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RESUMO

GUIMARAES, V.Y. Estudo clinico, morfométrico, bioquimico e
imunocitoquimico em Alouatta belzebul (Primates: Platyrrhini). 2016.
104p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

Os guaribas-de-maos-ruivas (Alouatta belzebul) s&do endémicos do Brasil,
atualmente classificados em nivel global e nacional como “Vulneravel” e podem
ser encontrados principalmente na Amazonia Oriental. Este estudo se propss a
realizar a avaliacdo clinica e laboratorial de primatas do complexo Alouatta
belzebul no bioma amazonico, a fim de caracterizar parametros de higidez para
uma populacdo residente as margens do Baixo rio Xingu. 27 primatas foram
capturados nas areas de influéncia da UHE Belo Monte, estado do Par4, Brasil.
As variaveis biométricas avaliadas reforcaram as inferéncias para o género, em
relacdo ao dimorfismo sexual pelo tamanho corpéreo, além da constatacao de
polimorfismos no padrdo de coloracdo da pelagem. Entretanto, as variacbes
talvez possam ser atribuidas a caracteristicas geogréficas, ndo suficientes para
separar as populacbes em nivel taxondmico. A estratificacdo etaria também
revelou diferencas significativas nas contagens de eritrocitos, nas
concentragbes de hemoglobina, hematdcrito, na atividade sérica de fosfatase
alcalina e GGT para os individuos jovens. Enzimas como AST, CK e LDH
registraram atividade sérica significantemente superior, quando comparadas
aos estudos em cativeiro. Os percentuais de linfécitos T e B circulantes foram
51 e 31% respectivamente, caracterizando o predominio de linfécitos com o
imunofendtipo T. Diante dos desafios imunoldgicos a que estes animais estdo
submetidos constantemente, presume-se que o perfil imunolégico encontrado

corresponde ao status “6timo” de sobrevivéncia.

Palavras-chave: Amazonia, Alouatta belzebul, imunidade, extin¢ao.
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ABSTRACT

GUIMARAES, V.Y. Clinical, morphometric, haematological, biochemical
and immunocytochemical study in Alouatta belzebul (Primates:
Platyrrhini). 2016. 104p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

The red-handed howler monkey (Alouatta belzebul) are endemic in Brazil, cur-
rently ranked in global and local scale as "Vulnerable" and occurs mainly in the
Eastern Amazon. This study aimed to carry out the clinical and laboratory eva-
luation of red-handed howler “complex” of primates in the Amazon biome, in
order to characterize healthiness parameters for a population living on the
banks of the Lower Xingu River. 27 primates were captured under the areas of
influence of UHE Belo Monte, Para State, Brazil. The biometric parameters eva-
luated reinforced inferences for Gender, sexual dimorphism regarding to the
body size, in addition to finding polymorphisms in the coat color pattern. Howe-
ver, variations can perhaps be attributed to geographical features, not enough
to separate populations taxonomic level. The age stratification also revealed
significant differences in erythrocyte counts, the hemoglobin concentration, he-
matocrit, serum activity of alkaline phosphatase and GGT for young individuals.
Enzymes such as AST, CK and LDH recorded significantly higher serum activity
compared to captive studies. The percentages of T and B lymphocytes were 51
and 31% respectively, characterizing the predominance of lymphocytes with
immunophenotype T. In the face of immune challenges that these animals are
constantly subjected, it is reasonable that this immunological profile corres-

ponds to the status "great" survivability.

Keywords: Amazon, Alouatta belzebul, immunity, extinction.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a humanidade tem presenciado eventos de extin¢cao
de espécies em todo o planeta, atraindo atencdo da comunidade cientifica
conservacionista para as perdas irreparaveis do habitat. Muitos autores tem
lamentado a perda de cobertura vegetal das florestas neotropicais associada
aos impactos antropogénicos e especulam a resiliéncia das espécies de
mamiferos em seu habitat original (BALMFORD et al., 2002; RIMBACH, 2013;
GOUVEIA et al., 2014). Todavia, ha mais de duas décadas, Redford (1992) ja
relatava a extingdo de mamiferos de grande porte em grandes areas de floresta
tropical, onde a vegetacao ainda parecia intacta.

As florestas tropicais sd0 0S ecossistemas mais ricos que 0 nosso
planeta ja conheceu e ocupam a maior parte da bacia amazénica (GOULDING
et al., 2003). Segundo Oliveira (2006), estas florestas estdo desaparecendo
rapidamente ao longo de seus limites ao sul do Brasil, onde tem ocorrido
intenso desmatamento nas ultimas trés décadas.

No final dos anos 80, os estudos de Mahar (1989) apontavam como
principal causa para o desmatamento na regido amazoOnica a expansao da
agricultura; particularmente a conversdo de florestas em pastagens pelos
grandes proprietarios de terra. Nos dias de hoje, de acordo com Barni et al.
(2014) o desmatamento acontece também gracas a abertura e ampliacdo de
rodovias e a implantacdo de empreendimentos hidrelétricos.

Adicionalmente, fatores ambientais como as oscilagbes no clima,
resultando em periodos Umidos e secos durante os ultimos 100 mil anos,
certamente contribuiram para o isolamento de certas populacdes de primatas
(REDFORD, 1992). A colonizagdo de novos ambientes fez, inclusive, com que
0S primatas neotropicais apresentassem grande variacdo geografica em seus
padrdes de cor (BRADLEY e MUNDY, 2008) e status de sobrevivéncia.

Atualmente, mais de um terco das espécies de primatas encontra-se
classificada como “ameacgada” pela Unido Internacional para a Conservagao da
Natureza (IUCN), e uma em cada sete, estdo em perigo iminente de
desaparecer (GOUVEIA et al., 2014). Apesar de sua distribuicdo ao longo de
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todo o Brasil, a maior ameaga para os macacos hoje é a perda do habitat



devido a fragmentacdo das florestas, que tem exterminado ou isolado
populac6es numerosas. A maioria das espécies que vive ao sul da Amazénia,
por exemplo, esta ameacada por reducdo do habitat e também pela caca
(CROCKETT, 1998).

Os guaribas-de-maos-ruivas (Alouatta belzebul Linnaeus, 1766) sao
endémicos do Brasil e podem ser encontrados principalmente na Amazonia
Oriental, mas também no nordeste da Floresta Atlantica e em algumas zonas
de transicdo de formacbes vegetais como Cerrado e Caatinga (EMMONS e
FEER, 1990; GREGORIN et al., 2008). Atualmente a espécie encontra-se
classificada, em escala nacional e mundial, como “Vulneravel”’; conforme os
critérios estabelecidos pela International Union for Conservation of Nature
(IUCN) e Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade/ Ministério
do Meio Ambiente. O seu status atual de ameaca se justifica principalmente
pela pressdo de caca, fragmentacéo e perda do habitat nas florestas tropicais,
gue tem contribuido para o declinio das popula¢des nativas (MMA, 2014).

Diversos fatores influenciam no mecanismo de adaptacdo dos primatas
ao ambiente, tais como a temperatura, umidade, luminosidade, ventilacao,
incidéncia de predacgao, disponibilidade de alimento, abrigo e facilidade de
camuflagem. Portanto, qualquer alteracdo ambiental pode afetar as estratégias
de sobrevivéncia dos primatas (KINDLOVITS e KINDLOVITS, 2009). Além dos
fatores ambientais, a condi¢céo clinica e o perfil imunol6gico sao variaveis que
influenciam a sobrevivéncia dos macacos na natureza (AHMED-ANSARI et al.,
1989).

Nos ultimos anos, estudos voltados para a sistematica morfoldgica e
molecular (LIMA e SEUANEZ, 1989), biogeografia e caracterizacdo genética
das populacées de Alouatta belzebul foram desenvolvidos (NASCIMENTO et
al., 2008). Os padrdes fenotipicos de pelagem e morfologia do cranio tém sido
bastante explorados, a fim de discutir imprecisdes taxondmicas envolvendo o
género e a espécie (RYLANDS et al., 2000; GREGORIN, 2006; RYLANDS et
al., 2012).

Aléem dos estudos citogenéticos e moleculares envolvendo o
sequenciamento de aminoacidos e/ou eletroforese de proteinas, a utilizacédo de
anticorpos monoclonais ou mesmo policlonais como marcador celular, pode

configurar uma poderosa ferramenta na sistematizagdo molecular (LETVIN et



al., 1983). A deteccao de epitopos de superficie compartilhados entre espécies
traz evidéncias ndo somente da proximidade filogenética, bem como esclarece
fendbmenos imunologicos e caracteristicas funcionais das linhagens marcadas
(HAYNES et al., 1982).

Muitas perguntas continuam a existir sobre a sistematica, anatomia e
fisiologia do género Alouatta (KOWALEWSKI et al., 2015). Apesar de ser um
dos taxa mais estudado no neotrépico (GREGORIN et al., 2008), o nimero de
espécies e subespécies de bugios, sua distribuicdo e status sanitario ainda séo
pouco documentadas.

Estudos com as populacbes amazobnicas desta espécie, abordando
aspectos clinico-patolégicos ainda séo incipientes ou ndo existem. Parametros
clinicos, hematoldgicos e bioquimicos de referéncia, bem como o perfil
imunolégico da espécie tornam-se uma importante contribuicdo para a
conservacao do taxon, mediante sua vulnerabilidade.

As populacdes amostradas neste estudo encontram-se as margens do
Baixo rio Xingu, dentro da area de influéncia direta da Usina Hidrelétrica de
Belo Monte (UHE), estado do Para, Brasil. A regido coincide com os limites de
ocorréncia natural disjunta da espécie, em parapatria com o congénere
Alouatta discolor (GREGORIN, 2006).

As analises morfométricas, clinica e patolégica deste complexo grupo
taxonémico que se propdem neste estudo, complementaréo os estudos bioge-
ogréaficos das populacdes (in situ) exploradas até o0 momento. A caracterizacao
das populacdes amazbnicas desta regido permitira extrapolacdes para as po-
pulacbes nordestinas da espécie, bem como acdes de manejo ex situ que Vvi-

sem a conservacao do grupo.

2. REVISAO DA LITERATURA

Pouco se sabe sobre a diversidade de mamiferos do quinto maior pais
do mundo e primeiro em megadiversidade (COSTA et al., 2005). Diante das
dimensdes brasileiras, existem muitas lacunas e locais pouco explorados que,
ainda dificultam o estabelecimento de uma gestdo eficaz do patriménio

bioldgico. A informagdo mais preocupante € a de que o numero de espécies



gue a ciéncia desconhece, talvez corresponda a aproximadamente o mesmo
namero de espécies atualmente consideradas ameacadas de extingdo (PIMM
et al., 2010).

Estudos recentes nos ecossistemas marinhos e terrestres apontam que
os efeitos das acdes antropogénicas podem aparecer tardiamente, mas que
hoje, as mudancas climaticas ja alteram significantemente a composicdo
faunistica (GOUVEIA et al., 2014; LAURANCE et al., 2016).

De acordo com Moran (1993), antes de 1975, o desmatamento
registrado na Amazonia correspondia a menos de 1%. Entre 1975 e 1987
essas taxas aumentaram exponencialmente, devido a politicas de incentivo de
crédito rural e o advento da criacdo da rodovia interestadual Transamazonica.
Somente ao final da década de oitenta, quando a opinido publica voltou seus
olhares para a destruicdo do bioma mais rico do mundo, as politicas de
desmatamento subsidiado para criadores de gado foram reduzidas. Segundo
Fearnside (2005), nos ultimos 30 anos o desmatamento da regido s6 vem
aumentando, e 0s responsaveis por estes indices foram (e ainda sdo) a
pecuaria, o corte seletivo da madeira, os empreendimentos hidrelétricos,
mineradores e o modo de ocupacgao em “espinha de peixe” das imediagdes da
rodovia Transamazonica.

Este padrdo de ocupacdo da terra potencializou a fragmentacdo e
perda do habitat, modificando a composicéo faunistica e floristica, de modo
quase irreversivel (LAURANCE, 2001). Ainda que nas ultimas décadas, um
enorme esforco coletivo de pesquisadores e gestores publicos tenha sido
aplicado para a conservacao dos recursos naturais (RYLANDS et al., 1997), é
premente o0 estabelecimento de politicas publicas de protecdo dos habitats,
com vistas a preservar o maior numero de espécies ameacadas (DUARTE,
2014).

O compartilhamento deste espago aproxima o homem das florestas
onde vivem os primatas originalmente (CHAPMAN, et al., 2013). Um dos
principais problemas oriundos deste contato é a pratica da caca dos macacos
para consumo. Além de afetar a biomassa e abundancia das popula¢des dos
macacos atelideos (Lagothryx, Ateles e Alouatta), desse modo passa a existir

mais uma rota de passagem de patdgenos interespecifica (PERES, 1990).



Os macacos sdo os dispersores de sementes mais importantes para
centenas de espécies de plantas, especialmente arbodreas e lianas, e, portanto,
elementos-chave dos ecossistemas da floresta tropical (GOUVEIA et al., 2014).
Quando suas populacdes sao reduzidas pela caca, por exemplo, a composicao
de espécies de plantas das florestas pode mudar (REDFORD, 1992).

Os primatas atualmente ocorrem em ambientes tropicais e subtropicais
ao longo de todo o mundo, exceto na Australia (REIS et al., 2008). O Brasil € 0
pais que apresenta o maior numero de espécies, com 118 descritas (PAGLIA et
al., 2012), mas esse numero pode variar conforme o arranjo taxonémico
adotado. Segundo as descricdes de Rylands et al. (2000) e Rylands et al.
(2012), os macacos do Novo Mundo (Platyrrhini) se distribuem em cinco
familias (Callitrichidae, Cebidae, Aotidae, Pitheciidae e Atelidae), 19 géneros e
205 espécies e subespécies.

A familia Atelidae possui cinco géneros: Ateles, Brachyteles, Lagothrix,
Alouatta e Oreonax, dos quais apenas o ultimo ndo é encontrado no Brasil. Sao
0S maiores primatas neotropicais (STRIER, 1992; REIS et al.,2008) e os Unicos
gue apresentam cauda preénsil.

Os Alouatta sdo popularmente conhecidos como bugios ou guaribas e
exibem caracteristicas que permitem facil identificacdo, como a cauda preénsil
e 0 0sso hidide bastante pronunciado, com o qual executam um rugido
(EMMONS e FEER, 1990). Sdo animais de habitos diurnos, essencialmente
arboricolas e classificados como generalistas herbivoros (NEVILLE et al.,
1988). Em geral, as populacbes do género sédo afetadas pela perturbacdo do
habitat, como o desmatamento, a caca e a construcdo de empreendimentos
hidrelétricos (CROCKETT, 1998; GOUVEIA et al., 2014).

Os guaribas possuem uma estratégia comportamental adaptativa de
poupar energia, quando comparados aos outros representantes da familia
Atelidae, que maximizam sua energia adquirida nos frutos (energéticos).
Embora se alimentem predominantemente de folhas (baixo teor energético), o
género Alouatta consegue ser energeticamente eficiente na locomogéao
quadrupedal, deslocando-se um pouco mais lentamente e ainda utilizando uma
area de vida menor (STRIER, 1992).

Os padrdes fenotipicos de coloracdo da pelagem variam conforme a

localidade-tipo, segundo Bonvicino et al. (1989), que agruparam 208 espécimes



analisados em cinco padrées de cor. As variacdes fenotipicas encontradas
podem estar relacionadas aos fatores ambientais do ecossistema em que estéo
inseridos.

Além dos esforcos para evidenciar aspectos ecolégicos e taxonémicos
dos primatas, poucos trabalhos tem documentado os aspectos clinico
patologicos das populacdes de vida livre. Esta modalidade de estudo permite
gque as amostras sejam obtidas in natura, na forma como realmente se
comportam os parametros bioldégicos no organismo, sem o viés do estresse
adaptativo do cativeiro (KOWALEWSKI et al.,2015). Entretanto, os animais
precisam ser impreterivelmente capturados, o que representa pelo menos um
episodio estressante para cada individuo.

Sabidamente, o0 estresse da contencdo promove aumento nos niveis
séricos de cortisol nos primatas, por estimulagdo das glandulas suprarrenais,
da mesma forma como nos demais mamiferos (KLEMM, 1996; MENDONCA.-
FURTADO, 2012). Estudos avaliando o estresse de macacos rhesus contidos
fisicamente (BLANK et al. 1983) demonstraram picos de cortisol sérico
significantemente superiores em individuos que nunca foram capturados,
quando comparados aos individuos habituados ao manejo. Os autores relatam
que no macaco rhesus, o “horménio do estresse”, como denominado o cortisol,
demora cerca de 60 minutos para atingir a sua concentracdo sérica maxima e
que o estimulo prolongado poderia iniciar seus efeitos deletérios (VERONA e
PISSINATI, 2014).

Segundo as afirmacfes de Claman (1972), ndo havia duvidas de que
as células linfoides eram sensiveis aos glicocorticoides, mas existiam inUmeros
mecanismos reguladores, ainda ndo tdo bem esclarecidos para a época,
mostrando que diferentes populacbes de linfécitos sdo afetadas
diferentemente.

Em 1972, Claman ndo tinha davidas de que as células linféides eram
sensiveis aos glicocorticoides, mas existiam indmeros mecanismos
reguladores, ainda ndo tdo bem esclarecidos para a época, mostrando que
diferentes populagbes de linfocitos eram afetadas diferentemente. Segundo
Campbell (2007), a idade, o sexo, estado de hidratacdo e condi¢cao nutricional,
fatores ambientais como fotoperiodo, estresse, temperatura, manejo, bem

como métodos de coleta de amostras influenciam os resultados dos testes.



Primatas ndo humanos representam um modelo importante para
estudos dos mecanismos fisiolégicos e patolégicos de uma série de doencas
humanas. Sua proximidade filogenética com o homem resulta na preservacéo
de células e moléculas de superficie funcionalmente importantes (REIMANN et
al., 1994), o que faz com que algumas pesquisas sejam preferencialmente
realizadas em primatas, ao invés de outros modelos, como em roedores.

Recentemente, pesquisas voltadas para a maior epidemia em curso
nas Américas (o0 Zika virus) também estdo adotando uma espécie de primata
do velho mundo (Macaca mulata) como modelo de ensaios imunoldgicos e até
mesmo para o desenvolvimento de vacinas (ABBINK et al., 2016).

Além dos estudos recentes, ha pelo menos trés décadas, as pesquisas
com espécies de primatas neotropicais vém se desenvolvendo, principalmente
com o enfoque na resposta imunoldgica dos simios a infec¢des virais
(NEUBAUER et al., 1983; WARD et al., 1987; ABBINK et al., 2016), parasitarias
(SIDDIQUI et al., 1977), neoplasias (PILLOZI et al., 1998; ZILOTTO et al.,
2013) com o objetivo final de contribuir para o conhecimento da espécie
humana.

A exemplo de estudos como o de Albert et al. (1996), com primatas de-
safiados imunologicamente com aplicagbes de Escherichia coli, mostram que
individuos do mesmo Género (Aotus) podem possuir diferentes quantidades de
precursores e quimiotaticos para eosinéfilos. Afirmam ainda que a eosinopoiese
acentuada de uma espécie pode estar associada a depressao da cinética de
recrutamento, em resposta a um agente infeccioso.

Segundo Weiser (2007), a inflamacéo de superficies epiteliais ricas em
mastocitos, tais como a pele (a exemplo da dermatite alérgica a picada de pul-
ga), sistema respiratorio e trato gastrintestinal pode estar associada a eosinofi-
lia, especialmente quando houver um componente de hipersensibilidade. Uma
Gnica amostragem nao € capaz de refletir ou deduzir aumento e diminuigdo de
uma série leucocitaria (WINTROBE, 1961), mas a detec¢do dos valores estatis-
ticamente superiores pode representar um ponto de partida para a compreen-
séo da resposta eosinofilica da espécie frente a uma infecgéo parasitaria.

Para induzir uma resposta imune adaptativa, as moléculas de antigeno
precisam ser quebradas no interior das células e os fragmentos antigénicos

gerados devem, entdo, estar associados aos receptores apresentadores de



antigeno apropriados, os MHC (complexo principal de histocompatibilidade)
(TIZARD, 2014). Todos os vertebrados, desde os peixes cartilaginosos até os
mamiferos, possuem moléculas de histocompatibilidade que séo agrupadas no
MHC (JONES et al., 1993).

O MHC humano, conhecido como HLA, contém trés loci de classe la —
A, B, C — e pelo menos trés loci funcionais de classe Ib — E, F e G. A maior
parte dos primatas do velho mundo possuem todos os loci, com excecéo do C,
enquanto que primatas neotropicais, como o sagui do tufo branco, tém os
genes de MHC de classe | mais similares ao HLA-G humano. Devido a perda
de diversidade do MHC de classe | nos saguis do tufo branco, pode n&o ser
surpreendente que sejam susceptiveis a infec¢des virais fatais que nao séo
letais em humanos (BARTON et al., 1984). Em suma, o “polimorfismo do MHC”
nas populagbes configura uma vantagem porque podem responder a mais
antigenos, e entdo sdo mais adaptados para sobreviver as doencas
infecciosas. O aumento da diversidade das moléculas de MHC claramente
eleva a diversidade dos peptideos aos quais poderdo se ligar e,
consequentemente, a resisténcia a infec¢des (TIZARD, 2014).

Subpopulagdes de linfocitos T, os quais desempenham um papel
importante nos fenébmenos imunoldgicos como efetoras ou como células
reguladoras, podem ser distinguidas por diferentes determinantes antigénicos
sobre a sua superficie celular, chamados clusters de diferenciacdo (CD)
(BERNARD e BOUMSELL, 1984). De acordo com Lipman et al. (2005),
anticorpos reconhecem epitopos de tamanhos varidvel e podem se ligar
usando um ou todos 0s seus sitios ou regides determinantes de
complementaridade. A ligacdo de um epitopo ao anticorpo € reversivel e
depende precisamente da configuracdo do complexo antigeno-anticorpo.

Estudos com primatas (NOOIJ et al., 1986) caracterizaram 0 anticorpo
RhT3 como sendo um determinante CD3-like das células humanas. Neste
estudo com macacos rhesus, o desempenho da distribuicdo e funcdo das
células marcadas por este marcador foi acompanhado e concluiu-se fortemente
pela homologia entre os clusters.

Sarich e Cronin (1980) apresentaram a arvore evolutiva dos primatas
baseada na sequéncia de proteinas e parentesco antigénico e, discutiram

ainda os pontos mais provaveis durante a linha evolutiva de surgimento e



desaparecimento dos epitopos. A partir deste esquema, ficam evidentes as
hipoteses de que uma Unica mutagao conduz a perda ou ganho de um epitopo,
ou apenas uma alteracdo conformacional.

Letvin et al. (1983) pontuou que o grau de compartiihamento de
antigenos de superficie especificos de das células T entre o homem e as outras
espécies de primatas refletiria a distancia filogenética entre si. Esses achados
trazem questdes provocativas em relacdo ao potencial do uso de anticorpos
monoclonais na elucidacdo do papel estrutural e funcional desta linhagem
celular.

Ainda na década de 80, véarios estudos translacionais no ramo da
imunologia entre 0 homem e os primatas ndo humanos foram desenvolvidos.
Ellingsworth et al. (1983), Haynes et al. (1982), Letvin et al. (1983) e Schooley
et al. (1983) mapearam epitopos de superficie especificamente da linhagem T
dos linfocitos, inclusive de diversas espécies neotropicais. Até 0 momento, 0s
estudos haviam se concentrado no cercopitecideo macaco rhesus, mas a partir
destes estudos, outras familias da Ordem Primates foram exploradas.

Neubauer et al. (1983) realizando estudos com Aotus trivirgatus e
Saguinus spp. experimentalmente infectados pelo Herpesvirus saimiri (indutor
de linfoma T maligno) registrou diferentes padrées de resposta imunoldgica.
Neste estudo, 25% dos animais infectados desenvolveram infec¢do crénica e
somente uma parte dos animais eram capazes de expressar determinantes
antigénicos, outros ndo. Estes achados induziram os estudos subsequentes ao
raciocinio de que o padrdo de reatividade de um género ndo serviria para

prever a reatividade de outro.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

O proposito deste estudo consiste na avaliacao clinica e laboratorial de
primatas do complexo Alouatta belzebul (Linnaeus 1766) no bioma amazonico,
a fim de caracterizar parametros de higidez para uma populacdo residente as

margens do Baixo rio Xingu.
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3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a relacdo entre os parametros biométricos obtidos do animal in

Vivo e as variaveis sexo e idade estimada dos individuos;

e Avaliar os parametros clinico-patoldgicos, considerando os fatores: faixa
etaria, sexo, estado nutricional, estresse e ambiente (margem do rio,

sazonalidade e fitofisionomia);

e Caracterizar o perfil imunolégico da espécie por meio da técnica de

imunofenotipagem e avaliacéo quantitativa de linfdcitos circulantes.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Base legal e Normativa

Os primatas utilizados neste estudo foram provenientes das acfes de
resgate do Projeto de Salvamento e Aproveitamento Cientifico da Fauna
(PSACF) da Usina Hidrelétrica de Belo Monte, durante as etapas de supressao
vegetal das areas destinadas aos Reservatorios. Este projeto € parte integrante
do Programa de Conservacdo da Fauna Terrestre, componente do Plano
Béasico Ambiental (PBA) do empreendimento, autorizado pela Diretoria de
Licenciamento Ambiental do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (DILIC/IBAMA-DF), por meio da Autorizacao de
Captura, Coleta e Transporte de Material Biologico (ACCTMB N° 473/2014 1°
Retificagéo) (Anexo 1).

Este estudo encontra-se amparado ainda, pela “Autorizacdo para
Atividades com Finalidade Cientifica” de numero 49643-1 (Anexo 2), por meio
do Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), do
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade (ICMBIio), Ministério
do Meio Ambiente (MMA), prevendo expedi¢cdes a campo, coleta e transporte
de material biolégico in situ. Além da autorizacdo expedida pelo o6rgdo
ambiental competente, este estudo possui aprovacéo pela Comissdo de Etica

no Uso de Animais, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
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Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (n° protocolo
124/2015) (Anexo 3).

4.2. Areade Estudo

O estudo foi realizado na regido do Baixo rio Xingu, Amazonia Oriental,
entre 0s municipios de Vitéria do Xingu e Altamira, sudoeste do estado do
Para, Brasil. O clima predominante na regido € tropical umido (Am e Aw),
segundo a classificagdo climéatica de Képpen, com temperatura anual média de
26°C, umidade relativa o ar variando entre 84-86% e uma curta estacdo seca
(verdo amazobnico) entre os meses de junho a novembro (GOULDING et al.,
2003). A fitofisionomia local inclui as classificacdes de florestas ombrofilas
abertas, densas, secundarias tardias, além da vegetacado aluvial, diretamente
influenciada pelo regime hidrolégico do rio Xingu (SALOMAO et al., 2007).

As covariaveis ambientais “temperatura” (°C), “umidade” (mm) e
“precipitacdo” (%) foram fornecidas pela estagdo climatolégica do
empreendimento e Instituto Nacional de Meteorologia (INMET). A classificacao
da vegetacdo foi realizada pela equipe do Projeto de Salvamento e
Aproveitamento Cientifico da Flora e Projeto de Monitoramento de Florestas de
Terra Firme da UHE Belo Monte. Cada individuo possui um ponto de captura
correspondente, devidamente georreferenciado pelo sistema de coordenadas

Universal Transversa de Mercator (UTM).

4.3. Captura e Triagem dos Espécimes

Duas expedi¢cbes a campo foram realizadas no ano de 2015 para
coleta de material biolégico: uma na estacdo chuvosa (janeiro a abril) e outra
contemplando a estacdo seca (julho) do calendario amazbnico. A
disponibilidade dos espécimes para o estudo esteve diretamente relacionada
com a dinamica de atividades do resgate de fauna e das atividades de
supresséao vegetal, que sao influenciadas ainda, pelo regime pluvial amazoénico.

Portanto, os animais amostrados foram os individuos que precisavam ser
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resgatados impreterivelmente, ndo sendo possivel o afugentamento para
remanescentes florestais adjacentes.

A captura dos espécimes de Alouatta belzebul foi realizada
manualmente, com o auxilio de redes e/ou puca. Os animais foram
acondicionados em caixas de madeira individuais (limpas, escuras e secas),
conforme recomendam Kindlovits e Kindlovits, (2009), e transportados por via
terrestre ou fluvial até o centro de apoio mais proximo.

Todos os animais deste estudo foram contidos quimicamente, portanto,
0s resultados apresentados correspondem aos parametros de animais
clinicamente saudaveis sob o efeito de sedativo e jejum de pelo menos 12
horas, a fim de minimizar alteracdes bioquimicas das amostras. O protocolo de
sedacdo corresponde a associacdo do cloridrato de tiletamina + zolazepam
(Zoletil®, Virbac — Sao Paulo, Brasil), na dose de 3,6 mg/kg, conforme as
recomendacdes do fabricante para uma espécie congénere (Alouatta caraya) e
os relatos de Vilani (2014), Spolti et al. (2013) Flaiban et al. (2008), Olberg
(2007), Caulkett e Armeno, (2013) e Agoramoorthy e Rudran, (1994).

A avaliagdo clinica e morfométrica dos individuos baseou-se nos critérios
e recomendacbes do Protocolo para Coleta de Dados sobre Primatas em
Unidades de Conservacdo da Amazébnia, (ICMBIO, 2012) e do Guia de
Vigilancia de Epizootias em Primatas Nao Humanos e Entomologia aplicada a
Vigilancia da Febre Amarela (MS, 2014). Conforme as recomendagdes dos
referidos manuais, o exame clinico consta da observacdo das cavidades
naturais e mucosas aparentes, principalmente a conjuntiva, além da pesquisa
de ectoparasitos. A frequéncia cardiaca, respiratéria e a temperatura retal
foram monitoradas, inclusive exame da cavidade bucal (com avaliacdo da

denticdo), auxiliando assim na estimativa da idade do espécime.

4.4. Colheita e Processamento das Amostras

As amostras de sangue foram colhidas mediante anestesia dos animais
e 0 volume de sangue obtido ndo ultrapassou a propor¢cdo de 1% do peso
corporeo, a fim de minimizar prejuizos hemodindmicos aos espécimes
(SCHALM, 1975; MOORE, 2000).
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A venopungao dos animais foi realizada preferencialmente na veia
femoral, (CAMPBELL, 2007; SANTOS e CUBAS, 2014), com agulha 25x
7,0mm e seringas com capacidade para 10,0 ml. Outros acessos venosos, tais
como veia cefélica, safena lateral e coccigea ventral, foram utilizados apenas
guando o animal apresentava desidratacdo e, por consequéncia, dificuldade de
acesso a veia femoral. O volume de sangue destinado a analise hematolégica
foi acondicionado em frascos contendo o sal dissodico do acido etileno-
diaminotetracético (EDTA) a 5%, como anticoagulante (FLAIBAN, 2006). As
amostras foram processadas imediatamente ap0s a colheita, no Laboratorio
Multiuso do Centro de Estudos Ambientais (in loco).

A contagem global de eritrécitos, leucdcitos e plaquetas, os indices
hematimétricos e a determinacdo das proteinas plasmaticas totais foram
obtidas manualmente (hemocitometro e refratdmetro), conforme previsto por
Campbell e Campbell, (1986); Jain, (1993); Stockham e Scott, (2011). Para fins
comparativos, as amostras foram ainda submetidas a contagem por
equipamento eletrdbnico com tecnologia de impedancia (ABX Micros 60
Horiba®, ABX SAS - California, USA).

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células, em
conjunto com a avaliacdo da morfologia de eritrdcitos, leucocitos e plaquetas,
em esfregacos sanguineos preparados in natura (SANTOS, 1999; CAMPBELL,
2007; WEISS e WARDROP, 2010). As extensfes sanguineas foram fixadas e
coradas com corantes do tipo Romanowski (Wright, Wright-Giemsa, Pandético
Réapido®), conforme protocolo de coloragéo, estabelecido por Schalm (1975).

As amostras destinadas a bioquimica clinica foram colhidas em tubos
de ensaio sem adicdo de anticoagulante, mantidas em repouso por 30 minutos
e centrifugadas a 3000 rpm para a separacdo dos componentes celulares e o
soro. A porc¢ao liquida da amostra (soro) foi separada com o auxilio de uma
pipeta e, logo em seguida, preservada a -18°C e -80°C, até o momento da
analise (KANEKO et al., 2008). Os testes bioquimicos foram realizados em
equipamento de bioquimica automatizada (Roche®-Cobas Mira Plus) utilizando
reagentes comerciais (Ebram ®). Os parametros analisados foram os
seguintes: AST (aspartato-amino-transferase), ALT (alanina-amino-transferase),
FA (fosfatase alcalina), GGT (gama-glutamil-transferase), LDH (lactato-

desidrogenase), uréia, creatinina, bilirrubinas, albumina, CK (creatinocinase),
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proteina total sérica, colesterol, triglicerideos, calcio, fésforo, sodio, potassio,
cloretos e magnésio. As amostras foram processadas no Laboratério Clinico
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP,
Campus Botucatu.

Entre os meses de agosto a outubro de 2014, foram realizados testes
preliminares com amostras sanguineas de primatas congéneres, mantidos em
cativeiro no Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens (CEMPAS),
da Unesp, Campus de Botucatu. Cinco bugios-ruivos (Alouatta guariba
clamitans Cabrera, 1940) foram as unidades amostrais durante a fase teste;
com o intuito de padronizar o tipo de lamina, a técnica de fixacdo do material
citolégico, especificidade dos anticorpos, além do tempo de processamento
durante cada etapa do processo de marcacéao celular.

Os espécimes clinicos destinados a imunocitoquimica foram extraidos
da mesma aliquota destinada ao hemograma. Duas técnicas foram testadas
para preparacdo do material destinado a imunocitoquimica: a técnica de
‘homogeneizagao manual” (Moraes et al., 2009) e a técnica de “squash” do
creme leucocitario. A técnica de homogeneizacdo manual consiste em diluir
amostra de sangue total (100ul) em 2000ul de Liquido de Turk e centrifugados
por cinco minutos a 3000rpm, sendo o sedimento homogeneizado e aspirado
em pipetas hematimétricas. O contedudo aspirado é distribuido em laminas
histoldgicas, em uma é&rea de formato ovalado, de aproximadamente 2 cm de
didmetro e previamente delimitada com caneta hidrofébica. O sedimento é
homogeneizado nas laminas aguardando-se a secagem. Ao passo que, a
técnica de “squash” do creme leucocitario consiste em distribuir uniformemente
o material por meio do deslizamento entre duas laminas histolégicas.

Um microcapilar preenchido com sangue total, centrifugado a 12.000
rpm é quebrado a altura do creme leucocitério e, todo o sobrenadante (plasma
+ leucdcitos) acondicionado em um eppendorf. A este conteido foram
adicionados 10uL de Liquido de Turk, em seguida homogeneizados, pipetados
1,5uL da solucdo e por dltimo realizando squash do material aspirado. Nove
laminas histolégicas foram confeccionadas pra cada animal. As laminas foram
mantidas no fixador (alcool 95%) por um periodo maximo de quatro meses

apos a coleta, até o momento do processamento.
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A padronizacdo e realizagdo de todas as técnicas imunocitoquimicas
aconteceram no Laboratério de Imunohistoquimica do Setor de Patologia
Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus
Botucatu.

Os marcadores utilizados neste estudo foram o anticorpo policlonal
anti-CD3 e o monoclonal anti-BSAP PAX5, para deteccdo de células da
linhagem linfoide em amostras humanas. As concentracdes testadas,
otimizadas e empregadas encontram-se relacionadas no Quadro 01.

A recuperacéo antigénica foi realizada em banho-maria, a 96°C, com a
solucdo tampédo TRIS EDTA (pH=9,0) por 20 minutos. ApGs o resfriamento a
temperatura ambiente (20 minutos), as laminas foram submetidas a lavagem
com agua deionizada, repetidamente, por dez vezes. As etapas seguintes
foram bloqueio da peroxidase enddgena em solu¢do de agua oxigenada 3%,
por 20 minutos, seguida de lavagem com solugdo tampdo TRIS (pH=7,4);
delimitacdo do material com caneta hidrofébica; bloqueio dos sitios
inespecificos com Protein Block 3% (Protein Block Serum-Free, Dako, USA)
por dez minutos, seguida de lavagem com solucdo tampao. Um volume de
100pL dos anticorpos primérios foi aplicado sobre as laminas e incubado por 18
horas (overnight), a temperatura de 4°C.

ApoOs a incubacdo do anticorpo primario, o material foi submetido a um
banho de TRIS (pH=7,4), e, posteriormente incubado com o anticorpo
secundario HistoFine® (Nichirei Bioscience, Japdo) por 30 minutos, conforme
instrucdo do fabricante. Uma nova lavagem com TRIS (pH=7,4) foi realizada,
seguida de revelacdo com o cromégeno DAB (3,3’-diaminobenzidina Liquid
Dab Chromogen®, Dako, USA) por trés minutos e novamente lavagem com
solugdo tampéao TRIS (pH=7,4).

As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por trés
minutos, com lavagem em agua corrente por cinco minutos. Por ultimo, o
material foi submetido a desidratacdo com banhos de alcool (trés minutos em
cubas de alcool 85%,95%, absoluto I, II, IIl, xilol I, 1l e Ill) e montados com
laminulas, utilizando-se resina sintética (Permount ®, Fischer Scientific).

Laminas contendo cortes histoldégicos de linfonodo canino foram as
amostras controle-positivo das reagfes imunocitoquimicas, uma vez que a

espécie possui antigenos na superficie dos linfocitos sabidamente reativos aos
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anticorpos testados (JONES et al.,, 1993). Para a quantificacdo das células
linfoides marcadas para anti-CD3 e anti-BSAP PAX5 utilizou-se microscépio
optico ligado a um equipamento de analise morfométrica de imagem (Optikam
Pro HDMI, Optika, Italy).

QUADRO 1 - Anticorpos utilizados para a técnica de Imunocitoquimica

Anticorpo Primario Diluicao | Especificidade | Visualizacao | Fabricante

Polyclonal Rabbit, anti-human CD3 1:100 PanT Citoplasmatica | Dako, USA

Monoclonal Mouse, anti-human, B-Cell-

Specific-Activator-Protein, Clone Dak-PAX5 1:1000 PanB Nuclear Dako, USA

Para a quantificagdo dos linfocitos marcados foi adaptado o procedimento de
contagem diferencial de leucdcitos descrito por Kimura et al. (1999) e Moraes
et al. (2009). De um total de 100 linfécitos (marcados e ndo marcados), foi
considerado apenas o efetivo de células marcadas, determinando-se o0s
percentuais de linfocitos T e B. Estes foram transformados em valores
absolutos, em relacdo ao numero de linfécitos absolutos totais obtidos na
contagem diferencial de leucdcitos, conforme preconizado por Ayoub e Yang
(1996).

45. Andlise Estatistica

A normalidade das variaveis foi testada pelo teste de D’Agostino-
Pearson e o valor p<0,05 foi considerado indicativo de uma distribuicdo normal.
Os parametros da espécie foram expressos em seus valores médios, a
mediana da distribuicdo, o desvio padrdao, bem como o respectivo erro padrao
da média. Adicionalmente, a amplitude de variacdo entre os limites superior e
inferior da distribuicdo de dados, com intervalo de confianca de 95% e nivel de
significancia (alfa) 5%.

As variaveis com distribuicdo normal tiveram suas meédias comparadas

pelo teste t-Student para amostras independentes. Para as varidveis com
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distribuicdo ndo paramétrica foi utilizado teste robusto de Mann-Whitney,
considerando significantes os valores p<0,05.

A hipdtese nula deste estudo foi a de que nao existe diferenca entre os
parametros  clinicos, morfométricos, hematolégicos, bioquimicos e
imunocitoquimicos nas diferentes estacfes do ano (temperatura, umidade e
precipitacédo), entre os locais de captura (margem do rio, fitofisionomia), quando
estratificados quanto ao sexo e idade estimada. Apesar do pressuposto inicial,
vale destacar que este estudo tem um carater descritivo-exploratorio, devido a
amostragem nao probabilistica por acessibilidade dos dados (LEVY e
LEMESHOW, 1980; MAROTTI, 2008). Todos os dados foram analisados
usando Graph Pad Prism 5.01 (Graph Pad Software Inc., San Diego, USA).

5. RESULTADOS

5.1. Sucesso de Captura

A primeira expedicdo a campo iniciou-se no més de janeiro, se
estendendo até meados do més de abril e, a segunda campanha totalmente
concluida no més de julho de 2015. Durante a primeira campanha, as chuvas
intensas tipicas do periodo retardaram o processo de supressao vegetal e,
consequentemente, as aclOes de resgate. O objetivo desse intervalo entre
coletas foi obter amostras sazonal e espacialmente distintas, jA que o
cronograma de supresséo vegetal avangava com o passar dos meses.

De acordo o cronograma do Projeto de Desmatamento do Plano Basico
Ambiental do empreendimento, a supressdo da vegetacdo da area destinada
aos Reservatorios Principal e Intermediario se encerraria em dezembro de
2015, sendo suprimidos 13.632,32 hectares de cobertura vegetal (entre
florestas aluviais, ombrofilas abertas com cip06, ombréfilas abertas com
palmeiras, vegetacbes secundarias e pastagem). Estas operacdes de
supressao vegetal aconteceram simultdnea e cooperativamente com as agfes
de resgate de fauna, priorizando o afugentamento da fauna para os fragmentos

florestais adjacentes.
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Os animais, portanto, foram capturados nas frentes de supressao
vegetal pelas equipes de salvamento de fauna, devidamente capacitadas e
designadas a executar acfes de manejo com animais selvagens. A
movimentacdo das maquinas, o avanco das atividades de brogue manual e
mecanizado promove o afugentamento e/ou o isolamento de grupos de
primatas nas por¢fes mais altas de arvores remanescentes. Nesse momento,
0s primatas se lancam das arvores prestes a serem derrubadas, em direcdo ao
solo, descem ou caem junto as arvores. Os materiais e equipamentos utilizados
na contencédo fisica dos primatas correspondem aos petrechos previstos na
autorizacéo de captura, além de obedecer aos principios basicos de seguranca
do espécime manejado e de seu manipulador (VERONA e PISSINATI, 2014).

Ao final de duas expedi¢cbes a campo, 27 individuos foram capturados
(11 machos, 16 fémeas, 18 adultos e nove jovens) pelas equipes de
salvamento de fauna e apresentavam condicbes de ser amostrados sem
prejuizos a sua condicédo clinica e soltura posterior. Os primatas saudaveis que
necessitaram de acfes de manejo em cativeiro para realizacdo de biometria,
marcacgao, translocacdo ou outra atividade relacionada ao aproveitamento
cientifico, foram as unidades amostrais deste estudo; evitando assim,
manipulacdes adicionais dos espécimes. Animais com suspeita clinica ou sinais
de traumatismo craniano, hemorragia interna e filhotes foram poupados da
pesquisa.

A Figura 1 demonstra a amplitude das variaveis meteorolégicas da
regido nas diferentes estac6es do ano. Conforme previsto pela classificacdo de
Kdppen, a area amostral registrou temperatura média anual de 26,8°C e
umidade relativa do ar de 87,6%, com diferencas significativas entre verao
(28°C) e inverno (25,6°C) (p<0,03).

Os locais de captura dos espécimes contemplaram apenas Florestas
Ombrdfilas Densas Aluviais (FODA), Florestas Ombrofilas Abertas com Cipo
(FOAC), dispostas na margem esquerda e ilhas do Baixo rio Xingu. Um
percentual de 81,48% dos primatas (22 individuos) foi proveniente de ilhas,
com fitofisionomia do tipo “FODA” e apenas cinco individuos foram
provenientes da margem esquerda do rio (terra firme), com a vegetacgao do tipo
Floresta Ombrdfila Aberta com Cipds (FOAC) (Quadro 1). A heterogeneidade

das amostras por ambiente inviabilizou a comparacao espacial entre 0s grupos,
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permitindo apenas a comparagdo sazonal (14 espécimes no verdo e 13

espécimes no inverno) (Figura 2).
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FIGURA 1 - Amplitude térmica e pluviométrica do ano de 2015 para a area

amostral.
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QUADRO 2 - Total estratificado de animais capturados e sua localidade em
coordenada UTM.

Identificagdo | Idade Estimada Sexo E N Fitofisionomia Local
CD 436 Adulto Macho 397542 9622005 FODA Ilha Pimental
CD 433 Jovem Macho 397542 9622005 FODA Ilha Pimental
CD434 Jovem Fémea 397542 9622005 FODA Ilha Pimental
CD 437 Adulto Fémea 397542 9622005 FODA Ilha Pimental
CD 435 Adulto Fémea 397542 9622005 FODA Ilha Pimental
DEO12 Jovem Macho 396875 9622500 FODA Ilha Pimental
Verao DEO10 Jovem Fémea 396875 9622500 FODA Ilha Pimental
DEO11 Adulto Fémea 396875 9622500 FODA Ilha Pimental
NG39 Adulto Macho 397125 9622100 FODA Ilha Pimental
AC10508 Adulto Macho 414625 9644101 FOAC Margem Esquerda
BR5610 Adulto Fémea 416876 9639102 FOAC Margem Esquerda
BR5607 Jovem Macho 416876 9639102 FOAC Margem Esquerda
BR5608 Adulto Macho 416876 9639102 FOAC Margem Esquerda
BR5609 Adulto Macho 416876 9639102 FOAC Margem Esquerda
NG1492 Adulto Macho 395854 9620715 FODA Ilha do Meio
RH1158 Jovem Fémea 386120 9626897 FODA Ilha Grande
NG1506 Adulto Macho 395854 9620715 FODA Ilha do Meio
CX03 Adulto Fémea 397015 9623277 FODA Ilha 49
CX23 Adulto Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
NG1522 Adulto Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
Inverno NG1521 Adulto Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
CX29 Jovem Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
CX25 Jovem Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
NG1520 Adulto Macho 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
CX24 Jovem Fémea 396694 9623241 FODA Ilha da Maravilha
NG1588 Adulto Fémea 397376 9623177 FODA Ilha do Meio
NG1589 Adulto Fémea 397376 9623177 FODA Ilha do Meio

FODA - Floresta Ombrofila Densa Aluvial; FOAC - Floresta Ombréfila Aberta com Cipds; E - Coordenada UTM
(Leste); N - Coordenada UTM (Norte)
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FIGURA 2 - Mapa da area amostral com os respectivos pontos de captura: ilha
e continente na regido da Volta Grande do rio Xingu.

5.2. Exame Clinico

Os animais capturados foram encaminhados a Base de Resgate de
Fauna para reabilitacdo ou reintegracdo em ambiente natural. Estes animais
permaneceram em cativeiro o menor tempo possivel, apenas o tempo
suficiente para recuperacdo do seu status clinico ou para a aproximacdo de
outros individuos, visando a soltura de uma unidade social.

Os animais chegavam ao centro de apoio ao entardecer e somente
foram anestesiados no dia seguinte, pela manha, o que garantia que os
animais tinham um periodo de jejum de pelo menos 12 horas. Recém-
chegados a unidade de tratamento os primatas foram, portanto, submetidos a
contengdo quimica com auxilio de uma prensa - onde sédo aprisionados contra
o fundo da caixa de madeira - permitindo assim, a aplicagédo direta do farmaco
pela via intramuscular. Em média, sete minutos apos a aplicacdo do farmaco,

0S animais ja apresentavam relaxamento muscular e assim permaneciam por
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um periodo médio de 48 minutos. As frequéncias cardiaca e respiratdria
durante o procedimento foram em média 138 batimentos/minuto e 24
movimentos respiratérios/minuto (Tabela 1). A temperatura corporal durante do
procedimento variou significativamente entre adultos e jovens, de modo que 0s

jovens apresentaram temperatura retal média superior a dos adultos.

TABELA 1 - Parametros vitais apresentados em média, os valores maximo e
minimo de variacdo durante a sedacéao.

Frequéncia Cardiaca Frequéncia Respiratdria  Temperatura

(bpm) (mpm) Q)
Adultos 137,4 (119,6 - 155,3) 24,2 (20,4 - 28) 37 (36,4 - 37,6)
Jovens 139,6 (121,6 - 157,5) 24,8 (20,3 - 29,4) 38,2 (37,7 -38,6)

p=0,86 p=0,82 p=0,005*
Machos 137,6 (117,9 - 157,3) 22,8 (17,9 - 27,6) 37,5 (36,9 - 38,1)
Fémeas 138,5 (120,6 - 156,4) 25,5 (21,8 - 29,1) 36,8 (36,1 - 37,5)

p=0,94 p=0,18 p=0,13

bpm - Batimentos por minuto; mpm - Movimentos por minuto. Valores maximo e minimo, consi-
derando intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia (alfa) 5%; *Diferenca significati-
va entre as médias (p> 0,05) (Teste de T para amostras normalmente distribuidas e Mann-
Whitney para as variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica).

Os animais foram analisados de modo compartimentalizado (por
sistemas), para composicdo de um exame clinico geral: sistema tegumentar,
respiratorio, cardiovascular e linfatico, sistema alimentar, geniturinario,
musculoesquelético, nervoso e visual, conforme as recomendacbes de
Radostits et al. (2002).

N&o foram detectadas anormalidades no sistema nervoso dos primatas
examinados. Todos 0s animais apresentavam comportamento classificado
como “atento”. Esta denominagao se deu porque os animais foram submetidos
a uma condicdo de estresse agudo (encurralamento e captura) e, ainda sim,
apresentavam-se vigilantes e responsivos a qualquer estimulo visual ou
auditivo que pudesse ser interpretado como “ameaca’. Mesmo com a
possibilidade de haver traumatismos cranianos, em decorréncia da queda das
arvores ou sinais de acometimento do sistema nervoso central, nem um sinal
patognomonico foi detectado clinicamente.

A inspecdo do trato respiratorio foi realizada com o auxilio de um

estetoscépio avaliando a frequéncia, o ritmo, o tipo a profundidade e a simetria
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da inspiracdo e expiracdo, além de quaisquer ruidos associados a respiracao.
Todavia, ndo foram detectadas anormalidades no trato superior (cavidade nasal
e nasofaringe), nem inferior (brénquios, traqueia, pulmdes, a pleura, espaco
pleural, o diafragma e a parede do térax) dos animais avaliados.

A avaliagdo do sistema cardiovascular dos espécimes consistiu na
verificacdo das mucosas aparentes, tais como conjuntiva, cavidade nasal, oral,
vulva e prepucio, além do coracdo. O exame visual, seguido da compresséo
digital das mucosas, objetivou detectar anormalidades de coloracdo que
pudessem indicar anemia, choque hipovolémico (palidez) ou mesmo
desidratacédo (ressecadas ou ligeiramente esbranquicadas). A avaliagcdo do
estado de desidratacédo foi realizada por inspecédo e palpacéo da pele, além do
exame dos olhos. Animais “desidratados” foram aqueles que possuiam tempo
de preenchimento capilar superior a dois segundos, afundamento do globo
ocular e/ou quando a pele permanecia levantada por mais de trés segundos,
apos ser beliscada. A auscultacao cardiaca ndo revelou alteracdes no ritmo e
frequéncia dos batimentos do coracéo.

O exame fisico das Orbitas e da cavidade auricular ndo apontou
nenhum sinal clinico sugestivo de doenca ocular, tais como alteracdes
morfologicas, secre¢des ou quaisquer lesbes ulcerativas.

O trato geniturinario inferior foi avaliado com base na observacédo das
mucosas genitais aparentes, quanto a sua coloracdo, morfologia e palpacéo
das estruturas correspondentes. Momentos antes da contencdo quimica,
alguns animais urinavam na caixa de madeira, mas ambos apresentavam urina
de coloracdo transparente e odor sui generis. A palpacdo e auscultacdo da
regido abdominal e glandulas mamarias, foi possivel obter o diagnéstico de
gestacdo em estagio avancado de duas fémeas. A replecao e presenca do leite
nas glandulas mamérias de duas fémeas, palpacdo externa pela regido
abdominal, atrelada a auscultacdo dos batimentos cardiacos do feto, permitiu o
diagnéstico clinico de prenhez. O exame clinico da genitalia masculina
(preplcio e testiculos) n&o apontou nenhuma anormalidade associada a
doenca.

Uma fratura exposta de tibia e uma fratura de dois dentes incisivos
foram as Unicas alteracdes encontradas ao exame fisico osteoarticular do

sistema musculoesquelético. Em apenas dois casos foi possivel detectar
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emaciacdo muscular, associada ao historico de permanéncia prolongada em
local com baixa disponibilidade de alimento (ilhas recém-desmatadas).

O sistema tegumentar dos individuos foi avaliado por meio de exame
visual e palpacdo da epiderme e suas estruturas anexas. Diversas escoriacdes
cutaneas foram detectadas, porém sem nenhuma associacgdo clinica direta ou
histérico de doenca, apenas em decorréncia de autotraumatismo (escaras de
decubito).

O exame da cavidade oral (oclusédo, odor, superficie labial, dentes,
gengiva) e a palpacdo das demais estruturas do trato digestorio (eséfago,
estbmago, intestino, figado, baco e pancreas) nao revelou associacdes clinicas
patognomoénicas. O desgaste maior dos dentes incisivos superiores e
inferiores, retracdo de gengiva, além de algumas microfraturas dentais foram
mais marcantes ao exame odontoldgico nos individuos adultos, em relacao aos
jovens. Observou-se ainda que todos os animais defecaram na caixa de
contencdo, nos instantes que precederam a contencdo quimica. Em todos os
casos, a defecacdo esteve associada a emissdo de vocalizagdo agonistica,
acompanhada de esforco fisico intenso, por manifestarem-se relutantes ao
procedimento clinico. As fezes de coloracdo verde escura, com aspecto
pastoso apresentaram-se tipicas e compativeis com o bolo fecal de uma
espécie monogastrica com habitos alimentares folivoros e frugivoros.

Os macacos atelideos também foram classificados quanto ao seu
escore corporal, extrapolando-se os critérios adotados para outras espécies de
animais domeésticos (RADOSTITS et al., 2002),. Com base no exame fisico e
palpacao das estruturas musculares, os animais foram classificados em: “baixo
escore” quando apresentavam 0Ss0S proeminentes e/ou pouca musculatura
esquelética de revestimento e como “escore ideal” os animais que nao
apresentavam tais caracteristicas. Dos 27 primatas examinados, apenas cinco
apresentaram “baixo escore” corporal. Este achado pode ser associado ao
estado recente do local de captura, onde havia pouca disponibilidade de
alimento, em decorréncia do desmatamento.

Um total de 48,15% dos animais (13/27) apresentavam infestacdo de
piolhos na regido gular, axila, regido inguinal e membros; em alguns casos
registrada a presenca concomitante de miiase. Dos 13 animais com infestacéo

parasitaria, apenas cinco individuos apresentavam “baixo escore” corporal. Os
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piolhos e larvas dos animais parasitados foram coletados durante o exame
clinico e acondicionados em solugcdo de etanol a 70% para posterior
identificacdo no Laboratério de Enfermidades Parasitarias do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal, Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias, UNESP, Campus Jaboticabal. Os espécimes foram
identificados em nivel especifico (piolho Parapediculus mjoebergi Ratana-
Salazar, 2003 e larva a mosca Alouattamyia baeri), com auxilio de microscopia
Optica e eletrbnica para descricao formal do parasita neste hospedeiro.

Apbs o reestabelecimento da consciéncia e recuperagdo anestésica 0s
animais foram encaminhados para avaliacao pré-soltura. As horas mais frescas
do dia foram priorizadas para realizacdo da soltura daqueles espécimes aptos
a soltura imediata, a fim de minimizar os efeitos nocivos do estresse térmico
adaptativo. Os fatores sociais foram ainda ponderados, buscando respeitar ao
maximo, a proporcao sexual (macho: fémea), as hierarquias e a presenca de
filhotes no grupo. A soltura dos guaribas foi realizada pela mesma equipe do
resgate de fauna, nas areas de soltura previamente determinadas e aprovadas

pelo 6rgdo ambiental licenciador.

5.3. Aspecto Morfométricos

Com relacdo aos aspectos morfométricos, foram realizadas
mensuragcdes das estruturas anatbmicas listadas no Protocolo para Coleta de
Dados sobre Primatas em Unidades de Conservacdo da Amazbnia, com 0
intuito de caracterizar morfologicamente a populagdo amostrada. Informacdes
como biometria (peso e medidas corporais), exame da pelagem, estado
reprodutivo (em fémeas: gestacédo, lactacdo, exames de mamilos e genitalia,
em machos: mensuracdo dos testiculos), denticdo (exame odontologico e
mensuragao) foram obtidas dos animais in vivo.

A faixa etéria dos 27 individuos capturados foi apenas estimada, devido
a auséncia de protocolos precisos na literatura que contemplassem as medidas
morfométricas compativeis com cada categoria de idade. A classificacao
adotada enquadra os individuos nas categorias convencionais, adultos e

jovens, segundo as descricdes de Robinson (1988) e Hershchovitz (1977).
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Essa estimativa baseou-se na denticdo, seja pelo desgaste, ou presenca/
auséncia de alguns dentes, tamanho da genitdlia e glandulas mamarias
(fémeas) e nos caracteres sexuais secundarios masculinos, como a presenca
de “barba” bem desenvolvida nos machos adultos.

As medidas biométricas obtidas nos animais in vivo correspondem a
circunferéncia do peito (CP), comprimento cranio-caudal (CCC), comprimento
da cauda (CCA), mao direita (MD), pé direito (PD), orelha direita (OD),
comprimento do pescoco (PC) e peso (P), e sdo apresentadas na Tabela 2.
Admitiu-se que: “comprimento cranio-caudal’, refere-se a menor distancia
desde a extremidade superior dos 0ssos parietais, no cranio, até a base da
cauda; “comprimento da cauda” refere-se a menor distancia entre a base da
cauda e sua extremidade distal, desconsiderando os pelos; padronizou-se
apenas um lado para medidas de orelhas, maos e pés, além do peso (massa

corporal) em “gramas”.

TABELA 2 - Parametros biométricos estratificados de Alouatta belzebul

indices Adulto (n=18) Jovem (n=9) Macho (n=11) Fémea (n=16)
X ) Valor "p" . Valor "p"
(unidade) Valores Médios Valores Médios

CP (mm) 308,3 264.,4 <0, 001* 306,3 285 0,07
CCC (mm) 406,6 350,5 0,002* 417,2 367,8 0,005*
CCA (mm) 595,2 5411 0,02* 601,8 560,3 0,056
MD (mm) 94,7 73,8 <0,005* 101,3 78,5 <0, 0001*
PD (mm) 115,5 99 0,01* 124,9 99,7 0,0002*
OD (mm) 34,2 31,04 0,03* 34,8 32 0,04*
PC (mm) 19,9 17,35 0,31 23,35 16,1 0,001*
P (9) 4.400 2.900 0,0006* 4.700 3.400 0,003*

CP - Circunferéncia do Peito; CCC - Comprimento Cranio-Caudal; CCA - Comprimento da
Cauda; MD - Mao Direita; PD - Pé Direito; OD - Orelha Direita; PC - Pescogo; P - Peso;
*Diferenca significativa entre as médias (p> 0,05) (Teste de T para amostras com distribuicdo
normal e Mann-Whitney para as variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica).

O peso dos espécimes foi significantemente diferente quando
comparados 0s sexos e faixa etaria. O peso das fémeas foi significantemente
menor que dos machos e individuos jovens estatisticamente mais leves que 0s
adultos. O Unico parametro que ndo registrou diferengcas consistentes entre

jovens e adultos foi “PC” (comprimento do pescogo), enquanto que todas as
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demais variaveis biométricas apontaram claras diferencas etarias. Quando
agrupados quanto ao sexo, a media dos valores de “CP” e “CCA” para fémeas
nao foi significativamente distinta dos machos.

O estado reprodutivo dos espécimes foi verificado através do exame
clinico externo das genitalias masculina e feminina. Ao todo foram capturadas
trés fémeas prenhes, uma no verédo e duas no inverno, na segunda campanha
de campo. Ambas apresentavam distensdo dos mamilos, presenca de leite na
glandula, intumescimento de genitalia e abdome dilatado pela presenca do feto.
O numero de machos capturados por faixa etaria (trés jovens e nove adultos)
ndo foi grande e uniforme o suficiente para realizar comparacdes estatisticas
sobre a morfologia dos testiculos (comprimento e largura).

Os padrbes de pelagem dos primatas capturados neste estudo
correspondem aos padrbes e suas variacfes descritas para 0os espécimes do
grupo politipico “belzebul”. Machos e fémeas apresentaram pelagem negro-
brilhante, com as extremidades dos membros anteriores e posteriores, apice da
cauda e uma faixa larga dorsal, que se inicia na nuca até a regido lombar, ruiva
ou castanho-avermelhada. Os individuos jovens ndo apresentaram exatamente
0 mesmo padréo ruivo de pelagem predominante, pois pareciam estar em
transicado para o padrao definitivo.

Porcao superior da cabeca e ombros preto acastanhados, muitos pelos
da regido apresentando a extremidade laranja-avermelhada. Dedos da méo e
pés cobertos por uma pelagem longa, em tom vermelho-amarelado. A pelagem
ruiva do dorso variou em sua tonalidade e localizacdo. Ora concentrada na
regido da garupa apresentando coloracéo forte e brilhante, ora com pelos de
cor dourada e com a faixa dorsal mais estreita. A pelagem lateral de todos os
individuos foi considerada distintamente longa, em relacdo aos demais pelos
do dorso, registrando comprimento médio de 89,72 mm (Figuras 3 - 4).
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FIGURA 3 - Fémeas adultas capturadas na llha Pimental (A) e llha do Meio (B),
respectivamente, apresentando diferentes padrées de pelagem e disposicao

dos campos cromatogenéticos ruivos do dorso.

FIGURA 4 - Pelagem lateral distintamente longa (A) e macho adulto

apresentando coloragao ruiva intensa na regido parietal e maos (B).
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5.4. Avaliacdo hematologica

A avaliacdo hematoldgica dos espécimes de Aloutta belzebul encontra-
se detalhada nas Tabelas 3 e 4, evidenciando os limites maximo e minimo de
cada parametro, seus valores médios e o respectivo desvio padrdo da média.
Os animais foram agrupados conforme a faixa etaria e sexo, para melhor com-
preensdo dos demais achados clinico-laboratoriais, adotando o teste estatistico
de Mann-Whitney e T-student para a andlise das variaveis independentes.
Quanto a faixa etéria, houve diferenca estatistica apenas no numero absoluto
de mondécitos (p=0,04) e quanto ao sexo, houve significancia estatistica apenas
para a contagem de eosinoéfilos (p=0,03).

Além das contagens celulares pelo método manual, as amostras
sanguineas dos espécimes deste estudo foram submetidas a contagem celular
automatizada por impedancia, para fins comparativos. As contagens
diferenciais de leucocitos foram desconsideradas e comparados apenas 0S
parametros quantitativos do equipamento ABX Micros 60 (Horiba®, ABX SAS -
California, USA).

O valor médio das contagens de eritrocitos pelo método automatizado
(4,22 x10¢cel/uL) foi significantemente superior ao valor médio encontrado na
contagem pelo método manual (3,27 x10°cel/uL). A contagem global de
plaquetas pelo método automatizado foi significantemente menor (88,69
x103cel/uL), quando comparada a contagem manual do mesmo indice (151,77
x103cel/uL). A determinacdo da hemoglobina (g/dL), do hematdcrito (%) e a
contagem global de leucécitos (x103cel/uL) nédo registrou diferenca estatistica
entre os dois métodos.

As Figuras 5 — 13 ilustram os diferentes tipos celulares identificados ao
exame do esfregaco sanguineo, corados com corantes do tipo Romanowski
(Pandtico Rapido, Wright e Wright-Giemsa).

As hemacias da espécie apresentaram formato disco biconcavo, colo-
racao eosinofilica, com halo de palidez central visivel nas células maduras e
coloragédo levemente basofilica nas células mais jovens. Seis tipos celulares
foram identificados no grupo dos leucécitos: neutréfilos segmentados, bastone-
tes, eosinafilos, monaocitos, linfécitos e basofilos.

Mondcitos apresentaram nucleo irregular, por vezes indentado, com
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cromatina frouxa, apresentando citoplasma abundante azul-acinzentado, po-
dendo conter vacuolos. Linfécitos apresentaram uma discreta variacdo de ta-
manho, sendo possivel detectar linfécitos pequenos e grandes. Ambos com
citoplasma escasso, de coloracdo basofilica, nicleo mais arredondado e com
cromatina mais intensamente condensada.

Dentre os polimorfonucleares, destaque para os neutrofilos maduros
que apresentaram, na maioria das vezes, mais que quatro segmentacdes nu-
cleares. O nucleo dos neutrdéfilos apresentou-se de coloracéo basofilica, invari-
avelmente segmentado e cromatina intensamente condensada; com menor
quantidade de segmentos apenas nas células imaturas desta mesma linhagem.
O citoplasma geralmente transparente e abundante, com presenca de granulos
finos de coloracéo eosinofilica e/ou basofilica, em quantidade variavel nos indi-
viduos.

Os eosindfilos encontrados apresentaram ndcleo pouco segmentado,
em relacdo aos neutrofilos, citoplasma transparente, presenca de granulos
grandes, com aspecto arredondado e intensamente eosinofilicos, por vezes
sobrepondo o nucleo. E os basoéfilos, raramente encontrados no esfregaco
sanguineo destes primatas, apresentaram-se com poucas segmentagdes nu-
cleares e presenca marcante de granulos citoplasmaticos basofilicos.

A comparacdo dos parametros hematologicos entre as espécies do
mesmo género aponta diferencas mais marcantes apenas entre as espécies
brasileiras e as espécies de bugios da América Central, na Guiana Francesa e
México (Alouatta seniculus e Alouatta pigra) (Tabela 5). As populacdes de vida
livre das espécies que habitam as florestas tropicais centroamericanas,
apresentam valores de VCM (volume corpuscular médio) e HCM (concentracao
hemoglobinica média), bastante inferiores as espécies sulamericanas do
género. Os demais parametros ndo apresentam distribuicdo paramétrica ou
estdo intimamente relacionados a fatores individuais.

Uma vez constatado que apenas as contagens de eosinoéfilos foram in-
fluenciadas pelo fator sexo, os individuos adultos foram agrupados conforme a
estacdo do ano, para verificacdo das possiveis alteracbes sazonais (Tabela 6).
Desta forma, a concentracdo hemoglobinica corpuscular média (CHCM), con-
centracdo hemoglobinica média (HCM) estiveram significantemente elevadas

na estacao chuvosa (inverno amazo6nico). A terceira variavel que sofreu influén-
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cia de fatores ambientais foi a concentracdo das proteinas plasméticas totais
(PT). Durante a estacdo seca (verao), onde as temperaturas sdo mais eleva-
das, os niveis de precipitacdo diminuem drasticamente (cerca de quatro vezes
menor), sua concentracdo reduz significantemente (p>0,001).

FIGURA 5 - Eritrocitos maduros em esfregaco sanguineo, aumento 1000k,

Wright.

Y Rt R

FIGURA 6 — Eosindfilo (& esquerda), neutrofilo segmentado (a direita) em meio
a eritrocitos maduros, aumento 400x, Wright-Giemsa.
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FIGURA 7 - Mondcito apresentando nucleo ameboide, citoplasma acinzentado
) © “" ®) e'.vv:

FIGURA 8 - Linfocito pequeno com nucleo arredondado, citoplasma escasso e

e vacuolos, aumento 1000x, Wright.
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de coloracgéo basofilica, aumento 1000x, Wright-Giemsa.
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FIGURA 9 - Neutrofilo pouco segmentado, aumento 1000x, Wright-Giemsa.

e

FIGURA 10 - Neutréfilo maduro apresentando hipossegmentacdo nuclear
(acima), citoplasma basofilico e mondcito, aumento 1000x, Wright-Giemsa.
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FIGURA 11 - Neutréfilos segmentados (A) com granulagédo basofilica fina por
todo o citoplasma e linfdcito tipico (B), aumento 1000x, Wright-Giemsa.

FIGURA 12 — Eosindfilo (a esquerda) apresentando granulos arredondados,

ocupando quase totalmente o citoplasma e linfécito grande (a direita), aumento
1000x, Wright-Giemsa.
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FIGURA 13 - Neutréfilo segmentado (a esquerda) e plaguetas em

monocamada, aumento 1000x, Wright-Giemsa.
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TABELA 3 - Valores médios (em namero absoluto) e desvio padréo das variaveis hematoldgicas de exemplares da espécie Alouatta
belzebul, conforme a faixa etaria.

iNDICES Adultos (n=18) Jovens (n=9) Valor
Média Desvio Padrdo Limite Inferior e Superior Média Desvio Padrdo Limite Inferior e Superior p"
Hemacias (x 10°cel/pL) 3,28 0,97 2,79-3,76 3,63 0,59 3,18 - 4,08 0,32
Hemoglobina (g/dL) 10,74 1,77 9,85-11,62 11,31 0,97 10,56 - 12,06 0,37
Hematocrito (%) 35,94 5,3 33-39 37,11 2,47 35-39 0,75
VCM (fL) 116 25,13 123,6 - 128,6 104,9 17,5 91,4-118,3 0,2
CHCM (g/dL) 29,98 3,13 28,42 - 31,54 30,45 1,42 29,35- 31,55 0,67
HCM (pg) 34,6 7,06 31,08 - 38,11 32,04 6,09 27,36 - 36,73 0,36
Plaguetas (x 103cel/uL) 151,7 101 101,54 - 202 166,93 81,37 104,38 - 229,48 0,42
Leucdcitos (x 103cel/uL) 11,13 5,48 8,40 - 13,85 12,68 4,67 9,08 - 16,27 0,32
Bastonetes (cél/uL) 208 156 130,6 - 285,8 312 292,2 87,40 - 536,6 0,23
Segmentados (cél/uL) 7.638 4.107 5.595 - 9.680 8.336 3.356 5.701 - 10.860 0,45
Linfécitos (cél/uL) 2.596 1.481 1.859 - 3.332 2.777 1.643 1.515 - 4.040 0,97
Eosinéfilos (cél/uL) 72 141 26 - 142 154 167 25-283 0,16
Basofilos (cél/uL) 68 170,1 0,0 - 152 318 505,9 0,0- 706 0,12
Monécitos (cél/uL) 1.093 2.805 0,0-2.488 1.307 1.615 65 - 2.548 0,044*
PT (g/dL) 8,3 0,83 7,8-871 8,15 0,92 7,44 - 8,86 0,68

VCM: Volume Corspuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentracdo Hemoglobinica Corpuscular média, PT: Pro-
teina Total plasmatica; *Diferenca significativa entre as médias (p> 0,05).



TABELA 4 - Valores médios (em nimero absoluto) e desvio padrao das variaveis hematoldgicas de exemplares da espé-
cie Alouatta belzebul, em func&o do sexo.

Fémeas (n=16) Machos (n=11) Valor

INDICES Média Desvio Padrdo Limite Inferior e Superior ~ Média  Desvio padrdo  Limite Inferior e Superior "p"
Hemacias (x 10°cel/uL) 3,50 0,99 2,97 - 4,03 3,24 0,65 2,80 - 3,68 0,46
Hemoglobina (g/dL) 10,9 1,39 10,16 - 11,64 10,97 1,85 9,72-12,22 0,84
Hematdécrito (%) 35,38 4,68 32,88 - 37,87 37,73 4,12 34,96 - 40,50 0,07
VCM (fL) 106,7 23,64 94,08 - 119,3 120,6 20,72 106,7 - 134,5 0,12
CHCM (g/dL) 30,94 2,43 29,64 - 32,24 28,97 2,65 27,18 - 30,75 0,05
HCM (pg) 33,09 7,86 28,91 - 37,28 34,69 49 31,4-37,99 0,55
Plaguetas (x 103cel/uL) 132,4 79,93 89,80-175 192,35 104,16 122,37 — 262,32 0,07
Leucécitos (x 103cel/uL) 11,52 452 9,11 — 13,94 11,82 6,27 7,60 — 16,03 0,82
Bastonetes (cél/uL) 286 251 152 - 420 180 119,9 99 - 260,2 0,31
Segmentados (cél/uL) 7.716 3.119 6.054 - 9.378 8.049 4.823 4.809 - 11.289 0,86
Linfocitos (cél/uL) 2.499 1.534 1.682 - 3.317 2.885 1.509 1.871 - 3.898 0,42
Eosinéfilos (cél/uL) 154 175,2 60 - 247 20 50,03 0-54 0,02*
Basofilos (cél/uL) 172 411 0-391 121 190 0 -248 0,47
Mondcitos (cél/uL) 1.648 3.094 0 - 3296 461 460 151 - 770 0,09
PT (g/dL) 8,05 0,98 7,53 - 8,58 8,53 0,51 8,19 - 8,88 0,15

VCM: Volume Corspuscular Médio, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM: Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular média, PT: Protei-
na Total Plasmaética; *Diferenca significativa entre as médias (p> 0,05)
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TABELA 5 - Parametros hematoldgicos de Alouatta belzebul adultos comparados com espécies congéneres de vida livre.

indices (unidades)

Alouatta belzebul

A. seniculus rio Sinnamary,
Guiana Francesa
(Vie et al., 1998)

A. caraya rio Sapucai-mirim,
Sé&o Paulo, Brasil
(Sanchez-Sarmiento et al., 2015)

A. pigra Carmen,
Campeche, México
(Rovirosa-Hernandez et al., 2012)

Machos (n=11)

Fémeas (n=16)

Machos (h=23) Fémeas (n=46)

Machos (n=23)

Fémeas (n=46)

Machos (n=17) Fémeas (n=17)

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
Hemacias (x 10%cel/uL) 3,24 +0,65 3,5+£0,99 4,4+0,2 4,0+£0,2 3,62+0,81 3,57+0,61 3,92 +£0,29 3,42+0,31
Hemoglobina (g/dL) 10,97 +1,85 10,9+1,39 10,9+0,5 10,1+0,3 12,71+ 2,10 12 +£1,45 10,9 +0,86 9,54+0,91
Hematoécrito (%) 37,73+£4,12 35,38 £ 4,68 348+15 31,712 37,11 £ 4,88 35,67 £1,03 35,07 +2,81 30,25 + 3,65
VCM (fL) 120,6 + 20,72 106,7 + 23,64 79,1+2,6 80,3+1,6 106,51 £+ 23,56 102,34+ 17,84 89,56 £ 5,34 88,49 £ 3,72
CHCM (g/dL) 28,97 £2,65 30,94 £ 2,43 315+0,3 31,6+0,3 33,49 £ 3,60 33,63 £ 3,82 31,30+1,23 31,66 +1,19
HCM (pg) 34,69 +4,9 33,09 + 7,86 24,9+0,8 254+0,5 35,89+9,24 34,51 +7,45 28,02 +£1,53 28,04 £ 1,06
Plaquetas (x 10%cel/pL) 192,35+ 104,16 132,40 + 79,93 146 + 33 137 +19 96,33+ 71,91 87,33 £31,60 129,45 + 39,03 146 + 38,15
Leucécitos (x 103cel/pL) 11,82 + 6,27 11,52 + 4,52 86+22 89+0,9 18,78 + 10,39 20,48 +£7,26 598+1,21 8,28 + 1,65
Bastonetes (x 103cél/pL) 0,18 +0,11 0,28 +0,25 - - - 0,13+0,31 1,22 £ 0,24* 1,75 +0,29*
Neutr. Segmentados (x 103cél/uL) 8,04 + 0,482 7,71+3,11 55+21 53+0,9 12,39+ 10,19 13,39+5,18 34 £1,77* 47,78 + 1,85*
Linfécitos (x 103cél/pL) 2,88 +1,50 2,49+1,53 26+07 30+ 04 5,07 +1,96 4,81 +2,61 46,96 + 2,09* 54,05 + 2,05*
Eosindfilos (x 103cél/uL) 0,2+0,5 0,15+0,17 0,1+0,1 0,1 +0,1 1,25 +0,65 1,76 £1,03 0,5 +0,02* 0,41 +0,03*
Baséfilos (x 103cél/uL) 0,12+0,19 0,17 +0,41 - - 0,02 + 0,05 - 1,22 +0,04* 0,25 + 0,04*
Mondcitos (x 10%cél/uL) 0,46 + 0,46 1,64 + 3,09 0,4+ 0,2 03 +0,1 0,07 + 0,09 0,39+0,38 9,6 +£1,89* 3,2 +£1,56*
PT (g/dL) 8,53+0,51 8,05+ 0,98 - - 7,53 +0,55 7,57 +041 6,49 + 0,93 6,07 +0,43

*Valores expressos em percentagem do numero total de leucdcitos (relativo); DP: Desvio Padrdo da Média.
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TABELA 6 - Parametros hematoldgicos estatisticamente significantes entre as esta-
¢bes do ano amazonicas

Veréo Inverno
(junho - novembro) (dezembro - maio) Valor "p"
Adultos (n=9) Adultos (n=9)
CHCM (g/dL) 27,93 CHCM (g/dL) 32,03 0,002
T=28°C T=25,6°C
P=60,81 P= 242,85

HCM (pg) 30,78 UM 82,12 0% HCM (pg) 38,41 UN= 93,08 0% 0,01
PT (g/dL) 8,94 PT (g/dL) 7,65 <0, 001

CHCM: Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular média, PT: Proteina Total Plasmatica, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média, T: Temperatura, P: Precipitacdo, UM:
Umidade. Valor "p": diferenga significativa entre as médias (p> 0,05) (Teste de t para amostras normalmente distribuidas e Mann-Whitney para as variaveis com distribui-
¢&0 nao-paramétrica).

5.5. Avaliacdo bioquimica

O perfil bioquimico da espécie de primata foi obtido a partir da avaliacdo
morfo-funcional compartimentalizada dos sistemas: hepético, renal, muscular, bem
como o equilibrio eletrolitico. Para a avaliagdo da funcao renal, foram mensurados
os valores séricos de ureia, creatinina, calcio, fésforo, sédio e potassio. Para
verificacdo da integridade morfo-funcional hepéatica e muscular foram determinadas
as concentracdes de proteinas totais, albumina, bilirrubinas, bem como a atividade
sérica de ALT, FA, GGT, AST e CK. E a avaliacado dos lipideos orgéanicos foi realizada
através da mensuracao da concentracéo sérica de colesterol e triglicerideos.

A fim de verificar o perfil bioquimico da espécie em diferentes estacdes do
ano, nas diferentes faixas etarias e sexo, os animais foram agrupados em: machos,
fémeas, adultos, jovens, animais capturados no verdo e inverno (Tabelas 7 — 10).
Quando analisada a influéncia do sexo sobre as variaveis bioquimicas, apenas o
valor sérico do “calcio” nas fémeas se apresentou significativamente superior, em
relacdo aos machos.

As médias dos valores encontrados para os individuos agrupados por idade
apontou diferencas significativas na atividade sérica de FA, GGT e na concentracao
sérica de creatinina. A concentracdo sérica de creatinina e a atividade sérica de GGT
se mostraram mais elevadas nos adultos, enquanto que a atividade sérica de
fosfatase alcalina (FA) esteve significantemente aumentada nos individuos mais

jovens.
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Os espécimes foram agrupados ainda, quanto as diferentes esta¢gdes do ano
amazonicas, a fim de verificar a influéncia da sazonalidade sobre as variaveis
bioquimicas. Uma vez que néo foi constatada diferenca significativa entre os sexos e
somente trés parametros apresentaram diferencas estatisticas etarias, todos os
demais parametros foram analisados conjuntamente (adultos e jovens; machos e
fémeas). A atividade sérica de aspartato-amino-transferase (AST) dos individuos
amostrados no inverno se mostrou significantemente mais elevada no periodo de
inverno (dezembro a maio). O mesmo padrao foi detectado para a atividade sérica
da enzima GGT dos animais jovens, em que se detectaram valores médios
superiores no inverno (p=0,01). Em contrapartida, calcio e fésforo apresentaram
concentracao sérica significantemente mais elevada no verao (junho a novembro).

A avaliacao interespecifica dos parametros bioquimicos entre congéneres de
vida livre, ambos habitantes de florestas tropicais amazénicas como Alouatta pigra e
Alouatta seniculus, demonstrou ser bastante similar em sua amplitude de variacéo,
tais como os valores de AST, GGT, LDH, ureia, creatinina, colesterol, sédio, calcio,
fésforo, potassio, magnésio e cloretos.

As diferencas entre os parametros ficam mais evidentes quando
comparados os parametros de animais de vida livre com os de animais cativos. A
concentracdo sérica de colesterol (mg/dL) de bugios ruivos de cativeiro (Alouatta g.
clamitans), pode ser até trés vezes maior (295,2) do que a animais de vida livre
(Alouatta belzebul) (111,6). Enquanto que as enzimas associadas a musculatura
esquelética tais como, “CK” e “AST”, apresentaram sua atividade sérica
significativamente aumentada nos animais de vida livre, que dispendem maior

esforco fisico durante a contencéo.



TABELA 7 - Efeito do sexo sobre os parametros bioguimicos em espécimes de Alouatta belzebul, independente da idade.
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Machos (n=11)

Fémeas (n=16)

indices (unidade) Valor "p"
ME MD DP EP Intervalo ME MD DP EP Intervalo

AST (UI/L) 152,7 113,4 103,2 31,11 83,39-222,0 211,3 191,99 131,7 32,92 141,2-2815 0,22
ALT (UI/L) 13,96 10,2 14,17 4,27 4,44 - 23,48 10,95 10,95 12,48 3,12 7,64 - 20,95 0,09
FA (UI/L) 119,2 89 111,2 33,52 44,5 - 193,9 103,1 73,5 93,9 23,48 53,03-153,1 0,84
GGT (UIL) 53,36 35 47,63 14,36 21,37 -85,36 63,69 55 31,97 7,99 46,65 - 80,72 0,1
LDH (UI/L) 8815 496 793,6 239,3 348,4-1415 1057 605 1083 270,7 479,7 - 1633 0,5
CK (UIL) 8765 2579 9597 2894 2318- 15213 8898 2161 14520 3630 1161 - 16635 0,98
BT (mg/dL) 286 3,09 085 0,25 2,29 - 3,44 3,31 3,4 1,42 0,35 2,55 - 4,07 0,36
BD (mg/dL) 0,66 043 047 0,14 0,35-0,98 0,48 0,32 0,39 0,09 0,27 - 0,69 0,28
Bl (mg/dL) 2,2 2,3 0,89 0,27 1,59 -2,80 2,83 3,13 1,38 0,34 2,09 - 3,56 0,19
Uréia (mg/dL) 62,39 62,4 14,29 4,31 52,79 -71,99 66,91 583 38,44 9,61 46,42 - 87,39 0,71
Creatinina (mg/dL) 0,77 0,75 0,21 0,06 0,63 -0,92 0,84 0,56 0,81 0,2 0,41 -1,27 0,22
Colesterol (mg/dL) 111,6 103 21,4 6,45 97,26 - 126,0 118,2 111 36,84 9,2 98,56 - 137,8 0,67
Triglicerideos (mg/dL) 6391 54 30,78 9,28 43,23 - 84,59 67,63 68 17,35 4,33 58,38 - 76,87 0,19
Albumina (mg/dL) 4,07 4,1 0,62 0,18 3,65 - 4,49 3,94 3,95 0,64 0,16 3,59-4,29 0,61
Proteina total sérica (g/dl) 7,48 7,4 0,61 0,18 7,07 - 7,89 7,22 7,3 0,65 0,16 6,87 - 7,57 0,51
Ca (mg/dL) 7,42 7,8 0,85 0,25 6,85 - 8,0 8,17 8,2 0,6 0,15 7,85 - 8,49 0,01*
P (mg/dL) 4,81 51 1,127 0,35 4,02 -5,6 4,39 4,03 1,01 0,25 3,85-4,94 0,28
Mg (mg/dL) 1,88 2 0,6 0,2 1,42 -2,35 1,93 2 0,25 0,06 1,8-2,07 0,75
Na (mEg/L) 122,8 122 453 1,36 119,8 - 125,9 125,1 126 6,2 1,55 121,8-128,4 0,31
K (mEg/L) 3,56 3,5 0,64 0,19 3,13 - 3,99 3,66 3,7 0,45 0,11 3,42 -391 0,62
Cl (mEqg/L) 86 92 26,06 7,85 68,49 - 103,5 96 97 6,13 1,53 92,73 - 99,27 0,2

ME - Média, MD - Mediana, DP - Desvio Padrdo da Média, EP - Erro Padrdo da Média, n - Nimero de espécimes; BT - Bilirrubina Total, BD - Bilirrubina Dire-
ta, Bl - Bilirrubina Indireta. Intervalo - Valores maximo e minimo, considerando intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia (alfa) 5%; *Diferenca
significativa entre as médias (p> 0,05)
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42

Adultos (n=18)

Jovens (n=9)

indices (unidade) Valor "p"
ME MD DP EP Intervalo ME MD DP EP Intervalo

AST (UI/L) 186,3 140,7 120,6 28,42 126,4-246,3 189,7 157 133,1 44,37 87,38 - 292 0,94
ALT (UI/L) 11,81 10,8 11,67 2,75 6,01-17,61 18,87 10,5 14,72 4,908 7,54 - 30,19 0,18
FA (UI/L) 71,67 545 59,89 14,12 41,88-1014 1856 141 121,8 40,61 91,91-279,2 0,008*
GGT (UI/L) 69,78 69 43,07 10,15 48,36-91,20 38,89 40 13,46 4,486 28,54 - 49,23 0,004*
LDH (UI/L) 897,2 605 7455 175,7 526,5-1268 1161 512 1333 444,3 136,8 - 2186 0,77
CK (UIL) 7574 2579 8712 2053 3242 -11907 11383 1086 18392 6131 2755-25521 0,66
BT (mg/dL) 323 328 133 0,31 2,56 - 3,89 293 3,35 1 0,33 2,16 - 3,71 0,73
BD (mg/dL) 0,71 0,6 0,44 0,1 0,49 - 0,93 0,24 0,28 0,1 0,03 0,16 - 0,32 0, 005
Bl (mg/dL) 251 254 133 0,31 1,85- 3,17 2,69 3,14 1,06 0,35 1,87-3,51 0,5
Uréia (mg/dL) 70,31 62,9 3441 8,1 53,2-87,42 5458 57,3 18,46 6,15 4,38 - 68,77 0,28
Creatinina (mg/dL) 0,97 0,79 0,717 0,16 0,61-1,33 0,49 0,56 0,15 0,05 0,37 -0,61 0,03*
Colesterol (mg/dL) 117,7 111 2885 6,8 133,3-132 111,2 100 36,77 12,26 82,96-139,5 0,62
Triglicerideos (mg/dL) 66,61 68 16,08 3,79 58,62 - 74,61 65,11 57 34,78 11,59 38,38-91,84 0,21
Albumina (mg/dL) 4,02 4,05 0,6 0,14 3,72-4,73 3,93 3,9 0,7 0,23 3,39-4, 43 0,72
Proteina total sérica (g/dl) 7,45 7,5 0,57 0,13 7,16 - 7,74 7,07 7,3 0,71 0,23 6,53 - 7,62 0,12
Ca (mg/dL) 787 791 091 0,21 7,42 - 8,33 7,86 7,91 0,5 0,16 7,47 - 8,25 0,97
P (mg/dL) 456 4,27 1,21 0,28 3,96 - 5,17 456 4,04 081 0,27 3,93-5,19 0,99
Mg (mg/dL) 1,88 2 0,33 0,08 1,71-2,05 2 2 0,53 0,18 1,55-2,44 0,55
Na (mEqg/L) 1244 126 598 1,41 121,4-127,4 123,7 122 5,05 1,68 119,8-127,5 0,75
K (mEg/L) 3,62 3,6 0,53 0,12 3,35- 3,88 3,63 3,7 0,55 0,18 3,2-4,05 0,96
Cl (mEqg/L) 90 94 21,18 4,99 79,47 - 100,5 95,78 96 4,73 1,57 92,14 - 99,42 0,47

ME - Média, MD - Mediana, DP - Desvio Padréo da Média, EP - Erro Padrao da Média, n - Niumero de espécimes; BT - Bilirrubina Total, BD - Bilirrubina Dire-
ta, BI - Bilirrubina Indireta. Intervalo - Valores maximo e minimo, considerando intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia (alfa) 5%; *Diferenca
significativa entre as médias (p> 0,05).
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TABELA 9 - Parametros bioquimicos de Alouatta belzebul comparados com espécies congéneres de vida livre e cativeiro

Animais de Vida Livre

Cativeiro

Alouatta belzebul

indices (unidade)

rio Xingu, Par4, Brasil

A. seniculus
rio Sinnamary, Guiana Francesa
(Vie et al., 1998)

A. pigra
Carmen, Campeche, México
(Rovirosa-Hernandez et al., 2012)

A. g. clamitans

Indaial, Santa Catarina, Brasil
(Sousa-Junior, 2007)

A. g. clamitans
Botucatu,
S&o Paulo,
Brasil
(estudo piloto, 2014)

Machos (n=11) Fémeas (n=16) Machos (n=23) Fémeas (n=46) Machos (n=17) Fémeas (n=17) Machos (n=39) Fémeas (n=18) M+F (n=5)
Média+DP  Média + DP Média+DP  Média + DP Média+DP _ Média + DP Média+DP  Média + DP Média = DP
AST (UILL) 152,7+103,2  211,3+1317 187 + 44 175+ 25 - - 68,77 £19,70 45,98 + 17,77 69,5 + 13,21
ALT (UIIL) 13,96 + 14,17 10,95+ 12,48 22 +6,0 19+3,0 - - 35,26 + 16,97 30,50 +19,8 22,2 +6,22
FA (UILL) 119,2+111,2  103,1+93,9 111+51 86 + 30 236,5+ 74,24 215+ 114,55 - - 168,2 + 63,13
GGT (UI/L) 53,36 + 47,63 63,69 = 31,97 29 +10 47 + 14 - - - - 40,4 + 17,84
LDH (UIlL) 881,5+793,6 1.057+1.083 1.491 + 295 1.477 + 251 - - - . 174,4 + 5,22
CK (UI/L) 8.765 +9.597 8.898 + 14.520 3.441 £1.217 5.385 + 2.775 - - - - 756,2 + 529,5
BT (mg/dL) 2,86 + 0,85 3,31+1,42 0,93+0,10 0,78 £ 0,09 - - - - 0,49 + 0,36
BD (mg/dL) 0,66 £ 0,47 0,48 £ 0,39 - - - - - - 0,15+0,11
BI (mg/dL) 2,2+0,89 2,83+1,38 - - - - - - 0,34+ 0,25
Uréia (mg/dL) 62,39+14,29 66,91 +38,44 56,28 + 12,57 53,89 +7,18 28,89 + 2,57 26,75+ 1,36 39,37 +13,37 33,09+ 10,85 30,2 + 3,27
Creatinina (mg/dL) 0,77 £0,21 0,84 +0,81 1,58+0,13 1,35+ 0,07 0,92+0,11 1,47 £ 0,39 1,24 £ 0,27 1,01 +0,30 0,84 £ 0,15
Colesterol (mg/dL) 1116 +21,4 118,2 + 36,84 119,69 + 19,3 92,66 + 7,72 95,81 +30,14 61,66 + 24,53 147,27 + 96,27 116,50 + 71,84 295,2 + 63,04
Triglicerideos (mg/dL) 63,91+30,78 67,63+17,35 61,94 + 8,84 70,79 + 8,84 128,0 + 29,69 75,0 £ 9,88 - - 80,1+ 18,4
Albumina (mg/dL) 4,07 + 0,62 3,94 +£ 0,64 - - 3,79 £0,90 3,18 £0,33 4,05+0,84 2,98 +0,88 4,28 +0,31
Proteina total sérica (g/dl) 748 0,61 7,22+ 0,65 9,65 + 0,59 8,96 + 0,4 6,49 + 0,93 6,07 +,43 9,71+ 2,03 9,22+2,35 6,74 + 1,65
Ca (mg/dL) 7,42 £0,85 8,17+0,6 10,8 +0,4 10+0,4 10,0 £ 0,28 9,2+0,28 - - -
P (mg/dL) 4,81 +1,17 4,39 +1,01 8,94 1,85 7,73+0,92 4,05+ 0,49 3,05+0,77 - - -
Mg (mg/dL) 1,88+0,6 1,93+0,25 3,64 = 3,40 £0,48 2,25+0,21 2,0+£0,19 - - -
Na (mEg/L) 122,8 £ 4,53 125,1+6,2 156 + 7,0 149+ 4 147,0 £ 2,82 142,0 + 4,24 - - -
K (MEg/L) 3,56 + 0,64 3,66 + 0,45 55+0,5 51+0,3 6,55+ 1,76 6,05 + 0,21 - - -
86 + 26,06 96 + 6,13 110+5,0 105 + 6,0 106,5 + 2,12 106,5 + 6,36 - - -

Cl (mEg/L)
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Verado (n= 14)

Inverno (n= 13)

indices (unidade) Valor "p"

Idade n Média +DP Intervalo Idade n Meédia *DP Intervalo
Adultos 9 Adultos g

AST (UI/L) + 133 97,26 76,88 - 189,2 + 246 122,4 172,1 - 320 0,004*
Jovens 5 Jovens 4
Adultos g Adultos g

ALT (UI/L) + 9,31 3,47 7,3-11,3 + 19,38 17,09 9,05-29,71 0,04
Jovens S Jovens 4
Adultos 9 76,56 71,9 21,9-131,8 Adultos 9 66,78 48,98 29,13-104,4 0,79

FA (UI/L)
Jovens ° 1784 1125  38,71-318,1 Jovens 4 1945 150 4426 - 341,8 0,73
Adultos 9 52,78 27,53 31,62 -73,94 Adultos 9 86,78 50,34 48,09 - 125,5 0,09

GGT (UI/L) .
Jovens ° 30,2 8075 20,17 - 40,23 Jovens 4 4975 10,63 32,84 - 66,66 0,01
Adultos 9 Adultos g

LDH (UI/L) + 822,9 808,8 355,9-1290 + 1160 1111 488,8 - 1831 0,12
Jovens Jovens 4
Adultos g Adultos 9

CK (UI/L) + 7086 9385 1667 - 12.504 + 10737 15408 1426 - 20048 0,15
Jovens 5 Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

BT (mg/dL) + 2,81 0,79 2,35 - 3,27 + 3,47 1,51 2,55 -4,39 0,16
Jovens S Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

BD (mg/dL) + 0,61 0,5 0,32-0,90 + 0,49 0,34 0,29-0,7 0,49
Jovens 5 Jovens 4
Adultos g Adultos ¢

Bl (mg/dL) + 2,19 0,96 1,64 -2,75 + 2,97 1,39 2,13-3,82 0,1
Jovens S Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

Uréia (mg/dL) + 54,57 18,95 43,63 - 65,51 + 76,37 37,05 53,98 - 98,76 0,12
Jovens °© Jovens 4
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9 0,72 0,21 0,55 - 089 1,22 0,94 0,49 -1,95 0,07
Creatinina (mg/dL) Adultos Adultos 9

Jovens 5 0,56 0,08 0,45 - 0,67 Jovens 4 0,41 0,19 0,09 - 0,72 0,32
Adultos 9 Adultos 9

Colesterol (mg/dL) + 5 109,4 19,26 98,24 - 120,5 + 122,2 40,09 97,93 - 146,4 0,43
Jovens Jovens 4
Adultos ¢ Adultos ¢

Triglicerideos (mg/dL) + c 71,64 29,77 54,45 - 88,83 + 60,15 11,8 53,02 - 67,29 0,36
Jovens Jovens 4
Adultos g Adultos ¢

Albumina (mg/dL) + c 4,13 0,52 3,83-4,43 + 3,84 0,71 3,41-4,28 0,23
Jovens Jovens 4
Adultos g Adultos 9

Proteina total sérica (g/dl) + c 7,46 0,51 7,16 - 7,76 + 7,18 0,73 6,73 - 7,63 0,26
Jovens Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

Ca (mg/dL) + 5 8,12 0,84 7,63 -8,61 + 7,6 0,65 72-8,0 0,02*
Jovens Jovens 4
Adultos g Adultos 9

P (mg/dL) + 5 5,01 0,84 4,52 -5,49 + 4,09 1,13 3,4-4,77 0,01*
Jovens Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

Mg (mg/dL) + 5 2 0,42 1,72 - 2,27 + 1,84 0,37 1,61 -2,07 0,37
Jovens Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

Na (mEq/L) + 5 124,6 6,07 121,1-128,1 + 123,7 5,25 120,5-126,9 0,69
Jovens Jovens 4
Adultos 9 Adultos 9

K (mEqg/L) + 5 3,55 0,56 3,22-3,87 + 3,7 0,49 341-4 0,45
Jovens Jovens 4
Adultos g Adultos ¢

Cl (mEq/L) + 89,71 23,24 76,3 -103,1 + 94,31 8,38 89,24 - 99,37 0,98
Jovens Jovens 4

ME - Média, DP - Desvio Padrdo da Média, n - Numero de espécimes; BT - Bilirrubina Total, BD - Bilirrubina Direta, BI - Bilirrubina Indireta. Intervalo - Valores maximo e
minimo, considerando intervalo de confianga de 95% e nivel de significancia (alfa) 5%; *Diferenca significativa entre as médias (p> 0,05) (Teste de T para amostras

normalmente distribuidas e Mann-Whitney para as variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica).
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5.6. Avaliacdo Imunocitoquimica

Durante a etapa de padronizacdo, foram confeccionadas 20 laminas
dos espécimes cativos de Alouatta guariba clamitans para realizacdo dos
testes e 0 método “squash” demonstrou melhor resultado quando comparado
ao método de homogeneizacdo manual. A homogeneizacdo manual do
contetdo aspirado ndo permitiu uma distribuicdo uniforme das células pela
lamina, com a formag&o de grumos e consequentemente sobreposicéo celular;
dificultando a marcacédo pelos marcadores linfoides. Por sua vez, o método
“squash” permitiu a formacdo de uma monocamada de células sobre a lamina,
facilitando a marcacdo e a visualizagcdo do halo citoplasmatico e nuclear
acastanhado, caracteristico das células positivas.

Apos a escolha do método “squash” como método padrdo, 0 mesmo
procedimento foi aplicado aos 27 espécimes de Alouatta belzebul durante a
fase experimental, no ano de 2015. Do total de 27 animais amostrados nas
duas expedi¢cdes a campo, apenas 20 animais marcaram positivamente 0s
linfécitos, para os anticorpos testados, dos quais: dez machos e dez fémeas,
sete jovens e 13 adultos, totalizando nove espécimes no verdo e 11 no inverno.
A auséncia de marcacdo dos sete primatas remanescentes inviabilizou uma
comparacdo estatistica espacial robusta sobre o perfil linfocitario dos
espécimes.

O primeiro resultado evidente da imunofenotipagem nas duas espécies
de primatas neotropicais (Alouatta guariba clamitans e Alouatta belzebul) é o
de que as duas espécies possuem moléculas de superficie (CD) nos linfécitos,
homélogas ao homem. Ainda que o0s anticorpos sejam produzidos para
deteccdo de antigenos de células humanas, a presenca de proteinas
expressas na superficie destas células reforca a proximidade filogenética entre
as espécies antropoides (Platyrrhini e Catarrhini).

As reacfes imunocitoquimicas positivas aos anticorpos anti-CD3 e anti-
BSAP PAX 5 caracterizaram-se pela visualizagdo de um delicado halo de
coloragdo acastanhada na membrana celular e nucleo dos linfécitos,
respectivamente. O objetivo deste estudo nao foi avaliar intensidade ou
determinar escores de marcacdo celular, mas foi possivel constatar que a

intensidade de marcacao celular para cada anticorpo, dentro de cada lamina,
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mostrou-se desigual. Durante a leitura de uma mesma lamina, para um mesmo
anticorpo, alguns linfécitos parecem marcar mais fortemente, enquanto outros
discretamente sinalizados. Entretanto, o0 mesmo protocolo aplicado ao corte
histolégico do linfonodo canino (controle positivo) evidenciou uma intensidade
de marcacao bastante homogénea dos linfécitos.

As Figuras 14 — 17 ilustram a marcacdo positiva dos linfécitos com o
imunofendtipo B e T, no sangue periférico dos espécimes de Alouatta belzebul.
A Tabela 11 demonstra uma analise comparativa entre os valores absolutos da
série linfocitaria dos primatas, agrupados por classe etaria, sexo e estacao do
ano.

A avaliacdo quantitativa dos linfécitos circulantes demonstrou que as
subpopulacdes T invariavelmente estiveram acima dos 51%, independente da
idade, sexo ou estacdo do ano. Enquanto que as subpopulacdes B, nao
ultrapassaram 31% do namero de linfécitos totais.

Quando agrupados conforme a classe etaria e comparados os valores
absolutos dos linfocitos T e B, os adultos evidenciaram uma média de linfocitos
B estatisticamente superior a dos individuos considerados jovens (p=0,03); o
que ndo pode ser constatado para os linfécitos T. Machos e fémeas foram
agrupados, do mesmo modo que 0s animais amostrados no veréao e inverno,
para fins de comparacdo dos perfis linfocitarios, no entanto, nenhuma das

variaveis testadas apontou diferencas significativas.
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FIGURA 14 - Linfécitos marcados pelo anticorpo policlonal anti-CD3 (a
esquerda), apresentando visualizacdo citoplasmatica, correspondente ao
imunofendtipo das células T. Linfécito negativo para a marcacdo anti-CD3 (a
direita). Imunocitoquimica, Contracoloracédo: Hematoxilina de Harris, 1000x.

FIGURA 15 - Linfocito marcado pelo anticorpo monoclonal anti-BSAP PAX 5,
apresentando visualizacdo nuclear (abaixo), correspondente ao imunofendtipo
das células B. Linfécito negativo (acima) para a marcagdo anti-BSAP PAX 5.
Imunocitoquimica, Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris, 1000x.



7

e

FIGURA 166 - Seccao histologica de linfonodo canino utilizada como controle
positivo. Imunomarcacdo positiva para o0 anticorpo anti BSAP PAX 5.
Imunocitoquimica, Contracoloracdo: Hematoxilina de Harris, 400X.



TABELA 11 - Avaliacdo quantitativa de linfécitos circulantes em Alouatta belzebul, considerando a influéncia de fatores
intra-especificos e ambientais (valores absolutos).

Idade

Sexo

Sazonal

Imunofendtipo

Jovem (n=7)  Adulto (n=13) "o Macho (n=10) Fémea (n=10) . Ver&o (n=9) Inverno (n=11) .

ME + DP ME + DP Valor *p ME + DP ME + DP Valor"p ME + DP ME + DP Valor"p
Linfocitos T 1054 £ 509 1634 + 980 0,13 1460 + 796,4 1402 £ 993,8 0,68 1064 + 503,3 1732 + 1019 0,09
Linfécitos B 477 £ 229 960 + 513 0,03* 794,1 £ 4443 787,6 £ 553 0,52 740,3 £516,9 832,2+484,8 0,44

ME - Média, DP - Desvio Padréo da Média, n - Nimero de espécimes.
Whitney para as variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica).

*Diferenca significativa entre as médias (p> 0,05) (Teste de t para amostras normalmente distribuidas e Mann-

50
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6. DISCUSSAO

6.1. Aspectos clinico-morfométricos

Os estudos realizados com grupo taxondémico até o momento
concentram-se em craniometria, denticdo, estudos genéticos e da pelagem, a
fim de solucionar imprecisdes taxondmicas sobre o complexo “belzebul”
(BONVICINO et al., 1989; SCHNEIDER et al.,, 1991; NASCIMENTO et al.,
2008; RYLANDS et al., 2000; GREGORIN, 2006; RYLANDS et al., 2012).
Estudos com macacos atelideos in vivo sdo raros ou escassos, considerando a
complexidade de captura dos guaribas e a infraestrutura minima necessaria.

Os padrbes fenotipicos da pelagem dos primatas deste estudo séo
mais compativeis com os relatos de Dollman (1910) para Alouatta discolor, do
gue o padréo classico de Alouatta belzebul descrito por Bonvicino et al. (1989)
e Gregorin (2006). Ainda que os animais sejam provenientes de locais distintos,
(margem esquerda e ilhas) os animais apresentaram um padrdo, de certa
forma, homogéneo com pequenas variagcdes. De acordo com a distribuicéo
original das espécies, era esperado que a pelagem dos animais da margem
esquerda fosse compativel com A. discolor e margem direita A.belzebul
(GREGORIN, 2006).

Os estudos que descrevem a pelagem dos primatas do interflivio
Xingu-Tapajos-Iriri ndo mencionam o padrdo esperado para as ilhas, apenas
para o continente (BONVICINO et al., 1989; LIMA e SEUANEZ, 1989;
BONVICINO et al, 2001 OLIVEIRA et al., 2002; GREGORIN, 2006;
KOWALEWSKI et al., 2015). O ambiente insular do rio Xingu poderia ter sido
colonizado por qualquer um dos dois taxons (A. discolor ou A. belzebul), uma
vez que no periodo de vazante o acesso as ilhas pode ser facilitado. Ainda
sobre a hipotese do deslocamento dos primatas pelo rio, a “lha Grande”
amostrada neste estudo, por exemplo, dista apenas 94 metros da margem
direita do rio, podendo ter sido 0 acesso mais curto para os individuos de A.
belzebul. Em contrapartida, a pelagem lateral distintamente longa de todos os
espécimes nos levaria a classifica-los como variantes de A. discolor, endémico

da margem esquerda.
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Todas as variagBes encontradas nos espécimes, independente da ilha
em que foram capturados, estavam previstas na revisdo sistematica de
Gregorin (2006). Segundo ele, a variagdo mais notavel de coloracdo da
pelagem para Alouatta discolor é ontogenética, cujos individuos jovens sao
mais escuros (enegrecidos), devido a auséncia de alguns campos
cromatogenéticos ruivos nas maos, pés e/ ou dorso. Esta particularidade nos
jovens também foi detectada neste estudo, contrastando com o0s campos
cromatogenéticos ruivos mais acentuados dos adultos.

Diante das limitacbes de amostragem deste estudo, ndo foi possivel
obter amostras equitativas da margem direita, esquerda e ilhas desta regido do
Baixo rio Xingu ou pelo menos em numero suficiente para realizar uma
comparacao mais robusta. O estudo com espécimes in vivo também inviabiliza
a andlise multivariada de todas as variaveis cranianas e de morfologia do
hioide fundamentais para identificacdo, assim como procedeu Gregorin (2006).

Portanto, este estudo limitou-se a designar os espécimes capturados
como pertencentes ao complexo grupo polimoérfico “belzebul” (CORTES-ORTIS
et al., 2015). Especula-se que os animais da margem esquerda (Alouatta
discolor) tenham colonizado os ambientes insulares desta regido e que as
variacbes podem ser caracterizadas como de carater geografico, ndo sendo
substanciais para a separacdo das populacbes em niveis taxondémicos
diferenciados para expressar tais divergéncias.

Com relacdo a massa corpbérea, 0 peso das fémeas atelideas
capturadas neste estudo apresentaram uma proporcdo de cerca de 72% do
peso médio dos machos adultos; dentro da expectativa prevista por Neville
(1988), que menciona variacdo entre 68 a 84% para 0 género. O peso médio
dos adultos do género Alouatta varia entre 3.500 a 11.100 gramas, sendo 0s
menores referentes a Alouatta caraya e 0os maiores a Alouatta seniculus,
segundo Verona e Pissinatti (2014).

Todas as espécies do género Alouatta apresentam dimorfismo sexual
relativo ao peso (GREGORIN, 2006). Os unicos representantes do género que
apresentam dicromatismo sexual sdo Alouatta caraya e Alouatta guariba
clamitans (GREGORIN et al., 2008). O dimorfismo sexual em Alouatta belzebul
se da pela diferenciacdo nos machos adultos, que inclui maior tamanho

corporeo (DOLLMAN, 1910), cranio mais achatado com cristas dorsais
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desenvolvidas e caninos mais longos (GREGORIN et al., 2008; YOULATUS et
al., 2015).

Os animais cativos amostrados durante a fase teste séo visivelmente
habituados as ac6es de manejo no centro de pesquisa (CEMPAS). Os primatas
nasceram ou possuem historico prolongado de permanéncia em cativeiro, o
que significa que a contencdo representa um evento estressante de menor
magnitude, quando comparados aos animais de vida livre. A contencdo com
puca e luvas de raspa de couro ocorre com muito mais facilidade, uma vez que
0s animais oferecem menos resisténcia ao serem aprisionados pela rede. Os
animais de vida livre sdo visivelmente mais agressivos, relutantes a contencao
e por isso parecem sentir mais intensamente os efeitos do estresse agudo da
captura, conforme previsto por Fowler (1986) e Kindlovits e Kindlovits (2009).

Vale destacar, que os animais da area de estudo estiveram submetidos
a diferentes agentes estressores até o0 momento da captura. O
desaparecimento gradual do habitat e a rarefacdo dos recursos troficos
representam as fontes crbnicas de estresse. A captura, o transporte e a
manipulacdo configuram as fontes de estresse agudo, a que 0s animais
estiveram inevitavelmente submetidos (FOWLER, 1986; VIE et al., 1998).
Embora ndo se deva desprezar as variacdes interespecificas, os efeitos
cumulativos destes agentes estressores podem ter contribuido para as
diferencas entre os resultados deste estudo e o0s outros trabalhos, mais
frequentemente em cativeiro.

O protocolo de sedacao dos espécimes se mostrou satisfatorio, quando
considerada a finalidade do estudo, a duracdo do procedimento, o nivel de
relaxamento e o breve retorno. Spolti et al. (2013) Flaiban et al. (2008), Olberg
(2007), Caulkett e Armeno, (2013), Agoramoorthy e Rudran, (1994) utilizaram o
mesmo protocolo de sedacdo e também concordam com Vilani (2014), que
menciona o curto tempo de retorno anestésico para esse tipo de associacao
anestésica (60 minutos), abreviando o tempo de cativeiro dos espécimes.

Uma caracteristica observada durante as acdes de manejo com 0s
espécimes de vida livre foi a defecacdo durante a captura. Os animais emitem
sons compativeis com uma vocalizagdo agonistica durante a contencdo e, em
seguida, defecam na caixa de transporte, no puca ou até mesmo nas luvas de

raspa de couro. As fezes possuem coloracdo escura esverdeada e aspecto
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pastoso, caracteristicas tipicas do bolo fecal da espécie, com habitos
alimentares folivoros e frugivoros (CROCKET, 1998).

A manifestacéo vocal dos primatas por meio de vocalizacdo agonistica
reitera as evidéncias de Jardim e Oliveira (2002) com a mesma espécie, na
Estacdo Cientifica Ferreira Pena (ECFP), na Floresta Nacional de Caxiuand,
estado do Pard. Os autores associam a vocalizacdo dos guaribas como
mecanismo de comunicacédo intra e intergrupal; como forma de sinalizar sua
posicdo na floresta, evitando confrontos intra e interespecificos, bem como nas
situacOes de perigo frente a ameacas (predadores humanos e ndo humanos).

Parte da avaliacao clinica por vezes pouco explorada é a da cavidade
bucal. Tais avaliacbes colaboram, ndo somente para avaliacdo do estado geral
de saude dos primatas, mas também pode trazer informacdes relevantes sobre
aspectos ecolégicos, comportamentais e das relagdes do individuo e da
espécie com o ecossistema em que estd inserido (VERONA e PISSINATI,
2014).

Nos animais do género Alouatta avaliados neste estudo foram
encontradas fraturas, retracdes de gengiva, desgastes acentuados e por vezes,
ma-oclusdo nos individuos adultos. No entanto, ndo foram realizadas
correlagdes dos achados com processos morbidos, apenas como evidéncias
de senilidade. Estudos com calitriquideos em vida livre (Callithrix jacchus)
introduzidos no Parque Nacional da Tijuca, no estado do Rio de Janeiro,
sugerem que os problemas dentarios apresentados pelos espécimes talvez se
justifique pelo fato dos animais ndo estarem totalmente adaptados a flora local.
Como seus incisivos inferiores apresentam mais dentina que 0s superiores,
estes ndo fraturam, porém neles ocorre a retracdo de gengiva, expondo as
raizes e provocando, em longo prazo, infeccdes e/ou a queda dos dentes
afetados, fato comprovado também nos primatas idosos de vida livre
(VERONA, 2001). O autor salientou, no entanto, que estudos com as espécies
em sua area original de ocorréncia ainda sejam necessarios para confirmacéo
desta hipotese.

O parasitismo pode ser um achado fortuito ou relacionado com sinais
clinicos, ser o agente causal de uma enfermidade clinica moderada a grave,
podendo ocasionar até morte por destruicdo tissular macica (KINDLOVITS e

KINDLOVITS, 2009). Os simios contraem a maioria dos parasitas, protozoarios
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e helmintos no seu habitat natural devido a sua maior acessibilidade a
determinados vetores ou hospedeiros intermediarios essenciais para a
transmissdo do parasita. A grande maioria dos parasitas encontra-se bem
adaptada aos seus hospedeiros, provavelmente provocando poucas alteracdes
patologicas. Entretanto alguns parasitas, além de favorecer a instalacdo de
infec¢des secundarias, provocam distarbios fisioldgicos, lesdes que debilitam o
animal, como perda de peso e até quadros fatais (TOFT e EBERHARD, 1998).

As evidéncias de prenhez das fémeas do rio Xingu no verao e inverno,
coincidem com os relatos de nascimento de filhotes de Camargo e Ferrari
(2007) para o mesmo taxon. Os autores analisaram uma populagdo amazonica
da espécie, em uma ilha formada no reservatorio da usina hidrelétrica de
Tucurui (rio Tocantins), sudeste do estado do Para, na Amazbnia oriental.
Registraram ainda o comportamento das méaes carregarem os filhotes na
posicao ventral durante trés primeiras semanas de vida e, ap0s este periodo, o
filhote passa a ser carregado na posicdo dorsal; um estagio de transicao
importante no desenvolvimento do filhote.

Em geral, as espécies do género ndo possuem evidéncia de
sazonalidade reprodutiva (SIGRIST, 2010), no entanto pode haver uma
concentracdo dos nascimentos em determinada época do ano para algumas
espécies, usualmente relacionada com a variacao pluvial. Bonvicino, (1989)
descreve a gestacdo de um unico filhote para Alouatta belzebul e Alouatta
discolor, com periodo superior a 154 dias. A excecdo desses relatos, estudos
precisos para a determinacdo de seu ciclo ovariano, intervalo entre partos,
caracteristicas seminais, niveis hormonais, aparecimento da maturidade e
comportamento sexual ainda sdo necessarios, assim como para a maioria das
espécies do género (GREGORIN et al., 2008).

6.2. Hematologia

Existem mais de 4.200 espécies de mamiferos vivos no planeta e,
destas a hematologia de apenas uma vem sendo estudada de maneira mais
plena, o homem (HAWKEY, 1975). Alguma informacéo ja esta disponivel sobre

animais domésticos e outras daquelas espécies usadas em laboratério, no
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entanto, a grande maioria dos mamiferos ainda ndo foi sistematicamente
examinada. As dificuldades de natureza técnica e préatica dificultam as
amostragens e consequentemente o estabelecimento de valores que possam
ser adotados como “referéncia” para uma espécie (HAWKEY, 1975; WEISS e
WARDROP, 2010; STOCKHAM e SCOTT, 2011).

De acordo com Lassen (2007), para se considerar os resultados de
exames laboratoriais como anormais, deve-se ter conhecimento da faixa de
variacdo dos valores em animais sadios. Na maior parte dos casos, 0s animais
sadios sao aqueles que nao aparentam doenca e que manifestam comporta-
mento normal para a espécie em questdo (RADOSTITS et al., 2002). Em se
tratando dos primeiros relatos clinico-patoldgicos para uma espécie, pesquisas
com espécies filogeneticamente semelhantes, congéneres ou que comparti-
lham de condi¢cbes climaticas semelhantes sdo as bases de comparacdo
(HAWKEY, 1975).

Em relacdo a morfologia das células, os achados desta pesquisa sao
coincidentes com as descricdes de Huser (1970) e suas inferéncias sobre ca-
racteristicas hematolégicas da Ordem Primates. As heméacias maduras da es-
pécie apresentaram formato de disco bicbncavo, mondcitos e linfocitos com
aspecto tipico e polimorfonucleares variando em aspectos morfolédgicos e tinto-
riais.

Embora néo tenha sido estudado em detalhe, o tempo de vida dos gl6-
bulos vermelhos e taxa de liberacédo de glébulos vermelhos imaturos pela me-
dula, aparentemente varia entre os diferentes mamiferos (GREER et al., 2013).
Algumas espécies, particularmente alguns cebideos, roedores e cetaceos,
normalmente tém uma porcentagem muito maior de reticuldcitos e globulos
vermelhos policromaticos no sangue circulante do que o homem (WINTROBE,
1961). E, nestas espécies uma pequena propor¢cdo de células vermelhas nu-
cleadas circulantes ndo tem qualquer significado patolégico (HAWKEY e DEN-
NET, 1989).

Os métodos laboratoriais utilizados para a realizagdo do hemograma
de primatas pouco diferem dos utilizados para mamiferos domésticos (Camp-
bell e Campbell, 1986). Entretanto, segundo Almosny (2009), observa-se a ne-
cessidade de efetuarem-se contagens manuais em camaras hematimétricas

em detrimento dos contadores eletronicos. A determinacdo da hematimetria,
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leucometria global e plaquetometria realizada manualmente garante maior pa-
dronizagdo do tamanho dos glébulos e dados realmente coerentes com a es-
pécie.

Além das contagens manuais, as amostras sanguineas deste estudo
foram também submetidas & contagem por equipamento eletrénico com tecno-
logia de impedancia (ABX Micros 60 ,Horiba®, ABX SAS - California, USA),
para fins comparativos. Nestes equipamentos, o circuito analisador do tamanho
de particulas é calibrado com particulas de tamanho conhecido (LASSEN e
WEISER, 2007). O referido analisador, calibrado para amostras de sangue
humano, superestimou os valores totais de eritrécitos e subestimou os valores
globais de plaquetas dos primatas. A diferenca estatistica encontrada para es-
tes indices confirma as expectativas de Hawkey (1975), Schalm (1975), Lassen
e Weiser (2007) e Almosny (2009), que mencionam as diferengas considera-
veis no tamanho das hemacias e plaquetas entre as espécies.

Pelo menos quatro esfregacos sanguineos foram confeccionados para
cada animal. Trés laminas foram coradas com Wright, Wright-Giemsa, Panotico
rapido e uma quarta réplica foi armazenada em alcool metilico para fins de ar-
quivo. Os protocolos de fixagdo e coloracdo seguiram as recomendacdes de
Schalm (1975) e se mostraram satisfatérios para a visualizacdo das estruturas
nucleares e citoplasmaticas em monocamada.

A escolha dos corantes baseou-se nas descricbes de Almosny (2009),
que mencionou os referidos corantes para a avaliacdo hematol6gica dos prima-
tas e ainda considerou o método Giemsa mais adequado para o diagndstico de
hematozoarios. Ao contrario dos estudos de Siddiqui (1977) (Plasmodium falci-
parum) e Ortunho et al. (2014) (Babesia sp.), nenhuma estrutura compativel
com hematozoéario foi detectada durante o exame do esfregago sanguineo.

Nao foi possivel realizar nenhuma associacdo direta entre os valores
significantemente superiores de mondcitos nos jovens. De modo similar aos
animais domeésticos, em primatas a populagdo de mondcitos ndo costuma ter
uma distribuicdo normal, podendo estar relacionadas a fatores individuais, co-
mo afeccdes cronicas, doencas infecciosas especificas ou mesmo neoplasias
(WEISER, 2007).

Os valores de eosindfilos significantemente superiores nas fémeas po-

dem ter alguma associacdo com infestacdo parasitaria de piolhos. Do total de
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animais infestados por piolhos (13/27), em nove fémeas (seis adultas e trés
jovens) e apenas quatro machos foi possivel verificar a presenca do ectoparasi-
ta. Talvez estes achados ndo possam ser extrapolados para a espécie, uma
vez que as amostragens por sexo, local e estacdo do ano nao foram equitati-
vamente distribuidas e 0 nimero de animais amostrados seja pequeno. No en-
tanto, a presenca do ectoparasita nesta pequena populagéo de primatas pode
justificar tal resposta imunoldgica.

A contagem total de eritrécitos, teor de hemoglobina e hematdcrito fo-
ram superiores em animais jovens, quando comparados as contagens em es-
pécimes adultos. Campbell (2007b), Campbell e Ellis (2007) e Reagan et al.
(2008) mencionaram que primatas machos adultos apresentam contagens de
eritrocitos, teor de hemoglobina e hematdcrito maiores, em comparacao com as
fémeas adultas, o que também foi possivel constatar neste estudo.

A excitacdo e esfor¢co decorrentes da captura e contencao induzem a
contracdo esplénica e consequente aumento do hematdécrito, quadro de
leucocitose e linfocitose transitérias (devido a liberacdo de epinefrina)
(SCHALM, 1975), mas o uso do anestésico, a exemplo dos farmacos
dissociativos (cetamina, tiletamina, por exemplo) reduzem este efeito (THRALL,
2004; CAMPBELL, 2007; FLAIBAN et al., 2008; SANCHEZ-SARMIENTO et al.,
2015).

Conforme apontado por Ives (1956), a captura consiste em um fator
indutor de estresse agudo, resultando assim em alteracdes nos parametros
hematolégicos, compativeis com o quadro de estresse do grupo estudado. De
acordo com Moore (2000) ndo ha grandes diferencas nas contagens de células
entre as diferentes espécies de primatas, a excecdo da contagem de plaquetas
(Wirz et al., 2008). Assim como nos demais estudos com primatas, devem-se
considerar outros fatores como a condicdo nutricional, status fisiol6gico,
relacbes intra-grupo, além das condi¢cdes climaticas (ALMOSNY, 2009;
SANCHEZ-SARMIENTO, 2015).

Vie et al. (1998) em sua pesquisa com Alouatta seniculus nas areas de
influéncia da hidrelétrica de Petit Sault, na Guiana Francesa, em condi¢coes de
habitat e agentes estressores similares detectaram diferencas significativas
entre os valores de leucadcitos, linfocitos e plaquetas entre adultos e jovens. Os

estudos de Sanches-Sarmiento et al. (2015), em que 0s animais recém
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capturados e mantidos em cativeiro por um periodo, tiveram seus parametros
significantemente alterados pelos mesmos agentes estressores comprovam a
interferéncia sobre as variaveis bioldgicas.

Nenhum dos estudos anteriores avaliou a influéncia das variaveis
meteoroldgicas sobre os parametros hematolégicos, enquanto que este estudo
registrou maiores indices de CHCM e HCM na estacdo chuvosa e indices
significantemente superiores de Proteinas Plasmaticas Totais durante a
estacdo seca (verdo). A menor disponibilidade hidrica da estacdo seca pode ter
influenciado o grau de hidratacdo dos animais, reduzindo comparativamente as

concentracdes de proteinas, em gramas por decilitro de plasma (JAIN, 1993).

6.3. Bioquimica Clinica

Com frequéncia, o perfil bioguimico sanguineo ¢é utilizado para
determinar a saude de pacientes mamiferos ndo domésticos. De acordo com
Almosny (2009), as avaliacbes bioquimicas mais comumente utilizadas em
primatas sdo as proteinas totais, a glicose, o acido urico, AST (aspartato-
aminotransferase), CK (creatinoquinase), fosforo, creatinina, ureia, LDH
(lactato-desidrogenase), sodio, potassio, cloretos, gasometria e eletroforese de
proteinas. A avaliacdo destes componentes auxiliam no diagndstico e avaliacao
da funcdo renal, hepato-biliar, das injurias musculares, auxiliam na
compreensdo do equilibrio hidro-eletrolitico, bem como os disturbios acido-
bésico metabdlicos.

Assim como nos estudos de Larson et al. (1997), SANTOS (1999),
Boaretto et al. (2010) com outras espécies de primatas, o presente estudo
obteve o perfil bioquimico da espécie e analisando 0s seguinte parametros:
AST, ALT (alanina-amino-transferase), FA (fosfatase alcalina), GGT (gama-
glutamil-transferase), LDH, ureia, creatinina, bilirrubinas, albumina, CK,
proteina total sérica, colesterol, triglicerideos, calcio, fésforo, sodio, potassio,
cloretos e magnésio.

E importante ressaltar que os resultados encontrados neste estudo

referem-se a uma Unica amostragem, e por essa razao, nao tém a pretensao
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de inferir sobre lesbes ou o estabelecimento de processos moérbidos dos
sistemas. A avaliagdo da integridade morfo-funcional dos sistemas analisados
somente poderia ser consistente mediante 0 acompanhamento e realizacdo de
sucessivas amostragens (KANEKO et al.,, 2008). O conjunto de dados aqui
demonstrados servirdo como “baseline” para estudos com outras populacdes
da espécie ou ainda outros primatas congéneres de vida livre (BURNS et al.,
1967).

A populacdo amostrada na fase experimental deste estudo apresentou
indices significantemente superiores da atividade sérica de AST e CK, quando
comparados aos congéneres de cativeiro (A. g clamitans). De acordo com as
descricOes de Almosny (2009), este padrdo era esperado diante do episddio de
estresse agudo a que os animais de vida livre sdo submetidos. Diferente dos
animais cativos habituados a presenca humana, a manipulacdo e a contencéo,
os guaribas de méos ruivas de vida livre jamais tiveram contato com nenhuma
dessas situacoes.

A semelhanca de mamiferos domésticos, nota-se aumento da atividade
sérica ou plasmatica de AST, LDH e CK nas lesdes musculares em primatas. A
atividade sérica de CK aumenta em razdo da atividade muscular durante os
procedimentos de captura e contencéo, precedendo o aumento de AST e LDH
(CAMPBELL, 2007a). A atividade sérica de LDH e AST também esteve
significantemente elevada nos animais de vida livre deste estudo, reiterando
também os resultados de Vie et al. (1998).

A avaliacdo laboratorial do metabolismo hepatico nos primatas se deu
pela mensuracdo da atividade sérica de LDH, ALT, AST, FA, GGT, bilirrubinas,
colesterol, bem como as concentracdes séricas de produtos hepaticos como
albumina, ureia. No entanto, o perfil encontrado para todos os grupos nao
apontou alteracdes compativeis com lesdo ou comprometimento da integridade
funcional do 6rgdo. A Unica enzima com atividade sérica significantemente
superior nos adultos foi a gama-glutamiltransferase (GGT), todavia n&o foi
possivel fazer qualquer associagao deste “aumento” com a faixa etaria.

No tecido hepatico a atividade de ALT é alta e acredita-se que a
atividade aumente com lesdo, enquanto o aumento da atividade sérica de AST
ocorra somente quando ha morte celular (WILLARD et al., 1999). GGT é

considerada uma enzima de indugdo, no entanto esta presente em baixas
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concentragdes nos hepatdcitos, no epitélio de ductos biliares, na mucosa
intestinal e outros tecidos do corpo (KANEKO et al., 2008). Apesar de sua
atividade sérica significantemente maior nos animais jovens no inverno, nédo se
pode fazer qualquer associacdo sazonal. Neonatos e animais jovens de
espécies domeésticas apresentam atividade sérica comumente elevada desta
enzima (LASSEN 2007), o que também pode ser notado para a espécie de
primata neotropical.

A mensuracdo da atividade sérica de lactato-desidrogenase €
considerada um teste inespecifico para a doenca hepatica em primatas; é
necessario o perfil da isoenzima LDH para determinar a causa de seu aumento
de atividade (LASSEN, 2007).

A atividade sérica de fosfatase alcalina foi significantemente maior nos
primatas jovens, quando comparados aos adultos. Em todas as espécies
ocorre aumento de atividade sérica de ALP (FA) quando h& maior atividade
osteoblastica (KANEKO et al.,, 2008). O autor pondera que esse aumento
costuma ser discreto e € detectado em animais jovens em fase de crescimento,
nos quais a atividade da enzima esta na faixa de normalidade para adultos.

De acordo com Almosny (2009), a estrutura das vias urinarias de
macacos muito se assemelha a de humanos, salvo algumas pequenas
variacfes morfologicas que ndo chegam a influenciar na osmolalidade, quando
comparada a urina humana. Segundo a autora, a elevacdo dos niveis séricos
de ureia e creatinina sdo um forte indicio de insuficiéncia renal aguda ou
cronica, embora o aumento possa ocorrer em situacbes de catabolismo
proteico, nas infec¢des, traumatismos ou hemorragias digestivas. A ureia sérica
€ mais sensivel que a creatinina nas situacfes de diminuicdo do fluxo urinario e
sua elevacao precede a creatinina nas oligurias e desidratacdo (KANEKO et
al., 2008)

Os niveis séricos de creatinina foram significantemente superiores nos
animais adultos deste estudo. Em funcdo da espécie e do sexo, pode haver
secrecdo de pequena quantidade de creatinina nos tubulos renais, como em
pacientes humanos do sexo masculino (FETTMAN e REBAR, 2007). Fatores
como as citocinas que provocam o0 aumento do catabolismo muscular
enddgenos na caquexia causada por septicemia ou cancer, podem aumentar a

liberag&o e producéo de creatinina WILLARD et al. (1999).
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O caso dos guaribas de méaos ruivas em particular, pouco se tem
documentado a respeito do metabolismo proteico, assim como para muitas
espécies neotropicais (ALMOSNY, 2009). A dieta da espécie parece ser
predominantemente frugivora, alternando o consumo de folhas jovens maduras
e botbes florais de diversas espécies vegetais, conforme a disponibilidade e
estacdo do ano (BONVICINO et al., 1989; JARDIM e OLIVEIRA, 1997b; PINA
et al., 2002; SOUZA et al., 2002). Devido as diferentes estratégias de
forrageamento entre ambientes e estacdes do ano, torna-se bastante complexa
a compreensdo dos niveis proteicos consumidos e metabolizados pelo primata.

Ainda a respeito das variaveis influenciadas pela dieta dos espécimes,
as concentracoes de colesterol sérico dos animais de vida livre apresentaram
niveis trés vezes menores, quando comparados aos congéneres de cativeiro.
Mesmo com jejum de pelo menos 12 horas para ambas as populacdes
amostradas, a composicdo da dieta influencia significantemente o0s niveis
séricos de colesterol, promovendo aparente desbalan¢co nos mecanismos de
sintese e excregao.

A verificag@o da funcéo renal € complementada com a avaliagdo sérica
de calcio, fésforo, sédio, potassio e provas de depuracédo (POLZIN et al., 1995).
Devido a falta de parametros referéncia para a maioria dos eletrdlitos aferidos,
os indices de fésforo, calcio, sédio e potassio parecem estar dentro do intervalo
esperado para o grupo. Cloretos, sodio, fosforo, potassio podem se elevar ou
diminuir em diversas situacdes, dentre elas a desidratacdo hipo e
hipernatrémica e esforco fisico, atuando como reguladores do balanco
hidroeletrolitico dos primatas (ALMOSNY e MONTEIRO, 2006).

Os indices de magnésio encontrados para Alouatta belzebul
apresentaram-se inferiores aos de outras espécies (Alouatta seniculus e
Alouatta pigra). Varios distlrbios metabdlicos e enddécrinos estdo associados a
hipomagnesemia, inclusive a diabetes melito, hipofosfatemia, podendo
acarretar perda concomitante de K e calcio (FETTMAN, 2007; KANEKO et al.,
2008).

Sabe-se que em um primata adulto, a agua corresponde a cerca de
60% do peso corporal e nos neonatos a agua alcanca 85% e, por isso a
desidratacdo causa efeitos graves rapidamente (ALMOSNY, 2009). As

necessidades e a taxa metabodlica de animais jovens, menores que os adultos
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da mesma espécie, sao relativamente maiores (FETTMAN, 2007). A
mensuracao dos eletrélitos dos espécimes clinicamente saudaveis contribuem
para a compreensao dos parametros fisioldégicos do equilibrio hidro-eletrolitico
da espécie.

Existem alguns estudos destes parametros para 0S primatas
neotropicais em cativeiro (SOUSA-JUNIOR, 2007), mas poucos estudos com
animais de vida livre (VIE et al. 1998; THOISY et al., 2001; ROVIROSA-
HERNANDES et al.,, 2012). Os poucos registros possuem perfis bastante
similares no que diz respeito a maioria das variaveis, inclusive sobre a
concentracdo das proteinas plasméticas e séricas.

Estudos como os de Rovirosa-Hernandez et al. (2012) com Alouatta
seniculus na Guiana Francesa apresentaram valores de albumina e proteinas
totais séricas muito similares aos encontrados para o congénere da amazonia
brasileira. Em ambos estudos, concentracdo de albumina e os teores de
proteina total sérica parecem flutuar proporcionalmente mediante as situacfes
de desidratacdo, sem qualquer associacdo com doenca hepatica ou distarbios

gue cursem com hipoproteinemia.

6.4. Imunofenotipagem e Avaliacdo Quantitativa de Linfocitos

O primeiro resultado inédito evidenciado pela imunofenotipagem diz
respeito a reatividade das duas espécies de primatas do Novo Mundo (Alouatta
guariba clamitans e Alouatta belzebul) aos anticorpos anti-CD3 e anti-BSAP
PAX5, especificos para linfocitos humanos.

Estudos com primatas ndo humanos tem mostrado que seus linfdcitos
possuem morfologia e algumas moléculas de superficie bastante semelhantes
aos da espécie humana (HAYNES et al.,, 1982). Estes achados denotam a
proximidade de parentesco evolutivo entre ambos, diante da capacidade de
anticorpos monoclonais identificarem antigenos leucocitarios humanos
(TERREL et al., 1977; TORLAKOVIC et al., 2002).

Desde 1977, Terrel e colaboradores ja realizavam estudos em que
foram detectados os primeiros antigenos de superficie em linfocitos de

macacos rhesus (Macaca mulata), detectando estruturas receptoras de
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imunoglobulinas para fixagdo do complemento, semelhantes aos linfocitos da
espécie humana. Em 1979, Parham et al. utilizando anticorpos monoclonais,
conseguiu concluir que humanos possuiam alguns epitopos monomorficos,
enguanto que em algumas espécies de primatas eles se apresentavam como
polimorficos.

Alguns anos mais tarde, Letvin et al. (1983) testaram e confirmaram a
ligacdo de células T do sangue periférico de varias espécies de primatas
(hominideos, pongideos, lorsideos, lemurideos, cercopitecideos, aotideos e
calitriquideos) utilizando um painel de anticorpos monoclonais com
especificidade para linfocitos T humanos. Detectaram polimorfismos nas
estruturas das populacdes de CD4 e CD8 e, naguela época, ja apontavam seu
potencial prognéstico como marcador da susceptibilidade a doencas e,
funcionalmente, com fatores causadores de doencas. Este estudo sugeriu,
portanto, que espécies do mesmo género (estreitamente relacionadas em sua
filogenia), compartilham estruturas de superficie muito semelhantes.

Neste trabalho, intrigantemente, 100% dos individuos da espécie
Alouatta guariba clamitans (5/5) marcaram positivamente durante a fase teste,
enquanto na fase experimental, apenas 20 individuos da espécie Alouatta
belzebul (74%) foram reativos. Vale ressaltar o processamento imediato das
amostras da fase piloto, enquanto que as amostras da fase experimental
permaneceram até quatro meses na solucdo fixadora, aguardando
processamento; o que pode ter influenciado na imunorreatividade dos epitopos.

Conforme as recomendacBes de Suthipintawong et al. (1996), as
amostras foram fixadas em alcool absoluto (etanol 100%), apds a secagem ao
ar livre. Segundo os autores, este método de fixacdo preserva morfologia e
imunorreatividade, mas pode ocasionar uma coloracdo de fundo, minimizada
pelo blogueio da peroxidase enddégena. Laminas totalmente secas ao ar livre,
seguidas de etanol 100% possuem melhor qualidade do material fixado, com
menor perda de células durante as etapas de marcacdo (CHIVUKULA e
DABBS, 2008).

Aléem dos fatores inerentes ao processo de armazenamento das
amostras, alguns autores mencionam ainda que alguns antigenos de superficie
celular se ativam ou modificam sua conformagéo devido a presenca de algum

patdgeno no organismo ou estado clinico do hospedeiro. Clark et al. (1983)
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testando anticorpos monoclonais em diferentes espécies (catarrinos e
platirrinos) verificou que dentro da mesma espécie, alguns anticorpos
monoclonais reagiram com alguns individuos, outros ndo. Este autor repetiu
amostras de um mesmo individuo atelideo (Ateles fusciceps) verificando
reatividade variavel; concluindo, portanto, que o estado de salde ou variaveis
hereditarias poderiam entéo, influenciar a auséncia ou presenca dos antigenos.

A complexidade das moléculas de superficie, inclusive CD3, vem sendo
estudada desde a década de 80 em primatas ndo humanos, com vistas a
compreender melhor os fendbmenos imunoldgicos de interagdo celular e
imunidade do individuo (BORST et al., 1982; NOOIJ et al., 1986a; NOOIJ et al.,
1986b; NOOIJ et al.,1986¢).

No sangue periférico dos humanos e roedores, CD3 é expresso em 90-
95% das células T (KUNG et al. 1979) expresso em alta intensidade nos
linfocitos T maduros e em baixa intensidade nos linfocitos imaturos
(LEDBETTER et al. 1981). O complexo CD3 consiste em trés cadeias
polipeptidicas: duas glicoproteinas com uma massa molecular de 25 kDa
(cadeia gama), 20 kDa (cadeia sigma) e uma néo glicosilada (cadeia épsilon)
de 20 kDa (BORST, et al.1982)

Por meio de anticorpos monoclonais foi demonstrado que CD3 esta
envolvido na funcdo das células T humanas de varias maneiras: como
transdutor de sinais trans-membrana durante o reconhecimento do antigeno
pelo receptor, envolvido na inducdo de fosfoinositida, hidrélise e mobilizagéo de
calcio (BORST et al, 1982).

Como marcador de células B, o anticorpo monoclonal anti-BSAP PAX 5
se mostrou eficaz para marcacao dos mesmos 20 animais CD3+. A escolha do
anticorpo monoclonal pan pre-B e pan-B cell, baseou-se nas descricbes de
Torlakovic et al. (2002), Tiacci et al. (2004) e Barcelos et al. (2009) que o
classificam como excelente marcador para deteccdo de precursores a células
maduras da linhagem B. Torlakovic et al. (2002) afirmaram ser melhor que
CD20 no diagnostico da leucemia linfoblastica e Tiacci et al. (2004)
confirmaram sua superioridade em relagdo ao correlato CD79. Os sete animais
remanescentes foram negativos para CD3 e PAX5, talvez em fung&o do tempo

prolongado de armazenamento.
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Quanto ao método de quantificacdo e identificacdo de subpopulactes
de linfdcitos, o mais utilizado na literatura internacional tem sido a citometria de
fluxo (LOKEN et al. 1990). Devido a expressao dos antigenos de superficie nédo
ser restrita apenas a uma linhagem celular, muitas vezes as caracteristicas de
dispersdo de luz tem sido utilizada para diferenciar a imunofluorescéncia
associada aos linfocitos (SALZMAN et al. 1990). Todavia, para este painel de
anticorpos, o método imunocitoquimico se mostrou satisfatério; permitindo a
diferenciacéo clara dos diferentes imunofenotipos no material citolégico.

Estudos interespecificos com o virus HIV (humanos e primatas) tém
evidenciado as fontes de variabilidade em contagens repetidas de linfocitos T
CD4, mesmo com métodos automatizados (MALONE et al. 1990). Segundo os
autores, as flutuacdes diarias nas contagens de linfocitos T CD4 em pacientes
humanos soropositivos foram atribuidas ao ciclo diario préprio da linhagem
celular e as diferencas inerentes ao processo de contagem total de linfécitos,
mesmo que realizadas por um citémetro de fluxo.

O estudo de Reimann et al. (1994) com Macaca mulatta enfatizou a
importancia de se estabelecer “gates” de aquisi¢cao de linfocitos, que incluam a
maior parte dos linfocitos pra que os estudo seja reprodutivel. A definicdo de
um “estreito” sitio resulta em perdas significativas de subpopulacdes de
linfécitos. Os autores mostram a distribuicdo desuniforme dos subconjuntos
celulares dentro dos sitios de dispersdo da luz, esclarecendo que células B
possuem menor dispersao frontal e lateral, enquanto que CD8. apresentam
configuracdo oposta. Dessa forma, sugere-se que o aparelho seja
adequadamente calibrado para que mais de 90% dos linfécitos sejam incluidos
na contagem.

Os valores médios do percentual de linfécitos T e B circulantes
registrados por este estudo, em Alouatta belzebul foram 51 e 31%,
respectivamente, caracterizando o predominio de linfécitos com o
imunofendtipo T. Esta proporgéo corresponde a prevista por Park et al. (1992),
Bittar et al. (2004), Moraes et al. (2009), Pessa-Morikawa et al. (2004) com a
espécie bovina, Claman (1972), Terrell et al. (1977), Barton et al. (1984),
Sandusky et al. (1986), Ahmed-Ansari et al. (1989), Gust et al. (1992), Reimann
et al. (1994) com primatas ndo humanos e dentro dos intervalos
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tradicionalmente preconizados para equinos, caninos, felinos, ovinos, suinos e
felinos (TIZARD, 2014).

Estudos com a espécie bovina vém sendo intensamente
desenvolvidos, com o intuito de evidenciar aspectos relativos a “resisténcia”
das racas e seu potencial para cruzamentos. Bittar et al. (2004) identificaram
diferentes perfis fenotipicos de linfécitos T e B circulantes em bovinos de
origem europeia, considerando as racas Hereford, Pardo Suica e Holandesa.
Esses autores obtiveram 65,8%, 56,9% e 43,1% de linfocitos T,
respectivamente, 14,9% de linfécitos B nos animais Hereford e Pardo Suica e
18,58% nos Holandeses. Os autores sugerem que o perfil fenotipico do sangue
periférico de bovinos europeus pode influenciar no padrao da imunidade clinica
apresentada pelos animais, relacionando o menor nivel de linfocitos T (CD4 e
CD8) em animais da raca Holandesa a sua susceptibilidade a infec¢des por
Babesia spp.. Enquanto maiores niveis de linfocitos T justificariam a maior
resisténcia da raca Hereford as infec¢des parasitarias.

Esta mesma proporcao de linfécitos T: B foi identificada por Park et al.
(1992), Pessa-Morikawa et al. (2004) e Moraes et al. (2009) na espécie bovina.
Bovinos da raca curraleiro, conhecidamente denominados “resistentes”
(JULIANO, 2006; MORAES et al. 2009), expostos a babesiose e leptospirose
apresentaram o mesmo perfil linfocitario, além de nenhuma alteracao
hematoldgica, clinica ou bioguimica que denotasse estado morbido. Ao
contrario, as evidéncias sugerem que 0S animais apresentaram imunidade
contra tais agentes, sem manifestacdo clinica de doenca, indicando resisténcia
ou adaptacao suficiente ao hospedeiro.

Em um estudo longitudinal, Ayoub e Yang (1996) verificaram que as
contagens de linfécitos totais de bovinos permaneceram elevadas e
semelhantes até os seis meses de idade em todos os animais avaliados, sendo
gue o numero de linfécitos T declinou a partir do sétimo e oitavo més de idade.
Para a linhagem B, houve um aumento gradativo sem nenhuma causa
aparente, uma vez que 0S animais apresentavam-se clinicamente sadios.
Neste estudo com a espécie de primata amazoénico, nao se pode inferir sobre o
aumento ou diminuicdo de alguma série linfocitaria, pois os animais foram

amostrados uma Unica vez.
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De acordo com Jain (1993), uma diminuicdo no numero de linfocitos
com a idade poderia ser esperado pelo declinio priméario de linfécitos T, em
razdo da diminuicdo da funcdo do timo; enquanto o numero de linfocitos B
permanecia relativamente estavel. Nem um dos padrées mencionados por este
autor para as variaveis linfocitarias foi observado neste estudo. Os linfocitos T
dos adultos tiveram seus valores médios maiores que os jovens e os linfocitos
B significantemente superiores nos adultos.

Os machos obtiveram valores médios de linfocitos T e B superiores aos
das fémeas, mas sem significancia estatistica. Pessa-Morikawa et al. (2004)
também encontraram este padrdo de linfécitos T superior nos machos,
trabalhando com bovinos. Ndo foram encontradas pesquisas envolvendo
primatas ndo humanos que correlacionassem a influéncia do fator sexo nas
subpopulacdes de linfécitos.

Alguns fatores ambientais também foram ponderados neste estudo,
com o objetivo de verificar se as estacdes do ano ou covariaveis extrinsecas
poderiam influenciar o perfil imunolégico dos primatas. Temperatura, umidade e
pluviosidade foram verificadas ao longo do ano de 2015, juntamente com as
caracteristicas fitofisiondmicas dos locais de captura. Quando agrupados
sazonalmente, mesmo com o0s niveis de pluviosidade significantemente
diferentes entre verdo e inverno amazobnicos, ndo foram identificadas
diferencas estatisticas. As subpopulacdes de linfécitos T e B registraram
valores médios superiores no inverno chuvoso, quando a temperatura
registrada € um pouco mais baixa, a precipitacdo praticamente quadruplica
seus indices, caracterizando um periodo de chuvas torrenciais na floresta
amazoénica (GOUDING et al., 2003).

Apesar dos diferentes pontos de captura dos espécimes (ilhas e
margem), do ponto de vista imunoldgico, talvez exista uma certa uniformidade
de variaveis externas. Em suma, apenas duas fitofisionomias foram detectadas
nos diferentes pontos de captura; a perturbacdo das areas pela movimentacao
das maquinas e por ultimo, a macro regido ser endémica de malaria, febre
amarela e leishmaniose tegumentar (MS, 2016), configuram pontos em comum.
Adicionalmente, o clima da regido tropical umida, caracterizado por altos niveis

de precipitacdo pluviométrica e poucos meses de déficit hidrico (SUDAM,
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1994), poderia nao afetar de forma significativa a oferta de recursos (JARDIM e
OLIVEIRA, 1997).

Os desafios imunolégicos das espécies de primatas frente aos agentes
infecciosos tem sido amplamente analisados, como preditivos de doencas em
humanos (BORST, et al., 1982; NEUBAUER et al., 1983; BARTON et al., 1984,
NOOIJ et al., 1986a; NOOIJ et al., 1986b; NOOIJ et al., 1986¢; SCHIMITZ et
al., 1999).

Do mesmo modo que a proximidade filogenética entre as espécies
permite estudos que beneficiem o homem, tamanha similaridade facilita o
transito de agentes infecciosos originalmente animais, para a espécie humana
(CALVIGNAC-SPENCER et al., 2012). Estudos como os de Carneiro et al.
(2004) utilizando Sapajus apella como modelos experimentais de infec¢éo para
Leishmania infantum chagasi, Langermans et al. (2000) para o Plasmodium
falciparum e P. vivax em Aotus azarae ssp. boliviensis, Hendrickx et al. (2002),
Vasconcelos (2010) para a febre amarela abordam ainda, o potencial dos
primatas como sentinelas bioldgicas frente a surtos de zoonoses emergentes.

No que diz respeito ao habitat, cabe ressaltar o nivel de fragmentacao
e 0s estagios de sucessao ecoldgica que as florestas da regido se encontram.
O dominio vegetal predominante nos fragmentos florestais em terra firme
amostrados foi classificado como “Floresta Ombréfila Aberta com Cipés”
(LEME, 2008). Esta classificacédo fitofision6mica denota o grau de perturbacao
da area, uma vez que a presenca macica dos cipés (lianas) esta estreitamente
relacionada com a degradacdo da area (LAURANCE et al., 2001). As lianas
compreendem um grupo vegetal menos exigente e oportunista, que prolifera
principalmente em areas degradadas (NASCIMENTO e LAURANCE, 2006).

Estudos recentes associam a presenca de florestas infestadas por
cipés (“liana-infested-forests”) a perturbagao do habitat e sugerem que estas
sejam um indicador de fragmentacdo das florestas tropicais (TYMEN et al.,
2016). Evidentemente, a fragmentacdo florestal prejudica, portanto, o
estabelecimento de populacdes viaveis de primatas (RYLANDS et al., 1997;
CHAPMAN et al., 2013).

O isolamento das populacfes de primatas de vida livre, em decorréncia
do desmatamento, dos efeitos de borda e das mudancas na composicio

floristica interfere diretamente no seu status imunolégico e configuram a
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principal ameagca ao taxon (KOWALEWSKI et al., 2015). O cenério de
isolamento intra-grupo das populacdes de Alouatta belzebul na regido de
estudo parece iminente, uma vez que os indices de salvamento dos espécimes
de cada bando € extremamente variavel e a soltura dos espécimes acontece
nos remanescentes florestais com caracteristicas diferentes do original.

A separagao social nos primatas n&do humanos (mée-filhote ou par a
par) tem demonstrado afetar os parametros cardiacos, temperatura corporal,
padrdes de sono, os niveis de cortisol (CLAMAN, 1972) e consequentemente a
resposta imune (BOCIA et al. 1989). O contato dos infantes com adultos
aléctones pode influenciar negativamente a resposta imune, modulando a
reposta imunoldgica frente a um agente estressor. Experimentos com macacos
rhesus juvenis (GUST, et al. 1992), removidos do contato materno em
diferentes idades, demonstrou reducéo significativa dos niveis de 1gG, linfocitos
T CD4 (-56,9%), T CD8 (-57,6%) , seguida de elevacao drastica dos niveis de
cortisol (+43,9%).

Diante dos desafios imunolégicos a que estes animais estdo
submetidos constantemente, presume-se que o perfil imunolégico encontrado
corresponde ao status 6timo de sobrevivéncia, conforme deduzido por Graham
et al. (2010). De acordo com estes autores, a pressao exercida por parasitas e
agentes infecciosos e ambientais deveria favorecer 0s mecanismos de
resisténcia e de uma forte imunidade. Entretanto, um sistema imunolégico
efetivo implica gastos energéticos significativos; investimentos excessivos na
imunidade podem prejudicar outros mecanismos-chave de sobrevivéncia, como
a capacidade reprodutiva. O custo de respostas imunolégicas elevadas sao tais
que, em média, os animais desenvolvem “6tima”, em vez de maxima

imunidade.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Os registros morfométricos dos espécimes amostrados neste estudo
trouxeram evidéncias e indagacdes sobre a real colonizacdo dos ambientes
insulares do Baixo rio Xingu pelo complexo grupo polimérfico Alouatta belzebul.

A proximidade das ilhas com o continente no periodo de vazante pode ter
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facilitado o acesso de populacbes de ambas margens, que em tese, seriam
isoladas pela grande barreira geogréfica.

Os aspectos clinico-patologicos associados as variaveis ambientais
revelaram a capacidade da espécie em sobreviver em ambientes perturbados,
e o0 respectivo impacto clinico, em nivel populacional. As variaveis ambientais
influenciam sim, o perfil das variaveis hematolédgicas e bioquimicas, no entanto
de maneira distinta, nas diferentes situacdes de estresse.

Sem duavida, um sistema imunologico funcional é fundamental para a
sobrevivéncia em ambiente natural, principalmente diante dos inumeros
desafios imunoldgicos inerentes ao ambiente em que a espécie esta inserida.
O estabelecimento dos parametros clinico-patoldgicos de populagdes
saudaveis permitira o reconhecimento dos limites entre saiude e doenca, bem
como servir de referéncia para estudos que visem a conservacao do taxon.

Ainda que os animais estejam submetidos a fontes de estresse
continuo e dispendendo grande energia para estabelecer uma resposta imune
eficaz, sua plasticidade adaptativa pode se esgotar. Esses resultados devem
servir de referéncia para futuros programas de manejo de guaribas,
minimizando os efeitos nocivos do estresse sobre os individuos, com vistas a
preservar as populacdes selvagens.

A caracterizacdo do status morfolégico e clinico-patolégico desta
populacdo selvagem de guaribas de maos ruivas almeja ainda, despertar o
interesse dos Orgdos ambientais reguladores para o risco iminente de
desaparecimento que a espécie esta inserida. Caso ndo sejam eliminadas ou
pelo menos mitigadas, a reducdo do habitat, o isolamento de populacées, o
compartilhamento de patégenos e a auséncia de politicas publicas especificas

de conservacao culminardo com a extingdo das populacdes in situ.
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8. CONCLUSOES

Os parametros biométricos obtidos para esta populacdo amazoénica de
Alouatta belzebul sdo bastante similares aos poucos estudos para a espécie e
para outros congéneres. Ainda que a espécie ndo possua dicromatismo sexual,
tais estruturas anatbmicas variaram significantemente em tamanho, entre os

sexos, permitindo até mesmo a diferenciacéo etaria do taxon.

Os parametros bioquimicos foram influenciados mais fortemente pela
idade dos espécimes, do que pelo sexo ou estacdo do ano. Os indices sdo
compativeis com outros estudos com o género Alouatta em vida livre, em que a

circunstancia do estresse foi semelhante.

Os parametros hematolégicos também apresentaram pouca distingdo
entre machos e fémeas. As diferencas estatisticamente relevantes foram
encontradas entre as diferentes faixas etarias e quanto as variaveis ambientais,

principalmente relacionadas a disponibilidade hidrica das estagdes.

A utilizacdo da técnica de imunofenotipagem das células linfoides
permitiu a caracterizacdo quantitativa das subpopula¢bes linfocitarias,
contribuindo para a compreensédo da resposta imunoldgica da espécie, frente

aos agentes estressores sazonais e infecciosos.
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10. ANEXOS
Anexo 01 - Autorizacdo de Captura, Coleta e Transporte de Material biol6gico
(ACCTMB), n° 473/2014_Arcadis, Naturae_ PSCAF _1 retif.
Anexo 02 — Autorizacao para Atividades com Finalidade Cientifica SISBIO

Anexo 03 — Atestado de aprovagdo CEUA



