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RESUMO

Este trabalho relata preliminarmente, a caracterizacdo genética de primatas da
espécie Lagothrix cana (macacos-barrigudos cinza), por meio de
sequenciamento genético e analise de DNA mitocondrial do segmento D-Loop,
apos extracdo do DNA com a utilizacdo da técnica do fenol/cloroformio. Aliado a
isso, é reportada uma revisdo bibliografica acerca dos dados anatdmicos,
fisiologicos, clinicos, reprodutivos e comportamentais, ja disponiveis em
literatura especializada sobre a espécie. Também, é validado um protocolo de
contencdo farmacoldgica executavel e eficiente para procedimentos da rotina
dos profissionais que desenvolvem acdes, na area de medicina da conservacao
e atuam com primatas cativos deste género. Foram utilizados 21 primatas
adultos da espécie Lagothrix cana (macaco-barrigudo), pesando 5,24 + 1,66 kg,
sendo 14 fémeas e sete machos, para a validacdo deste protocolo. Os farmacos
utilizados foram a tiletamina, o zolazepam, a atropina e a detomidina, em
associacdo, com suas doses calculadas por meio de extrapolagdo alométrica
interespecifica. Os farmacos foram combinados numa preparacdo concentrada
que foi denominada “ZAD-50" (Zoletil/50® + Atropina + Detomidina), obtendo-se
volume final exato de 3,0 ml de ZAD-50, com a associacdo de farmacos numa
concentracdo que permite a contencdo farmacolégica de um mamifero
placentario que pese 10,0 Kg com um volume de 0,6 ml, por exemplo. 567 pares
de bases de DNA mitocondrial foram utilizadas, e conseguiu-se caracterizar os
individuos como pertencentes a espécie Lagothrix cana, além de realizar o

sequenciamento do segmento “D-Loop” do DNA mitocondrial, para esta espécie.

Palavras Chave: DNA, Lagothrix, extrapolacdo alométrica, animais selvagens,

“‘D-Loop”, Atelideos
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ABSTRACT

This manuscript reports, at first, the genetic characterization of primates
Lagothrix cana (‘gray wooly-monkeys”), by means of DNA sequencing and
mitochondrial DNA analysis of the D-Loop section, after the extraction with the
phenol/chloroform method, described by Sambrook e Russel (2001). In addition,
is related a wide vision of the scientific data available bibliographic about the
anatomical, physiological, medical, reproductive and behavioural existing data,
about the specie. Also is related a performable and efficient chemical restraint
protocol to permit usual procedures for professionals of conservation medicine,
who works with captive primates of Lagothrix sp. genus. The study evaluate the
chemical restraint and field anesthesia of 21 wooly-monkeys (Lagothrix cana:
Atelidae) weighing 5,24 + 1,66 kg, being fourteen female and seven male. There
was employed the combination of tiletamine, zolazepam, atropine, and
detomidine, in allometrically scaled dosages. The drugs were combined in a
concentrate preparation called “ZAD-50" (Zoletil/50® + Atropine + Dormiun-V®).
and give an accurate final volume of 3.0 mL of ZAD-50, with the combination of
drugs at a concentration that allows the pharmacological restraint of a placental
mammal weighing 10.0 kg with a volume of 0.6 ml, for example. 567 base pairs
of mitochondrial DNA samples was utilized and was realized the classification of
the specimens as Lagothrix cana, after the comparison with L. poepigii and L.
lagothricha data. Besides that, the characterization of the D-Loop segment of

mitochondrial DNA for this species was described.

Key Words: DNA, Lagothrix, allometric scaling, wild animals, D-Loop, Atelids
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1 INTRODUGAO

O numero total de espécies conhecidas no Brasil oscila entre 170 e 210
mil, sendo que 103 a 134 mil, se referem a espécies do reino Animal e, cerca de
43 a 49 mil, correspondem ao Reino Vegetal. Dentre as espécies de animais, 7
mil correspondem a vertebrados, com estimativa de 3.420 espécies de peixes,
1.696 de aves, 687 de anfibios, 633 de répteis, e 541 de mamiferos, porém,
acredita-se que este numero possa ser bem maior (LEWINSOHN e PRADO,
2005). Dados de 2011, dos Centros Nacionais de Pesquisa e Conservacao do
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio) alteraram
estes numeros para 8.200 espécies de vertebrados descritas, sendo 4.100
peixes, 1.826 aves, 875 anfibios, 721 répteis e 713 mamiferos, distribuidos em
cinco biomas distintos (PERES et al., 2011).

O principal desafio na rotina dos profissionais envolvidos em acdes
conservacionistas é a escassez de dados cientificos confidveis ou, na maioria
dos casos, da auséncia destes dados, para balizar o planejamento e
desenvolvimento destas acdes. Estes profissionais, muitas das vezes, acabam
optando por langar mao dos dados disponiveis para espécies que se encontrem
0 mais proximo possivel, na escala taxonémica, da espécie em questao, e
termina por adaptar estes dados, pela auséncia de parametros especificos para
a espécie, com a qual esta trabalhando. Muitas das vezes, nem isso é possivel.
Este panorama nao é diferente para a espécie objeto deste estudo, 0 macaco-
barrigudo da espécie Lagothrix cana. Os dados especificos existentes na
literatura especializada sao raros, € sob o ponto de vista da caraterizagao
genotipica de seus individuos, ndo constam registros com esta descrigéo, até a
atualidade. Da mesma forma, nao se encontram registros especificos, referentes
as caracteristicas de anatomia e fisiologia reprodutivas, apenas de outras
espécies do género Lagothrix, como, por exemplo, Lagothrix poeppigii (MAYOR
et al.,, 2012a; MAYOR et al., 2012b; ANDRADE et al., 2018). Também n&o ha
registro de planejamento ou execugdo de um plano de manejo reprodutivo
especifico para Lagothrix cana. O que existe sdo tentativas empiricas de
cruzamento entre individuos cativos, sem nenhum critério de distingao genética.
Na maioria das vezes, estes trabalhos sdo apenas pautados, na origem

geografica de individuos provenientes de acgdo de fiscalizagao do trafico ilegal,



sem nenhum planejamento que previna 0 aumento da prevaléncia da
consanguinidade dentre os plantéis. E sabido, também, que animais desta
espécie, nascidos em cativeiro, dificilmente chegam a idade reprodutiva, pois, as
fémeas cativas ndo desenvolvem comportamentos condizentes com uma
habilidade materna proficiente. Acredita-se que tal fato se deva ao fato de que
estas fémeas nao observam este comportamento nas outras fémeas do plantel,
para repeti-lo. Apesar do cativeiro ser, atualmente, um recurso cada vez mais
necessario para a conservagao de espécies ameacgadas, seja pela manutengao
do banco genético, seja na educagado ambiental, € sabido que o efeito
estressante do cativeiro e a capacidade de adaptagao da espécie neste ambiente,
ocasiona reagdes de ordens somatica, endocrinolégica e comportamental, entre
outras. que afetam a higidez dos individuos cativos (ORSINI e BORDAN, 2014).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a partir da década de
80, tornou-se possivel a manipulagao de acidos nucleicos, o que levou a analise
de diferentes tipos de marcadores moleculares. Tais marcadores moleculares
podem corresponder a qualquer loco génico, ou seu proprio produto, que
apresente polimorfismos inerentes e que possam ser aplicados em estudos que
buscam compreender um questionamento biolégico. De maneira mais ampla,
marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fenétipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de qualquer outro segmento
especifico de DNA (AVISE, 2004). Com o desenvolvimento da técnica da Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) pelo bioquimico Kary Mullis, em 1985, elevou-
se, e muito, a eficiéncia na deteccado de tais polimorfismos. Este progresso se
deve a reducao do tempo de execucao dos experimentos, de custo e de sua
complexidade (CURI et al., 2002). A técnica de PCR se baseia na sintese
enzimatica in vitro de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA, por
meio da amplificagdo em ciclos e na presenca da enzima DNA polimerase.

Para a selecédo do segmento especifico de DNA a ser amplificado é
necessario o emprego de sequéncias de oligonucleotideos iniciadores chamado
de primers, delimitando assim a sequéncia-alvo. Os primers sao sintetizados
artificialmente sendo, suas sequéncias de nucleotideos, complementares as
sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo no DNA (MATIOLI &
PASSOS-BUENO, 2001). Um ciclo da reacao envolve a desnaturagédo da dupla

fita do DNA alvo por meio da elevacao da temperatura, seguida do anelamento



dos primers por meio da diminuicdo da temperatura e de sua extensao pela acao
da DNA polimerase. Este ciclo é repetido por cerca de 30 a 40 vezes, sendo que
a quantidade de DNA alvo dobra seguindo uma progresséo geométrica (BROWN,
2003).

Os dados resultantes de analises genéticas embasadas em diferentes
tipos de marcadores moleculares, sejam estes nucleares ou mitocondriais,
podem fornecer informagdes sobre a estrutura genética populacional, niveis de
fluxo génico, relagdes filogenéticas, biogeografia de grupos definidos e analise
de parentesco (AVISE, 1994). Dessa forma, os marcadores genéticos
representam ferramentas poderosas e informativas para ecologos e geneticistas
da conservacgao definirem, por exemplo, a escala geografica e a area adequada
para realizagdo de monitoramento e manejo das populagdes. Dentre os
marcadores mais utilizados em analises genéticas populacionais, destacam-se
a regiao controle do DNA mitocondrial (mtDNA) e os microssatélites, por serem
altamente polimoérficos e possuirem altas taxas de mutacdo (SCHLOTTERER,
2004).

O genoma mitocondrial em animais é constituido de uma molécula fita
dupla de DNA circular, de pequeno tamanho e que codifica aproximadamente 5%
de toda a maquinaria necessaria para o funcionamento da mitocondria (NAHUM,
2001). Dependendo do tipo da célula, podem ser encontrados mais de mil
genomas mitocondriais (mtDNA). Nos animais, este possui em média 18 kilo
pares de bases (Kb) de comprimento, sendo herdado maternalmente e
geralmente ndo apresentando recombinacao génica (AVISE, 1994). O mtDNA
estd organizado em 37 genes codificantes, dos quais 22 resultam em RNAs
transportadores, 2 sdo para RNAs ribossomais e 13 s&o transcritos em RNAs
mensageiros e traduzidos, principalmente, nos complexos proteicos
responsaveis pela dinamica da cadeia transportadora de elétrons e fosforilagao
oxidativa (AVISE, 2000). Dentre os 13 genes, sete codificam subunidades da
enzima NADH desidrogenase (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5 e 6), trés codificam
subunidades da enzima citocromo C oxidase (COI, Il e lll), dois codificam
subunidades da ATP sintetase (ATP 6 e 8) e, em uma unica sequéncia, o gene
que codifica o citocromo B (NAGATA et al., 2005). Nos vertebrados existe uma

regido ndo codificadora conhecida como “alga D” (D-loop) que contém o

controle da replicacao e transcricao desse genoma (BOORE, 1999).



Os marcadores moleculares baseados em DNA mitocondrial (mtDNA)
possuem apenas heranga materna, ao contrario dos nucleares que possuem
heranga biparental. De acordo com Olson et al. (2009), pelo fato da heranga
materna estar altamente conservada, em muitos dos genes localizados no
genoma mitocondrial, estes marcadores, muitas vezes, podem ser usados para
resolver as relagdes que medem periodos de tempo muito longos e sao
relevantes quando se considera questdes de filogenia e importancia taxonémica.
Assim, uma caracteristica importante do mtDNA ¢é a sua alta taxa de evolucao, a
qual acredita-se ser 10 vezes superior a de um gene nuclear de cdpia unica. A
explicagdo para este fenbmeno se encontra no fato da baixa capacidade de
reparo da enzima DNA polimerase e a alta exposicado desta molécula aos
agentes oxidativos gerados durante o processo de respiragao celular (MEYER,
1993).

A taxa de evolugdo do mtDNA nao € homogénea entre os seus diferentes
genes. Alguns genes acumulam mais rapidamente essas substituicées de bases,
dentre os quais encontramos os genes codificadores das subunidades da NADH
desidrogenase, citocromo C oxidase e dos RNAs transportadores. Os genes
codificadores para as subunidades ribossémicas e para o citocromo B estédo
entre 0s mais conservados entre os organismos (SACCONE, 1994). A regiao
controle D-loop é a que mais acumula mutagcdes podendo elevar sua taxa de
evolucao de duas a cinco vezes em relagao a dos genes que codificam proteinas
(MEYER, 1993). Esta mesma taxa € um dado importante na escolha do(s)
gene(s)-chave(s) para resolver questbes filogenéticas, taxondmicas e de
genética de populagdes, no entanto, em pesquisas de eventos mais antigos,
como a formagao de espécies, géneros e familias, os genes mais conservados
podem ser bons indicadores. A auséncia de recombinagao e a heranga materna
aliados a sua alta taxa de evolugdo, heterogénea entre seus genes, fazem com
que o mtDNA seja um excelente marcador para estudos filogenéticos e de
taxonomia molecular, sendo empregado largamente para estudos de populagdes
e em relagdes inter e intra-espécies.

Frente a uma grande variedade de regides génicas e nao génicas do mtDNA,
o desenvolvimento acelerado das técnicas de sequenciamento de nucleotideos,
nos ultimos anos, permitiu uma grande revolugdo no uso de ferramentas

moleculares. Atualmente, no campo da gendmica, diversos genes e genomas



mitocondriais completos de uma grande variedade de organismos ja tém suas
sequéncias depositadas em bancos publicos de dados. Toda essa informacéao
disponibilizada pela ciéncia gendmica so é possivel de ser organizada, analisada
e interpretada com o apoio da informatica, o que constitui uma nova ciéncia, a
bioinformatica. Atualmente a bioinformatica € imprescindivel para a manipulagao
dos dados biolégicos e sua associagao as ferramentas de biologia molecular

favorece o desenvolvimento de marcadores genéticos nas mais diferentes areas.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Medicina da Conservacgao

A Medicina da Conservacdo constitui uma nova ciéncia, voltada para
enfrentar a ameacga crescente que agentes etioldgicos, dos mais diversos tipos,
afligem sobre a riqueza biologica do planeta. Possui como pilares basicos,
pesquisa e agao e se pauta no conceito da transdisciplinaridade dos profissionais
envolvidos nesses dois quesitos. Atuar em medicina da conservagao é trabalhar
para manter a diversidade bioldgica e, consequentemente, a qualidade de vida
para pessoas, espécies domésticas e selvagens, sobretudo com intengdo de
manter em um ambiente favoravel a plena saude ecologica (MANGINI & SILVA,
2006). Esta manutencao da diversidade bioldgica depende intimamente da
qualidade dos estudos realizados para a producdo de dados e subsequente
planejamento e execugao dessas agdes. A premente necessidade de um banco
genético confiavel, proveniente de animais puros (ndo hibridizados), em nivel de
género, especie ou subespécie é o mais desejavel, pois, do contrario, perpetuar-
se-a a heterogeneicidade génica, fugindo ao principio conservacionista, ou
melhor, retroagindo no sentido do objetivo conservacionista. Somente desta
forma se conseguira atingir os objetivos propostos pelo conceito da Medicina da
Conservagao: Saude Ambiental (conjungdo entre Saude Humana, Saude
Vegetal e Saude Animal) e Saude do Ecossistema (TABOR, 2002).

2.2 Classificagao Taxondmica dos primatas Platirrinos



A classificagdo taxonémica dos chamados primatas “do novo mundo”
(Platyrrhini)® é bastante controversa e ainda gera muita discussao a seu respeito,
mesmo com a adogédo do conceito de espécie filogenética, e com os estudos
citogenéticos e moleculares (RYLANDS, MITTERMEIER & SILVA JR., 2011).
Historicamente, dividia estes primatas eram divididos em duas grandes familias:
Callitrichidae e Cebidae. Anos se passaram, e Hershkowitz (1977) incluiu nessa
classificagdo, uma terceira familia (Callimiconidae) e Groves (2005) alterou
significativamente essa divis&do, ao sugerir a familias para os platirrinos: Aotidae,
Atelidae, Cebidae e Pitheciidae. Nenhum desses sistemas é considerado sob o
ponto de vista filogenético, pois contém um ou mais grupos nao-monofiléticos.
Rylands et al. (2000, 2006, 2009), Groves (2001a, 2005), Rylands & Mittermeier
(2008), e Cortés-Ortiz (2009) apresentaram revisdes na taxonomia dos primatas
platirrinos.

Apos o advento da analise e sequenciamento do DNA, e havendo maior
suporte para recompilacdo dos dados, concluiu-se que, atualmente, existem
descritas 152 espécies, e 204 espécies e subespécies de Platirrinos. A utilizacao
do conceito de espécie filogenética, considerado mais pratico e objetivo que o
conceito de espécie biolégica (GROVES, 2001a, 2004) tem sido responsavel por
muito do acréscimo do numero de espécies, aliado a outras caracteristicas, como
comportamento, vocalizagao, etc., ndo mais limitando a pesquisa a quesitos
fenotipicos (morfométricos, por exemplo). O uso da genética molecular
estabelece estas diferencas filogenéticas as espécies, solucionando duvidas,
demonstrando a validade de diferengas entre espécies distintas, anteriormente
classificadas como uma s6 espécie, e trazendo a tona “espécies criticas”.

Utilizando-se o conceito de espécie filogenética e compilando dados
moleculares e de citogenética, os platirrinos foram subdivididos, mais
recentemente, em 3 clados: (a) Atelidae, (b) Pitheciidae e (c) Cebidae
(absorvendo os Callimicos, Callitriquideos e Aotus spp.). Na atualidade, a lista
da International Union for Conservation of Nature/Species Survival Commission
(IUCN/SSC - Primate Specialist Group) totaliza 464 espécies e 676 espécies e

subespécies de Primatas.

1" Alguns pesquisadores consideram equivocada esta nomenclatura, porém, devido a ocorréncia da mesma
em muitas referéncias bibliograficas, foi mantida entre parénteses (Nota do Autor).



2.3 Familia Atelidae (Gray, 1825)

Atelideos correspondem as espécies que atingem as maiores massas
corporais, dentre os Platirrinos. Possuem uma cauda prénsil (Figura 1), que
funciona como um quinto membro, auxiliando no equilibrio durante sua
movimentacgao. A férmula dentaria dos adultos é representada por 2 X | 2/2; C1/1;
P 3/3; M 3/3.

A familia Atelidae €& composta por 4 géneros: Alouatta (bugios)
compreendendo 10 espécies; Ateles (macacos-aranha) compreendendo 7
espécies; Lagothrix (macacos-barrigudos) representado por 4 espécies; e
Brachyteles (muriquis), representado por 2 espécies (SCHNEIDER, 2000;
OPAZO et al., 2006; WILDMAN et al., 2009).
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FIGURA 1. Imagem de u ac'aobarrigudo (Lagothrix ana) infante, utilindo a cauda prénsil
COMoO apoio.

2.4 Género Lagothrix

Os macacos-barrigudos (Lagothrix spp.) sdo primatas da familia Atelidae,
que ocupam alguns segmentos do territério amazénico (Figura 2), abrangendo
areas nos seguintes paises: Peru, Coldmbia, Venezuela, Equador, Bolivia e
Brasil (FOODEN, 1963).



B Lagothrix (Oreonax) flavicauda
[ Lagothrix cana

3 Lagothrix lagotricha

8 Lagothrix lugens

B Lagothrix poeppigii

FIGURA 2. Distribuigao geografica dos cinco morfotipos reconhecidos atualmente de macacos-
barrigudos. (Adaptado de A. Di Fiore et al. /Molecular Phylogenetics and Evolution)

O género contém espécies classificadas, segunda a Unido Internacional
para a Conservagao da Natureza (IUCN), em “Vulneraveis” (L. lagotricha e L.
poeppigii), “Em Perigo” (L. cana) e “Em Perigo Extremo” (L. lugens), e como suas
populagdes continuam decaindo, programas de manejo reprodutivo em
individuos cativos sdo fundamentais como ferramenta para elaboracdo e
execucdo de aclGes de conservacao para estes géneros. Apesar disso, a
manutencdo e a reproducdo em animais cativos destas espécies tém se
demonstrado muito dificil ANGE-VAN HEUGTEN et al., 2008; MOONEY & LEE,
1999), e sua biologia reprodutiva e parametros histéricos sao pouco conhecidos
(DI FIORE et al., 2010; MOONEY & LEE, 1999).

Na realidade, os registros classicos sobre dados morfolégicos remontam
ao periodo entre 1930 e 1950 e, ainda assim, permanecem como fonte principal
de citacbes em producdes cientificas, mesmo sabendo-se que a maioria esta
relacionado a Primatas do Velho Mundo, e em condi¢fes de cativeiro.

Macacos-barrigudos possuem habitos diurnos (PERES, 1994). Ocupam
principalmente areas de floresta primaria, circulando entre todos o0s niveis e
dificilmente descem ao solo, pois bebem a agua acumulada em folhas,
bromelidceas e outras estruturas vegetais. Formam grupos de até 40 individuos,

mas existem relatos ocasionais de individuos solitarios. Dormem nas copas das



arvores, em cima de galhos, mas ndo necessariamente em um mesmo local,
guase sempre préoximos as fontes de alimento. Geralmente, enquanto a maioria
do grupo se alimenta, alguns individuos atuam como sentinelas contra eventuais
predadores (ANDRADE et al., 2017). Sdo primariamente frugivoros, e, portanto
excelentes dispersores de sementes. O comportamento alimentar de
aproximadamente 40 individuos, foi estudado durante 11 meses, na regido de
Tefé (Amazonas, Brasil), em 3298 registros de alimentacdo, constatando-se que
a dieta se compde principalmente por frutos maduros (83%) e sementes (7%).
Pode ocorrer variagcdo estacional, e em periodos em que ha escassez de frutos
a composicao da dieta pode variar, incluindo folhas verdes, seiva e flores, sendo
gue alimentos de origem animal (artrépodes e outras presas) ndo constituem
mais que 0,1% da ingesta (PERES, 1994). Bodmer e Robinson (2004), apés
estudar durante quatro meses o comportamento de 18 individuos semicativos,
observaram que o descanso consome 45% do tempo, sendo forrageamento a
atividade mais frequente (29%), seguido por deslocamento (23%), interacdes
sociais (3%) e grooming (1%). A maturidade sexual ocorre entre cinco e oito
anos, a gestacao dura aproximadamente 225 dias, e o periodo de lactacado varia
entre nove meses e um ano, sendo que a expectativa de vida em cativeiro € de
aproximadamente 25 anos (MAYOR et al., 2017). Somente as fémeas carregam
os filhotes (Figuras 3 e 4), primeiramente agarrados ao ventre e, apds algum
tempo de desenvolvimento, em suas costas (VOSS e FLECK, 2011).

FIGURAS 3 e 4. Imagens de uma fémea lactente de macaco-barrigudo (Lagothrix cana), com
filhote as costas.

Seus principais predadores sdo 0s grandes rapinantes, os grandes

felideos e os humanos, por serem muito apreciados como alimento por algumas
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comunidades indigenas. Na regido amazoénica, a caca de animais selvagens é
uma atividade tradicional, que visa prover as necessidades das populacdes
locais em termos de alimentagdo de subsisténcia e outros itens (FITZ GIBBON,
1998), e os Lagothrix sdo os primatas mais frequentemente cacados na regido
Amazobnica (PUERTAS e BODMER, 2004). Além da caca predatéria, a
destruicdo do habitat natural e o trafico de exemplares para serem utilizados
como pets contribuem para a diminuicdo substancial das populagdes em vida
livre. A pressao antropica € tdo devastadora que ja existem relatos de individuos
transpondo os limites de sua distribuicdo geogréfica original, numa tentativa de
busca de um ambiente favoravel para sua manutencdo (NUNES e ORSINI,
2016). A escassez de maiores informacfes a respeito das caracteristicas
reprodutivas da espécie também constitui um fator limitante a execucdo de
atividades de manejo com vistas ao repovoamento das areas que ainda ndo
foram degradadas (BODMER e ROBINSON, 2004).

A classificagdo taxondmica dos macacos-barrigudos, como a dos outros
atelideos, também é bastante controversa. Fooden (1963) prop6s a existéncia
de 2 espécies: L. flavicauda, para o macaco-barrigudo da cauda amarela (“yellow
tailed wooly monkey”) e L. lagotricha para todas as demais, baseando-se em
caracteristicas como coloracdo, morfometria, e diferencas osteolégicas que
considerou qualitativas. Até hoje, ainda ndo se tem evidéncia adicional que prove
a existéncia de 3 espécies como proposto primariamente por Groves (2001,
2005). No mesmo trabalho, Fooden (1963) agregou L. flavicauda a familia
Atelidae, porém, em género distinto de Lagothrix, como um género distinto.
Essas variacdes taxondmicas dificultam a determinacdo da relacdo de L.
flavicauda com outras espécies de Lagothrix e de outros Atelideos.
Posteriormente, estudos realizados por meio da analise do sequenciamento de
genes mitocondriais (mtCOI e mtCOIl) de 141 individuos de variadas espécies
de Lagothrix (RUIZ-GARCIA, PINEDO-CASTRO & SHOSTELL, 2014),
obtiveram varias conclusées: (a) L. flavicauda apresentou diversidade genética
igual a zero, enquanto que L. poeppigii e L. lugens apresentaram a maior
diversidade genética, quando comparados entre si, e L. lagotricha e L. cana
apresentaram um grau mais modesto de diversidade, quando comparadas as
suas amostras; (b) A hipétese da ocorréncia de duas espécies (L. lagotricha e L.

flavicauda) se comprova a nivel molecular, avaliando-se a introgressao genética
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e a hibridizac&o recente. Neste caso, L. lagotricha apresentaria 4 subespécies.
Esta conclusao contraria a hipotese de Groves (2001) e corrobora a proposta de
Fooden (1963); (c) L. poeppigii foi a primeira espécie dentre os individuos da
espécie do taxon L. lagotricha que experimenta diversificagdo mitocondrial
haplétipa, enquanto que L. cana e L. lagotricha apresentam essa diversificacao,
mais recentemente; (d) L. poeppigii € L. lagotricha foram os taxa que
apresentaram a maior evidéncia de expansao populacional em diferentes
periodos do Pleistoceno, enquanto L. /ugens apresentou um declinio
populacional nos ultimos 25.000 anos. Isto demonstra a necessidade premente
da realizagao de ensaios laboratoriais abrangendo o uso da genética molecular
com finalidade de obter uma classificagdo taxonédmica mais objetiva e precisa
para as especies em questdo, e amplia significativamente os horizontes da

pesquisa cientifica, na atualidade.

2.5 Lagothrix cana (Geoffroy, 1812)

A classificagdo taxonémica atual de Lagothrix cana é classificado
atualmente como pertencente ao Reino Animalia, Filo Chordata, Classe
Mammalia, Ordem Primates, Subordem Haplorrhini, Infraordem Simiiformes,
Parvordem Platyrrhini, Familia Atelidae, Subfamilia Atelinae, Género Lagothrix,
Espécie Lagothrix cana e possui varios nomes populares, entre eles: “macaco-
barrigudo”, “macaco-barrigudo cinza”, e em alguns casos, € citado como
“Geoffroy’s woolly monkey”.

O macaco-barrigudo dessa espécie possui uma pele grossa e densa, com
coloragédo acinzentada e preta (Figura 5), em seus membros (ROWE, 1996).
Apesar de seu grande tamanho e conformacgao robusta, os macacos-barrigudos
sao capazes de locomover-se habilmente sobre as arvores, com a ajuda de sua

longa cauda prénsil.
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FIGURA 5. Imagem de um exemplar adulto de macaco-barrigudo (Lagothrix cana) evidenciando
a coloragéo da pelagem dos membros.

A espécie esta classificada como “Em perigo (EN)” na lista vermelha da
IUCN, e, em geral, os machos s&o maiores que as fémeas, podendo alcangas
65 cm, da cabecga a base da cauda e massa corporal de aproximadamente 9,5
Kg, enquanto que as fémeas n&o ultrapassam 58 cm e 7,7 Kg. Atualmente
existem 18 areas de protegcao que abrangem a espécie no Brasil, mas nenhuma
acao de preservacgao contempla a utilizagdo dos animais cativos em plantéis de

Zooldgicos e criadouros, com reintroducao de espécimes na natureza.

2.6 Contencao Farmacolégica

A associagdo de anestésicos dissociativos a agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2 é utilizada em medicina veterinaria desde a década de 1960,
e continua a ser o protocolo geral mais empregado na contengao farmacolégica
e anestesia injetavel de animais selvagens (PACHALY & VOLTARELLI-PACHALY,
2011).

Dos anestésicos dissociativos, os mais comuns sdo a cetamina e a
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tiletamina, farmacos que promovem sedagcao e analgesia por interromper a
transmissdo ascendente das por¢cdes cerebrais inconscientes para as
conscientes, a0 mesmo tempo em que produzem um estado cataléptico
(PACHALY, 2000). O inicio da agao é rapido, e quando usados em conjunto com
agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2, a indugao geralmente é tranquila,
sendo que os efeitos cardiovasculares dos agonistas sdo em parte compensados
pelo agente dissociativo (MUIR, SKARDA & MILNE, 1977; MATTHEWS et al.,
1993; PACHALY, 1994). E comum se observar um padrao respiratério apnéustico,
caracterizado por uma pausa apos a inspiragdo, podendo também ocorrer
hipertonia muscular (LIN, 1996; LIN et al., 1992).

O cloridrato de tiletamina € um anestésico dissociativo mais potente que
o cloridrato de cetamina, porém apresenta maior capacidade de causar
convulsdes (DINIZ, 1999). Por isso, é produzido sempre em associagdo a um
potente benzodiazepinico, o zolazepam, que possui agao anticonvulsivante e
miorrelaxante, minimizando as agdes cataleptoides da tiletamina (DINIZ, 1999).
A duragédo de agdo da tiletamina é trés vezes mais longa que a da cetamina,
sendo mais eficaz na indugédo da anestesia em primatas e gatos que em outras
espécies (BRANSON, 2003).

A utilizacdo de agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 potencializa
os efeitos da associacgao tiletamina-zolazepam, resultando em aumento do plano
anestésico (SELMI et al., 2003). Tais farmacos sdo sedativos e causam
depressao dose-dependente pela estimulagdo de receptores adrenérgicos alfa-
2 no sistema nervoso, tanto central quanto periférico (CORTOPASSI, 2004). Os
agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 atuam impedindo a liberagdo da
noradrenalina, e ndo existindo quantidade suficiente de noradrenalina na fenda
sinaptica, a transmissdo do impulso nervoso fica inibida (PACHALY, 2000). E
importante frisar que se o paciente estiver previamente excitado ou sob situagao
de alto indice de estresse, o efeito farmacoldgico dos agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2 fica diminuido, tanto isoladamente quanto em combinacgéo
com anestésicos (PACHALY, 2000).

A detomidina € um dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2
atualmente mais utilizados na sedagao e medicagao pré-anestésica em equinos
(CHAMBERS et al.,, 1993), outros autores, indicam-na para intervengdes

cirurgicas na posicdo quadrupedal (FEITOSA et al., 1990). Também tem sido
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usada em associagdo a diversos outros farmacos, aparentemente com
pequenas diferencas em relagdo a xilazina, para sedacao pré-anestésica
(CLARKE &, TAYLOR, 1986, MATTHEWS et al., 1991. MATTHEWS et al., 1993;
FANTONI et al., 1999; PACHALY et al., 2011a). Existe aparentemente um “efeito
platé” na sedagéo, sendo que um aumento da dose de detomidina pode melhorar
a analgesia e aumentar a duragédo de seu efeito, mas nao leva a um aumento
concomitante na intensidade da sedacdo (JOCHLE, 1989; PACHALY et al.,
2011b). Em fungao do relativo aumento da poténcia e efeito prolongado de sua
acao, pode ocorrer sedagao residual (MATTHEWS et al., 1991; MATTHEWS et
al.,, 1993; PACHALY et al.,, 2011a). Sua utilizacdo, isoladamente ou em
associacdo a outros farmacos sedativos e anestésicos, para contencao
farmacologica de diversas espécies de mamiferos selvagens placentarios n&o
xenartros (PACHALY et al.,, 2011a). A associagdo denominada “ZAD” ja foi
utilizada para contencado farmacolégica de ledes (PACHALY & VOLTARELLI-
PACHALY, 2011), quatis (PACHALY et al., 2013) e ongas (OSILHEIRE et al.,
2012), bem como em cées (CIANCA et al., 2014) e gatos domésticos (ANDO et
al., 2015), além de pequenos roedores, como o hamster-sirio (PACHALY et al.,
2014a).

Em anestesiologia, o sulfato de atropina é empregado para reduzir
secregoes do trato respiratorio e das glandulas salivares, e para inibir os efeitos
da estimulagédo vagal sobre os sistemas respiratorio e cardiovascular (SOMA,
1971; SOMA & PENNEY, 1975). Age bloqueando o estimulo vagal induzido por
respostas reflexas a tragdo de visceras, a estimulagao laringea direta e o
induzido por diversos agentes anestésicos e pré-anestésicos (SOMA & PENNEY,
1975; HOLZ, HOLZ & BARNETT, 1994). Tem também agao broncodilatadora,
relaxando a musculatura lisa bronquial e traqueal, mas nao produz alteracdes
importantes na pressao sanguinea (SOMA & PENNEY, 1975). Diminui o
peristaltismo e reduz a atividade secretora do trato digestorio (MASSONE, 1988),
e em muitas espécies produz midriase (SOMA & PENNEY, 1975). Sua utilizagéo
evita efeitos adversos dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2, como
bradicardia, hipotensao e bloqueio atrioventricular (PACHALY, 1995).

Estando os animais submetidos a anestesia de campo, é fundamental a
monitorizacdo dos parametros vitais como frequéncia cardiaca e respiratoria, e

embora a frequéncia cardiaca diminua apos a administragdo de agonistas de
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receptores adrenérgicos alfa-2, geralmente retorna ao normal apds a
administragao do anestésico dissociativo (LIN, 1992; PACHALY & VOLTARELLI-
PACHALY, 2011; OSILHEIRE et al., 2012; PACHALY et al., 2013). Empregando
a combinagdo de anestésicos dissociativos a agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2, também nao é incomum, se observar padrao respiratério
apnéustico, caracterizado por uma pausa apoés a inspiracdo (AUBIN & MAMA,
2002; LIN, 1996). Entretanto, a medida que a profundidade anestésica se torna
menos intensa, a respiragéo se torna mais regular e laboriosa. Na avaliagéo da
profundidade anestésica, essa mudanga no padrdo respiratério pode ser
bastante util, sendo que é pouco comum a necessidade de ventilagao assistida
quando sao usadas as combinagdes de anestésicos dissociativos a agonistas de
receptores adrenérgicos alfa-2 (AUBIN & MAMA, 2002). Também pode ocorrer
hipertonia muscular (LIN, 1992).

Tradicionalmente, doses de farmacos sao calculadas e expressas em
quantidade por unidade de massa corporal (mg/kg). O emprego desse padréo
metodoldgico, que usa proporcionalidade direta, pode levar a problemas graves
relacionados com subdosagens ou dosagens excessivas, devido a grande
disparidade de tamanhos e padrdes fisiologicos encontrados em algumas
espécies (PACHALY, 2006; PACHALY, 2009). O método de extrapolacéo
alométrica, entretanto, calcula e expressa doses como quantidade por unidade
de energia consumida por um determinado animal em situagdo de metabolismo
basal (mg/kcal). Uma vez que absorgao, distribuicdo e eliminagéo de todas as
drogas ocorrem em fungcdo da taxa metabdlica basal, o método alométrico
permite, pelo conhecimento das taxas metabdlicas basais de dois diferentes
vertebrados, extrapolar matematicamente para um deles doses de
medicamentos indicadas para outro, para o qual ja tenham sido realizados
estudos laboratoriais de experimentacdao farmacocinética e farmacodinamica
(PACHALY, 2006; PACHALY, 2009). O objetivo pratico mais evidente, em
medicina veterinaria, € a extrapolagdo das doses de drogas entre animais de
formas, tamanhos e massas diferentes, possibilitando o uso de dados
farmacologicos obtidos em um animal-modelo, para o qual o farmaco foi
desenvolvido e estudado, para a farmacoterapia em um animal-alvo, que pode
ser qualquer paciente doméstico ou selvagem (PACHALY, 2006; PACHALY, 2009;
SEDGWICK & POKRAS, 1988).



16

No que tange, especificamente a contencdo farmacoldgica de primatas
nao-humanos, a associagcdo de anestésico dissociativo, benzodiazepinico,
atropina e agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 ja havia se mostrado
efetivamente segura para procedimentos semelhantes aos que foram objeto
deste estudo, quando na ocasido, a xilazina, foi a droga utilizada como
representante da classe dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2
(CARNEIRO, 2011; PACHALY et al., 2011b).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo capturar individuos cativos da espécie
Lagothrix cana para validagdo de um protocolo anestésico factivel para o manejo
e manipulagdo dos mesmos, colher e armazenar amostras biologicas e

realizagao de pequenos ‘procedimentos.

3.2 Objetivos Especificos

Padronizar um método confiavel de extragdo de DNA, para as amostras
colhidas, para posterior analise e sequenciamento genético, abordando: a
caracterizagao génica, analises génicas para caracteristicas taxonémicas
parentais, bem como confrontar os resultados com os dados referentes a espécie,
que constam na literatura especializada. Isto ira fomentar a retroalimentacao
cientifica e servir de referéncia para futuras agdes, no ambito da reproducéao e
conservagao da mesma.

Comparar os resultados com outros dados referentes a outras espécies
de Primatas Atelideos, dentro e fora do Género Lagothrix, com vistas a avaliar a

distancia filogenética, entre as mesmas.

3.3 Autorizagoes

Este projeto se encontra registrado no Instituto de Pesquisa, Estudos e
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Ambiéncia Cientifica da Universidade Paranaense (IPEAC/UNIPAR), sob n°
20.047/2011, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Experimentacdo Animal da Universidade Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(CEUA/FMVZ — UNESP), sob numero de registro geral 174/2015. Seu numero
de Registro, junto ao Sistema de Autorizacdo e Informagao em Biodiversidade
(SISBio), é o n® 52027, e seu cadastro, junto ao Sistema Nacional de Gestao do
Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGen), é o

A98EF86, na categoria Acesso ao Patrimbnio Genético.

4. MATERIAIS E METODO

4.1 Local

Os animais foram submetidos aos procedimentos no Centro de Triagem
de Animais Selvagens (CETAS) Sauim Castanheiras e nas instalacbes da
Fundacdo Floresta Viva, no municipio de Manaus (AM). As amostras foram
trazidas ao Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da UNESP,
campus Botucatu — Laboratério de Genética Animal para a realizagdo das

analises genéticas.

4.2 Animais

Para este estudo, preliminarmente, foram capturados, aproximadamente
21 individuos, supostamente pertencentes a espécie Lagothrix cana,
provenientes dos plantéis do CETAS Sauim Castanheiras (Prefeitura Municipal
de Manaus — AM e da Fundacgao Floresta Viva (Manaus — AM), para realizagao
de procedimentos de rotina

O protocolo para esta contencdo utilizado foi a base de solucéo de sulfato
de atropina + cloridrato de detomidina + cloridrato de tiletamina + cloridrato de
zolazepam (“ZAD-50"). Os animais foram contidos por injecao intramuscular
profunda, apds contencéo fisica em puca/rede ou por dardos pressurizados
propelidos por zarabatana (Figuras 6 e 7), conforme PACHALY et al. (2011). O

método de planejamento terapéutico de doses de farmacos utilizado foi o da
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extrapolagéo alométrica interespecifica (PACHALY, 2009).

FIGURA 6. Imagem do procedimento prévio a contengdo de um macaco-barrigudo (Lagothrix
cana) adulto, por meio da utilizacdo de zarabatana para propulsdo de dardo artesanal
pressurizado contendo a solugdo ZAD-50.

FIGURA 7. Imagem de dardo confeccionado artesanalmente para execugdo de captura de
macacos-barrigudos (Lagothrix cana). Fonte: Prof. Luiz Paulo Cobra Monteiro Filho.

Foram realizados os procedimentos de captura, transporte, exame fisico,
marcagao por microchip, colheita de amostras de sangue, tratamento de feridas
contaminadas e suturas cutaneas, procedimentos odontoldgicos (periodontia,
exodontia, endodontia e dentistica restauradora). Os machos foram submetidos

a deferentectomia, com o protocolo associado a anestesia local. Apds a puncao
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da veia braquial (Figura 8), as amostras de sangue foram acondicionadas em
tubos de ensaio contendo anticoagulante (EDTA) (Figura 9) e acondicionadas
em caixa térmica contendo gelo reciclavel, e posteriormente congeladas e

mantidas a uma temperatura média de -25°C.

N

FIGURA 8. Venopuncdo da veia braquial para colheita de sangue em macaco-barrigudo
(Lagothrix cana).

N
T it

982009106713

FIGURA9. Tubo de ensaio contendo anticoagulante (EDTA), apds colheita de amostra de sangue
de exemplar de macaco-barrigudo (Lagothrix cana).
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Os animais foram monitorizados durante todo o periodo anestésico (figura
10), com atengao especial ao retorno de reagdes conscientes, retorno da reagao
postural de endireitamento (RPE), e o retorno a ambulagdo normal, para serem
liberados aos recontos. Os dados eram todos anotados em fichas anestésicas

individuais (Figura 11).

FIGURA 10. Exemplar adulto de macaco-barrigudo (Lagothrix cana) sendo monitorado quanto a
temperatura corporal e oximetria de pulso.
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FIGURA 11. Exemplo de ficha anestésica utilizada na monitorizagdo de macacos-barrigudos
(Lagothrix cana), durante o trabalho de pesquisa.

4.3 Extracao de DNA e avaliagao da qualidade do material obtido

No laboratdrio, as amostras foram descongeladas e a extragao de DNA total

foi realizada por meio da técnica empregando fenol/cloroférmio, segundo
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protocolo descrito em Sambrook e Russel (2001).

A quantidade e a qualidade do DNA foram avaliadas em espectrofotometro
(Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), por meio
de absorbancia a 260-280 nm e, em gel de agarose a 1,0%, corado com Gel Red
(Uniscience) (0,1uL/10mL) imerso em tampao TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA)

e visualizados em digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta.

4.4 Reagao de amplificagao (PCR) e purificagao do produto

Para a determinagdo da(s) espécie(s) referente as amostras colhidas,
empregou-se segmentos da regido controladora do DNA mitocondrial (D-Loop)
e do COll, obtidos  utilizando os  primers  L15400 (5’ -
TCCACCATTAGCACCCAAAG-3’ ) e H15940 (5 -
CCTGAAGTCGGAACCAGATG-3’" ) (KOCHER et al., 1989), L6955 (5-
AACCATTTCATAACTTTGTCAA-3) e H7766 (5 -CTCTTAATCTTTAACTT
AAAAG-3) (ASHLEY e VAUGHN, 1995; COLLINS e DUBACH, 2000),
respectivamente.

As reagdes de amplificacdo (PCR - Polymerase Chain Reaction) foram

feitas em um volume final de 11 ul, contendo:

5 pl de agua milliQ autoclavada;

4 ul de GoTaqg (Promega) (mix pronto 1x contendo 0,20 mM de dNTPs,
1,5 mM de MgClz, 1 U de Taqg DNA Polimerase);

0,5 ul de cada primer (10 uM);

1 pl de DNA (20-50 ng/pL)

As condicoes de amplificacdo para o mtCOIl foram as seguintes:
desnaturacgao inicial a 95° C, por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95° C, por
30 segundos; 50° C por 30 segundos e 72° C, por 30 segundos, com um passo
final de extensdo a 72° C, por 5 minutos.

As condigbes de amplificagdo, para a regido controle, foram as seguintes:

desnaturacgao inicial a 95° C, por 10 minutos, seguida de 35 ciclos a 94° C, por
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35 segundos; 55° C, por 35 segundos e 70° C, por 30 segundos, com um passo
final de extensao a 72° C, por 10 minutos.

O rendimento do produto da amplificacao foi avaliado em eletroforese em
gel de agarose 1,5% imerso em tampéo TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA),
corado com Gel Red™ e visualizado em transluminador, sob luz ultravioleta.

Posteriormente, cerca de 5 yl de cada produto de amplificagdo foi
purificado com a adicédo de 0,5 ul de fosfatase alcalina de camarao (1 U/ul)
(Affymetrix, Inc.) e 0,4 ul de exonuclease | (10 U/ ul) (Affymetrix, Inc.) e incubado

por 45 minutos a 37° C. Feito isto, este foi incubado a 80° C, por 15 minutos.

4.5 Sequenciamento Nucleotidico

As reacdes de sequenciamento do produto de PCR foram realizadas pelo
sequenciador Applied Biosystems 3500 no Laboratdrio de Diagndstico Molecular
do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu. Os produtos de amplificacao
foram sequenciados nos sentidos direto e reverso para garantir uma maior
confiabilidade dos resultados.

Para a reac&o de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para cada reagao, foram utilizados
1,2 ul de solugao Big Dye, 1 ul de primer (10 uM) e 5 ul do produto mitocondrial.
As reagdes foram colocadas em termociclador nas seguintes condig¢oes:
desnaturacgao inicial a 96° C, por 1 minuto; seguida de 25 ciclos a 96° C, por 10
segundos; 50° C, por 30 segundos e 60° C, por 4 minutos; com um passo final de
extensdo a 72° C, por 10 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4 pl de
agua MilliQ autoclavada e 16 pl de etanol 95%. A solugao foi misturada em
agitador de tubos e mantida por 15 minutos a temperatura ambiente (~25° C). A
amostra foi centrifugada por 30 minutos, a 12000 rpm e o sobrenadante retirado.
O precipitado foi lavado com cerca de 200 pl de etanol 70%, e a solugao foi
misturada em um agitador de tubos e novamente centrifugada por 7 minutos, a
12000 rpm. A amostra foi seca a 90° C, durante 2 minutos e mantida a -20° C.

O produto do sequenciamento foi dissolvido em 1,6 pul de
formamida:dextran azul 25 mM EDTA (5:1), ressuspenso e desnaturado por 2

minutos a 90° C, em banho seco. As sequéncias das duas fitas de DNA de cada
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amostra foram editadas e alinhadas no programa Sequence Navigator (Applied

Biosystems).

4.6 Analise dos dados / Edicéo e Alinhamento das Sequéncias

A visualizagdo dos eletroferogramas da sequéncia nucleotidica dos
fragmentos de DNA mitocondrial foi realizada por meio do programa
computacional Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2007), o qual permite
a leitura de diversas extensbes do sequenciamento. A amplitude e os
espagcamentos dos picos foram devidamente observados para atestar a
qualidade das sequéncias e verificar se as mutacdes eram reais ou se poderiam
ser artefatos da técnica do sequenciamento.

Utilizando o programa computacional Geneious 4.8.5 (DRUMMOND et al.,
2009), as sequéncias obtidas no Chromas Lite 2.01 foram editadas e alinhadas
e 0s respectivos eletroferogramas verificados. Cada resultado foi analisado
individualmente e comparado ao seu respectivo eletroferograma pelo menos
duas vezes. Os alinhamentos foram realizados utilizando a ferramenta (algoritmo)
MUSCLE do programa Geneious 4.8.5 (EDGARD, 2004). Os alinhamentos
foram também verificados manualmente, pelo menos duas vezes, e comparados
aos seus eletroferogramas para a certificagéo da posi¢cao de bases nitrogenadas
nas sequéncias obtidas. Para confirmar a identidade das sequéncias foi utilizado
o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al. 1990),
através do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), o qual relaciona sequéncias por meio de
similaridade entre bases nitrogenadas. Todas as amostras foram alinhadas entre
si gerando um arquivo que foi utilizado na realizagdo de testes estatisticos

posteriores.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quanto ao protocolo de contengao farmacolégica

Os animais perderam expressivamente a RPE em 2,52 + 0,74 MPI, e
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apresentaram inicio da anestesia aos 3,57 + 0,74 MPI. O retorno de reagdes
conscientes foi observado em 102,0 £ 66,72 MPI, com recuperagao da RPE, aos
118,0 £+ 62,46 MPI, e retorno a ambulagao normal aos 237,5 + 3,53 MPI. Os
dados referentes aos parametros fisioldgicos frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratoria, saturagao parcial de oxigénio (SpO2) e temperatura retal aos 10, 20,
30, 40, 50 e 60 minutos do periodo anestésico sao apresentados na Tabela 1. A
analise global da frequéncia cardiaca mostrou redugéo significativa (p<0.05) com
relacdo ao passar do tempo e ponto de reducido pontual mais critica entre 10 e
60 MPI (p=0,0248). A frequéncia respiratoria ndao mostrou diferencga significativa
em nenhum dos momentos da anestesia. Ja no que se diz respeito a temperatura
retal, observou-se queda global significativa (p<0.05) a partir de 10 MPI, com a
redugao pontual mais critica entre 40 e 50 MPI (p<0,05). Finalmente, a saturagao
parcial de oxigénio ndo apresentou diferengas globais significativas durante todo
o periodo anestésico. Houve, no entanto, diferenga significativa pontual dos
valores obtidos entre 30 e 60 MPI (p=0,0334).

QUADRO 1. Frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura retal e saturagao parcial
de oxigénio (SpOz2) de 21 primatas adultos da espécie Lagothrix cana, submetidos a contengéo
farmacolégica e anestesia dissociativa de campo pela associacdo de Zoletil®, Atropina e
Detomidina (“ZAD-50"), em doses calculadas por meio de extrapolagéo alométrica interespecifica
(média * desvio padrao).

Minutos Frequéncia Frequéncia Temperatura
pos- Cardiaca Respiratéria retal (°C) SpO:2 (%)
injecéo (bpm) (mpm)
10 147 £ 29 51+14 39,0+0,7 89+4
20 143+ 14 50+10 38,9+0,8 88+4
30 141 +13 48 £ 10 38,7+0,8 87+4
40 139+ 15 48 £ 11 38,3+1,0 84+8
50 141 + 25 51+15 380+1,0 84 +11
60 131+14 47 £12 37,8+1,2 87 +10

(mpm = movimentos por minuto; bpm = batimentos por minuto)

A frequéncia cardiaca, na avaliagao estatistica pelo teste de Spearman,
mostrou moderada correlagdo negativa significativa com o tempo (rs = -0,6; p=
0,0003), ou seja, diminuindo conforme passava o tempo. Quanto a frequéncia

respiratéria, a analise dos dados pelo teste de Spearman mostrou fraca
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correlagao negativa significativa entre o tempo e a frequéncia respiratéria (rs = -
0,3, p = 0,02). No que diz respeito a temperatura retal, houve forte correlagao
negativa com o tempo (rs = -0,9, p= 0,0001), diminuindo intensamente conforme
passava o tempo. No que tange a saturagdo parcial de oxigénio, ndo houve
correlagao pelo teste de Spearman (p= 0,38).

A qualidade da contengcdo farmacoldgica, da analgesia e do
miorrelaxamento foi considerada excelente, e durante anestesia, os parametros
fisiologicos apresentaram caracteristicas compativeis com o esperado. Nao
houve variagdo na frequéncia respiratoria, enquanto a frequéncia cardiaca se
manteve estavel na maior parte do tempo anestésico, apresentando uma
diminuicdo dos batimentos entre 10 MPI e 60 MPI, podendo estar relacionada
com o estresse prévio a contencao, que favorece o aumento da frequéncia
cardiaca. A temperatura retal caiu progressivamente a partir de 10 MPI e a
saturagao parcial de oxigénio ndo apresentou diferencas significativas durante a
anestesia. A qualidade da recuperacao foi considerada excelente em todos os

Casos.

5.2 Quanto a obtencao do material biolégico

Quanto a extragcdo do DNA, foram colhidas um total de 21 amostras
bioldgicas provenientes do CETAS Sauim Castanheiras e da Fundacé&o Floresta
Viva, durante o todo o periodo.

A quantificagao e a verificagao da integridade das amostras de DNA foram
feitas em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer — Thermo
Fisher Scientific. Esse equipamento quantifica o DNA total contido em cada
amostra individual, além de verificar se ha contaminagao por proteina por meio

da razao de absorbancia da luz na faixa de 260/280 nm (Quadro 2).
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QUADRO 2. Relagdo de amostras obtidas de macacos-barrigudos (Lagothrix cana)
submetidas a avaliagéo de integridade das amostras e quantificagdo de DNA.

AMOSTRAS CONCENTRACAO DE ABSORBANCIA
DNA (ng/uL) 260/280

3 22,0 1,25

6 20,0 1,40
35 28,4 1,53
83 30,9 1,88
89 18,0 1,32
110 43,9 1,87
111 12,9 1,50
138 10,8 1,41
164 5,8 1,39
216 21,9 1,65
291 25,8 1,83
341 16,2 1,30
371 30,9 1,48
484 48,9 1,88
623 16,7 1,53
629 39,1 1,94
676 23,4 1,80
699 8,6 1,24
798 35,3 2,00
841 5,3 1,33
850 38,6 1,35
860 27,7 1,19
873 6,9 1,63
891 28,1 1,96
992 19,0 1,31

Os genes mitocondriais COIl e D-Loop foram amplificados por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) empregando amostras de DNA obtidas
a partir de 19 individuos. Na amplificagdo do gene COII utilizando os primers
L6955 e H7766 (COLLINS e DUBACH, 2000) a reacao foi positiva para 10
individuos (003, 006, 089, 098, 110, 629, 699, 873, 922, 992), gerando
fragmentos de aproximadamente 700pb (pares de bases). Na amplificacdo do
gene D-Loop empregando os primers L15400 e H15940 (ASHLEY e VAUGHN,
1995) a reacgao foi positiva para 09 individuos sendo os mesmos elencados para
o marcador mitocondrial COIll com excegdao do individuo 922, gerando
fragmentos de aproximadamente 500pb.

Os resultados do sequenciamento foram analisados no programa

computacional Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2007) a fim de verificar
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a qualidade das leituras das sequéncias de DNA obtidas. A amplitude e os
espacamentos dos picos foram devidamente observados verificando se as
mutacgdes eram reais ou se poderiam ser artefatos da técnica do sequenciamento.

Subsequente a essa analise, as sequéncias obtidas para os genes COIl
e D-Loop foram alinhadas e as sequéncias consensos de 567pb e de 429pb
respectivamente, foram submetidas a comparagdes com demais sequéncias de
DNA mitocondriais depositadas no GenBank por meio do método de algoritmo
de BLASTn (ALTSCHUL et al., 1990).

Na comparagao do alinhamento das sequéncias obtidas para o fragmento
do gene mitocondrial COIl entre os 10 animais analisados com as sequéncias
depositadas no GenBank para as espécies Lagothrix cana, L. lagothricha e
L.poeppigii observou-se 100% de similaridade com Lagothrix cana confirmando
assim que esses animais sdo comprovadamente pertencentes a esta espécie. A
comparagao dessas sequéncias nucleotidicas permitiu determinar 8 sitios
variaveis entre as espécies L. cana e L. lagothricha e de 9 sitios variaveis entre

L. cana e L. poeppigii (Tabela 1).

TABELA 1. Sitios variaveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial em
Lagothrix. cana, L. lagothricha e L. poeppigii

Sequéncias

3 3 6 3 3 4 4 4 4 5 5

o 9 9 2 9 1 3 7 7 1 3

Individuos 1 9 5 2 1 7 4

L. cana T T A T T T T € C A C
003
699
873
922
629
110
006
089
098
992

L. lagothricha C . G C C Cc Cc . T . T

L. poeppigii . C GG CCC COCTTG
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Apresenta-se na tabela 2 a comparacao das sequéncias nucleotidicas ja
descritas no quadro 1, porém incluindo a espécie Ateles fusciceps, (macaco-
aranha). Esta comparagdo teve, por intuito, mostrar o maior numero de
polimorfismos (58) quando alinhamos sequéncias oriundas entre 2 géneros

distintos que, neste caso sao Lagothrix e Ateles.

TABELA 2. Sitios variaveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial em
Lagothrix. Cana e Ateles fusciceps

Sequéncias
31 33667899111 11
8 09295539122 33 556€6
107 58 6 9 25

—
—
—
—

Individuos
L. cana TCTTCAATCTTTGCCATGT
A. fusciceps CT..A. TCTCCCATTTT CAC
Sequéncias
11 11111222222 2
78 888991122236
6792536 05877 75
Individuos
L. cana TG CCGCGACTATTTACCCC

A. fusciceps CA TTATAGTCCCCCGTTTT

Sequéncias
33333333444 4 4 4
356566999011 3
17 64769039515 2 1 1
Individuos
L. cana TATCTTTTGTCTTTCACTCC

A. fusciceps . T CTCCACACAC. . T GT A.
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Sequéncias
4 4 4455555 5
78 89011346
7 3 7846946 1

Individuos
L. cana CC TATTACCC
A. fusciceps .. T CGAC. TTT

Para o gene mitocondrial D-Loop nao foi encontrada sequéncia
depositada no GenBank para o Lagothrix cana. Na comparacgao do alinhamento
das sequéncias obtidas para este fragmento entre os 09 animais analisados
observou-se um total de 05 polimorfismos distribuidos em 04 haplétipos (Tabela
3). Estes resultados serdo submetidos ao banco de dados GenBank de forma a
disponibiliza-los publicamente para pesquisas futuras. Observa-se que o
haplétipo 2 formado pelos animais 089, 6873, 110, 699, 992 foi o mais frequente

representando cerca de 55,6% das amostras analisadas.

TABELA 3. Sitios variaveis em 429 pares de bases da regido controle do DNA mitocondrial (D-
Loop) em 09 individuos da espécie Lagothrix cana

1123
1 150
4 560
Individuos
003 CG GCA
098
089 TA TG
873 TA TG
110 T A TG
699 TA TG
992 TA TG
006 . A ATG

629 T A A.
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A regiao controle do DNA mitocondrial, que inclui o gene D-Loop bem
como os genes citocromo B (CytB) e citocromo C oxidase (COl, Il e Ill) tém sido
as sequéncias mais utilizadas para identificar e catalogar espécies, discriminar
subespécies, estudar evolugdo em espécies domeésticas, silvestres e selvagens.
O projeto internacional conhecido como DNA Barconding of Live langado no ano
de 2005 objetivou inicialmente, gerar sequéncias de aproximadamente 648 pb
do gene mitocondrial COl como ferramenta de auxilio em filogenética e
catalogagcao da biodiversidade. Contudo, a melhoria tecnolégica proporcionou
um aumento de escala nos estudos mitocondriais proporcionando um avango
consideravel.

Um dos primeiros trabalhos em primatas empregando os marcadores
mitocondriais COIl € o de Ashley & Vaughn (1995). Com a finalidade de
esclarecer aspectos da historia evolutiva no género Aotus foram obtidas
amostras de DNA de 03 possiveis espécies - A. lemurinus, A. nancymae e A.
azarae. Apdés a comparagdo das sequéncias obtidas para este gene, os
resultados indicaram niveis altos de divergéncia nesta sequéncia nucleotidica
para as 3 espécies sugerindo assim que os taxons sao geneticamente bem
distintos e que provavelmente passaram por longos periodos de evolugao
isolada.

Ruiz-Garcia & Pinedo (2010), propuseram a primeira hipotese de
sistematica molecular sobre a origem e evolugcao do taxon Lagothrix com base
na analise dos 720pb do gene mitocondrial COIl obtidas a partir de amostras de
97 individuos. Os autores concluiram que todas as formas atuais de Lagothrix
sp,, provavelmente descenderam do ancestral L. poeppigii ou talvez, de forma
menos provavel, de L. lugens. Ruiz-Garcia et al. (2014) sequenciaram os genes
COl e COIl de 141 espécimes de Lagothrix sp. neotropicais e propuseram, a
partir dos dados moleculares, uma nova proposta de classificagdo desse género.

O emprego do marcador molecular COIl nesta pesquisa visou,
principalmente, a confirmacédo de qual ou quais espécies pertenciam cada um
dos individuos analisados considerando o género Lagothrix. Ou seja, a
caracterizagao génica individual para este gene é uma importante etapa na
elaboracdo de um plano de reintroducdo de individuos ou de reproducéo,
evitando principalmente a formagédo de hibridos. Conforme apresentado no

quadro 1, todos os 10 individuos analisados pertenciam a espécie Lagothrix cana.
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Averiguando os resultados descritos nas tabelas 1 e 2, destaca-se a eficacia

deste marcador para a identificagdo de espécies.

6 CONCLUSOES

Quanto a contengdo farmacolégica, em todos os animais foi
plenamente satisfatoria. N&o foram observadas reagdes adversas e o0s
parametros vitais avaliados mantiveram-se dentro de padrées compativeis com
o estado de contengéo farmacolégica e com o retorno a vida normal.

A combinacao “ZAD-50" tem volume final de 3,0 ml apds o preparo,
estando os farmacos tiletamina, zolazepam, atropina e detomidina associados
em alta concentragdo. Esse método simplifica enormemente o trabalho
veterinario com mamiferos selvagens, como os primatas do porte da espécie
Lagothrix cana, possibilitando a captura de cada animal empregando-se um
unico dardo de pequeno volume. Como exemplo, a contengao farmacoldgica de
um macho adulto pesando 8,8 kg se faz com um volume de 0,54 ml de ZAD-50.

O método de contencgao farmacolégica mostrou-se seguro e eficiente
para procedimentos de captura, transporte, exame fisico, marcagao por
microchip, colheita de amostras de sangue e urina, curativos, tratamento de
feridas contaminadas e suturas cutaneas, procedimentos cirurgicos e
odontoldgicos, incluindo periodontia, exodontia, endodontia e dentistica
restauradora.

Quanto a andlise genética, este trabalho conseguiu padronizar uma
sequéncia de genes no segmento D-Loop, que caracteriza a espécie Lagothrix
cana, e que deve ser adicionada ao Gen Bank, para fornecer subsidios em
eventuais pesquisas subsequentes, relacionadas a assuntos tais quais filogenia,

evolugao, biodiversidade, reproducao em cativeiro, entre outros.
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Resumo

Um Schnauzer Miniatura do sexo masculino de oito anos de idade foi encaminhado ao Cevet Centro ve-
terindrio na Cidade de Curitiba-PR com reclamagao principal de problemas dermatologicos. Ao exame
fisico observou-se distengao abdominal, criptorquidia unilateral esquerda, abdome distendido, alopecia
ndo pruriginosa, piodermite superficial e hiperpigmentagao. O animal apresentava genitélia externa
masculina. Alem das alteracoes ja descritas, a condicao geral do paciente parecia normal. O exame ul-
trassonografico revelou a presenca de estruturas tubulares de paredes finas, ocupando grande parte da
cavidade abdominal, consistente com um corpo e dois cornos uterinos assimétricos, ligados aos testicu-
los adjacentes (um dentro do escroto e outro intracavitario). Foi realizada gonado-histerectomia seguida
de encaminhamento para histopatologia das estruturas genitais encontradas. Tanto o procedimento ci-
rirgico como os resultados do exame histopatolGgico confirmaram tratar-se de um caso de presenca de
ttero em um individuo de sexo masculino, resultando em um diagnéstico final de Sindrome de Ducto de
Miiller Persistente (SDMP). Adicionalmente, o testiculo intra-abdominal apresentava tumor de células
de Sertoli. A ultrassonografia mostrou-se uma ferramenta adequada para o diagnéstico de Sindrome da
persisténcia dos ductos de Miiller.

Palavras-chave: Schnauzer miniatura, Criptorquidia, Sertolioma, Pseudo-hermafroditismo masculino, Sin-
drome da persisténcia dos ductos de Miiller.

Abstract

An eight-eight year old male Miniature Schnauzer was referred to Cevet Veterinary Clinic in the city
of Curitiba-PR with a chief complaint of dermatological problems. Physical examination detected ab-
dominal distention, left unilateral cryptorchidism, distended abdomen, with a non-pruritic alopecia
and hyperpigmentation. The animal had external genitalia consistent of a male individual. Besides the
aforementioned clinical signs, the general condition of the patient appeared to be normal. An ultraso-
nographic examination revealed large thin-walled tubular structures, occupying most of the abdominal
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cavity, consistent with a body and two asymmetric uterine horns attached to adjacent testicles (one
inside the scrotum and one inside the abdomen). Gonadohysterectomy was performed followed by his-
topathologic examination of the intracavitary genital structures. Both, the surgical procedure itself and
the results of the histopathological analysis confirmed the presence of uterus in a male subject, resulting
in a final diagnosis of Persistent Miillerian Duct Syndrome (PMDS). Additionally, the intra-abdominal
testis showed evident histologic signs of Sertoli cell tumor. The ultrasound was shown to be a suitable

diagnostic tool for the diagnosis of PMDS.

Keywords: Miniature Schnauzer, cryptorchidism, Sertoli cell tumor, Male pseudohermaphroditism, Persis-

tent Miillerian Duct Syndrome.

Introducéo

O processo de diferenciacao sexual comeca
quando o individuo é ainda um embriao e se esten-
de ao longo de parte do seu desenvolvimento fetal.
Neste estdgio, que compreende as primeiras sema-
nas de gestacao canina, independente dos cromos-
somos sexuais de cada individuo (XX ou XY), os
Grgdos sexuais internos sao sempre bi-potenciais,
havendo duas estruturas intra-abdominais: os duc-
tos de Wolff (que dao origem a genitdlia masculina)
e ductos de Miiller (que dé origem & genitélia fe-
mininaj (1). O que significa que todo feto, por um
determinado periodo, tem o potencial de desenvol-
ver ambas as gonadas: masculinas ou femininas.
A forma como as gonadas se desenvolvem subse-
quentemente ¢ influenciada por horménios que
estimulam o desenvolvimento de um dos ductos
ou promovem sua involugao. Se nenhum problema
ocorrer, cada feto ao final da diferenciagao teré ape-
nas um dos pares de ductos (2). Contudo, podem
ocorrer falhas ao longo do desenvolvimento sexual
dos fetos levando a um quadro de hermafroditis-
mo, pseudo-hermafroditismo ou outras formas de
inversao sexual (3,4).

Hermafroditismo é 0 nome dado a condicao na
qual individuos possuem tecidos ovarianos e tes-
ticulares ao mesmo tempo, ja o pseudo-hermafro-
ditismo, também conhecido como genitdlia ambi-
gua, trata-se de uma condicao na qual o individuo
apresenta um (nico sexo cromossdémico e gonadal,
mas combina as caracteristicas de ambos o0s sexos
na genitdlia. O foco do presente relato de caso é no
pseudo-hermafroditismo masculino. Sabe-se que
ha duas formas descritas de pseudo-hermafroditis-
mo masculino: 1) Quando ha falha no processo de

masculinizacao andrégeno-dependente, na qual os
animais possuem testiculos bilaterais, geralmente
criptorquidicos, genitalia externa feminina e ne-
nhuma evidéncia de genitdlia interna feminina,
derivada dos ductos de Miiller e 2) Quando ha Sin-
drome da Persisténcia dos Ductos de Miiller, uma
forma mais rara de pseudo-hermafroditismo mas-
culino interno (5). Na Sindrome da persisténcia dos
ductos de Miiller os individuos afetados possuem
6rgaos reprodutores masculinos normais, entretan-
to também possuem Gtero e as ovidutos (trompas
de Falépio), que sdo 6rgaos reprodutivos femininos.
Tanto os ovidutos como o dtero sio derivados dos
ductos de Miiller durante o desenvolvimento do
feto (1). O ducto de Miiller em condigoes normais in-
volui precocemente durante o desenvolvimento no
sexo masculino, mas € mantido nos individuos aco-
metidos pela Sindrome da persisténcia dos ductos
de Miiller. Os individuos afetados tém os cromos-
somos normais de um macho e genitalia masculina
normal. A sindrome é causada por uma quantidade
insuficiente de uma substancia denominada fator
inibidor Miilleriano (FIM) produzida pelos testi-
culos ou devido a insensibilidade dos receptores
do érgao alvo (ducto de Miiller) ao FIM. O periodo
critico para regressao do ducto de Miiller no em-
briao do sexo masculino canino comega aos 36 dias
e termina aos 46 dias de gestagao, o que coincide
com o inicio da secregdo de FIM, que comeca com
diferenciagao dos testiculos e continua a ser secre-
tado ao longo de toda gestacao (4,6). Apesar de ser
considerada rara, a Sindrome da persisténcia dos
ductos de Miiller em caes ja foi relatada em vérios
individuos da raca Schnauzer miniatura na Améri-
ca do Norte (5,10,11), América do Sul (12,13), Europa
(13) e Asia (14).
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Em animais criptorquidas o risco do desen-
volvimento de neoplasias de células de Sertoli é
aumentado em 26 vezes (15). Hiperestrogenismo,
neoformagao abdominal e aumento escrotal ou in-
guinal sao sinais clinicos apresentados em caes com
tumor de células de Sertoli (16). Como resultado
do hiperestrogenismo, apresentam-se os sinais da
sindrome paraneopldsica de feminizagao, que ocor-
rem em 70% dos casos de animais com tumores em
testiculos localizados na cavidade abdominal, 50%
em casos com tumores em testiculos localizados na
regiao inguinal e 15 % dos animais que apresentam
tumores localizados em testiculos escrotais (17,18).
No entanto, hd casos onde os niveis séricos deste
hormanio se encontram normais (19,20). A sindro-
me de feminizagdo no macho esta entre as derma-
toses sexuais hormonais mais comuns em caes (21).
Os sinais dermatolégicos, associados ao hiperes-
trogenismo, mais frequentemente encontrados sao:
atrofia dos foliculos pilosos e glandulas sebaceas,
alopecia bilateral ou regional, hiperpigmentacdo
varidvel nas zonas de alopecia, dermatose line-
ar prepucial e melanose macular (22,23). Os pelos
remanescentes se destacam facilmente, e a alope-
cia bilateral e simétrica, normalmente se inicia na

face caudal das coxas e perineo, espalhando para
os flancos, abdémen e térax, poupando cabegas e
extremidades (21,24,25).

O objetivo do presente trabalho é relatar um
caso de sindrome da persisténcia dos ductos de
Miiller em um cao da raca Schnauzer miniatura
com sertolioma, criptorquidia esquerda e sinais cli-
nicos de feminizagao.

Relato do caso

Exame clinico

Foi atendido no CEVET Centro Veterindrio um
macho, da raca Schnauzer miniatura, com oito anos
de idade. Ao exame fisico observou-se que 0 cao
apresentava genitalia externa de um individuo do
sexo masculino, mas com criptorquidismo unilate-
ral esquerdo, abdome distendido e ginecomastia,
além de um quadro clinico de dermatose caracte-
rizada pela presenga de édreas alopécicas e hiper-
pigmentacao de intensidade variavel no aspecto
ventral e dorso lombar do paciente (Figura 1). Afora
das alteragoes ja descritas, a condigao geral do pa-
ciente parecia normal.

Figura 1 - Apresentacdo ventral pré-operatoria do cdo mostrando testiculo direito atrofiado com sinais de feminizagdo, mamas exu-
berantes e abdomen distendido. (Fonte: Wendi Caetano).
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Ultrassonografia

Ao exame ultrassonografico da regido abdomi-
nal foi constatada a presenca de estruturas tubu-
lares de paredes finas com contetido anecéico com
volume de relativa importancia. Detectou-se ain-
da uma formagao heterogénea localizada em pélo
caudal de rim esquerdo medindo 4,15 X 4,25 cm.
Havia liquido de aspecto anecogénico no escroto
(hidrocele). O testiculo direito localizado dentro do
escroto apresentava dimensoes diminuidas (atrofia
testicular), com estrutura heterogénea adjacente. A
prostata apresentava contornos definidos, superfi-
cie regular, dimensoes preservadas (2,22 cm) e eco-

Figura 2 - Imagem fotogréfica obtida no periodo transopera-
tério: observe a presenca intra-abdominal de estrutura tubular
que se assemelha anatomicamente a um dtero (ducto de Mul-
ler). (Fonte Wendi Caetano).

Exame de macroscopia e histopatologia
O resultado do exame histopatolégico da massa

tubular confirmou a presenga de um Gtero atrofi-

co ou apldsico. A pega cirtirgica media 270 x 46 x

textura mantida

Laparotomia exploratoria

Por meio de laparotomia exploratéria confir-
mou-se a presenca do testiculo esquerdo de locali-
zagao proxima ao polo caudal do rim esquerdo, se-
melhantemente a posigao anatomica de um ovario
Ligado a esta havia uma estrutura tubular, que su-
geria um dtero. Foi realizada gonado-histerectomia
seguida de encaminhamento para exame histopa-
tolégico das estruturas genitais encontradas em la-
boratério terceirizado, incluindo o testiculo direito
localizado dentro do escroto. (figuras 2 e 3)

Figura 3 - Imagem fotografica obtida no periodo transopera-
torio: observe a presenca do testiculo esquerdo (no topo da
imagem) localizado préximo ao polo caudal do rim esquerdo,
que é uma posigdo anatdmica muito similar a de um ovério.
(Fonte Wendi Caetano).

51 mm, sendo composta por uma estrutura tubu-
lar medindo 240 x 46 x 51 mm, um nédulo associa-
do a uma das extremidades medindo 40 x 38 x 38
mm, na outra extremidade exibia uma érea tubu-
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lar menor de coloragao acastanhada medindo 51 x
7x 7 mm com um nédulo exofitico medindo 5 x 4
X 4 mm. Ao corte, o 6rgdo apresentava-se repleto
de material fluido esbranquicado. Os fragmentos
de tecido uterino foram identificados histologica-
mente e caracterizados por glandulas endometriais
escassas e atroficas, algumas delas exibiam dilata-
Gao cistica; extensas areas do epitélio exibiam meta-
plasia escamosa. A camada muscular apresentava
intensa vascularizagao, inclusive com artérias de
calibre médio, que lembravam um pediculo. A pre-
senga do utero repleto de liquido foi outro aspecto
relevante, que provavelmente poderia ter evoluido
para um quadro clinico severo. Nao foi identifica-
do tecido ovariano macro ou microscopicamente.
Concluiu-se que se tratava de um caso de pseudo-
-hermafroditismo.

O fragmento do testiculo criptorquida apresen-
tou proliferacao celular neoplasica. A arquitetu-

Figura 4 - Fotomicrografia da estrutura tubular morfologica-
mente compativel com tecido uterino encontrada durante a la-
parotomia exploratéria. Notar a presenca de tecido glandular
morfologicamente semelhante a glandulas endometriais atréfi-
cas que se apoiam em estroma fibromuscular abundante. (H.E.
Aumento de 100x). (Fonte: Juliana Werner).

Evolugao clinica

Cabe esclarecer que poucos meses ap6s o trata-
mento cirdrgico o animal apresentou-se saudavel
e com total remissdo das caracteristicas sexuais e
comportamentais femininas.

ra tissular do 6rgao apresentava-se parcialmente
obliterada por transformagao neoplasica expansi-
va e bem delimitada, com padrdo de crescimento
intratubular. As células tumorais eram poliédri-
cas, parte delas alongada no seu eixo longitudinal,
apresentando niicleo redondo e citoplasma mode-
radamente abundante, claro e vacuolar. Os achados
anatomo e histopatolégicos sao compativeis com
tumor das células de Sertoli.

Cortes histolégicos do testiculo presente na bol-
sa escrotal mostraram auséncia de espermatogéne-
se, orquite e degeneragao testicular, sem sinais de
transformacao ou infiltracao neoplésica. O parén-
quima testicular exibia area extensa de obliteracao
de arquitetura tissular por rea de reacao inflama-
toria com proliferagao de tecido conjuntivo fibroso,
hemorragia, edema e infiltrado inflamatério misto
muito rico em neutrofilos,

(figuras 4 e 5)

Figura 5 - Fotomicrografia do testiculo ectépico. Notar a obli-
teragdo da arquitetura tissular por proliferagdo neopldsica in-
tratubular composta por células poliédricas, alongadas no seu

eixo longi e com cit vacuolar (sertolioma). (H.E.
Aumento de 100x). (Fonte: Juliana Werner),

Discusséo

A sindrome de persisténcia do ducto de Miiller
€ mais frequentemente descrita na raga Schnauzer
miniatura. Essa sindrome é hereditaria nessa raca,
tendo um padrdo autossémico recessivo (11,31). Os
animais com sindrome de persisténcia do ducto
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Miiller podem ter infecgdes do trato urinério, pros-
latite, hiperplasia cistica do endométrio, mucome-
tra e tumores testiculares (11,26,27, 28,29,30,31,32).

Ha relato em literatura de um cdo com fenoti-
po masculine que apresentava alopecia simétrica,
criptorquidisme bilateral e grave tumor de mama.
O animal apresentava sinais clinicos decorrentes
de hiperestrogenismo, presenca de massa tubu-
lar sugerindo dtero e cisto ovariano. O resultado
do exame histopatoldgico neste caso confirmou
pseudo-hermafroditismo femininoe e carcinoma de
glandula mamdria (33). Qutros autores descrevem
alguns casos de cées com hermafroditismo e pseu-
do-hermafroditismo, porém o mecanismo que leva
a ocorréncia dessas anomalias nao foi totalmente
documentado ou esclarecido (34,35).

QOutra caracteristica clinica observada no caso
aqui relatado foi o criptorquidismo, achado relati-
vamente comum também em seres humanos com
Sindrome da persisténcia dos ductos de Miller e
que apresentam ovidutos, tlero, vagina e sao feno-
tipicamente normais (36). Em seres humanos aco-
metidos com Sindrome da persisténcia dos ductos
de Miiller foi sugerido que a criptorqguidia decorre
como resultado de uma obstrugdo mecanica pro-
vinda da retengao abdominal do ttero e ovidutos
(37).

E sabido que hé aumento do risco de desenvolvi-
mento neoplasico em testiculos retidos na cavidade
abdominal e, portanto a Sindrome da persisténcia
dos ductos de Miiller & também associada com neo-
plasias testiculares. Os c@es com criptorquidia tém
13,6 vezes maiores riscos de apresentarem tumores
testiculares do que os normais, sendo que cerca de
20% a 30% de caes com sertolioma apresentam si-
nais de hiperestrogenismo acompanhados de sin-
drome de feminizacao (38,39). Os tumores testicu-
lares em geral podem causar alopecia endécrina
dentre outras anomalias cutineas, como alteracao
da cor da pelagem, alopecia regional, dermatose li-
near prepucial e melanose macular (23). A presenca
de dois tumores jd foi relatada em um cao pseudo-
-hermafrodita. Tal cdo apresentava tumor de célu-
tas de Leydig no testiculo direito e outro tumor de
células de Sertoli no testiculo esquerdo (40). Ha ain-
da outro relato de cao com pseudo-hermafroditis-
mo, presenca de tumor de células de Sertoli e ainda
seminoma unilateral (6).

No presente caso, a neoplasia testicular foi res-
ponsdvel pela sindrome de feminizagdo, muito

47

provavelmente em resposta ao hiperestrogenismo
e altos niveis de inibina que, embora nao investiga-
dos no paciente, teriam o potencial de exercer esti-
mulo negativo sobre a hipdfise, diminuindo os ni-
veis hormonais de FSH e LH, ocasionando os sinais
descritos e causando atrofia testicular contra lateral
(41,42,43). Sob o ponto de vista espermatogenico, o
testiculo criptérquico € normalmente afuncional
£ 05 animais criptorquidas bilaterais sdo estéreis,
enquanto 0s animais com processo unilateral siao
subférteis (43,44).

A Sindrome da persisiéncia dos ductos de Miil-
ler & hereditdria de maneira autossomica e reces-
siva, portanto, quando nao estéril recomenda-se a
castracao de todos os animais afetados (4,7).

Vale ressaltar que para confirmagdo do diag-
ndstico clinico, morfolégico e histopatol6gico do
presente caso, ha a necessidade de se realizar a
cariotipagem no intuito de detectar se o paciente
apresenta cromossomos normais, do sexo masculi-
no, 78 XY, concluindo-se assim que se tratava real-
mente de um pseudo-hermafrodita masculino.

Consideracées Finais

Tanto o procedimento cirdrgico como os re-
sultados do exame histopatologico confirmaram
tratar-se de um caso de presenca de dtero em um
individuo criptorquida do sexo masculino da raca
Schnauzer Miniatura. Adicionatmente, o testiculo
intra-abdominal apresentava tumor de células de
Sertoli, 0 que levou aos sinais de feminizacio. Pode-
mos reconhecer que os problemas dermatologicos e
sinais de feminizacéo sao provenientes do hiperes-
trogenismo e estdo relacionados com a Sindrome
da persisténcia dos ductos de Miiller, Sertolioma
e criptorquidismo. A ultrassonografia mostrou-se
uma ferramenta adequada para o diagndstico para
Sindrome da persisténcia dos ductos de Miller. O
tratamento cirtirgico € indicado para corrigir tais
complicagoes. Cabe esclarecer que apds o tratamen-
to cirtirgico o animal apresenta-se saudavel e com
total remissao das caracterfsticas sexuais e compor-
tamentais femininas.
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Nome: Scott/ Canina/ Schnauzer/ 8 anos/ Macho
Proprietario: Alessandra

Veterindrio responsavel: Dra. Wendi

Clinica Veteriniria Cevet

LAUDO ULTRASSONOGRAFICO:

Figado de contornos regulares, dimensoes preservadas, com bordos finos, ecotextura preservada,
ecogenicidade mantida. Arquitetura vascular com calibre e trajeto preservado. Vesicula biliar repleta, com
conteddo anecogénico homogéneo, paredes finas e ecogénicas.

Estomago nio individualizado neste exame. Algas intestinais visibilizada em poucos segmentos, de parede
normoespessa (0,24 cm), peristaltismo progressivo, estratificacac parietal mantida e limen sem evidéncias .
sonogréficas de alteracoes.

Pancreas visibilizado em todos os contornos (corpo, loboe direito e esquerdo), ecogénico, de dimensoes
preservadas, medindo 0,77 cm em lobo direito. Duodeno de parede normoespessa (0,40 cm) e limen sem
alteracoes dignas de nota.

Baco de contornos definidos, superficie regular, dimensoes preservadas e ecotextura homogénea.

Rins em topografia habilual, dimensoes simétricas, contornos regulares, ecotextura mantida, limites
corticomedulares preservados, ecogenicidade mantida.. ;

Bexiga urinaria de moderada replecao liquida, paredes preservadas, mucosa regulay, com conteddo
anecogénico homogéneo.

Prostata de contornos definidos, superficie regular, dimensoes preservadas (2,22 ¢m) e ecotextura mantida.

Testiculo direito de dimensoes diminuidas (atrofia testicular), com estrutura heterogénea adjacente
{epipidimo neoplasico?). Presenca de liquido de aspecto anecogénico em escroto (hidrocele).

Adrenais nao individualizadas nesle exame.
Linfonodos sem alteracoes dignas de nota.

Formacao heterogeénea em polo caudal de rim esquerdo medindo 4,15 X 4,25 cm (testiculo ectopico
neopldsico?).

Presenca de grande estrutura tubular de paredes finas, ocupando toda cavidade abdominal, medindo 6,52 cm
de espessura com contetido anecogénico denso a esclarecer.

Caso o clinico considere necessario sugere-se laparotomia exploratoria.

Curitiba, 03 de dezembro de 2014.

Verena Jabin
CRMVPR 4972
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Figura 6 - Presenga de grande estrutura tubular de paredes
finas, ocupando toda cavidade abdominal, medindo 6,52 cm de
espessura com conteldo anecogénico denso a esclarecer.
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Figuras 8 - Testiculo direito de dimensdes diminuidas (atrofia
testicular), com estrutura heterogénea adjacente (epididimo
neopldsico) Presenca de liquido de aspecto anecogénico em
escroto (hidrocele),
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RESUMO

Relata-se a contencado farmacoldgica e anestesia dissociativa de campo de 21
primatas adultos da espécie Lagothrix cana (macaco-barrigudo), pesando 5,24
+ 1,66 kg, sendo 14 fémeas e sete machos. Foi usada a associacdo de
tiletamina, zolazepam, atropina e detomidina, em doses calculadas por meio de
extrapolagcdo alométrica interespecifica. Os farmacos foram combinados numa
preparagdo concentrada que foi denominada “ZAD-50" (Zoletil/50® + Atropina +
Dormiun-V®), para a qual se adicionam ao contetido de tiletamina e zolazepam
desidratados de um frasco do produto Zoletil/50®, os volumes de 0,25 ml de
atropina a 1,0%, 0,265 ml de Dormiun-V® e 2,2 ml de 4gua destilada, obtendo-
se volume final exato de 3,0 ml de ZAD-50, com a associacao de farmacos numa
concentracdo que permite a contencdo farmacolégica de um mamifero
placentario que pese 10,0 Kg com um volume de 0,6 ml, por exemplo. Esse
método simplifica enormemente o trabalho veterinario com mamiferos
selvagens, e mostrou-se seguro e eficiente para procedimentos de captura,
transporte, exame fisico, marcacdo por microchip, colheita de amostras de
sangue e urina, curativos, tratamento de feridas contaminadas e suturas
cutaneas, procedimentos odontoldgicos, incluindo periodontia, exodontia,
endodontia e dentistica restauradora, Os machos foram submetidos a
deferentectomia, com o protocolo associado a anestesia local.

Palavras Chave: alometria, anestesia, contencéo, animais selvagens, primatas

ABSTRACT

This paper reports the results of a protocol chosen to perform chemical restraint
and field anesthesia of 21 wooly-monkeys (Lagothrix cana: Atelidae) weighing
5,24 + 1,66 kg, being fourteen females and seven males. A combination of
tiletamine, zolazepam, atropine, and detomidine, in allometrically scaled dosages
was used. These drugs were combined in a concentrate preparation called “ZAD-
50” (Zoletil/50® + Atropine + Dormiun-V®), in which the dehydrated tiletamine +
zolazepam content of a Zoletil/50® vial content is diluted with 0.25 ml of 1.0%
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atropine, 2.50 ml of 2.0% xylazine, and 2.05 ml of distilled water. With this
combination, the final volume of the vial is exactly 3.0 ml of ZAD-50, with the
drugs associated in a concentration that allows to produce chemical restraint of
a placental mammal weighing 10.0 kg with a 0.6 ml volume, for instance. This
method simplifies to a great extent practicing wild mammal medicine, and showed
to be safe and efficient for capture, transport, physical examination, microchip
application, blood and urine sampling, bandaging, treatment of contaminated
wounds and skin sutures, dentistry procedures, including periodontics,
exodontics, endodontics, and restorative dentistry. The males were submitted to
deferentectomy, with this protocol associated with local anesthesia.

Key Words: allometrics, anesthesia, restraint, wild animals, primates

Introducéo

A contencdo € o principal fator limitante na medicina de animais
selvagens, e muitos farmacos sdo usados para produzir sedacdo ou anestesia
nesses animais, isoladamente ou em associacao (1; 2).

Este artigo relata o uso da associacdo de Zoletil/50® (tiletamina +
zolazepam), atropina a 1,0% e detomidina a 1,0%, em doses calculadas por meio
de extrapolacdo alométrica interespecifica. Os farmacos foram combinados
numa preparagao concentrada que denominamos “ZAD-50" (Zoletil/50® +
Atropine + Dormiun-V®).

O objetivo foi avaliar a eficiéncia da associacdo farmacolbgica, e do
método de extrapolacdo alométrica interespecifica para o calculo de protocolos
posoldgicos, para primatas da espécie Lagothrix cana. Adicionalmente, avaliou-
se uma nova forma de diluicdo e combinacdo dos farmacos, possibilitando a
contencdo de um primata de médio porte com uma administracdo Unica, em um
Unico dardo de pequeno volume.

O projeto referente a este estudo foi registrado no Instituto de Pesquisa,
Estudos e Ambiéncia Cientifica da Universidade Paranaense — IPEAC/UNIPAR,
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentac&o
Animal da Universidade Paulista “Julio de Mesquita Filho” — CEUA/FMVZ -
UNESP, sob nimero de registro geral 174/2015.

Revisao Da Literatura

Dentre os primatas neotropicais Platyrrhini, os atelideos (Familia Atelidae)
englobam as espécies que atingem as maiores massas corporais. Possuem uma
cauda preénsil, que funciona como um quinto membro e auxilia o equilibrio
durante sua movimentacédo. A férmula dentaria dos adultos é 2(1 2/2; C1/1; P 3/3;
M 3/3).

Existem quatro géneros de atelideos: Alouatta (com 10 espécies de
bugios), Ateles (com sete espécies de macacos-aranha), Lagothrix (com quatro
espécies de macacos-barrigudos) e Brachyteles (duas espécies de muriquis ou
monos) (3; 4; 5).

Os macacos-barrigudos (Lagothrix spp.) ocupam areas do territorio de
alguns paises amazonicos — Peru, Coldmbia, Venezuela, Equador, Bolivia e
Brasil (6). Possuem habitos diurnos (7). Ocupam principalmente areas de
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floresta primaria, circulando entre todos os niveis e dificilmente descem ao solo,
e bebem a agua acumulada em folhas, bromelidceas e outras estruturas
vegetais. Formam grupos de até 40 individuos, mas existem relatos ocasionais
de individuos solitarios. Dormem nas copas das arvores, em cima de galhos,
mas ndo necessariamente em um mesmo local, geralmente préximos as fontes
de alimento. Geralmente, enquanto a maioria do grupo se alimenta, alguns
individuos atuam como sentinelas contra eventuais predadores (9). Sao
primariamente frugivoros, e, portanto, excelentes dispersores de sementes. O
comportamento alimentar de aproximadamente 40 individuos, durante 11
meses, naregido de Tefé (Amazonas, Brasil), em 3298 registros de alimentacao,
constatando-se que a dieta se compde principalmente por frutos maduros (83%)
e sementes (7%). Pode ocorrer variagdo estacional, e em periodos em que ha
escassez de frutos a composicao da dieta pode variar, incluindo folhas verdes,
seiva e flores, sendo que alimentos de origem animal (artrépodes e outras
presas) nao constituem mais que 0,1% da ingesta (7). Outro estudo, com
duracdo de quatro meses, avaliou o comportamento de 18 individuos
semicativos, concluindo que o descanso consome 45% do tempo, sendo
forrageamento a atividade mais frequente (29%), seguido por deslocamento
(23%), interacdes sociais (3%) e grooming (1%) (8). A maturidade sexual ocorre
entre cinco e oito anos, a gestacdo dura aproximadamente 225 dias, e o periodo
de lactagao varia entre nove meses e um ano, sendo que a expectativa de vida
em cativeiro € de aproximadamente 25 anos (9). Somente as fémeas carregam
os filhotes, primeiramente agarrados ao ventre e, ap0s algum tempo de
desenvolvimento, em suas costas (10). Seus principais predadores sdo 0s
grandes rapinantes, os grandes felideos e os humanos, por serem muito
apreciados como alimento por algumas comunidades indigenas. Na regido
amazonica, a caga de animais selvagens € uma atividade tradicional, que visa
prover as necessidades das populacfes locais em termos de alimentacdo de
subsisténcia e outros itens (11), e os Lagothrix sdo os primatas mais
frequentemente cacados na regido Amazoénica (12). Além da caca predatoria, a
destruicdo do habitat natural e o trafico de exemplares para serem utilizados
como pets contribuem para a diminuicdo substancial das populagdes em vida
livre. A presséo antropica é tdo devastadora que ja existem relatos de individuos
transpondo os limites de sua distribuicdo geografica original, numa tentativa de
busca de um ambiente favoravel para sua manutencao (13). A auséncia de
maiores informacdes a respeito das caracteristicas reprodutivas da espécie
também constitui um fator limitante a execucgéo de atividades de manejo com
vistas ao repovoamento das areas que ainda nao foram degradadas (8).

A associacdo de anestésicos dissociativos a agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2 é utilizada em medicina veterinaria desde a década de 1960,
e continua a ser o protocolo geral mais empregado na contencdo farmacolégica
e anestesia injetavel de animais selvagens (14).

Dos anestésicos dissociativos, 0s mais comuns sdo a cetamina e a
tiletamina, farmacos que promovem sedacdo e analgesia por interromper a
transmissdo ascendente das porcOes cerebrais inconscientes para as
conscientes, ao mesmo tempo em que produzem um estado cataléptico (2). O
inicio da acdo é rapido, e quando usados em conjunto com agonistas de
receptores adrenérgicos alfa-2, a inducédo geralmente é tranquila, sendo que os
efeitos cardiovasculares dos agonistas sdo em parte compensados pelo agente
dissociativo (15; 16; 17). E comum se observar um padrdo respiratorio
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apnéustico, caracterizado por uma pausa apos a inspiracdo, podendo também
ocorrer hipertonia muscular (18; 19).

O cloridrato de tiletamina € um anestésico dissociativo mais potente que
o cloridrato de cetamina, porém apresenta maior capacidade de causar
convulsdes. Por isso, € produzido sempre em associacdo a um potente
benzodiazepinico, o zolazepam, que possui acdo anticonvulsivante e
miorrelaxante, minimizando as a¢des cataleptoides da tiletamina (20). A duracao
de acdo da tiletamina é trés vezes mais longa que a da cetamina, sendo mais
eficaz na inducdo da anestesia em primatas e gatos que em outras espécies
(21).

A utilizacdo de agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 potencializa
os efeitos da associacgéao tiletamina-zolazepam, resultando em aumento do plano
anestésico (22). Tais farmacos sdo sedativos e causam depressdo dose-
dependente pela estimulacdo de receptores adrenérgicos alfa-2 no sistema
nervoso, tanto central quanto periférico (23). Os agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2 atuam impedindo a liberacdo da noradrenalina, e nédo
existindo quantidade suficiente de noradrenalina na fenda sinaptica, a
transmissdo do impulso nervoso fica inibida (24). E importante frisar que se o
paciente estiver previamente excitado ou sob situacdo de estresse, o efeito
farmacologico dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 fica diminuido,
tanto isoladamente quanto em combinacdo com anestésicos (2).

A detomidina é um dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2
atualmente mais utilizados na sedacéo e medicacao pré-anestésica em equinos
(25), outros autores, indicam-na para intervencdes cirargicas na posicao
quadrupedal (26). Também tem sido usada em associacdo a diversos outros
farmacos, aparentemente com pequenas diferencas em relacéo a xilazina, para
sedacdo pré-anestésica (16; 27; 28; 29; 30). Existe aparentemente um “efeito
platd” na sedagao, sendo que um aumento da dose de detomidina pode melhorar
a analgesia e aumentar a duracdo de seu efeito, mas ndo leva a um aumento
concomitante na intensidade da sedacdo (31; 32). Em funcdo do relativo
aumento da poténcia e efeito prolongado de sua acdo, pode ocorrer sedacdo
residual (16; 28; 30). Sua utilizacdo, isoladamente ou em associacdo a outros
farmacos sedativos e anestésicos, para contencdo farmacoldgica de diversas
espécies de mamiferos selvagens placentarios ndo xenartros (30). A associacao
denominada “ZAD” ja foi utilizada para contengdo farmacoldgica de ledes (14),
quatis (33) e oncas (34; 35), bem como em cées (36) e gatos domeésticos (37),
além de pequenos roedores, como o hamster-sirio (38).

Em anestesiologia, o sulfato de atropina é empregado para reduzir
secrec¢fes do trato respiratorio e das glandulas salivares, e para inibir os efeitos
da estimulacdo vagal sobre os sistemas respiratorio e cardiovascular (39; 40).
Age bloqueando o estimulo vagal induzido por respostas reflexas a tracdo de
visceras, a estimulacdo laringea direta e o induzido por diversos agentes
anestésicos e pré-anestésicos (40; 41). Tem também acdo broncodilatadora,
relaxando a musculatura lisa bronquial e traqueal, mas ndo produz alteracdes
importantes na pressdo sanguinea (40). Diminui o peristaltismo e reduz a
atividade secretora do trato digestério (42), e em muitas espécies produz
midriase (40). Sua utilizacao evita efeitos adversos dos agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2, como bradicardia, hipotensdo e bloqueio atrioventricular
(43).
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Estando os animais submetidos a anestesia de campo, € fundamental a
monitorizagdo dos parametros vitais como frequéncia cardiaca e respiratoria, e
embora a frequéncia cardiaca diminua apds a administracdo de agonistas de
receptores adrenérgicos alfa-2, geralmente retorna ao normal apds a
administracdo do anestésico dissociativo (14; 19; 34; 33). Empregando a
combinacdo de anestésicos dissociativos a agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2, € comum se observar padrdo respiratério apnéustico,
caracterizado por uma pausa apoés a inspiracdo (18; 44). Entretanto, a medida
que a profundidade anestésica se torna menos intensa, a respiracao se torna
mais regular e laboriosa. Na avaliacdo da profundidade anestésica, essa
mudanga no padrdo respiratorio pode ser bastante util, sendo que é pouco
comum a necessidade de ventilacdo assistida quando sdo usadas as
combinagBes de anestésicos dissociativos a agonistas de receptores
adrenérgicos alfa-2 (44). Também pode ocorrer hipertonia muscular (19).

Tradicionalmente, doses de farmacos sdo calculadas e expressas em
quantidade por unidade de massa corporal (mg/kg). O emprego desse padréo
metodoldgico, que usa proporcionalidade direta, pode levar a problemas graves
relacionados com subdosagens ou dosagens excessivas, devido a grande
disparidade de tamanhos e padrbes fisiolégicos encontrados em algumas
especies (45; 46). O método de extrapolacdo alométrica, entretanto, calcula e
expressa doses como quantidade por unidade de energia consumida por um
determinado animal em situacdo de metabolismo basal (mg/kcal). Uma vez que
absorcéo, distribuicdo e eliminacdo de todas as drogas ocorrem em funcao da
taxa metabdlica basal, o método alométrico permite, pelo conhecimento das
taxas metabodlicas basais de dois diferentes vertebrados, extrapolar
matematicamente para um deles doses de medicamentos indicadas para outro,
para o qual ja tenham sido realizados estudos laboratoriais de experimentacéo
farmacocinética e farmacodinamica (45; 46). O objetivo pratico mais evidente,
em medicina veterinaria, € a extrapolacao das doses de drogas entre animais de
formas, tamanhos e massas diferentes, possibilitando o uso de dados
farmacoldgicos obtidos em um animal-modelo, para o qual o farmaco foi
desenvolvido e estudado, para a farmacoterapia em um animal-alvo, que pode
ser qualguer paciente doméstico ou selvagem (45; 46; 47).

No que tange, especificamente a contencédo farmacoldgica de primatas
ndo-humanos, a associacdo de anestésico dissociativo, benzodiazepinico,
atropina e agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 jA havia se mostrado
efetivamente segura para procedimentos semelhantes aos que foram objeto
deste estudo, quando na ocasido, a xilazina, foi a droga utilizada como
representante da classe dos agonistas de receptores adrenérgicos alfa-2 (48;
49)

Materiais E Método

Foram utilizados neste trabalho 21 primatas adultos da espécie Lagothrix
cana, pesando 5,24 + 1,66 kg, sendo 14 fémeas e sete machos, conforme o
Quadro 1. Os animais estavam sob tutela da Fundacdo Floresta Viva e do
CETAS do Refugio de Vida Selvagem Sauim Castanheiras, em Manaus, capital
do estado do Amazonas.
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Quadro 1. Identificacdo de 21 macacos-barrigudos (Lagothrix cana) submetidos a
contencdo farmacol6gica para realizagdo de diversos procedimentos médicos,
empregando a férmula “ZAD-50" (mistura preparada pela adicdo de 0,25 mL de sulfato
de atropina a 1,0%; 0,265 mL de Dormiun-V® e 2,2 mL de 4gua destilada a um frasco
de Zoletil/50®), em doses calculadas por meio de extrapolacdo alométrica
interespecifica.

Paciente SEXO Massa corporal (5,24 + 1,66

Kg)
1 Fémea 3,50
2 Fémea 4,25
3 Fémea 2,50
4 Fémea 4,25
5 Fémea 2,50
6 Fémea 6,10
7 Macho 4,50
8 Fémea 5,60
9 Fémea 5,50
10 Fémea 5,00
11 Fémea 6,00
12 Macho 6,50
13 Macho 6,50
14 Fémea 3,90
15 Fémea 4,80
16 Fémea 5,00
17 Fémea 6,90
18 Macho 3,40
19 Macho 6,80
20 Macho 7,90
21 Macho 8,80

As doses a administrar a cada paciente foram calculadas por meio de
extrapolacdo alométrica interespecifica. Para Zoletil® e atropina, o animal-
modelo foi o cdo doméstico de 10 kg, e as doses-modelo foram 5,0 mg/kg e 0,05
mg/kg, respectivamente. Para detomidina, o animal modelo foi o cavalo de 500,0
Kg, e a dose modelo de foi 0,02 mg/Kg.

Os farmacos foram combinados numa preparacdo concentrada que foi
denominada “ZAD-50" (Zoletil/50®2? + Atropina® + Dormiun-V®?), para a qual se
adicionam ao conteudo de tiletamina e zolazepam desidratados de um frasco do
produto Zoletil/50%, os volumes de 0,25 ml de sulfato de atropina a 1%, 0,265 ml
de Dormiun-V® e 2,2 ml de agua destilada. Com essa combinacao se obtém um
volume final no frasco de exatamente 3,0 ml de “ZAD-50". Os calculos
alométricos geraram uma tabela de doses de ZAD-50 em ml, com indicacao para
administrar a primatas da espécie Lagothrix cana, pesando entre 2,5 e 8,8 Kg
(Quadro 2).

Quadro 2. Volume em ml de “ZAD-50" (mistura preparada pela adi¢éo de 0,25
ml de sulfato de atropina a 1,0%; 0,265 ml de Dormiun-V® e 2,2 ml de agua
destilada a um frasco de Zoletil/50®) calculadas por meio de extrapolacédo

2 Zoletil, Lab. Virbac, Sdo Paulo.
3 Atropina 1% Fagra, Lab. Farmagricola, Mairipord, Sdo Paulo.
 Dormiun-V. Laboratério Agener Unido, Brasilia.
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alométrica interespecifica, indicadas para administracdo intramuscular na
contencédo farmacoldgica de primatas da espécie Lagothrix cana, pesando entre
0,10 e 10,0 kg.

Massa ZAD- Massa ZAD- Massa ZAD- Massa ZAD-
Corporal 50 Corporal | 50 (mL) | Corporal | 50 (mL) | Corporal | 50 (mL)
(Kg) (mL) (Kg) (Kg) (Kg)
0,10 0,0190 2,60 0,2186 5,10 0,3622 7,60 0,4886
0,20 0,0319 2,70 0,2248 5,20 0,3676 7,70 0,4934
0,30 0,0433 2,80 0,2310 5,30 0,3728 7,80 0,4982
0,40 0,0537 2,90 0,2372 5,40 0,3781 7,90 0,5030
0,50 0,0635 3,00 0,2433 5,50 0,3834 8,00 0,5077
0,60 0,0728 3,10 0,2494 5,60 0,3886 8,10 0,5125
0,70 0,0817 3,20 0,2554 5,70 0,3938 8,20 0,5172
0,80 0,0903 3,30 0,2613 5,80 0,3989 8,30 0,5220
0,90 0,0986 3,40 0,2673 5,90 0,4041 8,40 0,5267
1,00 0,1067 3,50 0,2731 6,00 0,4092 8,50 0,5314
1,10 0,1146 3,60 0,2790 6,10 0,4143 8,60 0,5360
1,20 0,1224 3,70 0,2848 6,20 0,4194 8,70 0,5407
1,30 0,1300 3,80 0,2905 6,30 0,4245 8,80 0,5454
1,40 0,1374 3,90 0,2962 6,40 0,4295 8,90 0,5500
1,50 0,1447 4,00 0,3019 6,50 0,4345 9,00 0,5546
1,60 0,1519 4,10 0,3075 6,60 0,4395 9,10 0,5593
1,70 0,1589 4,20 0,3132 6,70 0,4445 9,20 0,5639
1,80 0,1659 4,30 0,3187 6,80 0,4495 9,30 0,5684
1,90 0,1727 4,40 0,3243 6,90 0,4544 9,40 0,5730
2,00 0,1795 4,50 0,3298 7,00 0,4594 9,50 0,5776
2,10 0,1862 4,60 0,3353 7,10 0,4643 9,60 0,5821
2,20 0,1928 4,70 0,3407 7,20 0,4692 9,70 0,5867
2,30 0,1994 4,80 0,3461 7,30 0,4740 9,80 0,5912
2,40 0,2058 4,90 0,3515 7,40 0,4789 9,90 0,5957
2,50 0,2122 5,00 0,3569 7,50 0,4837 10,00 0,6002

Todos os animais foram previamente mantidos isolados e confinados nas
areas de cambiamento de seus recintos e submetidos a jejum alimentar prévio
minimo de 24 horas, sem restricdo hidrica.

Previamente a captura, a equipe de trabalho avaliava externamente as
condic¢des fisicas do animal e estimava seu peso corporal. Com base nesse dado
era preparado um dardo de confeccéo artesanal contendo a dose de ZAD-50
indicada pelos calculos alométricos, que era projetado contra o animal por meio
de zarabatana, injetando-se a associacdo de farmacos por via intramuscular
profunda.

Imediatamente apods a injecdo do ZAD-50 era acionado um cronémetro, e
todos os procedimentos subsequentes eram registrados com referéncia a
minutos poés-injecdo (MPI). Uma vez induzida a contencdo farmacolégica, os
animais foram submetidos a exame fisico e a exame anestesiologico, baseado
em meétodo proposto na literatura (50) para animais selvagens, consistindo da
avaliacao da nocicepcao e do miorrelaxamento.

Os dados referentes aos exames fisico e anestesioldgico foram avaliados
em intervalos de 10 MPI (minutos pds-injecéo), e registrados em fichas durante
todo o periodo do procedimento. Nesses momentos foram avaliados ainda o
fluxo salivar e o diametro pupilar, e realizada irrigacao oftadlmica com solucéo de
NaCl a 0,9%, para evitar dessecacdo corneana. O exame fisico consistiu da
inspecao visual do tegumento e da cavidade oral, avaliagcdo das frequéncias
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cardiaca e pulmonar por meio de estetoscopia, avaliacdo da saturacdo parcial
de oxigénio por meio de oximetria de pulso, e avaliacdo da temperatura corporal
por meio de termometria retal.

Foram avaliados intervalo de tempo entre a administracdo do ZAD-50 e a
perda da reacédo postural de endireitamento (RPE), o tempo compreendido entre
a perda da RPE e a primeira tentativa do animal em decubito levantar a cabeca
da superficie e o retorno da RPE.

Uma vez constatada a perda da RPE a equipe adentrava o recinto e

iniciava a avaliagdo clinica do animal. O exame anestesioldgico consistiu da
avaliacdo da nocicepcao e do miorrelaxamento a cada 10 MPI. A nocicepcao foi
testada por meio da resposta ao pingamento da segunda falange de um digito
dos membros toracico e pélvico esquerdos com pinca hemostatica sem catraca,
que era apertada até que se percebesse compressdo intensa do digito. A
analgesia foi considerada excelente quando da auséncia de reacdes de
sensibilidade, boa quando ocorreu reagcdo dolorosa moderada, com discreta
resisténcia aos testes, e ruim quando a reacdo dolorosa foi intensa e
caracterizada por situacbes de evidente desconforto, como flexdo total do
membro, movimentacéo da cabeca e vocalizagao.
Foram também avaliadas as reacdes de cada paciente as diversas situacdes a
que foram submetidos, incluindo captura, transporte, exame fisico, marcagao por
microchip, colheita de amostras de sangue e urina, curativos, tratamento de
feridas contaminadas e suturas cutaneas, procedimentos odontoldgicos,
incluindo periodontia, exodontia, endodontia e dentistica restauradora. Os
machos foram submetidos a deferentectomia, com o protocolo associado a
anestesia local.

O miorrelaxamento foi avaliado pelo grau de rigidez extensora, pela
resisténcia dos membros toracicos e pélvicos a manipulacdo, e pelo tono
muscular. O miorrelaxamento foi considerado excelente quando da perda total
do tono muscular, com auséncia de tremores e/ ou rigidez, bom quando ocorreu
moderada manutencédo do tono muscular, e ruim quando o animal apresentou
estado de catalepsia ou movimentacdo intensa. Para a determinacdo da
qualidade da contencdo farmacoldgica foram considerados o estado de
imobilidade e o miorrelaxamento, observados a cada 10 MPI ao longo do
procedimento. A contencdo foi considerada excelente quando o animal
apresentou miorrelaxamento excelente e total imobilidade, boa quando o
paciente apresentou bom miorrelaxamento e discreta movimentacédo voluntaria,
e ruim quando o animal apresentou miorrelaxamento ruim e movimentag&o
voluntaria que indicasse a necessidade de meios fisicos de contencéo.

Apbs os 60 MPI cada paciente era devolvido ao ser recinto de origem e
passava a ser monitorizado a distancia. A qualidade da recuperacdo era
considerada excelente quando o animal repousava tranquilamente até despertar,
boa quando apresentasse moderada excitacdo psicomotora, e ruim quando
apresentasse agitacdo, tremores, mioclonia e/ou convulsdes generalizadas.

Todos os dados foram submetidos a andlise estatistica descritiva e
inferencial empregando a plataforma JMP (Statistical Analysis System Institute
Inc., Cary, North Carolina, EUA). A distribuicdo normal das variaveis continuas
numeéricas (frequéncia cardiaca e respiratéria, temperatura retal e SpO3) foi
analisada e confirmada pelo Teste de Shapiro Wilk. Em seguida foi realizado o
teste ANOVA de medidas repetidas, uma vez que os dados eram pareados
(mesmos animais em diferentes tempos), seguida de teste post hoc de Tukey-



60

Kramer. Os resultados foram expressos no formato de média e desvio padrao. A
andlise das variaveis categoricas ordinais de miorrelaxamento e resisténcia dos
membros toracicos e pélvicos a manipulacdo se deu por meio do teste de Qui-
quadrado. Valores de p<0.05 foram considerados significativos. Apoés isso, foi
realizado o teste de Spearman, para determinar a existéncia de correlacdo entre
0os parametros fisiolégicos monitorizados em relacdo ao tempo, ao longo do
processo de contencdo. Os resultados foram expressos no formato de
coeficiente de correlacdo de postos de Spearman (rs) e valores de p.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais perderam expressivamente a reacdo postural de
endireitamento (RPE) em 2,52 + 0,74 MPI, e apresentaram inicio da anestesia
aos 3,57 £ 0,74 MPI. O retorno de reacdes conscientes foi observado em 102,0
+ 66,72 MPI, com recuperacao da reacao postural de endireitamento aos 118,0
+ 62,46 MPI, e retorno a ambulacdo normal aos 237,5 + 3,53 MPI.

Os dados referentes aos parametros fisiolégicos frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratoria, saturacéo parcial de oxigénio (SpO2) e temperatura retal
aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos do periodo anestésico sdo apresentados no
Quadro 3. A andlise global da frequéncia cardiaca mostrou reducéao significativa
(p<0.05) com relacdo ao passar do tempo. Com ponto de redugéao pontual mais
critica entre 10 e 60 MPI (p=0,0248). A frequéncia respiratéria ndo mostrou
diferenca significativa em nenhum dos momentos da anestesia. Ja no que se diz
respeito a temperatura retal, observou-se queda global significativa (p<0.05) a
partir de 10 MPI, com a reduc¢do pontual mais critica entre 40 e 50 MPI (p<0,05).
Finalmente, a saturacdo parcial de oxigénio ndo apresentou diferencas globais
significativas durante todo o periodo anestésico. Houve, no entanto, diferenca
significativa pontual dos valores obtidos entre 30 e 60 MPI (p=0,0334).

Quadro 3. Frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal e
saturacao parcial de oxigénio (SpO:) de 21 primatas adultos da espécie
Lagothrix cana submetidos a contencdo farmacolégica e anestesia dissociativa
de campo pela associacdo de Zoletil®, Atropina e Detomidina (“ZAD-50"), em
doses calculadas por meio de extrapolacdo alométrica interespecifica (média +
desvio padréo).

Minutos Frequéncia Frequéncia Temperatura
poés- Cardiaca Respiratoria retal (°C) SpO:2 (%)
injecao (bpm) (mpm)
10 147 + 29 51+ 14 39,0+ 0,7 89+4
20 143+ 14 50 +10 38,9+0,8 88+4
30 141 £ 13 48 + 10 38,7+0,8 874
40 139+ 15 48 + 11 38,3+1,0 84+8
50 141 £ 25 51+15 380+1,0 84+11
60 131+ 14 47 +12 37,8+1.2 87 +10
1. (mpm = movimentos por minuto; bpm = batimentos por minuto)
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A frequéncia cardiaca, na avaliacdo estatistica pelo teste de Spearman,
mostrou moderada correlagcéo negativa significativa com o tempo (rs = -0,6; p=
0,0003), ou seja, diminuindo conforme passava o tempo. Quanto a frequéncia
respiratoria, a andlise dos dados pelo teste de Spearman mostrou fraca
correlacdo negativa significativa entre o tempo e a frequéncia respiratéria (rs = -
0,3, p = 0,02). No que diz respeito a temperatura retal, houve forte correlacédo
negativa com o tempo (rs = -0,9, p= 0,0001), diminuindo intensamente conforme
passava o0 tempo. No que tange a saturacdo parcial de oxigénio, ndo houve
correlagao pelo teste de Spearman (p= 0,38).

A qualidade da contencdo farmacologica, da analgesia e do
miorrelaxamento foi considerada excelente, e durante anestesia, 0s parametros
fisiolégicos apresentaram caracteristicas compativeis com o esperado. Nao
houve variacdo na frequéncia respiratéria, enquanto a frequéncia cardiaca se
manteve estavel na maior parte do tempo anestésico, apresentando uma
diminuicdo dos batimentos entre 10 MPI e 60 MPI, podendo estar relacionada
com O estresse prévio a contencdo, que favorece o aumento da frequéncia
cardiaca. A temperatura retal caiu progressivamente a partir de 10 MPI e a
saturacao parcial de oxigénio ndo apresentou diferencas significativas durante a
anestesia. A qualidade da recuperacéo foi considerada excelente em todos os
casos.

Os resultados aqui obtidos corroboram dados referentes a um estudo em
gue se empregou com sucesso a extrapolacdo alométrica interespecifica e o
mesmo método de concentracdo e diluicdo, para a associacdo denominada
“ZAD-50" em ledes (14), quatis (33), ongas (34; 35), cdes domésticos (36),
hamster-sirio (38) e gatos domésticos (ANDO et al, 2015).

CONCLUSAO

A contencdo farmacolégica de todos os animais foi plenamente
satisfatéria. Nao foram observadas reacfes adversas e os parametros vitais
avaliados mantiveram-se dentro de padrdes compativeis com o estado de
contencao farmacologica e com o retorno a vida normal.

A combinagdo “ZAD-50" tem volume final de 3,0 ml apds o preparo,
estando os farmacos tiletamina, zolazepam, atropina e detomidina associados
em alta concentracdo. Esse método simplifica enormemente o trabalho
veterinario com mamiferos selvagens, como os primatas do porte da espécie
Lagothrix cana, possibilitando a captura de cada animal empregando-se um
anico dardo de pequeno volume. Como exemplo, a contencgéo farmacolégica de
um macho adulto pesando 8,8 kg se faz com um volume de 0,54 ml de ZAD-50.

O método mostrou-se seguro e eficiente para procedimentos de captura,
transporte, exame fisico, marcacado por microchip, colheita de amostras de
sangue e urina, curativos, tratamento de feridas contaminadas e suturas
cutaneas, procedimentos cirlrgicos e odontolégicos, incluindo periodontia,
exodontia, endodontia e dentistica. A figura 1 mostra diferentes situacdes
referentes a contencdo farmacoldgica de alguns dos animais contidos de acordo
com o método apresentado neste artigo.
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Figura 1. A. Imagem fotogréfica do procedimento prévio a conteng¢do de um exemplar adulto de macaco-
barrigudo (Lagothrix cana). Observa-se a utilizacdo de zarabatana para propulsdo de dardo artesanal
pressurizado contendo a solu¢cdo ZAD-50. B. Imagem fotografica do mesmo animal, ja contido
farmacologicamente pela associagdo “ZAD-50” (Zoletil/50® + Atropina + Dormiun-V®), em dose
calculada por meio de extrapolacdo alométrica interespecifica. Observa-se a realizacéo de procedimento de
pesagem do animal, com utilizacéo de rede e balanca suspensa, C. Imagem fotografica de um exemplar
adulto de macaco-barrigudo (Lagothrix cana), contido farmacologicamente pela associagdao “ZAD-50”
(Zoletil/50® + Atropina + Dormiun-V®), em dose calculada por meio de extrapolacdo alométrica
interespecifica, observando-se monitorizacdo da frequéncia cardiaca por meio de auscultagdo toracica com
estetoscdpio, D. Imagem fotogréfica de um exemplar adulto de de macaco-barrigudo (Lagothrix cana),
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contido farmacologicamente pela associa¢do “ZAD-50” (Zoletil/50® + Atropina + Dormiun-V®), em dose
calculada por meio de extrapolacdo alométrica interespecifica, observando-se aferi¢do da temperatura por
meio de termometria retal. E. Imagem fotogréafica do mesmo animal, observando-se monitorizacdo de SpO;
por meio de oximetro de pulso portatil, F. Imagem fotografica do mesmo animal, observando-se a
realizacdo de inspecdo da cavidade oral, G. Imagem fotogréfica do mesmo animal, observando-se
realizacdo de marcacdo por meio de injecdo subcutanea de microchip, H. Imagem fotografica de um
exemplar adulto de de macaco-barrigudo (Lagothrix cana), contido farmacologicamente pela associagéo
“ZAD-50" (Zoletil/50® + Atropina + Dormiun-V®), em dose calculada por meio de extrapolacdo
alométrica interespecifica,, observando-se procedimento de aferi¢do de funcionamento do microchip
recém-implantado, . Imagem fotografica do mesmo animal, observando-se realizacdo de procedimento de
colheita de sangue por pun¢do da veia braquial esquerda, J. Imagem fotogréfica do mesmo animal,
observando-se procedimento de monitorizacdo da nocicep¢do por meio de pincamento da segunda falange
do dedo médio do membro torécico esquerdo.
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Resumo

Este trabalho relata a caracterizacdo de primatas atelideos Lagothrix cana (macacos-
barrigudos cinza) por meio da andlise e sequenciamento do DNA mitocondrial. Apos a
extracdo do DNA pelo método do fenol/cloroférmio, os produtos de amplificagdo foram
sequenciados nos sentidos direto e reverso. Foram amplificados os genes mitocondriais
do Citocromo c¢ Oxidase subunidade II (COII) e da regido controladora (D-Loop) por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Na amplificacdo do COII empregando
os primers L6955 e H7766, a reacdo foi positiva para 10 individuos gerando fragmentos
de aproximadamente 700pb. Na amplificacdo do D-Loop empregando os primers L6955
e H7766, a reagdo foi positiva para 09 individuos, gerando fragmentos de
aproximadamente 500pb. Apds a comparagdo do alinhamento das sequéncias obtidas para
o gene COII, observou-se 100% de similaridade com Lagothrix cana, determinando-se 8
sitios variaveis entre L. cana e L. lagothricha, e 9 sitios variaveis, entre L. cana e L.
poeppigii. As mesmas sequencias foram comparadas as do macaco-aranha (Ateles
fusciceps), demonstrando maior numero de polimorfismos (58). O emprego do marcador
molecular COII visou confirmar a qual espécie pertencia cada individuo considerando o
género Lagothrix. Desta forma, conclui-se que todos os individuos analisados eram
comprovadamente da espécie Lagothrix cana. J4, para o gene D-Loop, os dados gerados
para este marcador serdo submetidos ao GenBank pois ndo foi encontrada nenhuma
sequencia descrita para esta espécie. Na comparacao deste alinhamento entre 09 animais,

observou-se 05 polimorfismos em 04 haplétipos, sendo o haplétipo 2 o mais frequente.
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Estes resultados devem fomentar e fornecer subsidios para posteriores trabalhos
envolvendo filogenia, evolucdo, biodiversidade e reprodugao em primatas.
Palavras Chave: DNA mitocondrial, macacos-barrigudos, filogenia, taxonomia,

diversidade genética

Abstract

Genetic diversity in the mitochondrial DNA D-Loop region in Lagothrix cana atelids
primates

This manuscript reports, at first, the genetic characterization of atelid primates Lagothrix
cana (“gray wooly-monkeys”), by means of DNA sequencing and mitochondrial DNA
analysis. After the extraction with the phenol/chloroform method, the products of
amplification were sequenced at direct and reverse directions. The COIIl and D-Loop
mitochondrial genes were amplified by the Polimerase Chain Reaction (PCR). For the
COII amplification were used L6955 and H7766 primers and the reaction was positive
for 10 specimens, creating patches with approximately 700 bp (base pairs). At the D-Loop
amplification using the primers L6955 and H7766, the reaction was positive for 09
specimens, creating patches with approximately 500 bp. Comparing the results of the
sequences obtained of COII, 100% of similarity was observed to L. cana, establishing 8
changeable sites between L. cana and L. lagothricha, and 9 changeable sites between L.
cana and L. poepigii. This sequence is also compared with the sequences described to
spider-monkey (Ateles fusciceps), where was founded 58 polymorphic sites. The use of
COIl molecular marker aims to confirm the specie that each specimen belonged,
considering the genus Lagothrix, and concludes all specimens belongs to L. cana specie.

For the D-Loop gene, the data generated for this marker will be submitted to GenBank
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because no sequence was found for this species. In the comparison of this alignment
between 09 specimens, we observed 05 polymorphic sites in 04 haplotypes, being
haplotype 2 the most frequently observed. These results should improve and provide
support for further researches involving phylogeny, evolution, biodiversity and

reproduction in primates.

Key Words: mitochondrial DNA , wooly-monkeys, phylogeny, taxonomy, genetic

diversity.

Introducio

O principal desafio na rotina dos profissionais envolvidos em agdes
conservacionistas € a escassez de dados cientificos confidveis ou, na maioria dos casos,
da auséncia destes dados, para balizar o planejamento e desenvolvimento destas agdes.
Estes profissionais, muitas das vezes, acabam optando por langar mao dos dados
disponiveis para espécies que se encontrem o mais proximo possivel, na escala
taxonomica, da espécie em questdo, e termina por adaptar estes dados, pela auséncia de
parametros especificos para a espécie, com a qual estd trabalhando. Muitas das vezes,
nem isso é possivel. Este panorama ndo ¢ diferente para a espécie objeto deste estudo, o
macaco-barrigudo da espécie Lagothrix cana. Os dados especificos existentes na
literatura especializada sdo raros, € sob o ponto de vista da caraterizagdo genotipica
especifica de seus individuos, ndo constam registros com esta descri¢ao, até a atualidade.
Também ndo ha registro de planejamento ou execu¢ao de um plano de manejo reprodutivo
especifico para Lagothrix cana. Existem tentativas empiricas de cruzamento entre

individuos cativos, sem nenhum critério de distingao genética. Na maioria das vezes, estes
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trabalhos sdo apenas pautados, na origem geografica de individuos provenientes de agao
de fiscalizagdo do trafico ilegal, sem nenhum planejamento que previna o aumento da
prevaléncia da consanguinidade dentre os plantéis. Apesar do cativeiro ser, atualmente,
um recurso cada vez mais necessario para a conservagao de espécies ameacadas, seja pela
manuten¢do do banco genético, seja na educacdo ambiental, ¢ sabido que o efeito
estressante do cativeiro e a capacidade de adaptacdo da espécie neste ambiente, ocasiona
reacOes de ordens somatica, endocrinoldgica e comportamental, entre outras e que afetam
a higidez dos individuos cativos (ORSINI e BORDAN, 2014).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, a partir da década de 80,
tornou-se possivel a manipulacao de acidos nucleicos, o que levou a andlise de diferentes
tipos de marcadores moleculares. Tais marcadores podem corresponder a qualquer loco
génico, ou seu proprio produto, que apresente polimorfismos inerentes e que possam ser
aplicados em estudos que buscam compreender um problema biolégico. De maneira mais
ampla, marcadores moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fenotipo
molecular oriundo de um gene expresso ou de qualquer outro segmento especifico de
DNA (AVISE, 2004). Com o desenvolvimento da técnica da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) pelo bioquimico Kary Mullis, em 1985, elevou-se, e muito, a eficiéncia
na detecgdo de tais polimorfismos. Este progresso se deve a reducdo do tempo de
execucgdo dos experimentos, de custo e de sua complexidade (CURI et al., 2002). A
técnica de PCR se baseia na sintese enzimatica in vitro de milhdes de copias de um
segmento especifico de DNA, por meio da amplificacdo em ciclos e na presenca da
enzima DNA polimerase.

Os marcadores genéticos representam ferramentas poderosas e informativas para
ecologos e geneticistas da conservagao definirem, por exemplo, a escala geografica e a

area adequada para realizagdo de monitoramento e manejo das populagdes (FERAL,
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2002). Dentre os marcadores mais utilizados em andlises genéticas populacionais,
destacam-se a regido controle do DNA mitocondrial (mtDNA) e os microssatélites, por
serem altamente polimorficos e possuirem altas taxas de mutagio (SCHLOTTERER,
2004).

O genoma mitocondrial em animais ¢ constituido de uma molécula fita dupla de
DNA circular, de pequeno tamanho e que codifica aproximadamente 5% de toda a
maquinaria necessaria para o funcionamento da mitocondria (NAHUM, 2001). Esta
organizado em 37 genes codificantes, dos quais 22 resultam em RNAs transportadores, 2
sdo para RNAs ribossomais e 13 sdo transcritos em RNAs mensageiros e traduzidos,
principalmente, nos complexos proteicos responsaveis pela dindmica da cadeia
transportadora de elétrons e fosforilagao oxidativa (AVISE, 2000). Dentre os 13 genes,
sete codificam subunidades da enzima NADH desidrogenase (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5 ¢ 6),
trés codificam subunidades da enzima citocromo C oxidase (COI, II ¢ III), dois codificam
subunidades da ATP sintetase (ATP6 e 8) e, em uma unica sequéncia, o gene que codifica
o citocromo B (NAGATA et al.,, 2005). Nos vertebrados existe uma regido nao
codificadora conhecida como “alca D” (D-loop) que contém o controle da replicacdo e
transcri¢ao desse genoma (BOORE, 1999).

Uma caracteristica importante do mtDNA ¢ a sua alta taxa de evolugdo, a qual
acredita-se ser 10 vezes superior a de um gene nuclear de copia Unica. A explicacio para
este fendmeno se encontra no fato da baixa capacidade de reparo da enzima DNA
polimerase e a alta exposicao desta molécula aos agentes oxidativos gerados durante o
processo de respiragao celular (MEYER, 1993).

A taxa de evolugao do mtDNA nao ¢ homogenea entre os seus diferentes genes.
Alguns genes acumulam mais rapidamente essas substituicdes de bases, dentre os quais

encontramos os genes codificadores das subunidades da NADH desidrogenase, citocromo
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C oxidase e dos RNAs transportadores. Os genes codificadores para as subunidades
ribossomicas e para o citocromo B estdo entre os mais conservados entre os organismos
(SACCONE, 1994). A regiao controle D-loop ¢ a que mais acumula mutagdes podendo
elevar sua taxa de evolucdo de duas a cinco vezes em relagdo a dos genes que codificam
proteinas (MEYER, 1993).

Este trabalho tem por intuito principal, compilar e divulgar o maior volume possivel
de dados referentes as caracteristicas fenotipicas e genotipicas da espécie abordada
(Lagothrix cana), fomentando a retroalimentagdo cientifica, com vistas a elaboragdo de

acoes de conservacdo efetivas no ambito da reproducdo e conservagdo da mesma.

Revisao de Literatura

A Medicina da Conservagdo constitui uma nova ciéncia, voltada para enfrentar a
ameaga crescente que agentes etioldgicos, dos mais diversos tipos, afligem sobre a
riqueza biologica do planeta. Possui como pilares basicos, pesquisa € acdo e se pauta no
conceito da transdisciplinaridade dos profissionais envolvidos nesses dois quesitos. Atuar
em medicina da conservacdo ¢ trabalhar para manter a diversidade biologica e,
consequentemente, a qualidade de vida para pessoas, espécies domésticas e selvagens,
sobretudo com inten¢do de manter em um ambiente favoravel a plena saude ecologica
(MANGINI & SILVA, 2006). Esta manutencdo da diversidade biologica depende
intimamente da qualidade dos estudos realizados para a producao de dados e subsequente
planejamento e execucdo dessas agdes. A premente necessidade de um banco genético
confiavel, proveniente de animais puros (ndo hibridizados), em nivel de género, espécie
ou subespécie € o mais desejavel, pois, do contrario, perpetuar-se-a a heterogeneicidade

génica, fugindo ao principio conservacionista, ou melhor, retroagindo no sentido do
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objetivo conservacionista. Somente desta forma se conseguird atingir os objetivos
propostos pelo conceito da Medicina da Conservacao: Satide Ambiental (conjun¢do entre
Satde Humana, Satude Vegetal e Satide Animal) e Satde do Ecossistema (TABOR, 2002).

A classificacdo taxonomica dos chamados primatas “do novo mundo”
(Platyrrhini)® é bastante controversa e ainda gera muita discussdo a seu respeito, mesmo
com a adog¢do do conceito de espécie filogenética, e com os estudos citogenéticos e
moleculares (RYLANDS, MITTERMEIER & SILVA JR., 2011). Historicamente,
Simpson (1945) dividia estes primatas em duas grandes familias: Callitrichidae e
Cebidae. Anos se passaram, e Hershkowitz (1977) incluiu nessa classificagdo, uma
terceira familia (Callimiconidae) e Groves (2005) alterou significativamente essa divisao,
ao sugerir a familias para os platirrinos: Aotidae, Atelidae, Cebidae e Pitheciidae.
Nenhum desses sistemas ¢ considerado sob o ponto de vista filogenético, pois contém um
ou mais grupos nao-monofiléticos. Rylands et al. (2000, 2006, 2009), Groves (2001a,
2005), Rylands & Mittermeier (2008), e Cortés-Ortiz (2009) apresentaram revisdes
recentes na taxonomia dos primatas platirrinos.

Apds o advento da analise e sequenciamento do DNA, e havendo maior suporte
para recompilagdo dos dados, concluiu-se que, atualmente, existem descritas 152 espécies,
e 204 espécies e subespécies de Platirrinos. A utilizagdo do conceito de espécie
filogenética, considerado mais pratico e objetivo que o conceito de espécie biologica
(GROVES, 2001a, 2004) tem sido responsavel por muito do acréscimo do niimero de
espécies, aliado a outras caracteristicas, como comportamento, vocalizagdo, etc., ndo mais
limitando a pesquisa a quesitos fenotipicos (morfométricos, por exemplo). O uso da
genética molecular estabelece estas diferencas filogenéticas as espécies, solucionando

davidas, demonstrando a validade de diferengas entre espécies distintas, anteriormente

% Alguns pesquisadores consideram equivocada esta nomenclatura, porém, devido a ocorréncia da mesma
em muitas referéncias bibliograficas, foi mantida entre parénteses (Nota do Autor).
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classificadas como uma s6 espécie, e trazendo a tona “espécies criticas”.

Utilizando-se o conceito de espécie filogenética e compilando dados moleculares
e de citogenética, os platirrinos foram subdivididos, mais recentemente, em 3 clados: (a)
Atelidae, (b) Pitheciidae e (c) Cebidae (absorvendo os Callimicos, Callitriquideos e Aotus
spp.). Na atualidade, a lista da International Union for Conservation of Nature/Species
Survival Commission (IUCN/SSC - Primate Specialist Group) totaliza 464 espécies e 676
espécies e subespécies de Primatas.

Atelideos correspondem as espécies que atingem as maiores massas corporais,
dentre os Platirrinos. Possuem uma cauda prénsil, que funciona como um quinto membro,
auxiliando no equilibrio durante sua movimentagdo. A féormula dentdria dos adultos ¢
representada por 2 X 1 2/2; C1/1; P 3/3; M 3/3. A familia Atelidae ¢ composta por 4
géneros: Alouatta (bugios) compreendendo 10 espécies; Ateles (macacos-aranha)
compreendendo 7 espécies; Lagothrix (macacos-barrigudos) representado por 4 espécies;
e Brachyteles (muriquis), representado por 2 espécies (SCHNEIDER, 2000; OPAZO et
al., 2006; WILDMAN et al., 2009).

Os macacos-barrigudos (Lagothrix spp.) sdo primatas da familia Atelidae, que
ocupam alguns segmentos do territorio amazonico (Figura 1), abrangendo areas nos
seguintes paises: Peru, Colombia, Venezuela, Equador, Bolivia e Brasil (FOODEN, 1963).
Lagothrix cana possui ocorréncia ao sul do Rio Amazonas-Solimdes, no Brasil, entre os
Rios Jurud, Tapajds e Juruena, estendendo-se ao oeste para o Rio Guaporé, na fronteira
da Bolivia (WALLACE et al., 1996). Iwanaga e Ferrari (2002) definiram os limites do
sul para o territorio de L. cana no Estado de Rondonia. Relataram a auséncia de L. cana
em todos os lugares pesquisados no interflivio dos Rios Mamoré¢, Madeira e Ji-Parana.
Foram registrados em dois locais ao norte dos Rios Abuna e Madeira, e ao longo da

margem direita (norte) do Rio Ji-Parana e do Rio Pimenta Bueno, bem como ao sul do
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Rio Sao Pedro. O sul de Ronddnia consiste de dreas montanhosas e de planicies, savanas
e floresta. Os mesmos pesquisadores concluiram, ainda, que L. cana pode ser limitado no
extremo sul de seu territorio por florestas de transi¢cdo com solos predominantemente
arenosos. Lagothrix cana € evidentemente ausente das selvas de Guaporé e da margem
direita do Rio Abuna, na Bolivia. No Peru, ele ocorre entre no interflivio dos Rios
Pachitea e Ucayali e sul do Rio Inuya, para os dois lados do Rio Madre de Dios e na Bacia
do Rio Tambopata. Também ocorre na fronteira com a Bolivia, no Rio Inambaria
(AQUINO ¢ ENCARNACION, 1994). Peres (1987) relatou que os macacos-barrigudos
nao ocorrem entre o Alto do Rio Purus e Iaco.

O género Lagothrix contém espécies classificadas, segunda a Unido Internacional
para a Conservagdo da Natureza (IUCN), em “Vulneraveis” (L. lagotricha e L. poeppigii),
“Em Perigo” (L. cana) e “Em Perigo Extremo” (L. lugens), e como suas populacfes
continuam decaindo, programas de manejo reprodutivo em individuos cativos séo
fundamentais como ferramenta para elaboracgéo e execugédo de acGes de conservacao para
estes géneros. Apesar disso, a manutencdo e a reprodugdo em animais cativos destas
espécies ttm se demonstrado muito dificil (ANGE-VAN HEUGTEN et al., 2008;
MOONEY & LEE, 1999), e sua biologia reprodutiva e parametros histéricos sao
pouquissimamente conhecidos (DI FIORE et al., 2010; MOONEY & LEE, 1999). Na
realidade, os registros classicos sobre dados morfolégicos remontam ao periodo entre
1930 e 1950 e, ainda assim, permanecem como fonte principal de citagdes em produgdes
cientificas, mesmo sabendo-se que a maioria esta relacionado a Primatas do Velho
Mundo, e em condicdes de cativeiro.

Macacos-barrigudos possuem habitos diurnos (PERES, 1994). Ocupam
principalmente areas de floresta primaria, circulando entre todos os niveis e dificilmente

descem ao solo, pois bebem a &gua acumulada em folhas, bromeliaceas e outras estruturas
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vegetais. Formam grupos de até 40 individuos, mas existem relatos ocasionais de
individuos solitarios. Dormem nas copas das arvores, em cima de galhos, mas ndo
necessariamente em um mesmo local, quase sempre proximos as fontes de alimento.
Geralmente, enquanto a maioria do grupo se alimenta, alguns individuos atuam como
sentinelas contra eventuais predadores (MAYOR et al., 2017). S&o primariamente
frugivoros, e, portanto excelentes dispersores de sementes. O comportamento alimentar
de aproximadamente 40 individuos, foi estudado durante 11 meses, na regido de Tefé
(Amazonas, Brasil), em 3298 registros de alimentacdo, constatando-se que a dieta se
compde principalmente por frutos maduros (83%) e sementes (7%). Pode ocorrer
variacdo estacional, e em periodos em que ha escassez de frutos a composi¢do da dieta
pode variar, incluindo folhas verdes, seiva e flores, sendo que alimentos de origem animal
(artrépodes e outras presas) ndo constituem mais que 0,1% da ingesta (PERES, 1994).
Bodmer e Robinson (2004), apds estudar durante quatro meses o comportamento de 18
individuos semicativos, observaram que o descanso consome 45% do tempo, sendo
forrageamento a atividade mais frequente (29%), seguido por deslocamento (23%),
interagdes sociais (3%) e grooming (1%). A maturidade sexual ocorre entre cinco e oito
anos, a gestacdo dura aproximadamente 225 dias, e o periodo de lactagdo varia entre nove
meses e um ano, sendo que a expectativa de vida em cativeiro é de aproximadamente 25
anos (MAYOR et al., 2017). Somente as fémeas carregam os filhotes (Figuras 2 e 3),
primeiramente agarrados ao ventre e, apés algum tempo de desenvolvimento, em suas
costas (VOSS e FLECK, 2011).

Seus principais predadores sdo os grandes rapinantes, os grandes felideos e os
humanos, por serem muito apreciados como alimento por algumas comunidades
indigenas. Na regido amazonica, a caca de animais selvagens € uma atividade tradicional,

que visa prover as necessidades das populagdes locais em termos de alimentacdo de
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subsisténcia e outros itens (FITZ GIBBON, 1998), e os Lagothrix sdo os primatas mais
frequentemente cacados na regido Amazdnica (PUERTAS e BODMER, 2004). Além da
caca predatoria, a destruicdo do habitat natural e o trafico de exemplares para serem
utilizados como pets contribuem para a diminuicdo substancial das populagdes em vida
livre. A pressdo antrdpica é tdo devastadora que ja existem relatos de individuos
transpondo os limites de sua distribuicdo geogréfica original, numa tentativa de busca de
um ambiente favoravel para sua manutencdo (NUNES e ORSINI, 2016). A auséncia de
maiores informacgBes a respeito das caracteristicas reprodutivas da espécie também
constitui um fator limitante & execucdo de atividades de manejo com vistas ao
repovoamento das areas que ainda ndo foram degradadas (BODMER e ROBINSON,
2004).

A classificagdo taxondmica dos macacos-barrigudos, como a dos outros atelideos,
também ¢é bastante controversa. Fooden (1963) propos a existéncia de 2 espécies: L.
flavicauda, para o macaco-barrigudo da cauda amarela (“yellow tailed wooly monkey”)
e L. lagotricha para todas as demais, baseando-se em caracteristicas como coloragdo,
morfometria, e diferengas osteoldgicas que considerou qualitativas. Até hoje, ainda ndo
se tem evidéncia adicional que prove a existéncia de 3 espécies como proposto
primariamente por Groves (2001, 2005). No mesmo trabalho, Fooden (1963) agregou L.
flavicauda a familia Atelidae, porém, em género distinto de Lagothrix, como um género
distinto. Essas variagdes taxonOmicas dificultam a determinagdo da relagdo de L.
flavicauda com outras espécies de Lagothrix e de outros Atelideos. Posteriormente,
estudos realizados por meio da analise do sequenciamento de genes mitocondriais (mtCOI
e mtCOII) de 141 individuos de variadas espécies de Lagothrix (RUIZ-GARCIA,
PINEDO-CASTRO & SHOSTELL, 2014), obtiveram varias conclusdes: (1) L.

flavicauda apresentou diversidade genética igual a zero, enquanto que L. poeppigii e L.
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lugens apresentaram a maior diversidade genética, quando comparados entre si, e L.
lagotricha e L. cana apresentaram um grau mais modesto de diversidade, quando
comparadas as suas amostras; (2) A hipotese da ocorréncia de duas espécies (L. lagotricha
e L. flavicauda) se comprova a nivel molecular, avaliando-se a introgressdo genética e a
hibridizacao recente. Neste caso, L. lagotricha apresentaria 4 subespécies. Esta conclusao
contraria a hipétese de Groves (2001) e corrobora a proposta de Fooden (1963); (3) L.
poeppigii foi a primeira espécie dentre os individuos da espécie do taxon L. lagotricha
que experimenta diversificagdo mitocondrial hapldtipa, enquanto que L. cana e L.
lagotricha apresentam essa diversificacdo, mais recentemente; (4) L. poeppigii e L.
lagotricha foram os taxa que apresentaram a maior evidéncia de expansdo populacional
em diferentes periodos do Pleistoceno, enquanto L. /ugens apresentou um declinio
populacional nos ultimos 25.000 anos. Isto demonstra a necessidade premente da
realizacdo de ensaios laboratoriais abrangendo o uso da genética molecular com
finalidade de obter uma classificagcdo taxondmica mais objetiva e precisa para as espécies
em questdo, e amplia significativamente os horizontes da pesquisa cientifica, na
atualidade.

Lagothrix cana ¢ classificado atualmente como pertencente ao Reino Animalia,
Filo Chordata, Classe Mammalia, Ordem Primates, Subordem Haplorrhini, Infraordem
Simiiformes, Parvordem Platyrrhini, Familia Atelidae, Subfamilia Atelinae, Género
Lagothrix, Espécie Lagothrix cana e possui varios nomes populares, entre eles: “macaco-
barrigudo”, “macaco-barrigudo cinza”, e em alguns casos, ¢ citado como “Geoffroy’s
woolly monkey”.

O macaco-barrigudo dessa espécie possui uma pele grossa e densa, com coloracao
acinzentada e preta, em seus membros (ROWE, 1996). Apesar de seu grande tamanho e

conformacgdo robusta, os macacos-barrigudos sao capazes de locomover-se habilmente
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sobre as arvores, com a ajuda de sua longa cauda prénsil (Figuras 4 e 5).

A espécie esta classificada como “Em perigo (EN)” na lista vermelha da [UCN, e,
em geral, os machos sdo maiores que as fémeas, podendo alcangas 65 cm, da cabeca a
base da cauda e massa corporal de aproximadamente 9,5 Kg, enquanto que as fémeas nao
ultrapassam 58 cm e 7,7 Kg, para os mesmos quesitos. Atualmente existem 18 areas de
prote¢do que abrangem a espécie no Brasil, mas nenhuma a¢ao de preservagdo contempla

a utiliza¢do dos animais cativos em plantéis de Zoologicos e criadouros.

Materiais e Métodos

Para este estudo foram capturados 25 individuos, supostamente pertencentes a
espécie Lagothrix cana, provenientes dos plantéis do CETAS Sauim Castanheiras
(Prefeitura Municipal de Manaus — AM e da Fundagdo Floresta Viva (Manaus — AM),
para realizagdo de procedimentos de rotina, no proprio local.

O projeto referente a este estudo compde a solicitacdo, junto ao SISBIO, de n°
52027, e teve sua concessao renovada em 14/06/2018. O mesmo projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacio Animal da Universidade

Paulista “Julio de Mesquita Filho” - CEUA/FMVZ - UNESP, sob numero de registro

geral 174/2015.

Foram realizados os procedimentos de captura, transporte, exame fisico, marcagao
por microchip, eventuais procedimentos clinicos e cirurgicos, além da colheita de
amostras de sangue. ApoOs a punc¢do da veia braquial (Figura 6), as amostras de sangue
foram acondicionadas em tubos de ensaio (Figura 7) contendo anticoagulante (EDTA) e
congeladas. Posteriormente foram enviadas ao Laboratorio de Genética Animal do

Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu.
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No laboratorio, as amostras foram descongeladas e a extragdo de DNA total foi
realizada por meio da técnica empregando fenol/cloroformio, segundo protocolo descrito
em Sambrook e Russel (2001).

A quantidade e a qualidade do DNA foram avaliadas em espectrofotometro (Nano
Drop ND-1000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific), por meio de absorbancia
a 260-280 nm e, em gel de agarose a 1,0%, corado com Gel Red (Uniscience)
(0,1uL/10mL) imerso em tampao TAE 1X (Tris-Acido acético-EDTA) e visualizados em
digitalizador de imagens, sob luz ultravioleta.

Para a determinacao da(s) espécie(s) referente as amostras colhidas, empregou-se
uma regido do DNA mitocondrial referente ao gene do Citocromo ¢ Oxidase Subunidade
II (COI) utilizando os primers L6955 (5’-AACCATTTCATAACTTTGTCAA-3’) e
H7766 (5’-CTCTTAATCTTTAACTT AAAAG-3’) (Ashley e Vaughn, 1995; Collins e
Dubach, 2000). Para a determinag¢do do nimero de haplotipos nas amostras certificadas
como sendo oriundas da espécie L. cana empregou-se um segmento da regido
controladora do DNA mitocondrial (D-Loop) por meio dos primers L15400 (5°-
TCCACCATTAGCACCCAAAG-3’) e H15940 (5-CCTGAAGTCGGAACCAGATG-3)
(Kocher et al., 1989).

As reagdes de amplificagdo (PCR) foram feitas em um volume final de 11 pl,
contendo 5 pl de dgua milliQ autoclavada, 4 pl de GoTaq (Promega) (mix pronto 1x
contendo 0,20 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCI2, 1 U de Taq DNA Polimerase), 0,5 ul
de cada primer (10 uM) e 1 ul de DNA (20-50 ng/puL).

As condi¢des de amplificacdo para o gene COII foram as seguintes: desnaturacao
inicial a 95° C, por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95° C, por 30 segundos; 50°C por
30 segundos e 72° C, por 30 segundos, com um passo final de extensdo a 72° C, por 5

minutos.
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As condi¢des de amplificagdo para a regido controle foram as seguintes:
desnaturacdo inicial a 95° C, por 10 minutos, seguida de 35 ciclos a 94° C, por 35
segundos; 55°C, por 35 segundos e 70° C, por 30 segundos, com um passo final de
extensdo a 72° C, por 10 minutos.

O rendimento do produto da amplificagao foi avaliado em eletroforese em gel de
agarose 1,5% imerso em tampdo TAE 1x (Tris-Acido acético-EDTA), corado com Gel
Red™ e visualizado em transluminador, sob luz ultravioleta.

Posteriormente, cerca de 5 pl de cada produto de amplificagdo foi purificado com
a adicdo de 0,5 pl de fosfatase alcalina de camardo (1 U/ pul ) (Affymetrix, Inc.) e 0,4 ul
de exonuclease I (10 U/ pl) (Affymetrix, Inc.) e incubado por 45 minutos a 37°C. Feito
isto, este foi incubado a 80° C, por 15 minutos.

As reagOes de sequenciamento do produto de PCR foram realizadas pelo
sequenciador Applied Biosystems 3500 no Laboratério de Diagnostico Molecular do
Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu. Os produtos de amplificacdo foram
sequenciados nos sentidos direto e reverso para garantir uma maior confiabilidade dos
resultados.

Para a reacdo de sequenciamento, foi utilizado o kit Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems). Para cada reagdo, foram utilizados 1,2 pul de
solugdo Big Dye, 1 ul de primer (10 uM) e 5 pul do produto mitocondrial. As reagdes
foram colocadas em termociclador nas seguintes condi¢des: desnaturagio inicial a 96°C,
por 1 minuto; seguida de 25 ciclos a 96°C, por 10 segundos; 50°C, por 30 segundos e
60°C, por 4 minutos; com um passo final de extensdo a 72° C, por 10 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 4 pl de agua MilliQ autoclavada e 16 ul de etanol
95%. A solucdo foi misturada em agitador de tubos e mantida por 15 minutos a

temperatura ambiente (~25°C). A amostra foi centrifugada por 30 minutos, a 12000 rpm
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e o sobrenadante retirado. O precipitado foi lavado com cerca de 200 pl de etanol 70%, e
a solucdo foi misturada em um agitador de tubos e novamente centrifugada por 7 minutos,
a 12000 rpm. A amostra foi seca a 90°C, durante 2 minutos e mantida a -20°C.

O produto do sequenciamento foi dissolvido em 1,6 pl de formamida:dextran azul
25 mM EDTA (5:1), ressuspenso e desnaturado por 2 minutos a 90°C, em banho seco. As
sequéncias das duas fitas de DNA de cada amostra foram editadas e alinhadas no
programa Sequence Navigator (Applied Biosystems).

A visualizacdo dos eletroferogramas da sequéncia nucleotidica dos fragmentos de
DNA mitocondrial foi realizada por meio do programa computacional Chromas Lite 2.01
(Technelysium Pty Ltd, 2007), o qual permite a leitura de diversas extensdes do
sequenciamento. A amplitude e os espagamentos dos picos foram devidamente
observados para atestar a qualidade das sequéncias e verificar se as muta¢des eram reais
ou se poderiam ser artefatos da técnica do sequenciamento.

Utilizando o programa computacional Geneious 4.8.5 (Drummond et al., 2009),
as sequéncias obtidas no Chromas Lite 2.01 foram editadas e alinhadas e os respectivos
eletroferogramas verificados. Cada resultado foi analisado individualmente e comparado
ao seu respectivo eletroferograma pelo menos duas vezes. Os alinhamentos foram
realizados utilizando a ferramenta (algoritmo) MUSCLE do programa Geneious 4.8.5
(Edgard, 2004). Os alinhamentos foram também verificados manualmente, pelo menos
duas vezes, e comparados aos seus eletroferogramas para a certificagdo da posicdo de
bases nitrogenadas nas sequéncias obtidas. Para confirmar a identidade das sequéncias
foi utilizado o algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.
1990), através do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), o qual relaciona sequéncias por meio de

similaridade entre bases nitrogenadas. Todas as amostras foram alinhadas entre si gerando
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um arquivo que foi utilizado na realizagao dos testes estatisticos posteriores.

Resultados e Discussao

Foi possivel a obtencdo de DNA das 25 amostras submetidas ao processo de
extragdo. A quantifica¢do da concentragdo de DNA mostrou variagdo de 10 a 50 ng/ul e,
apos a verificacdo da integridade do material empregando espectrofotometria, foram
obtidos valores de 1,25 a 2,0 de absorbancia da luz na faixa de 260/280 nm, indicando
assim, nos valores entre 1,25 a 1,6, ligeira contaminagao por proteina.

Os genes mitocondriais COII e D-Loop foram amplificados por meio da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) empregando amostras de DNA obtidas a partir de 19
individuos. Na amplifica¢do do gene COII reacdo foi positiva para 10 individuos (003,
006, 089, 098, 110, 629, 699, 873, 922, 992), gerando fragmentos de aproximadamente
700pb (pares de bases). Na amplificagdo do gene D-Loop a reagao foi positiva para 09
individuos sendo os mesmos elencados para o marcador mitocondrial COII com excecdo
do individuo 922, gerando fragmentos de aproximadamente 5S00pb.

Os resultados do sequenciamento foram analisados no programa computacional
Chromas Lite 2.01 (Technelysium Pty Ltd, 2007) a fim de verificar a qualidade das
leituras das sequéncias de DNA obtidas. A amplitude e os espacamentos dos picos foram
devidamente observados verificando se as mutacdes eram reais ou se poderiam ser
artefatos da técnica do sequenciamento.

Subsequente a essa andlise, as sequéncias obtidas para os genes COIIl e D-Loop
foram alinhadas e as sequéncias consensos de 567pb e de 429pb respectivamente, foram
submetidas a comparacdes com demais sequéncias de DNA mitocondriais depositadas no

GenBank por meio do método de algoritmo de BLASTn (Altschul et al. 1990).
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Na comparacdo realizada entre o alinhamento das sequéncias obtidas para o
fragmento do gene mitocondrial COII dos 10 animais analisados com as sequéncias
depositadas no GenBank para as espécies Lagothrix cana, L. lagothricha e L.poeppigii
observou-se 100% de similaridade com Lagothrix cana confirmando assim que esses
animais sdo comprovadamente pertencentes a esta espécie (Tabela 1). A comparagdo
dessas sequéncias nucleotidicas permitiu determinar 8 sitios variaveis entre as espécies L.
cana e L. lagothricha e de 9 sitios varidveis entre L. cana e L. poeppigii (Tabela 1).

Quando comparadas, as sequéncias nucleotidica, incluindo-se a espécie Ateles
fusciceps, (macaco-aranha), evicenciou-se o maior numero de polimorfismos (58) quando
alinhadas sequéncias oriundas entre 2 géneros distintos que, neste caso sdo Lagothrix e
Ateles (Tabela 2).

Para o gene mitocondrial D-Loop ndo foi encontrada sequéncia depositada no
GenBank para o Lagothrix cana. Na comparagdo do alinhamento das sequéncias obtidas
para este fragmento entre os 09 animais analisados observou-se um total de 05
polimorfismos distribuidos em 04 haploétipos (Quadro 1). Estes resultados sdo inéditos e
serdo submetidos ao banco de dados GenBank de forma a disponibiliza-los publicamente
para pesquisas futuras. Observa-se que o haplotipo 2 formado pelos animais 089,
6873,110,699,992 foi o mais frequente representando cerca de 55,6% das amostras
analisadas.

A regido controle do DNA mitocondrial, que inclui o gene D-Loop bem como os
genes citocromo B (CytB) e citocromo C oxidase (COI, II e III) tém sido as sequéncias
mais utilizadas para identificar e catalogar espécies, discriminar subespécies, estudar
evolucdo em espécies domésticas, silvestres e selvagens. O projeto internacional
conhecido como DNA Barconding of Live langado no ano de 2005 objetivou inicialmente,

gerar sequéncias de aproximadamente 648pb do gene mitocondrial COI como ferramenta
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de auxilio em filogenética e catalogacdo da biodiversidade. Contudo, a melhoria
tecnologica proporcionou um aumento de escala nos estudos mitocondriais
proporcionando um avango consideravel.

Um dos primeiros trabalhos em primatas empregando os marcadores
mitocondriais COII ¢ o de Ashley & Vaughn (1995). Com a finalidade de esclarecer
aspectos da histéria evolutiva no género Aotus foram obtidas amostras de DNA de 03
possiveis espécies — A. lemurinus, A. nancymae e A. azarae. Apds a comparagdo das
sequéncias obtidas para este gene, os resultados indicaram niveis altos de divergéncia
nesta sequéncia nucleotidica para as 3 espécies sugerindo assim que os taxons sio
geneticamente bem distintos e que provavelmente passaram por longos periodos de
evolugdo isolada.

Em 2010, Ruiz-Garcia & Pinedo, propuseram a primeira hipotese de
sistematica molecular sobre a origem e evolu¢do do tdxon Lagothrix com base na analise
dos 720pb do gene mitocondrial COII obtidas a partir de amostras de 97 individuos. Os
autores concluiram que todas as formas atuais de Lagothrix sp, provavelmente
descenderam do ancestral L. poeppigii ou talvez, de forma menos provavel, de L. lugens.
Ruiz-Garcia et al. (2014) sequenciaram os genes COI e COII de 141 espécimes de
Lagothrix sp. neotropicais ¢ propuseram, a partir dos dados moleculares, uma nova
proposta de classificacdo desse género.

O emprego do marcador molecular COII nesta pesquisa visou, principalmente,
a confirmagdo de qual ou quais espécies pertenciam cada um dos individuos analisados
considerando o género Lagothrix. Ou seja, a caracterizacao individual para este gene €
uma importante etapa na elabora¢do de um plano de reintrodu¢do de individuos ou de
reproducdo, evitando principalmente a formagao de hibridos. Conforme apresentado no

quadro 1, todos os 10 individuos analisados pertenciam a espécie Lagothrix cana.
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Averiguando os resultados descritos nas tabelas 1 e 2, destaca-se a eficacia deste marcador

para a identificag¢do de espécies.
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Conclusoes

Com base nos resultados obtidos para o marcador molecular de DNA
mitocondrial COIIL, pode-se concluir que ndo esta ocorrendo hibridagdo entre os 2 grupos
de animais da espécie Lagothrix cana analisados nesta pesquisa. Além disso, empregando
outro marcador de DNA mitocondrial, o gene D-Loop, pode-se caracterizar 5
polimorfismos levando a descri¢do de 4 diferentes haplotipos, sendo estes, dados inéditos
e que deverdo ser submetidos ao GenBank. Isto posto, com a disponibilidade desses dados,
serd possivel fornecer subsidios em pesquisas futuras que tratem de temas tais como

filogenia, evolucdo, biodiversidade, reproducdo em cativeiro, entre outros.
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FIGURA 1. Distribuicao geografica dos cinco morfotipos reconhecidos atualmente de
macacos-barrigudos. (Adaptado de A. Di Fiore et al. /Molecular Phylogenetics and
Evolution)

FIGURAS 2 e 3. Imagens de uma fémea lactente de macaco-barrigudo (Lagothrix cana),
com filhote as costas.

FIGURA 4. Imagem de um macaco-barrigudo (Lagothrix cana) infante, utilizando a
cauda prénsil como apoio.

FIGURA 5. Imagem de um exemplar adulto de macaco-barrigudo (Lagothrix cana)
evidenciando a coloragdo da pelagem dos membros.

FIGURA 6. Venopungao da veia braquial para colheita de sangue em macaco-barrigudo
(Lagothrix cana).

FIGURA 7. Tubo de ensaio contendo anticoagulante (EDTA), apds colheita de amostra
de sangue de exemplar de macaco-barrigudo (Lagothrix cana).

TABELA 1. Sitios variaveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial
em Lagothrix. cana, L. lagothricha e L. poeppigii

TABELA 2. Sitios variaveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial
em Lagothrix cana e Ateles fusciceps

TABELA 3. Sitios variaveis em 429 pares de bases da regido controle do DNA
mitocondrial (D-Loop) em 09 individuos da espécie Lagothrix cana.
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B Lagothrix (Oreonax) flavicauda
[ Lagothrix cana

[ Lagothrix lagotricha

[ Lagothrix lugens

B Lagothrix poeppigii

FIGURA 1. Distribuicdo geografica dos cinco morfotipos reconhecidos atualmente de
macacos-barrigudos. (Adaptado de A. Di Fiore et al. /Molecular Phylogenetics and
Evolution)

FIGURAS 2 e 3. Imagens de uma fémea lactente de macaco-barrigudo (Lagothrix cana),
com filhote as costas.

FIGURA 4. Imagm de um acaco-bam'gudo (Lgothrix can) infante, utilizando a
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cauda prénsil como apoio.

FIGURA 5. Imagem de um exemplar adulto de macaco-barrigudo (Lagothrix cana)
evidenciando a coloragao da pelagem dos membros.

FIGURA 6. Venopungao da veia braquial para colheita de sangue em macaco-barrigudo
(Lagothrix cana).
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FIGURA 7. Tubo de ensaio contendo anticoagulante (EDTA), ap6s colheita de amostra
de sangue de exemplar de macaco-barrigudo (Lagothrix cana).

TABELA 1. Sitios varidveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial
em Lagothrix. cana, L. lagothricha e L. poeppigii

Sequéncias

S W
O W
O
[\
O
—
—_

Individuos 1 9
L. cana T T A T T
003
699
873
922
629
110
006
089
098
992
L. lagothricha C . G C C C C . T . T
L.poeppigii . C G C C C C T T G

—| w
| N W A
Al — 9 &
Al I 2 +
>| o
Q| & W wn




104

TABELA 2. Sitios variaveis em 567 pares de bases do gene COIl do DNA mitocondrial

em Lagothrix. Cana e Ateles fusciceps

Sequéncias

3366789 91

11

—
—
—
—

092955391223 5 5 6
107 5
Individuos
L. cana TTCAATCTTTGCCATGT
A. fusciceps A. TCTCCCATTTT CAC
Sequéncias
11111222222 22
8889911222367 89
679253605877
Individuos
L. cana CCGCGACTATT T TA CCCC
A. fusciceps TTATAGTCCCCCGTTTT
Sequéncias
33333333444 4 4 4
35566999011 3
64769039515 2 1
Individuos
L. cana TCTTTTGTCTTTCACTCC

A. fusciceps

CTCCACACAC.
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Sequéncias
4 4 4455555 5
78 89011346
7 3 7846946 1

Individuos
L. cana CC TATTACCC
A. fusciceps .. T CGAC. TTT

TABELA 3. Sitios varidveis em 429 pares de bases da regido controle do DNA

mitocondrial (D-Loop) em 09 individuos da espécie Lagothrix cana

g 1 1 2 3
2 1 1 3 0
Individuos 4 3 [} 0
003 C G G cC A
098
089 T A . T G
873 T A . T G
110 T A . T G
699 T A . T G
092 T A . T G
006 . A A T G

620 T A A




