso pode sugerir que o perfil equino € um ponto de
partida viavel para a rotina clinica, até que um perfil especifico para a espécie seja
desenvolvido. Portanto, este estudo se justifica pela necessidade de avaliar a confiabilidade do
perfil equino de um analisador hematoldgico para o processamento de amostras de Trichechus

inunguis, utilizando o método manual como referéncia para validar sua aplicabilidade clinica.
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2.9  Analises Estatisticas Utilizadas na Valida¢do de Analisadores Hematologicos

A validagdo de um novo método diagndstico, como um analisador hematoldgico
automatico, contra um método de referéncia estabelecido exige uma abordagem estatistica
robusta que va além da simples correlacdo. Embora o Coeficiente de Correlagdo de Pearson
seja frequentemente utilizado para avaliar a associacdo linear entre dois métodos, ele é
insuficiente para determinar se os métodos podem ser usados de forma intercambiavel, pois
uma correlagdo alta ndo implica necessariamente em concordancia entre os valores medidos
(Bland; Altman, 1986).

Para superar essa limitacdo, a metodologia padréo-ouro para avaliar a concordancia € a
analise de Bland-Altman. Este método gréafico plota a diferenca entre os dois metodos contra a
média dos mesmos, permitindo a visualizacdo do viés (bias), que representa o erro sistematico
médio, e dos limites de concordancia, que definem o intervalo no qual se espera que a maioria
das diferencas entre os metodos se encontre. A concordancia é considerada clinicamente
aceitavel se esses limites estiverem dentro de uma margem de erro predefinida como néo
significativa (Bland; Altman, 1986; Harvey, 2012).

Adicionalmente, para caracterizar a natureza do erro sistemético, sdo empregadas
andlises de regressdo apropriadas. A regressao linear simples € inadequada para a comparacao
de métodos, pois assume que o método de referéncia (eixo X) ndo possui erro. Portanto,
modelos como a Regressdo de Deming ou a Regressdo de Passing-Bablok sdo recomendados,
pois consideram a imprecisdo inerente a ambos 0s métodos (manual e automatico). Essas
analises permitem avaliar 0 erro sistematico constante (através do intercepto) e o erro
sistematico proporcional (através da inclinacdo da reta), fornecendo um diagnéstico completo
da relacdo entre os dois métodos (Harvey, 2012). O uso combinado dessas técnicas estatisticas
é preconizado pelas diretrizes do Conselho Internacional para Padronizacdo em Hematologia

(ICSH) para a validacdo rigorosa de analisadores (Briggs et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido com dois peixes-boi-da-Amazdnia (Trichechus inunguis)
clinicamente saudaveis, sendo um macho filhote e uma fémea juvenil, com idades de 4 meses
e 5 anos, respectivamente. Os animais, resgatados Orfdos, encontram-se sob cuidados
humanos no Bioparque da Amazobnia, localizado em Macapa, Amapé. As dietas foram
fornecidas de acordo com a fase de desenvolvimento de cada individuo.

3.1 Caracterizagdo dos Animais e Local de Estudo

As amostras de sangue foram coletadas de dois animais de diferentes sexos e faixas
etarias, o filhote macho foi identificado como Animal 1 e a fémea juvenil como Animal 2. O
estudo foi conduzido durante 2 meses, acompanhando a rotina de manejo dos animais. As
coletas ocorreram no periodo da manhd, antes da primeira alimentacdo e durante o manejo de
limpeza dos tanques, para minimizar o estresse. A contencdo fisica foi realizada por uma
equipe de quatro tratadores e um médico veterinario, com 0s animais posicionados sobre um

colchdo umedecido.

Foram coletados 5 mL de sangue por animal, por meio de pun¢do da veia ulnar do
plexo braquial, utilizando sistema de coleta a vacuo (Vacutainer), Scalp (21G). As amostras
foram acondicionadas em tubos com anticoagulante EDTA K3 e imediatamente armazenadas
em caixa térmica a uma temperatura entre 3 °C e 4 °C, conforme estabelecido por Chaves
(2022). Posteriormente, as amostras foram transportadas para analise no Hospital VVeterinario
Municipal, onde foram submetidas a analise automatizada em analisador hematologico

GENVET VH20, previamente calibrado para o perfil hematoldgico de equinos.

Paralelamente as analises de rotina, uma aliquota das amostras foi encaminhada a
Clinica Veterinaria do Instituto Federal do Amapa (IFAP), campus Porto Grande, para a
realizacdo do hemograma completo por método manual, conforme descrito por Thrall et al.
(2012). A contagem celular foi efetuada por microscopia dptica, seguindo as técnicas

tradicionais para a determinacdo dos parametros eritrocitérios e leucocitarios.
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3.2  Analise Hematoldgica Automatizada

A andlise automatizada foi realizada no Hospital Veterinario Municipal de Macapa,
utilizando o analisador hematoldégico GENVET VH20 (Bio Brasil, 2021). O equipamento foi
previamente calibrado e operado no perfil hematoldgico para equinos.

Este analisador utiliza a tecnologia de impedéancia elétrica para a contagem e
dimensionamento celular e o método colorimétrico sem cianeto para a dosagem de
hemoglobina (HGB). O equipamento fornece até 22 parametros hematol6gicos, pode ser pré-
programado para mais de 20 espécies animais e realiza a diferenciacdo leucocitaria em trés
populagdes (linfocitos, mondcitos e granuldcitos). A taxa de processamento é de 40 amostras
por hora, utilizando um volume de apenas 10 pL de sangue total por analise.

3.3 Analise Hematologica Manual

As amostras encaminhadas a Clinica Veterinaria do Instituto Federal do Amapa
(IFAP), campus Porto Grande, foram submetidas a analise hematoldgica manual em duplicata
para obter os parametros do eritrograma e do leucograma. Para o eritrograma, foram
determinados o volume globular (hematdcrito) e a contagem total de eritrocitos. O
leucograma consistiu na determinacdo da contagem total de leucdcitos e a contagem

diferencial de neutréfilos e linfocitos.

Volume Globular (VG): O VG foi determinado pela técnica do micro-hematocrito. O
sangue foi centrifugado em tubos capilares a 2500 rpm por cinco minutos e a leitura foi

realizada com régua apropriada, com o resultado expresso em porcentagem (%).

Contagem Total de Eritrocitos e Leucocitos: A contagem celular foi feita na camara de
Neubauer (hemocitdmetro). As amostras foram diluidas em solucbes especificas: solucdo
fisiologica para eritrécitos e solucdo de Turk para leucécitos. Apds a sedimentacdo celular por
3 minutos, a contagem foi realizada em microscopia Optica (40x), e 0 nimero de células por

microlitro (uL) foi calculado utilizando a férmula padrdo do hemocitémetro.

Contagem Diferencial de Leucécitos e Morfologia Celular: Foram confeccionados
esfregacos sanguineos em laminas de vidro, que foram corados com panotico répido e giemsa.

A contagem diferencial de 100 leucdcitos foi realizada em microscopia 6ptica com objetiva de
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imersdo (100x) para determinar as porcentagens de neutréfilos e linfécitos. A mesma Iamina

foi utilizada para a contagem estimada de plaquetas.

3.4  Andlise Estatistica Descritiva dos Métodos

Devido ao desenho experimental do estudo, que envolve a comparacdo de dois
métodos de analise hematoldgica — microscopia Optica e analisador automatico — aplicados a
amostras pareadas provenientes dos mesmos individuos, a abordagem estatistica ideal para
avaliacdo da concordancia entre métodos inclui a Analise de Bland-Altman e a Regresséo
Linear de Deming. Tais metodologias s@o amplamente recomendadas em estudos de
comparagédo de procedimentos analiticos, por considerarem a variabilidade entre métodos e a

presenca de erro de medi¢do em ambas as técnicas avaliadas.

Entretanto, o reduzido tamanho amostral deste estudo (n = 2) inviabilizou a aplicacao
de testes inferenciais robustos, uma vez que essas analises exigem um ndmero
substancialmente maior de observacfes para garantir poder estatistico adequado e a
confiabilidade dos intervalos de confianga (Bland; Altman, 1986), (Cornbleet; Gochman,
1979). Dessa forma, optou-se pela realizacdo de analise estatistica descritiva, com
apresentacdo de meédias, desvios padrdo e avaliagdo qualitativa das diferencas observadas
entre os métodos, estratégia considerada apropriada para estudos exploratorios e preliminares
em espécies silvestres com limitacbes amostrais. Para cada parametro sanguineo, 0s
resultados obtidos em duplicata para parametro, método e animal foram calculados como
Média + Desvio Padrdo (DP). A comparacdo entre os métodos foi realizada pela avaliacdo da
Diferenca Absoluta entre métodos (Método Manual - Método Automatico) para cada par de
observac0es, permitindo a identificacdo visual das discrepancias e da precisdo (variabilidade

intra-método) dos resultados.
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4 RESULTADOS

Os valores hematoldgicos obtidos para os dois peixes-boi amazdnicos (Trichechus
inunguis), analisados por microscopia éptica (método manual) e por analisador hematolégico
automatico calibrado no perfil equino, estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados sdo
expressos como média + desvio padrdo (DP) para cada parametro avaliado e os animais estao
identificados com as numeracbes 1 e 2, para o filhote macho e a fémea juvenil,

respectivamente.

Tabela 2 - Valores hematoldgicos de dois peixes-boi amazénicos (Trichechus inunguis), obtidos por
microscopia Optica (método manual) e por analisador hematolégico automatico, expressos em média +
desvio padrdo; a diferenca corresponde ao valor do método manual subtraido do método automatico).

Parametro Animal Método Manual Método Automatico Diferenca (Manual-
(MédiaxDP) (Média + DP) Automaético)

Hemacias (106 1 2.50£0.07 2.73+£0.02 -0.23
celulas/pL)

2 2.80+0.85 2.25+0.11 0.55
Hematocrito (%) 1 36.5+15 34.6 +£0.25 1.9

2 355+05 2731 8.2
Estimativa de 1 732000 + 214000 322500 + 5500 409500
plaquetas (/uL)

2 359000 + 21000 208700 + 32300 150300
Leucdcitos (/uL) 1 7562.5 + 337.5 13505 + 1555 -5942.5

2 8725 + 1025 8385 + 615 340
Neutréfilos (/fuL) 1 334 £+ 298 541 + 38 -207

2 1735+ 1735 3315+ 305 -158
Linfécitos (/uL) 1 1.425 + 396.47 424 + 38 1001

2 4783.5+1164.5 612 £ 30 4171.5

Os valores do método manual correspondem a média de duas analises realizadas por coleta. O método

automatico foi realizado em leitura Unica, conforme rotina do equipamento.

Fonte: Dados da pesquisa (2025).

Para a contagem de hemacias (10° células/uL), observaram-se diferengas entre os

métodos de andlise nos dois animais avaliados. No Animal 1, o método automatico
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apresentou valor ligeiramente superior ao método manual, enquanto no Animal 2 o método
manual apresentou maior valor em relagdo ao automatico. As diferencas observadas
apresentaram magnitude variavel entre os individuos.

Em relagdo ao hematdcrito (%), os valores obtidos pelo método manual foram
superiores aos registrados pelo método automatico em ambos os animais. Essa diferenca foi
discreta no Animal 1 e mais pronunciada no Animal 2, no qual o método automéatico
apresentou valor consideravelmente inferior ao obtido por microscopia optica.

A estimativa de plaquetas apresentou as maiores discrepancias entre 0os métodos
analisados. Em ambos o0s animais, os valores obtidos pelo método manual foram
substancialmente superiores aos fornecidos pelo analisador automatico. A diferenca absoluta
entre os métodos foi mais expressiva no Animal 1, indicando baixa concordancia entre as
técnicas para esse parametro. A presenca de agregados plaquetarios foi observada em
esfregacos sanguineos analisados por microscopia Optica, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1- Fotomicrografia de esfregaco sanguineo de peixe-boi-da-Amazénia (Trichechus inunguis),
evidenciando multiplos agregados plaquetarios. Coloracdo por Panético Rapido, objetiva de imersao
(100%).

Fonte: Arquivo pessoal da autora (2025).

Para a contagem total de leucécitos (células/ul), os resultados diferiram entre os
métodos e entre os animais avaliados. No Animal 1, o método automatico apresentou valor
superior ao método manual, resultando em diferenca absoluta elevada. No Animal 2, os
valores obtidos pelos dois métodos mostraram-se mais préximos, com menor discrepancia
entre as técnicas.

Quanto aos subgrupos leucocitarios, a contagem de neutrdfilos (células/pl) foi maior

no método automético para ambos os animais, resultando em diferencas negativas quando
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comparado ao método manual. J& a contagem de linfocitos apresentou discrepancias
relevantes entre os métodos, com valores superiores no método manual em ambos 0s animais,
sendo mais acentuado no animal 2.

A anélise descritiva dos resultados evidenciou diferencas ndo apenas nos valores
médios, mas também na dispersdo dos dados, expressa pelo desvio padrdo (DP). De modo
geral, o método automatico apresentou menores valores de DP para a maioria dos parametros
avaliados, indicando maior repetibilidade das medigdes. Em contrapartida, 0 método manual
apresentou maior variabilidade intra-método, sobretudo para a estimativa de plagquetas e para
0s subgrupos leucocitérios, refletindo maior variabilidade intra-método e menor precisdo das
repetigdes.

Em sintese, os resultados demonstram variacbes entre os métodos manual e
automatico para os diferentes parametros hematoldgicos avaliados, bem como diferencas
interindividuais entre os animais analisados, evidenciando comportamentos distintos

conforme o parametro e a técnica empregada.
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5 DISCUSSAO

A comparacdo entre métodos diagndsticos constitui etapa fundamental da patologia
clinica veterinaria, sobretudo em espécies ndo convencionais, nas quais a validacdo de

equipamentos automatizados ainda é limitada.

De modo geral, os resultados evidenciaram diferencas relevantes entre 0os métodos
manual e automatico, tanto em termos de valores médios quanto de precisdo analitica,
indicando que os métodos ndo sdo intercambidveis para diversos parametros hematoldgicos

avaliados.

A avaliacdo da precisdo, expressa pelo desvio padrdo (DP) das repeticdes, demonstrou
que o método automatico apresentou menor variabilidade intra-método, refletindo maior
repetibilidade, resultado esperado para sistemas automatizados. Em contraste, o método
manual apresentou DPs mais elevados, especialmente para neutréfilos, linfocitos e estimativa
de plaquetas, evidenciando maior influéncia de fatores operacionais, como habilidade do

avaliador e heterogeneidade da amostra.

Apesar da maior precisdo observada no método automatico, as diferencas absolutas
entre 0os métodos foram expressivas para parametros como contagem total de leucdcitos e,
principalmente, estimativa de plaquetas. Essas discrepancias indicam baixa concordancia,
reforcando que maior precisdo ndo implica, necessariamente, maior exatiddo ou equivaléncia

entre metodos, conforme descrito na literatura de comparacdo metodoldgica (Castilho, 2006).

A discrepancia observada para a contagem de plaguetas pode ser explicada, em parte,
pela morfologia celular peculiar dos sirénios, ja descrita para T. inunguis, incluindo plaquetas
com tendéncia a agregacdo e hemacias de maior dimensdo quando comparadas as de
mamiferos terrestres (Carmo, 2009; Souza, 2016; Colares, 2011), como cées e equinos, e até
mesmo de outros mamiferos aquaticos (Stacy, 2022). A principal distingdo reside na série
vermelha, onde os peixes-boi exibem macrocitose fisiologica, com Volume Corpuscular
Médio (VCM) elevado (85-110 fL), contrastando com o0 VCM médio de cées (6077 fL) e 0
VCM baixo de equinos (37-55 fL) (Sousa, 2016; Harvey, 2012; Walton, 2013). Essas
caracteristicas podem interferir nos principios fisicos utilizados pelos analisadores
automaticos, baseados em impedancia elétrica ou dispersdo dptica, especialmente quando o

equipamento ndo possui calibracao especifica para a espécie.
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Ao comparar os resultados obtidos com os valores de referéncia descritos para T.
inunguis, observou-se que 0s pardmetros eritrocitarios, como contagem de heméacias e
hematdcrito, apresentaram maior concordancia com os dados previamente publicados,
sobretudo quando analisados pelo método manual. Esses achados estdo de acordo com 0s
valores descritos por Rosas et al. (1999), Carmo (2009) e Souza (2016), reforcando a

confiabilidade do método microscépico para a avaliagdo do eritrograma na espécie.

De forma complementar, ao se comparar os resultados com os intervalos de referéncia
estabelecidos para o peixe-boi antillano (Trichechus manatus manatus) por Mignucci-
Giannoni et al. (2022), observa-se que 0s parametros eritrocitarios mantém padrdes
semelhantes entre as especies. Essa similaridade pode ser explicada pela proximidade
genética entre os sirénios, incluindo registros de hibridacdo natural entre T. inunguis e T.
manatus na regido estuarina amazoénica (Noronha et al., 2022), sugerindo relativa conservacéo

fisiologica desses pardmetros.

Em contrapartida, os pardmetros leucocitarios e plaquetarios apresentaram maior
variabilidade e menor concordancia com os valores de referéncia, especialmente quando
obtidos por andlise automatizada. Esses resultados indicam que tais parametros sdao mais
suscetiveis a interferéncias metodologicas e reforcam a necessidade de cautela na

interpretacéo clinica dos dados.

Além das limitacbes metodoldgicas, fatores biologicos e ambientais devem ser
considerados na interpretacdo dos resultados. Estudos demonstram que idade, condicdes de
cativeiro, manejo e estado fisiologico influenciam significativamente os parametros
hematoldgicos e bioquimicos em T. inunguis (Souza, 2016; Rego et al., 2022). Ademais,
variacOes sazonais e ambientais podem impactar esses parametros, conforme descrito por
Colares (2011), sendo esperadas diferencas interindividuais em populacdes mantidas sob
diferentes condicbes. O estresse inerente a0 manejo, contencdo e transporte de peixes-boi
pode induzir uma resposta fisiologica ao estresse, mediada pela liberacdo de glicocorticoides,
pode resultar em um leucograma de estresse caracteristico, que em mamiferos é tipicamente
manifestado por neutrofilia, linfopenia, eosinopenia e, por vezes, monocitose. Em peixes-boi,
0 estresse de manejo tem sido associado a aumentos nos niveis séricos de glicose, creatina
quinase (CK) e aspartato aminotransferase (AST), que servem como marcadores biol6gicos
de estresse e dano muscular decorrente da contencgdo (Carmo, 2013; Kaneko, 2008; Mignucci-
Giannoni et al., 2022).
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Considerando que o peixe-boi amazdnico ocupa ambientes aquéaticos de elevada
variabilidade ecologica e apresenta status de conservagdo preocupante, a interpretacdo
integrada dos dados hematolégicos torna-se essencial para o manejo clinico e

conservacionista da espécie (Souza, 2024).

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretacdo dos resultados. O
reduzido tamanho amostral (n = 2 animais) impossibilitou a aplicacdo de analises estatisticas
robustas, como a Regressdo Linear de Deming ou a andlise de Bland-Altman, amplamente
recomendadas para estudos de comparacdo entre métodos (Castilho, 2006). Dessa forma,
optou-se por uma abordagem descritiva, que permite a observacdo de tendéncias, mas nao

inferéncias estatisticas formais.

Adicionalmente, o transporte das amostras sanguineas entre Macapa e Porto Grande
pode ter contribuido para alteracdes pré-analiticas, potencialmente interferindo na qualidade
das amostras. Observou-se ainda a presenca de agregados plaquetarios em algumas amostras,
0 que pode ter dificultado ou superestimado a contagem manual de plaquetas. As contagens
diferenciais de leucocitos foram realizadas por dois avaliadores, o que, embora reduza Viés
individual, pode introduzir variabilidade interobservador. Ademais, algumas amostras
apresentaram leve hemolise do processo de centrifugacdo dos capilares de micro-hematocrito,

a qual pode ter influenciado discretamente os valores de hematdcrito.

Uma limitacdo adicional refere-se ao funcionamento do analisador hematologico
GENVET VH20, que ndo forneceu valores individuais para mondcitos, eosinofilos e
basofilos. Em vez disso, o equipamento forneceu o parametro MID%, que engloba monadcitos,
eosindfilos e basofilos em um unico grupo celular, o que limita a interpretacdo clinica isolada
desse dado, especialmente em condicGes associadas a inflamagdo cronica, parasitismo ou
respostas alérgicas. Tal agrupamento representa uma limitacdo tecnoldgica do equipamento,
comum a analisadores veterinarios de trés popula¢c6es leucocitarias, reforcando a necessidade
da avaliacdo morfoldgica em esfregaco sanguineo como complemento indispensavel a analise

automatizada.

Em sintese, o analisador hematoldgico automatico calibrado para o perfil equino
demonstrou maior precisdo analitica, porém apresentou baixa concordancia com o método
manual para diversos parametros hematoldgicos em Trichechus inunguis. Esses achados

reforcam que, para espécies ndo-modelo, a analise automatizada deve ser interpretada com
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cautela e sempre acompanhada da avaliagdo microscépica em lamina, especialmente diante de

resultados discrepantes ou alertas do equipamento.

O presente estudo evidencia a necessidade de amostragens mais amplas e do
desenvolvimento de perfis de calibracdo especificos para o peixe-boi amazénico, contribuindo
para diagnosticos clinicos mais precisos, protocolos laboratoriais mais confidveis e para o
avanco do conhecimento hematolégico dessa espécie de importancia ecoldgica e

conservacionista.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu comparar, de forma descritiva, os resultados do
hemograma de peixe-boi-da-Amazonia (Trichechus inunguis) obtidos por microscopia 6ptica
e por analisador hematolégico automatico calibrado no perfil equino. Os achados
demonstraram que, embora o0 método automatico apresente maior precisdo analitica,
evidenciada por menor variabilidade nas repeticdes, houve baixa concordancia com o método
manual para diversos parametros hematol6gicos, especialmente no leucograma e na
estimativa de plaquetas.

Os parametros eritrocitarios apresentaram maior proximidade com os valores de
referéncia descritos na literatura, sobretudo quando avaliados pelo método manual, reforgando
sua confiabilidade para a espécie. Por outro lado, as discrepancias observadas nos parametros
leucocitarios e plaquetarios indicam que o analisador automatico, quando utilizado sem
calibragio especifica para T. inunguis, ndo deve ser empregado como método Unico de
avaliacdo hematoldgica.

Dessa forma, conclui-se que a utilizagdo de analisadores hematologicos automaticos
em peixes-boi amazbnicos deve ser sempre acompanhada da conferéncia manual em
microscopia oOptica, especialmente diante de resultados discrepantes ou da presenca de alertas
emitidos pelo equipamento. Além disso, o estudo reforca a necessidade de pesquisas com
maior nimero amostral e do desenvolvimento de perfis de calibracdo especificos para a
espécie, contribuindo para diagndsticos mais precisos, protocolos laboratoriais mais
confidveis e para o avango da medicina veterinaria aplicada a conservacdo do peixe-boi-da-
Amazonia. Esses achados contribuem para o aprimoramento do manejo clinico e laboratorial

de Trichechus inunguis em programas de reabilitacdo e conservacao.
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