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RESUMO

Animais de diversas espécies sdo utilizados na pesquisa cientifica como modelos biolégicos.
Entre os primatas ndo-humanos encontram-se os sagulis, individuos pertencentes a subfamilia
Callitrichinae, no qual se incluem os saguis-de-tufos-pretos (Callithrix penicillata). Esses
primatas sdo nativos do Brasil e vém sendo criados em diversos biotérios do pais. Para o seu
uso como modelo bioldgico, faz-se necessario o estudo dos seus sistemas fisiologicos, no qual
se inclui o sistema sangliineo. Para o entendimento desse sistema, alguns testes séo realizados
no intuito de estabelecer o padrdo hematoldgico dos animais para cada ambiente em que eles
estdo presentes, uma vez que diferentes ambientes podem provocar alteragdes nos parametros
sanguliineos. Buscando estabelecer uma padronizacdo hematoldgica das fémeas dos saguis da
colonia do Centro de Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, 0
presente trabalho selecionou 11 fémeas de C. penicillata dessa colonia. Dos animais
selecionados foram retiradas amostras sangiliineas semanais através de puncdo da veia
femoral. O sangue coletado passou por procedimentos padrdes de anélise hematoldgica, sendo
0s seguintes pardmetros hematoldgicos aferidos: hematimetria, hemoglobinometria,
hematdcrito, leucometria global, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
media (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e leucometria
especifica (contagem das seguintes células: linfocitos, neutrofilos segmentados, neutréfilos
bastonetes, mondcitos, eosindfilos e basofilos). No decorrer do trabalho seis fémeas entraram

em gestacdo, sendo que as mesmas foram acompanhadas durante todo o processo gestacional
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e lactacional, quando este Ultimo ocorreu. A estatistica efetuada no trabalho foi realizada
através do teste ANOVA com posterior Dunnet para verificar diferengas entre as variaveis
hematoldgicas das fémeas ndo-gestantes, gestantes e lactantes. Utilizou-se também estatistica
descritiva para todas as variaveis hematoldgicas. O nivel de significancia estabelecido foi de a
< 0,05. Apos uma analise comparativa com os estudos disponiveis na literatura sobre
hematologia de C. penicillata fora dos periodos gestacional e lactacional, verificou-se que dos
parametros hematolégicos abordados, os valores da hematimetria, do hematécrito e dos
indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM desse trabalho apresentaram diferenca
significativa em relacdo aos trabalhos encontrados na literatura, que foram realizados em
outras regides geogréficas e/ou utilizando de diferentes metodologias. As anélises durante o
periodo gestacional demonstraram auséncia de diferenca significativa nos pardmetros
hematoldgicos abordados entre as semanas. O mesmo ocorreu durante o periodo lactacional.
Realizando uma comparagdo entre os periodos de ndo-gestacdo, gestacdo e lactacéo,
verificou-se diferenga significativa nos valores hematoldgicos dos pardmetros hematimetria,
hemoglobinometria e hematdcrito entre o periodo gestacional e ndo-gestacional; e diferenca
no indice CHCM entre o periodo gestacional e lactacional. As diferencas encontradas sdo
justificadas pela preparagdo do organismo materno a gestacéo, como a ocorréncia do aumento
da massa eritrocitaria e da hemodiluigéo, sendo que a hemodiluigdo é mais expressiva que o
aumento eritrocitario, 0 que provoca uma pseudoanemia ao se realizar as contagens
hematoldgicas, devido ao aumento de liquido circulante para garantir o suporte de oxigénio e
nutrientes ao feto. Assim, a diferenga nos valores para gestantes e lactantes ndo corresponde a
uma anemia verdadeira, e sim a uma “anemia fisioldgica” que na verdade ndo apresenta
diminuicéo nas células sangiineas, apenas um aumento do volume sangiineo pelo aumento
da quantidade de plasma circulante. A diferenca encontrada no indice CHCM também é
decorrente da hemodilui¢do, uma vez que o calculo eletrdnico desse indice utiliza os valores
de HCM e VCM, determinados pela hematimetria, hemoglobinometria e hematdcrito, que
sofreram alteragdes significativas. Os valores encontrados para a leucometria global, VCM e

HCM néo diferiram entre os periodos estudados.

Palavras-chave: Callitrix penicillata; saguis-de-tufos-pretos; hematologia; gestagéo; lactacéo.



ABSTRACT

Animals of different species are used in scientific research as biological models. Among the
non-human primates are the marmosets, individuals belonging to the subfamily Callitrichinae,
which includes the black-tufted-ear marmoset (Callithrix penicillata). This is primate native
of Brazil and has been breeding in several centers of research this country. For its use as a
model biological, it is necessary to study their physiological systems, which includes the
blood system. To the understanding of this system, some tests are conducted in order to
establish the standard blood of the animals for each environment where they are present, since
different environments can cause changes in blood parameters. Seeking to establish a
standardization haematological of females the marmosets of the colony the Centro de
Biologia da Reprodugdo, Universidade Federal de Juiz de Fora, the present study selected 11
females of C. penicillata this colony. Of the animals selected blood samples were taken
weekly puncture through the femoral vein. The blood collected went through the standard
procedures hematological analysis, and the following haematological parameters measured:
erythrocyte count, hemoglobin, hematocrit, leuckocyte count, mean corpuscular volume
(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration
(MCHC) and leuckocyte specific (counting of the cells: lymphocytes, neutrophils, monocytes,
eosinophils and basophils). During the work six females entered into pregnancy, and that they
were accompanied throughout the pregnancy and lactation, when this last occurred. The
statistics made in the work was done through the ANOVA test with subsequent Dunnet to see

differences between variables hematologic of females non-pregnant, pregnant and lactating. It
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was used also descriptive statistics for all variables hematologic. The significance level was
set a < 0.05. After a comparative analysis with the available studies in the literature on
hematology, C. penicillata outside lactation and pregnancy periods, it was found that
addressed haematological parameters, the values of erythrocyte count, hematocrit and indexes
MCV, MCH and MCHC this work showed significant differences with regard to the work in
the literature, which were made in other geographic regions and/or use of different
methodologies. Analyses during pregnancy showed no significant difference in
haematological parameters discussed between weeks. The same occurred during the lactation
period. Conducting a comparison between the periods of non-pregnancy, pregnancy and
lactation, there was a significant difference in the values of hematological parameters
erythrocyte count, hemoglobin and hematocrit between the pregnancy period and non-
pregnancy, and the index MCHC difference between the pregnancy and lactation period. The
differences are justified by the preparation of the body maternal pregnancy, as the occurrence
of increased erythrocyte mass and haemodilution, and the haemodilution is more expressive
that the increase erythrocyte mass, which causes a pseudoanemia to carry out the counts
hematologic because the increase of liquid stock to secure the support of oxygen and nutrients
to the fetus. Thus, the difference in values for pregnant and lactating does not correspond to a
real anemia, but to a "physiologic anemia"” which in fact does not present decrease in blood
cell, only an increase in blood volume by increasing the quantity of circulating plasma. The
difference found in the index MCHC is also due to haemodilution, since the electronic
calculation of this index uses the values of MCH and MCV, determined by erythrocyte count,
hemoglobin and hematocrit, which suffered significant changes. The values found for the
leuckocyte count, MCV and MCH did not differ between the periods studied.

Key-words: Callitrix penicillata; black-tufted-ear marmoset; hematology; pregnancy;

lactation.



1. INTRODUCAO

A pesquisa com animais de experimentagdo vem sendo realizada em nosso pais ha
muitos anos, assim como ocorre em todo o mundo. A utilizacdo de animais nos trabalhos
experimentais de pesquisa cientifica é de fundamental importancia, ndo sé pelos avangos no
conhecimento dos mecanismos dos processos vitais, mas também no aperfeicoamento dos
métodos de prevencdo, diagnostico e tratamento de doencas, além de servirem para a
avaliacdo de drogas potencialmente toxicas.

Os animais de vérias espécies tém sido utilizados como modelos bioldgicos nas
pesquisas cientificas, e entre eles destacam-se 0s primatas ndo-humanos que apresentam a
proximidade evolutiva e caracteristicas filogenéticas com o homem. Os primatas do género
Callithrix Erxleben, 1777, constam na lista dos mais utilizados, pois sdo animais de baixo
peso e estatura, reduzido consumo alimentar, alta prolificidade e de um modo geral, se
adaptam com facilidade as condi¢des adversas do seu ambiente natural.

Entre as espécies desse género, o Callithrix penicillata E. Geoffroy, 1812, primata
arboricola nativo do Brasil, tem sido um modelo animal em muitos trabalhos cientificos,
sendo necessario conhecer seus padrdes biolégicos e comportamentais para que os estudos
realizados com esses animais possam ser validados.

Na literatura sdo encontrados dados fisiologicos e comportamentais j& estabelecidos
sobre os primatas, porém muitas vezes conflitantes, em funcdo dos estudos tratarem de
individuos que sdo criados em diferentes formas de ambientes. Esta variacdo é decorrente do
fato dos organismos sofrerem uma adaptacdo para cada tipo de ambiente. Sendo, portanto,

possiveis de apresentarem diferengas fisioldgicas entre espécies iguais que vivem em regides
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geogréficas diferentes, e até em uma mesma regido, quando comparamos as diferencas
existentes entre 0s criatorios internos e externos. Ha necessidade, portanto ndo sO de
estudarmos os diferentes pardmetros fisiologicos das espécies, mas também do grupo de
animais destinado a pesquisa, de forma a determinar sua padronizacéo bioldgica.

Um dos padrdes utilizados nos experimentos cientificos é o hematoldgico. Através do
hemograma, determinamos as variagBes quantitativas e morfoldgicas dos elementos do
sangue. Através do hemograma, obtemos dados referentes a quantidade de hemdcias,
hemoglobina, leucdcitos, plaquetas, entre outros componentes presentes no sistema
circulatorio.

O sistema circulatorio é o que atende as necessidades de transporte de nutrientes até as
células. Através dele, o sangue ndo sé coleta e entrega nutrientes, mas também é responsavel
por grande parte da protecdo necessaria para resistir aos agentes “invasores”. Os niveis de
dezenas de substancias no sangue podem permanecer constantes ainda que as quantidades
absolutas que se fazem necessarias ou que sdo produzidas possam mudar. Essa mudanca
ocorre devido as alteracdes do meio interno, como necessidades hormonais, sais minerais,
agua e outras substancias cruciais.

Os estudos hematoldgicos dos animais de laboratorio de diferentes espécies sdo
necessarios uma vez que cada uma delas possui mecanismos prdprios do controle de sua
fisiologia, relacionados ao sexo, idade, dieta, manuseio, periodo reprodutivo (incluindo fase
gestacional e lactacional), meio ambiente, entre outros. Conhecendo esses dados, juntamente
com a determinacdo dos pardmetros fisiolégicos, observagBes clinicas e comportamentais,
podemos tragar o perfil dos individuos de uma dada col6nia, atestando as condi¢des de satde
e bem estar de forma a obtermos resultados cientificos consistentes.

Visando ampliar os estudos de padronizacdo bioldgica dos sagiis da colénia do
biotério do Centro de Biologia da Reproducdo/Universidade Federal de Juiz de Fora, o
presente trabalho foi planejado de forma a estabelecer o padréo de variagdo quantitativa e
qualitativa dos elementos sangiiineos de fémeas de Callithrix penicillata, em periodo ndo

gestacional, gestacional e lactacional.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Modelos bioldgicos nas pesquisas cientificas

A interacéo entre homens e animais sempre esteve presente na historia da humanidade,
seja através da alimentacdo como forma de sobrevivéncia, até os dias atuais, em que, entre
outras formas de utilizag&o e interacdo homem-animal, tém-se a experimentagdo animal. Sob
0 ponto de vista das ciéncias biomédicas os animais representam um elo importante entre as
pretensdes cientificas e as conquistas de fato.

Segundo PAIXAo (2007), as diferentes formas de utilizacdo de animais que se
enquadram na &rea da experimentacao se incluem nas seguintes categorias:

1) Pesquisa bésica: refere-se & formulacdo e testagem de hipdteses sobre questdes
tedricas fundamentais, sejam elas de cunho bioldgico, psicoldgico ou comportamental;

2) Pesquisa aplicada: formulacdo e testes de hipéteses sobre doengas, disfuncdes,
defeitos genéticos, etc., as quais se ndo tem necessariamente consequéncias imediatas para o
tratamento de doengas, sdo pelo menos vistas como diretamente relacionadas a essas
consequiéncias;

3) Desenvolvimento de drogas terapéuticas, com o objetivo de se encontrar uma

substancia especifica para um determinado propdsito;
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4) Pesquisas voltadas para o aumento da produtividade e eficiéncia dos animais na
pratica agropecuaria, através de ensaios alimentares, estudos de metabolismo, estudos na area
de reproducéo, desenvolvimento de agentes que visam ao aumento da producdo;

5) Testes de varias substancias quanto a sua seguranca, potencial de irritagdo e grau de
toxicidade. Dentre essas substancias incluem-se cosméticos, aditivos alimentares, herbicidas,
pesticidas, quimicos industriais e drogas;

6) Uso de animais em instituicdes educacionais para demonstragdes, disseccéo,
treinamento cirdrgico, inducdo de disturbios com finalidades demonstrativas, projetos
cientificos relacionados ao ensino;

7) Uso de animais para extracdo de drogas e produtos bioldgicos, tais como vacinas,
sangue, soro, anticorpos monoclonais e proteinas de animais geneticamente modificados para
produzi-las.

Para a realizacdo desses estudos experimentais diversos animais sdo utilizados como
modelos bioldgicos, entre os quais se destacam os camundongos, ratos, coelhos, cobaias e
primatas ndo-humanos, principalmente os macacos do Novo Mundo (Infraordem Platyrrhini),
como os da Familia Cebidae, que incluem os macacos-prego e 0s sagulis.

Especificamente, os saguis tém sido utilizados como modelos experimentais em
diferentes pesquisas, entre elas as que envolvem estudos com toxicidades (HERNANDEZz-
LOPEZ et al., 2005), bacterioses (MELLO et al., 2005), parasitoses (ROSA et al., 2006), viroses
(MATZ-RENSING et al., 2003), variabilidades hormonais (MOTA et al., 2006) e estudos
comportamentais (BURKART & HESCHL, 2007). A utilizacdo dos sagilis da espécie Callithrix
penicillata Etienne Geoffroy, 1812, para fins de pesquisa cientifica ainda é pontual e restrita a
poucos criatérios no mundo.

Dentre as caracteristicas que fazem com que os saglis sejam bons modelos biolégicos
destaca-se a maior facilidade na manutengéo e reproducéo em cativeiro quando comparados
com os grandes primatas, com boa adaptacéo aos diferentes ambientes das coldnias (HIBINO
et al., 1999). Além disso, 0s sagllis possuem pequeno porte e baixo peso, o que dispensa a
necessidade de grandes areas fisicas para a criacdo (CARVALHO et al., 1991); baixo consumo
alimentar e duas gestacdes ao ano, com média de dois filhotes por gestacdo (BARINO et al.,
2007), o que representa uma taxa de natalidade maior a encontrada para os grandes primatas.
VILELA & FARIA (2004) acrescentam a esses dados a inexisténcia de caracteristica no
repertorio comportamental dos C. penicillata que se mostre afetada pelas a¢fes antropicas.

Vale ressaltar que entre os mamiferos utilizados nas pesquisas, 0s primatas ndo-

humanos s&o 0s que possuem maior proximidade evoluciondria com os humanos, o que
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permite concluir que os mesmos sdo modelos bioldgicos satisfatérios para que os resultados

dos testes possam ser correlacionados com os esperados para 0s seres humanos.

2.2 Os sagiiis-de-tufos-pretos, Callithrix penicillata Etienne Geoffroy, 1812

A ordem Primates esta inserida na Classe Mammalia e agrupa os animais conhecidos
popularmente como macacos ou primatas. Dentro dessa ordem encontra-se 0 homem,
considerado primata humano, e 0s outros macacos, considerados primatas ndo-humanos.
Entre os primatas ndo-humanos, temos os representantes da Familia Cebidae, que é dividida
em trés subfamilias: Cebinae, Saimirinae e Callitrichinae. Essa Gltima subfamilia possui seis
géneros que incluem os saguis, como o C. penicillata, os micos e os tamarins (BICCA-
MARQUES et al., 2006). Um esquema da classificacdo filogenética da espécie C. penicillata

pode ser visto na Figura 1.

ESPECIE
GENERO
— C. aurita
Mico
SUBFAMILIA ——  C. flaviceps
Cebuella

e
C. penicillata
ORDEM FAMILIA
I Callithrix S

o - (e
Saguinus
Saimirinae — C. kuhlii
Leontopithecus
— C. jacchus
Callimico

Figura 1. Arvore filogenética da espécie Callithrix penicillata. Fonte: BICCA-MARQUES et al.,
2006.
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Os sagtiis possuem por caracteristica do género Callithrix tufos de pélos auriculares e
uma mancha branca na testa, com excecao de Callithrix geoffroyi Humboldt, 1812, que possui
a face toda branca (STEVENSON & RYLANDS, 1988). O C. penicillata possui tufos pré-
auriculares de cor negra em forma de pincel, o que corresponde a principal caracteristica
morfolégica que o difere das outras espécies desse género, e lhe da o nome popular de sagi-
de-tufos-pretos ou mico-estrela (STEVENSON & RYLANDS, 1988; VIvo, 1991).

Esse saglii esta entre os menores primatas do mundo e possuem coloragdo cinzenta
escura com a face e cabeca negras (IBAMA/CPB, 2008). Os individuos adultos medem cerca
de 25 cm da cabeca ao fim do corpo, 28 cm de cauda, que apresenta-se de coloragdo anelada,
e possuem massa corpérea variando de 250 a 400 gramas (IBAMA/CPB, 2008; SMITH &
JUNGERS, 1997; STEVENSON & RYLANDS, 1988).

Os C. penicillata ocupavam originalmente a caatinga e o cerrado brasileiros (HIRSCH
et al., 2002), mas atualmente também estdo presentes em outras tipologias vegetais como as
galerias de florestas, extremidades das florestas secundérias, bosques semideciduos e
vegetacdo de savanas (CHAGAS et al., 1999; HIRSCH et al., 2002; VILELA & FARIA, 2004).
Eles habitam grande parte do territorio brasileiro, nos estados do Maranh&o, Piaui, Tocantins,
Goiés, Bahia, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina, no Distrito Federal e de forma
conspicua no estado de Minas Gerais (RYLANDS et al., 1993; MIRANDA, 1997) (FIGURA 2).

* Presenca de Callithrix penicillata

Figura 2. Ocorréncia de Callithrix penicillata no territorio brasileiro. Modificado do mapa do Instituto
Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais. Disponivel em: <http://www..inep.gov.br>.
Acesso em: 12 jan. 2008.
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Uma caracteristica presente nos sagiis é a boa adaptabilidade aos diferentes
ambientes, sendo que eles podem viver até mesmo em ambientes perturbados e fragmentados
(RYLANDS & FARIA, 1993). Essa adaptabilidade ao meio em que vivem faz com que esses
animais aumentem a sua &rea de distribuicéo, sua populagdo e a eficiéncia na exploragéo do
ambiente (STEVENSON & RYLANDS, 1988).

Devido & criacdo como animais de estimacéo e a posterior soltura de forma errénea, 0s
saguis-de-tufos-pretos podem ser encontrados em muitos Estados em que sua presenca ndo é
natural e sim introduzida, o que justifica o seu segundo lugar na lista dos mamiferos mais
apreendidos ou recolhidos nos Centros de Triagem de Animais Silvestres do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2008).

Uma vez que se instalam em diversos ambientes, os saguis podem provocar
desequilibrios ambientais através da destruicdo da fauna local, alimentando-se de ovos de
aves, moluscos e pequenos vertebrados, além de transmitir doencas e hibridar-se com
congéneres nativos da regido, como o C. jacchus Linnaeus, 1758 (BICCA-MARQUES et al.,
2006).

A reproducdo desses e de outros primatas geralmente ocorre de forma sazonal, com
nascimentos ocorrendo em épocas especificas do ano, de acordo com fatores ambientais, tais
como: fotoperiodo, temperatura, umidade e disponibilidade de alimento (ANDRADE, 2002). Os
meses em que ocorre a maioria dos nascimentos coincidem com os periodos chuvosos do ano,
onde se tém uma maior disponibilidade de alimento e as condi¢des climéticas estdo mais
propicias para a sobrevivéncia da cria (CHAGAS et al., 1999).

Os nascimentos dos infantes de C. penicillata seguem um padrdo bimodal de
sazonalidade, sendo em ambiente natural, no Estado de Goias, nos meses de Janeiro a
Fevereiro e de Agosto a Outubro (VILELA & FARIA, 2004; MIRANDA & FARIA, 2001). Em
cativeiro, a maioria dos nascimentos ocorre no periodo de Janeiro a Marco e de Agosto a
Outubro, com pico dos nascimentos relatado no més de Setembro (BARINO et al., 2007),
sendo que as variagdes de luminosidade e temperatura sdo 0s principais interferentes na
determinagdo essa sazonalidade (BARINO et al., 2007; CHAGAs et al., 1999). Pequenas
diferencas entre os meses de nascimento podem ser devidas as regides em que os dados sdo
coletados, uma vez que o Brasil possui um grande territério, e as variagbes climatoldgicas
entre as regides sdo significativas; além dos dados serem coletados em diferentes tipos de
ambiente, como cativeiro ou natureza.

No que se refere ao convivio social, os saguis-de-tufos-pretos nativos formam grupos

familiares compostos de dois a 13 individuos, com mais de um casal de adultos, individuos



8
juvenis e infantes, sendo que os integrantes do grupo podem ser aparentados ou ndo (BICCA-
MARQUES et al., 2006). Apesar da presenca de vérias fémeas no grupo, apenas a fémea alfa se
reproduz (STEVENSON & RYLANDS, 1988). Estudos em cativeiro tém demonstrado que a
fémea reprodutora possui ciclos ovarianos normais, e suprime a ovulagdo das fémeas
subordinadas atraves de marcacdes circungenitais no substrato, com liberacdo de ferormdnios
e através de atos comportamentais (ABBOT et al., 1993). Nesse sentido, 0 método utilizado
para criacdo desses sagllis em cativeiro é o0 monogamico, em que um macho e uma fémea
adultos formam um casal reprodutor e permanecem juntos cuidando da prole.

A fémea gravida em cativeiro tem gestacdo de aproximadamente 148 dias (Peters &
Guerra, 1998), com a ocorréncia de estro pds-parto, o que permite a ela gestar duas vezes ao
ano (BARINO et al., 2007; GOMES & BicCA-MARQUES, 2003), com intervalo de cinco a seis
meses entre as gestagdes (FERRARI et al., 1996; PETERS & GUERRA, 1998). Do parto dos
saguis nascem geralmente gémeos dizig6ticos, podendo ocorrer ainda 0 nascimento de um,
trés ou quatro infantes; sendo que ndo existe predominancia de um dos géneros no
nascimento, pois machos e fémeas nascem na mesma proporgdo (BARINO et al., 2007,
SUSSMAN, 2003).

2.3 O sistema circulatério e o estudo da hematologia nos primatas

O sangue consiste de uma parte liquida, o plasma, no qual estdo suspensos 0s
elementos figurados, que correspondem aos eritrocitos (hemacias ou glébulos vermelhos),
leucdcitos (globulos brancos) e plaquetas (fragmentos do citoplasma dos megacariocitos da
medula 6ssea). O sangue é principalmente um meio de transporte, e por intermédio dele,
células leucocitarias percorrem constantemente 0 corpo e conseguem Sse concentrar
rapidamente nos tecidos atacados por microorganismos, onde desempenham suas fungdes
defensivas (FAILACE, 2003). Além disso, no sangue circulam oxigénio, gés carbénico,
nutrientes e metabolitos essenciais para a sobrevivéncia do organismo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2004). Devido suas fungdes, o sangue desempenha um papel importante em
diversos outros sistemas como o reprodutor, respiratério, digestério, urinario e imunoldgico.

A avaliacdo das condicOes sangiiineas se faz através de mensuragdes quantitativas e
qualitativas de seus elementos e normalmente € dividida em trés partes: o eritrograma, com o
célculo da hematimetria, hemoglobinometria, hematécrito, VCM (Volume Corpuscular

Médio), HCM (Hemoglobina Corpuscular Média) e CHCM (Concentracdo de Hemoglobina
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Corpuscular Média); o leucograma, com célculo da leucometria e a contagem diferencial dos
leucdcitos; e o plaquetograma, com célculo do nimero de plaquetas e estudo morfoldgico das
mesmas (ANGULO, 2008). Mais informagdes sobre esses pardmetros hematolégicos podem ser

vistas na Tabela 1.

Tabela 1. MensuracGes quantitativas dos elementos do sangue, suas medidas e significados.

Mensuragdes Medida Significado

Eritrograma

Hematimetria 10%/mm® Quantidade de heméacias em um microlitro de sangue
total.

Hemoglobinometria g/dL  Quantidade de hemoglobina encontrada em um
decilitro de sangue total.

Hematdcrito % Porcentagem por volume de hemécias contidas em uma
amostra de sangue total.

VCM fL Indice que calcula o volume da hemécia.

HCM Py indice que calcula o peso da hemoglobina na hémécia.

CHCM g/dL  indice que calcula a concentragdo da hemoglobina

dentro das hemécias.

Leucograma

Leucometria global 10*’mm® Quantidade de leucécitos em um microlitro de sangue
total.
Plaquetograma

Plaquetometria global  10/mm® Quantidade de plaquetas em um microlitro de sangue
total.

Fonte: ANGULO, 2008.

No sangue normal, circulam unicamente as células completamente maduras, que ndo
sd0 mais capazes de prosseguir em desenvolvimento. As células imaturas encontram-se nos
locais onde sdo formadas, como na medula ¢ssea, s6 aparecendo no sangue circulante em
condices patoldgicas (LORENZI, 2006). Assim, durante a contagem diferencial dos leucdcitos,
por exemplo, as células encontradas e contadas sdo: linfocitos, neutr6filos segmentados,
neutrofilos bastonetes, mondcitos, eosinéflios e basofilos.

Diversos fatores podem interferir nos valores sanguiineos e no sistema circulatdrio, dos
quais se destacam: a espécie do organismo (DIAS-JUNIOR et al., 2006; JAIN, 1993), género
(ANGULO, 2008; CANAVESsI et al., 2000), raca (JAIN, 1993), idade (CANAVESSI et al., 2000;

DIAsS-JUNIOR et al., 2006), regido geogréafica onde o individuo se localiza (DiAsS-JUNIOR et al.,
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2006), temperatura (PAXTON & BENDELE, 1993) e hora do dia em que os dados sdo coletados
(LARSSON et al., 1999; PAXTON & BENDELE, 1993).

Quando se encontram alteracdes nos padrdes hematoldgicos, essas podem ser devidas
também ao estado de salde dos animais, pois a liberacdo dos elementos componentes do
sangue é processada num padrdo organizado, sendo que a producéo das células sangiiineas é
igual & utilizacdo mais a perda; desta forma, qualquer distdrbio que acelere a utilizagéo ou
prejudique a producdo de células sanguineas, implicard em alteracdes nos indices
hematoldgicos (LORENZzI, 2006). Nesse rol, pode ser incluida a utilizacdo de drogas visto que
muitas dessas tém sido associadas a alteragdes severas do sistema cardiovascular (HASSIMOTO
et al., 2004).

Para a utilizacdo dos sagiiis com fins de pesquisa cientifica, dados acerca do sistema
sangliineo dos animais se faz necessério, sendo que o hemograma (analise dos elementos do
sangue) € um dos principais exames realizados em animais de experimentagdo nos biotérios e
a sua determinacdo € importante para a verificacdo das patologias, validagdo das drogas
farmacéuticas e na manutengéo das coldnias, para se ter um perfil de seguranga nas pesquisas
biomédicas (LIBERATI et al., 2004; HAvILL et al., 2003).

O hemograma é realizado quando se quer ter uma resposta mais rapida de possiveis
alteracbes que podem estar ocorrendo no organismo (LORENzI, 2006). A avaliagéo
hematoldgica é importante, pois permite analisar o estado de saude dos animais e diagnosticar
doencas, mesmo antes do aparecimento dos sintomas. Além disso, é de grande relevancia no
acompanhamento dos tratamentos, fornecendo dados que possibilitam avaliar a resposta
terapéutica (NAVES et al., 2006). Através da comparagdo do hemograma de um individuo ou
de um grupo de individuos, com um padréo pré-estabelecido através de dados coletados
anteriormente para aqueles organismos, pode-se inferir sobre possiveis patogenias que o
individuo possa apresentar. Assim, a determinacdo de pardmetros hematologicos para cada
espécie em cada ambiente permite a correta validacdo dos estudos em que essa € utilizada
como animal de experimentacdo, a0 mesmo tempo em que ajuda a promover 0 SuCesso na
criacdo da espécie em cativeiro (BOERE, 2001).

Estudos com animais em diferentes tipos de ambiente tém demonstrado que o local
onde se encontram reflete uma profunda relacdo nos pardmetros fisioldgicos, fazendo com
que esses se alterem quando os animais sdo de criatdrios em ambientes internos ou externos, e
quando sdo animais que se encontram soltos na natureza (ROBEL et al., 1996). O mesmo
ocorre durante o periodo de aclimatacdo de um primata ndo-humano a um novo ambiente,

quando as varia¢des dos elementos sangiiineos podem demorar até seis meses para voltar ao
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padrdo hemtol6gico normal (HAssiMOTO et al., 2004). Visto isso, a determinacdo dos
pardmetros hematoldgicos deve ser realizada nos diferentes ambientes, uma vez que o0s
animais criados sob diferentes condi¢Bes climéticas e de manejo podem apresentar evidentes
variagdes dos elementos constituintes do hemograma (BIRGEL, 1982). Dessa forma, os valores
obtidos para os animais criados em uma regido e em um determinado criat6rio, ndo podem ser
considerados, sem uma adequada avaliagdo, como padréo de referéncia para outro ambiente
(FILHO, 1970; BIRGEL, 1982).

A variacdo dos valores hematoldgicos de acordo com género, idade, periodo
reprodutivo, ambiente e localizacdo geogréfica ndo é determinante em todas as espécies
(MYTHILI et al., 2005). Em Macaca fascicularis Raffles, 1821, por exemplo, a contagem de
células vermelhas possui valor mais alto em machos do que fémeas, mas ndo diferem de
acordo com a idade (SoN, 2002). J& em Cebus apella Linnaeus, 1766, o hemograma varia de
acordo com sexo e idade (LARSSON et al., 1999), com fémeas apresentam valores de
eritrocitos, hemoglobina e hematdcrito mais baixos quando comparados com machos, o que é
atribuido a perda sangliinea da menstruagdo (RIVIELLO & WIRz, 2001).

Diferencas entre jovens e adultos de C. apella mostram que o nimero de neutrofilos
circulante é maior em adultos do que em jovens, ocorrendo 0 oposto com o numero de
linfocitos, o que também ja foi observado nos humanos (RIVIELLO & WIRz, 2001). Em C.
penicillata ndo existe diferenca entre os sexos nos padres hematoldgicos, mas jovens
apresentam menor taxa de hematocrito quando comparados com adultos, ndo diferindo em
outros indices hematoldgicos (BOERE et al., 2005).

Além do sexo e idade, o estresse pode provocar alteracbes hematoldgicas. Em C.
jacchus de ambos os sexos, ocorre uma elevacdo da contagem global de leucécitos e de
neutrofilos segmentados no sangue periférico, quando os animais sdo submetidos a uma
situacdo de estresse agudo (CUNHA et al., 2005). Em C. penicillata, além da resposta
fisiologica com a elevacdo dos niveis de cortisol, eles produzem um aumento de mondcitos,
uma resposta imunoldgica contra o estresse (BOERE et al., 2003).

Os valores normais dos pardmetros sanguineos, ou seja, fora dos periodos de gestacéo
e lactacdo, tém sido reportadas para muitas espécies de primatas ndo-humanos, principalmente
para o género Macaca Lacépede, 1799 (MARTIN et al., 1973; De NEEF et al., 1987; PERRETTA
et al,, 1991; HAssiMOTO et al., 2004; SMUCNY et al., 2004, MYTHILI et al., 2005).
Particularmente no caso da subfamilia Callitrichinae, a espécie C. jacchus é a que apresenta
maior nimero de estudos sobre os parametros sangiineos (MCNEES et al., 1982; DAVY et al.,

1984; YARBROUGH et al., 1984; CUNHA et al., 2005). Para a espécie C. penicillata, as
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referéncias acerca da fisiologia sangiiinea se restringiram aos pardmetros normais de fémeas e
machos, e é escassa na literatura com somente trés registros encontrados (DiNiz, 1997;
PETERS et al., 2003; BOERE et al., 2005).

A determinagdo dos valores hematoldgicos também se faz necesséria durante o
periodo gestacional, que estd associado a ajustes fisiologicos como alteracdes dos elementos
figurados e humorais do sangue; e anatdmicos, com hipertrofia e dilatacdo do utero,
requerendo um aumento na vascularizacdo, pela necessidade de maior perfusdo sangiiinea
(LURIE & MAMET, 2003; SouzA et al., 2002). Todas essas alteracOes estdo ligadas as
acentuadas mudangas no organismo materno e iniciam-se desde o momento da nidagdo e se
estendem por todo o periodo gestacional até o término da lactacdo (SouzA et al., 2002).
Observagdes na gravidez de diversos mamiferos tém indicado que durante a gestacdo os
pardmetros das células vermelhas gradualmente reduzem e permanecem baixos até algumas
semanas do pds-parto (JAIN, 1993), o que ficou conhecido como anemia fisiolgica ou anemia
por hemodiluigdo (MICHAEL & METCALFE, 1994).

Na gestacdo humana h4 elevacdo do volume sangiineo total (cerca de 40%), como
decorréncia do aumento tanto do volume plasmético quanto da massa total de eritrGcitos e
leucécitos na circulagdo, mas ndo de forma proporcional, sendo que o volume plasmaético
aumenta mais que o da massa eritrocitaria (ANGULO, 2008; MICHAEL & METCALFE, 1994). A
contagem de células vermelhas, niveis de hemoglobina (Hb) e hematdcrito (Ht) se elevam e o
volume corpuscular médio (VCM) do eritdcrito, tende a aumentar pela diminuicdo do seu
diametro longitudinal e pelo aumento de espessura de sua camada, tornando-o, também, mais
esférico na gestacdo (SouzA et al., 2002).

Apos a gestacdo, inicia-se o periodo de lactacdo, em que progressivamente o perfil
hematoldgico que se alterou na gestacdo, tenderd a voltar aos niveis normais do periodo ndo-
gestacional (Souza et al., 2002). Durante a lactagdo, tem inicio também o cuidado parental,
sendo que o comportamento dos callitriquineos no cuidado com as crias é realizado de modo
cooperativo, particularmente pelos machos adultos, mas também por outros membros do
grupo social (BICCA-MARQUES et al., 2006). Ressalta-se aqui o alto gasto energético do
cuidado parental e o estresse produzido sobre os carregadores, com elevacdo dos niveis de

cortisol durante esse periodo (SMITH & FRENCH, 1997).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Area de estudo

O presente trabalho foi realizado na cidade de Juiz de Fora que esta localizada no
sudeste do estado de Minas Gerais, na mesorregido geografica da Zona da Mata Mineira em
altitudes que variam entre 467 a 1040 m (FIGURA 3A).

De acordo com a classificagdo de KOPPEN (1900), a regido possui clima Cwa, ou seja,
um clima tropical de altitude, apresentando duas estacGes bem definidas: uma, que vai de
outubro a abril, com temperaturas mais elevadas e maiores precipitacdes pluviométricas e
outra, de maio a setembro, mais fria e com menor presenga de chuvas. Corresponde a um
clima influenciado pelos fatores altimétricos em vista do relevo local, que contribui para a
amenizacao das temperaturas.

A temperatura média do ano de 2006 foi de 19,3°C, e a umidade relativa do ar de 78%.
A média da precipitacéo total anual de 2006 foi de 1337,50 mm e de insolagdo total 1953,30
horas (BoTTi et al., 2007).

O relevo local é acidentado e de aspecto serrano, caracteristico da regido da
Mantiqueira. A Mata Atlantica natural da cidade estd restrita a poucas unidades de
conservacdo e matas secundarias estdo presentes nas areas ainda ndo substituidas por lavouras

ou pastagens (BoTTI et al., 2007).
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Todos os dados para o estudo foram coletados no biotério do Centro de Biologia da
Reproducéo (CBR) (21°46°46”S; 43°22°22”W), localizado na Universidade Federal de Juiz de
Fora (UFJF), a 881 m de altitude (FIGURA 3B). Essa area possui uma arboriza¢do ndo-nativa
com presenca de espécies vegetais brasileiras e introduzidas.

O trénsito de veiculos automotores e pessoas ao redor do CBR ocorre somente no
horario comercial, sendo que a noite a area fica sob vigilancia da UFJF, impedindo a
passagem de transeuntes. Nessa mesma &rea ndo existe iluminacdo externa, mantendo o
interior do biotério livre de luminosidade no periodo noturno, ndo influenciando no

fotoperiodo dos animais.
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Figura 3. A) Localizacdo da cidade de Juiz de Fora dentro do estado de Minas Gerais, Brasil. B) Localiza¢do do biotério do CBR/UFJF na cid
(Fonte: Programa Google Earth).
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3.2 CondicOes ambientais e de criagéo

Os animais utilizados nesse estudo permaneceram em duas salas do biotério do
CBR/UFRJF, onde ja se encontravam adaptados a esse ambiente. Cada familia foi deixada na
mesma sala em que estava, evitando-se assim o estresse produzido pela mudanga de ambiente
e pelo encontro com grupos de sagtiis da outra sala.

As salas do biotério sdo de alvenaria e possuem portas com sistema de fechamento
automatico. As janelas do tipo basculante presentes nas salas foram teladas externamente o
que evitou a entrada de insetos e outros animais no recinto. Essas janelas permaneceram
abertas durante todo o dia, e permitiram a luminosidade e a ventilagdo do ambiente. Além
disso, um sistema de ldmpadas incandescentes com fotoperiodo de 12 horas de claro e 12
horas de escuro, tiveram acendimento e desligamento automatico, sendo as 06:00 e as 18:00,
respectivamente.

A média de temperatura do ano de 2006 nas salas em que 0s animais estavam
instalados foi de 22,2°C +1,3°C (Minima 15°C; Maxima 30°C); sendo que nos dias mais frios
foi necesséria a utilizagéo de aquecedores dentro da sala para elevar a temperatura.

Dentro das salas, os saguis foram criados em um sistema de reproducdo monogamico.
Nesse sistema forma-se um casal de individuos que permanecem juntos até o fim da vida.
Caso um dos integrantes do casal venha a morrer, ele é substituido por um novo parceiro e
verifica-se a boa adaptacdo do casal. Caso ndo haja adaptacdo, o casal é separado e tenta-se
outro parceiro. Esse sistema de acasalamento é descrito como a principal forma de reproducéo
dos calitriquineos (KINDLOVITS, 1999; BICCA-MARQUES et al., 2006).

As crias obtidas em cada familia sdo mantidas na gaiola por duas geracdes.
Posteriormente, os individuos da geracdo mais antiga sdo retirados dessa gaiola para formar
novos casais dentro da colonia.

As familias foram acomodadas em dois tipos de gaiolas de aluminio. As familias
menores, formadas apenas pelo casal reprodutor ou esse mais um filhote, foram colocadas em
gaiolas de 50 cm de altura, 75 cm de largura e 60 cm de profundidade. Familias maiores
foram inseridas em gaiolas retangulares maiores, com 160 cm de altura, 80 cm de largura e
100 cm de profundidade.

No interior das gaiolas foram colocados bastdes de madeira para funcionar como
enriquecimento ambiental; auxiliando no forrageio, descanso, marcagédo de cheiro, entre
outras atividades do animal. Além dos bastdes, foi instalada uma caixa-ninho de madeira,

onde o animal pode se esconder ou descansar.
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Todas as gaiolas foram supridas com comedouro e bebedouro (higienizados
diariamente). Semanalmente procedeu-se a lavagem das mesmas com hipoclorito de sodio
diluido em &gua e forramento do fundo removivel com maravalha de Pinus sp.

A disposigdo das gaiolas nas salas permaneceu a mesma durante todo o experimento,
sendo que as gaiolas maiores ficaram no meio das salas, afastadas 25 c¢cm do chéo, e as
menores sobre plataformas de concreto.

Os animais eram alimentados trés vezes ao dia durante o estudo. A alimentagdo da
manhd consistiu de vitamina de leite em pod, agua, farinha lactea e legumes que eram
alternados diariamente. Em torno das 13:00 era fornecida racéo peletizada (Bonzo; Purina,
Séo Paulo), amolecida em &gua quente. Ao redor das 15:00 eram dadas bananas com casca.

Agua fresca e filtrada foi fornecida diariamente ad libitum.

3.3 Selecéo dos animais

Todos os animais que participaram da pesquisa nasceram no biotério de criagdo do
Centro de Biologia da Reprodugdo - Universidade Federal de Juiz de Fora entre os anos 1997
e 2003, e séo descendentes de saguis obtidos junto ao Instituto Florestal de Minas Gerais.
Somente os adultos reprodutores s&o marcados com placas ao redor do pescogo indicando
sexo e numero do individuo. Os outros integrantes da familia ndo recebem nenhuma marcagéo
e a diferenciacdo entre as geracOes foi feita através da comparacéo do tamanho corporal e
cortes em areas especificas do pélo.

Para o estudo do padréo hematoldgico foram selecionadas 11 familias dentro da col6nia
do CBR. Essas familias foram formadas hé pelo menos um ano antes do experimento. Todos
0s animais eram adultos e estavam aparentemente, em bom estado de salude e aptos &
reproducdo, sendo que oito casais ja haviam tido gestacOes anteriores. Os animais

selecionados sdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 2. Descricdo da amostra de Callithrix penicillata mantidos no biotério do Centro de Biologia
da Reproducdo na Universidade Federal de Juiz de Fora e selecionada para a pesquisa de
padrdo hematolégico.

Grupo Animais Sexo Idade N°partos N filhotes por Sexo dos filhotes

(Casal) (ldentificacéo) parto (Média) (Média %)
1 B97 F 7a/m 12 1,83 40,9% F e 59,1%
Va1 M 8a’m M
2 AMB89 F  7aim 2 2 50% F e 50% M
AZ88 M 8a’m
3 AMG67 F 6a0m 4 2,25 55,6% F e 44,4%
AZT75 M 5a4m M
4 AMS83 F 3a9m 1 1 100% F
AZ93 M 2a3m
) AM78 F 4a5m 1 2 100% M
AZ90 M 2a’m
6 AMT76 F 4a8m 1 1 1005 F
V92 M 7a9m
7 AM72 F 4a2m 1 1 100% F
AZ84 M 3a3m
8 AMT7 F 4a/m 1 2 100% M
AZ83 M 3a3m
9 AM93 F 2a3m - - -
AZT73 M 5a8m
10 AM66 F s5a/m - - -
AZ86 M 4a3m
11 AM92 F 2a’m - - -
V95 M 3a8m

a = anos; m = meses; F = Fémea; M = Macho

As informagbes das familias que possuiam crias no inicio do experimento, estdo
dispostas na Tabela 4, que relata também o tamanho e composicéo do grupo familiar durante

0 experimento.
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Tabela 3. Tamanho e composicao das familias com gestacGes anteriores ao presente estudo.

Grupo (ldentificacdo do casal) Tamanho do grupo Composicdo do grupo
1 (B97 x V91) 4 MP, FM, 2FF
2 (AM89 x AZ88) 6 MP, FM, 2FF, 2MF
3 (AM 67 x AZT5) 5 MP, FM, 3FF
4 (AM83 x AZ93) 3 MP, FM, FF
5 (AM78 x AZ90) 4 MP, FM, 2MF
6 (AM76 x V92) 3 MP, FM, FF
7 (AM72 x AZ84) 3 MP, FM, FF

8 (AM77 x AZ83) 4 MP, FM, 2MF
MP = Macho Pai; MF = Macho Filho; FM = Fémea Mae; FF = Fémea Filha.

As familias selecionadas para a pesquisa foram acompanhadas semanalmente durante

um ano e seis meses, sendo que, ao término desse tempo, cinco fémeas ndo gestaram.

3.4 Procedimentos com o0s animais

Anteriormente aos experimentos, os saguis passaram por um periodo de habituacéo ao
pesquisador e aos procedimentos adotados. Durante os dois meses anteriores ao experimento
os animais foram pegos na gaiola e seu sangue foi retirado como ocorreu na fase
experimental. Esse contato do animal com o pesquisador visou minimizar o estresse dos
animais devido a manipulacdo na realizagdo da coleta de sangue e seu conhecimento do
pesquisador.

Durante o periodo experimental, os animais foram retirados individualmente da gaiola,
levados até a sala de apoio e colocados em um suporte previamente confeccionado para coleta
de sangue. Esse suporte foi feito com uma prancha de madeira, onde o animal repousa seu
dorso, juntamente fitas e um tubo que limita seus movimentos sem causar danos (APENDICE
A).

As amostras de sangue foram retiradas da fémea de cada casal reprodutor, totalizando
11 coletas sangliineas por semana. Para o procedimento de coleta de sangue os animais ndo
foram sedados, uma vez que os primatas sul-americanos podem ser contidos manualmente por

serem menos agressivos e possuir menor forga fisica (NAVARRO, 2005). Além disso, diversos
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estudos tém demonstrado a interferéncia dos anestésicos sob o sistema fisioldgico dos
animais, principalmente o sangiiineo (Loomis et al., 1980; DiNiz, 1997; LARSSON et al., 1999;
Kim et al., 2005). Baseado nisso optamos por realizar apenas a contencéo fisica, visando obter
menores interferéncias nos parametros hematoldgicos.

Através da puncdo da veia femoral retirou-se 500mL de sangue dos saguis, sendo que
todo o procedimento, desde o manuseio do animal na gaiola até o fim da coleta do sangue
ocorreu no tempo medio de dois minutos e trinta segundos. O experimento foi realizado no
periodo compreendido entre 09:00 e 11:00 da manhd, buscando a padroniza¢do do tempo para
evitar a variacdo circadiana dos niveis hematol6gicos ao longo do dia (CUNHA et al., 2005).

Posterior a coleta do sangue, os animais receberam um suplemento de sulfato ferroso
(ImL/animal) para restabelecimento mais rapido das condi¢bes sangliineas normais, o que
geralmente ocorre em até 24 horas (GREIG et al., 2006).

O periodo total de coleta do experimento foi de 31 semanas, sendo que o nimero de
coletas variou ao longo do experimento de acordo com a auséncia de gestacdo e o fim da
amamentagéo.

Durante os quatro primeiros meses de experimento, os animais foram analisados
diariamente para a verificagdo da ocorréncia de gestacdo. Das fémeas selecionadas, seis
tiveram gestacdo, sendo que dessas fémeas foram retiradas amostras sanguineas até o fim da
amamentacdo. Como a gestacdo de C. penicillata ocorre em épocas especificas do ano, com
sazonalidade nos nascimentos, optou-se por ndo mais realizar a coleta de sangue nas fémeas
ndo-gestantes, uma vez que a probabilidade delas terem crias seria apenas para 0 proximo

ano.

3.5 Processamento das amostras, leitura e interpretacéo do sangue

Imediatamente ap6s a coleta, o sangue foi acondicionado em tubo com 5 pl de EDTA
(&cido etilenodiamino tetra-acético) para evitar a coagulagdo sangliinea. Esse sangue foi
levado ao laboratorio de analises hematologicas do CBR/UFJF.

A anélise das amostras hematoldgicas foi realizada em contador de células sangiiineas
(CC-550; Celm, Séo Paulo) com diluidor automatico (DA-500; Celm, Sdo Paulo). Essa
analise incluiu: contagem da concentracdo de eritrocitos, total de leucdcitos, niveis de
hemoglobina, hematdcrito e indices hematimétricos [volume corpuscular médio (VCM);

hemoglobina corpuscular média (HCM); concentracdo de hemoglobina corpuscular média
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(CHCM)]. Vale ressaltar que o contador de células sanguineas foi calibrado com sangue dos
primatas para a validacdo dos resultados, seguindo orientagdes de JAIN (1993).

Durante a coleta do sangue, foram realizados esfregagos sangliineos com o sangue sem
anticoagulante para realizacdo da contagem diferencial dos leucdcitos. Todos os esfregacos
foram feitos em duplicata, sendo que a melhor Iamina foi escolhida para a realizagdo da
leitura baseando-se no esfregaco sangiiineo mais uniforme, no qual todas as células estavam
separadas e ndo se sobrepunham, e apresentava a melhor coloragdo. Para a coloragdo das
I&minas utilizou-se o conjunto de corantes do Pandtico Rapido (Laborclin; Parand, Brasil).

A leitura das laminas foi efetuada em microscopio Gptico primeiramente em objetiva
de pequena ampliacdo (100X) o que ja possibilita verificar alguma alteracéo celular quando
elas existem em todo esfregaco. Posteriormente, utilizou-se uma objetiva de grande ampliagdo
de imersdo em dleo (1000X) para identificar cada tipo de leucdcito presente no sangue e
verificar possiveis anomalias.

Para a contagem dos leucdcitos deslocamos o campo visual na Iamina em forma de
zigue-zague, na area de contagem onde 0s eritrocitos e leucocitos estdo separados uns dos
outros e livres de artefatos. Foi contado um total de 100 leucécitos, quando entdo temos a
proporcdo de cada tipo de leucdcito presente no esfregaco do animal. A identificacdo dos
leucécitos foi realizada baseando em LORENZzI (2006), sendo que as células foram assim
identificadas:

Neutrofilo segmentado (FIGURA 4): com citoplasma oxifilo, corando-se de rosa-
palido pelo corante Pandtico répido. Apresenta-se repleto de granulacBes especificas bem
pequenas que sdo as granulacdes neutréfilas. O nlcleo normalmente possui varios segmentos,
desiguais, unidos entre si por filamentos de cromatina. O nimero de segmentos oscila entre
dois e cinco.

Neutrofilo bastonete (FIGURA 5): com citoplasma oxifilo, corando-se de rosa-pélido
pelo corante Panético rapido. O nucleo ndo se apresenta segmentado, mas sob a forma de
bastdo geralmente recurvado uniformemente.

Eosindfilo (FIGURA 6): o citoplasma é oxifilo ou de leve tom azul-celeste,
apresentando-se repleto de granulagBes eosinofilas especificas, muito refrigentes, que os
caracterizam. S8o granulages grandes, arredondadas ou ovais, que enchem toda a célula. O
nucleo apresenta, em geral, dois segmentos, ligados por filamento, freqlientemente em forma
de haltere.

Basofilo (FIGURA 7): possui o citoplasma oxifilo, apresentando-se com abundantes

granulacdes basofilas especificas, grosseiras e sem brilho, distribuidas desigualmente em toda
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a célula, em geral, recobrindo parcial ou totalmente o ndcleo. O nucleo € lobulado em formas
extravagantes.

Linfocitos (FIGURA 8): possui o citoplasma basofilo. Esse citoplasma é escasso,
formando uma faixa estreita, as vezes apenas visivel de um dos lados, sem granulagdes. O
ndcleo apresenta-se arredondado com pequena chanfradura lateral.

Mondcitos (FIGURA 9): apresentam o citoplasma abundante e fracamente basofilo. O
ndcleo € grande, arredondado, oval ou reniforme; as vezes apresenta chanfradura, dando-lhe
aspecto de pseudolobulado.

Figura 4: Neutrofilo segmentado. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel
em: <http://www.telmeds.org/AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>.
Acesso em: 12 jan. 2008.

Figura 5: Neutréfilo bastonete. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel
em: <http://www.telmeds.org/AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>.
Acesso em: 12 jan. 2008.
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Figura 6: Eosinofilo. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel em:
<http://www.telmeds.org/ AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>.  Acesso
em: 12 jan. 2008.

Figura 7: Basdfilo. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel em:
<http://www.telmeds.org/ AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>.  Acesso
em: 12 jan. 2008.

Figura 8: Linfocito. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel em:
<http://www.telmeds.org/ AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>.  Acesso
em: 12 jan. 2008.
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Figura 9: Mondcito. Fonte: Atlas de Hematologia — Universidad de Panama. Disponivel em:
<http://www.telmeds.org/ AVIM/Ahema/serie_blanca/ontogenia_granulocitica.htm>. Acesso
em: 12 jan. 2008.

3.6 Analise dos dados

A determinacdo dos valores hematol6gicos semanais dos animais utilizados na
pesquisa foi realizada através de estatistica descritiva, com o calculo da média, do desvio
padrdo e da amplitude de variacdo (valor maximo e minimo).

Para realizarmos a comparagdo entre 0s grupos das fémeas controle (ndo-gestantes),
gestantes e lactantes, foram calculados a média e o erro padréo para cada um dos periodos
analisados, através da soma das médias de cada fémea. Através desses dados foi possivel
realizar o teste ANOVA — um critério com posterior teste de Tukey para verificar entre quais
grupos havia diferenca significativa. Esses testes foram utilizados para calculo da
hematimetria, hemoglobinometria, hematdcrito, leucometria global, VCM, HCM e CHCM.

A contagem diferencial dos leucécitos foi analisada atraves de estatistica descritiva,
uma vez que o namero de algumas células leucocitarias encontradas no sangue € muito
pequeno.

Os calculos foram realizados utilizando os programas estatisticos SPSS 12.0, BioStat
4.0 e Primer 3.02.

As diferengas encontradas tiveram nivel de significancia estatistica estabelecida em o
<0,05 (VIEIRA, 2004).
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3.7 Principios éticos

Todo o estudo foi desenvolvido de acordo com os principios éticos da Experimentacéo
Animal elaborado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora
(Protocolo n° 051/2006).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com respeito & hematologia dos primatas ndo-humanos, de forma geral, existem
muitos relatos compreendendo os primatas do Velho Mundo, e ao contrario, poucas
informagdes disponiveis sobre os primatas do Novo Mundo. Nesse rol, incluem-se os saglis-
de-tufos-pretos, animais ainda pouco estudados principalmente no que se refere a sua
fisiologia sanguinea.

Serdo apresentados inicialmente os dados das fémeas que ndo gestaram (Grupo
Controle, n=5), e posteriormente os dados das fémeas que tiveram gestacdo (n=6) e lactacéo
(n=4).

4.1 Hematologia das fémeas néo-gestantes

Apos a anlise estatistica dos dados obtidos no presente trabalho foram encontrados os
valores hematoldgicos dispostos na Tabela 4 para as fémeas de C. penicillata que ndo
entraram em periodo gestacional. Na mesma tabela inserimos os valores hematoldgicos

relatados na literatura.



Tabela 4. Valores hematoldgicos de Callithrix penicillata do presente estudo comparativamente com os relatos da literatura.
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Parametro Medida Média + Desvio padréo
hematologico
Presente estudo BOERE et al., PETERS etal., DiNIz,
2005 2003 1997
Fémeas Fémeas Fémeas Fémeas e Machos
(n=5) (n=8) (n=10) (n=17)

Hematimetria 105/mm? 6,78 + 0,82 6,00 + 0,29 5,72 + 0,57* 6,40 + 0,96
Hemoglobinometria g/dL 15,66 + 1,24 13,65 +1,26 16,20 +1,10 14,36 £ 1,72
Hematdcrito % 53,76 + 3,93 41,00 +£1,91* 52,20 £4,70 -
Leucometria global  10%/mm?® 7,42 220 8,70 + 0,47 6,46 + 1,53 7,50 +2,80
VCM fL 79,60 + 5,98 - 91,30 +1,60* 68,90 + 6,70*
HCM pg 23,20+1,10 - 28,40 + 1,50* -
CHCM g/dL 29,20+ 1,30 - 31,20+ 1,40 32,65 + 2,30*

VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média. - : valor
ndo informado. * p <0,05.
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Quando comparamos os valores hematoldgicos dos animais do presente estudo com 0s
dados de BOERE et al. (2005), vimos que o valor do hematdcrito foi destacadamente maior no
nosso trabalho (p<0,05). Essa variagdo encontrada nesse parametro hematol6gico condiz com
0 exposto na literatura, uma vez que animais criados em diferentes ambientes, podem
apresentar variagBes nos niveis dos elementos sangiiineos. Assim, alterages de regido, clima,
tipo de criatdrio e condicdes de criacdo sdo determinantes para a analise do hemograma dos
animais (BIRGEL, 1982; ROBEL et al., 1996). No caso dos animais citados por BOERE et al.
(2005), esses sdo mantidos em condi¢bes de criatorio diferentes das nossas, com maior
influéncia das variaveis ambientais, na cidade de Brasilia - Distrito Federal. Além disso, esse
autor utilizou quetamina como agente anestésico, e é sabido que a quetamina pode provocar
uma diminuicdo nos valores do eritrograma, uma vez que promove a reversao dos estimulos
estressores, pela diminuigdo dos niveis de catecolaminas (BENNET et al., 1992). A diminuicdo
das catecolaminas induzida pela anestesia pode ser apontada como uma das causas das
alteracbes hematoldgicas ocasionadas de modo indireto pelo anestésico (FLAIBAN, 2006).
Comparativamente ao trabalho de PETERS et al. (2003), os valores de hematimetria do
presente estudo foi significativamente maior (p < 0,05). Os indices hematimétricos VCM e
HCM também diferiram significativamente. As diferengas entre 0s nossos valores e 0s
encontrados por PETERS et al. (2003), em que 0s animais correspondem ao mesmo cativeiro,
podem estar relacionadas as mudancas estruturais efetuadas nos ultimos anos nesse criatorio
para minimizar as variaces ambientais. Além disso, 0 hemograma realizado por PETERS et al.
(2003) foi feito manualmente, ao passo que no presente estudo foi através de contadores
especificos, e os aparelhos de automagdo em hematologia calculam os indices hematimétricos
de forma diferente a realizada manualmente, além de que os aparelhos automatizados
oferecem alta sensibilidade e precisdo na realizagdo do hemograma (FAILACE & PRANKE,
2004).

Em relagdo aos dados relatados por DiINiz (1997), os nossos valores
hematoldgicos diferiram nos indices hematimétricos VCM e CHCM (p<0,05). Essa variacdo
pode ter ocorrido no célculo desses indices, que € feito de forma diferente no aparelho de
automacdo hematoldgico (presente estudo) da forma de céalculo manual efetuado por DiINIZ,
1997. Cabe ressaltar que no trabalho dos citados autores ndo houve diferenciacdo de género
na determinacdo dos pardmetros hematoldgicos, assim ndo foi possivel realizar uma
comparagdo somente das fémeas. A juncdo de fémeas e machos nos dados de DiNiz (1997)
pode ser devido aos relatos de estudos que mostram que fémeas e machos de saguis ndo

apresentam diferenga significativa entre os valores hematologicos (MCNEES et al., 1984;



29
BOERE et al., 2005). Esse monomorfismo nos parametros hematoldgicos ocorre também nas
medidas de crescimento desses animais (BARINO et al., 2006), pois o tamanho corporal parece
ser determinado pela fungdo que os sagiiis desempenham em seus grupos sociais, com ambos
0s sexos auxiliando na busca de alimento e cuidado com as crias, além de outros papéis em
comum (BICCA-MARQUES et al., 2006).
Ao realizar a contagem diferencial de leucdcitos nos sagilis pudemos observar que
essas células sdo extremamente semelhantes as dos humanos, como pode ser visto na Figura
10.

17.67 um l

Foto: Glauber Barino

Figura 10. Esfregaco sangiiineo de fémea de C. penicillata. Ao centro um leucécito (linfdcito) e ao
redor desse, as hemécias.

4.2 Hematologia das fémeas no periodo gestacional

Ao se realizar as analises hematoldgicas das amostras coletadas das fémeas durante o
periodo gestacional, encontramos os valores semanais descritos no Apéndice C desse
trabalho, sendo que nele s@o encontradas as medidas de hematimetria, hemoglobina,
hematdcrito, leucometria global, VCM, HCM e CHCM. Os dados obtidos nesse periodo
podem ser analisados através dos Graficos 1 a 7.

No periodo gestacional tivemos as analises hematoldgicas de seis fémeas, sendo que
obtivemos dados de dez semanas anteriores ao parto, que corresponde aproximadamente a

metade final da gestacé&o.
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Gréfico 1. Valores semanais da hematimetria das fémeas gestantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média + desvio padrdo (10°x mm?®).
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Gréfico 2. Valores semanais da hemoglobina das fémeas gestantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média + desvio padrdo (g/dL).
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Gréfico 3. Valores semanais do hematdcrito das fémeas gestantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média + desvio padrdo (%).
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Gréfico 4. Valores semanais da Leucometria Global das fémeas gestantes de Callithrix penicillata.
Valores dados em média + desvio padrdo (10° x mm®).
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Gréfico 5. Valores semanais do Volume Corpuscular Médio das fémeas gestantes de Callithrix
penicillata. Valores dados em média + desvio padrdo (fL).
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Grafico 6. Valores semanais da Hemoglobina Corpuscular Média das fémeas gestantes de Callithrix
penicillata. Valores dados em média + desvio padréo (pg).
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Grafico 7. Valores semanais da Concentracdo Hemoglobina Corpuscular Média das fémeas gestantes
de Callithrix penicillata. Valores dados em média + desvio padrédo (g/dL).

Através das analises dos dados, visualizadas nos Graficos 1 a 7 pdde-se verificar que
durante o periodo gestacional ndo ocorreram diferengas estatisticamente significativas em
nenhum dos parametros hematoldgicos abordados quando foram comparadas as semanas de
gestacéo.

As variagOes entre as semanas, apesar de ndo estatisticamente significantes, foram
maiores quando comparadas as variagdes do periodo lactacional. Isso pode ser devido as
mudangas que ocorrem na fase de gestacdo em que 0 organismo exige mais do sistema
sangliineo comparativamente ao periodo de lactagdo (LURIE & MAMET, 2003; SouzA et al.,
2002).

Néo foi possivel realizar uma anélise comparativa entre os dados obtidos no presente
trabalho e outros trabalhos, uma vez que ndo foi encontrado na literatura pesquisada nenhum
trabalho que determinasse os valores hematolégicos de C. penicillata durante o periodo
gestacional.

A contagem diferencial dos leucécitos no periodo gestacional pode ser vista na Tabela
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Tabela 5. Valores da contagem diferencial de leucécitos de fémeas de C. penicillata durante o periodo gestacional.

Semanas antes do parto Linfécitos Neutrofilos Neutroéfilos Monécitos Eosinofilos Bas6filos
Segmentados Bastonetes

% % % % % %
01 68,50 + 11,74 29,00 + 10,72 0-1 0-1 0-3 0-1
02 67,17+ 8,73 31,00+ 6,96 0-3 0-2 0-3 0-1
03 69,50 + 8,36 29,67 +8,76 0-1 0-1 0 0
04 68,83 + 7,49 28,83+8,04 0-1 0-3 0-2 0
05 66,00 + 8,79 31,67+843 0-2 0-1 0-2 0-1
06 68,67 2,34 29,33+2,07 0-2 0-5 0-1 0
07 66,17 £ 9,02 31,83+8,52 0-3 0-2 0 0
08 71,00 + 6,54 26,50 + 6,57 0 0-3 0-1 0
09 65,00 + 14,44 31,60 + 15,36 0-2 0-3 0-1 0-1
10 64,67 + 6,43 30,67 +4,93 0-1 0-3 0-3 0

Valores dos linfocitos e neutrofilos segmentados dados em média + desvio padrdo. Valores dos neutr6filos bastonetes, monécitos, eosinofilos e basofilos sdo dados
em amplitude de variacdo (minimo e maximo). Semana 01 a 07 (n=6); semanas 08 e 09 (n=5) e semana 10 (n=3).



35

4.3 Hematologia das fémeas no periodo lactacional

No Apéndice D temos os valores hematologicos semanais das fémeas durante o
periodo lactacional, dos quais seus dados serviram de fonte para a confec¢do dos Graficos 8 a

14.
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Grafico 8. Valores semanais da hematimetria das fémeas lactantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média + desvio padrdo (10°x mm®).
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Grafico 9. Valores semanais da hemoglobina das fémeas lactantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média £ desvio padrdo (g/dL).
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Grafico 10. Valores semanais do hematocrito das fémeas lactantes de Callithrix penicillata. Valores
dados em média + desvio padrdo (%).
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Grafico 11. Valores semanais da Leucometria Global das fémeas lactantes de Callithrix penicillata.
Valores dados em média + desvio padréo (10° x mm?).
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Grafico 12. Valores semanais do Volume Corpuscular Médio das fémeas lactantes de Callithrix
penicillata. Valores dados em média + desvio padrao (fL).
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Grafico 13. Valores semanais da Hemoglobina Corpuscular Média das fémeas lactantes de Callithrix
penicillata. Valores dados em média + desvio padréo (pg).
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Grafico 14. Valores semanais da Concentragdo Hemoglobina Corpuscular Média das fémeas lactantes
de Callithrix penicillata. Valores dados em média + desvio padrdo (g/dL).
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N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significativas em nenhum dos
pardmetros hematoldgicos analisados entre as semanas do periodo lactacional, como pode ser
visto nos Gréficos 8 a 14. Os valores encontrados nesse periodo tenderam a permanecer mais
estiveis durante as semanas do que aqueles encontrados no periodo gestacional. Isso pode ser
devido a&s mudancas mais bruscas que ocorrem na gestacdo quando comparadas a lactacéo,
quando o organismo estd recuperando, gradualmente, seu padrdo hematolégico normal
(Souza et al., 2002).

Néo foi possivel realizar uma analise comparativa entre os dados obtidos no presente
trabalho com outros trabalhos, uma vez que ndo foi encontrado na literatura pesquisada
nenhum trabalho que determinasse os valores hematoldgicos de C. penicillata durante o
periodo lactacional.

No periodo lactacional realizamos a analise hematoldgica de quatro fémeas das seis
que gestaram, isso foi devido a morte de uma fémea por distdcia no momento do parto, e a
morte dos filhotes de outra fémea.

De todos os partos desse estudo nasceram duas crias por casal, com machos e fémeas
na mesma proporgéo, corroborando com os dados anteriormente encontrados por BARINO et
al. (2007).

Foi observado o processo de amamentagdo de até a 112 semana ap06s o parto em trés
fémeas e até 122 em uma fémea. O periodo de 11 semanas em que os infantes mamam foi
similar ao encontrado na literatura para outras espécies como Callithrix aurita Etienne
Geoffroy, 1812 (SANTOS & MARTINS, 2000) e C. jacchus (YAMAMOTO et al., 1996).

Na Tabela 6 visualiza-se o nimero de células encontradas na contagem diferencial de

leucdcitos durante este periodo.



Tabela 6. Valores da contagem diferencial de leucécitos de quatro fémeas de C. penicillata durante o periodo lactacional.

40

Semana pos-parto Linfécitos Neutréfilos Neutrofilos Mondcitos Eosinofilos Basofilos
Segmentados Bastonetes
(n=4) % % % % % %
0 68,00 + 5,42 28,50 +4,51 0-2 0-3 0-3 1
01 71,00 £ 9,49 26,25 + 8,66 0-1 0-2 0-2 0
02 69,50 + 11,15 27,75+ 10,24 0-2 0-2 0-1 0
03 67,50 +£ 9,95 28,50 +9,98 0-1 0-1 0-4 0
04 65,00 + 3,56 33,00+ 4,97 0-1 0-2 0-2 4
05 61,75+7,41 35,00 + 6,68 0-1 0-2 0-2 0
06 65,25 + 3,10 32,50+3,42 0-2 0-1 0-1 0
07 64,00 + 3,37 32,50+4,04 0-2 0-2 0-2 0
08 68,00 + 11,75 30,25+ 11,90 0-1 0-1 0-1 0
09 61,50 + 6,40 35,00 + 6,00 0-3 0-2 0-2 0
10 66,50 + 2,65 30,00 + 3,46 0-3 0-1 0-1 0
1 65,25 + 11,09 32,00 £ 11,52 0-2 0-1 0-1 0

Valores dos linfdcitos e neutréfilos segmentados dados em média + desvio padrdo; valores dos neutréfilos bastonetes, mondcitos, eosindfilos e basofilos que sdo

dados em amplitude de variagdo (minimo e maximo).



41

4.4 Comparacdo dos hemogramas durante os periodos estudados

Ao realizarmos uma analise comparativa entre os valores dos parametros
hematoldgicos encontrados nesse trabalho nos diferentes periodos pOde-se observar que
ocorreram diferencas significativas (p < 0,05) entre as médias das medidas de hematimetria,
dos niveis de hemoglobina e do hematdcrito entre os valores das fémeas ndo-gestantes e as
gestantes. O indice hematimétrico CHCM diferiu significativamente entre o grupo das fémeas
gestantes e das lactantes.

As médias e erros padrGes dos valores hematoldgicos para cada grupo podem ser
encontrados no Apéndice E e sdo analisados nos Graficos 15 a 21.

Os Gréficos 15, 16 e 17 plotam os valores obtidos para a contagem de eritdcitos, dos
niveis de hemoglobina e do hematdcrito, respectivamente, durante os periodos analisados
nesse trabalho. Verifica-se na analise dos trés indices uma tendéncia a queda durante o
periodo de gestacdo quando comparado com o periodo lactacional, mas esse decréscimo ndo
foi estatisticamente significativo como o foi quando se comparou os valores encontrados

durante o periodo gestacional com os valores do grupo das fémeas que ndo gestaram.

Hematimetria

Grupos

Gréfico 15. Histograma comparativo dos valores da hematimetria de Callithrix penicillata durante os
periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes; Grupo 3 = Lactantes.
Valores dados em média * erro padrdo (10° x mm?). * p <0,05.
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Gréfico 16. Histograma comparativo dos valores de hemoglobina de Callithrix penicillata durante os
periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes; Grupo 3 =
Lactantes.Valores dados em média + erro padréo (10° x mm®). * p < 0,05.
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Gréfico 17. Histograma comparativo dos valores do hematécrito de Callithrix penicillata durante os
periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes; Grupo 3 =
Lactantes.Valores dados em média + erro padréo (10° x mm®). * p < 0,05.
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Durante a gravidez ocorre hemodiluicdo e aumento da massa eritrocitaria, mas de
maneira desproporcional, favordvel a primeira, o que provoca uma queda na contagem das
hemécias, da hemoglobina e alteracdo no volume plasmético do hematdcrito (ANGULO, 2008;
LURIE & MAMET, 2003). No periodo gestacional ocorre uma elevacdo do volume sangiiineo
total, sendo que em mulheres o volume sanglineo pode aumentar em cerca de 40 a 50%
(Souza et al., 2002). Esse aumento do volume sangiiineo ocorre devido ao aumento do
volume plasmatico e da massa total de eritrocitos e leucdcitos na circulagdo (ANGULO, 2008).

A diminui¢do na contagem de eritrdcitos ou da taxa de hemoglobina ou de ambos
determina uma patologia denominada anemia (LORENZI, 2006), que sob o enfoque fisioldgico
é tida como a condicdo em que o fornecimento de oxigénio aos tecidos processa-se de modo
inadequado, devido & deficiéncia de hemoglobina disponivel (FAILACE, 2003).

Na gravidez a anemia ocorre no final da gestacdo, no caso das mulheres nos ultimos
trés meses, mas a anemia é artificial e depende da expansdo do volume plasméatico materno
como resposta fisioldgica. Embora, as células sangiiineas da mée também aumentam durante
a gestacdo, a expansdo do volume do plasma n&o é sincronizado (SCHOLL & HEDIGER, 2002).

Nos saglis, a contagem diminuida de eritrocitos, de hemoglobina e do hematdcrito
pode estar relacionada a hipervolemia fisioldgica da gravidez que garante o suporte de
oxigénio e nutrientes para o feto, a0 mesmo tempo em que protege a mae contra provaveis
efeitos danosos da diminuicdo do retorno venoso decorrente da compressdo uterina durante a
gestacdo e da perda sanglinea no parto (ANGULO, 2008). Assim, a diferenca nos valores para
gestantes e lactantes ndo corresponde a uma anemia verdadeira, e sim a uma “anemia
fisiologica” que na verdade ndo apresenta diminui¢do nas células sangiiineas, apenas um
aumento do volume sangiineo pelo aumento da quantidade de plasma circulante (LORENZI,
2006).

Destaca-se entdo, que existe um aumento da quantidade total de liquido circulante na
gestacdo e ndo ha diminui¢do do nimero de eritrdcitos, nem da hemoglobina totais, sendo que
os resultados do hemograma acabam por ser falsos em se tratando de uma anemia
propriamente dita, caracterizando-se por uma pseudoanemia (SCHOLL & HEDIGER, 2002).

O aumento do volume plasmaético é importante para suprir as necessidades do feto que
se desenvolve no Utero, e estudos demonstram que gestantes com volemia inalterada ou pouco
aumentada no periodo da embriogénese, tém fetos com restricdo de crescimento intra-Gtero,
verificando-se uma intima correlagdo entre a expansdo do volume plasmaético e o peso fetal
(DUvVEKOT et al., 1995).
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Outro fator que esta diretamente ligado a uma diminuigdo nos niveis de hemoglobina e
de eritrécitos é a falta do ion ferro, o que também pode provocar uma anemia (Souza et al.,
2002). Fémeas ja apresentam menores taxas de ferro que machos, e durante a gravidez o
aumento do feto esta associado com a inadequada nutricdo de ferro, pois a demanda nesse
periodo aumenta significativa (SCHOLL & HEDIGER, 2002; JAIN, 1993). Resultados de
gravidez adversa parecem ter conexdo com a deficiéncia de ferro e anemia provocada por essa
deficiéncia, incluindo retardo no desenvolvimento intrauterino, parto prematuro e
comprometimento hematoldgico do infante (RASMUSSEN, 2001). Nosso trabalho néo realizou
a dosagem de ferro circulante nos periodos reprodutivos, mas vale ressaltar, que foi destinado
ao final de cada coleta um suplemento de sulfato ferroso (ImL/animal), que segundo GREIG et
al. (2006) nem mesmo seria necessario, pois as condi¢ées hematolégicas voltariam ao normal
dentro de 24 horas em saguis, fora do periodo gestacional. Ainda destacamos que todos 0s
saguis nascidos foram pesados e medidos e apresentaram valores de crescimento normais.
Os valores da leucometria global e dos indices hematimétricos VCM e CHCM ndo
mostraram diferenca significativa comparativamente entre os grupos estudados. Isso pode ser

visto nos Gréficos 18 a 20.
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Gréfico 18. Histograma comparativo dos valores da leucometria global de Callithrix penicillata
durante os periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes; Grupo 3 =
Lactantes.Valores dados em média + erro padréo (10° x mm®).
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Grafico 19. Histograma comparativo dos valores do Volume Corpuscular Médio de Callithrix
penicillata durante os periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes;
Grupo 3 = Lactantes.Valores dados em média + erro padréo (10° x mm®).
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Grafico 20. Histograma comparativo dos valores da Hemoglobina Corpuscular Média de Callithrix
penicillata durante os periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes; Grupo 2 = Gestantes;
Grupo 3 = Lactantes.Valores dados em média + erro padréo (10° x mm®).



46

O indice hematimétrico CHCM apresentou uma elevacdo estatisticamente significante

durante o periodo lactacional, quando comparado ao periodo de gestacdo (Gréafico 21). Ele

também foi maior quando comparado com o grupo das fémeas ndo-gestantes, porém essa
comparagéo ndo representou diferenca significativa.
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Grafico 21. Histograma comparativo dos valores da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média de Callithrix penicillata durante os periodos estudados. Grupo 1 = Nao-gestantes;
Grupo 2 = Gestantes; Grupo 3 = Lactantes.Valores dados em média + erro padrio (10° x
mm®). * p < 0,05.

Os indices hematimétricos sofrem alteracbes de acordo com os valores de
hemoglobina, hematdcrito e do nimero de eritrécitos. Isso é devido a utilizagdo dessas
medidas para o célculo dos indices. O célculo do indice CHCM, por exemplo, que sofreu
alteracdo significativa entre periodo gestacional e o lactacional, é calculado eletronicamente
com base nos valores de VCM e HCM, que utilizam o hematdcrito e 0 nimero de hemacias; e
a hemoglobina e o nimero de hemaécias, respectivamente, para encontrar suas medidas.

Apesar de ndo ter sido realizada a estatistica da contagem diferencial dos leucdcitos, o
Gréfico 22, que tras a porcentagem de cada célula leucocitaria por grupo estudado, parece

indicar uma tendéncia a normalidade, ndo diferindo entre os grupos.
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Grafico 22. Contagem diferencial de leucdcitos em fémeas de Callithrix penicillata nos diferentes
grupos estudados. Valores dados em média das porcentagens para cada tipo celular.

O presente estudo demonstra que existem diferengas significativas em alguns
parametros hematolégicos maternos de C. penicillata em cativeiro, e destaca a importancia de
se ter referéncias separadas para animais em periodo gestacional, lactacional ou fora desses
dois periodos para a interpretagdo dos resultados cientificos obtidos com essa espécie.

Além disso, essas referéncias devem ser especificas por criatério e sob 0s mesmos
protocolos, uma vez que animais criados em regides diferentes e célculos hematologicos
obtidos por diferentes formas de analise apresentaram diferenca entre os relatos da
hematologia dos sagiis.

Os dados obtidos nesse trabalho permitem um avanco no entendimento da
hematologia dos saguis, que ainda necessitam de muita pesquisa no que se refere a essa
espécie, que possui uma deficiéncia de literatura especifica nos assuntos abordados nesse
estudo.

A determinacgdo do padrdo hematoldgico para os animais do cativeiro do CBR-UFJF ¢
um importante auxilio para a utilizacdo dos saguis-de-tufos-pretos na pesquisa cientifica, e
deverd ser completado com a andlise de sinais clinicamente significativos e biologicamente

relevantes.



5. CONCLUSOES

Dos parametros hematoldgicos abordados, os valores da hematimetria, do hematécrito
e dos indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM desse trabalho apresentaram diferenga
significativa em relacdo aos trabalhos encontrados na literatura, que foram realizados em

outras regides geograficas e/ou utilizando de diferentes metodologias.

Fémeas em periodo gestacional apresentam diminuicdo significativa nos valores de
hematimetria, hemoglobinometria e hematécrito quando comparadas as fémeas néo-
gestantes.

Fémeas lactantes apresentaram CHCM estatisticamente maior que fémeas gestantes.

Os valores da leucometria global, VCM e HCM néo diferem significativamente entre

os periodos estudados.
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7. APENDICE
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APENDICE A

Procedimento de coleta de sangue nos saglis-de-tufos-pretos. Destaque para 0 suporte
utilizado para a contengdo dos animais.



APENDICE B

Valores hematoldgicos individuais das fémeas de C. penicillata do grupo Controle (Fémeas ndo-gestantes/ndo-lactantes).

Fémea Hemametria Hemoglobinometria Hematocrito  Leucometria Global VGM HGM CHGM
(10%/mm?) (o/dL) (%) (10°/mm®) (fL) (pg) (g/dL)

1 6,60 15,3 55,1 10,70 83 23 28

2 5,44 13,7 47,1 7,90 87 25 29

3 7,28 16,7 54,2 4,60 74 23 31

4 7,49 16,7 54,9 7,00 73 22 30

5 7,08 15,9 57,5 6,90 81 23 28
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APENDICE C

Valores hematoldgicos de fémeas de C. penicillata durante o periodo gestacional.

63

Semanas antes do Hematimetria ~ Hemoglobina Hematdcrito Leucometria VCM HCM CHCM
parto global

(10%/mm3) (g/dL) (%) (10°/mm®) (fL) (pg) (g/dL)
01 5,69 + 1,54 13,67 £ 3,67 43,50 + 15,86 7,63 +2,58 74,67 £9,81 24,50 + 1,76 30,83 +2,32
02 5,58 + 1,45 13,17 £ 4,17 42,67 + 13,82 8,07 £2,19 76,17 + 7,83 23,83+1,83 31,67 + 3,98
03 6,11+ 1,35 14,33 + 4,27 48,33 +9,52 7,35+2,32 76,33 £ 7,00 23,67 + 1,63 29,67 + 4,37
04 5,56 + 1,49 12,33 + 3,27 46,00 + 13,70 7,72 £2,07 78,67 + 6,86 23,50+ 1,52 28,50 + 4,28
05 554+1,10 12,33 + 4,50 44,83 + 8,84 6,43 +1,61 79,50 +4,18 24,00 + 0,89 28,33+2,16
06 5,40+ 1,01 9,83 + 4,54 44,83 + 8,54 7,98 + 3,01 81,50 +£9,79 23,00+ 0,89 26,83 + 3,97
07 4,70+ 0,88 11,00 £ 2,19 44,17 + 9,06 6,82 + 2,03 77,00 + 6,70 22,83+1,94 25,50 + 2,43
08 4,98 £ 0,83 10,80 + 2,77 41,60 + 8,90 7,96 + 1,88 86,00 + 8,75 23,80+ 1,92 27,80+ 1,10
09 4,73+0,81 10,00 £ 1,41 40,40 + 6,35 6,70 + 1,70 82,20 + 4,76 24,80 + 0,84 28,00+0,71
10 5,20 + 0,87 12,00 £ 1,73 46,33 + 3,21 8,52 + 3,82 90,33 + 13,65 23,67 + 1,53 26,00 + 3,00

Valores dados em média + desvio padrdo. VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragdo de

Hemoglobina Corpuscular Média. Semana 01 a 07 (n=6); semanas 08 e 09 (n=5) e semana 10 (n=3).



APENDICE D

Valores hematoldgicos de quatro fémeas de C. penicillata durante o periodo lactacional.

Semana Hematimetria ~ Hemoglobina Hematdcrito Leucometria VCM HCM CHCM
pds-parto global
(n=4) (10%/mm?) (g/DI) (%) (103/mm?®) (fL) (pg) (o/dL)
0 589 %125 1400+ 3,16 47,75+ 14,20 7,93+2,13 84,25 + 4,79 24,50 +0,58 29,25+171
01 575%1,00 1400+ 2,71 42,75 £ 8,34 7,40+ 2,49 75,75 £ 0,96 24,75 £ 1,26 32,50 +£1,29
02 6,37 £ 0,97 1550+252 52,25+ 11,82 6,95+ 1,70 81,50 + 8,10 24,25 + 0,96 30,25 + 2,63
03 6,05 + 0,35 1475+150 4575+ 4,03 6,23 + 2,36 76,00 + 3,74 24,75 + 0,96 32,50 + 2,65
04 593+0,31 1425+1,26  46,25+5,32 7,00+ 2,16 78,50 £ 5,45 24,25+ 1,50 31,50+ 1,29
05 595+0,73 1450+ 2,08 44,25 +5,06 6,55+ 1,49 75,00 £ 2,94 24,50 £ 0,58 32,75 £ 0,96
06 592 +£0,55 15,00+ 1,15 47,00+ 7,39 6,80 + 1,68 79,00 £ 7,35 25,00 + 0,00 32,00 + 2,94
07 5,64 +0,27 14,00+ 0,82 4525+ 3,86 7,43 +2,68 80,00 + 6,88 24,75+ 1,26 31,25 +1,71
08 5,57 £ 0,37 1400+1,41 4550+ 4,04 7,25+ 0,87 82,00 + 7,62 25,50 + 1,00 31,00 £ 2,71
09 5,79 +0,36 1425+1,26 47,25+7,41 7,05+ 2,98 81,50 + 8,85 25,00 £ 0,82 31,00+ 2,31
10 5,80 + 0,62 1425+1,71 46,75+ 4,79 7,88+2,11 81,00 + 3,46 24,50 + 1,29 30,25 + 0,50
11 5,83 +0,49 1425+150 48,75+ 3,30 8,80 + 2,62 84,00 +2,45 24,25 +0,50 29,00 +1,41
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Valores dados em média + desvio padrdo. VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentragdo de

Hemoglobina Corpuscular Média.



APENDICE E 65

Comparagdo entre as medias dos valores hematoldgicos de fémeas de C. penicillata ndo
gestantes, em periodo gestacional e em periodo lactacional.

Parametro Medida Média + Erro padréo
hematologico

1 - Nao- 2 - Periodo 3 - Periodo

gestantes gestacional lactacional
Hematimetria 10%mm® 6,78 £ 0,372 5,32 + 0,37 5,87 + 0,06
Hemoglobinometria gldL 15,66 + 0,56 2 11,82 +1,22 14,40 + 0,33
Hematdcrito % 53,76 + 1,76 7 43,94 + 3,7 46,63 + 1,02
Leucometria global 103 /mm? 742 +0,98 7,37 +0,83 7,27 + 0,96
VCM fL 79,60 + 2,68 79,66 + 1,77 79,88 + 1,40
HCM pg 23,20 + 0,49 23,71 £0,39 24,67 + ,32
CHCM g/dL 29,20 + 0,58 28,30 +0,397%3 31,10+ 0,21

VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM =
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média. * p < 0,05. Numeros posteriores aos
asteriscos correspondem aos grupos em que ocorreu diferenca significativa — teste de Dunnet.



