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GUIMARAES, V.Y. Avaliagdo Clinico-Patolégica E Aspectos Da Imunidade
Celular De Primatas Neotropicais Frente A Exposicdo Prolongada De
Agrotoxicos: Estudo De Caso Na Amazodnia Meridional. 2021. 146p. Tese
(Doutorado em Animais Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO
O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos e, ao mesmo tempo, ocupa

a posicao de maior consumidor mundial de agrotéxicos. A utilizacdo intensiva de
pesticidas por meio da pulverizacdo por avido, trator-dispersor ou equipamento
manual, mesmo em total observancia as leis estabelecidas, leva a contaminagéo
de espécies ndo-alvo, incluindo populacbes selvagens de primatas neotropicais
(PNT). O objetivo deste trabalho foi investigar aspectos da imunidade celular e
as interacOes clinico-patologicas por meio das avaliacdes hematologica,
bioquimica, histopatolégica, toxicolégica e do imunofendtipo de linhagens
celulares de sangue periférico em uma populacdo de primatas neotropicais
exposta a agrotoxicos as margens do rio Teles Pires, dentro da area de influéncia
direta da Usina Hidrelétrica de Sinop, Mato Grosso, Brasil. Noventa e seis PNT,
entre nove espécies e sete géneros (Alouatta, Ateles, Chiropotes, Plecturocebus,
Mico, Aotus e Sapajus) apresentaram resultados negativos para a varredura
multiresiduos do plasma (447 pesticidas e metabdlitos) e quatro individuos entre
12 cadaveres revelaram a presenca de mesotriona, fipronil e bromuconazol em
figado e musculatura esquelética (LC-MS/MS, LC-QTOF/MS). Os parametros
hematolégicos, bioquimicos e histologicos ndo revelaram alteracdes
patognomonicas de intoxicacdo ou achados que pudessem ser diretamente
associados ao quadro toxicopatologico. A definicdo de um protocolo de
imunofenotipagem para nove espécies de primatas por meio da citometria de
fluxo (FACSAria I, Accuri C6) abre caminhos para compreensao da dinamica de
modula¢c&o imune frente aos desafios antigénicos ambientais. A caracterizacao
clinico-patologica das populacdes de primatas expostos a agrotoxicos na regiao
do norte mato-grossense evidenciou uma ameaca insidiosa e amplamente
desconhecida. Ainda que alguns achados ndo configurem forte associacao
causa-efeito, a exposicdo, a bioacumulacéo e a persisténcia de alguns pesticidas
em tecidos biologicos parece incontestavel. Esses resultados também podem
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subsidiar politicas publicas restritivas ou regulatérias quanto a pulverizacdo de
agrotéxicos, tanto local quanto nacionalmente.
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GUIMARAES, V.Y. Clinical-Pathological Assessment and Aspects of
Cellular Immunity in Neotropical Primates Facing Prolonged Exposure to
Pesticides: A Case Study from Southern Amazon. 2021. 146p. Tese
(Doutorado em Animais Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT
Brazil is one of the world’s largest food producers, at the same time, holds the

position of the greater consumer of agricultural pesticides. The intensive use of
pesticides by aerial or manual spraying, even in full compliance with established
laws, leads to contamination of non-target species, including wild populations of
Neotropical primates (NTP). The aim of this study was to investigate aspects of
cellular immunity and clinicopathological interactions through hematological,
biochemical, histopathological,  toxicological, and immunophenotypical
evaluations of peripheral blood cells, in a population of NTP exposed to pesticides
on the banks of the Teles Pires River, in the area of direct influence of the Sinop
Hydroelectric Power Plant, Mato Grosso, Brazil. Ninety six NPTs among nine
species and seven genera (Alouatta, Ateles, Chiropotes, Plecturocebus, Mico,
Aotus, and Sapajus) showed negative results for the multi-residue plasma scan
(447 pesticides and metabolites) and four individuals among 12 carcasses
revealed the presence of mesotrione, fipronil, and bromuconazole in the liver and
skeletal muscles (LC-MS/MS, LC-QTOF/MS). The hematological, biochemical,
and histological parameters did not reveal any pathognomonic changes of
intoxication or findings that could be directly associated with the toxic-
pathological picture. The definition of an immunophenotyping protocol for nine
primate species by flow cytometry (FACSAria Il, Accuri C6) opens avenues for
understanding the dynamics of immune modulation in the face of environmental
antigenic challenges. The clinicopathological characterization of the primate
populations exposed to pesticides in the northern region of Mato Grosso showed
an insidious and largely unknown threat. Even if some findings do not configure
a strong cause-effect association, the exposure, bioaccumulation, and

persistence of some pesticides in biological tissues seem unguestionable. These
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results may also subsidize restrictive or regulatory public policies regarding the
spraying of pesticides, both locally and nationally.
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1 INTRODUCAO

A perda e degradacdo do habitat, especialmente impulsionada pela
expansdo da agricultura, sdo algumas das principais ameacas a biodiversidade
(Pifa et al. 2019). Nas ultimas duas décadas, cerca de um décimo (~33milhdes
de km?) de todas as areas selvagens em todo o mundo foram convertidas para
usos de terra antropogénicos, sendo a América do Sul e a Africa as regiées mais
afetadas (Watson et al. 2016). Dado que a “pegada humana” continua a
expandir-se implacavelmente, especialmente para os biomas mais ricos em
espécies (Venter et al. 2016), o destino da biodiversidade sera cada vez mais
dependente de habitats modificados por humanos (Almeida-Rocha et al. 2017).

No mundo todo, 75% de todas as 512 espécies de primatas ndo-humanos
(PNH) tem suas populagcdes em declinio (Estrada et al. 2017), 65% estdo
ameacadas de extincdo, e 14% criticamente ameagadas (Chapman & Peres
2021). Aléem da caca, comércio ilegal, doencas infecciosas e espécies invasoras,
perdas adicionais de floresta provém da construcdo de barragens, rodovias,
ferrovias, mineradoras e da expansdo de comodities agricolas, resultando
invariavelmente no declinio das populacfes de primatas (Estrada et al. 2020).

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de alimentos, algodéo,
madeira, celulose e biocombustivel, mas também é o maior consumidor mundial
de agrotdxicos (Pignati et al. 2014). A utilizacdo intensiva de agrotoxicos, por
meio da pulverizac&o por avido, trator-dispersor ou equipamento manual, mesmo
em total observancia as legislacdes estabelecidas, leva a poluicdo dos
alimentos, das aguas, do ar, dos substratos, da populacdo do entorno e dos
animais, ou seja, contamina toda a biota, tanto na zona rural, quanto na urbana
(Hayes & Hansen 2017).

Devido a crescente resisténcia das pragas aos produtos quimicos,
grandes quantidades de novos compostos sdo aplicadas a cada ano para
proteger as colheitas, causando efeitos indesejaveis e aumentando os custos da
producédo de alimentos (Capmourteres et al. 2018). Essas substancias sao

intencionalmente dispersadas no ambiente e, além de controlar pragas, também
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atuam sobre outras espécies, causando sérios efeitos paralelos em espécies
ndo-alvo, uma vez que os residuos podem persistir no solo, agua e alimentos,
contaminando humanos e animais (Carvalho 2006; Hannah et al. 2020).

De acordo com o Instituto de Defesa Agropecuaria do Mato Grosso
(INDEA) e o Sindicato Nacional das Industrias de Defensivos Agricolas (SINDAG
- SINDICATO NACIONAL DAS INDUSTRIAS DE DEFENSIVOS AGRICOLAS
2017), o estado do Mato Grosso é o maior produtor nacional de soja e também
o maior consumidor nacional de agrotoxicos, detentor de 18,9% do consumo total
(Bombardi 2017). A literatura especializada tem associado a exposicdo aguda e
crénica aos agrotdéxicos com consequéncias para as saudes humana e animal,
tais como alteracbes hematologicas, imunoldgicas, reprodutivas, teratogenias,
disrupgdes hormonais e neurocomportamentais, além do desenvolvimento de
neoplasmas (Colborn et al. 1993; Pignati et al. 2014; IARC, 2012).

De modo similar aos trabalhadores rurais que se expdem aos pesticidas
por meio de inalag&o, ingestdo ou ainda por residuos nos alimentos e agua (em
ambiente ocupacional e residencial) (Mathur et al. 2005), primatas residentes e
circunvizinhos encontram-se igualmente vulneraveis (Krief et al. 2017). Segundo
Hayes & Hansen (2017), existem aproximadamente 85.000 ingredientes ativos
mundo afora, mas ainda estamos longe de esclarecer o0s riscos e 0s mecanismos
de toxicidade. Assim, a necessidade de uma compreensdo da resposta celular
apoés a exposicao de pesticidas é paradigmatica para elucidar perturbaces que
ocorrem dentro dos sistemas biologicos (Kartheek & David 2018).

Além do potencial oncogénico de alguns pesticidas (Giraudeau et al.
2018) por inducdo de mutacfGes somaticas, é preciso avaliar os efeitos de seus
metabdlitos, ja que as vezes possuem atividade endocrina mais potente que
seus compostos originais (Lu et al. 2015). Nao menos importante se faz
necessaria a validacdo da matriz biolégica de investigacdo. A exemplo do
glifosato e seu metabdlito AMPA que possuem eliminacdo urinaria bem definida,
a medicao de seus niveis na urina humana tem sido uma ferramenta poderosa
para definicdo dos valores de “ingestdo diaria aceitavel’ (ADI) (Niemann et al.
2015).

Camundongos expostos a bisfendis no periodo pré-natal apresentaram
mais células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ no bago e maior resposta de células Thl

e Th2 (lwata et al. 2004). PCBs (bifenilos clorados) elevaram a atividade sérica
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das enzimas hepaticas ALT, AST, GGT, além de bilirrubinas em humanos
(Serdar et al. 2014). Fipronil e fipronil-sulfona ja foram detectados em tecido
adiposo e cerebral de saimiris (Saimiri sciureus) apos intoxicacdo aguda, em
condi¢des de cativeiro (Demir et al. 2021). Investigacbes recentes mostram que
fungicidas triazélicos também parecem ter efeitos tdxicos em varios 6érgaos,
incluindo figado em animais (di Renzo et al. 2011; Wu et al. 2021).

Nesse contexto, os exames toxicopatoldégicos desempenham um papel
importante no diagndéstico de intoxicacdes indiretas e/ou acidentais (Fisk et al.
2005). Ainda que algumas substancias nao produzam lesGes patoldgicas tipicas,
dificultando o diagnostico (Poklis 1997), a deteccdo de determinados agentes e
seus metabdlitos podem contribuir para a compreensao da relacdo causa-efeito,
entre os valores encontrados e os achados clinicos (Haglock et al. 2008). A luz
da literatura especializada, n&o foi possivel encontrar qualquer estudo
envolvendo primatas ndo humanos que se propusesse investigar a matriz em
guestéo, sob condicbes reais de exposicdo ambiental.

As populagbes de primatas neotropicais (PNT), objetos deste estudo,
encontram-se as margens do rio Teles Pires, dentro da area de influéncia direta
da Usina Hidrelétrica de Sinop (UHE SINOP), estado do Mato Grosso, Brasil. A
area amostral estd inserida num cenario de intensa perturbacédo, com a utilizagéo
de agrotéxicos nas monoculturas de soja, cana, trigo e milho, com efeitos ainda
desconhecidos para a maioria das espécies de PNT. Ainda que os animais
estejam submetidos a fontes de estresse continuo e dispendendo grande
energia para estabelecer umaresposta imune eficaz, sua plasticidade adaptativa
pode se esgotar.

Desse modo, este estudo possui basicamente trés eixos estruturantes,
caracterizados nas seguintes indagagoes:

e Existem  achados clinico-laboratoriais, imunolégicos e
histopatol6gicos que relacionem a constante exposicdo aos

agrotoxicos com toxicidade?

e A exposicdo aguda e/ou crbnica aos agrotoxicos representa

bioacumulacdo nas espécies e matrizes testadas?

e E possivel fazer alguma relacdo da proximidade da lavoura com a

presenca de agrotoxicos nas matrizes biolégicas?
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Acreditamos que os resultados deste estudo aqui apresentados possam
prover referéncias para futuros programas de manejo in situ, minimizando o0s
efeitos nocivos dos pesticidas sobre os individuos e, desta forma, contribuir para

a conservacao das populacdes selvagens.
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2 OBJETIVOS

Com vistas aos eixos estruturantes acima mencionados, 0 objetivo
geral deste trabalho foi investigar aspectos da imunidade celular e as interacdes
clinico-patologicas em uma populacdo de primatas neotropicais exposta a
agrotéxicos na Amazonia meridional.

Como decorréncia a este objetivo geral, foram propostos o0s

seguintes objetivos especificos:

a — Caracterizar clinicamente os espécimes capturados da populagéo in situ de

primatas neotropicais, considerando os fatores: espécie, faixa etaria, sexo;

b — Detectar e quantificar a presenca de agrotoxicos selecionados no plasma e

tecidos de animais vivos e mortos, provenientes da regiao de estudo;

c — Caracterizar aspectos da imunidade celular de espécimes capturados da
populacdo in situ de primatas neotropicais, por meio da técnica de
imunofenotipagem de subpopulacdes celulares de sangue periférico valendo-se

da citometria de fluxo;

d — Verificar arelacdo entre a presenca dos agrotoxicos pesquisados e eventuais
alteracdes clinicas, hematoldgicas, bioguimicas, imunolégicas e histopatologicas

nos primatas neotropicais avaliados;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sistemas Agricolas x Conservacao

O primeiro paradigma da equagdo Sistemas Agricolas x Conservacéao diz
respeito a exponencial demanda por alimentos, atrelada ao crescimento da
populacdo humana (Laurance & Balmford 2013). Nas regides tropicais, onde a
populagdo cresce em ritmo acelerado, existe, portanto, a necessidade de
produzir alimentos de forma mais eficiente, reduzindo o desperdicio e otimizando
0 espaco e a resiliéncia das lavouras; neste sentido, uma das estratégias
adotadas € reduzir a area agricultavel associada a aplicacdo de pesticidas
(Laurance et al. 2014). A medida em que a agricultura se expande e se
intensifica, a questdo chave é o grau em que a biodiversidade resistira em
ambientes cada vez mais dominados por seres humanos (Wright & Muller-landau
2006; Laurance 2007).

Avaliacbes recentes, em nivel global, indicam a existéncia de 612 taxa
pertencentes a ordem Primates, dos quais 37% na categoria “Pouco
Preocupante”, 24% “Ameacado”, 22% “Vulneravel’, 11% “Criticamente
Ameacado” e 6% “Quase Ameacado”, de acordo com os critérios da International
Union for Conservation of Nature’s Red List (IUCN, 2020). Segundo esta
instituicdo referéncial, em todo o mundo, as espécies de PNH se enquadram em
alguma categoria de ameaca devido a atividades humanas, sob diferentes
formas e escala.

Nos ultimos anos, o elevado crescimento da populacdo humana traduziu-
se numa intensificacdo agricola em escala global, capaz de modificar a

paisagem, exercendo uma enorme pressdo sobre os habitats naturais de
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ocorréncia dos PNH, até mesmo em areas protegidas (Estrada 2013). Ainda que
amparadas por lei, a maioria das areas protegidas esta rodeada por, ou faz parte,
de uma matriz de ecossistemas alterados pela acdo humana (Oliveira & Estrada
2017).

Agroecossistemas correspondem a mais de um quarto da porcao terrestre
do planeta (aproximadamente 50 milhdes de km?), desde os sistemas mais
simplificados como as pastagens e monoculturas, até sistemas complexos como
as agroflorestas (Schroth et al. 2004). Em uma revisdo sobre o tema, Estrada et
al. (2012) apontam que 57 espécies de PNH em quatro regides — Mesoamérica,
Ameérica do Sul, Africa Subsaariana e no Sudeste asiatico — utilizam 38 tipos de
agroecossistemas como habitats temporarios ou permanentes.

No Brasil, h& relatos de diferentes espécies de PNT utilizando
agroecossistemas em diferentes biomas. Os estudos de (Agostini et al. 2010)
apontam que Alouatta g. clamitans e Alouatta caraya coexistem em ambientes
de florestas de eucalipto (Eucalyptus sp.) e araucarias (Araucaraia augustifolia)
na regido sul do pais, utlizando-se deste recurso como fonte de alimento e
abrigo. (Raboy et al. 2010) também detectaram diferentes padrbes de utilizac&do
do habitat das populacdes de Leontopithecus crysomelas que circundavam as
plantagdes de cacau da Mata Atlantica no estado da Bahia.

Segundo Estrada (2013), o desenvolvimento de modelos para aumentar
a conectividade da paisagem alterada e o ambiente florestal, na forma de
corredores temporarios ou permanentes, talvez favorecam a persisténcia a
meédio e longo prazo das populacdes de PNT em ambiente natural. Pouco se
conhece a respeito das estratégias de forrageio dos PNT, de sua area de vida,
do uso dos recursos alimentares e a sua sustentabilidade em ambientes
alterados pela acdo humana, principalmente em paisagens agricolas (Oliveira &
Estrada 2017). Diante deste cenario, torna-se premente a compreensao das
interacdes PNH x agroecossistemas, uma vez que tal entendimento auxiliara na
elucidacdo da capacidade de resiliéncia das populagdes frente aos desafios

imunoldgicos.
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3.2 Amazb6nia meridional e principais ameacas

A éarea de investigacdo do presente trabalho de pesquisa vincula-se
geograficamente ao empreendimento hidrelétrico localizado no rio Teles Pires,
na Bacia Hidrografica do rio Tapajos, afluente pela margem direita do rio
Amazonas, com poténcia instalada de 400 MW. O local do eixo da UHE Sinop
encontra-se no estado de Mato Grosso (11° 51° 51” S, 55° 30’ 09" O), nos
municipios de Itauba (margem esquerda) e Claudia (margem direita), sendo que
o reservatorio formado abrange, também, parte dos territérios dos municipios de
Sinop, Sorriso e Ipiranga do Norte (Novo Norte Ambiental (NNA) - Companhia
Energética Sinop (CES) 2013).

A UHE Sinop esta instalada em ambientes com formacdes florestais
alagaveis e de terra firme, bem como ambientes alterados pela acdo humana. A
Area de Influéncia Direta (AID) da UHE Sinop abrange o dominio amazonico,
com presenca de Floresta Ombrofila Aberta em grande parte da area. De acordo
com (Themag 2010) e NNA, (2013) essas formacoes florestais se desenvolvem
sobre o Planalto dos Parecis, na faixa intermediaria entre os Dominios da
Savana e da Floresta Amazobnica. Trata-se de regido marcada por elementos
vegetais de grande porte, entre 20 e 30m de altura, e arvores emergentes,
principalmente nas &reas do municipio de Italba, proximas ao eixo do
barramento.

Conforme apontado no diagnostico do Estudo de Impacto Ambiental
(EIA), a &rea total suprimida pelo reservatorio (337 km2) era composta, em sua
maioria, por vegetacdo florestal (62%); as porcbes remanescentes
correspondem a areas de vegetacao secundaria, agricultura/pastagem e corpos
d’agua. Entre as 62 espécies de mamiferos de médio e grande porte registradas
na regidao da UHE Sinop, 32 sofrem algum tipo de risco ou sofrerdo no futuro,
devido aintensa alteracao dos habitats observada na regidao (Themag, 2010). De
acordo com o EIA do empreendimento, da riqueza total de mamiferos terrestres,
13 espécies de PNT foram registradas na regido até 0 momento, com destaque
especial para a ocorréncia de duas espécies classificadas na categoria
“Vulneravel” (Ateles chamek e A. marginatus) (MMA 2014).

O Relatério de Impacto Ambiental (RIMA) e o Plano Béasico Ambiental
(PBA) do empreendimento sinalizaram que na regido onde se insere 0
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empreendimento ndo ha nenhuma Unidade de Conservacéo (UC) e encontra-se
bastante alterada, sendo observados esparsos fragmentos florestais
remanescentes. A regido corresponde, ainda, ao polo mato-grossense de
producdo agricola (Belo et al. 2012), marcado pelo plantio da soja e a
pulverizacdo aérea de agrotoxicos (Pignati et al. 2007), acdes que resultam na

deriva de componentes toxicos para fora do alvo desejado.

3.3 Pesticidas e os efeitos téxicos

Nos dias de hoje, a producédo e disseminacdo de xenobibticos no
ambiente aumentou; seres vivos estdo expostos diariamente a muitos deles e
seus metabdlitos, verificando-se efeitos compensatdrios, multiplicadores e
muitas vezes sinérgicos (Feron et al. 2002; Samet & Wages 2018). Estudos
realizados em humanos, em diversas espécies de animais (terrestres e
aquaticos), no solo e 4gua tém demonstrado os efeitos cumulativos (Ghisi et al.
2016) e negativos dos pesticidas sobre a saude dos individuos expostos
(Gasnier et al. 2009).

Os pesticidas séo classificados pela estrutura quimica e pelo organismo
alvo (Unsworth et al. 1999). A complexa diversidade de moléculas existentes
confere distintas propriedades fisicas e quimicas, resultando, portanto, em
diferente potencial toxicologico e comportamento no ambiente (Dutra De Armas
et al. 2007). As caracteristicas de adsorcdo e dessorcdo que determinam o
movimento de praguicidas, sua biodisponibilidade, degradacdo microbiana e
persisténcia dependem das propriedades da matéria organica, tamanho e forma
das particulas, solubilidade em &gua e coeficientes de particdo (Lalah & Wandiga
1996).

De maneira geral, a aplicacdo dos pesticidas € realizada por pulverizacéo
aérea ou terrestre, podendo ser manual ou mecénica. Durante a aplicacéo, cerca
de 30 a 50% da quantidade aplicada pode ser perdida para atmosfera por deriva
(van der Berg et al. 1999). A determinacao de pesticidas nas matrizes ambientais
(2dgua, solo, ar, plantas alvo) e em alimentos € apontada, portanto, como o ponto

de partida para o estabelecimento de processos que avaliem o risco potencial
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desses compostos para 0 ambiente, a salde humana e toda biodiversidade
(Falconer 2002).

Os efeitos nocivos que decorrem a partir de uma exposicao Unica, por
repetidas vezes ou persistentemente a longo prazo traduzem o que se conhece
por toxicidade aguda e crbnica (Poklis 1997). A biotransformacédo ou
metabolismo de um xenobidtico pode alterar dramaticamente sua distribuicdo e
acao, levando a desintoxicacdo e excrecdo, ou a bioativacdo e toxicidade
(Lehman-McKeeman 2013). A interacdo entre um agente tdéxico e um organismo
depende da dose que chega a um determinado local e da afinidade do
xenobidtico por esse local (Ettlin 2013). Em tubo de ensaio ou cultura de células,
€ em menor grau mesmo nas inoculagbes em cobaias, € possivel atingir
concentragdes raramente alcangadas no meio ambiente (Woollen 1993). Assim,
embora a interacdo de um ligante biolégico com concentraces muito altas de
um xenobibtico possa ser uma ferramenta Util para estudos mecanisticos, ela
nao retrata necessariamente o local de toxicidade desse mesmo xenobiotico em
concentracdes mais baixas (Haschek et al. 2010).

Nos ecossistemas aquaticos, Silva (2014) demonstrou os efeitos
genotoxicos do glifosato sobre o DNA dos eritrocitos de peixes (Astyanax sp.);
(Ma & Li 2015, Ma et al. 2015) também esclareceram os efeitos imunotoxicos e
as lesdes histopatolégicas em carpas (Cyprinus carpio). Os estudos com as
carpas avaliaram a toxicidade aguda da exposi¢cédo ao glifosato, detectando INF
-y, TNF —a, IL 1 — B nos rins, figado e bago em concentracdes elevadas, além
de vacuolizagdo citoplasmatica e picnose de hepatocitos, dilatagcdo de tabulos
renais e necrose focal esplénica.

Diferentes hipéteses de teratogenicidade (Dallegrave et al. 2003),
genotoxicidade (Prantl et al. 2018), além de imuno e citotoxicidade (Benedetti
2003), tém sido testadas experimentalmente. Benedetti (2003) detectou
incremento no numero das células de Kupffer e das fibras de reticulina nos
hepatécitos, fibrose discreta, além de reducdo das subpopulacdes de linfocitos
CD4+ e CD8+, no sangue periférico de camundongos tratados com a diluicdo de
1/10 da DLso de glifosato. Hipertrofia e necrose dos hepatdcitos da regido
centrotubular também foram observadas em camundongos, apos tratamento
com glifosato puro, por 24 meses na concentragdo de 20.000 ppm de alimento
(BIO/DYNAMICS 1994).
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Diversos pesticidas tém sido associados a tireoidotoxicidade por
disrupcéo e alteracdo da sinalizagcdo do hormonio tireoidiano (TH) (Leghait et al.
2010, Carles et al. 2017). O hormbénio em questdo estd implicado na
organogénese craniofacial (Bronchain et al. 2017) e, portanto, niveis maternos
ou neonatais anormais tém sido associados a displasias faciais, incluindo fenda
palatina e naso-labial em humanos recém nascidos (Rauh et al. 2012). O Unico
estudo em ambiente natural que relacionou displasias faciais em chimpanzés e
babuinos a pulverizac&o de clorpirifos, imidacloprida e DDT, sugere que embora
nao se consiga precisar a rota de absorcdo, os primatas podem ter como
principal via, aingestao de recursos alimentares contaminados (Krief et al. 2017).

No que concerne aos alimentos, a quantidade maxima de residuo de
determinado pesticida que pode ser aceita em cada alimento destinado ao
consumo humano é chamada de Limite Maximo de Residuo (LMR) (Botelho, et
al. 2012). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabelece os
valores de LMR ou tolerancia para alimentos destinados ao consumo humano,
porém estudos que avaliem o comportamento e destino dos pesticidas nas
regibes tropicais sao incipientes, quando comparados aos paises de clima
temperado (Capmourteres et al. 2018, Hannah et al. 2020).

A Tabela 1 sumariza as substancias ativas registradas, mais comumente
utilizadas no norte mato-grossense, principalmente nas culturas de soja e milho,
e autorizados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

e Embrapa.

Tabela 1. Principais ingredientes ativos registrados paras culturas

SOJA MILHO
mancozebe ciproconazol
picoxistrobina epoxiconazol
tebuconazol tebuconazol
azoxistrobina proticonazol
benzovindiflupyr trifloxistrobina
ciproconazol piraclostrobina
bixafem picoxistrobina
protioconazol metconazol




trifloxistrobina

fluxapiroxade

piraclostrobina

oxicloreto de cobre

SOJA

MILHO

teflubenzurom

teflubenzurom

clorantraniliprole

clorantraniliprole

metomil metomil
indoxacarbe indoxacarbe
clorpirifos clorpirifos

espinetoram

espinetoram

lambda-cialotrina

lambda-cialotrina

flubendiamida

flubendiamida

lufenurom

lufenurom

difubenzurom

difubenzurom

tiodicarbe

tiodicarbe

benzoato de emamectina

benzoato de emamectina

imidaclorpido

imidaclorpido

acetamiprido

acetamiprido

tiametoxam

tiametoxam

clorfenapir

clorfenapir

betaciflutrina

betaciflutrina

esfenvalerato

esfenvalerato

tiodicarbe tiodicarbe
SOJA MILHO
glifosato glifosato
2,4D atrazina
paraquat tembotrione
diquat mesotrione
haloxyfop nicosulfuron
cletodim
fenoxaprop
clorimurom

Fonte: www.agrofit.agricultura.gov.br (Abril, 2020).

23


http://www.agrofit.agricultura.gov.br/

24

MATERIAL E METODOS



25

4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas: fase piloto e fase de campo.
A fase piloto foi realizada gracas a colaboracdo de multiplas instituicoes
parceiras, seus dirigentes, residentes e funcionarios, que cederam gentilmente
0 espaco e disponibilizaram recursos humanos, viabilizando o estudo e
garantindo todo suporte necessario. Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de
Barros, CEMPAS, o Setor de Patologia da FMVZ, Unesp Botucatu, bem como o
Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL), USP foram as instituicées
parceiras durante a fase piloto. A fase de campo deste estudo foi concretizada
gracas ao esforco conjunto da unidade RCA (Residuos e Contaminantes em
Alimentos) do Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria-RS (LFDA-RS) do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, Porto Alegre),
LFDA-GO (MAPA, Goiania), bem como com o suporte e colaboracdo de Biota
Projetos e Consultoria Ambiental Ltda. e a companhia hidrelétrica Sinop Energia.

4.1 Base Legal e Normativa

O projeto recebeu autorizacdo (N° 60528-1) para atividades com
finalidade cientifica pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICM-Bio), assim como autorizacdo (certificado N° 0197/2017)
concedida pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, campus de Botucatu, da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (Anexos 1 e 2).

As amostras foram colhidas mediante anuéncia da companhia energética
Sinop Energia, bem como dos responsaveis pela Autorizacdo para Manejo de
Fauna Silvestre (AMFS) N° 353/2016. O Laboratoério de Patologia Comparada
de Animais Selvagens (LAPCOM), do Departamento de Patologia da Faculdade
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de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, (FMVZ-USP,
S&o Paulo) foi credenciado como instituicdo parceira do Programa de
Afugentamento e Resgate da Fauna Terrestre (PARFT), por meio de Declaracéo
de Aceite, protocolada no respectivo 6rgao licenciador (Anexo 3).

Os responsaveis por este projeto de pesquisa obtiveram ainda o cadastro
junto a plataforma SISGEN (Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado) (SISGEN AC3A0DG6) (Anexo 4).

4.2 Fase Piloto

4.2.1 Parque Zoologico Municipal Quinzinho de Barros

Entre os meses de setembro a novembro de 2018 foram realizadas
colheitas de amostras sanguineas de 12 PNH do Parque Zoolégico Municipal
Quinzinho de Barros (PZMQB), Sorocaba, SP!. A amostragem dos espécimes
ex situ objetivou a padronizacdo das técnicas de imunofenotipagem realizadas
por meio da citometria de fluxo, além de compor o grupo de animais “controle”

(sem contato direto conhecido com agrotoxicos).

Tabela 2. Primatas amostrados durante a Fase Piloto, PZMQB.

1 Sapajus nigritus FEMEA | ADULTO
2 Mico rondoni FEMEA | ADULTO
3 Aotus trivirgatus FEMEA | ADULTO
4 Aotus trivirgatus FEMEA | ADULTO
5 Chiropotes utahickae FEMEA [ ADULTO
6 Ateleschamek FEMEA [ ADULTO
7 Ateles marginatus MACHO | ADULTO
8 Alouatta seniculus MACHO | ADULTO
9 Plecturocebus vieirai FEMEA [ ADULTO
10 Plecturocebus vieirai FEMEA [ ADULTO
11 Plecturocebus vieirai MACHO | ADULTO
12 Plecturocebus vieirai MACHO | ADULTO

1 Parceria viabilizada por intermédio do Dr. Marcos Tokuda e Dra. Cecilia

Pessutti.
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Espécimes de saud (Plecturocebus vieirai), macaco prego (Sapajus
nigritus), mico de rondénia (Mico rondoni), macaco da noite (Aotus trivirgatus),
bugio vermelho (Alouatta seniculus), macaco aranha da cara preta (Ateles
chamek), macaco aranha da testa branca (A. marginatus) e cuxiu (Chiropotes
utahickae) foram contidos quimicamente (cloridrato de tiletamina + zolazepam),
conforme recomendacOes de (Caulkett & Armeno 2013), para a referida colheita.
Exame clinico, seguido de avaliacdes hematolégica e bioquimica sérica foram
realizadas com o intuito de obter o status sanitario dos espécimes cativos e servir
como parametros referéncia para os congéneres durante a fase de campo

(Figuras 1 a 4).
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Figura 1. Mico rondoni em recinto externo; Figura 2. Exame clinico em Sapajus nigritus;
Fase Piloto; PZMQB set/2018. Fase Piloto; PZMQB set/2018.

Figura 3. Exame fisico dagenitaliafemininade Figura 4. Venopunc¢do do acesso coccigeo

Ateles chamek; Fase Piloto; PZMQB set/2018. ventral em Ateles marginatus; Fase Piloto;
PZMQB set/2018.
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4.2.2 CEMPAS e Setor de Patologia (FMVZ-Unesp), Botucatu, SP

Durante o segundo trimestre de 2018 foram estabelecidas parcerias com
o CEMPAS (Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Selvagens) e o Setor
de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ, Campus
de Botucatu-Unesp) a fim de se obter amostras controle para as avaliagdes
histopatoldgica e toxicolégica do estudo. Acordou-se que todos os espécimes da
Ordem Primates que porventura viessem a obito no CEMPAS fossem, portanto,
encaminhados ao Setor de Patologia, para que se procedesse a colheita de
amostras especificas. Cinco exemplares foram necropsiados para colheita de
amostras para analises histopatologicas e toxicoldgica, incluindo: bugio-preto
(Alouatta caraya), bugio-vermelho (A. seniculus), guariba (A. g. clamitans),
macaco-prego (Sapajus nigritus) e sagui-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata).

Partiu-se da hipotese de que os animais examinados e oriundos do
CEMPAS — Unesp, Botucatu, seriam o0s primatas negativos, enquanto aqueles
oriundos do Mato Grosso foram considerados potencialmente positivos para a
presenca de agrotoxicos.

4.2.3 NUCEL (Nucleo de Terapia Celular e Molecular), USP

Estabeleceu-se, no primeiro semestre de 2018, uma parceria com 0
Nucleo de Terapia Celular e Molecular (NUCEL)? da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo, para a realizacdo das analises envolvendo a
citometria e imunomarcacado celular. Este bloco de analises teve o objetivo de
realizar a investigacdo dos seguintes marcadores celulares, com vistas a
compreender aspectos da resposta imune celular dos PNH avaliados: CD3, CD4,
CD8, CD45, CD14 e CD16. As amostras de sangue periférico submetidas a
caracterizacdo, contagens absoluta, percentual e relativa das subpopulactes
celulares foram realizadas em Citdmetro de Fluxo (FACS Aria Il (Becton

Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA).

2 Parceria estabelecida e viabilizada pela Profa. Dr2. Ana Claudia O. Carreira.
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No intuito de obter a imunomarcacdo das diferentes subpopulacfes
celulares por citometria de fluxo, amostras das oito espécies de primatas
mantidos sob cuidados humanos em cativeiro foram utilizadas em 35 ensaios
para fins de padronizacdo da técnica. As etapas de padronizacdo contemplaram
a verificacdo da quantidade e viabilidade leucocitaria em amostras frescas,
congeladas, a eficacia das solu¢des de lise de eritrocitos, o tempo de incubagéo,
titulacdo, especificidade e intensidade de marcacdo de cada anticorpo nas
diferentes espécies, bem como o estabelecimento dos respectivos controles

negativos e a técnica de fixagao.
A Tabela 3 apresenta o painel de 14 anticorpos testados em amostras de

sangue de PNH congéneres mantidos sob cuidados humanos, provenientes do

Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros”.
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Tabela 3. Painel de anticorpos monoclonais testados com amostras da Fase

Piloto3.

Human,
CD4 Alexa Fluor® 488 Chimpanzee, RPA-T-4 Bio Legend
Cynomolgus
Human,
CD45 Alexa Fluor®488 | Cross-reactivity, HI30 Bio Legend
Chimpanzee.
Human,
Cross-reactivity, .
CcDs8 PE Chimpanzee, SK1 Bio Legend
Rhesus
Human,
CD3 APC Cross-reactivity, SK7 Bio Legend
Chimpanzee.
Human,
Chimpanzees,
CD14 APC Squirrel Monkey, M5E2 Bio Legend
Marmoset, Cotton-
topped Tamarin
Human,
Chimpanzees,
CD16 PE Squirrel Monkey, 3G8 Bio Legend
Capuchin
Monnkey
CD3 FITC Chicken CT-3 SouthernBiotech
CD3 PE Mouse 145-2C11 Bio Legend
CD3 PE CY5 Mouse 17 A2 BD
CD4 FITC Cat vpg34 Bio-Rad
CD4 APC Dog YKIX302.9 Bio-Rad
CD3/CD4/CD8 FITC/PE/APC Dog CA17.2A12/YKIX302.9/ YCATES5.9 Bio-Rad
CD3/CD4 FITC/PE Dog DC046 Bio-Rad
CD45 FITC Dog YKIX716.13 Bio-Rad

3 Anticorpos Bio Legend ® obtidos por meio de importacdo. Os oito demais anticorpos

testados foram gentilmente cedidos na forma de empréstimo pela Profa. Dr2. Cristina

Massoco para verificagao da reatividade.
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4.3 Fase Trabalho de Campo

4.3.1 UHE Sinop: animais vivos

Em 30 de janeiro de 2019 deu-se inicio ao enchimento do reservatério da
UHE Sinop. Os espécimes selecionados para este estudo foram capturados sob
um cenario dindmico de inundacdo e de deslocamento da fauna, durante esta
etapa do empreendimento. Os espécimes foram resgatados por meio de uma
combinacdo de técnicas de captura, tais como o uso de ceva, armadilhas do tipo
tomahawk, rifle anestésico, o uso de redes de aparo, assim como o
encurralamento dos individuos em direcdo ao solo (Karesh et al. 1998; Vidal
2012).

Previamente ao inicio do enchimento, as equipes de resgate embarcado
fizeram incursdes de vistoria e reconhecimento da area a ser inundada e as
potenciais dificuldades durante as acdes de resgate. Com auxilio de ferramentas
de audio (playbacks), grupos de diferentes espécies de PNH foram
reconhecidos, atraidos, identificados e mapeados, dentro dos limites da cota de
inundacao. Nesse periodo, adisponibilidade de recursos como abrigo e alimento
ainda permanecia estavel, impossibilitando assim a captura propriamente dita.

Uma vez georreferenciados os grupos, passou-se a analisar o dossel das
areas que iminentemente seriam inundadas - conforme o cronograma de
enchimento — e, portanto, quais seriam as areas prioritarias para resgate. Em
sintonia com a dindmica do enchimento, as equipes planejavam as ac¢des
semanais, ordenando uma escala de prioridade para captura.

Diante das areas a serem imediatamente inundadas, o segundo critério a
ser considerado foi a disponibilidade de recursos alimentares e de abrigo contra
o sol e chuva. Algumas éareas ainda poderiam demorar a ser totalmente
submersas, mas certas espécies arboreas poderiam ter o ciclo de frutificacéo
interrompido, deixando de oferecer alimento para os animais. Vale ressaltar que
nao foi desconsiderada a possibilidade de que o enfraquecimento dos galhos e
a queda das folhas expde os espécimes as intempéries, principalmente as
chuvas torrenciais tipicas do periodo. E por ultimo, foram consideradas as
particularidades de cada espécie, quanto a propor¢cao sexual e/ou organizacao

social (Figuras 5 a 8).
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Figura 5. Embarcacbes durante resgate Figura 6. Resgate de individuo juvenil de
de Plecturocebus grovesi; Expedi¢cdo para Chiropotes albinasus Expedicdo para
resgate de fauna, Sinop, MT, fevereiro de resgate de fauna, Sinop, MT, fevereiro de

2019. 2019.

Figura 7. Interagdo de Mico emilieae com Figura8.Contencdo fisicaemcampo de Aotus
armadilha do tipo tomahawk; Expedicdo para infulatus Expedicdo para resgate de fauna,
resgate de fauna, Sinop, MT, fevereiro de Sinop, MT, fevereiro de 2019.

2019.
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As equipes responsaveis pelo resgate de fauna eram compostas
essencialmente por bidlogos e médicos veterinérios, além do apoio de auxiliares
de campo, motoristas e barqueiros. Devidamente paramentada com petrechos
para captura, como luvas de raspa de couro, pucas e caixas de transporte, a
equipe procedeu com o transporte dos animais por embarcacdes e camionetes
em direcdo ao centro de triagem de fauna mais préximo. Os animais
permaneciam no centro de triagem o menor tempo possivel. Sua permanéncia
em cativeiro sempre esteve relacionada a necessidade de exame clinico,
identificacdo, marcacao e/ou logistica de soltura para areas mais apropriadas.

Quando néo era possivel resgatar o grupo todo de uma s6 vez ou quando
havia a0 menos um integrante do grupo ferido, todo o restante do grupo
aguardava em recinto o tempo necessario para completa recuperacdo. Essa
conduta se deu com o intuito de respeitar a estrutura hierarquica e a dinamica
social de cada unidade familiar. Um grupo de determinada espécie resgatado em
uma area, era translocado conjuntamente para outra area de soltura previamente
autorizada.

Todos espécimes foram contidos fisicamente, seguido de imobilizacao
guimica (cloridrato de tiletamina + zolazepam), conforme recomendacgdes de
Olberg (2007) e Caulkett & Armeno (2013), para aferimento dos parametros
clinicos, bem como colheita de amostras sanguineas. A fim de otimizar o
momento da captura e a autorizacao para colheita de amostras bioldgicas, foram
obtidas ainda amostras de pelos, tecido (ponta de orelha) e swab vaginal, com
vistas a realizar andlises complementares, por meio de parcerias.

Além dos espécimes obtidos nas éareas de influéncia da UHE Sinop,
também foram capturados animais no Parque Florestal de Sinop utilizando a
combinacdo de técnicas como armadilhamento, ceva e redes de aparo. O
referido parque urbano abriga cerca de quatro espécies de primatas e as
capturas neste local sob influéncia indireta dos agrotdxicos tiveram o objetivo de

parear as amostras diretamente adjacentes a lavoura.

4.3.2 UHE Sinop: animais mortos
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Durante mais cinco meses ap6s o enchimento do reservatoério, as equipes
de resgate ainda permaneceram na area, fase conhecida como “pos-
enchimento”. Nesse periodo, ainda havia espécimes remanescentes, que por
algum motivo ndo foram resgatados, por vezes debilitados e que eventualmente
ndo sobreviveram durante as acfes de manejo. Esses animais ou cadaveres
foram, portanto, recolhidos pelas equipes de salvamento e quando néo foi
possivel reabilitar e devolvé-los ao ambiente natural, o cadaver era armazenado
em freezer doméstico.

Tendo em vista que a frequéncia do recebimento de animais mortos seria
uma demanda completamente imprevisivel, inviabilizaria mobilizar uma estadia
permanente na cidade para aguardar os cadaveres. Diante do cenario, acordou-
se que os cadaveres fossem entregues ao Setor de Patologia* do Hospital
Veterinario (HOVET), da Universidade Federal do Mato Grosso em Sinop pra
gue fossem devidamente necropsiados, e em seguida, colhidas as amostras
para estudo.

O material biolégico destinado a avaliagcdo histopatolégica foi colhido
durante a necropsia, com dimensdes de aproximadamente 1,0cms,
imediatamente submersos em solucéo fixadora de formol tamponado 10% pH
7,2 e em volume dez vezes superior ao da peca a fixar, por um periodo de 24
horas. Apés a fixagdo, as pecas foram transferidas para o alcool 70% GL,
posteriormente desidratadas, diafanizadas e impregnadas com parafina.

Nesta etapa também foram colhidos fragmentos de musculatura
esquelética e figado, com peso minimo de 10 gramas/ animal, para avaliacdo
toxicologica. Apdés a colheita, os fragmentos foram cuidadosamente
escarificados e mantidos a -20°C, armazenados em tubo Falcon (polipropileno)
15 mL, até o momento da analise.

4.3.3 Avaliacdo Hematol6gica e Biogquimica

A venopuncdao foi realizada preferencialmente na veia femoral, (Campbell

2007; Santos & Cubas 2014), com agulha 25x7,0mm, tubos de ensaio contendo

4 Parceria académica sob a coordenacéo da Profa. Dr2. Nadia Antoniassi.
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EDTA-K3 a 5% e seringas com capacidade para 10,0 ml. O volume de sangue
colhido obedeceu a propor¢cdo de 1% do peso corpéreo, a fim de minimizar
prejuizos hemodinamicos ao animal (Schalm 1975; Moore 2000).

A avaliacdo hematologica dos espécimes aconteceu nas dependéncias
do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Veterinario (HOVET)S®, da
Universidade Federal do Mato Grosso em Sinop. As amostras de sangue foram
processadas em um periodo maximo de 24 horas, por métodos manuais de
contagem global e diferencial de leucotcitos. Nessa etapa foram separadas
aliguotas de sangue total, plasma, coagulos e soro destinadas as analises
bioquimicas, genéticas, toxicolégicas e de imunofenotipagem, armazenadas em
freezer a -20C para analise posterior.

As amostras destinadas a bioguimica clinica foram colhidas em tubos de
ensaio sem adicdo de anticoagulante, mantidas em repouso por 30 minutos e
centrifugadas a 1008G para a separacdo dos componentes celulares e o soro. A
porcao 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.

As amostras foram processadas no Laboratério Clinico Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus Botucatu. Os
testes bioguimicos foram realizados em equipamento de bioquimica
automatizada (Mindray BS 2000 E) utilizando reagentes comerciais (Ebram®).
Os seguintes parametros foram analisados: AST (aspartato-amino-transferase),
ALT (alanina-amino-transferase), FA (fosfatase alcalina), GGT (gama-glutamil-
transferase), LDH (lactato-desidrogenase), ureia, creatinina, bilirrubinas,
albumina, CK (creatinocinase), proteina total sérica, colesterol, triglicerideos,

célcio, fosforo, sédio, potassio, cloretos e magnésio.

4.3.4 Citometria de Fluxo

Para a analise dos marcadores, primeiramente as hemacias foram lisadas
com solucao de lise, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para bloqueio

foi utilizada a solucdo Fc blocking, por 10 minutos a temperatura ambiente,

5 Espago gentilmente cedido pela Profa. Dr2. Alessandra Kataoka.
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seguido da incubacdo com os anticorpos (acoplados aos fluoréforos), por 30
minutos a temperatura ambiente. Apos a incubacao, as células foram lavadas
com solucao tampéao fosfato salina e analisadas no citbmetro de fluxo FACS Aria
Il (Becton Dickinson, San Jose, Califérnia, EUA) e em camara de Neubauer para
avaliacdo da viabilidade dos leucécitos. Foram coletados 50.000 eventos por
amostra. Como controle negativo, a mesma quantidade de células de cada
espécie foi incubada somente com solucdo de bloqueio. Também foram
utilizados controles isotipicos ligados aos fluorocromos especificos como
controle negativo em todos 0s experimentos.

Diante da auséncia de anticorpos especificos para as espécies-alvo deste
estudo que se ligassem as moléculas CD4+, CD8+ e CD45+, esta equipe de
trabalho optou pela contratacdo de servigo especializado para customizagéo dos
anticorpos policlonais®.

O protocolo estabelecido para imunofenotipagem por citometria de fluxo

do sangue periférico de espécies selecionadas de primatas foi:

Equipamentos: FACSAria Il, Accuri C6 Amostra: 50 pL sangue total congelado

1. Bloqueio
e 50 pL amostra+ 1.95 mL Block Solution PBS + BSA 2% = 2.0 mL;

e \Ortex brevemente;
e Centrifugar 2000 RCF/ 5’/ temperatura ambiente;
e Aspirar sobrenadante, deixar 100 pL de solucéo no tubo;
e Desfazer o pellet manualmente;
e Fc Receptor Blocking Solution
o Adicionar 5.0 pL Fc Block Solution;
o Agitar manualmente;
o Incubar 10’/ temperatura ambiente/ escuro;

2. Incubacéo

6 Anticorpos customizados pela empresa Rhea Biotech Desenvolvimento, Producdo e
Comercializa¢éo de Produtos de Biotecnologia Ltda.



e Adicionar Anticorpo Primario
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Vortex brevemente;

Incubacdo 30’/ temperatura ambiente/ escuro;
Centrifugar 2000 RCF/ 5’/ temperatura ambiente;
Descartar o sobrenadante;

Adicionar 500uL de PBS + BSA 1%;

Centrifugar 2000 RCF/ 5’/ temperatura ambiente;
Descartar o sobrenadante;

Adicionar 100 pL de Block Solution PBS + BSA 2%;

Desfazer o pellet manualmente.

e Adicionar Anticorpo Secundario (1:500) 30’

o

Lise

Preparar BD Pharm Lyse 1x, deixar até a etapa de lise/ Usar a
temperatura ambiente ap6s homogeneizagao;

Vortex brevemente;

Incubacdo 30’/ temperatura ambiente/ escuro;

Centrifugar 2000 RCF/ 5’/ temperatura ambiente;

Descartar o sobrenadante para iniciar a etapa de lise.

e Adicionar 1.0 mL BD Pharm Lyse recém preparada/ Adicionar em

temperatura ambiente;

e \/Ortex brevemente;

e Incubacdo 10’/ temperatura ambiente/ escuro;

e Centrifugar 1000 RCF/ 5’/ temperatura ambiente;

e Descartar sobrenadante;
e Adicionar 200 pL PBS puro filtrado;

e Desfazer o pellet manualmente ou se necessario vortex.

Fixacao

e Adicionar 200 pL PFA (paraformaldeido) 4%;

e Agitar manualmente;

e Aquisicdo no Citbmetro 10.000 eventos (minimo)

38
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4.3.5 Varredura toxicolégica

A investigacdo multiresiduos teve o objetivo de verificar a presenca de
pesticidas em trés matrizes bioldgicas: plasma, figado e musculatura esquelética
dos primatas amostrados. As aliquotas de plasma e fragmentos de tecido
destinados a este bloco de andlise foram mantidas a -20°C por 5 meses até o
momento das andlises. A escolha dos compostos a serem pesquisados baseou-
se na listagem de ingredientes ativos registrados e comumente utilizados nas
monoculturas da regido norte mato-grossense, além de substancias que, embora
proibidas por lei, tem elevado potencial de bioacumulagéo. Além das substancias
previstas na literatura, foram selecionados blocos de analise conforme o grupo
de substancias ja padronizadas, otimizadas e validadas pelos respectivos
laboratérios referéncia.

Todas as andlises foram realizadas nos Laboratérios de Residuos e
Contaminantes em Alimentos - RCA, dos Laboratérios Federais de Defesa
Agropecuaria no Rio Grande do Sul e Goias, LFDA-RS e LFDA-GO,
respectivamente, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA’. Em razdo das caracteristicas quimicas e, portanto, da natureza da
andlise, o glifosato foi testado separadamente e, um segundo bloco de andlises
com o intuito de realizar a varredura multiresiduos.

No que concerne a investigacao da presenca do glifosato no plasma, as
andlises foram realizadas utlizando um sistema de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em Tandem (LC-MS/MS). O sistema é
composto por cromatégrafo liqguido Agilent, modelo 1260 Infinity Il (Santa Clara,
CA, EUA) equipado com bomba quaternaria, desgaseificador, amostrador
automatico, e forno de coluna, acoplado a um espectrébmetro de massa triplo
guadrupolo, Sciex, modelo API 5000 (Sciex, Foster City, CA, EUA) com fonte de
ionizagdo por electrospray (ESI), operando no modo positivo. Os parametros

dependentes da fonte otimizados foram: voltagem do capilar (ionspray voltage),

7 RCA/LFDA-RS viabilizado pelo Dr. Fabiano Barreto e Dr2. Louise Jank e RCA/LFDA-
GO viabilizado pelo Dr. Nélio Fleury.
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temperatura da fonte, gas de colisdo (collision gas, CAD), gas de nebulizac&o
(nebulizer gas, GS1), gas de secagem (dryer gas, GS2), sendo os valores
utilizados 5.500 V no modo positivo e -4500 V no modo negativo, 600° C,
condicdo high, 50 psi, 50 psi, respectivamente. Os parametros dependentes do
composto otimizados foram voltagem no orificio de entrada (declustering
potential, DP), potencial de entrada (entrance potential, EP), energia de colisdo
(collision energy, CE) e potencial de saida da célula de colisdo (collision cell exit
potential, CXP) sendo o tempo de permanéncia (dwell time) de 100 ms. Os ions
foram monitorados no modo de monitoramento de rea¢ao multipla (MRM) sendo
os dados apresentados na Tabela 4.

A separacéo foi realizada em uma coluna Acclaim Trinity Q1 column (3.0
pm, 100mmx3 mm; Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), precedida por uma
coluna de guarda C18 (4mm x 3 mm i.d.; Phenomenex, Torrance, CA, EUA),
usando fase movel consistindo em agua 100 mM de formiato de aménio
contendo 1% de acido férmico(A), ACN (B), em modo gradiente, fluxo de 0,5 mL
min-1, O gradiente foi programado para comec¢ar com uma composicao de fase
movel de 100 % de A, mantida por 3 min, decrescendo para 0% em 6 min,
permanecendo até 8 minretornando a condi¢cao inicial em 9 min e permanecendo
até 10 min. Um tempo de recondicionamento da coluna de 4 min foi aplicado

entre as inje¢des. O volume de injec&o foi de 20 pL e a coluna mantida a 30°C.

Tabela 4. Parametros otimizados para andlise dos compostos por LC-ESI-
MS/MS no modo de ionizagdo negativo ESI-, para o modo de aquisicdo MRM.

110,027 62,9 100 AMPA1 -15 -10 -26 -15
110,027 79 100 AMPA2  -15 -10 -38 -15
110,027 80,9 100 AMPA3  -15 -10 -18 -15
110,027 80 100 AMPA 4  -15 -10 -24 -15
168 63 100 Glif 1 -30 -10 -26 -15
168 150 100 Glif 2 -30 -10 -14 -15
168 124 100 Glif 3 -30 -10 -16 -15

168 81 100 Glif 4 -30 -10 -20 -15
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O screening multiresiduos em plasma foi realizado utilizando um sistema
de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em Tandem (LC-
MS/MS). O sistema € composto por cromatografo liquido Agilent, modelo 1260
Infinity 1l (Santa Clara, CA, EUA) equipado com bomba quaternéria,
desgaseificador, amostrador automéatico, e forno de coluna, acoplado a um
espectrometro de massa triplo-quadrupolo, Sciex, modelo APl 5000 (Sciex,
Foster City, CA, EUA) com fonte de ionizac&o por eletropray (ESI), operando no
modo positivo. Os parametros dependentes da fonte otimizados foram: voltagem
do capilar (ionspray voltage), temperatura da fonte, gas de colisdo (collision gas,
CAD), gas de nebulizacdo (nebulizer gas, GS1), gas de secagem (dryer gas,
GS2), sendo os valores utilizados 5.500 V, 700° C, condi¢ao high, 55 psi, 55 psi,
respectivamente. Os parametros dependentes do composto otimizados foram:
voltagem no orificio de entrada (declustering potential, DP), potencial de entrada
(entrance potential, EP), energia de colisdo (collision energy, CE) e potencial de
saida da célula de coliséo (collision cell exit potential, CXP) sendo schedule para
informacdo dos tempos de retencdo. Os 231 ions foram monitorados no modo
de monitoramento de reacdo mdultipla (MRM) (Anexo 5). Por esse método,
objetiva-se investigar substancias com massa atdmica conhecida, seja pela
literatura ou pelo composto ja otimizado para o equipamento por meio de um
padrdo comercialmente disponivel.

A separacgao foi realizada em uma coluna Agilent Zorbax SB-C18 (150
mm X 4,6 mm, i.d., 3.5 um), precedida por uma coluna de guarda C18 (4mm x 3
mm i.d.; Phenomenex, Torrance, CA, EUA), usando fase movel consistindo em
agua (A), metanol (B), ambos contendo 5 mM de formiato de aménio e 0,1% de
acido formico, em modo gradiente, fluxo de 0,5 mL minl. O gradiente foi
programado para comecar com uma composicao de fase mével de 5% de B,
aumentando para 95% em 10 min, permanecendo até 18 min retornando a
condicdo inicial em 185 min e permanecendo até 20 min. Um tempo de
recondicionamento da coluna de 2 min foi aplicado entre as inje¢des. O volume
de injecdo foi de 5 pL e a coluna mantida a 40°C.

Adicionalmente, a fim de verificar a presenca de moléculas untarget em
plasma, foi realizada uma terceira abordagem, utilizando LC-QTOF-MS. A partir
de uma lista de 943 contaminantes emergentes e metabdlitos fornecidos pelo
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Laboratorio de Quimica Analitica e Ambiental da Universidade Fedeal do Rio
Grande do sul (LQAA/UFRGS), foi realizada uma avaliacdo de risco para
selecionar compostos eletivos. Nessa etapa foram, portanto, priorizados 228
compostos, incluindo pesticidas e seus metabdlitos, para realizar a andlise
untarget, utilizando as massas exatas das moléculas selecionadas.
Posteriormente, apods tratamento dos dados, foram identificados 10 compostos
com resultados que atingiram os critérios iniciais de selecéo, e foi realizada uma
reanalise das amostras, selecionando os ions precursores dos compostos sob
investigacdo para fragmentacdo. As amostras foram avaliadas quanto a
presenca de fragmentos caracteristicos dos suspeitos em questdo, a partir de
dados da literatura. Na falta de dados referentes a metabdlitos, foram utilizados
os fragmentos encontrados para suas moléculas-mae.

A etapa de andlise utilizando o LC-QTOF-MS foi realizada em um sistema
composto por cromatografo liqguido Agilent, modelo 1260 (Santa Clara, CA, EUA)
equipado com bomba quaternaria, desgaseificador, amostrador automatico, e
forno de coluna, acoplado a um espectrébmetro hibrido quadrupolo-tempo de véo,
Sciex, modelo 5600 TripleTOF (Sciex, Foster City, CA, EUA) com fonte de
ionizagdo por eletropray (ESI), operando no modo positivo. A aquisicéo foi feita
no modo TOF-MS, com tempo de acumulacdo (accumulation time) de 0,5
segundos. Os parametros dependentes da fonte otimizados foram: voltagem do
capilar (ionspray voltage), temperatura da fonte, gas de cortina (curtain gas,
CUR), gas de nebulizacdo (nebulizer gas, GS1), gas de secagem (dryer gas,
GS2), sendo os valores utllizados 5500 V, 500° C, 30 eV, 55 psi, 55 psi,
respectivamente. Os parametros dependentes do composto otimizados foram:
voltagem no orificio de entrada (declustering potential, DP = 60 eV), energia de
coliséo (collision energy, CE = 10 eV) e potencial de saida da célula de coliséo
(collision cell exit potential, CXP) sendo utilizada a func&o schedule para
informacao dos tempos de retencdo, permitindo a otimizacdo da aquisicdo dos
dados no modo TOF-MS. Através desse método, objetivou-se adquirir as massas
de exatas de (potencialmente) todas as substancias que adquiriram carga na
fonte de ionizac&o, para posterior busca da massa exata dos compostos de
interesse.

A separacéo foirealizada em uma coluna Venusil XBP C18 (L), 100 mm

x 2.1 mm, id., 3.0 um (Agela Techonologies), precedida por uma coluna de
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guarda C18 (4mm x 3 mm i.d.; Phenomenex, Torrance, CA, EUA), usando fase
movel consistindo em agua (A), metanol (B), ambos contendo 5 mM de formiato
de aménio e 0,1% de &cido formico, em modo gradiente, fluxo de 0,3 mL min-1,
O gradiente foi programado para comecar com uma composicao de fase mével
de 5% de B, mantido durante 4 minutos e aumentando para 95% em 10 min,
permanecendo até 18 min retornando a condigdo inicial em 185 min e
permanecendo até 20 min. Um tempo de recondicionamento da coluna de 4 min
foi aplicado entre as injecbes. O volume de injecdo foi de 10 pL e a coluna
mantida a 40°C.

Os dados obtidos nesta etapa foram tratados utlizando o software
MultiQuant TF® versao 3.0.2 (Sciex, Foster City, CA, EUA), com uma janela de
massas de 30 mDa a partir da massa exata dos compostos estudados.

ApOs essa etapa de aquisicdo de dados e tratamento em busca dos
compostos suspeitos, foirealizada nova analise utilizando o mesmo sistema LC-
QTOF-MS descrito acima. Nessa nova etapa, além do modo TOF-MS, com
tempo de acumulacao de 0,1 segundos, foirealizada aquisicdo no modo Product
lon para onze compostos, e cada experimento também tinha tempo de
acumulacéo de 0,1 segundos, resultando num total de 12 experimentos, com
tempo de ciclo de 1,2 segundos.

Os demais parametros da andlise, tanto referentes a aquisicdo no
espectrometro de massas quanto a analise cromatografica, foram mantidos. Os
compostos investigados estdo na Tabela 5 abaixo, juntamente com a massa
utilizada no modo Product lon e os fragmentos buscados no tratamento das

amostras.
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Tabela 5. Dados dos compostos fragmentados no modo Product lon no LC-
QTOF-MS

Fragmento 224 | 225.088 148, 133
acetochlor

Fragmento 238 Alachlor | 239.1071 147, 162
Fragmento 148 Aldicarb- | 149.0505 89, 116
sulfona

Clomazone 240,0 127, 127
Diafenthiuron Metabolite | 369,2 278, 329
CGA 117

Dimethachlor 256,1 148, 118, 133
Fenothiocarb 254,1 72, 160
Glufosinato 182,0 63, 95
Imazamox 306,1 261, 193
Imazaquin 312,1 199, 128
Methiocarb 226,1 169, 164

Os dados obtidos no experimento Product lon foram tratados utilizando o
software PeakView®, versao 2.2 (Sciex, Foster City, CA, EUA), a partir de uma
andlise qualitativa em relacdo a presenca dos picos caracteristicos identificados,
no tempo de retencdo verificado na andlise anterior no modo TOF-MS.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Captura e Colheita de Amostras

Ao longo de 65 dias, totalizando 780 horas de atividades de resgate, de
janeiro a abril de 2019, foram manejados 2.147 mamiferos, dos quais 1.106
pertencentes a Ordem Primates. Desse total, 96 PNH foram manejados e
apresentaram a seguinte distribuicdo: nove espécies, sete géneros (Alouatta,
Ateles, Chiropotes, Plecturocebus, Mico, Aotus e Sapajus), cinco familias
(Atelidae, Cebidae, Callitrichidae, Pitheciidae, Aotidae) (Tabela 6).

Tabela 6. Rigueza de espécies amostradas durante a Fase de Campo e seu

respectivo nome popular, Sinop, 2019.

Ateles marginatus macacoaranha da testa branca
Ateleschamek macacoaranha da cara preta
Sapajus apella macaco prego

Aotus infulatus macaco da noite

Chiropotes albinasus cuxiu de nariz vermelho
Alouatta caraya bugio-preto

Mico emiliae saguide snethlage
Plecturocebus grovesi zogue-zogue de Alta Floresta
Plecturocebus vieirai zogue-zogue
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A modificacdo da paisagem decorrente da inundacédo artificial promove
aproximacdo e/ou afastamento de individuos de um mesmo grupo ou de
espécies diferentes, assim como sobreposicdo e compartiihamento de areas de
uso. Comumente eram avistados bandos mistos, com sistemas sociais
inusitados. Manejos com espécies estritamente monogamicas e que formam
grupos médios de dois a cinco individuos (Kinzey & Wright 1982; Wright 1989),
tais como as do género Aotus e Plecturocebus, por vezes exige da equipe
técnica a tentativa de localizar seu parceiro correspondente, para que a soltura
seja pareada. Ainda segundo Wright (1989), essas espécies tém areas de vida
reduzidas e sistema social geralmente composto de um casal de individuos
adultos e dois ou trés infantes e jovens consecutivos.

Os estudos de Wright (1989) sugerem, ainda, que a distancia entre
arvores frutiferas consecutivamente utilizadas por um grupo de ambas espécies
(Aotus trivirgatus e Plecturocebus moloch) ndo ultrapassa 57 metros. Essa
informacdao auxiliou atomada de decisdo em campo na busca pelos parceiros e
correlatos numa area bem restrita de varredura. Por outro lado, PNH dos géneros
Ateles, Sapajus e Chiropotes estrategicamente se valem de uma organizagao
social mais flexivel para a ocupacédo de ambientes limitantes, conhecida como
sistema organizacional “fissdo-fusdo” (Nakai 2007). Tal caracteristica tende a
dificultar a compreensdo dos agrupamentos estaveis e quais subgrupos séo de
fato funcionais na natureza.

A fim de otimizar o momento da captura e gracas a concessao de
autorizacdo para colheita de amostras biolégicas, foram obtidas ainda amostras
de pelos, ponta de orelha (tecido) e swab vaginal, com vistas a realizar andlises
complementares, por meio de parcerias. A Tabela 7 apresenta o niumero de PNH
por familia, status de conservacdo, bem como a respectiva quantidade de
amostras destinadas por andlise. Os espécimes apresentaram bom retorno
anestésico e foram encaminhados para soltura nas areas pré-definidas no
escopo do Programa de Afugentamento e Salvamento da Fauna, sem nenhuma

intercorréncia durante o processo.
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Tabela 7. Distribuicdo dos individuos estudados, em funcédo da familia, espécie, nimero de animais, status de conservacdo e o

namero de amostras obtidas para cada tipo de exame laboratorial, Sinop, 2019.

Ordem Primates Status de Conservagdo Hemogramas Sangue Total - Citometria Plasma - Toxico Soro - Bioquimica Tecido - Taxonomia* Pelos - Is6topos* Citologia Vaginal*
N Brasil IUCN 7 93 84 87 47 44 26
Alouatta caraya 7 NT LC 7 7 7 7 7 6
Atelidae Ateles marginatus 13 EN EN 11 13 12 11 8 7
Ateles chamek 6 VU EN 5 6 6 5 5 3
Aotidae Aotus infulatus 8 LC NT 6 8 8 6 4 2 3
Sapajus apella 14 LC LC 10 14 14 10 - 1 5
Cebidae Plecturocebus grovesi 13 CR CR 11 11 10 11 2 2 -
Plecturocebus vieirai 5 - DD 2 5 5 2 1 3 -
Pitheciidae Chiropotes albinasus 17 NT EN 16 17 17 17 10 11 4
Callithrichidae Mico emiliae 13 LC DD 9 12 5 5 9 9 5

Legenda:*As analises resultantes deste material biolégico ndo possuemrelagdo diretacom o escopo principal desta Tese e, portanto, compdem o Apéndice: Estudos e Analises Complementares.

NT (Near Threatened, quase ameacgado), LC (Least Concern, pouco preocupante), EN (Endangered, ameagado), VU (Vulnerable, vulneravel), CR (Critically Endangered, criticamente ameagado),
DD (Data Deficient, dados insuficientes).
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5.2 Exame Clinico

Do total de 96 PNH avaliados neste estudo, 73 adultos, 21 juvenis, 2
animais senis, 52 fémeas e 45 machos, em sua maioria, apresentou um bom
escore corporal (81/96; 84%), exceto um animal considerado “caquético” e 14
(14/96; 14%) individuos considerados “magros”, conforme disposto na Tabela 8.
Em que pese alguma subjetividade na caracterizacdo dos escores de espécies
recém descritas, para as quais nao ha dados de massa corporal conhecidos
como o género Plecturocebus, por exemplo, foram levados em consideracéo a
expectativa de peso para a espécie adulta, além de sua condicdo musculo-
esquelética (Smith & Jungers 1997).

Os espécimes considerados “magros” apresentaram um certo grau de
retrac80 muscular, por vezes, 0s 0ss0s esternais faciimente palpaveis e
extremidades 6sseas proeminentes. O unico animal considerado “caquético” foi
uma fémea com caracteristicas sugestivas de senilidade, como o aspecto
“‘envelhecido” da face, pelagens opacas, esbranquicadas, condi¢do precaria da
saude bucal, emaciacao e tuberosidades Osseas salientes. Nao foi possivel fazer
uma relacao direta entre o baixo escore corporal e a infestacéo de ectoparasitas,
alopecias, laceracdes ou linfadenomegalia. Animais com bom escore corporal
também apresentaram diferentes graus de infestacdo parasitaria, helmintos nas
fezes, escaras ou laceragcdes antigas, assim como linfadenomegalia bilateral.

O cenério de elevacao do nivel da agua, seguido do represamento de
areas de solo firme, favorece a possibilidade de rarefacdo de recursos tréficos
(de Thoisy & Richard-Hansen 1997) pelo apodrecimento das arvores e até
estagnacdo do processo de frutificacdo. Além dos fatores relacionados a
inundacdo em si, o0 desmatamento do entorno pelo maquinario do
empreendimento promove o deslocamento constante dos grupos, resultando no
estabelecimento de locais de alimentagdo com elevada competicdo e pouco
abundancia alimentar. Especula-se, portanto, que essa possa ser uma das

causas provaveis pelo baixo escore corporal.
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No que se refere as acbes de salvamento, apesar da qualificacdo e
experiéncia das equipes em projetos dessa natureza, dois animais sofreram
injurias durante o manejo. A aproximacdo das equipes com embarcacdes e
petrechos de captura, o encurralamento dos espécimes e o estresse da captura
fez com que um animal sofresse uma luxacao de vértebra coccigea e outro uma
fratura obligua de tibia. Os primatas receberam atendimento médico veterinério
emergencial, bem como todo tratamento ortopédico suporte para sua
reabilitacdo e soltura.

A captura e manuseio de primatas em vida livre vem sempre
acompanhada do risco iminente de injurias e de morte (Vié et al. 1998). Sejam
laceracGes por meio do disparo de dardos tranquilizantes, fraturas e luxacoes
durante as quedas e até focos de hemorragia (Karesh et al. 1998). Além das
lesbes oriundas do manejo, escaras e lesbes cutaneas superficiais foram
frequentemente registradas em quase todos os individuos; o que parece ser
bastante comum, e pode ter relacdo com conflitos intraespecificos (Chapman &
Chapman 1987).

Em relacdo aos ectoparasitas, foram registradas infestagdes por piolhos
em sete individuos (A. chamek e A. marginatus), somente um deles macho.
Ainda que a catagado (grooming) seja amplamente difundida entre as espécies
de PNH - apresentando conotacdes de limpeza, higiene, fortalecimento das
relacbes de dominancia e estruturas hierarquicas - podendo acontecer entre
ambos sexos e idades, a maior infestacdo nas fémeas deste estudo corrobora
os achados de Allen et al. (2007); Reed et al. (2007); Guimaraes et al. (2020);
Hutchins & Barash (1976) e Spruijt et al. (1992). A maioria dos estudos sobre
este “trade-off” consideram plausivel que machos sejam menos infestados por
piolhos, uma vez que as fémas os removem manualmente, como gesto de
submissdo (Sanchez-Villagra et al. 1998; Schino 2007; Schino & Aureli 2008).



Tabela 8. Distribuicdo dos individuos estudados, em funcéo do
Sinop, 2019.
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exame clinico,

51 A. caraya AD F 4.26 | Bom - - -
52 | A caraya AD F 3.20 [ Bom - - -
53 | A.caraya JVv M 2.70 | Bom - - -
54 A. caraya AD M 3.84 | Bom - - -
62 | A caraya AD M 5.06 [ Bom - - -
63 | A-caraya JVv M 2.26 | Bom - - -
67 | A caraya AD F [3.50|Bom Lactante - Rejeicdo ao filhote
25 A.infulatus AD M 0.80 [ Bom - - -
A.infulatus AD F 0.87 | Bom Presenca de
26 - - helmintos nas fezes
41 | A infulatus AD F 0.96 | Magro - - -
42 A.infulatus AD M 0.98 | Bom - - -
45 | A-infulatus AD M 0.72 | Magro - - -
46 | A infulatus AD F 0.79 | Bom - - -
49 | A infulatus AD F 0.70 | Bom - - -
50 | A infulatus AD M 0.85 | Bom - - -
6 A.chamek AD M 4.8 | Bom - - -
A. chamek AD [= 6.00 | Bom Infestagdo Linfadenomegalia
43 de piolhos - inguinal bilateral
A.chamek Senil F 5.63 [ Caquétic | Emaciagdo | Tuberosidade | Senilidade
o] s pélvicas
47 salientes
A.chamek AD F 7.10 | Bom Infestagdo _ _
69 de piolhos
75 A.chamek AD 6.36 | Bom - -
A. chamek AD 6.32 | Bom Infestac&o Regido periocular
de piolhos _ "ressecada", sinais
de desidratagao
84
A.marginatus | AD F 5.2 | Bom Escaras
. _ -
A.marginatus | AD F 5.75 | Bom
, _ _ -
A.marginatus | AD M 5.2 | Bom
, _ _ -
A.marginatus [ AD F 5.1 [ Bom Infestacdo - -
57 de Piolhos
A.marginatus | AD F 5.40 [ Bom
39 . _ _
A.marginatus | AD F 4.63 [ Bom
55
A.marginatus | AD M 5.23 | Magro Alta - -
infestacao
56 por piolho
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.marginatus | Jv 3.76 | Magro - - -
57
.marginatus | Jv 3.90 | Magro Laceracbes - -
profundas
em
membros
inferiores e
61 superiores
.marginatus | AD 4.95 | Bom Infestagéo - -
de piolhos
70 P
.marginatus | AD 7.00 [ Bom Lesédo - Fémea lactante
circunscrita
avermelhad
anaregiao
datestae
71 pescoco
-marginatus | Senil 5.07 | Magro Escara Emaciacgao Senilidade,
superficial cardiopata
naregido
76 abdominal
.marginatus | AD 5.1 |Bom Infestacdo - -
de piolhos
90 P
. albinasus AD 2.18 | Bom - - Presencade
sangue naregido
18 vulvar
. albinasus AD 2.92 [ Bom - - -
19
. albinasus AD 2.12 | Bom - - -
20
-albinasus | AD 2.03 | Magro Tuberosidade
_ sdoileoe _
isquio
34 salientes
. albinasus Jv 1.31 | Magro Tuberosidade
_ sdoileoe _
isquio
35 salientes
. albinasus JVv 2.41 | Magro Pequenas, Linfadenomegalia
escoriacdes axilare inguinal
napeledos - bilateral
44 digitos
. albinasus AD 2.78 | Bom - - -
48
. albinasus AD 1.91 [ Bom Auricula - -
68 mutilada
. albinasus AD 2.32 | Bom
72
. albinasus AD 1.98 [ Bom
78
. albinasus AD 2.37 [ Bom
79
. albinasus AD 1.86 | Magro
80
. albinasus JV 0.80 | Magro
81 _ ) i
. albinasus JVvV 1.28 | Magro

85
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C. albinasus AD F 1.64 | Bom B
87

C. albinasus AD M 2.25 | Bom _
89

C. albinasus AD F 2.07 | Bom
91
g9 |M. emiliae AD M 0.30 | Bom - -
10 | M. emiliae AD F 0.32 [ Bom - -
33 M. emiliae AD M 0.35 | Bom - -
58 | M. emiliae AD F 0.35 | Bom - -
59 | M. emiliae AD F 0.31 | Bom - -
66 M. emiliae AD F 0.35 | Bom - -
73 | M. emiliae AD F 0.27 | Bom - -
74 | M. emiliae JV F 0.25 | Bom - -
g2 | M. emiliae AD F 0.35 | Bom - -
83 | M. emiliae AD M 0.34 | Bom - -
86 | M. emiliae AD M 0.30 | Bom - -
88 | M. emiliae AD M 0.29 | Bom - -
94 | M. emiliae AD F 0.32 | Bom - -

P.grovesi AD F 1.04 | Bom
3

P. grovesi AD M 1.14 | Bom _
4

P. grovesi AD F 1.26 | Bom
5

P.grovesi AD M 1.04 | Bom
8

P. grovesi JV F 0.39 | Bom _
11

P. grovesi JV M 0.89 | Bom _
12

P. grovesi AD M 1.09 [ Bom
13

P. grovesi JV M 0.73 | Bom ~
14

P. grovesi AD M 1.16 | Bom
15

P. grovesi AD M 1.18 | Bom Luxacdo de | Tratamento

vértebra ortopédico

16 coccigea

P. grovesi AD F 1.08 | Bom _ _
17

P. grovesi AD M |0.94 [ Magro
64

P. grovesi AD M 0.99 | Bom
65

P. vieirai AD M 0.94 | Bom

37
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P. vieirai JV M 0.70 | Bom
38
P. vieirai AD F 0.72 | Bom
77
P. vieirai AD M 0.95 | Bom
95 ) _ _
P. vieirai AD F 0.83 | Bom
96
21 | S-apella Jv F 1.99 | Bom - - -
22 S. apella JV M 1.28 | Bom - - -
23 | S-apella AD M 3.20 | Bom - - -
24 | S-apella AD M 3.03 [ Bom - - -
28 | S-apella JVv M 0.5 [ Bom - - -
29 |S.apella JVv M 0.6 | Bom - - -
30 | S-apella JV F 0.4 | Bom - - -
31 | S-apella Jv F 0.4 [ Bom - - -
32 | S-apella JV F 0.3 | Magro - - -
S.apella AD F 2.01 | Bom Alopeciana Lactante, glandula
regiao - mamaria repleta
36 inguinal
S. apella AD F 1.9 [Bom Fratura Imobilizag&o do
_ obliquiade membro
tibia
40 esquerda
S. apella Jv M 1.64 | Bom Laceragédo _ _
60 escapular
92 S.apella AD M 3.1 | Bom - - -
93 S. apella AD F 3.0 [Bom - - -

Legenda: AD: Adulto, JV: Juvenil, M: Macho, F:

relevantes.

Fémea, “-“ Auséncia de alteragdes clinicamente
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5.3 Hematologia e Bioguimica Clinica

Do total de 96 individuos amostrados neste estudo, 77 (80,2%) foram objeto
de avaliacdo hematoldégica. Os 19 (19.8%) primatas remanescentes
apresentaram alguma interferéncia pré-analitica, tais como a presenca de fibrina
e/ou coagulo na amostra ou hemoalise, que inviabilizaram o exame. Do total de
PNH manejados, em 87 (83,5%) individuos foi possivel obter amostras de soro
destinadas a avaliacdo bioquimica das fungdes renal, hepatica, pancreatica e
eletrolitos.

A Tabela 9 apresenta os subtotais relativos a espécie, sexo, idade,
localidade e a presenca de hemoparasitas. Quanto a localidade, houve capturas
de espécimes provenientes das margens direita e esquerda do rio Teles Pires
advindos das ac¢Oes de resgate e PNH habitantes do Parque Florestal de Sinop.
As Tabelas 10, 11 e 12 exibem os valores individais, assim como absolutos
medios de cada parametro hematoldgico e bioguimico das nove espécies.

Em 14 (14/77; 18%) animais submetidos a avaliagdo hematologica foi
possivel verificar a presenca de hemoparasitas, detectados ao esfregaco
sanguineo. A luz da hematoscopia, foi possivel observar estruturas
extracelulares com morfologia sugestiva de Plasmodium spp., Trypanosoma
spp. e provavelmente 11 (11/77; 14,2%) individuos infectados por filarideos
(Figura 9).
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Tabela 9. Distribuicdo de individuos submetidos a avaliagdo hematoldgica durante afase de campo, em funcéo do local de captura,

faixa etéria, sexo e a presenca de hemoparasitas, Sinop, MT, 2019.

Espécies Idade Sexo Subtotais Local Hemoparasitas
Adultosl Juvenis| M | F TotaI| Hemograma| MD | ME | Pq Florestal | Plasmodiumspp. | Microfilaria | Trypanosoma spp.
A. caraya 6 1 4 3 7 7 1 6 0 0 0 0
A. infulatus 6 0 3 3 8 6 2 4 0 0 0 0
A. chamek 5 0 1 4 6 5 0 4 1 0 0 0
A. marginatus 10 1 1 10 13 11 8 0 3 1 3 0
C. albinasus 13 3 8 8 17 16 16 0 0 0 2 0
M. emiliae 8 1 4 5 13 9 6 2 1 1 4 1
P. grovesi 8 3 8 3 13 11 0 11 0 0 1 0
P. vieirai 2 0 0 2 5 2 1 0 1 0 0 0
S. apella 5 5 6 4 14 10 7 3 0 1 0
Total 63 14 35 42 96 77 34 34 9 2 11 1

Legenda: M: macho, F: fémea, MD: margem direita do rio Teles Pires, ME: margem esquerda do rio Teles Pires.



Tabela 10. Distribuicdo dos valores hematolégicos dos PNH resgatados durante o enchimento da UHE

Sinop, 2019 (eritrograma).

RG NOME He (x Hb Ht [ VCM CHCM HCM PT [ RDW Plt(x
CIENTIFICO 105cel/pL) | (gdL) | (%) | (L) (g/dL) (g | @dL) | (%) | 10%celpL)
1 A. marginatus 2.02 10.6 37 76 28 23 8.6 14.2 499
2 A. marginatus 4.19 10.1 32 76 31 24 8.6 15.6 530
4 P. grovesi 6.33 146 44 69 33 23.06 8.2 13.8 499
5 P. grovesi 5.52 14.7 44 79.80 33.37 26 9.0 15.8 530
6 A. chamek 7.64 169 47 6191 35.72 22.12 9.6 14.2 179
8 P. grovesi 6.61 153 42  63.73 36.31 23.14 8.4 15.8 515
9 M. emiliae 6.52 125 40  60.53 31.62 19.14 9.8 15.1 297
10 M. emiliae 5.62 11.7 36  60.20 34.4 2081 104 15.6 510
11 P. grovesi 6.52 119 35 52.86 34.52 18.25 8.2 15 333
12 P. grovesi 6.04 12.5 39  64.25 32.20 20.69 9.2 16.3 371
13 P.grovesi 4.48 18.1 53  90.20 34.24 40.40 9.8 15.7 396
14 P. grovesi 4.45 156 48  80.60 33.19 35.05 9.0 14.9 823
15 P. grovesi 3.58 16,5 48  79.23 33.90 41.08 8.4 13.8 611
16 P.grovesi 411 162 46  81.23 34.90 39.41 8.2 15.1 368
17 P. grovesi 5.76 16.1 47  81.33 34.36 27.95 9.2 15.1 421
18 C. albinasus 7.12 123 48 53.03 32.57 17.27 9.2 17.1 598
19 C. albinasus 7.23 141 41 6521  33.77 1950 84 155 489
20 C. albinasus 7.23 12 36 50.29 33 1659 9.2 16.3 555
21 S. apella 4.06 9.6 32 78.10 30.27 2364 104 13.7 479
22 S.apella 3.25 11.6 36 90.2 32.95 35.69 10.2 12.8 320
23 S.apella 3.66 13 40 9134 3245 3551 102  13.3 174
24 S.apella 3.32 113 36 9231 32.49 34.03 9.4 14.9 234
25 A. infulatus 6.21 129 46  75.36 27.56 20.77 9.7 16 282
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26
27
28
29
32
33
34
35
36
39
40
43
44
45
46
48
49
50
51
52
53
54
55
57
58
59
60
61

A. infulatus

A. marginatus
S. apella

S. apella

S. apella
M. emiliae
C. albinasus
C. albinasus

S. apella
A. marginatus
S. apella
A. chamek

C. albinasus
A. infulatus

A. infulatus
C. albinasus
A. infulatus
A. infulatus
A. caraya
A. caraya
A. caraya
A. caraya

A. marginatus
A. marginatus
M. emiliae
M. emiliae
S. apella
A. marginatus

4.38
4.79
4.74
5.68
5.12
2.50
8.41
4.57
341
5.07
2.21
3.17
5.77
6.54
5.67
8.16
5.11
6.48
1.14
2.98
3.84
4.80
441
3.99
2.55
231
5.26
5.76

11.7
115
10.8
11.7
11.2
125
13.8
14.3
111
13.6
9.5
9.4
103
11.7
11.9
13.2
11.2
12.8
10.2
121
13
12.9
11.6
13.2
154
14.5
10
10.7

43
42
41
43
40
44
51
52
40
50
38
37
41
42
43
42
36
39
43
49
50
46
44
41
50
47
32
26

97.03
88.72
86.68
75.88
78.32
80.6
60.40
113.78
118.76
96.44
14.02
114.82
71.40
64.98
74.42
50.84
70.07
60.18
81.20
76
83.1
82.20
98.86
102.25
125.68
74
59.31
45.31

27.52
27.05
26.34
27.14
27.93
28.15
27.16
27.2
27.40
27.81
25.60
25.82
25
27.52
28.19
31.81
31.27
32.82
32.02
31.02
29.30
31.23
26.60
32.35
30.86
31.38
31.96
40.99

7.2
24
22.78
20.59
21.87
50
16.40
31.29
32.55
26.82
42.98
29.65
17.8
17.88
20.98
16.17
21.91
19.75
23.9
21.20
33.85
26.87
26.30
33.08
60.38
62.67
19.01
18.57

7.2
7.2
7.0
6.2
6.4
6.2
7.8
6.4
8.0
6.3
6.2
8.2
6.2
7.2
9.3
8.1
5.8
5.2
7.0
6.4
7.2
6.4
9.0
6.4
6.4
7.2
6.2
8.4

15.2
16
16.9
141
15
15
15.8
13.7
15.7
14.7
16.9
16.9
15.1
15.2
14.3
18.4
14.4
13.9
14.4
171
16.1
134
15.2
153
16
13.2
18.5
16.4

305
234
224
277
280
343
414
232
393
282
237
247
191
222
227
323
255
560
300
327
441
239
509
357
418
967
505
429
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62
63
65
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
83
84
86
87
89
90
91
96

A. caraya
A. caraya
P. grovesi
A. caraya
C. albinasus
A. chamek
A. marginatus
A. marginatus
C. albinasus
M. emiliae
M. emiliae
A. chamek
A. marginatus
P.vieirai
C. albinasus
C. albinasus
C. albinasus
C. albinasus
M. emiliae
A. chamek
M. emiliae
C. albinasus
C. albinasus
A. marginatus
C. albinasus
P.vieirai

6.86
6.99
5.14
5.52
3.21
1.30
5.11
10.67
8.84
7.46
9.24
1.62
231
9.88
11.55
6.01
10.25
6.45
6.94
5.43
8.11
7.49
493
7.49
8.55
7.10

133
17
10.8
12.8
125
13.8
8.6
14.7
111
151
12.7
124
12
12.7
134
10.5
10.5
12.2
12.8
10.7
13.2
114
10.3
10.8
10.7
12.6

41
46
35
40
40
42
25
37
36
44
40
37
37
37
41
33
31
35
41
35
40
35
34
34
34
41

59.91
66.09
67.70
71.73
122.42
80.23
50.09
34.95
40.76
60.18
43.39
82.30
110
37.78
3541
55.74
30.34
54.57
58.21
65
50.30
46.86
67.34
45.28
39.88
56.61

32.33
36.75
30.98
32.30
31.79
32.64
33.48
39.38
30.64
33.63
31.67
33.15
32.84
33.78
32.74
31.26
3231
34.60
31.68
30.31
32.32
32.39
31.01
31.84
3131
3131

19.38
24.32
21.01
23.18
38.94
87.15
16.82
13.77
125
20.24
13.74
76.54
51.94
12.85
11.60
17.47
10.24
18.91
18.44
19.70
16.27
15.22
20.89
14.41
12.51
17.74

6.8
7.6
8.0
6.8
7.2
7.8
8.0
8.8
54
6.9
9.0
8.0
9.8
9.0
6.8
6.0
9.3
11.2
10.1
6.2
6.0
6.2
6.0
5.8
6.0
7.0

134
14.6
15.7
13.6
17.3
12.4
14.7
12.8
16.6
14.2
171
15.7
17.1
14.5
16.7
14
171
16.5
16.3
154
14.6
20.2
15.9
13.8
155
14.6

277
330
762
479
421
202
133
484
479
388
431
429
404
303
232
244
303
277
353
358
280
297
209
184
363
739
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Tabela 10. Valores hematolégicos dos PNH resgatados durante o enchimento da UHE Sinop, 2019 (leucograma) (Continuagao).

60

2 1|5§élec|'/;(1)|i) (“fif/i'[‘) el (©) (c%ﬁntl'_) s?(%n (?éeSLTL) i (5 (cle?:?JL) 2ol (29 (cIZ?/ZIL) el ) 52.73[) M?t;)?c' &’é?/ﬂ‘f)
1 897 0 0 0 72 6464 14 1257 7 628 0 0 7 628
2 399 0 0 0 55 2195 33 1317 5 200 2 80 5 200
4 499 0 0 0 57 2842 27 2843 7 349 1 50 7 349
5 409 41 0 0 50 2048 34 1557 0 0 0 0 11 451
6  16.64 41 0 0 76 12648 21 3453 1 166 0 0 2 333
8 1412 0 0 0 72 10168 18 2542 5 706 0 0 5 706
9 1023 0 0 0 72 7372 18 1843 5 512 0 0 5 512
10 9.66 0 0 0 72 6956 13 1256 4 387 1 97 10 966
11 11.865 0 0 0 72 8543 13 1543 4 475 1 119 10 1186
12 42.00 0 0 0 43 18060 52 21840 0 0 1 420 3 1260
13 220 0 0 0 80 1764 13 287 1 23 0 0 6 133
14 220 0 0 0 57 1257 43 949 0 0 0 0 0 0
15 3.46 0 0 0 57 1976 38 1317 1 35 0 0 4 139
16 840 0 3 252 86 7224 8 672 0 0 1 84 2 168
17 2.46 0 0 0 71 1752 19 469 1 25 0 0 9 223
18 3.67 0 0 0 69 2536 23 846 1 37 1 37 6 221
19 866 0 0 0 82 7104 13 1127 0 0 3 260 2 174
20 698 0 1 70 71 4958 24 1676 0 0 0 0 4 280
21 13.86 0 0 0 64 8871 27 3743 0 0 0 0 9 1248
22 535 0 0 0 52 2785 42 4200 0 0 0 0 6 322
23 845 0 0 0 84 7101 11 1100 0 0 0 0 3 254
24 9.03 0 0 0 70 6321 23 2077 0 0 1 91 6 542
25 472 0 0 0 82 3875 13 615 1 48 0 0 4 189
26 6.03 0 0 0 62 3744 37 2235 0 0 0 0 1 61
27 593 0 1 60 44 2611 40 2374 0 0 0 0 6 356
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Tabela 11. Distribuicdo dos valores absolutos médios e desvio padrdo dos par@metros hematoldgicos das noves espécies de PNH
da Fase de Campo, Sinop, MT, 2019.

A. caraya A.infulatus A. chamek A. marginatus C. albinasus M. emiliae P. grovesi P. vieirai S. apella
iNDICES (7) (6) (5) (11) (16) (9) (11) (2) (10)

Média DP Média DP  Média DP Média DP Média DP  Média DP Média DP Méda DP  Média  DP
Hemdcias (x 10°cel/pL) 459 2,12 573 0,86 3,83 2,68 5,07 2,39 7,61 2,15 569 2,63 532 1,04 849 1,97 4,07 1,10
Hemoglobina (g/dL) 13,00 2,03 12,00 0,67 12,60 291 11,60 1,73 12,00 1,34 13,40 1,30 14,8 2,19 12,70 0,07 11,00 1,07
Hematécrito (%) 4500 3,83 41,50 3,51 39,60 4,88 36,80 7,47 38,60 5095 42,40 4,25 43,7 562 3900 2,83 37,80 3,74
VCM (fL) 7430 8,86 73,70 12,80 80,90 21,00 74,90 26,80 5530 23,00 6810 2430 736 10,9 47,20 13,30 78,50 27,30
CHCM (g/dL) 32,10 2,29 29,10 2,31 31,50 3,73 31,90 4,76 31,70 1,61 31,70 1,76 33,7 1,42 3250 1,75 29,50 2,86
HCM (pg) 24,70 4,69 18,10 550 47,00 32,20 24,80 10,70 17,30 7,20 31,30 20,20 287 865 1530 3,46 28,90 823
PT (g/dL) 689 043 7,40 1,81 7,96 1,21 7,90 1,29 7,35 1,40 800 1,80 869 0575 800 1,41 802 1,85
RDW (%) 14,70 1,44 14,80 0,77 14,90 1,70 15,10 1,22 16,60 1,52 1520 1,17 152 0,806 14,60 0,07 1520 1,82
Plaquetas (x 10%cel/uL) 342 871 309 127 283 107 368 140 379 125 443 209 512 162 521 308 312 112
Leucécitos (x 10°cel/ul) 11233 3345 4283 1401 9214 4876 7905 4567 6154 2630 10893 3773 9194 11588 7395 3712 9049 2834
Segmentados (cél/ul) 6752 4199 2538 1110 6686 3908 4891 4062 3824 1691 7388 2768 5384 5222 2228 172 5900 2868
Linfécitos (cél/uL) 1900 926 2001 2228 1943 983 2270 1113 1898 1124 2565 1609 3195 6235 4734 3518 2519 1446
Eosindfilos (cél/uL) 141 182 96 189 130 83 142 179 156 314 383 347 156 243 101 142 221 498
Basofilos (cél/pL) 0 0 8 19 125 189 29,2 51,1 26,4 71,9 246 256 61,2 126 0 0 47,1 51,4

Monécitos (cél/pL) 773 644 150 116 410 145 1075 1992 332 224 478 255 468 425 347 219 562 440
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Tabela 12. Distribuicdo das espécies de primatas durante a Fase de Campo, em fungdo dos parametros bioquimicos, seus valores

medianos e o desvio padrdo, Sinop, MT.

A.caraya A.infulatus A.chamek A.marginatus C. albinasus M. emiliae P. grovesi P. vieirai S. apella
Parametro n=7 n=1 n=7 n=11 n=17 n=4 n=8 n=3 n=12
Mediana=DP Mediana+DP Mediana+DP Mediana=DP Mediana:DP Mediana=DP Mediana+DP Mediana=DP
AST(U/L) 56+ 46 78 25+17.88 36+16.21 27+10.24 131+67.90 35+37.43 14+4.04 16.5+11.37
ALT(U/L) 15+5.2 39 20+10.86 26+19.55 14+7.08 18.5+5.85 27+10.93 11+45 8.5+8.6
FA(U/L) 147+91.96 36 97+73.39 98+38.21 220+48.57 75.50+31.98 43+84.60 27+49.07 40.5+19.56
GGT (U/L) 262+104.7 — 1.8+5.68 1.4+0.84 46.30+13.34 0.65+0.2 43.05+11.15 36.90+14.79 34.15+12.91
LDH (U/L) 413+204.5 — 378+142.9 347 +134 303+174.2 823+555.8 909+327.4 356%+173.7 453+159.3
CK(U/L) 1934+ 1448 596 6159+ 2785 1013+228 326+234.2 913.7+1222 1734+5581 547+306.9 358.5+1015
PT (g/dL) 59+1.32 7.3 6.7+1.16 6.7+1.39 6.0+1.27 6.5+0.98 6.3+0.58 6.2+0.15 6.85+1.24
UREIA (mg/dL) 21+15.79 4.0 11+7.45 5.0+2.06 29+26.78 27+4.3 49+46.5 18+63.81 22+28.95
CREATININA (mg/dL) 0.69+0.51 0.09 0.92+0.22 0.74+0.27 0.59%0.2 0.6+0.11 0.43+0.2 0.58+0.12 0.76+0.18
ALBUMINA (g/dL) 41+11.03 4.6 4.6+0.92 40%1.2 3.5+0.81 3.85+0.85 4.1+0.64 46+0.17 3.95+0.93
BT (mg/dL) 0.4+0.07 0.3 0.4+0.11 0.3+0.06 0.4+0.09 0.4+0.05 0.4+0.07 0.3+0.05 0.3+0.04
BD (mg/dL) 0 0 0 0 0.1+0.07 0 0.05+0.02 0 0
COLESTEROL’(mg/dL) 92+64.65 — 95+41.71 102 £45.55 202+86.27 261.5+1124 2105+75.66 126+81.3 146.5+34.11
TRIGLICERIDEOS
(mg/dL) 55+35.31 — 70+32.95 59+27.94 60+41.73 49+2.82 108+41.47 94+49.22 40+181.8
Ca (mg/dL 8.4+2.27 — 8.1+1.58 83+1.7 7.6+1.61 8.8+0.14 8.1+1.13 9.4+0.4 8.15+1.83
P (mg/dL) 2.1+0.58 — 2.2+0.92 24+1.16 3.1£0.84 3.9+1.13 5.1+1.54 4.310.45 49+2.19
K (mmol/L) 48+1.12 — 5.0£1.53 5.0+1.88 46+3.37 5.85+0.77 5.6+£0.57 6.3+1.45 4.25+1.46
Na(mmol/L) 121+16.86 — 122+16.45 129+15.61 133+19.64 1485+9.19 137+9.62 125+11.85 135+29.09
Cl (mmol/L) 83+13.78 — 93+7.4 88+9.57 98+10.90 97+9.89 100+6.11 99+2.51 94 +28.22
2.5 +1.03
Mg (mg/dL) 2.0+£0.52 — 1.7+0.65 1.65+0.73 2.0+£0.66 1.45+1.06 2.1+05 2.3+0.25
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Figura 9. A. Microfilaria sanguinea em Mico emiliae: corpos celulares
coalescidos até o fim da cauda, auséncia de gancho, de espaco cefdlico e de
bainha; B. Microfilaria sanguinea em Sapajus apella: presenca de bainha anterior
e posterior, corpos celulares coalescidos até a extremidade da cauda. Microscopia

de luz, Wright-Giemsa, 40x.

Plecturocebus grovesi e P. vieirai, espécies recém descritas (Boubli et al.
2019), juntamente com M. emiliae e C. albinasus, ndo possuem qualquer
resgistro na literatura sobre avaliacdo clinica, tampouco laboratorial, o que
dificulta a caracterizacdo dos limites entre salde e doenca. O género Aotus,
embora amplamente explorado como modelo experimental para doencas em
humanos (Cicmanec et al. 1974, Beland et al. 1981, Chalifoux et al. 1981,
Schiavetta et al. 2003), juntamente com Ateles e Sapajus, também carecem de
estudos referéncia para discussao clinica ((Karesh et al. 1998; Albertelli 2020).

Em contrapartida, Alouatta se sobressai como o género mais amplamente
explorado (Kowalewski et al. 2015). Embora ndo apresentasse diferenca
significativa (unparied t-test, p > 0,05, IC: 95%, a: 0,5) 0 nUmero de hemacias,
hemoglobina e hematécrito dos machos apresentaram valores superiores aos

das fémeas de A. caraya. Hormonios androgenos geralmente estimulam a
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producéo de eritropoietina, enquanto estrégenos a inibem (Kerr 2002, Stockham
& Scott 2008), o que justificaria em parte essa diferenca. Quando comparados
os demais estudos com a espécie ((Flaiban et al. 2008, Sanchez-Sarmiento et
al. 2015, Melo et al. 2019) ou mesmo congéneres (Vié et al. 1998, Rovirosa-
Hernandez et al. 2012, Garcia-Feria et al. 2017), os indices hematimétricos
foram bastante similares ou dentro do intervalo esperado para individuos
saudaveis da espécie.

Embora o universo amostral fosse composto de nove espécies distintas,
os espécimes foramtambém agrupados conforme estacdo do ano: estacao seca
(verdo, precipitacdo média de 4,0mm) e chuvosa (inverno, precipitacdo média de
280mm). Ao final da expedicdo de campo, obteve-se 38 espécimes na estacéo
chuvosa (janeiro a meados de abril) e 39 na seca (abril a julho). N&o
desconsiderando as varidveis clinicas individuais, procurou-se verificar a
influéncia da grande amplitude hidrica sazonal, principalmente sobre o
hematécrito e proteinas plasmaticas totais (Campbell 1991, 2012, Weiss &
Wardrop 2010).

Observou-se que o0 hematécrito se apresentou estatisticamente mais
elevado durante a estacdo seca (unparied t-test, p=0.03, IC: 95%, o: 0,5), no
entanto proteinas plasmaticas, albumina, sédio e cloretos ndo seguiram a
mesma tendéncia. Na desidratacdo verdadeira, em que o conteldo de agua
plasmatica estd reduzido, o hematdcrito se encontra falsamente elevado e as
proteinas plasmaticas na mesma propor¢cdo, configurando a policitemia relativa
(Jain 1993). Sendo assim, nao se pode apoiar tal suposicdo sazonal, apenas
baseando-se na disponibilidade hidrica ambiental; ha que se considerar fatores
clinicos e individuais (Almosny 2009).

Dentre as nove espécies de primatas amostrados, sabe-se que M.
emiliae, C. albinasus, P. vieirai e P. grovesi, além de S. apella, possuem uma
dieta essencialmente composta por frutos, sementes, flores, brotos, mas
também uma parcela importante de predacdo de artropodes, ovos e pequenos
vertebrados (Ferrari & Lopes 1995, Veiga & Ferrari 2006, Silva 2007, Deluycker
2012, Gualda-Barros et al. 2012). A ingestdo de alimentos de origem animal
costuma ser mais expressiva nas estacoes secas, quando da rarefacao de frutos
maduros, e consequente demanda energética por alimentos-chave (Nagy &
Milton 1979, Milton 1981).
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Como unico exemplo de calitriquideo nesta amostragem, 70% da dieta de
M. emiliae contém lagartas, lesmas, aranhas, ovos, cupins, formigas e até
mesmo anfibios (Sussman & Kinzey 1984). De maneira geral, a ingestdo desses
itens alimentares representa um incremento nutricional de gordura e proteinas
(Stasieniuk 2009). Ainda que este estudo nao tivesse o0 objetivo de descrever os
itens alimentares das espécies, quando comparados as espécies folivoras-
frugivoras como A. caraya e Ateles spp. (Milton 1981, lwanaga & Ferrari 2001),
notamos valores significativamente superiores nas concentracdes de colesterol
total sérico e ureia, parametros sabidamente influenciados por fatores dietéticos
(Campbell 2012).

Quando agrupados por classe sexo-etaria, mesmo de familias, géneros e
espécies diferentes, alguns pressupostos clinicos para outras espécies de
primatas e outros mamiferos parecem ter sido corroborados. Individuos juvenis
parecem ter as concentracfes de fésforo e a atividade sérica de fosfatase
alcalina maiores que os adultos, provavelmente devido a maior atividade
osteoblastica (Delmas 1995, Havill et al. 2003, Fox et al. 2008). Outra suposi¢ao
diz respeito aos niveis séricos de colesterol total (mg/dL), que também tendem
a aumentar com a idade, além dos machos de PNH apresentarem maior
concentracao em relacdo as fémeas (Campbell 2012; Takenaka et al. 2000; Xie
et al. 2013).
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5.4 Avaliacdo Toxicopatoldgica

5.4.1 Plasma

A primeira andlise quali-quantitativa realizada no plasma de 84 individuos
nao detectou concentracdes de glifosato, nem de seu principal metabdlito, acido
aminometilfosféonico (AMPA). Negativos também foram os resultados da
varredura de 231 residuos para todas as amostras testadas. A Figura 10 ilustra
0s cromatogramas obtidos na andlise de glifosato + AMPA por LC-MS/MS, para
amostra controle (A) e duas amostra de plasma de A. chamek (n° 6 e n° 47) (B
e C). E possivel verificar que o pico correspondente ao glifosato no controle A
(tempo de retencdo = 1,38 min) ndo pode ser observado nas amostras B e C.

Uma vez que os resultados foram negativos para o glifosato e seu
metabdlito AMPA e outros 231 pesticidas conhecidos, foi definida uma
abordagem adicional, buscando-se identificar compostos que néo seriam o alvo
inicial, mas que poderiam estar presentes, devido a metabolizagdo dos
compostos-alvos, ou mesmo a degradacdo das amostras. Assim, dentre um
banco de dados de 943 analitos, entre compostos intactos, fragmentos e
metabdlitos, considerando as substancias utilizadas e potencialmente adotadas
na agricultura brasileira, foram definidos 216 focos de avaliagdo (Anexo 6).

Apos o tratamento dos dados, onde se realizou a busca pela massa exata
dos compostos investigados (LQAA/UFRGS), se identificou a presenca de onze
compostos cuja presenca foi considerada possivel. Essa identificagdo ocorreu
através da comparacdo entre solvente e as amostras coletadas a campo. Ao
observar a Figura 11 pode-se notar 0 pico presente na amostra suspeita, ao

contrério do que ocorre no solvente, onde nenhum pico pode ser identificado.
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Figura 10. Cromatogramas da analise de glifosato no plasma para duas amostras negativas, por LC-MS/MS. Controle (A), ID: 6

Ateles chamek (B), ID: 47 Ateles chamek (C), LFDA-RS, 2020.
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Figura 11. Cromatogramas do analito Alachlor (Fragm 238) (m/z=239,1071)
(acima) e amostra 01 (abaixo), LFDA-RS, 2021.

Apds a identificacdo dos compostos suspeitos, procedeu-se com a
fragmentacdo dos onze compostos. Conforme Figura 12 e 13, nao foi possivel
confirmar a presenga de nenhum dos onze compostos suspeitos identificados na
primeira etapa da analise.

Na Figura 12, esta apresentado o padréo, e dele foi extraido o pesticida
Carbendazim. No cromatograma 12A, temos o Cromatograma de fon Total (Total
lon Chromatogram, TIC) para a amostra. No cromatograma extraido 12B, temos
0 pico resultante da extracdo da razdo massa/carga m/z =192,0773. Ja no
espectro de massas 12C, temos a por¢cao do espectro no tempo de retencéo (tR)

de 7,1 min, 0 mesmo que observamos 0 pico em 12B, para 0 experimento
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Product lon. Nele, é possivel visualizar os fragmentos 160 e 132, caracteristicos
do pesticida carbendazim.

Analogamente, foirealizada a avaliacdo da presenca dos compostos nas
amostras em que foram detectados suspeitos. A Figura 13, apresenta a amostra
01, e dela foi extraida m/z = 239,1071, referente ao Fragmento 238 do Alachlor.
No cromatograma 13A, temos o Cromatograma de fon Total (Total lon
Chromatogram, TIC) para a amostra. No cromatograma extraido 13B, temos o
pico resultante da extracdo da razdo massa/carga m/z = 239,1071, com tempo
de reteng@o compativel com o observado na amostra suspeita (Figura 12). J& no
espectro de massas 13C, temos a por¢cao do espectro no tempo de retencéo (tR)
de 8,3 min, 0 mesmo que observamos 0 pico em 13B, para 0 experimento
Product lon. Ao contrario do exemplo anterior, ndo observamos nenhum
fragmento de massas que fosse compativel com o padrédo. Foi possivel verificar
a presenca dos fragmentos 126, 180 e 221, ao que deveriam estar presentes 0s
fragmentos 147 e 162. Dessa forma, ndo foi possivel confirmar que a amostra

suspeita de fato continha o analito em questao.
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Figura 12. Cromatogramas e espectro de massas para o composto Carbendazim, ID:
45, LFDA-RS, 2021.
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Figura 13. Cromatogramas e espectro de massas para 0 composto Fragmento 238
Alachlor, ID: 53, LFDA-RS, 2021.



74

Os resultados negativos para a deteccdo dos pesticidas no sangue
reiteram a elevada capacidade de metabolizagcdo e excre¢do continua de
substancias exogenas nas diferentes espécies de mamiferos (Peakall 1992). O
plasma consiste numa matriz com elevada taxa de renovacdo de seus
componentes, o que pode significar que ele somente “demonstre” os
ingredientes ativos com os quais os PNH tenham sido expostos em periodo
recente, no mesmo dia, ou talvez horas (Aprea et al. 2002).

Embora ndo seja possivel precisar a via, ou as vias de absorcdo do
conteudo pulverizado, consideramos a populagcdo como potencialmente exposta
e que o0s PNT estejam submetidos a exposicdo direta e indireta aos
agroguimicos. Com auxilio dos ventos e a circulagdo das massas de ar
atmosférico, acreditamos que a “chuva’ de agrotoxicos atinge diretamente os
PNT residentes dos fragmentos adjacentes, podendo ser absorvidas pela
mucosa oral, ocular, respiratoria ou ainda através pele. E indiretamente por meio
da ingestado dos recursos alimentares e agua.

Este estudo ndo teve o objetivo de obter indices estabelecidos como os
da espécie humana, tais como o Limite Maximo Residual (LMR), os niveis de
Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA), nem o Nivel de Exposicdo Aceitavel (NEA),
tampouco pormenorizar a relacdo dose-efeito dos agrotoxicos. A varredura em
guestdo consiste no primeiro passo para a definicdo das melhores matrizes,
metodologias e abordagens para a compreensdo da toxicocinética dos
pesticidas em primatas persistentemente expostos.

Além do desconhecimento exato da formulag&o pulverizada, o volume de
distribuicdo (VD) dos compostos e a capacidade de difusdo pelo compartimento
vascular, extra e intracelular permanecem ainda pouco esclarecidas entre as
diferentes espécies (Pelkonen & Raunio 1997) A interacdo entre um agente
toxico e um organismo depende da dose que chega a um determinado sitio e da
afinidade do xenobidtico por esse local (Ettlin 2013). A biotransformacéo
resultante dessa interacdo pode significar alteracdo dos mecanismos de
distribuicdo, acéo, excrecdo e toxicidade (Lehman-McKeeman 2013). A
biotransformacado para um produto mais soluvel em agua geralmente aumenta a
excrecdo, diminuindo a probabilidade de acumulo para niveis toxicos (Haschek
et al. 2010), por essa razao inclusive, alguns compostos e seus metabdlitos sdo
mensurados na urina (Schitze et al. 2021).
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Em contraste aos estudos experimentais (in vitro ou com animais
mantidos em condi¢gOes laboratoriaias), com a dose e via de administracdo
conhecidas, o ingrediente ativo isolado, tempo de exposicdo e analises sob
condicbes previamente estabelecidas e controladas, estudos de campo
apresentam diversas variaveis conflituosas. Estudos que avaliam a exposicao
ocupacional em trabalhadores rurais que utilizam o sangue (Tan & Mohd 2003),
urina (Niemann et al. 2015) e leite materno (Kanja et al. 1992) como matrizes de
investigacdo, tém a facilidade de obtencdo voluntaria das amostras, em
intervalos estabelecidos e o processamento imediato. Quando nos deparamos
com o cenario de captura de espécies selvagens, ha de se ter cautela com a
interpretacdo dos achados.

Ainda que a expectativa de retenc@o de moléculas no sangue fosse baixa,
estamos diante de uma matriz menos invasiva, quando comparada a fragmentos
teciduais, de mais facil obtencdo e repetibilidade, além da capacidade de

temporizar e setorizar a amostragem (Mathur et al. 2005).

5.4.2 Tecidos: musculatura esquelética e figado

Ao todo 17 PNH foram submetidos a necrépsia e avaliacdo
anatomopatologica. Cinco animais recebidos no estado de Sédo Paulo pelas
instituicdes parceiras foram submetidos a necropsia com o intuito de obter
fragmentos de tecidos para andlise e padronizacdo toxicolégica e
histopatol6gica. Doze outros animais vieram a Obito durante as acfes de resgate
de fauna na UHE Sinop e foram, portanto, examinados pela equipe local de
patologistas.

Conforme previsto, as amostras-controle resultaram negativas para
concentracdo de agrotoxicos, configurando apenas aliquotas de padronizagdo
das matrizes e calibracdo dos equipamentos. Entre as 12 amostras provenientes
da Fase Trabalho de Campo, foi possivel detectar agrotoxicos na faixa de
concentracdo de 0,5 a 10 ppb em quatro espécimes. Conforme ilustra a Tabela
13, mesotriona, fipronil e bromuconazol foram detectados abaixo do limite de

quantificacdo e por esta razdo designadas “concentragcdes aproximadas” (CA).
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Trés espécimes de S. apella e um C. albinasus foram as espécies de PNH
consideradas positivas para a presenca dos residuos.

Bromuconazol, fipronil e mesotriona foram o0s ingredientes ativos
detectados nas duas matrizes de tecidos dos primatas. Estas substancias
agroquimicas pertencem as seguintes classes agronémicas: fungicida, inseticida
e herbicida, respectivamente. A Figura 14 relaciona o ingrediente ativo, a cultura
em que sao autorizados, o Limite Maximo de Residuo (LMR) e o ato legal que
os promulgou. As culturas séo incluidas no registro de um agrotoxico com base
em estudos de residuos de campo, conduzidos segundo Boas Praticas Agricolas
(BPA). A partir da analise destes estudos, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) estabelece o Limite Maximo de Residuos (LMR) e o Intervalo
de Seguranca (ANVISA 2014). Baseando-se no grau de toxicidade, no potencial
carcinogénico e na persisténcia ambiental, a ANVISA classifica as substancias
(Tabela 14).

As Figuras 15 e 16 correspondem as curvas padrédo com 231 compostos e

as de detecc¢éo do bromuconazol, fipronil e mesotriona.
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Tabela 13. Distribuicdo da deteccdo de agrotoxicos nas amostras de tecido de
primatas necropsiados e a respectiva concentragéo aproximada na faixa de 0,5

a 10 ppb, Sinop, MT, 2019.

1 A.caraya - — — —
Fase
Piloto: 2 S. nigritus - — — —
Cempas/ 3 A. clamitans - — — —
Zoo .
Sorocaba 4 C. penicillata -
5 C. penicillata - — — —
1 S. apella - Mesotriona 1,47 0,00147
Fipronil 1,54 0,00154
2 S. apella -
Mesotriona 1,97 0,00197
3 M. emiliae - — — —
4 P.vieirai - — — —
Fase 5 C. albinasus + Fipronil 3,62 0,00362
Campo: -
UHE 6 P. grovesi -
Sinop 7 P. grovesi - — — —
8 P. grovesi - — — —
Bromuconazol 0,99 0,00099
9 S. apella - -
Mesotriona 3,15 0,00315
10 C. albinasus - — — —
11 A.caraya - — — —
12 A.chamek - - — — —
Legenda: ME: Musculatura Esquelética, FIG: Figado, CA: Concentracdo Aproximada, ppb

(partes por bilhdo) e ppm (partes por milhdo).
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INGREDIENTE ATIVO

CULTURA

o~

MESOTRIONA Cana.ge-agucar 0010 RESO! O S50/ANVISA 2010
\l:(ﬁ?" 0\“‘ M 't‘.C *:': :ESC \Ao ‘-_- A\‘ S.. 3 6
MESCTRIO NP 0010 RESOLUGAD 268/ANVISA 2003

INGREDIENTE ATIVO

CULTURA

FIPRONIL Algodic 9019 RESOL - RE N® 2076 :e 1 DE JULHO OF 2007
FIPRONIL Amendom 0,010 RESO! »(- - RE N* 5.237, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012
FIPRONIL Aoz 0,010 RESOLUGAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
FIPRONIL Satata 0,05 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 0 -cos'o OE 2003
FIPRONIL Cany-ge-aqucer 003 RESOLUCAO-RE N* 165, D 29 DE STO OF 2003
FIPRONIL Cevaca 0,010 RESOLUGAD.RE N° 165, DE 29 D! »GCS’O OE 2003
FIPRONIL Feido 3010 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO DF 2003
FIPRONIL Grasso 2010 RESOLUCAD-RE N* 1.902. DE 15 DE JULHO DE 2016
FIPRONIL Miro 0010 RESOLUCAD - RE N* 1152 O 16 D MAID D€ 2005
FIPRONIL Pastagens 0100 RESOLUCAD-RE N* 165, DE 29 DE AGOSTO D 2003
FIPRONIL Sojd 2,010 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO OF 2003
FIPRONIL Sorgo 0005 RESOLUCAD - RE N* 5237, DE 12 DE DEZEMERO DE 2012
FIPRONIL Trigo 0,010 RESOLUCAO-RE N* 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003

INGREDIENTE ATIVO

CULTURA ATO LEGAL

-
EROMUCONAZOL
EROW 'UCC*‘&-‘-ZO.

Aino

Amenrcom

N® 165, OE 29 DE AGOSTO Of 2003
AGOSTO D 2003

RESOUUCAO.RE
RESOLUCAO-RE N® 1€5, DE 29 DE

EROMUCONAZ: Banone 053 RESOLUCAO-RE N° 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
BROMUCONAZ Satata 0100 RESOLUGAD-RE N° 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
EROMUCONA O. Ceboia 01 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
EROMUCONAZOL Cenoura 0.2 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO DF 2003
EROMUCONAZOL Felido 0.200 RESOUUCAO-RE N° 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
BROMUCONAZOL Goaca 0080 RESOLUCAO.RE N® 1635, DE 29 DE AuOS’O OF 2003
EROMUCONAZOL Manga 0050 -"ESO.\)C-O RE N® 1€5, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
BROMUCONAZOL Sojs 0,050 RESOLUCAO-RE N® 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003
EROMUCONAZOL Tomate 0100 RESOLUGCAO-RE N° 165, DE 29 DE AGOSTO DE 2003

Figura 14. Demonstrativo dos ingredientes ativos autorizados por cultura e o
respectivo LMR (MAPA, 2021).

Tabela 14. Classificacdo dos agrotdxicos conforme a periculosidade, ANVISA
2021.

Mesotriona

Produto Nao Classificado

I1l. Perigoso ao Meio Ambiente

Bromuconazol

Classe 5. Improvavel de causar Dano Agudo

1. Muito Perigoso ao Meio Ambiente

Fipronil

Classe 3. Moderadamente Téxico

11. Muito Perigoso ao Meio Ambiente
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Figura 15. Curvas padrdo em cromatograma com 231 agrotéxicos no ponto de deteccgdo de até 50 partes
por bilhdo (ppb), LFDA-GO, 2020.
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Figura 16. Curvas de deteccao de bromuconazol (A) (ID: 66), fipronil (B) (ID:54)
e mesotriona (C) (ID:48), LFDA-GO, 2020.
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5.4.3 Avaliacdo anatomopatologica

A Tabela 15 sumariza os 17 espécimes submetidos a avaliacao
anatomopatologica durante as fases piloto e campo. A avaliacdo histopatologica
da fase de campo foi realizada em duas etapas. A primeira etapa antes do
relatério toxicologico (as cegas) e uma segunda leitura, mediante os resultados
das amostras positivas®. Ap0s o pareamento dos achados das etapas piloto e de
campo, ndo foi possivel fazer correlacdes ou inferéncias sobre a detec¢do dos
agrotoxicos e a respectiva toxicidade.

Esse grupo de animais tem em comum o histérico terem sido encontrados
flutuando no rio apos a morte ou presos aos galhos da vegetacdo remanescente.
O empreendimento procedeu ao enchimento do reservatério principal sem
realizar a completa supressdo vegetal prévia. Os PNHs que ndo haviam sido
resgatados e, que ainda habitavam os remanescentes de dossel, passaram a
ficar gradualmente ilhados entre as copas de arvores ndo submersas. Antes do
enchimento, o deslocamento entre galhos podia ser feito por meio de saltos ou
do solo, ao passo que durante esta etapa, 0 deslocamento se dava
obrigatoriamente a nado.

A medida que a agua do reservatorio sobe, a vegetacdo submersa ou
guase totalmente submersa, inicia um processo de apodrecimento, perde folhas,
galhos e frutos, até a queda. A primeira consequéncia direta da submerséao e
apodrecimento das arvores € o desaparecimento gradual do abrigo contra o sol
e chuva, e consequente exposicdo dos animais as intempéries. Segundo, a
escassez de alimentos faz com que os PNHs sejam forgcados a forragear em
areas adjacentes, se lancando na agua para alcancar seu destino. E possivel
gue o cenario descrito seja a forca motriz para o emagrecimento e debilidade
dos individuos, tornando-os clinicamente susceptiveis a infeccdes oportunistas,
sem condicdes de atravessar grandes distancias a nado, e podendo resultar

ainda em afogamentos.

8 Etapa realizada com o auxilio e colaboragdo do doutorando Eduardo F. Machado,
LAPCOM, USP e doutoranda Natdlia C.C. A. Fernandes IAL, SP.
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As equipes de resgate embarcado executaram turnos de 14 horas de
inspecao e busca ativa ao longo de todo o reservatoério. O objetivo era identificar
esses grupos de animais remanescentes pra que fossem resgatados o mais
rapido possivel, evitando assim o cenario descrito. Mesmo com um esforco de
aproximadamente 32 embarcacdes e 90 profissionais (bidlogos, médicos
veterinarios e auxiliares de campo), alguns PNHs ainda foram encontrados
flutuando apdés a morte. Portanto, além do contato intimo com agrotéxicos por
longos periodos de suas vidas e a presenca de coinfec¢cdes parasitarias, este
grupo de animais pode ter se afogado durante uma travessia ou mesmo 0
agravamento de um quadro patogénico pode ter culminado em morte.

Diante da imprevisibilidade do encontro com os cadaveres, o tempo em que
0S mesmos permaneceram expostos ao sol foi bastante variavel. Uma vez
recolhidos, os cadaveres foram imediatamente direcionados ao freezer
doméstico mais préximo, onde permaneceram até a necropsia. Em razdo do
cenario pandémico e todos os empecilhos impostos, 0s animais permaneceram
congelados por pelo menos sete meses antes do exame necroscopico. A
dindmica descrita acima traduz em termos logistico-operacionais os diferentes
graus de autolise identificados nos cadaveres; em alguns casos, impossibilitados

de uma andlise acurada (Anexo 7, Tabela 16 e Figuras 17 a 25).
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Tabela 15. Distribuicdo dos primatas submetidos a exame necroscoépico, as

instituicées responsaveis e o municipio durante as duas fases de estudo.

1 29/10/2018 S. nigritus Cempas 5do Servigo de Patologia
Manuel Unesp
, Servigo de Patologia
2 | 20/12/2017 | A.clamitans Cempas Botucatu
Unesp
FASE . Servigo de Patologia
PILOTO 3 | 04/03/2019 | C. penicilatta Cempas Botucatu Unesp
4 20/06/2019 | C. penicilatta Cempas Botucatu Servigo de Patologia
Unesp
5 12/03/2020 Sapajus sp. Servico ‘?'e Botucatu servico de Patologia
Patologia Unesp
1 | 12/03/2020 S. apella UHI;S;I;IaOP/ Sinop LAPAN - UFMT
E
2 | 16/04/2020 S. apella UH Bisg,:lao i Sinop LAPAN - UFMT
3 | 20/04/2020 M. emiliae UHEiSCI)I,:IaO P/ Sinop LAPAN - UFMT
4 | 28/04/2020 P.vieirai UHEiS;L\IaO P/ Sinop LAPAN - UFMT
5 24/04/2020 | C. albinasus UHZ?;':;O P/ Sinop LAPAN - UFMT
HE SINOP,
FASE DE 6 | 05/05/2020 P. grovesi v S Op/ Sinop LAPAN-UFMT
CAMPO: Biota
UHE UHE SINOP
SINOP 7 18/05/2020 P. grovesi Biota / Sinop LAPAN-UFMT
8 19/06/2020 P. grovesi UH%?;’:ao P/ Sinop LAPAN - UFMT
9 02/07/2020 S. apella UHE?;’;IaO P/ Sinop LAPAN - UFMT
UHE SINOP
10 | 10/07/2020 | C. albinasus Biota / Sinop LAPAN - UFMT
11 | 10/07/2020 A.caraya UH%?;’,E\LOP/ Sinop LAPAN-UFMT
12 | 17/07/2020 A.chamek UHZ?;’;LOP/ Sinop LAPAN - UFMT
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Tabela 16. Descricdo anatomopatolégica dos primatas avaliados na Fase de Campo, Sinop, MT.

1 Sapajusapella Mesotriona Mucosas palidas. Parasitas livres em peritonioeaderidosa 1.Cortex encéfalo, 1. Encefalite e Meningoencefalite
mononuclear multifocal discreta, 2. Nefrite
intersticial lifoplasmocitica multifocal discreta,
cerebelar, 3. Tromboembolismo parasitario. Parasitismo
por nematédeo em brénquios multifocal
moderado, 4. Colangite

Hepatomegalia e esplenomegaliadiscretas. ependimario, fibrosante/esquirrética parasitariapor
trematédeos multifocal coalescente
moderado, 5. Sugestivo de trombocitopoiese
4. Figado,5.Bago, extramedular, moderada, 6. Processo de
cicatrizacdo e degeneracdo enecrosede
miécitos polifasico. Miopatia crdnica
presencadeparasitas em [imen. Figado combordos Linfonodo, 8. degenerativa, segmentar e polifasicaa
esclarecer, sugestivo de parasitismo,
multifocal coalescente moderado, 7.
Paratireoide, 9. Infestacdo parasitarianodular focalmente
extenso multinodular moderado, 8.
Irregularidade defoliculos, lesdes a

superficie hepaticade face ventral do lobo medial tronco, pedunculo

rdo; énci rdur anea.
esquerdo; ausénciade gordurasubcutanea cerebelo e plexo

. . - ~ ) 2.Rim, 3. Pulméo,
Linfadenomegalia de mesentéricos. Pulm&o com enfisema

alveolar acentuado. Gastrite ulcerativaassociadaa
6. Musculatura, 7.

enegrecidosepontos eshranqui¢cados. Parasitas em Tiredidee

intestino delgado (duodeno, jejuno eileo), medindo 1cm Medula 6ssea.

de comprimento e segmentados/fragmentados. esclarecer, 9. Infestagdo parasitariadifusa
moderada.
2 Sapajusapella Fipronile Animal comescore de condigdo corporal baixo, pulmdes 1. Rim, 2. Pulméo, 1. Nefrite intersticial linfoplasmocitica focal
Mesotriona 3. Figado, 4. discreta, 2. Edema pulmonar multifocal
arqueados e comimpressao de costelas contendo areas Musculatura coalescente moderado, 3. Hepatite /
Estriada Colangite mistafocalmente extenso

multifocais puntiformes hemorrégicas. moderado, 4. Miopatiadegenerativa
>HE segmentar monofasicamultifocal
Tireoidee coalescente discreta, 5. Aut6lise/ disrupturas

Paratireoide enddcrinas aesclarecer.

Esquelética, 5.
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3 Mico emiliae

Animal Magro,commucosas pélidas, presencade

parasitismo intensoemceco.

1. Hipocampo,
Tronco encefélico,
Cortex encefélico,
2. Figado, 3. Baco,
4. Rim, 5.
Musculatura

1. Flariose intravascular multifocal discreta,
2. Filariose multifocal moderada, 3. Filariose
multifocal discreta, 4. Filariose multifocal
discreta, 5. Parasitismo compativel com

cistos de protozoérios dafamilia

Estriada . .

" Apicomplexa, multifocal moderadaa
Esquelética, 6.
Pulmao, 7. acentuada, 6. Edema alveolar difuso
Adrenal. acentuado, 7. Cisto parasitario.

4  Plecturocebus vieirai Animal magro, de mucosas palidas, luxacédo de articulagdo 1. Pulmaéo, 2. 1. Edema e enfisemapulmonar a confirmar,
Musculatura difuso discreto, 2. Degeneragao e necrose
escapulo-umeral direita. Agregados linfoides de TGI Estriada e D€y &

Esquelética, 3.

multifocal moderado, 3,4.e 5. Autélise

evidentes. Rim, 4. Pancreas,
5. OVarios acentuada.

5 Chiropotes albinasus Fipronil Animal magro, discreta esplenomegalia, reas de fibrose 1. Pulméo, 2. 1. Edema Pulmonar multifocal moderado, 2.
em figado, pulm8es arqueados com presencade Musculatura Degeneracao e necrose segmentar
hemorragias puntiformes, Musculaturaem regido lombar Estriada s .
avermelhadacom linfonodos regionais aumentados nesta  Esquelética poliofasicafocalmente extensadiscretaa
regido. moderada.

6 Plecturocebus grovesi Animal em bom estado nutricional ede escore,com 1. Pulméo, 2. 1. Edema pulmonar multifocal acoalescente
cardiomiopatiaexcéntricade direito, parasitas livres em Coracdo, 3. moderado aacentuado, 2. Congestéo,
cavidade abdominal e esplenomegalia acentuada. Gastrite Figado. degeneracéo focal leve defibras hialinas, 3.
ulcerativa multifocal. Degeneracédo vacuolar multifocal moderada.

7  Plecturocebus grovesi Animal magro, com pustulas em regi&o abdominal, 1. Pulméo, 2. 1. Edema pulmonar multifocal coalescente
cardiomiopatia hipertréfica, mucosaocular palida, areade  Linfonodo, 3. moderado aacentuado, 2. Linfonodoreativo,
hemorragiaem pancreas e presencade melena em Coragéo, 4. 3. Aderénciaao endocérdio, 4. Eroséo focal
duodeno, gastrite ulcerativafocal e discreta. Estdmago discretaem mucosa.

8  Plecturocebus grovesi

Animal caquético. Esplenomegalia.

Material em avancado estagio de autdlise
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9 Sapajusapella

Bromuconazol Animal caquético,com atrofiamuscular difusa, presen¢gade 1. Linfonodo, 2.

e Mesotriona

nematédeos em TGI (estdmago eintestino delgado).
Gastrite ulcerativafocal. Enterite multifocal. Puimdes

arqueados com areas de calcificagdo e congestos.

Musculatura
Estriada
Esquelética, 3.
Tireoidee
Paratireoide, 4.
Figado, 5. Puimao

1. Linfonodoreativo difusodiscreto a
moderado, 2. Cisto a esclarecer. Miosite
degenerativasegmentar monofasicaa
esclarecer multifocal discreto, 3. Trauma
comdiferencial para artefato de técnica,
focalmente extensa difusadiscreto a
moderado, 4. Colestase difusaacentuada, 5.
Edema alveolar difuso acentuado (estruturas
parasitarias).

10 Chiropotes albinasus

Condicdo regular, presengade liquido em cavitagdes,

1. Musculatura

1. Miopatiadegenerativa focalmente extensa

Estriada discretaa moderada, 2. Edema alveolar
parasitas em Intestino grosso. Esquelética, 2. difuso acentuado, 3. Necrosede

Pulméo, 3. cardiomiécitos multifocal moderada.
Coracao.

11 Alouatta caraya Animal magro, filhote. 1. Pulmao, 2. 1. Edema alveolar difuso acentuado, 2.
Adrenal, 3. Hiperplasiamedular difusaacentuada, 3.
Musculatura Degeneracgdo e necrosede cardiomiécitos
Estriada multifocal moderada.
Esquelética

12 Ateles chamek

Animal caquético, com parasitas livres emcavidade
abdominal e ceco, massa em ureter e inicio de

hidronefrose.

1. Rim, 2. Ovario,
3. Musculatura
Estriada
Esquelética, 4.

Pulméo

1. Nefropatiatubular a esclarecercom
pigmentacao com principais diferenciais
para: pigmentos férricos e mineralizagdom
multifocal discretaa moderada, 2. Cisto
ovariano multifocal discreto, 3. Calcificagéo
com diferencial paracisto parasitario
multifocal moderado, 4. Edema alveolar
difuso acentuado
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figado
apresentando espessamento em canal

Figura 17. Fragmento de

biliar (estrela), assim como na capsula
multifocal de coloragdo esbranquicada e

consisténciafirme (ID:1, Sapajus apella).

Figura 19. Cisto ovariano. Formagéao

ovalada em regido cértico medular
contendo debris celulares em seu
interior e, circundada por células

estromais, 50x, HE.

Figura 18. Espessamento do espago
porta com deposicéo de tecido conjuntivo
compativel com fibrose em Iumen de
ducto biliar. Presenca de forma
parasitaria compativel com trematodeos.
Foto de tecido hepéatico em microscopia
de luz, HE.

Figura 20. Cistos intracitoplasmaticos

em midcitos contendo material

basofilico e amorfo, 100x, HE.
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Figura 21. Microfilarias em medula 6ssea (setas), ID: 1, Sapajus apella, HE, Barra de

Escala: 10um.



Figura 22. Heterogeneidade de foliculos emtiredide, ID: 2, Sapajus apella, HE, Barra

de Escala: 40um.
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Figura 23. Tromboembolismo arterial associado a presenca de microfilarias (setas),
pulmdo, ID: 1, Sapajus apella, HE, Barra de Escala: 40um.



Figura 24. Microfilarias (seta) em neuroparénquima (cértex), ID:

Barra de Escala: 10um.

3, Mico emiliae, HE,
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Figura 25. Degeneracdo e necrose de musculatura estriada esquelética

Heterogeneidade e aspecto floculado de citoplasma, descontinuidade de filamentos e
ruptura de miofibras (seta), area de reparacao tecidual por cicatrizagéo (estrela), ID: 1,
Sapajus apella, HE, Barra de Escala: 40um.
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Bromuconazol é um fungicida da classe dos triazois, amplamente utilizado
na agricultura por seu baixo custo e alta eficiéncia contra diversos fungos (Price
et al. 2015). Em estudo recente, foi demonstrado que os residuos dos fungicidas
triazolicos sdo metabolizados no figado e que, as vezes, podem causar reacdes
hepatocelulares agudas, colestdticas ou mistas, induzindo danos crénicos ao
figado (Seeger et al. 2019). Residuos de bromuconazol foram detectados no
meio ambiente e na cadeia alimentar, com indicios de risco a saude de animais
e humanos (Kukowski et al. 2017). Ensaios em ratos demonstraram
hepatotoxicidade em nivel histolégico, incluindo hipertrofia e degeneracao
vacuolar, em nivel metaboldbmico e transcriptbmico, além de aumentar a
atividade seérica de AST, ALT, ALP, LDH e os niveis de bilirrubina (Abdelhadya
et al. 2017, Wu et al. 2021). di Renzo et al. (2011) indicam ainda efeitos
teratogénicos em anfibios e roedores.

A avaliacdo histopatolégica revelou que o animal positivo para a presenca
de bromuconazol (ID:9, Sapajus apella) também apresentou colestase difusa
acentuada no figado. Apesar do achado coincidente, é importante destacar que
nosso estudo detectou uma concentracdo aproximada (CA) de 0,99 ng/g,
enquanto Wu etal. (2021) utilizaram a dose minima de 13,8 mg/kg do ingrediente
puro, administrado via oral, por dez dias aos roedores, obtendo lesGes similares.
Desta forma, nao foi possivel confirmar que as lesbes hepéticas observadas no
animal foram decorrentes da presenca de bromuconazol, sendo que estudos
complementares sdo necessarios.

Atualmente, vérios produtos quimicos sdo suspeitos de atuar como
potenciais desreguladores da tiredide, dentre eles o fipronil, a mesotriona e seus
metabdlitos. Carles etal. (2017) advogam que a mesotriona ndo apresenta riscos
significativos para o homem e outros organismos nédo-alvo ou para 0 meio
ambiente, quando utilizada conforme instru¢des do fabricante. Segundos os
autores, o fungicida pode ser degradado em uma ampla faixa de valores de pH
(5,0-8,0) e temperaturas (25-35°C), especialmente em baixas concentracdes (5
a 20mg/kg). Felisbino et al. (2018) também sinalizam que a mesotriona aplicada
isoladamente (1,8 a 460ug/L) ndo apresenta morte celular ou genotoxicidade,

mas quando em combinagdo com atrazina parace atuar como co-mutagénica.
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No entanto, além de termos evidenciado mesotriona em trés individuos e o
composto ser listado na categoria Ill de periculosidade ambiental, (Ni et al. 2014)
demonstraram que o composto reduz a capacidade fotossintética de algas,
aumenta transitoriamente a tirosina plasmatica (Carles et al. 2018) e seus
produtos de degradacdo apresentaram maior toxicidade do que as moléculas
parentais em estudos in vitro (Bonnet et al. 2008).

A predicdo da toxicidade da mistura quimica € uma grande preocupac¢ao
em relacdo a mistura nao intencional de pesticidas de terras agricolas tratadas
com varios desses compostos (Carles et al. 2018). A preocupacdo € vélida
também para o fipronil, que possui como metabdlito primario o fipronil-sulfona e
que tem potencial de bioacumulacdo em tecido adiposo, cerebral, figado,
ultrapassa placenta, alcanca o leite materno e resultou efeitos neurotdxicos em
roedores (Bharathraj et al. 2015; Bharatiya et al. 2020). Demir et al. (2021)
relataram intoxicacdo aguda em Saimiri sciureus em cativeiro, (Leghait et al.
2010) apontaram disrupcéo tireoidiana, (Lu et al. 2015) apontaram o fipronil-
sulfona com atividade antitireoidiana (in vitro), acdo antagonista nos receptores
de estrogénio. Também foi observado aumento da atividade sérica das enzimas
hepéaticas (ALT, AST, ALP), comprometimento da veia porta, hipertrofia de
hepatocitos em ratos alimentados por sonda em dose média a alta (12,12 — 32,33
mg/kg) (Kartheek & David 2018). O grupo de ratos que recebeu a dose mais
baixa de fipronil (6,4mg/kg) por 90 dias, porém, apresentou resposta ambigua,
sugerindo toxicidade no padrdo dose-dependente.

O animal ID: 5 (Chiropotes albinasus) que revelou maior concentracéo de
fipronil (3,62ng/g) na musculatura esquelética e o individuo ID: 2 (Sapajus apella)
gue exibiu maior presenca no figado apresentaram degeneracdo e necrose de
miofibras, areas de fibrose hepética, hepatite, colangite mista, heterogeneidade
marcante de foliculos tireoidianos, apresentando areas com perda do contetdo
coloide, com estruturas foliculares preenchidas por células principais
desorganizadas. Ainda que seja dificil delimitar o quanto essas alteracbes se
devam a autdlise ou a disrupturas enddcrinas como fatores causais, € valido
supor que possa haver alguma relacdo, sugerindo a realizacdo de trabalhos
complementares.

Ha uma preocupacdo crescente com a seguranca ecoldgica e 0s riscos

potenciais a saude causados por pesticidas comumente presentes no meio
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ambiente (Kartheek & David 2018). Os dados fornecidos aqui sugeriram que é
de grande importancia compreender o significado da presenca de pesticida,
especialmente aqueles com persisténcia no meio ambiente e alta toxicidade para
organismos nao-alvo. As perspectivas futuras devem concentrar estudos em
pesticidas quando aplicados em misturas no campo e na detec¢éo, quantificagéo
e avaliagdo de risco de seus produtos de transformac&o, a fim de excluir
guaisquer efeitos sinérgicos toxicoldgicos (Wu et al. 2021).

Modelos preditivos mostram que as mudancas climaticas tendem a afetar
e modificar a aptiddo ambiental das regides atuais cultivo de soja no Brasil e,
portanto, contraindicam a abertura de novas é&reas; 0 que sabidamente
aumentaria a degradacdo ambiental (Caetano et al. 2018). O investimento em
tecnologia agricola para lidar com as mudancas climaticas sera fundamental
para a perenidade e fornecimento de alimentos a populagdo humana (Kang et
al. 2009, Grass et al. 2020), mas serdo necessarios modelos de desenvolvimento
agricola que considerem a biodiversidade como componente intrinseco do
ecossistema, em uma abordagem “One Health” (Hannah et al. 2020).

Dados recentes mostram que animais que vivem nas proximidades de
zonas agricolas tem sua saude afetada (Millot et al. 2015, Bro et al. 2015). Apos
cinco anos de investigagbes em que se postulava que displasias faciais em
chimpanzés, tais como fendas nasolabiais, hipopigmentacdes, labio leporino,
narinas em fenda simples e até auséncia completa de narina pudessem ter
origem apenas uma origem congénita (Krief et al. 2014, 2015), hoje em dia ja se
correlaciona a exposicao quimica de pesticidas. Andlises quimicas de caules e
sementes de milho fresco, solo e sedimento de rios préximos de campos
agricolas em Uganda - area de vida do ameacado chimpanzé (Pan troglodytes
schweinfurthii) e do babuino (Papio anubis) - revelaram niveis que excedem os
limites recomendaveis de DDT, imidacloprido e clorpirifos (Krief et al. 2017).
Interessantemente, as lesdes dos babuinos pareciam mais destrutivas que as
dos chimpanzés. Ainda que os autores reconhecam que a etiologia dessa
displasia facial em ambas espécies careca melhor compreenséo, que diferentes
agentes causais podem levar a sintomas semelhantes, ou ainda que um conjunto
de fatores possa exacerbar o outro, as areas-controle do estudo né&o

apresentaram quaisquer lesdes durante anos.
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Krief et al. (2017) € o Unico estudo em ambiente natural que apontou
evidencias correlativas aos pesticidas tireoidotoxicos, com potencial para afetar
o hormonio tireoidiano (Bronchain et al. 2017), podendo estar fortemente
associadas as anomalias cranio-faciais nos primatas expostos. Além da
deteccao dos pesticidas em si, Krief et al. (2017) apontaram que os agricultores
da regido desconhecem os compostos e, portanto, ndo estdo cientes dos riscos
associados a sua exposicao e de suas familias.

Assim como o estudo realizado em territério africano, nossos resultados
ndo somente levantam preocupacdo quanto aos residuos nos tecidos dos
primatas, bem como os potenciais achados similares em humanos (Ehrenkranz
et al. 2011). Ha muito se sabe que a deriva de agrotoxicos ndo se restringe a
deposicdo dos compostos na superficie de contato mais préxima, mas sim, que
sdo carreados pelas correntes de ar atmosférico, infiltrando no solo e lengol
freatico ou mesmo seguindo o caminho das aguas rio abaixo, navegando
grandes distancias (Laabs et al. 2002; Unsworth et al. 1999; Wang et al. 2019).

Hayes & Hansen (2017) afirmam que provavelmente ndo h& habitat ou
localizacdo geogréfixa totalmente livre da exposicdo a pesticidas. A populacdo
envolvida nas atividades de manuseio, pulverizacéo e descarte nem sempre tem
conhecimento dos riscos a sua saude, tampouco recebem instrucdo adequada
ou estdo submetidas a fiscalizagéo criteriosa (Pignati et al. 2007, 2014, Rigotto
et al. 2014). Recomenda-se, portanto, a adocao de praticas de manejo integrado
de pragas que reduzam o uso de pesticidas e fertilizantes quimicos na agricultura
(Silva Junior & Lima 2018).

5.5 Imunofenotipagem e Aspectos da Imunidade®

Durante a Fase Piloto foram testados 14 anticorpos, de quatro fabricantes

diferentes, com reatividade cruzada para cées, aves, felinos, roedores, humanos

9Em decorréncia das restricdes e dificuldades paraimportacdo e obtencao de insumos
e para a utilizacdo dos equipamentos e laboratérios, impostas pela COVID-19, néo foi
possivel concluir todos 0s ensaios com as amostras da Fase de campo originalmente

planejados.
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e PNH do Velho e Novo Mundo. A selecdo baseou-se na reatividade de pelo
menos duas espécies distintas de PNH, ainda que fossem do Velho Mundo, tais
como chimpanzés e rhesus. Nessa etapa, os clones destinados a marcacéao de
células CD14+ e CD16+ foram os que apresentaram melhor qualidade de sinal
e se ligaram a maioria das espécies, e ainda, CD3 PE Cy5 apresentou melhor
gualidade de sinal para Alouatta caraya, Mico emiliae, Ateles chamek e
marginatus, além das espécies de saua (Plecturocebus vieirai e grovesi) (Tabela
17).

A Figura 26 demonstra graficamente boa distribuicdo das populacbes
celulares e marcacéo intensa em um ensaio (ensaio 23) com anti-CD3 PE Cy5,
seguindo a metodologia proposta por (Caldwell et al. 2016), com leitura sendo
realiza imediatamente apos a lise. Este ensaio confirmou ainda a expectativa de
ndo-marcacdo do controle negativo para o anticorpo secundario (1:500),
mantendo uma boa celularidade, mesmo adotando o método de lise/ lavagem/
leitura. Os ensaios desenvolvidos nessa etapa da pesquisa foram fundamentais
para titulacdo dos anticorpos primarios, secundarios, a verificacdo da
fluorescéncia média, bem como o estabelecimento do anticorpo anti-CD3 PE
Cy5 como controle positivo.



Tabela 17. Ensaio n° 26: Distribuicdo da reatividade de 10 anticorpos e arespectiva intensidade de marcacao, e 7 espécies
de PNH avaliadas.

Controle (-) OK OK OK 0K 0K oK oK
CD3 FITC chicken +++ - +++ - - - _
CD3 Pe mouse +++ - +++ + - +++ +
CD3 Pe Cy5 mouse +++ - +++ - +++ +++ +++
CDA4 FITC cat +++ - + + _ ) -
CD4 APCdog - - - + + - -
CD3 FITCc/CD4 Pe dog - - +++ - - - _
CD3/CD4/CD8 dog - - +++ - + i +
CD45 APC human - - - - - - _
CD14 APChuman +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
CD16 Pe human +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++

Legenda: “OK”: Controle negativo com boadistribuigéo celular, populacdes bem definidas; «“ +++ ”: marcacéo forte, distinguivel; “ + ”:

marcacao fraca; “ —“: sem marcacao.
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Até entdo, os testes haviam sido realizados apenas com amostras de
sangue de PNH congéneres mantidos sob cuidados humanos em cativeiro,
provenientes do Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de Barros”. Ao finalizar
as atividades em campo no estado do Mato Grosso, foram realizados ensaios
com amostras das espécies-alvo de vida livre; desta vez, verificando se o0s
anticorpos sintetizados sob encomenda foram efetivos na imunomarcacao.

Com os anticorpos sintetizados disponiveis, o primeiro passo foi testar se
as populacdes celulares CD4+, CD8+ e CD45+ das diferentes espécies seriam
efetivamente identificadas. Uma vez que os anticorpos priméarios foram
sintetizados sem o fluoréforo acoplado, foram realizados ensaios para a titulacéo
de modo compativel com um anticorpo secundario. A Figura 30 resume 0s
achados do experimento com amostra de Alouatta seniculus para testagem dos
Novos anticorpos.

A Figura 27 A, B e C evidencia por meio de graficos do tipo dot-plot e
histograma, a quantidade e distribuicdo das populacdes celulares da espécie de
bugio. O gate poligonal delimitado na Figura 27 A projeta a fluorescéncia basal
nos detectores FL1 e FL3 (B e C). O grafico D corresponde ao tubo com anticorpo
anti-CD8 (1:200) que demonstrou fraca marcagéao e excitagdo do fluoréforo FITC
pelo canal FL1. Este resultado vem sendo confrontado com outras diluicdes de
anticorpo primério e secundario para uma marcacgao satisfatoria. A Figura 27 E
sinaliza claramente uma marcacao forte do anticorpo anti-CD45 (FITC) em
43,3% da populacéo desejada, na diluicdo de 1:25; que parece até 0 momento
ser a concentragdo ideal. E por fim, o gréfico F evidencia a marcacéo forte do
anticorpo anti-CD3 (PeCy5) pelo canal FL3, de 59.6% da populacdo delimitada.
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Héa décadas, a reatividade cruzada entre anticorpos poli e monoclonais
destinados a imunomarcacéo de subpopula¢fes celulares humanas vem sendo
testada em primatas nao-humanos (Kung et al. 1979; Nooij et al. 1986; Ahmed-
Ansari et al. 1989; Geluk et al. 1993; Uda et al. 2001). Dentre muitas aplicagdes,
a definicdo desses subconjuntos celulares nas diferentes espécies tem papel
fundamental para compreensdo da cinética de ativacdo imune em situacdo
fisiolégica, apds vacinacdo ou durante processos patolégicos (Guerrero et al.
2003; Yoshida et al. 2010; Carneiro et al. 2011; Weiss & Jiang 2012).

Existe uma vasta literatura sobre procedimentos de validacédo e
parametros para ensaios de imunofenotipagem de sangue periférico com
amostras humanas (Comans-Bitter et al. 1997; Benesch et al. 2004; Cassens et
al. 2004; Schuh et al. 2016). Primatas do Velho Mundo sédo frequentemente
utilizados em testes toxicol6gicos para agentes farmacéuticos (Bleavins et al.
1993; Baker et al. 2008; Krejsa et al. 2013), estudos fenotipicos e funcionais
(Ellingsworth et al. 1983; Gust et al. 1992; Reimann et al. 1994; Kwissa et al.
2012), monitoramento de doencas (Sullivan et al. 2003; Leonard et al. 2010;
Riccio et al. 2015), em especial a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) (Sell 1989; Mattapallil et al. 2005; Wille-Reece et al. 2005; Beaumier et
al. 2009). Talvez em razdo da grande diversidade de espécies, a reduzida
guantidade de centros de primatologia e menor investimento latino-americano
em pesquisas biomédicas, os primatas do neotrdpico registram um ndamero
bastante inferior de estudos similares (Bontrop 2001).

Dentre as espécies neotropicais mais estudadas, destacam-se o0s
primatas do género Saimiri e Aotus, recomendados pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) como modelos experimentais para estudo da malaria humana,
ja que podem ser infectados com o mesmo Plasmodium causador da doenca em
humanos (Riccio et al. 2015). (Contamin et al. 2005) definiram subconjuntos de
monadcitos (CD14+), células T (CD3+) e B (CD20+), as subpopulacbes CD4+ e
CD8+ para Saimiri sciureus, com uma revelacéo adicional de que CD16+ nao foi
expressa apenas na superficie de mondcitos (Groux et al. 1990), mas também
na superfifice da maioria dos linfocitos circulantes (cerca de 80%).

De Souza et al. (2017) identificaram um anticorpo monoclonal anti-
humano capaz de detectar SIRPa (proteina reguladora de sinal) presente em

leucocitos de Saimiri sciureus, o que pode faciltar o estudo do papel
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imunomodulador da SIRPa quando a espécie for usada como modelo. (Carville
et al. 2013) realizando imunoensaios com Callithrix jacchus, Saimiri sciureus e
Saguinus oedipus revelaram que células natural killers (NK) das trés espécies,
apresentam um perfil fenotipico distinto dos humanos e primatas do Velho
Mundo. Curiosamente, as células NK CD56 + eram principalmente células
secretoras de citocinas, enquanto as células NK CD56 - CD16 + expressavam
niveis significativamente maiores de perforina intracelular, sugerindo que essas
células podem ter maior potencial de citotoxicidade. Células NK das espécies
neotropicais também expressaram pouco ou nenhum CD8, o que foi bastante
inesperado, por ser um marcador frequentemente utilizado como delineador da
linhagem, em chimpanzés. Nas trés espécies neotropicais ainda, as populacdes
de células NK representaram apenas 5% das células mononucleares circulantes,
contrastando com humanos e primatas do Velho Mundo, em que as frequéncias
geralmente até 40% dos linfécitos (Caligiuri 2008; Reeves et al. 2011).

No contexto da imunotoxicologia, o0s estudos se concentram em
condicOes laboratoriais padronizadas, onde colonias de primatas ndo-humanos
(coortes) possuem origem, idade, sexo, historico clinico conhecidas, geralmente
pertencentes a mesma espécie (Hendrickx et al. 2002), com administracdo de
um Unico componente, e por vezes, utilizando 0 mesmo animal como seu proprio
controle (Krejsa et al. 2013); assegurando assim, maior poder estatistico para
detectar efeito do tratamento. Nao se tem conhecimento de nenhum estudo com
primatas ndo-humanos que se proponha a analisar a modulacédo e os efeitos
imunotoxicos sob condi¢gdes reais de exposicao a pesticidas.

A nado deteccdo de residuos de pesticidas no plasma dos PNH deste
estudo ndo deve ser compreendida como auséncia de influéncia ou de efeitos
sob o sistema imune dos individuos. A renovacdo, ativagdo e diferenciacdo de
células imunocompetentes necessarias para manter a imunocompeténcia estao
sob o controle de muitos mecanismos compensatérios e a interrup¢cdo de um
parametro pode nao alterar necessariamente a funcao imunoldgica (Galloway &
Handy 2003). Por outro lado, como nédo se sabe se existe um determinado nivel
de imunossupressdo que pode ser universalmente tolerado, qualquer supressao
consistente de uma funcdo imune mensuravel pode representar um risco

potencial para o organismo (Selgrade 1999).
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O perfil imunofenotipico da populacéo residente deve ser analisado sob
0 contexto do ecoespaco antigénico local (Capri et al. 2014). Os desafios
antigénicos a que o0s primatas estdo expostos ao longo da vida, desde
patégenos, poluentes, contaminantes, estimulos inflamatérios, a
imunossenescéncia e os esfor¢os para sobreviver em um ambiente perturbado,
compdem sua “biografia imunolégica” e traduzem o que atualmente possa
representar seu status de “imunosuficiéncia” (Viney et al. 2005).

A natureza de uma resposta imune oOtima dependera de circunstancias
especfificas e do estado de infec¢do do individuo, em vez de respostas genéricas
(Viney & Riley 2014). O quanto os individuos sdo capazes de otimizar o gasto
energético para manter uma resposta imune eficaz, em detrimento de outras
demandas fisiologicas e recursos limitantes, ainda precisam maiores
esclarecimentos (Graham et al. 2010). Embora a complexidade ambiental
aumente o ruido experimental (Flies & Consortium 2020), tal abordagem eco-
imunoldgica geralmente exibe um imunofendtipo mais maduro e “experiente”
com antigeno do que animais em laboratorio (Flies et al. 2015), proporcionando
uma visdo mais realista do desenvolvimento e regulacdo do sistema imunolégico
(Abolins et al. 2017).
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6 CONCLUSOES

A populacédo de primatas residentes as margens do rio Teles Pires, Mato
Grosso, persistentemente exposta a agrotoxicos foi caracterizada clinicamente
e nao revelou sinais clinicos que pudessem ser diretamente relacionados aos
contaminantes ambientais.

Residuos de mesotriona, bromuconazol e fipronil foram detectados e
guantificados em figado e musculatura esquelética dos animais encontrados
mortos. No plasma dos animais vivos ndo foi possivel detectar nenhum
ingrediente ativo ou metabdlito circulante, talvez por efeito da matriz ou em razao
do tempo de armazenamento prévio ao processamento.

Parametros hematologicos e bioquimicos apresentaram discretas
distingbes entre sexo, idade e estagdes do ano e muito similares a estudos com
espécies congéneres. Hemoparasitas do género Plasmodium, Trypanosoma e
filarideos foram encontrados ao esfregaco sanguineo, mas sem alteracfes
hematolégicas significantes. Em nivel histopatol6gico, os animais com residuos
de fipronil, bromuconazol e mesotriona apresentaram lesfes principalmente em
figado e tirebide compativeis com o exame toxicologico, mas devido ao grau de
autdlise dos cadaveres ndo foi possivel obter uma associacdo direta com a
exposi¢ao.

A imunofenotipagem e caracterizagdo de aspectos da imunidade celular
nao foi concluida em tempo habil, mas tem boas perspectivas diante do

estabelecimento do protocolo de imunomarcacao por meio da citometria de fluxo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo clinico-patologica das populacbes de primatas
expostos a agrotoxicos na regido do norte mato-grossense trouxe mais evidéncia
a uma ameaca atualmente desconhecida. Ainda que alguns achados néo
configurem forte associacdo causa-efeito, a exposicdo, a bioacumulacdo e a
persisténcia de alguns pesticidas em tecidos bioldégicos parece incontestavel.

Diante da imensa quantidade de ingredientes ativos pulverizada
anualmente naregido de estudo, a proximidade com gue os primatas residem e
utilizam os diferentes elementos da paisagem, seja para alimentacdo, abrigo ou
deslocamento e nossos achados toxicopatolégicos, todos estes elementos
combinados nos mostram 0 quéo incipiente ainda se encontra NOSSO
conhecimento acerca da toxicocinética dos pesticidas.

Espécies de primatas sob diferentes status de ameaca, podem ter
capacidades distintas de metabolizar, biotransformar, excretar ou até repassar
aos seus descendentes, afetando ainda mais a sobrevivéncia das populacoes.
Setorizar a amostragem, ajustar a colheita de amostras ao calendario de
pulverizagdes, explorar novas matrizes e/ou focar em uma Unica espécie sao
estratégias que podem auxiliar na determinacdo mais clara dos efeitos agudos e
crénicos de cada processo. A criacdo de um banco sistematizado de tecidos
biolégicos dos primatas pode ser um ponto de partida.

N&o se pode ignorar os aspectos socio-culturais e econémicos daregido,
onde estudos dessa natureza podem ser veementemente hostilizados,
dificultados ou representar riscos. Ha de se ter cautela ao abordar um tema que
envolve e contrapde salde publica e interesses econdmicos, mas que precisa
ser ponderado com vistas ao estabelecimento de politicas publicas. A integracao
de politicas publicas, de estratégias de manejo e educacdo ambiental
necessitam estar intimamente vinculadas ao conceito mais amplo de

Conservagao.
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10 APENDICE: ESTUDOS E ANALISES COMPLEMENTARES

10.1 Citologia Vaginal

Um total de 26 fémeas amostradas neste estudo foram submetidas a
exame citologico vaginal. Durante o exame clinico das fémeas procedeu-se a
higienizacdo da vulva e colheita do material para citologia com auxilio de swabs
estéreis umedecidos com solucdo fisiolégica, introduzidos no canal vaginal e
subsequentemente estendidos em laminas histologicas numeradas. As laminas
imediatamente fixadas em &lcool 95% foram posteriormente coradas com
corantes do tipo Romanowski (Giemsa) e foram examinadas em microscépio
optico com o auxilio do Departamento de Reproducdo Animal, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Unesp — Botucatu, SP.

O exame fisico do trato reprodutivo junto a avaliagcdo citopatologica
permitirdo a estimativa da fase do ciclo estral, a detec¢céo de afecg¢des vaginais
e reprodutivas das diferentes espécies de PNH. Os esfregacos vaginais foram
examinados utilizando a técnica de contagem de 100 células por lamina,
observando os tipos celulares caracteristicos de cada periodo reprodutivo
(Tabela 18).
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Tabela 18. Exame fisico do trato reprodutivo, avaliagcdo citopatoldgica e sugestdo de fase do ciclo estral de espécies selecionadas

de primatas neotropicais.

Diferencial de Células (100 células)

Identificagdo Idade Celularidade : L L L L X
Parabasais (PB) Intermedidrias Pequenas (IP) Intermedidrias Grandes (1G) Superficiais Nucleadas (SN) Superficiais Anucleadas (SA) Célula de Metaestro
40 Sapajus apella AD Baixa 0 4 41 5 50
41 Aotus infulatus AD Alta 0 0 1 3 96
46 Aotus infulatus AD Alta 0 1 33 1 66
49 Aotus infulatus AD Moderada 0 1 7 31 61
43 Ateles chamek AD Alta 0 5 88 1 6
47 Ateles chamek SN Alta 0 3 57 19 22
75 Ateles chamek AD Moderada 1 5 77 4 5
84 Ateles chamek SN Alta 0 5 92 2 1
51 Aloatta caraya AD Baixa 5 21 51 5 18
52 Aloatta caraya AD Baixa 0 0 0 13 88
67 Aloatta caraya AD Moderada 0 1 23 10 66
55 Ateles marginatus AD Alta 0 6 76 2 16
57 Ateles marginatus 1\% Moderada 2 25 65 0 10
90 Ateles marginatus AD Alta 2 70 21 2 5
70 Ateles marginatus AD Alta 0 5 84 3 11
71 Ateles marginatus AD Alta 0 19 77 2 2
76 Ateles marginatus SN Alta 1 37 53 0 9
91 Chiropotes albinasus AD Moderada 3 21 41 5 30
80 Chiropotes albinasus AD Baixa 0 5 85 2 8
87 Chiropotes albinasus AD Alta 0 5 70 2 23
58 Mico emiliae AD Baixa 0 0 0 3 97
59 Mico emiliae AD Moderada 0 5 26 7 62
66 Mico emiliae AD Moderada 0 0 1 9 90
73 Mico emiliae AD Moderada 0 7 23 5 65
74 Mico emiliae 1\% Alta 0 2 3 12 84
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Células e Estruturas ndo vaginais Citdlise
Identificagdo
HE NT BACT_Livre BACT_Aderida MUco Espumosas Cariorrexis Picnose Caridlise
40 Sapajus apella + - + + + + B _ N
41 Aotus infulatus - - ++ ++ - - - + -
46 Aotus infulatus - - ++ ++ - + - _ +
49 Aotus infulatus + + +++ +++ - - N + _
43 Ateles chamek + +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++
47 Ateles chamek - - +++ +++ ++ +++ - - -
75 Ateles chamek - ++ +++ +++ + +++ + + +
84 Ateles chamek - ++ +++ +++ ++ - ++ ++ ++
51 Aloatta caraya +++ + ++ ++ ++ - +++ 4+ +++
52 Aloatta caraya - + + - - - - -
67 Aloatta caraya + - +++ +++ + + + -
55 Ateles marginatus - - ++ ++ ++ + - +
57 Ateles marginatus + - + - ++ + - + -
90 Ateles marginatus + - + + ++ - 4+ +4++ 4+
70 Ateles marginatus + - +++ +++ +++ +++ + + +
71 Ateles marginatus - + +++ +++ +++ ++ +++ +++ +++
76 Ateles marginatus + +++ +++ +++ ++ ++ + - +
91 Chiropotes albinasus +++ - + + + ++ + + +
80 Chiropotes albinasus ++ - - - ++ ++ ++ +
87 Chiropotes albinasus + + ++ + + - +
58 Mico emiliae - - + + - - - -
59 Mico emiliae - - + + - - - - N
66 Mico emiliae - - + + - - - - _
73 Mico emiliae - - + + - - - - _
74 Mico emiliae - - + + - - - - _
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Exame Fisico do Trato Reprodutivo

Identificagdo Sugestao de Fase
Lactagiio Prenhez Intumescimento Genitalia Mamilos Estendidos
40 Sapajus apella Proestro (Final) sim n3o nio sim
41 Aotus infulatus Estro nao nao nao nao
46 Aotus infulatus Proestro (Final) _ Anestro (Final) nio nio nio nio
49 Aotus infulatus Estro nao nao nao nao
43 Ateles chamek Anestro (Final)_ Proestro (Inicio) nio nio nio nio
47 Ateles chamek Anestro (Inicio) nio nio nio nio
75 Ateles chamek Anestro_Diestro ndo ndo ndo ndo
84 Ateles chamek Anestro (Final)_ Proestro (Inicio) nio nio nio nio
51 Aloatta caraya Anestro_ Proestro (Inicio) nio nio nio nio
52 Aloatta caraya Estro nao nao nao nao
67 Aloatta caraya Proestro (Final) sim nio nio nio
55 Ateles marginatus Anestro nao sim nao nao
57 Ateles marginatus Anestro nao nao nao nao
90 Ateles marginatus Diestro nao nao pouco nao
70 Ateles marginatus Diestro(Inicio)_ Metaestro nio nio nio nio
71 Ateles marginatus Anestro_Proestro (Inicio) sim nio nio sim
76 Ateles marginatus Diestro_Anestro (Final)_Proestro (Inicio) nio nio nio nio
91 Chiropotes albinasus Metaestro_Anestro ndo sim ndo ndo
80 Chiropotes albinasus Anestro nao nao nao sim
87 Chiropotes albinasus  Diestro_Anestro (Inicio)_Proestro (Inicio) nio nio nio nio
58 Mico emiliae Estro nao nao nao nao
59 Mico emiliae Proestro (Final) nio nio nio nio
66 Mico emiliae Estro nao nao nao nao
73 Mico emiliae Proestro (Final) nio nio pouco nio
74 Mico emiliae Estro nao nao nao nao
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10.2 IsOtopos Estaveis

Na ocasido do exame clinico dos espécimes, 44 amostras de pelos foram
obtidas com o intuito de realizar analise isotépica, ampliando o conhecimento a
respeito das relagdes tréficas entre as espécies de primatas. Em parceria
estabelecida com o Centro de Isétopos Estaveis (CIE), aos cuidados do Dr.
Vladimir Eliodoro, do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), Unesp, tem-se
como objetivo, por meio da analise os iso6topos estaveis de Carbono (813C) e
Nitrogénio (0!°N) em amostras de pelos dos PNH sob forte influéncia da
monocultura intensiva, compreender as fontes e componentes da cadeia
alimentar das espécies, atestando inclusive a interacéo trofica entre estas e o
ambiente.

O 013C fornece informacdes sobre o ciclo fotossintético dos produtores
primarios da teia alimentar (C3, C4) e o 8!°N fornece informacdes sobre os
processos fisiolégicos que envolvem esse elemento nos diversos organismos
envolvidos na teia alimentar (Meier-Augenstein  2019). As amostras foram
analisadas em um sistema de fluxo continuo de espectrometria de massa de
razéo isotdpica (CF-IRMS) contendo um analisador elementar-EA (Flash 2000 —
Thermo Scientific) acoplado a um espectrébmetro de massa de razado isotdpica
(IRMS - Delta V Advantage — Thermo Scientific) por meio de uma interface de
gases (Conflo IV — Thermo Scientific).

Raros sdo os estudos néo invasivos que permitam a identificagcdo do
comprimento trofico de populacdes de primatas, tampouco dos itens alimentares
utilizados em paisagens drasticamente alteradas pela lavoura, como na area de
estudo. A determinacdo da existéncia de sobreposicdo de nicho trofico podera
auxiliar, ainda, na compreensao da ocorréncia de eventual competicdo e se esta

seria devido a estrutura da paisagem.
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10.3 Taxonomia e Filogenética

Aliguotas de coagulo e tecido foram extraidas com o intuito de subsidiar
estudos filogenéticos e taxondmicos dos diversos grupos amostrados. Um
fragmento de ponta de orelha foi extraido no momento do exame clinico, bem
como o isolamento do codgulo para os estudos moleculares. Os coagulos foram
destinados ao Laboratério de Biodiversidade Molecular e Conservacéao, UFSCar,
Sao Carlos, Brasil, aos cuidados da Profa. Dra. Patricia Freitas.

No caso das amostras de A. caraya por exemplo, estes exames
contribuirdo para elucidar as imprecisdes taxondmicas do género e melhor
compreender as relagdes evolutivas entre as espécies. Esta em curso um estudo
molecular que visa caracterizar Unidades Taxonémicas Moleculares (MOTUSs) e
compreender as relacbes genéticas existentes entre os diferentes taxa
identificados. Para tanto, algumas das espécies validas de Alouatta (Groves,
2001), de ocorréncia no Brasil, como A. caraya, A. belzebul, A. guariba e A.
seniculus serdo analisadas por meio de marcadores genéticos, além do uso de
ferramentas computacionais para analises de DNA barcoding. Estas mesmas
amostras estdo sendo preparadas para extracdo e sequenciamento gendémico,
posteriormente serdo utilizadas para andlises genbémicas e genética
populacional.

Os fragmentos de tecido (ponta de orelha) foram encaminhados ao
LEGAL (Laboratério de Evolucdo e Genética Animal) da Universidade Federal
do Amazonas, aos cuidados do Dr. Rodrigo Araujo. O laboratorio, chefiado pela
Profa. Dra. Izeni Farias e Prof. Dr. Tomas Hrbek, atualmente desenvolve um
projeto com a temética da taxonomia e filogenética de primatas neotropicais,
utilizando uma abordagem integrativa, com sequenciamento de nova geracao,
morfologia e distribuicdo geografica, com énfase nas espécies com ocorréncia

na AmazoOnia.
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