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PESQUISA DE Bartonella spp. E Mycoplasma spp. E AVALIACAO
HEMOSTATICA, HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA SANGUINEA DE PRIMATAS
DO GENERO Alouatta

RESUMO - Os parametros sanguineos de animais domésticos e selvagens diferem
em relacdo as localidades no mundo. Este trabalho teve como objetivo pesquisar a
presenca de hematozoarios e determinar os parametros hemostéticos, hematologicos
e bioguimicos sanguineos de macacos bugios de cativeiro no Estado de S&o Paulo,
sudeste do Brasil. Para realizacdo do hemograma e das analises moleculares dos
macacos bugios foi colhido sangue em tubos contendo K2:EDTA de 68 primatas
Alouatta, sendo (Alouatta guariba clamitans, Alouattta caraya e Alouatta spp. de
cativeiro). Para as analises bioquimicas e eletroforese de proteinas, foi colhido sangue
em tubos contendo ativador de coagulo de 40 macacos bugios para o proteinograma
e 29 para as demais analises bioquimicas. Por fim, para avaliagdo dos parametros
hemostéticos foi colhido sangue de 30 macacos Alouatta em tubos contendo citrato
de sédio a 3,2%. Os resultados obtidos no hemograma de 27 Alouatta caraya e 15
Aloautta guariba clamitans saudaveis foram estatisticamente diferentes na contagem
global de hemécias. Nas analises bioquimico-séricas dos bugios higidos das espécies
estudadas, os resultados referentes as dosagens de creatinina, ureia e fosfatase
alcalina ndo apresentaram diferencas estatisticas, porém em relacédo as dosagens de
ALT, os valores foram significativamente diferentes. Quanto ao eletroforetograma das
espécies de bugios higidos, ocorreram diferencas estatisticas apenas na dosagem de
proteina total. Nos parametros hemostaticos entre espécies de bugios saudaveis, 0s
resultados referentes a contagem de plaquetas, concentracdo de fibrinogénio
plasmatico, tempo de tromboplastina parcial ativada e tempo de protrombina nao
foram significativamente diferentes. Nesta pesquisa, dos 68 macacos bugios
avaliados através da PCR convencional, 18 (26,47%) foram positivos para
Mycoplasma spp. para o gene 16S rRNA e 1 (5,55%) para o gene RNAse P. Mas, na
cPCR para Bartonella spp. para o gene glta a populagdo amostrada de bugios foi
negativa. O estudo mostrou que a infeccdo dos macacos bugios aproximou-se de um
gendtipo filogeneticamente associado a “Candidatus Mycoplasma kahanei”. Nas
condi¢cBes do presente estudo, os resultados obtidos dos primatas Alouatta caraya e
Alouatta guariba clamitans higidos podem ser Gteis como fonte de consulta para
outros pesquisadores, quanto aos parametros hematologicos, bioquimicos
sanguineos e hemostéticos. Os resultados obtidos pela PCR convencional mostraram
que espécies de hemoplasmas circulam entre primatas Alouatta de cativeiro no
Estado de S&o Paulo, Brasil.

Palavras-chave: primatas, parametros sanguineos, caracterizagcdo molecular,
hemoplasmas, Brasil.
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RESEARCH FOR Bartonella spp. E Mycoplasma spp. AND HEMOSTATIC,
HEMATOLOGICAL AND BLOOD BIOCHEMICAL EVALUATION OF PRIMATAS
OF THE GENDER Alouatta

ABSTRACT - The blood parameters of domestic and wild animals differ in relation to
the localities of the world. The objective of this study was to investigate the presence
of hematozoars and to determine the hemostatic parameters, hematological
parameters and blood biochemical of howler monkeys of captive in the State of Sado
Paulo, Southeastern Brazil. For realization hematological and molecular analyzis of
howler monkeys, blood was collected in K2ZEDTA from 68 captive primates Alouatta
(Alouatta guariba clamitans, Alouattta caraya and Alouatta spp.). Blood was collected
in tubes containing clot activator, of 40 healthy howler monkeys for the proteinogram
and 29 for the blood biochemical analyzis. Finally, to evaluate the hemostatic
parameters, blood was collected from 30 healthy howler monkeys in tubes containing
3.2% sodium citrate. In the biochemical-serum analyzes of the healthy howler monkeys
of the species studied, the results regarding the creatinine, urea and alkaline
phosphatase dosages showed no differences statistics, but in relation to the dosages
of ALT the values were significantly different. As for the electrophoretogram of the
healthy monkeys, the results were statistical differences only in the total protein. In the
hemostatic parameters between species of healthy howler monkeys, the results about
platelet count, plasma fibrinogen concentration, activated partial thromboplastin time
and prothrombin time were not significantly different. In this study, of the 68 howler
monkeys evaluated through conventional PCR, 18 (26.47%) were positive for
Mycoplasma spp. for the 16S rRNA gene and 1 (5.55%) for the RNAse P gene. But in
cPCR for Bartonella spp. for the glta gene the sampled population of howler monkeys
was negative. The study showed that the howler monkeys infection approached a
genotype phylogenetically associated with "Candidatus Mycoplasma kahanei". Under
the conditions of the present study, the results obtained from the Alouatta caraya and
Alouatta guariba clamitans healthy can be useful as a source of consultation for other
researchers about parameters hematological, blood biochemical and haemostatic. The
results obtained by conventional PCR showed that hemoplasm species circulate
among Alouatta captive in the State of Sdo Paulo, Brazil.

Keywords: primates, blood parameters, molecular characterization, hemoplasms,
Brazil.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.2 INTRODUCAO

A criacdo de primatas e outras espécies selvagens em cativeiro vém sendo
utilizada como estratégia para a conservacao desses animais e medicina humana. O
conhecimento das caracteristicas particulares de cada espécie € muito importante
para que a atividade conservacionista tenha sucesso e a verificacdo dos aspectos
sanitarios dos animais mantidos em cativeiro propicia o diagnéstico de distlrbios que
causam riscos a vida desses animais.

Deste modo, exames laboratoriais séo utilizados para a detec¢édo de doencas,
avaliagdo dos status metabdlico e nutricional, entre outros. Para tanto, os resultados
obtidos devem ser comparados com valores considerados como referéncia de
normalidade para cada espécie estudada. No tocante a animais selvagens, fatores
ambientais como clima, geografia e caracteristicas da vegetacao local, muitas vezes
podem interferir em tais parametros. Devido a estes problemas, muitos autores
utilizam fatores individuais, como sexo e idade, em suas pesquisas para avaliacao
destes.

As informacbes acerca das caracteristicas hematolégicas, bioquimicas
sanguineas e pesquisa de hemoparasitas de macacos bugios de vida livre e cativeiro
sao relatadas na literatura. Porém, no que diz respeito aos parametros hemostaticos
de macacos bugios, ainda ndo existem publicacdes até o presente momento, sobre a
concentracdo de fibrinogénio plasmatico, tempo de promboplastina parcial ativada
(TTPA) e tempo de protrombina (TP). Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivos gerais determinar os parametros hematolégicos, biogquimicos sanguineos,
hemostéticos, o perfil eletroforético de proteinas séricas e pesquisar Bartonella spp. e
Mycoplasma spp. em macacos bugios Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans.

de cativeiro no estado de Sao Paulo, Brasil.



1.2. REVISAO DE LITERATURA

Ha cerca de 70 milhdes de anos teve inicio 0 processo evolutivo dos primatas
e desde entdo muitas espécies se extinguiram, enquanto outras seguiram evoluindo,
como € o caso da espécie humana (VERONA,; PISSINATTI, 2014).

N&o existe uma caracteristica Unica que defina um primata, para defini-los é
necessario que se relna certa quantidade de atributos. Por isso, € que talvez para
caracteriza-lo, haja tanta dificuldade (AURICCHIO, 1995).

Historicamente, os primatas neotropicais foram divididos em duas grandes
familias: Callitrichidae e Cebidae, além de um género monoespecifico (Callimico), que
apresenta caracteristicas intermediarias entre as duas familias. Porém, trabalhos
importantes, com métodos filogenéticos e moleculares fizeram ajustes importantes na
sistematica destes grupos, colocando o0s primatas da infraordem Platyrrhini
(neotropicais) como tendo cinco familias (Callitrichidae, Cebidae, Aotidae, Pithecidae
e Atelidae) (VERONA,; PISSINATTI, 2014).

Os primatas do género Alouatta sdo animais arboricolas, de grande porte, com
corpo magico e longa pelagem. Sao conhecidos aqui no Brasil como guaribas,
barbados ou gritadores, e seu dimorfismo sexual e idade séo atribuidos pelo tamanho
do osso hidide, tamanho dos caninos, tamanho corpéreo e cor da pelagem. Sao os
representantes dos Platyrrhini que apresentam maior habilidade de sobrevivéncia em
areas florestais remanescentes ou degradadas, devido a sua alimentacéao folivora e
por apresentarem um sistema digestorio que contém bactérias e protozoarios que
degradam a celulose. Os mecanismos de defesa destes animais sdo os famosos
rugidos, que atuam como um papel no espacamento intergrupal (AURICCHIO, 1995;
POUGH et al., 2003). Apresentam ampla distribuicdo geogréafica, ocorrendo desde o
Estado de Vera Cruz no México, até o Estado do Rio Grande do Sul no Brasil e
Corrientes na Argentina (GREGORIN et al., 2006).

O bugio preto Alouatta caraya (Figura 1) vive em grupos de dois a 19 individuos,
sendo encontrados desde a regido Amazobnica, leste do Brasil ao nordeste da
Argentina, além da Bolivia (AURICCHIO, 1995). O Alouatta caraya apresenta
dicromatismo sexual, caracteristica rara entre as espécies deste género, onde os

machos adultos tém pelagem completamente negra enquanto as fémeas adultas, e



os juvenis (machos e fémeas) e infantes (machos e fémeas) apresentam coloragao
amarelo-palha (BICCA-MARQUES; CALEGARO-MARQUES, 1998).
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g

Figura 1. Exemplar macho de bugio-preto (Alouatta caraya) proveniente do Bosque

Municipal Fabio Barreto em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil. Jaboticabal, 2018.

Por sua vez, o bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) (Figura 2) € endémico
da Floresta Atlantica, e encontra-se distribuido desde o sul do Rio Doce no Espirito
Santo até o Rio Grande do Sul e norte da Argentina (HIRSCH et al., 1991).

Figura 2. Exemplar macho de bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) proveniente

do Protejo Mucky, Itu, Sado Paulo, Brasil. Jaboticabal, 2018.
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1.2.1. Consideragdes sobre hematologia

Como referido, as caracteristicas hematoldgicas dos animais sofrem efeitos
importantes de fatores externos como alimentacao, clima, altitude, entre outros, desse
modo, existe um cuidado por parte dos pesquisadores em se estabelecer parametros
hematoldgicos para diferentes espécies animais de acordo com as regibes onde
habitam (FERREIRA, 2009).

Os bugios sédo animais de dificil adaptacdo em cativeiro, o que 0s torna muito
susceptiveis ao desenvolvimento de doencas, e ainda, possuem dificuldade de
adaptacao a dietas (MILTON, 1980).

Em relacéo aos constituintes do eritrograma, os valores para a contagem global
de hemécias, a concentracdo de hemoglobina e valor do hematdcrito apresentam-se
estatisticamente maiores nos machos que em fémeas de primatas, enquanto que os
valores absolutos de linfocitos sdo geralmente superiores nas fémeas. Quanto a faixa
etaria, a contagem global de hemécias, valor do hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina, contagem global de leucdécitos e valores absolutos de neutrofilos,
eosindfilos e linfocitos apresentam-se superiores em primatas jovens, independente
do sexo (THRALL, 2006; RIBEIRO, 2010; JUNIOR, 2007).

Quanto a série branca, ocasionalmente, notam-se linfécitos binucleados no
sangue de primatas que estdo em bom estado de saude (THRALL, 2006). O
leucograma de diferentes espécies de primatas Alouatta de vida livre ou de cativeiro
€ bastante caracterizado pela acdo do estresse, tanto agudo quanto crénico, que
constitui uma resposta biolégica mediada pela liberacdo de esterdides do cortex
adrenal, que induzem a uma apoptose de linfécitos e alteracdo na distribuicdo destas
células no sangue circulante (FLAIBAN et al., 2009; ROVIROSA-HERNANDEZ et al.,
2012; SANCHEZ-SARMIENTO et al., 2015). Evidencia-se também uma neutrofilia que
se deve a diminuicdo da marginacdo endotelial, com saida de neutrofilos da medula
0ssea para a corrente sanguinea e diminuicdo de sua migracdo dos vasos para 0s
tecidos (WALNER et al., 1986). Por sua vez, ocorre diminuicdo da sintese de
eosinofilos pela medula O0ssea e apoptose celular. E ainda, o recrutamento de
monaocitos para desempenho de suas fung¢des, como fagocitose e processamento de
antigenos é diminuido (HOGAN et al., 1988; BARNES et al., 1998).



Os mondcitos de macacos Alouatta sp. apresentaram nucleo irregular,

indentado, podendo conter vacuolos (Figura 3).
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Figura 3. Mondcito (seta) em sangue periférico de macacos bugios Alouatta caraya
de cativeiro no Estado de Sao Paulo, Brasil. Aumento de 1000x. Coloracéo

Romanowsky modificado.

Por sua vez, os linfécitos apresentaram uma discreta variacdo de tamanho,
sendo possivel detectar linfocitos pequenos e grandes, e alguns binucleados, com

citoplasma escasso (Figura 4).



Figura 4. Linfocito (seta) em sangue periférico de macacos bugios Alouatta caraya de
cativeiro no Estado de Sao Paulo, Brasil. Aumento de 1000x. Coloracdo Romanowsky

modificado.

Dentre os polimorfonucleares, os neutrofilos apresentaram citoplasma com

discreta granulacéo basofilica e nacleo com coloracdo basofilica (Figura 5).

Figura 5. Neutrofilos (seta) em sangue periférico de macaco bugio Alouatta guariba
clamitans de cativeiro no Estado de S&o Paulo, Brasil. Aumento 1000x. Coloracao

Romanowsky modificado.



Os eosindfilos encontrados apresentaram ndcleo segmentado, com presenca

de granulos grandes intensamente acidofilicos e aspecto arredondado (Figura 6).
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Figura 6. Eosindfilo (seta) em sangue periférico de macaco bugio Alouatta caraya de

cativeiro no Estado de Sao Paulo, Brasil. Aumento de 1000x. Coloracdo Romanowsky
modificado.

Os basdfilos, raramente encontrados no esfregaco sanguineo destes primatas,
apresentaram-se com poucas segmentacdes nucleares, quase ndo sendo
visualizadas devido a presenca marcante de granulos citoplasmaticos basofilicos
(Figura 7).
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Figura 7. Basdfilo (seta) em sangue periférico de primatas Alouatta caraya de cativeiro
no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Aumento de 1000x. Coloracdo Romanowsky

modificado.
1.2.2. Consideracdes sobre o perfil bioquimico renal e hepético

A mensuracgao das concentracdes séricas ou plasméaticas de creatinina e ureia
€ amplamente utilizada para avaliar a funcdo renal de primatas (FETTMAN; REBAR,
2006). De acordo com Almosny (2009), a estrutura das vias urinarias de macacos
muito se assemelha a de humanos, salvo algumas pequenas variacbes morfoldgicas
gue ndo chegam a influenciar na osmolalidade, quando comparada a urina humana.
Segundo a autora, a elevacdo dos niveis séricos de ureia e creatinina sdo um forte
indicio de insuficiéncia renal aguda ou crénica, embora 0 aumento possa ocorrer em
situacbes de elevado catabolismo proteico, nas infecgcdes, traumatismos ou
hemorragias digestivas.

Na avaliagdo das enzimas hepdticas, existem as de extravazamento e as de
inducdo. Dentre elas, estdo a alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato
aminotransferase (AST). Essas enzimas podem ser encontradas no interior de
hepatdécitos, bem como de células de fibras musculares cardiacas e esqueléticas. A
enzima AST é encontrada em maior quantidade que a ALT nas células musculares

esqueléticas e cardiacas dos animais domésticos (ALLISON, 2015).



No figado, a ALT esta presente em maior quantidade no citoplasma, enquanto
a AST esté localizada no citoplasma e na mitocéndria, deste modo a AST acaba sendo
mais dificil de extravasar devido a sua localizacéo, no qual tera que ultrapassar duas
barreiras fisicas (membrana mitocondrial e citoplasmatica), (SATAKE, 2006). No
tecido hepatico de primatas, acredita-se que a atividade sérica da ALT aumente com
lesdo celular, enquanto a atividade sérica elevada de AST ocorra somente com morte
celular, ou seja, o aumento de sua atividade sérica € indicativo de lesdes
hepatocelulares mais graves (CAMPBELL, 2006).

Ja, a fosfatase alcalina (FA) é considerada uma enzima de inducgéo, pois tem
sua producao aumentada em casos de lesao hepatobiliar. Assim, o aumento de sua
atividade sérica indica obstrucdo ou lesdo das células hepatobiliares. Estas
obstrucdes causam rompimento de células, extravasando fosfatase alcalina para a
corrente sanguinea, aumentando sua atividade na circulacdo, quadro que indica a
colestase (ALLISON, 2015).

Estudos com macacos Rhesus mostraram que a atividade sérica da FA é 33%
maior em fémeas adultas do que machos adultos, mas isto difere de espécie para
espécie, uma vez que 0 Saimiri sciureus tem situacdo contraria ao Rhesus na

producao de fosfatase alcalina em relagéo ao sexo (LASSEN, 2006).

1.2.3. Consideracfes sobre Hemoplasmas e Bartonelose em primatas

Recentemente, diversos estudos tém sugerido que Mycoplasma spp. e
Bartonella spp. tém coevoluido com varias espécies de animais, incluindo os seres
humanos. Adicionalmente, tais estudos vém ressaltando o papel dos animais
selvagens na manutencéao de diferentes patdbgenos na natureza e ha emergéncia e/ou
reemergéncia de algumas zoonoses (GONCALVES, 2015).

Os Mycoplasma spp. (hemoplasmas) sdo bactérias que invadem as heméacias
e afetam numerosas espécies de animais, incluindo os seres humanos (MAGGI et al.,
2013). Sao bactérias fastidiosas, de formato cocdide e auséncia de parede celular,
sendo encontradas aderidas a superficie dos eritrocitos ou livres no plasma, podendo
causar deformacdes na superficie destas células. A facilidade de desprender-se da
parede celular é devido a frouxiddo com que se aderem a parede das hemacias,

atingindo o plasma (THRALL, 2015). Sua transmissao ocorre através de artropodes
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hematdéfagos, tais como carrapatos, pulgas, piolhos, moscas e mosquitos (NEIMARK
et al., 2001). Estas bactérias podem persistir por anos em estado latente nos animais
infectados, sem causar doenca clinica (NEIMARK et al., 2001).

Anteriormente, estes microrganismos foram classificados como sendo da
ordem Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, mas algumas caracteristicas
fenotipicas ndo condiziam com outros membros da ordem, como auséncia de parede
celular, localizacdo extracelular, tamanho pequeno (GUIMARAES, 2014). Observou-
se filogeneticamente, que estes microrganismos eram associados ao grupo
pneumoniae do género Mycoplasma, na classe dos Molliculites, e a partir dai, foram
reclassificadas como micoplasmas. Para diferenciar as espécies novas que
aparecessem, a designacdo Candidatus foi utilizada para tdxons novos e nao
completamente descritos, que estavam com status provisério (RODRIGUES, 2010).

Esta classe é filogeneticamente diversa e inclui mais de 150 espécies em oito
géneros: Mycoplasma, Ureaplasma, Spiroplasma, Acholeplasma, Anaeroplasma,
Asteroleplasma, Mesoplasma e Entomoplasma (TULLY et al., 1993).

Estas espécies formam um grupo recém-definido de patégenos incultivaveis,
que foram classificadas unicamente utilizando sequéncias de nucleotideos dos genes
16S rRNA e RNase P (SASHIDA et al., 2014). Ensaios baseados na PCR tem sido
bastante utilizados como um meio mais eficiente de diagndstico de infec¢Bes por
hemoplasmas, sendo o gene 16S rRNA, base para todos os ensaios da PCR para
hemoplasmas (MESSICK, 2004). Duas espécies de hemoplasmas, ja foram relatados
em primatas ndo-humanos, Candidatus M. kahanei e Candidatus M. haemomacaque,
sendo que outras continuam indefinidas (GUIMARAES, 2014).

Por sua vez, a Bartonella spp. € uma bactéria de ampla variedade de
hospedeiros, tendo varios mamiferos como reservatorios, com varios membros do
género, atuando como patdégenos de importancia médica e veterinaria (HUANG et al.,
2011). Sao bacilos aerobicos, fastidiosos, gram-negativos (ZEAITER et al., 2002).

Caracteristica comum nas infecgbes causadas por Bartonella spp. em
mamiferos € uma prolongada bacteremia intraeritrocitica, quadro que representa uma
adaptacdo ao modo de transmissao mediado por artrépodes, que atuam como vetores

hematofagos. Essa bacteremia intraeritrocitica duradoura ocorre exclusivamente em



11

mamiferos reservatorios que possuem uma longa histéria evolutiva com determinadas
espécies de Bartonella (CHOMEL et al., 2009).

A recente disponibilidade de modelos de infeccdo e técnicas de genética
molecular, tem propiciado investigacdes sobre a patogénese desta bactéria, fazendo
avancar a nossa compreensao dos mecanismos de viruléncia que fundamentam o
tropismo deste agente por células hospedeiras, e a formacédo de tumores vasculares
por estes agentes patogénicos intrigantes (DEHIO, 2005). Acredita-se que as células
do endotélio vascular, sejam o nicho primario durante o curso da infec¢cdo, podendo
ser parasitadas durante uma infeccdo acidental em hospedeiros nao habituais
(CHOMEL et al., 2009).

Em seres humanos, o piolho do corpo tem sido associado como unico vetor da
Bartonella quintana, ocorrendo devido & mé higiene, fortemente relacionada com a
febre das trincheiras, sendo considerada assim, uma doencga infecciosa reemergente
(SATO et al., 2015).

Bartonella spp., B. bacilliformis e B. quintana s&o consideradas como sendo
atuantes especificamente em seres humanos (KAISER et al., 2010), sendo descrita

em primatas, a Bartonella quintana.

1.2.4. Consideragdes sobre a hemostasia

A hemostasia compreende uma série de eventos complexos, desencadeados
pelo organismo, que tem como principal fungédo coibir sangramentos, mantendo o
sangue em estado fluido dentro do sistema cardiovascular (GASPARD, 2010).

Didaticamente, a hemostasia é dividida em trés fases, a primaria, a secundaria
e a terciaria. A primaria € caracterizada pelos eventos de interagéo entre o0 vaso lesado
e as plaquetas, que se inicia com a ativagéo de plaquetas circulantes envolvendo uma
sequéncia de eventos como adesao de plaquetas ao ao subendotélio, liberacdo do
conteudo granular e agregacao plaquetaria com formacao de um tamp&o hemostatico
primario (BAKER, 2015).

As plaquetas respondem a lesdo vascular quando ocorre exposicdo do
colageno subendotelial, de laminina e fibronectina. A trombina (fator lla), durante a

ativacdo da coagulacéo é um forte agonista da ativacéo das plaquetas. A ligacédo das
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plaquetas ao colageno da membrana basal e do estroma extravascular acontece por
meio de um receptor de superficie plaquetéria, a glicoproteina (gp) Ib-V-I1X, que
interage com uma glicoproteina plasmatica conhecida como fator de von Willebrand
(VWF) que liga-se ao colageno. O recrutamento de plaquetas adicionais é induzido
pela liberagdo de conteddos granulares até o plasma, o que leva a consequente
agregacdo plaquetaria, através da interagdo entre uma glicoproteina de superficie
plaquetaria GPIlIb-llla com o fibrinogénio plasmatico. Estes fatores presentes no
plasma asseguram a formacdo da fibrina através da ativacdo da cascata de
coagulacao, que € importante e necessaria para a estabilizagdo do tampao plaquetario
(GENTRY, 2006).

Concomitantemente, tem-se inicio a hemostasia secundaria, que envolve a
ativacdo sequencial de varias substancias conhecidas como fatores de coagulacéo,

que sdo enumerados em algarismos romanos de | a Xl (Tabela 1).

Tabela 1. Fatores da cascata de coagulacéo e local de sintese. Adaptado do Thrall et
al., 2006. Jaboticabal, 2018.

Fator Nome Local de sintese

I Fibrinogénio Figado

Il Protrombina Figado, macrofago

1] Fator tissular, Endotélio vascular
tromboplastina

\Y; Célcio

Vv Pré-acelerina, fator labile  Figado, macréfago

Vil Pré-convertina Figado, macréfago

VIII Fator anti-hemofilico Figado

IX Fator Christmas Figado

X Fator Stuart-Power Figado, macrofago

Xl Antecedente de Figado
tromboplastina plasmatica

Xl Fator Hageman Figado

XIlI Fator estabilizante de Figado
fibrina

A reacao da coagulacdo pode ser iniciada de duas formas distintas: com a
exposicdo e contato do plasma com uma superficie estranha, membrana basal,
colageno ou superficies carregadas com cargas negativas (denominada via
intrinseca). Ou com liberagdo de tromboplastina tecidual do tecido lesionado

(denominada via extrinseca), como observado na Figura 8 (BAKER, 2015).
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VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
Fator Xl Fator ViI
Superficie s 1
de contato Lesdo
Fatal)(%I(a) vascular
Fator Xi(a) Fator Vii{a) + FT
Fator [X(a)
Fator Vlii(a) FIBRINOLISE
‘ / \ tPA + UPA
Proteinas Ce S Fator X(a) l IPA
' Plasminogénio
Fatores X(a) + V(a) l
S — ' Plasmina
Antitrombina 111 Fatores Il(al)’ + trombina l J—. az-antlplasmma
N —

Fibrinogénio =) Fibrina =b POF e Dimeros D

Figura 8. Esquema demonstrando as vias intrinseca, extrinseca e comum da cascata
de coagulacédo. Adaptado do Thrall et al., 2006. Jaboticabal, 2018.

A via intrinseca inicia-se com ativacao do fator Xll, que por sua vez, ativa o fator
IX. O fator IX ativado liga-se ao célcio, fosfolipideo plaquetario e fator VIII. Por sua
vez, ocorre a ativacdo do fator X, com finalizagdo da via intrinseca. Por sua vez, a
tromboplastina tecidual, também denominada fator Il ou fator tissular, é ativada
inicialmente na via extrinseca, e posteriormente, ativa o fator VII, culminando com a
ativacao final do fator X (FRANCO, 2001; GENTRY, 2006)

Em seguida, ocorre a formacdo do denominado ativador da protrombina, que
na presenca do calcio idnico, é convertida em trombina. O fibrinogénio plasmatico na
presenca da trombina é convertido em mondémeros de fibrina, que ao formar um
complexo com o fator XllI torna-se insoltvel, formando o coagulo, caracterizando a
etapa final da hemostasia secundaria (MISCHKE; NOLTE, 2000).

A hemostasia terciaria envolve o sistema fibrinolitico, constituido por uma série
de proteinas sintetizadas pelo figado, endotélio vascular e rins. Nesta etapa, ocorre
um processo pelo qual os filamentos de fibrina do tampéo hemostético e determinados

fatores de coagulacédo, como o fibrinogénio, o fator V, o fator VIII, a protrombina e o
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fator Xl (GASPARD, 2010), sdo digeridos em pequenos fragmentos e peptideos
mediante acdo de uma enzima chamada plasmina (LANGER; WOLOSKER, 1969). A
producdo de plasmina confina-se a area de trombose e a lise do coagulo ocorre de
dentro pra fora, evitando, em grande parte, a geracdo sistémica de plasmina
(SELLON, 2004).

1.2.5. ConsideracOes sobre a eletroforese de proteinas séricas

A maioria das proteinas séricas é sintetizada no figado, com excecdo das
imunoglobulinas (anticorpos), que sao sintetizadas pelas células linféides (LASSEN,
2006). O soro sanguineo contém varios tipos de proteinas com funcfes especificas,
incluindo iniciadores de proteases, enzimas, fatores de coagulacdo, proteinas do
sistema complemento e proteinas transportadoras (SATAKE, 2006).

Os dois principais tipos de proteinas do plasma sanguineo sao a albumina e as
globulinas, sendo a albumina responsavel por aproximadamente 75% da pressao
oncoética (pressdo osmotica-coloidal) do plasma vascular, e regula o contetdo de agua
gue se difunde do sangue aos tecidos, enquanto as globulinas representam um grupo
heterogéneo, incluindo imunoglobulinas, vitaminas, horménios e proteinas
inflamatérias, entre outras (LASSEN, 2015).

As proteinas sanguineas de fase aguda da inflamacéo (PFA) sao classificadas
em positivas e negativas. As positivas apresentam aumento na concentracao sérica
durante o processo inflamatério, e sdo as seguintes: proteina C reativa, proteina
ligadora de manose, alfa-1 antitripsina, alfa-1 antiquimiotripsina, alfa-2
macroglobulina, fibrinogénio, protrombina, fator VIII, fator de von Willebrand,
plasminogénio, fatores do complemento, ferritina, amiléide A sérica, ceruloplasmina,
haptoglobina e alfa-1 glicoproteina acida. Enquanto as proteinas de fase aguda
negativa sao aquelas cuja sintese € diminuida durante o processo inflamatério, sendo:
albumina, transferrina, pré-albumina e proteina de ligacéo do retinol (CERON et al.,
2005; JAIN et al., 2011).

A ceruloplasmina & uma proteina sintetizada pelo figado, mondcitos, astrocitos e

células de Sertolli. Atua na defesa imunoldgica, sendo responsavel pelo transporte de
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cobre. Sua presenca na circulacdo, indica um processo inflamatério (YAPUR et al.,
2007).

Foi demostrado que a transferrina (Tf) sérica secretada pelos hepatdcitos, bem
como a ovotransferrina (ovo-Tf) secretada no oviduto sdo a mesma proteina. Sua
principal funcao fisiolégica € a ligacdo e transporte de ferro para as células, sendo
suas atividades bacteriostaticas e bactericidas relacionadas com a habilidade de
sequestrar este metal, um elemento essencial para o crescimento bacteriano, e que
contribui para a imunidade inata (XIE et al., 2002).

A haptoglobina é uma proteina ligada a hemoglobina, e é liberada durante a
destruicdo de eritrocitos. Seu aumento na circulacdo indica hemdlise intravascular
(HUGO; YAMIR, 2011).

A glicoproteina acida ndo tem uma acao bem esclarecida, mesmo com diversos
estudos, mas, de acordo com alguns pesquisadores, ela desempenha numerosas
atividades com significado fisiolégico, sendo que localmente contribui para a
manutencdo da homeostasia através da reducdo das lesdes que ocorrem nos tipos
celulares extra-hepaticos, principalmente nas células endoteliais e epiteliais
(FOURNIER et al., 2000).

O proteinograma (Figura 8) € uma metodologia empregada para analisar a
distribuicdo das proteinas sanguineas através de sua separacdo, identificacdo e
quantificacdo de forma relativa pela aplicacdo de um campo elétrico (eletroforese)
(ECKERSALL, 2008). Em situacfes patologicas, as alteracbes em concentracdes de
proteinas plasmaticas devem ser examinadas, auxiliando nas conclusdes clinicas e
laboratoriais antes de um diagnéstico ou prognéstico (THOMAS, 2000). No caso dos
macacos bugios, bem como para muitas espécies de primatas neotropicais, pouco se

tem documentado a respeito do metabolismo proteico (ALMOSNY, 2009).
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Figura 9. Tracado eletroforético de macaco bugio Alouatta caraya de cativeiro obtido

em gel de poliacrilamida contendo SDS-PAGE. Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil ,2018.

Além dos esforcos para evidenciar aspectos ecoldgicos e taxondmicos dos
primatas, poucos trabalhos tem sido documentados sobre os aspectos clinico-
patolégicos das populacdes de primatas de cativeiro e vida livre, devido a dificuldade
no manejo e contencdo destes animais. Devido a proximidade filogenética dos
primatas com seres humanos, esta modalidade de estudo se torna importante para

aumentar o conhecimento das patologias destes animais.
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RESUMO

Introducdo: Estudos dos pardmetros hemostaticos de espécies de primatas Alouatta ndo sdo
documentados na literatura.

Objetivos: Investigar os parametros hemostaticos de espécies de macacos bugios de cativeiro no Estado
de Sao Paulo, Brasil.

Material e Métodos: Foi colhido sangue de 9 Alouatta guariba clamitans e 21 Alouatta caraya para
realizacdo da contagem de plaquetas, tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de
protrombina (TP) e concentragdo de fibrinogénio plasmatico.

Resultados: N&o ocorreram diferencas significativas na contagem de plaquetas, TTPA, TP e
concentracdo de fibrinogénio plasmatico entre as espécies estudadas.

Conclusao: Este trabalho refere-se ao primeiro artigo sobre a comparacéo de parametros hemostaticos
entre as espécie Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans de cativeiro no Estado de S&o Paulo,

Brasil.
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1.INTRODUCAO

Os representantes do género Alouatta (Lacépede, 1799) sdo animais arboricolas, herbivoros,
de dieta sazonal, com corpo magico, longa pelagem e possuem um sistema digestorio que contém
bactérias e protozoarios que degradam a celulose. S&o conhecidos no Brasil como guaribas, barbados
ou gritadores, e seu dimorfismo sexual e idade sdo dados pelo tamanho do osso hidide, tamanho dos

caninos, tamanho corpéreo e cor da pelagem [Schneider et al., 1993, Auricchio, 19952].

O bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) possui distribuicdo associada ao Bioma Mata
Atlantica ocorrendo, no Brasil, desde o Espirito Santo até a bacia do Rio Camaqgua no Rio Grande do
Sul [Printes et al., 2001%]. Em geral, os grupos desta subespécie tém apenas um macho adulto e,
raramente, mais do que trés machos adultos no total [Fortes, 2008*]. De acordo com a [IUCN, 2008°]

0 bugio-ruivo encontra-se em situa¢do quase ameacado.

Por sua vez, o bugio-preto (Aloutta caraya) é um primata do Novo Mundo, que habita desde
a Argentina até o México e dos Andes a Costa do Atlantico [Neville et al., 1998°]. Esta espécie
apresenta dicromatismo sexual, com machos adultos de pelagem preta e fémeas alaranjadas, vivendo
em grupos de 3 a 19 individuos e com habito diurno [Auricchio, 19957]. De acordo com a [IUCN,

2008°] esta espécie de primata encontra-se com status de menor preocupagcao.

Animais de vida livre coexistem com uma gama de vetores que podem transmitir doencas
bacterianas, virais e por protozoarios que podem levar a distlrbios secundarios como desordens
hemostaticas. A hemostasia € um mecanismo fisiolégico que envolve a parede vascular, as plaquetas e
fatores de coagulacdo, visando manter o sangue em estado fluido e no interior do sistema cardiovascular,
promovendo a contencdo de uma hemorragia através da formagéo de um tampao hemostatico [Baker,

20157).

Didaticamente, a hemostasia é dividida em trés fases, assim determinadas: primaria, secundaria

e terciaria. A fase primaria é caracterizada por eventos relacionados com a interagdo entre a parede de
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vasos lesados e ativacdo das plaquetas, levando a adesdo de plaquetas ao subendotélio, secre¢cdo do
contetido granular e agregacdo de plaquetas a plaquetas formando o tampao hemostatico primario ou
plaquetério [Baker, 20158]. Para que ocorra adesdo de plaqueta a matriz extracelular e agregacéo

plaqueta-plaqueta varias glicoproteinas sdo expostas na superficie plaquetaria [Meyer et al., 1998°].

A hemostasia secundaria consiste na ativacao da cascata de coagulacdo com formacao da fibrina
a partir do fibrinogénio, formando o tampdo hemostético. Por sua vez, ha hemostasia terciaria ocorre a
fibrindlise, com restabelecimento do fluxo sanguineo ap6s reparo permanente do vaso [Bittencourt e

Santos, 20167].

As reagdes bioguimicas envolvidas na hemostasia sdo estritamente reguladas, de modo a néo
ocorrer ativagdo excessiva do sistema, bem como formacdo inadequada de fibrina e oclusdo vascular.
As proteases que atuam no fendmeno da coagulagdo sdo reguladas por proteinas inibitérias, que agem

atuando como inibidores fisiol6gicos da coagulagéo [Gaspard, 2010*1].

As plaquetas dos mamiferos sdo particulas anucleadas, formadas a partir da fragmentagéo
citoplasmatica dos megacaridcitos, apresentam cerca de 2 a 5 um de diametro e 0,5 um de espessura, e
seu nlmero circulante varia entre 150 e 1000 x 10° plaquetas/uL, de acordo com a espécie [White,
2011%]. As plaquetas dos primatas ndo-humanos apresentam morfologia semelhante a observada em
outras espécies, com formato amorfo e pronunciada granulagéo violeta [Moore, 2000*%]. Os fendmenos
da coagulagdo para primatas ndo-humanos séo similares aos relatados em humanos [April e Keith,

198814].

Alguns individuos apresentam anormalidades hemostaticas que podem acarretar na
incapacidade na formacdo do tampdo, levando a eventos hemorragicos, ou, em outros casos, em

hemostasia excessiva, levando a eventos trombéticos [Colman, 2010%°].

Para a avaliagdo laboratorial da hemostasia, inicialmente, deve-se incluir hemograma completo,

tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) que avalia as vias intrinseca e comum da coagulacéo,
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tempo de coagulacdo ativada (TCA), tempo de protrombina (TP) que avalia as vias extrinseca e comum

e determinacéo da concentragéo de fibrinogénio plasmatico [Baker, 2015].

Na literatura, as pesquisas sobre 0s parametros hemostaticos de primatas Alouatta, (Familia:
Atelidae, ordem: Primates, infraordem: Platyrrhini), referentes as dosagens de TP, TTPA e
concentracdo plasmatica de fibrinogénio, ndo existem até o presente momento. Como 0s primatas sao
prioritarios no campo da experimentacdo, ndo existindo davidas quanto ao seu valor nas pesquisas
cientificas, no ensino, na produgdo e no controle da qualidade de imunobiolégicos, farmacos e de
outros produtos correlatos (Andrade, 2003%°), torna-se importante estudos sobre os parametros
fisiologicos destes animais. Diante disto, 0 objetivo desta pesquisa foi investigar e diferenciar
parametros hemostaticos em relacdo as espécies de macacos Alouatta guariba clamitans e Alouatta

caraya de cativeiro no Estado de Sdo Paulo, sudeste do Brasil.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Autorizacao de experimento
Este estudo foi aprovado pelo Sistema de Autorizag&o e Informacéo da Biodiversidade (SISBIO,
n° de cadastro: 51662-2) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Estadual Paulista-Julio de Mesquita (protocolo: 5.595/16).

2.2 Animais de estudo

Durante o periodo de abril de 2016 a janeiro de 2017 foram colhidos sangue de 30 macacos
bugios higidos de cativeiro, separados em dois grupos, de acordo com a espécie: 9 A. g. clamitans e 21
A. caraya. As coletas foram realizadas em nove municipios do Estado de Sdo Paulo, Brasil: Zooldgico
de Ilha Solteira, Zool6gico Municipal Missina Palmeira Zancaner em Catanduva, Zoolégico Municipal
Joaquim Garcia Franco em Guaira, Zooldgico Thermas do Laranjais em Olimpia, Bosque Municipal

Fabio Barreto em Ribeirdo Preto, Zool6gico Municipal de Guarulhos, Parque Municipal Quinzinho de
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Barros em Sorocaba, Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) em Botucatu,

e ainda, no Projeto Mucky, na cidade de Itu (Figura 1).
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Fig 1. Municipios onde foram realizadas coletas de sangue para dosagens dos parametros hemostaticos
de macacos bugios Alouatta guariba clamitans e Alouatta caraya de cativeiro no Estado de Sao Paulo,

Brasil, 2018.

Antes da coleta, os animais foram capturados com puc¢ad. Em seguida, foram anestesiados com

associagdo de cloridrato de tiletamina / cloridrato de zolazepam na dose de 6 mg/Kg, pela via

intramuscular (IM) [Verona e Pissinatti, 2014'"]. As informacg@es obtidas durante a avaliacdo foram

catalogadas em fichas individuais, contendo os seguintes dados: identificacdo (nome), local de coleta,

espécie (nome popular e cientifico), origem e género.
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2.3 Delineamento experimental da avaliacdo hemostatica

O tempo de captura entre as colheitas de sangue foram de 20 minutos de primata para primata.
Fez-se colheitas de sangue por venopuncdo cefalica, onde obteve-se um total de 6 mL de sangue de cada
animal, sendo 3 mL em tubos de ensaio contendo 7,2 mg de &cido etilenodiamino tetra-acético
dipotéssico (K.EDTA) para obtencdo da contagem de plaquetas e 3 mL em tubo de ensaio contendo

citrato de sddio a 3,2% para realizacdo de testes hemostaticos por método cronométrico.

O sangue coletado em tubos contendo K,EDTA foi homogeneizado e as contagens globais de
plaquetas foram obtidas em contador automatico de células (Horiba Medical). As amostras com citrato
de sodio foram centrifugadas (1.529 G, durante 30 minutos) a temperatura de 8°C a 10°C.
Posteriormente, o plasma foi separado e acondicionado em microtubos estéreis, devidamente

identificados e congelados a -196°C até a momento das analises.

Os testes hemostaticos foram realizados no Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria do
Nucleo Hospitalar Veterinario (NHV) do Centro Universitario Moura Lacerda (CUML) em Ribeirdo
Preto-Sdo Paulo. As dosagens dos tempos de tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de
protrombina (TP) e os valores da concentragdo plasmatica de fibrinogénio foram realizadas em
coagulémetro (COAG 1000, WAMA Diagnostica) com uso de reagentes comerciais da LABTEST®

Diagnostica.

2.4 Analise dos dados

Foram avaliadas as médias, desvio-padrdo, valores minimo e maximo de primatas para 0s
parametros avaliados. Apds esta analise, foi aplicado o Teste de Tukey para comparacdo das médias
entre espécies ao nivel de significancia de 5%. As analises estatisticas foram processadas no software

Statistica versdo 7.0.
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3.RESULTADOS

Dos 30 macacos bugios: 21/30 (70%) eram Alouatta caraya e 9/30 (30%) eram Alouatta
guariba clamitans. (Tabela 1). Os resultados das médias, desvio-padrdo, valores minimo e maximo
das analises referentes a contagem de plaquetas, TP, TTPA e concentracdo de fibrinogénio plasmatico
da populacdo de primatas A. caraya e A. g. clamitans, seguem na tabela abaixo, ao nivel de
significancia de 5%. (Tabela 1).

Tabela 1. Médias, desvio-padrdo, valores minimo e maximo da contagem de plaquetas, tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e concentragdo plasmética de

fibrinogénio entre as espécies de primatas Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans de cativeiro no
Estado de S&o Paulo, Brasil, Jaboticabal, 2018.

) - Populagéo Total Ac Ag valor de
Parametros Analises *
(n:30) (n:21) (n:9) P
Média 273,65 271,33 239,89
DP 122,01 134,23 77,36
Plaquetas (x10%/uL) Minimo 44 a4 146 0,476621
Méximo 538 532 390
Média 218,45 154,05 280,67
.y . DP 200,5 149,03 270,15
A 1 ) 7
Fibrinogénio (mg/dL) Minimo 75 75 36 0,09835
Maximo 811 602 811
Média 32,38 32,00 30,22
TTPA(S) Dl? - 10,45 11,73 10,55 0,583825
Minimo 13,6 20,4 13,6
Méximo 76,4 76,4 46,9
Média 10,88 10,81 10,03
DP 2,38 2,42 2,69
! ' 27457
TP () Minimo 5,8 6,95 5,8 0274576
Maximo 16,6 16,6 13,7

*: Valor de P <0,05, TP: Tempo de Protrombina, TTPA: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada, DP: desvio-
padrdo, s (segundos), Ac (Alouatta caraya), Ag (Alouatta guariba clamitans).

Né&o ocorreram diferencas estatisticas em relacdo aos parametros hemostaticos de macacos
bugios Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans. Os valores minimo e méximo dos primatas A.

caraya na contagem de plaquetas, concentracdo de fibrinogénio plasmatico, tempo de protrombina e
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tempo de tromboplastina parcial ativada ficaram entre (44 a 532 x10°/uL, 7,5 a 602 mg/dL, 6,95 a 16,6

s, 20,4 a 76,4 s), respectivamente.

Por sua vez, os valores minimo e maximo dos primatas A. guariba clamitans referente a
contagem de plaquetas, concentracdo de fibrinogénio plasmatico, tempo de protrombina e tempo de
tromboplastina parcial ativada de (146 a 390 x10%/uL, 36 a 811 mg/dL, 5,8 a 13,7 s e 13,6 a 46,9s),

respectivamente.

4.DISCUSSAO

Alguns trabalhos ja foram realizados sobre a hemostasia de primatas, principalmente do
Velho Mundo, porém a comparagdo dos dados obtidos é limitada devido as possiveis diferencas
entre as populacdes Fatores como idade, tamanho, sexo, sazonalidade, saude, habitat e dieta podem
afetar os parametros (Duncan e Prasse, 1994%8), desde hematoldgicos a hemostaticos. Outros fatores
podem ser o0 método de coleta, recipiente de coleta, concentragdo de anticoagulante, reagentes utilizados,
tempo de armazenamento das amostras de sangue e a temperatura de acondicionamento das amostras

sanguineas (Monce et al., 1995%°).

As disfuncbes plaquetarias sdo classificadas em adquiridas e hereditarias. Na forma adquirida
podem ocorrer devido ao uso de antiflamatérios ndo-esteroidais, proteinas plasmaticas anormais
(paraproteinas do mieloma), autoanticorpos, tranquilizantes e catabélitos que se acumulam no plasma
dos pacientes. Na forma hereditéria, destacam-se a doenca de von Willebrand, vérias trombastenias
(ades@o deficiente de plaquetas umas as outras) e trombopatias (funcdo de plaquetas anormal) [Baker,

2015°]

Né&o ocorreram diferencas significativas na contagem de plaquetas entre o0 sexo e espécies de
bugios neste trabalho. A contagem de plaquetas foi realizada por um contador automatico de células,

em 21 primatas Alouatta caraya (271, 33+134,23). Entretanto, [Satake, 20062°] realizou contagem de
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plaguetas manualmente em Alouatta caraya de vida livre provenientes do Mato Grosso do Sul, e obteve

resultados semelhantes (3226+41,55x10%uL, @ 257+10,67x10%uL) ao desta pesquisa.

Os valores nas contagens de plaquetas observados nos macacos Alouatta caraya ficaram entre
(44x 10/ pL a 538x10%/uL), e foram levemente superiores ao de [Ribeiro et al., 2015%] em Tocantins,
com Alouatta caraya de vida livre, (£115x10° /uL a 314x10%uL, 998x10° /uL a 265x 10% pL
96,33+71,91x10% /uL). Similarmente ao trabalho de [Sanchez-Sarmiento et al., 2015%%], com Aloautta
caraya de vida livre no Estado de S&o Paulo, (487,33+31,60x10%/uL, @ 96,33+71,91x10%/uL). Como
estes animais eram de vida livre, as condigdes do ambiente, de captura, mudanca de habitat, rarefacéo
dos recursos naturais e contato com animais doentes, causam situacfes de estresse croénico e
imunodepresséo, alterando as contagens de plaquetas, 0 que pode ter ocasionado esta diferenga (Vié et

al., 1998%).

Por sua vez, neste trabalho, a subespécie Alouatta guariba clamitans obteve média e desvio-
padrdo na contagem de plaquetas de 239,89+77,36x10° /uL. Resultado semelhante a [Souza-Junior,
2007%] em Santa Catarina, com A. g. clamitans (220,67 + 106,69x10%/uL). O que pode ter contribuido
para isto, é o fato destes animais serem mantidos em cativeiro, e assim, submetidos a melhores condi¢Ges

socio-ambientais que os animais de vida livre.

Os bugios sdo herbivoros e bastante nfluenciados pela sazonalidade alimentar, em diferentes
épocas do ano, devido as mudancas nas folhagens e no nivel nutricional. Grande parte de plantas,
sobretudo vegetais folhosos verdes possuem a vitamina K1. Seu consumo é importante para sintese dos
fatores da coagulacdo no figado. E sua deficiéncia clinica tem sido classicamente descrita como
hipoprotrombinemia e est& associada ao aumento no tempo de protrombina (TP) ou doenca hepética
grave [Rezender et al., 2012?°]. Nesta pesquisa, hdo ocorreram diferencas significativas quanto ao tempo
de protrombina em relag&o as diferentes espécies de bugios estudadas. A populagdo de bugios amostrada
obteve tempo de protrombina entre (5,8 a 16,65), e em relacdo as espécies, em Alouatta caraya os valores

ficaram entre (6,95-16,6s) e Alouatta guariba clamitans (5,8 a 13,7s).
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Resultados de TP em Macaca fascicularis variaram entre (13,1 a 13,9s) [Moore, 2000%]. Ja
[Kelly e Gleise, 19867], obteve com Papio sp de cativeiro, o TP entre (?,12,5a 15,0 s 12,0 a 14,5 s).
Por sua vez, [Hainsey et al., 19932, trabalhando com Pan troglodytes e Papio sp.de cativeiro, teve
como resultados TP de (10,6s a 13,0s) e (11,6 a 14,4s), respectivamente. Embora estes primatas ocorram
no Velho Mundo, os resultados obtidos pelos autores supracitados aproximaram-se dos macacos bugios
desta pesquisa, sugerindo-se que animais cativos tem melhores condi¢Bes socioambientais e alimentares

em comparacdo com animais de vida livre, com menor interferéncia nos parametros hemostaticos.

Os valores obtidos no tempo de tromboplastina parcial ativada ndo foram diferentes
significativamente entre as espécies de Alouatta estudados. [Mrema et al., 1984%°] com Aotus trivirgatus
obteve TTPA (19,6 £ 1,8s) inferior aos bugios deste trabalho (13,6 a 76,4 s). O autor justifica que o
TTPA prolongado pode ser indicio de mudancas ambientais e dietaria em colnias de primatas
estudadas, e considera curto e aceitavel o tempo de tromboplastina parcial ativada obtido nos macaco-

da-noite.

Ja [Kelly e Gleise, 198627] obtiveram em babuinos de cativeiro, TTPA de (928,0a35,0's, 29,0
a 35,5s) e [Hainsey et al., 1993%¢] em Pan troglodytes de cativeiro entre (17,7 a 24,5 s), resultados
inferiores em relacdo ao valor maximo do TTPA das espécies de bugios desta pesquisa. Os resultados
observados por estes autores foram justificados como as diferengas existentes entre os parametros

hemostaticos de géneros de primatas.

Em relacdo aos bugios amostrados nesta pesquisa, ndo ocorreram diferencas significativas na
concentracdo de fibrinogénio plasmatico entre as espécies estudadas. Comparando-se bugios com Papio
sp (9199 a 330 mg/dL, 3120 a 310 mg/dL) [Kelly e Gleise, 1983%"] e Pan troglodytes (9225 mg/dL—
485 mg/dL, 3223 mg/dL-505 mg/dL) (Hainsey et al., 1993%), o valor minimo da popula¢do amostrada
foi inferior, enquanto 0 maximo apresentou-se superior (7,5 a 811 mg/dL). Pode-se atribuir isto, a

diferenca existente entre 0s parametros sanguineos de géneros de primatas.
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5.CONCLUSAO

Este trabalho refere-se ao primeiro estudo sobre as dosagens do tempo de protrombina, tempo
de tromboplastina parcial ativada e concentra¢do de fibrinogénio plasmatico de macacos bugios de
cativeiro no Brasil, contribuindo de maneira significativa para a medicina veterinaria de animais
selvagens. Nesta pesquisa, ndo ocorreram diferencas significativas entre as espécies de primatas

Alouatta estudadas.
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CAPITULO 3- Avaliacéo dos parametros hematoldgico, bioquimica sérica e eletroforese
de proteinas séricas de macacos bugios Alouatta (Primates, Atelidae) de cativeiro no
Estado de Sdo Paulo, Brasil (Artigo nas Normas da Revista American Journal of

Primatology)

CRISTIANE MARIA FERNANDES MELO?!, EDMILSON RODRIGO DANEZE!, JORGE

ALFONSO MORALES- DONOSO?, MARCIA FERREIRA DA ROSA SOBREIRA?

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil*

Departamento de Patologia Clinica Veterinaria, Centro Universitario Moura Lacerda, Ribeiréo

Preto, Sd0 Paulo?

Os parametros sanguineos de animais domésticos e selvagens variam conforme as
caracteristicas ambientais das regides em que se encontram e caracteristicas individuais
como sexo, espécie e idade. O presente estudo teve como escopo principal comparar 0s
parametros hematoldgicos, bioquimicos e o proteinograma sérico de primatas entre as
espécies Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans de cativeiro no Estado de Séao
Paulo, sudeste do Brasil, para uso como padrdo fisoldgico. No hemograma, ocorreram
diferencas significativas em relacdo as espécies, apenas na contagem de hemaécias. Na
bioquimica sanguinea, os resultados referentes as dosagens de creatinina, ureia e fosfatase
alcalina ndo apresentaram diferencas, mas, em relacdo as dosagens de alanina
aminotransferase, os valores foram significativamente diferentes. Quanto ao
proteinograma sérico, ocorreram diferencas estatisticas apenas em relacdo ao valor da
proteina total. No presente estudo, pode-se concluir que ocorreram diferencgas quanto aos
parametros entre as espeécies estudadas. Os parametros fisiologicos obtidos contribuem

assim como fonte de estudos para outros pesquisadores.

Palavras-chave: hematologia, bugios, avaliacdo renal, proteinas de fase aguda, Brasil
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1. | INTRODUCAO

Os primatas Alouatta (Lacépede, 1799) sdo animais arboricolas, de grande porte, herbivoros,
com corpo magcico e longa pelagem. Estes representantes da subordem Platyrrhine (Primatas
do novo mundo) sdo conhecidos aqui Brasil como guaribas, barbados ou gritadores e seu
dimorfismo sexual e diferenciacdo entre espécies se da pelo tamanho do 0sso hidide, tamanho
dos caninos, tamanho corpdreo e cor da pelagem [Auricchio, 1995, Pough et al., 2003]. Existe
uma preocupacao por parte dos pesquisadores em se estabelecer parametros hematoldgicos e
bioquimicos de acordo com cada regido, uma vez que o clima, altitude e manejo sdo fatores que
influenciam nesses parametros, e para isto, consideram-se nas pesquisas, caracteres individuais

como sexo e idade [Ferreira, 2009].

No hemograma, os constituintes do eritrograma de primatas variam com o sexo e a idade
[Campbell, 2006]. Alguns trabalhos relatam que situacdes de estresse podem influenciar na
concentracdo de hemoglobina, valor do hematdcrito e contagem de hemacias, entretanto, de
acordo com Satake [2006], o baco dos primatas € um érgdo que sofre pouca reacao frente a

estas situacoes.

O leucograma dos macacos bugios de cativeiro e vida livre é bastante influenciado pelo
estresse. Isto constitui uma resposta bioldgica mediada pela liberacdo de horménios e esterdides
adrenocorticotroficos, que induzem a uma apoptose de linfdcitos e alterada distribuicdo destas
células [Vié et al., 1998; Satake, 2006; Flaiban et al., 2009; Rovirosa-Hernandez et al., 2012;

Sanchez-Sarmiento et al., 2015].
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Na bioquimica sanguinea, a mensuracdo da concentracdo sérica ou plasmaética de
creatinina e do nitrogénio da uréia sdo amplamente utilizados na avaliacdo da fungéo renal de
primatas, seguindo os mesmos principios descritos para mamiferos domésticos [Campbell,
2006]. A elevacéo dos niveis séricos de ureia e creatinina em primatas, corresponde a um forte
indicio de insuficiéncia renal aguda ou cronica, embora este aumento também possa ocorrer em
situagcBes de catabolismo protéico, nas infecgdes, traumatismos ou hemorragias digestivas

[Almosny, 2009].

Para avaliacdo da integridade hepética, sdo realizadas a mensuracdo da alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). A ALT é encontrada no citoplasma dos
hepatocitos e classificada como enzima de armazenamento e seu aumento indica lesdo hepética
aguda, enquanto a fosfatase alcalina (FA) sintetizada pelas células dos ductos biliares, é
considerada uma enzima de inducdo e seu aumento indica obstrucdo das vias biliares ou

colestase (Allison, 2015).

Os procedimentos para avaliacdo laboratorial das proteinas séricas de primatas séo
semelhantes aos descritos para mamiferos domésticos e humanos (Campbell, 2006). As
proteinas de fase aguda séo classificadas em positivas e negativas. As positivas apresentam
aumento na concentracdo sérica durante o processo inflamatdrio, e sdo as seguintes: proteina C
reativa, a proteina ligadora de manose, a alfa-1 antitripsina, a alfa-1 antiquimiotripsina, a alfa-
2 macroglobulina, o fibrinogénio, a protrombina, o fator VIII, o fator de von Willebrand, o
plasminogénio, os fatores do complemento, a ferritina, a amildide A sérica, a ceruloplasmina,
a haptoglobina e a alfa-1 glicoproteina &cida. As proteinas de fase aguda negativa sdo aquelas
cuja sintese é diminuida durante o processo inflamatério, sendo: a albumina, a transferrina, a

pré-albumina e a proteina de ligacéo do retinol (Jain et al., 2011).
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Estudos desenvolvidos sobre a hematologia e bioquimica sanguinea de primatas Alouatta
nas Ameéricas Central e do Sul foram desenvolvidos por Vié et al. [1998] na Guiana Francesa,
Rovirosa-Herndndez et al. [2012] no México e Carlos-Erazo et al. [2016] no Peru. Aqui no
Brasil, trabalhos sobre a hematologia e bioquimica de macacos bugios foram desenvolvidos por
Satake (2006) no Parana; Souza-Junior (2007) em Santa Catarina; Flaiban et al. (2009) no
Parand; Ribeiro (2015) em Tocantins; Sanchez-Sarmiento et al. (2015) em S&o Paulo; Yunes

(2016) no Para.

Diante do exposto acima, este trabalho visa comparar os parametros hematol6gicos,
bioquimicos e eletroforéticos protéicos entre as espécies Alouatta caraya e Alouatta guariba
clamitans de cativeiro no Estado de S&o Paulo, sudeste do Brasil, para atuarem como modelo

de referéncia para outros bugios mantidos em cativeiro.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 | Animais de estudo

Foi colhido sangue de macacos Alouatta caraya e Alouatta guariba clamitans de cativeiro em
nove municipios do Estado de Séo Paulo: Zooldgico de Ilha Solteira, Zoolégico Municipal
Missina Palmeira Zancaner em Catanduva, Zooldgico Municipal Joaquim Garcia Franco em
Guaira, Zooldgico Thermas do Laranjais em Olimpia, Bosque Municipal Fabio Barreto em
Ribeirdo Preto, Zool6gico Municipal de Guarulhos, Parque Municipal Quinzinho de Barros em
Sorocaba, Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) em Botucatu, e
ainda, no Projeto Mucky, na cidade de Itu (figura 1). Inicialmente os animais foram contidos
com um pucé e conduzidos ao ambulatério dos criatérios, anestesiados com associa¢do de
cloridrato de tiletatmina/ cloridrato de zolazepam na dose de 6 mg/Kg pela via intramuscular

(IM).
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Figura 1.Municipios de realizacdo das coletas de sangue de macacos Alouatta caraya e

Alouatta guariba clamitans de cativeiro no Estado de S&o Paulo, Brasil, 2018. Foto: Cristiane

Maria F. de Melo

2.2. | Andlises hematologicas

Para coleta de sangue, foi realizada a antissepsia da regido da veia cefalica e foi colhido 3mL

de sangue em tubos contendo 7,2 mg de acido acetil etilenodiamino tetra-acetico dipotassico

(K:EDTA) para realizagdo do hemograma. Apos homogeneizagdo, foram realizadas as

contagens globais de hemacias, leucocitos e plaguetas, assim como determinacdo do volume

globular (VG), concentracdo de hemoglobina (Hgb), volume corpuscular médio (VCM),

hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular media
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(CHCM), com auxilio de um contador automatico de células (HORIBA Analisador, modelo
ABS Micros ESV 60). A contagem diferencial de leucdcitos, objetivando determinar o
percentual de basdéfilos, eosindfilos, neutréfilos em diferentes estdgios maturacionais, linfécitos
e mondcitos, foi obtida em microscopia dptica (aumento de 1.000 vezes) a partir do exame de

esfregacos sanguineos corados a base de Romanowsky modificado.

2.3| Bioguimica sanguinea

Para analise da bioquimica sanguinea, foram colhidos 2 mL de sangue da veia cefalica,
acondicionados em tubos com ativador de coagulo, e posteriormente, submetidos a
centrifugacdo por 10 minutos (1.529 G). As aliquotas de soro foram conservadas em nitrogénio
liquido (-196°C) até 0 momento das andlises. Para as analises bioquimicas foram utilizados
conjuntos de reagentes comerciais da LABTEST® Diagndstica, a fim de dosar as concentracdes
de ureia, creatinina, e as atividades da alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA)
em um espectrofotdmetro semiautomatico (Labquest/ Labtest - Lagoa Santa — Minas Gerais —
Brasil). Todas as analises foram realizadas no Laborat6rio de Patologia Clinica Veterinaria
“Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “Governador Laudo

Natel” da FCAV/Unesp em Jaboticabal Sao Paulo, Brasil.

2.4| Eletroforetograma de proteinas séricas

As eletroforeses de proteinas foram realizadas com amostras de soro sanguineo no Laboratério
de Apoio do Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria da FCAV-UNESP através da
técnica SDS-Page (Laenmli, 1970). As corridas eletroforéticas foram realizadas em
miliamperagem pré-fixada em 20 mA para o gel de empilhamento e de 25 mA para o gel de

separacdo, sendo a duracdo média de 5 horas e 30 minutos. O gel foi corado com azul brilhante
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de Coomassie e 0 excesso de corante foi retirado com solugéo de 250 mL de metanol, 100 mL
de &cido acético glacial e 1.000 mL de &gua destilada. A leitura do gel foi realizada em

densitometro computadorizado (SHIMADZU CS-9301-Japan).

2.5|Analise estatistica

Foram avaliadas as médias e desvio-padrdo para todos os parametros avaliados nas analises
hematoldgicas, bioquimicas e eletroforéticas. Apds esta etapa, foi aplicado o Teste de Tukey
para comparacdo das médias entre os sexos ao nivel de significancia de 5%. As analises

estatisticas foram processadas no software Statistica versdo 7.0

3| RESULTADOS

Nesta pesquisa, 0s primatas submetidos as analises hematoldgicas foram: 27/42 (64,28%)
macacos Alouatta caraya e 15/42 (35,72%) Alouatta guariba clamitans. No hemograma dos
bugios amostrados, ocorreram diferencas significantes entre as espécies, apenas na contagem

de hemacias (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise hematoldgica entre 27 Alouatta caraya e 15 Alouatta guariba clamitans

macacos bugios Alouatta de acordo com o sexo, de cativeiro no Estado de Séo Paulo, Brasil,

2018.
Parametros avaliados Animais Valor de p*
A.guariba A. caraya(27)
clamitans(15)

Hemadcias (x10%/uL) 4,94+0,52 4,35+0,84 0,034681*
Volume Globular (%) 42,01+8,74 37,5415,25 0,167354
Hemoglobina (g/dL) 13,3+2,66 12,6+1,72 0,493470
VCM (fL) 84,39+5,64 86,2616,62 0,635704
HCM (pg) 27,62+3,23 29,2412 82 0,206758
CHCM (%) 32,05+2,88 33,63+1,99 0,076714
Leucocitos (x10%/uL) 12,58+5,84 12,28+4,36 0,426954
Neutrofilos 75,3+4,92 71,54£3,15 0,495292
segmentados (x 10%/uL)

Neutrdéfilos bastonetes 5,2+7,7 7,1+3,1 0,477892
(x 10%/uL)

Eosindfilos (x 10%/uL) 2,9+1,6 2,29+1,9 0,419204
Basofilos (x 10%/uL) 1,28+4,8 1,3+4,8 0,892912
Linfécitos (x 10%/uL) 38,4114 38,68+1,9 0,658978
Mondcitos (x 10%/uL) 8,4 £6,40 9,6+7,8 0,870876
Plaquetas (x 10%/uL) 239,89+77,36 271,33+134,2 0,476621

VCM: Volume corpuscular médio, HCM: Hemoglobina corpuscular média, CHCM:
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, *: p < 0,05.

Os valores minimo e maximo observados nesta pesquisa para Alouatta caraya no
eritrograma foram: hemacias (3,58 x10%uL a 6,16 x10°%uL), hemoglobina (10,5 g/dL a 17,5 g/dL),
volume globular (29,3% a 54%), VCM (74 fL a 99 fL), HCM (25,1 pg a 35,9 pg), CHCM (30,2% a
37,4%). Quanto ao leucograma e plaquetograma, os valores minimo e maximo observados foram:
contagem total de leucécitos (5,9 x10%/uL a 22,7 x10%/uL), neutréfilos segmentados (20 x 10%/uL a 35 x
10%/uL), neutréfilos bastonetes (0,0 x 10%/uL a 2,0 x 10%/uL), eosindfilos (0 x 10%/uL a 8 x 10%/uL),
basofilos (0x 10%/uL a 1 x 10%/uL), linfécitos (10x 10%uL a 50 x 10%/uL), mondcitos (3 x 10%/uL a 10 x

10%/uL), plaquetas (70x 10%uL a 350 x 10%/uL).
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Os valores minimo e maximo observados no eritrograma de Alouatta guariba clamitans foram:
hemaécias (3,87 x10%/uL a 6,65 x10°%/uL), hemoglobina (9,8 g/dL a 18,5 g/dL), volume globular (31,6%
a 58,3%), VCM (73,1 fL a 96 fL), HCM (21,9 pg a 32,3 pg), CHCM (25,1% a 36,3%). Quanto ao
leucograma e plaquetograma, os resultados minimo e maximo foram: contagem total de leucdcitos (7,5
x10%/uL a 26,8 x10%/uL), neutréfilos segmentados (50x 10%/uL a 80x 10%/uL), neutréfilos bastonetes (0,0
X 10%/uL a 2,0 x 10%/uL), eosindfilos (0 x 10%uL a 10 x 10%uL), baséfilos (Ox 10%/uL a 1 x 10%uL),
linfécitos (30x 10%/uL a 50 x 10%uL), mondcitos (3 x 10%uL a 10 x 10%/uL), plaquetas (80x 10%/uL a

465 x 10%/uL).

Foram submetidos para as analises bioquimicas: 13/18 (72,3%) macacos Alouatta
caraya e 5/18 (27,7%) Alouatta guariba clamitans. Nas analises bioquimicas, os resultados
referentes as dosagens de creatinina, ureia e fosfatase alcalina (FA) ndo apresentaram diferencas
estatisticas. Porém, nas dosagens de alanina aminotransferase (ALT) os valores foram

significativamente diferentes (Tabela 2).

Os valores minimo e maximo observados nos primatas Alouatta caraya desta pesquisa
foram: ureia (11 mg/ dL a 51 mg/ dL), ALT (5 Ul/L a 15 UI/L), FA (11 Ul/L a 1177 UI/L) e
creatinina (0,6 mg/ dL a 1,7 mg/ dL). Quanto a populacdo dos Alouatta guariba clamitans os
valores minimo e maximo foram: ureia (25 mg/ dL a 37 mg/ dL), ALT (15 UI/L a 26 UI/L),

creatinina (0,5 mg/ dL a 1,3 mg/ dL) e FA (107 UI/L a 807 UI/L).
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Tabela 2. Andlise Bioguimica de 13 Alouatta caraya e 5 Alouatta guariba clamitans, de acordo

com o sexo, de cativeiro no Estado de Sdo Paulo, Brasil, 2018.

Grupos
Parametros A. guariba Valor de p*
cla?nitans (5) A. caraya (13)
Creatinina 0,78+0,32 0,98+0,31 0,472825
Ureia 30,4+14,96 36,92+4,98 0,489345
ALT 17,2+4,92 6,92+3,2 0,000136*
Fosfatase alcalina 316,2+315,3 355,0+326,8 0,654820

Creatinina (mg/ dL); ureia (mg/ dL); ALT: Alanina aminotransferase (Ul/L), FA: Fosfatase
alcalina (UI/L), *: p <0,05

Quanto a eletroforese de proteinas ocorreram diferencas estatisticas entre as espécies
estudadas, apenas em relacdo ao valor da proteina total (Tabela 3) neste trabalho. Foram
identificadas nove proteinas, em 9/29 (31,03%) Alouatta guariba clamitans e 20/29 (68,96%)
Alouatta caraya: imunoglobulina A (139.000 D), ceruloplasmina (125.000 D), transferrina
(79.000 D), albumina (69.000 D), imunoglobulina G de cadeia pesada (58.000 D), haptoglobina
(45.000 D), a 1 anti-tripsina (42.000D), imunoglobulina G de cadeia leve (32.000 D), PM22

(22.000 D).

Os valores minimo e maximo observados na eletroforese de proteinas dos Alouatta
caraya foram:proteina total (4.000 a 11.400 mg/ dL), IgA (13 a 200 mg/ dL), Ig G (150 a 2.070
mg/ dL), ceruloplasmina (10 a 250 mg/ dL), transferrina (260 a 1.150 mg/ dL), albumina (3.160
a 8.300 mg/ dL), haptoglobina (23 a 250 mg/ dL), a 1 anti-tripsina (0,4 a 40 mg/ dL), PM22

(25 a 690 mg/ dL).

Enquanto os valores minimo e maximo em Alouatta guariba clamitans foram: proteina
total (6.300 a 11.700 mg/ dL), IgA (30 a 430 mg/ dL), Ig G (550 a 1.909 mg/ dL),

ceruloplasmina (30 a 910 a mg/ dL), transferrina (220 a 1.380 mg/ dL), albumina (3.200 a 7.600
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mg/ dL), haptoglobina (3 a 70 mg/ dL), a 1 anti-tripsina (3 a 70 mg/ dL), PM22 (90 a 202 mg/

dL).

Tabela 3. Comparacéo dos resultados das andlises do proteinograma dos macacos bugios de
machos e fémeas obtidas por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio

(SDS-PAGE), no Estado de S&o Paulo, Brasil, 2018.

Grupos
mg/dL A. guariba Valor de p*
clamgi tans (9) A. caraya (20)
Proteina Total 8300+£2029 7985+1691 0,039380*
IgA 105,9+123,8 149,7+47,6 0,290115
Ceruloplasmina 165,56+286,71 62,85+54,61 0,215698
Transferrina 561,7+217,27 658,0+369,08 0,514296
Albumina 5757,7+1416,3 5476,1+1237,4 0,116855
1gG pesada 1063,2+456,4 1219,8+458,21 0,312286
Haptoglobina 67,78+51,69 78,20+50,68 0,792690
Alfa lanti-tripsina 18,25+21,28 12,92+12,42 0,336647
PM 22 158,78+144,96 11456+43,63 0,249843

IgA: Imunoglobulina A, 1gG: Imunoglobulina G, PM22 (proteina de peso molecular 22),
*
:p<0,05

4| DISCUSSAO

Nesta pesquisa, as médias e desvio-padrdo na ontagem de hemaécias e volume globular de
Alouatta guariba clamitans foram de (4,94+0,92 e 42,01+8,74). Em Santa Catarina, Souza-Juanior
[2007], obteve resultados semelhantes com Alouatta guariba clamitans de cativeiro (4,23 +
0,62 e 34,90 + 1,56), estes autores consideraram os valores obtidos altos. Em relagéo ao sexo,
nesta pesquisa, os valores da contagem de hemacias e valor do hematdcrito para a espécie
supracitada foram para os machos de (£'4,19+0,47 e 34,65+3,94) e (94,29+0,47, 42,33+7,44). Em
comparagio com o autor acima (34,45 + 0,56 e 36,73 £ 1,27) e (93,81 £ 0,52 € 31,14 + 1,31), os
valores também foram semelhantes. Estes autores atribuiram este resultado ao fato dos machos
terem maior massa muscular do que as fémeas, e portanto maior quantidade de eritrocitos para

carrear oxigénio e suprir os tecidos.
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Em comparagdo com as pesquisas de Souza-Janior [2007] em Santa Catarina com
Alouatta guariba clamitans (populagéo estudada: 5,35 £ 2,67) os resultados obtidos nesta
pesquisa na contagem de leucocitos totais da populacdo estudada mostrou-se superior

(12,58+5,84).

Nesta pesquisa, ocorreram diferencas significativas quanto ao sexo em relacdo a
contagem total de leucdcitos da populacdo de Aloutta caraya, onde os valores foram
(314,78+6,2 e 911,4+3,6), dados inferiores aos machos e fémeas Alouatta caraya de cativeiro

de Sanchez-Sarmiento et al. [2015] ($'38,86+8.75, ©39,00+1.41) no Estado de Séo Paulo.

Os leucdcitos sdo as principais células que sofrem alteracdo em resposta ao estresse agudo
[Dhabhar, 2002], e os animais deste estudo encontravam-se sob situacao de estresse, devido ao
manejo na hora da contencdo. Comparativamente a média e desvio-padrdo do trabalho de
Ribeiro et al. [2015] (311,73+4,49; ©18+3,9) Alouatta caraya capturados em vida livre, os
valores observados na contagem total de leucécitos dos bugios foram semelhantes. O estresse
é um estimulo adaptativo do organismo com respostas para lutar contra a mudanga ambiental
(Fowler, 1978) e apresenta um efeito distinto na funcdo imunoldgica que, sob condicdes de

estresse agudo, como captura, transporte e manipulacdo, promove imuno-estimulacgéo.

Em relacdo as analises bioquimicas, as dosagens de ureia sanguinea da populacdo de
bugios Alouatta guariba clamitans (30,4+14,96) e Alouatta caraya (36,92+4,98) néo
mostraram diferencas significativas. As médias observadas neste trabalho foram superiores as
observadas por Vié et al. [1998] (£9,41,2, 29,0+1,2) na Guiana Francesa € Rovirosa-Hernandéz
et al. [2012] no Meéxico. Situagbes como estado de hidratacdo, captura, contencdo, dieta

hiperprotéica podem ter contribuido para o aumento da ureia sanguinea dos bugios. Quanto as
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dosagens de creatinina sérica ndo ocorreram diferencas significativas entre os A. guariba clamitans e

A. caraya.

Na avaliagdo da integridade hepéatica dos bugios ndo foi observada diferencas
estatisticas entre as espécies de bugios estudadas A. guariba clamitans (316,2+315,3) e A.
caraya (355,0+326,8) quanto a FA. Nesta pesquisa, os valores da fosfatase alcalina podem ter
sido aumetandos pela alimentagdo com racgéo canina que os animais de algumas localidades
eram submetidos, uma vez que os bugios sdo herbivoros, isto pode ter provocado o aumento da
FA. Os resultados observados foram superiores ao de [Rovirosa-Hernandez et al., 2012], em
sua pesquisa com Alouatta pigra, em que nos machos foram de (236,5 £ 74,24) e nas fémeas
de (215 +114,55). Estes autores também consideraram os valores da fosfatase alcalina acima
do normal, indicando problemas hepéticos nos primatas avaliados. Mas, ocorreram diferencas na

dosagem de ALT entre as espécies A. caraya e A. guariba clamitans. Em comparac¢do com [Souza-
Junior, 2007] com A. guariba clamitans de cativeiro a ALT foi de (34,16+17,72), valores superiores aos

obsevados nesta pesquisa (17,2+4,92).

No proteinograma sérico, ocorreram diferencas estatisticas entre as espécies A. caraya
(7985+£1691) e A. guariba clamitans (8300+2029) apenas em relacdo ao valor da dosagem de
proteina total. No caso dos macacos bugios, bem como para muitas espécies de primatas
neotropicais, pouco se tem documentado a respeito do metabolismo proteico [Almosny, 2009].
Devido as mudancas no forrageamento nas épocas do ano e nos niveis proteicos diferentes,
torna-se complexa a compreensdo dos niveis consumidos por primatas [Yunes, 2016]. Na
pesquisa de [Satake, 2006] com Alouatta caraya também foram observadas no
eletroforetograma as proteinas citadas acima: imunoglobulina A, ceruloplasmina, transferrina,

albumina, imunoglobulina G de cadeia pesada, haptoglobina, imunoglobulina G de cadeia leve.
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Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo similares aos observados por [Rovirosa-
Hernandez et al. 2012] com Alouatta seniculus na Guiana Francesa e [Yunes, 2016] no Mato
Grosso do Sul com Alouatta belzebul. Em ambos estudos, a concentragdo dos teores de proteina
total sérica pareceram flutuar mediante as situaces de desidratacdo, sem qualquer associacdo

com doenca hepatica ou disturbios que cursem com hipoproteinemia.

5| CONCLUSAO

Nas condicBes do presente estudo, os parametros hematoldgicos de macacos bugios
Alouatta apresentaram pouca distincao entre as espécies Alouatta caraya e Alouatta guariba
clamitans, sendo as diferencas estatisticamente relevantes encontradas na contagem de
hemacias. Nas andlises bioquimicas sanguineas, ocorreram diferencas estatisticas, apenas em
relacdo as dosagens de alananina aminotransferase (ALT). E em relacdo ao proteinograma
ocorreram diferencas significativas as espécies estudadas apena sem relacdo as dosagens de

proteina total sérica.
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RESUMO

O objetivo foi investigar os parametros hematoldgicos, bioquimicos e eletroforéticos de
proteinas séricas de macacos bugios “Alouatta spp.” de cativeiro submetidos a deteccédo
molecular de hemoplasmas e Bartonella spp. no Estado de Sdo Paulo, sudeste do Brasil. Foram
avaliadas amostras de sangue de 68 macacos bugios para realizacdo do hemograma e ensaios
da PCR convencional para hemoplasmas, baseados nos genes 16S rRNA e RNase P e para
Bartonella spp. baseado no gene gltA. Todos os macacos bugios amostrados mostraram-se
negativos para Bartonella spp. Para hemoplasmas, 18 (26,47%) mostraram-se positivos na
cPCR baseada no gene 16 S rRNA e 1 (5,55%) na cPCR baseada no gene RNase P. A analise
filogenética baseada em um fragmento de 1280 pb do gene 16S rRNA, posicionou as sequéncias
obtidas préximas a Candidatus Mycoplasma kahanei. No hemograma, valores dos linfécitos e
monacitos dos macacos bugios foram maiores que os encontrados na literatura, enquanto das
plaquetas menores. Para bioquimica sanguinea e eletroforese de proteinas ndo foram
observadas diferencas significativas entre os bugios positivos e negativos para hemoplasmas.
Este estudo mostrou a infec¢do por um genotipo filogeneticamente associado a Candidatus
Mycoplasma kahanei.

Palavras-chave: bartonelose, caracterizagdo molecular, macacos bugios, micoplasmas

hemotroficos, América do Sul.
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1.Introdugéo

Os primatas Alouatta sdo animais arboricolas, de grande porte, com corpo magico e
longa pelagem. S&o conhecidos aqui no Brasil como guaribas, barbados ou gritadores, e 0
dimorfismo sexual e idade se da pelo tamanho do osso hidide, tamanho dos caninos, tamanho
corporeo e cor da pelagem. Séo os representantes Platyrrhine que apresentam maior habilidade
de sobrevivéncia em areas florestais remanescentes ou degradadas, devido a sua alimentacao
folivora e por apresentarem um sistema digestério contendo bactérias e protozoarios que
degradam a celulose [Auricchio, 1995%; Pough et al., 2003?].

A verificagcdo dos aspectos sanitarios de animais selvagens mantidos em cativeiro
propicia o diagnostico de enfermidades que pde em risco a vida ou 0 bem-estar desses animais,
neste sentido, o género Mycoplasma spp. (hemoplasmas ou micoplasmas hemotréficos)
engloba bactérias que parasitam as hemacias de numerosas espécies de animais, incluindo os
seres humanos [Maggi et al., 2003%]. S&o bactérias desprovidas de parede celular e que contém
0 menor genoma ndo viral conhecido, variando de 580 kb a aproximadamente 2.000 kb,
possuindo ribossomos e DNA circular de fita dupla. Sdo incriminados como agentes causadores
de anemia hemolitica infecciosa em varias espécies de mamiferos [Neimark et al., 2001%; Berent
et al., 2003°]. Animais parasitados por hemoplasmas podem apresentar hemolise extravascular,
principalmente no baco, figado, pulmdo e medula 6ssea, e ainda, o parasitismo pode estar
associado a hemdlise intravascular, devido a fragilidade dos eritrécitos parasitados por tais
bactérias [Tasker, 2010°].

Hemoplasmas foram identificados por meio de métodos moleculares: Candidatus
Mycoplasma aoti em Aotus trivigatus nos Estados Unidos [Baker et al., 20117], Candidatus M.
haemominutum em Saimiri scireus na Guiana Francesa [Neimark et al, 20028], Candidatus
Mycoplasma haemomacaque em Macaca fuscata no Japdo [Sashida et al., 2014°], Candidatus
Mycoplasma haemomacaque em Macaca fascicularis nos Estados Unidos [Maggi et al., 20133].
No Brasil, hemoplasmas foram detectados em espécimes de Alouatta caraya, Sapajus apella,
Saimiri scirieus, Sapajus nigritus, Callithrix jacchus, Sapajus flavius nos Estados do Parana,
Maranh&o e Paraiba [Cubilla, 20122°; Santos et al., 2013'*; Bonato et al., 2015'%; Cubilla et al.,
2017%3; Santos et al., 20174].

Ja Bartonella spp. sdo hemoparasitas de importancia médica e veterinaria que infectam

ampla variedade de hospedeiros, tendo varios mamiferos como reservatérios. Sao classificados



54

como bacilos aerébicos facultativos, fastidiosos e Gram-negativos [Bonato et al., 2015%].
Bartonella quintana foi detectada em Macaca fascicularis nos EUA, em Macaca mulatta e
Macaca fascicularis na China, em Gorilla gorilla na Africa Ocidental e em Macaca fuscata no
Jap3o [O'Rourke et al., 2005%°; Li et al., 2013'; Bonato et al., 2015'°; Bittar et al., 20148; Sato
et al., 2015%]. No Brasil, até o presente momento, Bartonella spp. ainda ndo foi relatada em
primatas ndo-humanos.

Diante disto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia de
hemoplasmas e Bartonella spp. em macacos bugios mantidos em cativeiro, no Estado de Sao
Paulo, sudeste do Brasil. Adicionalmente, o presente trabalho, objetivou investigar as possiveis
alteragbes hematoldgicas, bioquimicas e eletroforéticas de proteinas séricas associdadas a

positividade para hemoplasmas e Bartonella spp. em primatas de cativeiro.

2.Material e Métodos

2.1. Autorizacdo da pesquisa

Esta pesquisa foi aprovada pelo Sistema de Autorizacéo e Informacao da Biodiversidade
(SISBIO, n° de cadastro: 51662-2) e aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Estadual Paulista-Julio de Mesquita (protocolo: 5.595/16).

2.2. Animais de estudo

No periodo de abril de 2016 a janeiro de 2017, foram colhidas amostras de sangue de
68 macacos Alouatta de cativeiro, de nove municipios do Estado de S&o Paulo, sendo em
zooldgicos e criatorios: Zooldgico de llha Solteira, Zooldgico Municipal Missina Palmeira
Zancaner em Catanduva, Zooldgico Municipal Joaquim Garcia Franco em Guaira, Zooldgico
Thermas do Laranjais em Olimpia, Bosque Municipal Fabio Barreto em Ribeirdo Preto,
Zooldgico Municipal de Guarulhos, Parque Municipal Quinzinho de Barros em Sorocaba,
Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS) em Botucatu, e ainda, no
Projeto Mucky, na cidade de Itu (Figura 1). Os animais foram anestesiados com associagéo de
cloridrato de tiletatmina/ cloridrato de zolazepam (Virbac Brasil ®), na dose de 6mg/kg pela

via intramuscular (IM).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi4n8DLq9XXAhWHWpAKHe_PCJIQFggzMAI&url=https%3A%2F%2Fmx.virbac.com%2Fhome%2Fproductos%2Fanimales-de-compania%2Fproductos%2Fanestesicos%2Fmain%2Fvirbac-product-list%2Fzoletil-100.html&usg=AOvVaw1pvzR8OBsBn21IhX82Ro1Z
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Figura 1. Mapa evidenciando os municipios do Estado de S&o Paulo onde foram realizadas coletas de sangue
dos macacos bugios. Estado de S&o Paulo, Brasil, 2018. Foto: Cristiane Maria F. de Melo

2.3. Andlises hematoldgicas
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Para realizacdo das analises, foi colhido amostras de sangue através das veias cefalica e

jugular. Para 0 hemograma, o sangue foi acondicionado em tubos contendo 7,2 mg de &cido

acetil etilenodiamino tetra-acético dipotassico (K:EDTA) da Becton Dickinson (BD). Em

seguida, o sangue foi homogeneizado e as contagens globais de hemacias, leucécitos e

plaquetas, assim como determinacgdo do volume globular (VG), concentragcdo de hemoglobina

(Hgb), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),

concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), foram realizadas com auxilio de um
contador automatico de células (HORIBA MEDICAL Analisador, modelo ABS Micros ESV

60). A contagem diferencial de leucdcitos, objetivando determinar o percentual de baséfilos,

eosinofilos, neutrofilos bastonetes, neutrofilos segmentados, linfocitos e monadcitos, foi obtida
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a partir do exame, em microscopio de luz (aumento de 1.000 vezes), de esfregagos sanguineos
corados com Giemsa (Sigma-Aldrich).

2.4. Analises bioquimicas sanguineas

Para analises bioquimico-séricas de substancias que avaliam a funcionalidade ou
integridade renal e hepatica, realizou-se coleta de sangue em tubos com ativador de coagulo,
cujas amostras foram posteriormente centrifugadas, e 0 soro sanguineo separado e armazenado
em nitrogénio liquido (-196° C). Para as avalia¢des, foram utilizados Kits comerciais da Labtest
Diagnostica (Lagoa Santa — Minas Gerais — Brasil), a fim de dosar as concentragdes de ureia e
de creatinina, e as atividades de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). As
analises hematoldgicas e bioquimicas foram realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterindrio

“Governador Laudo Natel” da FCAV/Unesp em Jaboticabal Sao Paulo, Brasil.

2.5. Proteinograma sérico

Para realizacdo da eletroforese de proteinas séricas, foram colhidas amostras de sangue
em tubos contendo ativador de coagulo. Inicialmente foram dosadas as proteinas totais pelo
Método do Biureto, com auxilio de um conjunto de reagentes da marca Labtest Diagnostica
(Lagoa Santa — Minas Gerais — Brasil) e leitura em espectrofotdmetro semiautomatico
(Labquest/ Labtest - Lagoa Santa — Minas Gerais — Brasil ) no Laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria “Professor Dr. Joaquim Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario
“Governador Laudo Natel” da FCAV/Unesp em Jaboticabal Sao Paulo, Brasil. Posteriormente,
as eletroforeses foram realizadas no Laboratério de Apoio do Departamento de Clinica e
Cirurgia Veterinaria da FCAV/UNESP.

A técnica consistiu na identificacdo e quantificacdo das proteinas séricas por meio do
fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-

PAGE), segundo a técnica descrita por [Laemmli, 19702°] utilizando-se um sistema vertical de

eletroforese (PROTEAN 1l X1 VERTICAL ELETROPHORESIS CELLS® - BIO-RAD) e
empregando-se gel de empilhamento a 4 % e gel de separagéo a 10%. As corridas eletroforéticas
foram realizadas em miliamperagem pré-fixada em 20 mA para o gel de empilhamento e de 25
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mA para o gel de separa¢do, sendo a duragdo média de 5 horas e 30 minutos. Posteriormente, o
gel foi corado com azul brilhante de Coomassie e o excesso de corante foi retirado com solucao
que continha 250 mL de metanol, 100 mL de &cido acético glacial e 1.000 mL de 4gua destilada.
A leitura do gel foi realizada em densitdmetro computadorizado (SHIMADZU CS-9301-
Japan).

2.6. Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

2.6.1. Extracdo de DNA

As anélises moleculares, foram desenvolvidas no Laboratério de Imunoparasitologia da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho em Jaboticabal, S&o Paulo. Para tanto,
foi realizada inicialmente a extragdo do DNA gendmico de sangue colhido em K:EDTA (BD)
de 68 macacos bugios, através do uso de Kit DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Valéncia,
Califérnia, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A concentracdo do DNA e
taxa de absorbancia (260/280) nm foram mensuradas usando um espectrofotémetro (Nanodrop,
Thermo Scientific,Waltham, MA, USA). O DNA extraido também foi identificado e
armazenado a -20°C para realizacdo da PCR. Em seguida, as amostras de DNA foram

submetidas a ensaios de PCR convencional baseada no gene GAPDH (controle enddgeno).

2.6.2. PCR convencional para hemoplasmas e Bartonella spp.

Posteriormente as amostras positivas no gene endégeno foram submetidas a ensaios de
cPCR adicionais dirigidos para os genes 16S rRNA e RNase P de Mycoplasma spp e para o
fragmento génico citrato-sintase (gltA) de Bartonella spp.

A deteccgdo e caracterizagdo de Mycoplasma spp. foi inicialmente realizada utilizando
dois  conjuntos de  oligonucleotideos  iniciadores:  HemMycopl6S-41s  (5°-
GYATGCMTAAYACATGCAAGTCGARCG-3), HemMyco16S-938as (5°-
CTCCACCACTTGTTCAGGTCCCCGTC-3’) (os quais amplificam um fragmento de 800 bp)
e HemMycop 16S-322s (5>-GCCCATATTCCTACGGGAAGCAGCAGT-3"),
HemMycopl16S-1420as  (5’-GTTTGACGGGCGGTGTGTACAAGACC-3’) (os quais

amplificam um fragmento de 800 pb). A amplificacdo foi realizada nas seguintes condigdes:
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95°C por 2 minutos, seguidos por 55 ciclos de 94°C por 15 segundos, 68°C por 15 segundos e
72°C por 18 segundos, seguido por uma extensdo final a 72°C por 1 minuto [Maggi et al.,
20133].

Adicionalmente, amostras positivas para Mycoplasma spp. na cPCR baseada no gene
16S rRNA, foram submetidas a cPCR baseada no gene RNase P, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores HemoMyco RNaseP30s (5°-
GATKGTGYGAGYATATAAAAAATAAARCTCRAC-3") e HemoMyco RNaseP200as (5°-
GMGGRGTTTACCGCGTTTCAC-3’), os quais amplificam um fragmento de 165 pb de
Mycoplasma spp. A sequéncia térmica e tempo de amplificagdo foram de: 95°C por 2 minutos,
seguidos por 55 ciclos de 94°C por 15 segundos, 59°C por 15 segundos e 72°C por 18 segundos,
seguido por uma extensdo final a 72°C por 1 minuto (Maggi et al., 2013%). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas utilizando reacdes de volume final de 25uL, contendo 0,2mM de
cada deoxinucleotideo (Life Technologies®), 0,5uM de cada oligonucleotideo iniciador
(Integrated DNA Technologies® — IDT, Coralville, lowa, Estados Unidos), 1,5mM de Cloreto
de Magnésio (Life Technologies®), 1,25U de Taq DNA Polimerase (Life Technologies®),
tampdo da PCR 10X (Life Technologies®), e agua ultra-pura esterilizada q.s.p. 25uL. Amostra
de DNA de Mycoplasma spp. detectado em um macaco [Bonato et al., 2015*?] foi utilizada
como controle positivo nas reacdes. Agua ultra-pura esterilizada (Nuclease-Free Water,
Promega®, Madison, Wisconsin, Estados Unidos) foi utilizada como controle negativo em
todos os ensaios cPCR.

Para as analises moleculares para Bartonella spp., as amostras foram submetidas a cPCR
baseada em fragmento génico (350 pb) do gene citrato-sintase (glta) [Norman et al., 1995%;
Birtles e Raoult,1996%2]. A reacdo de amplificagdo continha 0.5 uM de cada oligonucleotideo
iniciador, (BhCS.1137 (AATGCAAAAAGAACAGTAAACA) e CSH1f
(GCGAATGAAGCGTGCCTAAA), 5 uL de DNA, 25 pL de buffer, 1.0 mM MgCI2, 0.8 mM
deoxynucleotide triphosphate (ANTPs), 1.0 U Taq DNA Polymerase (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). DNA de Bartonella henselae obtido de um felino naturalmente infectado
e éagua ultrapura esterilizada foram utilizadas como controles positivo e negativo,
respectivamente. A sequéncia térmica e tempo de amplificacdo foram de: 94°C por 5 minutos,
seguidos por 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto
[Bonato et al., 2015%].
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Os produtos amplificados por meio da cPCR foram submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose a 1,0% corado com brometo de etideo (0,5 uL/mL) em tampao de corrida TEB pH
8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M é&cido borico; 12,49 mM EDTA). A eletroforese foi realizada a
90V/150mA durante 60 minutos. Para a determinacdo dos produtos, foi utilizado um marcador
de peso molecular de 100 pares de base (Life Technologies®).

Os resultados da cPCR para Mycoplasma spp e Bartonella spp. foram visualizados e
analisados por meio de um transiluminador de luz ultravioleta (ChemiDoc MP Imaging System,
Bio Rad®).

Os produtos amplificados das reag¢des foram purificados com o Kit “Silica Bead DNA
Gel Extraction”, de acordo com as recomendacgdes do fabricante. As amostras foram
encaminhadas para sequenciamento no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Genémica
(CREBIO) da FCAV/ Unesp em Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. O sequenciamento dos produtos
amplificados foi realizado por meio de técnica automatizada baseada no método de terminacao

da cadeia por dideoxinucleotideos [Sanger et al., 1977%].

2.7. Andlises filogenéticas

Para as andlises filogenéticas, sequéncias obtidas de amostras positivas foram
submetidas a um teste de triagem utilizando o software Phred-Phrap, versdo 23 [Ewing et al.,
1998%4] a fim de avaliar a qualidade do eletroferograma e obter uma sequéncia consenso. O
programa BLAST [Altschul et al., 1990%°] foi utilizado para analisar as sequéncias de
nucleotideos (BLASTN), visando comparar as sequéncias com outras depositadas em uma base
de dados internacional (GenBank) [Beson et al., 2012%5]. As sequéncias foram alinhadas com
outras sequéncias publicadas no GenBank através do software MAFFT versdo 7 [Kato e
Standley et al., 2013%"].

A inferéncia filogenética foi baseada na Inferéncia Bayesiana (Bl). A analise de
Inferéncia Bayesiana (BI) foi realizada com o programa MrBayes 3.1.2 [Ronquist e
Huelsenbeck, 2003%]. Foram corridas 10° geracdes de cadeia de Markov de Monte Carlo
(MCMC) com uma amostragem em cada 100 geragdes e um “burn-in” de 25%. O melhor
modelo evolutivo foi selecionado pelo programa ModelTest 2 (versdo 2.1.6) em XSEDE
[Darriba et al., 2009%°] sobre o Akaike Information Criterion (AIC) [Posada et al., 2004%°].

Todas as anélises filogenéticas foram executadas utilizando a plataforma CIPRES Science
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Gateway [Miller et al., 2010%!]. As arvores foram editadas através do programa Treegraph
2.0.56-381 beta [Stover e Miller et al., 2010%].

O alinhamento das sequéncias do gene 16S rRNA de hemoplasmas amplificadas no
presente estudo foi utilizado para calcular nUmero de sitios variaveis, nivel de polimorfismo
(diversidade de haplétipo — [dh]) e numero de hapl6tipos (h) através do programa DnaSP v5
[Librado e Rozas, 2009%?].

2.8. Analise estatistica

Para analise estatistica, os animais amostrados foram separados em dois grupos, de acordo
com a positividade e negatividade para os hemoparasitas estudados. Posteriormente, foi
realizada estatistica descritiva, obtendo-se as médias e desvio padrdo dos parametros avaliados,
referentes ao hemograma, bioquimica e eletroforese de proteinas. Apds essa analise, foi
aplicado o teste de Tukey para a comparacdo de médias ao nivel de significancia de 5%. As

andlises estatisticas foram processadas no software Statistica versao 7.0.

3.Resultados

Todos os animais mostraram-se positivos na cPCR baseada no gene endégeno GAPDH.
Dos 68 macacos bugios avaliados, 18 (26,47%) mostraram-se positivos na cPCR para
Mycoplasma spp. baseada no gene 16S rRNA, e apenas 1 (5,55%) animal mostrou-se positivo
na cPCR para hemoplasmas baseada no gene RNAse P. Todos os animais mostraram-se
negativos na cPCR para Bartonella spp baseada no gene gltA. Em relacdo a analise filogenética,
todas as amostras positivas para hemoplasmas posicionaram-se dentro do grupo Mycoplasma
suis. Por meio da anéalise de inferéncia Bayesiana (Figura 2), foram observados dois clados
suportados por valor de probabilidade posterior 64%. O clado 1, suportado por uma
probabilidade posterior de 100 %, foi constituido de 4 sequéncias (100%) de Mycoplasma spp.
de bugios de cativeiro, provenientes das cidades de Botucatu, Ilha Solteira e Catanduva. Ja o
clado 2, foi formado por quatro sequéncias (100%) obtidas de primatas de cativeiro amostrados
nas cidades de Botucatu, Itu, Guarulhos e Sorocaba. As sequéncias obtidas mostraram-se
filogeneticamente relacionadas a Candidatus Mycoplasma kahanei (AF338269; KT314165,
KT314166), com um suporte estatistico de 100%.
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As sequéncias obtidas quando comparadas com outras sequéncias de Mycoplasma
encontradas no Genbank, constituiram um grupo monofilético, distribuidos entre primatas
amostrados em diferentes localidades do Estado de S&o Paulo.

Dentre as 18 amostras positivas para hemoplasmas na cPCR baseada no gene 16S
rRNA, amplicons foram enviados para sequenciamento, considerando a intensidade de bandas
na eletroforese em gel de agarose. Das 8 sequéncias submetidas ao sequenciamento para o gene
16S rRNA, foram identificados nimero de haplétipos (h:8), nimero de sitios variaveis: 77,
diversidade de haplétipos (dh = 1,000).
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Mycoplasma sp. R. norvegicus - Japan (AB752303)

Mycoplasma sp. - Rattus norvegicus - Hungary (KJ739312)

Mycoplasma sp. - R. rattus - BrazilK (T215640)

Candidatus Mycoplasma haemomuris subsp. ratti - R. rattus - Japan (AB758435)

Candidatus Mycoplasma haemomuris subsp. musculi - small field mouse - Japan (AB918692)
Candidatus Mycoplasma haemomuris subsp. musculi - wild mice - Japan (HMU82963)
Mycoplasma sp. - R. rattus - Brazil (KT215635)

Candidatus Mycoplasma haemohominis - Human - UK (GU562823)

Mycoplasma sp. Miniopterus schreibersii - Spain (KM538692)

Mycoplasma sp. Miniopterus schreibersii - Spain (KM538696)

Candidatus Mycoplasma haemomacaque - Macaca fuscata - Japan (AB820288)

Mycoplasma sp. - Sapajus apella (KT314162)

Mycoplasma sp. - Sapajus apella (KT314160)

Mycoplasma sp. - Sapajus apella (KT314163)

Mycoplasma sp. - Sapajus apella (KT314164)

Candidatus Mycoplasma turicensis - Leopardus pardalis - Brazil (DQ825448)

Mycoplasma coccoides - Laboratory mouse - USA (AY171918)

—Mycoplasma sp. - Micromys minutus - Hungary (KC863983)

L Mycoplasma sp. - Rattus norvegicus - Hungary (KJ739311)

71— Mycoplasma haemofelis (AY150984)
Mycoplasma sp. - Human - Brazil (EU888930)
Mycoplasma haemocanis - Dog - Japan (AY529641) &
Mycoplasma suis - Sus scrofa domesticus - Japan (AB610849)

100 Candidatus Mycoplasma haemomeles - Meles meles anakuma - Japan (AB848713)
100 — Mycoplasma sp. - Procyon lotor - USA (KF743717)

87 Mycoplasma sp. - Procyon lotor - USA (KF743729)

9% 100  — Candidatus Mycoplasma haemozalophi - Zalophus californianus - USA (GU124600)

Candidatus Mycoplasma haemozalophi - Zalophus californianus - USA (GU124604)

Mycoplasma haemofelis group

100

100 ECandidalus Mycoplasma haematoparvum - Dog - UK (AY532390)
Candidatus Mycoplasma haemominutum - Leopardus tigrinus - Brazil (DQ825439)
Candidatus Mycoplasma haemolamae - Lama pacos - USA (AF306346)
85 100 — Candidatus Mycoplasma kahanei - Saimiri sciureus - USA (AF338268)
100 - 99U Mycoplasma ovis - Human - USA (KF313922)
Mycoplasma sp. - Blgstoceros dichotomus - Brazil (HQ634379) Mycoplasma suis group
Mycoplasma wenyonii - Cattle - Japan (EU367964)
Candidatus Mycoplasma haemodidelphidis - Didelphis marsupialis - USA (AF178676)
Candidatus Mycoplasma kahanei - Saimiri sciureus - USA (AF338269)
50 — Candidatus Mycoplasma kahanei - Saimiri sciureus (KT314165)
Candidatus Mycoplasma kahanei - Saimiri sciureus (KT314166)
Catanduva- Sao Paulo-BR- Alouatta spp. 15.0
Botucatu-Sao Paulo-BR- Alouatta spp. 24.0
100 —Botucatu-Sao Paulo-BR- Alouatta spp. 27.0
lIha Solteira-Sao Paulo-BR- 29.0 Alouatta spp.
Botucatu-Sao Paulo-BR- Alouatta spp.-22.0
Itu-Sao Paulo-BR- 33.0 Alouatta spp.
100~ Guarulhos-Sao Paulo-BR-42.0 Alouatta spp.
Sorocaba-Sao Paulo-BR-TEO Alouatta spp.
Mycoplasma pneumonie (NR113659)

100

Figura 2. Relacdo filogenética dentro do genéro Mycoplasma baseada em um fragmento de 1280 pb do
gene 16S rRNA. A arvore filogenética foi inferida usando a anélise Bayesiana e modelo evolutivo HKY
+ G. As sequéncias neste estudo estdo destacadas em negrito.

Ao se comparar o0s resultados do hemograma de 18 bugios negativos e 18 positivos para
Mycoplasma spp. (Tabela 1), verificou-se diferenca estatistica significativa, em relacdo aos
valores de linfécitos, mondcitos e plaquetas. Nesta pesquisa, 0s valores de linfocitos estavam
maiores em 3/18 (16,6%) macacos Alouatta positivos e 4/18 (22,2%) dos negativos para

hemoplasma. Em relacdo ao plaquetograma, foi observada diminui¢cdo nos valores das
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plaquetas em 4/18 bugios (22,22%) positivos para Mycoplasma. Os valores dos mondcitos
observados estavam aumentados em 3/18 (16,6%) Alouatta positivos e 1/18 (5,5%) Alouatta

negativos.

Tabela 1. Anélise dos resultados dos hemogramas comparando-se macacos bugios negativos e positivos
para hemoplasmas no Estado de S&o Paulo, Brasil, 2018.

Grupo

Parametro Positivo (n=18) Negativo (n=18) Valor de P
Hemacias (x10° cells/ pL) 4,6£0,55 4,59+0,75 0,975997
Hemoglobina (g/dL) 12,62+1,55 13,17+1,96 0,357952
VG (volume globular) 37,93+4,61 39,35+7,95 0,515979
VCM (fL) 82,6347,28 85,24+7,09 0,283678
HCM (g/dL) 33,2542,31 33,83+3,02 0,526326
CHCM (g/dL) 27,4642,17 28,87+3,38 0,145844
— . 2
til;cocnos totais (x10°/ 13.804.27 12.56+4.4 0,398840
Basofilos (x 10%/ pL) 2.7+7,2 1,0+4,2 0,324375
Eosindfilos (x 10% pL) 3,64,2 26+2.0 0,372690
Bastonetes (x 10% pL) 0,00+0,00 34459 0,732807
Segmentados (x 10%/ pL) 69,32,6 79.7+3,7 0,343550
Linfocitos (x 103/ pL) 50,2+1,40 36,2+22,7 0,033571*
Mondcitos (x 103/ pL) 10,5+1,0 6.5+4.5 0,004563*
Plaquetas (x 10% L) 223,44+75,61 323,06+109,27 0,003133*

Legendas: VCM: Volume corpuscular médio, CHCM: Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, HCM: hemoglobina corpuscular média *: valor de P < 0,05

Dos 18 animais positivos para Mycoplasma, 16 tiveram amostras de soro sanguineo
submetidas as dosagens biogquimicas para avaliacdo da funcionalidade renal (ureia e creatinina)
e da integridade hepética (fosfatase alcalina e alanina amitrotransferase), comparando-se 0s

resultados com 16 bugios negativos Os resultados com médias e desvio-padrdo dos macacos
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Alouatta spp. positivos e negativos para Mycoplasma estéo apresentados na Tabela 2, com nivel
de significancia de 5%. Nao foram observadas diferencas significativas em relacéo as analises

bioquimicas sanguineas dos bugios positivos e negativos para hemoplasmas.

Tabela 2. Resultados das analises bioquimicas referentes a funcionalidade renal e integridade hepética
de macacos bugios positivos e negativos para hemoplasmas no Estado de Séo Paulo, Brasil, 2018.

A Grupos
Parametro Positivos (16) Negativos (16) Valor de P
Creatinina 1,01+0,35 0,84+0,21 0,119587
Ureia 37,5+12,76 37,44+10,83 0,988181
ALT 11,63+5,56 9,06+4,55 0,164111
FA 251+164 268+293 0,721560

Creatinina (mg/ dL); ureia (mg/ dL); ALT: Alanina aminotransferase (U/L), FA: Fosfatase
alcalina (UI/L)
Para o proteinograma, foram avaliadas 11 amostras de soro sanguineo de macacos

bugios de cativeiro positivos e negativos para o Mycoplasma spp. (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados das analises do proteinograma de 11 macacos bugios de cativeiro positivos
e 11 negativos para hemoplasmas, obtidas por eletroforese em gel de acrilamida com dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE), no Estado de S&o Paulo, Brasil, 2018.

Negativo (n=11) Positivo (n=11) Valor P
Peso

molécular

(dalténs) Média DesPad Média DesPad
PT - 7836,36 2683,38 7872,73 1912,11  0,971165
IgA 139.000 D 108,18 62,74 94,82 4843 0582215
Ceru 125.000 D 64,09 61,14 56,36 69,44 0,784632
Transf 79.000 D 681,62 328,26 574,82 176,01  0,352082
Alb 69.000 D 548464 1250,77 4917,45 1772,54  0,396163
IgG pesada  58.000 D 916,73 303,57 757,82 376,24  0,288583
Hapt 45.000 D 81,73 41,71 53,64 33,73  0,097782
Alfal 42.000 D 11,64 11,33 8,74 9,37 0,520457
19G leve 32.000 D 259,36 127,02 251,30 131,93  0,885356
Néao
dentificada 13745 6154 129,36 4946 0737486

PT: proteinas totais; IgA: imunoglobulina A; Ceru: ceruloplasmina; Transf: transferrina; Alb:
albumina; 1gG: Imunoglobulina G; Hapt: haptoglobina; Alfa 1: a 1 antitripsina.
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Foram identificadas nove proteinas nos primatas desta pesquisa, cujos pesos moleculares
foram: imunoglobulina A (139.000 D), ceruloplasmina (125.000 D), transferrina (79.000D),
albumina (69.000D), imunoglobulina G de cadeia pesada (58.000 D), haptoglobina (45.000D),
a 1 antitripsina (42.000 D), imunoglobulina G de cadeia leve (32.000 D). Nesta pesquisa, ndo
foram observadas diferencas estatisticas em relacdo ao proteinograma de macacos bugios
positivos e negativos para hemoplasmas.

4.Discussao

No presente estudo, todas as amostras de sangue de bugios mostraram-se negativas na
cPCR para Bartonella spp. No Brasil [Bonato et al., 2015%], ao amostrarem primatas na
Amazonia, também verificaram negatividade para o referido agente com base em ensaios de
PCR convencional e em tempo real, baseados no gene gltA e nuoG, respectivamente.

Em estudo prévio conduzidos no Brasil, com amostras de sangue de doadores de seres
humanos, verificou-se que 3% dos individuos eram bacterémicos para Bartonella spp., quando
testados por um liquido de enriquecimento de cultura antes da realizacdo da PCR [Pitassi et al.,
2015%4]. A cultura liquida seguida de semeamento em placas de agar, e posterior amplificacdo
de DNA pela PCR aumenta a sensibilidade de deteccdo de Bartonella em amostras bioldgicas
com baixa bacteremia [Ducan et al., 2007°°]. Aventando a possibilidade da ocorréncia de
Bartonella spp. em amostras de sangue de primatas ndo-humanos, esperaria-se uma bacteremia
de baixissima magnitude, a qual estaria abaixo do limiar de deteccdo das técnicas moleculares
utilizadas no presente estudo. Desta forma o presente estudo se beneficiaria da utilizacdo de
pré-cultura em meio liquido de enriquecimento anteriormente a inoculacdo em meios solidos
(a4gar sangue ou chocolate), com posterior deteccdo por meio de técnicas moleculares conforme
ressaltado anteriormente por [Bonato et al., 2015'?].

Na pesquisa de [O'Rourke et al., 2005%], com amostra de sangue de Macaca
fascicularis nos Estados Unidos, foram detectadas colonias de Bartonella spp. em meio agar
sangue bovino e agar chocolate, anteriormente a realizacdo da cPCR. No Japéo, [Huang et al.,
2011%°], detectaram coldnias de Bartonella spp. em cultura com agar sangue ovino a partir de
amostras de sangue de Macaca fascicularis e no referido estudo, 2/36 placas desenvolveram
coldnias de Bartonella spp. [Sato et al., 2015%], por sua vez, também realizaram cultura em

meio agar chocolate anteriormente a PCR, detectando col6nias de Bartonella spp. em 6/45
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amostras de sangue de Macaca fuscata amostradas. Estes dados mostram a importancia da
realizacdo da pré-cultura para Bartonella, antes da realizacdo da PCR, a fim de aumentar a
sensibilidade de deteccdo de Bartonella spp. Por meio da cPCR, os autores supracitados
detectaram Bartonella quintana nos primatas amostrados.

Hemoplasmas medem entre 0,3 a 0,8uL de didmetro, e podem ser visualizados em
microscopia de luz em extensdes sanguineas coradas por Giemsa e corantes a base de
Romanowsky, como estruturas basofilicas, de forma esférica [Neimark et al., 2001%]. Nesta
pesquisa ndo foram visualizados tais organismos nos esfregacos sanguineos dos macacos
bugios, reenfatizando a baixa sensibilidade desta técnica no que diz respeito a deteccdo de
hemoplasmas [Santos et al., 2013%]. Por outro, lado [Cubilla et al., 2017*] visualizaram
hemoplasmas em esfregacos sanguineos de 8/40 (20%) primatas amostrados, enquanto na
cPCR 10/40 (25%) primatas foram positivos para Mycoplasma spp., incluindo as oito amostras
detectadas no esfregaco sanguineo.

Candidatus Mycoplasma kahanei foi descrito pela primeira vez por [Neimark et al.,
20028] em Saimiri scirieus, no Instituto Pasteur na Guiana Francesa. [Maggi et al., 2013°] e
[Sashida et al., 2014°] detectaram Candidatus Mycoplasma haemomacaque, em Macaca
fascicularis e Macaca fuscata, respectivamente, nos Estados Unidos e Japéo.

As sequéncias detectadas no presente estudo quando comparadas com outras sequéncias
de hemoplasmas depositadas no Genbank, agruparam-se proximas aquelas de Candidatus
Mycoplasma kahanei encontradas por [Bonato et al., 2015%?] em espécimes de Saimiri scirieus
na Amazonia brasileira.

Adicionalmente, [Bonato et al., 2015?] detectaram amostras de sangue de primatas néo-
humanos (Sapajus apela e Saguinus midas niger) positivas para um outro gendtipo de
Mycoplasma sp.

Embora tentativas de amplificar um fragmento do gene RNase P tenham sido realizadas,
a banda produzida na PCR estava muito fraca, impedindo o sequenciamento de boa qualidade,
provavelmente devido a baixa bacteremia, como observado previamente por [Bonato et al.,
2015%2]. J4 [Cubilla et al., 2017*%], ao amostrarem espécies de Alouatta caraya no Estado do
Parana, sul do Brasil, também detectaram genotipos de hemoplasmas filogeneticamente
aasociados a Candidatus Mycoplasma kahanei. Mais recentemente, [Ramalho et al., 2017],
ao amostrarem espécimes de Sapajus flavius, espécie ameacada de extin¢do, no estado da

Paraiba, no nordeste do Brasil, detectaram uma amostra positiva para Mycoplasma sp., a qual
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foi posicionada dentro de um clado monofilético, composto por sequéncias de Mycoplasma sp
detectadas em Sapajus apella provenientes da regido Nordeste do Brasil.

Hemoplasmas podem induzir ao desenvolvimento de anemia regenerativa [Foley et al.,
1998%: Sykes, 2010%]. No presente trabalho, os resultados obtidos no eritrograma n&o foram
significantes ao se comparar 0S macacos bugios positivos e negativos para Mycoplasma spp.
Alguns primatas positivos estavam com os valores do eritrograma diminuidos, porém este
quadro ndo mostrou-se associado com a positividade para hemoplasmas. Geralmente, a
macrocitose € observada em animais positivos para Mycoplasma, como descrito por [Sykes ,
2010%7] em gatos domésticos positivos para Mycoplasma haemofelis. Similarmente, [Cubilla et
al., 2017%%] também nio encontraram diferencas estatisticas significantes no hemograma dos
bugios (Alouatta caraya) amostrados no Parand, positivos e negativos para hemoplasmas,
corroborando com esta pesquisa.

Na pesquisa de [Maggi et al., 2013°%], também ndo foram observadas evidéncias de
anormalidades hematoldgicas e bioquimicas associadas a infeccao por Candidatus Mycoplasma
haemomacaque em uma coldnia de Macaca fascicularis nos Estados Unidos.

No presente estudo, observou-se aumento na contagem de mondcitos em (6/18) bugios
positivos para hemoplasmas, embora ndo tenha apresentado associacdo significativa com a
infeccdo por hemoplasmas. Leucocitose devido a monocitose em Aloutta geralmente ocorre
associada ao estresse de captura em cativeiro e vida livre [Flaiban et al., 2009%; Satake, 2006°,
Vié et al., 1998C, Sanchez-Sarmiento et al., 2015*].

Por sua vez, os valores de linfocitos observados estavam aumentados em 18/18 macacos
bugios positivos e 14/18 negativos para hemoplasmas neste ensaio. No trabalho de [Cubilla,
20129 foi relatado que a contagem absoluta de linfécitos foi maior em Alouatta caraya néo
infectados (2/3) do que infectados (1/8) com Candidatus Mycoplasma kahanei.

Comparando-se as analises bioquimicas dos animais positivos e negativos para
Mycoplasma, ndo foram observadas diferencas significativas para as dosagens de ureia,
creatinina, ALT e FA. Provavelmente indicando que a infec¢do na populacdo estudada ndo
induziu alteragGes funcionais renais nem lesdes hepatocelulares.

Quanto ao resultado do proteinograma sérico, nesta pesquisa ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os primatas Alouatta positivos e negativos para hemoplasmas.
Estudos avaliando as proteinas plasmaticas de fase aguda devem ser realizados, com intuito de

detectar a concentragio destas proteinas nos processos inflamatorios. [Cubilla, 2012%°], da
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mesma forma, ndo observou diferencas estatisticas significativas entre as dosagens de proteina

total dos macacos bugios infectados e ndo infectados por Mycoplasma spp.

5. Concluséao

O presente trabalho mostrou que “Candidatus Mycoplasma kahanei” circula entre
primatas Alouatta mantidos em cativeiro no Estado de S&o Paulo, Brasil. No hemograma,
ocorreram diferencas significativas entre os bugios positivos e negativos para “Candidatus
Mycoplasma kahanei”, apenas em relagdo a contagem de linfocitos, mondcitos e plaquetas.
Quanto as andlises da bioquimica sérica e proteinograma sérico ndo foram observados
diferencas entre os Alouatta positivos em negativos. Deste modo, o real potencial patogénico

desta espéecie de hemoplasma deve ser melhor investigado.
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Animal: Pedrita

Espécie: Alouatta caraya

Local:Olimpia

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,5kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: racdo Mega zoo

Animal: Preta Gil

Espécie: Alouatta caraya

Local:Olimpia

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,95 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacgdo: racdo Mega zoo

Animal: Duda

Espécie: Alouatta sp.

Local:Olimpia

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 4 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacgdo: racdo Mega zoo

Animal: Bonny

Espécie: Alouatta caraya

Local:Olimpia

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,8 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: racdo Mega zoo

Animal: Caco

Espécie: Alouatta caraya

Local: Guaira

Idade: filhote

Sexo: M

Peso: 1,65 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras, racdo para cdo

Animal: Jodozinho

Espécie: Alouatta caraya

Local: Guaira

Idade: filhote

Sexo: M

Peso: 3,150 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras, racdo canina

Animal: Brioche

Espécie: Alouatta caraya

Local:Catanduva

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,36 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Loirinha

Espécie: Alouatta caraya

Local: Catanduva

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,13kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Catatau

Espécie: Alouatta caraya

Local: Catanduva

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Pipoca

Espécie: Alouatta caraya

Local: Catanduva

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,23 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Cicinho

Espécie: Alouatta caraya

Local: Catanduva

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,23 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Zeca Espécie: Alouatta caraya
Local: Bosque Rib Preto | Idade: adulto
Sexo: M Peso: 10,2 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Gil Espécie: Alouatta caraya
Local: Bosque Rib Preto | Idade: adulto
Sexo: M Peso: 7,7 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal:Mila Espécie: Alouatta caraya
Local: Bosque Rib Preto | Idade: adulto
Sexo: F Peso: 4,3 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Caco

Espécie: Alouatta caraya

Local: Bosque Rib Preto

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 8,5 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Lana

Espécie: Alouatta caraya

Local: Bosque Rib Preto

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 2,4 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Sem nome | Espécie: Alouatta caraya
Bosque

Local: Bosque Rib Preto | Idade: adulto

Sexo: M Peso: 2,5 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 4571

Espécie: Alouatta caraya

Local: Zoo Guarulhos

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 2,5kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal; 3811

Espécie: Alouatta g. clamitans

Local: Zoo Guarulhos

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 3,93kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 2187 Espécie: Alouatta guariba clamitans
Local: Zoo Guarulhos Idade: adulto
Sexo: M Peso: 6 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: 3809

Espécie: Alouatta guariba clamitans

Local: Zoo Guarulhos

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,8kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 2189

Espécie: Alouatta guariba clamitans

Local: Zoo Guarulhos

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 4,67kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Mangi

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,2kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Ariel

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 6 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Pirata

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 5,2 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Inga

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Uli Espécie: Alouatta caraya
Local: Mucky-Itu Idade: adulto
Sexo: F Peso: 3,6 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Baoba

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: filhote

Sexo: M

Peso: 2,2 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Bel Espécie: Alouatta caraya
Local: Mucky-Itu Idade: adulto
Sexo: F Peso: 3,0 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Noa Espécie: Alouatta caraya
Local: Mucky-Itu Idade: adulto
Sexo: M Peso: 5,8 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Frangolina

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,30 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Bambam

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Barney

Espécie: Alouatta guariba clamitans

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,9 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Leucena

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Ibisco

Espécie: Alouatta guariba clamitans

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Japiter

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 5,4 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Cica Espécie: Alouatta caraya
Local: Mucky-Itu Idade: adulto
Sexo: F Peso: kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Valentina

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Panda

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso:kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Luar

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Venus

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,2 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Castanha

Espécie: Alouatta g. clamitans

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,6 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal:Soneca

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 5,3kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Baru

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 4,4 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Avela

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso:kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Pirata

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,7kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Buiu

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,2 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Fiona

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,1kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Filhote

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: filhote

Sexo: M

Peso: 1,6kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Urso

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,3 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Baoba

Espécie: Alouatta caraya

Local: Mucky-Itu

Idade: filhote

Sexo: M

Peso: 2,2 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: F2 Espécie: Alouatta caraya
Local: Ilha Solteira Idade: adulto
Sexo: F Peso: 5,45 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 3432 Espécie: Alouatta caraya
Local: Ilha Solteira Idade: adulto
Sexo: F Peso: 4,8 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: 2336 Espécie: Alouatta caraya
Local: Ilha Solteira Idade: adulto
Sexo: M Peso: 7 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 2039 Espécie: Alouatta caraya
Local: Ilha Solteira Idade: adulto
Sexo: M Peso: 7,5 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 2333

Espécie: Alouatta caraya

Local: llha Solteira

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 4,53 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Caio

Espécie: Alouatta g. clamitans

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 8 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal:Gil Espécie: Alouatta sp.
Local: Cempas Idade: adulto
Sexo: M Peso: 6,25 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Baia 10

Espécie: Alouatta sp.

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras
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Animal: Sem nome 2

Espécie: Alouatta sp.

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 4,2kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Conde

Espécie: Alouatta g. clamitans

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 5,130 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Sem nome 3

Espécie: Alouatta sp.

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: 3,26 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Murilo

Espécie: Alouatta caraya

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 6,5 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: 2039 Espécie: Alouatta caraya
Local: Ilha Solteira Idade: adulto
Sexo: M Peso: 7,5 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Novo

Espécie: Alouatta caraya

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,9kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Sem nome 4

Espécie: Alouatta caraya

Local: Cempas

Idade: adulto

Sexo: F

Peso: kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras




84

Animal: Cad 1

Espécie: Alouatta caraya

Local: Sorocaba

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 3,8 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Monguinho

Espécie: Alouatta caraya

Local: Sorocaba

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 3,13 kg

Ectoparasitas: nao

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Téo Espécie: Alouatta caraya
Local: Sorocaba Idade: adulto
Sexo: M Peso: 1,64 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras

Animal: Seniculus

Espécie: Alouatta seniculus

Local: Sorocaba

Idade: adulto

Sexo: M

Peso: 7,8 kg

Ectoparasitas: ndo

Alimentacdo: frutas, verduras




