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RESUMO

A doenca celiaca (DC) é de base genética que desencadeia 0s sinais e sintomas com a
interacdo ambiental de uma dieta com alimentos fontes de gluten (trigo, centeio e cevada).
Esta condicdo patoldgica tem sido relacionada a Sindrome do Emagrecimento Progressivo
(SEP) que acomete primatas ndo humanos, por apresentarem caracteristicas clinicas
semelhantes. As manifestagdes clinicas relacionadas ao gluten, em primatas humanos e nédo
humanos, podem desencadear alteragdes nas variaveis hematoldgicas e alteracdes
gastrointestinais. Objetivou-se avaliar a influéncia de uma dieta com gldten nos parametros
hematoldégicos em Saguinus fuscicollis de cativeiro. O experimento foi realizado com os
animais da colonia do Centro Nacional de Primatas. Na caracterizagdo do perfil foram
avaliadas variaveis hematoldgicas e bioquimicas em Saguinus fuscicollis. Os resultados
revelaram que os parametros heméacias (He), hemoglobina (Hb), hematocrito (Ht) e
coeficiente de variagdo eritrocitaria (RDW) foram diferentes para machos e fémeas. A
ativacdo de Gama Glutamill Transferase (GGT) os machos diferiram de forma significante
das fémeas (P<0,05). Os animais foram submetidos a quatro avalia¢cbes durante periodo de
105 dias, divididos em periodo de aclimatacdo, experimentacdo e recuperacdo, que
alternavam dieta com gluten (DCG) e dieta sem gluten (DSG). As mensuracgdes incluiram
coletas de sangue, massa corporal, temperatura e avaliacdo da consisténcia das fezes. Os
resultados comparam os valores entre os sexos, revelando que os parametros hemoglobina,
leucdcitos, neutrofilos segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinofilos, bastonetes e plaquetas
ndo sofreram nenhuma influéncia sob as diferentes condi¢es nutricionais. Enquanto que 0s
parametros He, Hb, HGM, CHGM e RDW foram alterados no sexo masculino. Portanto a dieta
com glaten foi determinante para aumento da frequéncia de diarreia e da alteragdo em alguns
pardmetros hematologicos. Assim os resultados elevam a importancia do estudo desses
valores sugere-se que alimentos com trigo, centeio ou cevada ndo fagam parte da alimentacéo
desses animais.

Palavras chave: Doenca celiaca; Hematologia; Primatas Ndo Humanos.



ABSTRACT

Celiac disease (CD) is the genetic basis that triggers the signs and symptoms with the
environmental interaction of a diet food sources gluten (wheat, rye and barley). This
pathological condition has been related to Progressive Weight Loss Syndrome (SEP) which
affects non-human primates, because they have similar characteristics. The clinical
manifestations related to gluten, in humans and non-human primates, can trigger changes in
haematological variables and gastrointestinal disorders. This study aimed to evaluate the
influence of a diet with gluten in hematological parameters of brown-mantled tamarin in
captivity. The experiment was carried out with the animals of the colony of the National
Primate Center. The characterization of the profile were evaluated hematological and
biochemical variables in brown-mantled tamarin. The results show that the erythrocytes
parameters (He), hemoglobin (Hb), hematocrit (Ht) and erythrocyte coefficient of variation
(RDW) were different for males and females. Range activation The Glutamill transferase
(GGT) males differed significantly in females (P <0.05). The animals were evaluated four
times during a period of 105 days, divided into acclimation period, trial and recovery, which
alternated diet with gluten (DCG) and gluten-free diet (DSG). The measurements include
blood samples, body weight, temperature and evaluating the stool consistency. The results
compare the values between the sexes, revealing that the parameters hemoglobin, leucocytes,
segmented neutrophils, lymphocytes, monocytes, eosinophils, platelets and rods suffered no
influence in different nutritional conditions. While He parameters Hb, HGM, CHGM and
RDW were changed in males. So the diet with gluten was crucial to increase the frequency of
diarrhea and changes in some hematological parameters. Thus the results of the study raise the
importance of these values suggests that foods with wheat, rye or barley are not part of the
feed of these animals.

Key words: Celiac disease; Hematology; Primates no human.



SUMARIO

1.CONTEXTUALIZACAO
1.1 GLUTEN

1.2 RELACAO DA DIETA DE PRIMATAS NAO HUMANOS E
GLUTEN

2.ARTIGO 1: PARAMETROS HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DE
Saguinus fuscicollis CRIADOS EM CATIVEIRO

ABSTRACT
MATERIALS AND METHODS
RESULTS

DISCUSSION

DECLARATION OF CONFLICTING INTERESTS
FUNDING

ACKNOWLEDGMENTS

REFERENCES

3.ARTIGO 2: EFEITOS DA DIETA COM GLUTEN SOBRE OS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE
Saguinus fuscicollis CRIADOS EM CATIVEIRO

RESUMO
INTRODUCAO
MATERIAL E METODOS

RESULTADOS

11

12

13

15

17

18

20

21

23

23

23

24

29

31

31

33

36



DISCUSSAO

REFERENCIAS

4.CONCLUSOES GERAIS

5.REFERENCIAS

ANEXOS

38

42

50

51

53



11

1. CONTEXTUALIZACAO

Saguinus fuscicollis (Spix, 1823) € um taxon pertencente ao reino Animalia, filo
Chordata, classe Mammalia, ordem Primates e a familia Callitrichidae, a qual é composta por
7 géneros (Cebuella, Callibella, Mico, Callithrix, Callimico, Leontopithecus, e Saguinus),
incluindo varias espécies e subespécies (RYLANDS, MITTERMEIER, SILVA JR, 2012).

De acordo com Rylands & Mittermeier (2008), o género Saguinus possui ampla
distribuicdo geogréfica, incluindo Brasil (estados do Acre, Amazonas, Mato Grosso e
Rondbnia), Bolivia, Colémbia; Equador e Peru. Atualmente, existem 10 subespécies
reconhecidas (S. fuscicollis fuscicollis; S. f. fuscus; S. f. avilapiresi; S. f. cruzlimai; S. f.
leucogenys; S. f. nigrifrons; S. f. lagonotus; S. f. illiger; S. f. weddelli; S. f. primitivus). Esses
taxons estdo incluidos na categoria de (menor preocupacdo) pela Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza (IUCN, 2016). Entretanto, algumas espécies do género estdo
criticamente ameacadas, a exemplo do S. bicolor, que tem se tornado restrito a cidade de
Manaus — AM no Brasil. Dessa forma, criar e reproduzir PNH em cativeiro pode contribuir
para manutencdo de espécies em risco de extin¢do, além de fornecer material bioldgico

importante para utilizacdo em pesquisas biomedicas.

Os primatas deste género sdo de porte pequeno e muito ativos, com peso em torno de
0,400 kg para machos e 0,300 kg para fémeas. Podem viver de 20 a 25 anos em cativeiro, mas
atingem a maturidade sexual por volta de 1,3 anos, com sistema de acasalamento poliandrico.
O tempo de gestacdo é de aproximadamente 5 meses, com um ou dois partos ao ano. Em vida
livre, habitam niveis baixos do dossel e em pequenos grupos, variando de 4 a 15 individuos,
sendo mais frequente grupo menores, de 2 a 8 individuos (RAVETTA, 2015). No contexto
comportamental apresentam tolerdncia a modificagbes no ambiente e podem viver
simpatricamente com outras espécies de micos em grupos mistos (SMITH, 2000). No estudo
de Heymann (2000), observou-se os animais em associac6es poli especificas, compartilhando

e defendendo a area de vida comum.

Em relacdo a dieta, os calitriquideos sdo considerados frugivoros-insetivoros pois na
natureza alimentam-se de frutas, flores, exsudato de plantas, insetos, aranhas, lesmas,
pequenos répteis e anfibios e filhotes de passaros. A ingestdo de presas é em torno de 20% e
0s insetos representam uma fonte rica em energia, na forma de proteinas e gorduras. O género

Saguinus apresenta comportamento de forrageiro insetivoro diurno conforme descrigdo de
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Aimee (2013), que investigou as estratégias de alimentacdo de Alouatta seniculus, S.
fuscicollis e Saimiri boliviensis no Peru. As trés espécies diferiram estaticamente no consumo
global da dieta, demonstrando que os S. fuscicollis e S. boliviensis tinham dieta com maior
proporcdo insetos (55,88% e 52,67%, respectivamente). No entanto, os S. fuscicollis
complementam a dieta com frutas e S. boliviensis com flores. A suplementacdo da
alimentagdo com frutas ocupou 32,35% da composicdo da dieta de S. fuscicollis, seguido de
7,35% flores e 2,94% de outros alimentos, na forma de gomas dos troncos das arvores e
sementes. Entretanto, essa relacdo de propor¢do entre insetos e frutas, é discutida por Stone
(2007), que relatou que na estacdo seca 0s S. boliviensis, por exemplo, tem 70% da dieta
composta por insetos e defende que mudancas dietéticas na estacdo seca podem ser

correlacionadas com um declinio de frutas maduras na floresta.

1.1 Glaten

O glaten é um composto protéico, formado por vérias fragdes prolaminicas toxicas
para mamiferos, especificas em cada um dos alimentos que ele naturalmente compde, como o
trigo, centeio, cevada e aveia (REDEL, 2008). Porém Ludvigsson et al. (2012), aponta a
retirada da aveia desse grupo, ressaltando que a presenca de gluten na aveia se da por
contaminacdo cruzada com o trigo, por meio do maquinario de beneficiamento, que é

compartilhado entre esses dois produtos ou até mesmo o ambiente de cultivo em comum.

Segundo Araujo et al (2010), o gluten é constituido por fracdes de gliadina e de
glutenina, que na farinha de trigo totalizam 85% da fracdo proteica. Em cada grdo dos
alimentos que contém glaten ha uma proporcgdo de fragGes toxicas, a exemplo da gliadina no
trigo, hordeina na cevada e secalina no centeio, que sdo fracGes insoltveis e indigeriveis pelo
intestino, responsaveis pelas reacdes inflamatdrias. O trigo € o componente mais nocivo aos
individuos predispostos ao desenvolvimento da inflamagdo celiaca por conter em sua
composi¢do a maior propor¢do dessas moléculas. Assim, a gliadina é a principal responsavel
pelo processo inflamat6rio da mucosa intestinal e edema do abdémen em individuos com
caracteristicas genéticas para desenvolvimento de doenca celiaca, alergia ao trigo ou
sensibilidade ao gluten nédo celiaco (FELINTO, 2008).
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1.2 Relagéo da dieta de primatas ndo humanos e o gluten

Alimentos que adicionam glaten a dieta podem desencadear sinais clinicos
relacionados a condi¢do autoimune denominada Doenga Celiaca (DC), descrita em humanos
(VERDU, GALIPEAU, JABRI, 2015) e em PNH (CINTRA, 2010). Trata-se de uma
enteropatia induzida pela ingestdo do glaten, associada a susceptibilidade genética e a fatores
imunoldgicos e ambientais, que sdo suficientes as manifestacdes clinicas da doenca (NOBRE,
SILVA, CABRAL, 2007). Essa associagdo foi observada no estudo de Kuehnel et al. (2013),
em que realizaram exames soroldgicos de acordo com os padrées humanos de diagnostico de
DC aplicados em 24 Callithrix jacchus (12 machos e 12 fémeas), onde os animais foram
submetidos a dieta a base de gldten por 6 meses para observar as alteragdes durante ingestao e
apontar paralelos entre a sensibilidade ao gliten em humanos e semelhanca com a desordem
em PNH. Observou-se que 40% dos primatas perderam peso nos primeiros 10 dias de dieta
com glaten, acompanhado de sinais clinicos como estdmago distendido, algumas horas apés a
ingestdo dos alimentos, dermatites, alopecia caudal, atrofia muscular e uma diminuicdo da
atividade global. No periodo de recuperacdo, realizado durante 2 meses com dieta isenta de
glaten, observaram-se a remissdo destes sintomas com melhora do quadro clinico geral dos

animais.

Nos calitriquideos, esse conjunto de sinais e sintomas também sdo referidos como
quadro clinico da Sindrome do Emagrecimento Progressivo (SEP), que apresenta semelhangas
clinicas encontradas na DC humana. Bethune et al. (2008), realizaram triagem de doencas
gastrointestinais em 2.820 PNH, de todas as idades e de ambos os sexos. E observaram a
prevaléncia de 7,5% de diarreia idiopatica (na auséncia de virus ou infec¢bes). Taxas mais
elevadas foram encontradas em animais com menos de um ano (16%), acompanhada de
edema abdominal e manifestacdo dermatoldgica caracteristicos de DC humana.
Posteriormente 0s autores restringiram a pesquisa a 83 primatas da espécie Macaca mulata,
de ambos os sexos, de todas as idades, com sintomas clinicos de diarreia crénica néo-
infecciosa, que foram submetidos a 4 tratamentos dietéticos com proporgcbes de gluten
diferentes durante 10 meses. Além disso, foram realizadas biopsias intestinais e observam
entdo presenca de achatamento das vilosidades total ou parcial, hiperplasia e inflamacéo das
criptas, linfocitos e intraepitelial em 12,5% dos animais. Achados semelhantes estdo

tipicamente presentes em pacientes humanos em estagios avangados da DC, enquanto que
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pacientes em estagios iniciais da doenca exibem infiltrado linfocitario, com a arquitetura das

vilosidades normal ou atrofia parcial das vilosidades.

Apesar do quadro clinico da SEP ser associativo ao da DC em humanos, a etiologia da
SEP ainda ndo esta bem estabelecida. Essa sindrome, representa uma importante causa de
morbidade e mortalidade de saguis mantidos em cativeiro sendo comum associacdo ao
estresse de natureza social e fisica, demonstrando a susceptibilidade desses animais a
sindromes de méa absorcdo (BETHUNE, et al. 2008).

Assim, calitriqguideos em cativeiro sdo propensos a desenvolver problemas
intestinais, uma vez que na composicdo dietética em vida livre ndo ha fontes alimentares
consideradas alergénicas, a exemplo do leite, ovos, soja e gliten (presente no trigo, centeio e
cevada). Condigéo esta, que difere dos animais que vivem em cativeiro, onde essas fontes
podem estar presentes nas racdes comerciais. Por exemplo, a ragdo P25 Megazoo®, formulada
para primatas da familia Callitrichidae, apresenta farelo de soja, ovo, leite em po e o levedo de
cerveja, como a fonte de gluten, que sdo potenciais causadores de alergia alimentar
(RAVETTA et al, 2015).

Marietta et al. (2011) em sua revisdo modelos animais para a doenca celiaca, destaca
a viabilidade do uso de macacos rhesus para essa finalidade. Os autores explicam sobre a
espontaneidade desses animais ao gluten, ou seja quando sensibilizados com alimentos que
contenha glaten (trigo, centeio ou cevada) apresentam maior propensdo a desenvolver
mudancas no epitélio intestinal, com ativacdo de células inflamatorias (anticorpos anti-
gliadina IGA) e atrofia das células da mucosa. Ainda conforme esses autores a deteccdo de
DC em macacos rhesus atinge uma taxa de 1:125, semelhante a epidemiologia em humanos

nos estados Unidos.

A pesar dos estudos sobre DC em PNH j& existirem, ndo foram encontrados
trabalhos que trace uma relacdo entre variaveis hematologicas e bioquimicas com a presenca
de glaten na dieta de PNH. Com base nisso, investigar relagdes dessa natureza é de extrema
importancia na dieta de PNH e para a pratica clinica, por serem exames de facil aplicabilidade
e baixo custo, quando comparados com os testes mais especificos para deteccdo de alergia

alimentar ao glaten.



2. ARTIGO 1: PARAMETROS HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DE Saguinus
fuscicollis CRIADOS EM CATIVEIRO

O artigo encontra-se conforme normas da revista Laboratory Animals (Anexo 1).

15
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Abstract

The saddleback tamarin, Saguinus fuscicollis is widely distributed across the Amazon
region, but is endangered. This species is serving an important role in biomedical
research in captivity. However, reference values for hematological and biochemical
parameters are required for the proper characterization of the species. It was therefor the
objective of our research to establish the hematological and biochemical parameters of
blood considering sex differences in healthy adult saddleback tamarins. Collecting 2 mL
of blood from each individual, 20 animals were examined, (7 males, 13 females) and
hematological and biochemical parameters were determined using commercial kits. Of
the 27variables measured, only red blood cell (RBC), hemoglobin (Hm) and hematocrit
(Ht) values were significantly higher in males (7.12+0.98 10%mm, 14.98+1.25 g/d L
and 48.71+4.91 %, respectively), while red cell distribution width (RDW) was higher in
females (14.58+1.89%). For the plasma biochemical parameters measured only gamma-
glutamyl transferase (GGT) enzyme presented higher activity in females (8.08+4.87
U/L) and a high glucose concentration range was observed (102.0 to 521.0 mg/dL) for
both sexes. These parameters established with reference ranges for healthy adults
provide a reliable reference source for the interpretation of laboratory housed

saddleback tamarin.

Keywords: hematology, biochemistry, tamarin, neotropical primates,

Saddleback tamarin (Saguinus fuscicollis) have a wide geographical distribution, across
the Amazon, including Brazil (Acre, Amazonas, Mato Grosso, and Rondonia States),
Bolivia, Colombia; Ecuador, and Peru. Currently, there are 10 recognized subspecies of
Saguinus fuscicollis (S. fuscicollis fuscicollis; S. f. fuscus; S. f. avilapiresi; S. f.

cruzlimai; S. f. leucogenys; S. f. nigrifrons; S. f. lagonotus; S. f. illiger; S. f. weddelli; S.
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f. primitivus). These taxa are included in the category "Least Concern™ by the
International Union for Conservation of Nature [1]. However, some species of the genus
are endangered, due to increasing human pressures resulting in habitat fragmentation.
The most important example is S. bicolor that occurs in the vicinity of Manaus, the

capital of Amazonas State, Brazil [1].

Neotropical Primates have been widely used in biomedical research because of
their phylogenetic similarities with humans [2]. In addition, they are easier to handle
and have lower breeding costs when compared with Old World Primates [3]. The proper
management of these animals in captivity favors the production of individuals with high
genetic and health quality for use in biomedical research. In this context, studies aimed
to establish reference values for hematological and biochemical parameters in
neotropical primates should be encouraged. This is justified by the environmental
variation, health, and nutrition, which are inherent in each breeding system. These data
may be used in clinical practice and as tools for research regarding the health of
laboratory animals. Reference values are generated from healthy animals, by applying
standard statistical methods and ratings that represent the estimates within which 95%
of clinically normal individuals must be found [4]. However, there have been very few
studies aimed to determine hematological and biochemical parameters of the Saguinus
genus. The effect of sex and age group have been described in S. oedipus [5] and S.

leucopus [6], but there no established reference values for S. fuscicollis.

This study aimed to establish the hematological and biochemical parameters of
S. fuscicollis considering the effect of sex in healthy adult animals raised at the National
Primate Center (CENP), Para State, Brazil. The prediction is that, under normal

handling at CENP, these parameters can influence blood variables.

Materials and Methods
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All procedures were registered on the System for Authorization and Information
on Biodiversity according to the Chico Mendes Institute for Biodiversity
(SISBIO/ICMBIO Protocol No. 47969-1) and were approved by the Ethics Committee
on Animal Use (CEUA) established by the Evandro Chagas Institute (Ananindeua - PA,
Brazil, protocol N° 017/2015).

Animals

Twenty adults saddleback tamarin (Saguinus fuscicollis) were examined (7
males, 13 females). All animals were in excellent health status throughout the study and
belong to the primate colonies of the CENP, located at Ananindeua municipality, Para
State, Brazil. Animals were housed in enclosures (1.5m x 2m x 3m) that were
positioned in a north—south orientation to receive 12 h of natural light each day. The
average temperature was 33°C and humidity was 85%. The animals’ diet contained
various fruits and vegetables, eggs, milk, and commercial primate food with 180 g/kg
crude protein (Callitrichidae P25 Megazoo, RacGes Megazoo, Betim, Minas Gerais,

Brazil). Water was offered ad libitum.

All individuals were captured individually from the enclosure by an assistant
using leather gloves, restraining them by the scruff of the neck. Before starting the
physical examination, body mass was determined using a Filizola® scale (Industrias
Filiziola S/A, Sao Paulo, SP, Brazil), with a minimum capacity of 0.05 and maximum of
40 kg. In the clinical evaluation, inspection, palpation, body temperature monitoring,

heart and respiratory measurements were performed.

Laboratory procedures
Blood samples (2 ml separated into two tubes of 1 mL each) were taken from the
femoral vein using sterile syringes and needles. For the hemogram, tubes containing the
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anticoagulant ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) were used. For biochemical
analysis, blood was collected in vacuum tubes without anticoagulant, left at room
temperature for clot retraction and centrifuged at 2,000 g for 10 min. The sera obtained

were frozen at -20 ° C until the time of analysis.

Hematological analyzes were done at the CENP laboratory. Leucocyte counting
was carried out by counting 100 cells in a blood smear colored with panoptic fast
(NEWPROV Produtos para Laboratorio Ltda, Pinhais PR). Biochemical determinations
were performed by commercial kits (Doles® e Labtest®), using a BS-120 automatic
biochemical analyzer (Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics®, Germany). We
carried out analyses of total protein, albumin, high density lipoprotein (HDL),
triglycerides, urea, creatinine and determined aspartate aminotransferase (AST),
Alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (FA) and gamma

glutamyltransferase (GGT) enzymes.

Statistical Analyzes

Results of all parameters were analyzed using the Komolgorov-Smirnov test to
determine the normality distribution. Descriptive statistic used included average,
standard deviation and minimal-maximum values. To avoid the effect of sex over
biochemical and hematological variables, we used the Tukey test to databank with a
normality distribution. Parameters without normality were compared by Mann-Whitney

test. The significance level was set at P < 0.05.

Results
Values of red blood cells (RBC), hemoglobin (Hb) and hematocrit (Ht) were
significantly higher in males (P<0.05), while, red cell distribution width (RDW) was
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higher in females (P<0.05). In other hematological parameters no observed significant

differences were noted between males and females (Table 1).

Table 1 here

Regarding biochemical values, GGT enzyme activity was significantly higher
females (P<0.05). There were no other statistically significant differences between

males and females for other parameters measured (Table 2).

Table 2 here

Discussion

Hematological parameters have already been established for some Old World
primate species used in biomedical research [7]. However, there is few information for
the Neotropical primates [8] specially for Saguinus spp. There are studies about
hematological and biochemecial parameteres for S. leucopus [6, 9] and S. oedipus [5].
The European Association of Zoologic and Aquarium — EAZA [10] has determinated

hematological and biochemical parameteres for S. fuscicollis.

In the presente study, red blood cells and hematocrit values were higher in males
then females (P<0.05). The influence of sex on these parameters have also been
observed in other Neotroical non-human primates (NHP), including Aotus [11, 12, 13]
and Cebus apela [8, 14]. For one callitrichids, S. oedipus, Shukan et al. [5] evaluated the
same parameters, also finding significant differences between males and females, with
females always with lower values. That can be explained most likely by hormonal
effects, e.g. androgens are stimulants of erythropoiesis, while strogens are inhibitors
[15; 12].
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RDW indicates the degree of anisocytosis of the erythrocytes, its high levels
suggest an increase of heterogenity of red blood cell size [16]. In humans, RDW is a
useful measure to differenciate several kinds of anemy, for exemple, regeneration of
anemies, due to an increase of reticulocyt number, elevates this index [17]. Our findings
demonstrated high RDW values for females, similar to those observed in Cebus apela
[5] and Chlorocebus aethiopis [7]. However, the observed difference was small and

possibly are of no clinical relevance.

The leucocyte global counting values were similar to those found in C.
penicillata [18]. In the present study, leucocyt count did not differ between males and
females, as previously observed in the same species by Boere et al., [18] and in C.
jacchus by Cunha et al. [19]. In general, sex did not influence leucocyt count. The
alterations of global leucometry occur, principaly, in response to bacterial and virus
inflamations, allergies, stress and hematological neoplasies, such as leukemia [20]. In
C. penicillata, stress significantly increased leucocyte count in both males and females
[21].

Regarding biochemical parameters, significant sex differences were only found
for GGT. The results reported by Riviello and Wirz [8] and Wirz et al. [14] for C. apella
showed significant sex differences for AST, GGT, urea and creatinina. However, these
authors did not discuss the influence of sex over activity of these parameters. Beyond
sex differences, age, nutrition, management conditions and housing also should

influence the biochemical parameters of different NHP species [20].

The average value of glicose in the animals studied (225+121.21 mg/dL) was
higher than other studies of S. fuscicollis (173.00 £ 66.00 mg/dL; [10]) and other
species of callitrichids such as S. leucopus (134.27 £54.59mg/dL; [9]) and C. jacchus
(192.00 +52.00mg/dL; [22]). However, some studies detected average glucose
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concentrations higher than reported in this study, where we can cite S. oedipus (266.00
+ 93.64 mg/dL; [5]) and C. penicillata (228.55 £50.37 mg/dL; [18]). Our results are
consistent with all of the above mentioned studies; reporting no significant differences
between males and females with regards to these biochemical parameters. Fox et al. [6],
in their investigation of 27 adults S. leucopus, reported significant difference between
males and females for total protein, albumine, hemoglobin, HGM, glucose and alkaline
phosphatase. These results were consistent with the present study, since no significant
sex differences were reported for total protein, albumine, glucose and alkaline

phosphatase.

The results detected for hematological and biochemical parameters can be useful
as a reference tool for interpreting the health of callitrichids being used in laboratory
conditions, especially using Saguinus fuscicollis in captivity. However, it is necessary to
evaluate these markers in different environmental condition, including nutrition,
climatic stress and social behavior, since they correspond to challenges of adaptation of
the animals in captivity, possibility thus, promote the best conditions to welfare and

perpetuation of species.
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Table 1. Hematological parameters expressed as the mean + standard deviation (SD)
and as the range for 20 healthy Saguinus fuscicollis categorized, based on gender.

Parameters Distribution N  Sexes Mean +SD Minimum-Maximum P Value
(Unit)
Red Blood Cells  Gausian 7 3 7.12 +0.98 5.12-8.16 0.01
(108/mm) 13 Q 5.80 £0.87 4.22 - 6.98
Hemoglobin No Gausian 7 3 14.98 +1.25 12.80 - 16.40 0.01
(g/dL) 13 Q 12.60 £2.09 9.25-14.80
Hematocrit Gausian 7 3 48.71 +4.91 38.70 - 53.40 0.01
(%) 13 Q 41.36 +6.18 31.90 - 50.35
MCV Gausian 7 3 68.48 £3.64 65.40 - 75.60 0.30
(fL) 13 Q 71.56 +6.08 58.50 - 78.60
MCH Gausian 7 3 21.27 £2.18 19.50 - 25.00 0.55
(p9) 13 Q 21.91+2.31 16.70 - 24.50
MCHC Gausian 7 3 30.87 +1.63 29.30 - 33.20 0.66
(g/dL) 13 Q 30.56 +1.36 28.60 - 33.10
RDW No Gausian 7 3 12.90 £0.61 12.20 - 13.80 0.01
(%) 13 Q 14.58 +1.89 12.30 - 20.00
Platelets No Gausian 7 3 384.71 206.00 - 613.00 0.21
(10%/mm) +143.85

13 Q 507.76 307.00 - 934.00

1+214.23

WBC Gausian 7 3 8.76 £7.702 2.40 - 20.00 0.69
(10%/uL) 13 Q 7.78 £3.16 2.70 - 13.60
Segmented Gausian 7 3 3.85+3.09 0.74 - 8.97 0.38
(10%/uL) 13 Q 4.95 +2.33 1.16 —9.02
Neutrophis Gausian 7 3 0.00 0.00 1.00
(10%/uL) 13 Q 0.00 0.00
Lymphocytes No Gausian 7 3 2.73%3.04 1.21-9.55 0.50
(10%/uL) 13 Q 2.06 £1.27 0.38 - 4.76
Monocytes No Gausian 7 3 0.76 +0.86 0.13-2.60 0.38
(10%/uL) 13 Q 0.72 £0.52 0.00-1.76
Eosinophils No Gausian 7 3 0.05 +£0.15 0.00 -0.40 0.41
(10%/uL) 13 Q 0.02 £0.04 0.00-0.13
Basophils Gausian 7 3 0.07 £0.07 0.00-0.20 0.19
(103/uL) 13 Q 0.05 £0.05 0.00-0.14
MPV Gausian 7 3 9.84 +2.39 7.70 - 13.40 0.53
(fL) 13 Q 10.50 £2.13 6.24 - 13.90

N, individual number; &, male; @, female; SD, Standard Derivation; MCV, mean corpuscular volume;
MCH, mean corpuscular hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; RDW, red

cell distribution width; WBC, white blood cell.
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Table 2. Biochemical parameters expressed as the mean + standard deviation (SD) and

as the range for 20 healthy Saguinus fuscicollis categorized based on sex.

Parameters  Distribution N Sexes Mean +SD Minimum-Maximum P Value
(Unit)

LDH Gaussian 7 4 72.71+28.86 32.00 - 105.00 0.52
(mg/dL) 13 Q 82.16+£32.84 31.00 - 123.00

Triglycerides  Gausian 7 3 217.71+97.41 119.00 - 421.00 0.38
(mg/dL) 13 Q 258.46+95.83 129.00 - 495.00

ALT Gausian 7 4 74.57+18.55 52.00 - 108.00 0.39
(U/L) 13 Q 67.75%+15.04 38.00 - 86.00

AST Gausian 7 4 67.71+£34.73 12.00 - 111.00 0.36
(U/L) 13 Q 83.16134.42 0.00 - 126.00

Creatinine Gausian 7 ) 0.94+0.18 0.70-1.30 0.64
(mg/dL) 13 Q 0.87+0.34 0.00 - 1.27

FA Gausian 7 3 246.33+18.46 220.00 - 272.00 0.07
(U/L) 13 Q 358.91+137.97 71.00 - 601.00

GGT No Gausian 7 4 2.14+1.57° 0.00 - 4.00 0.01
(U/L) 13 Q 8.08+4.87 0.00 - 15.00

Glucose Gausian 7 4 216.85+52.66 173.00 - 309.00 0.21
(mg/dL) 13 Q 287.23 £137.70 102.00 - 521.00

TP Gausian 7 4 7.68+0.53 6.90 - 8.40 0.54
(mg/dL) 13 Q 7.38 £1.19 5.26 - 10.0

Albumin No Gausian 7 4 2.91+1.10 0.5-3.60 0.40
(mg/dL) 13 Q 3.17+0.65 1.79 - 3.88

Urea Gausian 7 I 30.56+5.97 23.30 - 39.60 0.27
(mg/dL) 13 Q 27.4+5.78 18.10 - 38.10

N, individual number; &, male; @, female; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate

aminotransferase; GGT, gamma-glutamyl transferase; ALP. alkaline phosphatase; TP - total protein;
LDH, lactate dehydrogenase.
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3. ARTIGO 2: EFEITOS DA DIETA COM GLUTEN SOBRE OS PARAMETROS
HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS DE Saguinus fuscicollis CRIADOS EM
CATIVEIRO

O artigo encontra-se conforme normas da revista Journal of Medical Primatology (Anexo I1)
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Resumo

Introducéo: O trigo, centeio, cevada e aveia podem desencadear respostas autoimunes em
primatas ndo humanos. Objetivou-se avaliar variaveis hematoldgicas, massa corporal,
temperatura e a consisténcia das fezes em Saguinus fuscicollis com dieta contendo gldten.
Meétodos: Selecionou-se 10 animais adultos, submetidos a 30 dias de dieta com gluten. Eles
foram avaliados durante trés periodos (60 dias de aclimatacdo, 30 dias de periodo
experimental e 15 dias de recuperacdo) que incluiram: coletas de sangue, mensuracdo da
massa e temperatura corporal, e avaliacdo da consisténcia das fezes. Resultados: A atividade
das enzimas alanina e aspartato aminotransferase, fosfatase alcalina e as concentracbes de
glicose sofreram alteracGes importantes. Hemacias, hematdcrito, hemoglobina globular média
e concentracdo de hemoglobina globular média tiveram diferencas entre os machos.
Conclusdo: A dieta com glaten aumentou a frequéncia de diarreia e alterou alguns
parametros hematoldgicos. Assim, sugere-se que alimentos com trigo, centeio ou cevada nao

facam parte da alimentagdo desses animais.

Palavras chave: Tamarin; Hematologia; Alimentagdo; Plasma Sanguineo.

Introducéo

Alimentos derivados do trigo, centeio, cevada e aveia podem desencadear
respostas autoimunes mediante a sensibilidade ao gluten, caracterizadas por alteracGes que
danificam o revestimento do epitélio gastrointestinal [21]. O gluten consiste em uma mistura
complexa de polipeptidios nos cereais relatados, podendo ser constituido por gliadinas e

gluteninas no trigo e por hordeinas, secalinas e aveninas na cevada, centeio e aveia,
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respectivamente. Esse grupo de proteinas € denominado de prolaminas, devido ao grande
conteldo de prolina e glutamina nas sequéncias de aminoacidos [19, 15].

Em humanos, a sensibilidade ao gluten desencadeia uma enteropatia
hereditéaria, denominada Doenca Celiaca (DC), caracterizada pela presenca de inflamacgéo e
atrofia das vilosidades no trato gastrointestinal, principalmente no intestino delgado. Os sinais
clinicos cléssicos sdo: diarreia cronica, distensdo abdominal, flatuléncia, anemia ferropriva,
osteoporose de inicio precoce, hipocalcemia, assim como deficiéncia de acido folico e
vitaminas lipossoluveis [7; 15].

Em primatas, Bethune et al. [4] estudaram o macaco rhesus como modelo de
sensibilidade ao glaten e observaram sintomas de DC, incluindo diarreia crénica, esteatorreia,
lesGes intestinas e anticorpos anti-gliadina. Entretanto, quando os animais foram submetidos a
dieta livre de gluten, os quadros clinicos, histolégicos e soroldgicos foram revertidos. Outro
estudo, realizado em macaco rhesus para testar a reacdo ao gluten, observou-se que todas as
manifestacdes do quadro histopatologico se assemelharam a DC e concluiram que esta
espécie pode ser um modelo para estudar as lesdes no intestino [10].

As manifestagdes clinicas relacionadas ao gldten, em primatas humanos e ndo
humanos, podem desencadear alteracdes nas variaveis hematoldgicas. Uma vez que, a
desidratacdo provocada pela diarreia pode causar um desequilibrio hidroeletrolitico e alterar
valores hematoldgicos e bioquimicos. A alimentacdo com gluten também pode aumentar a
permeabilidade intestinal, o que predispde ao risco de infec¢bes devido a destruicdo da
mucosa intestinal. Este mecanismo pode refletir nos exames de hemograma e de bioguimica
sérica [17].

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta das variaveis
hematoldgicas e bioquimicas, massa corporal, variacdo de temperatura retal e a qualidade das

fezes em machos e fémeas de Saguinus fuscicollis alimentados com dieta contendo gluten.
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Material e Métodos

Todo procedimento experimental foi registrado junto ao Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade do Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
(SISBIO/ICMBIO protocolo N° 47969-1) e aprovado pelo Comité de Etica de Uso de

Animais do Instituto Evandro Chagas (CEUA/IEC, protocolo N° 17/2015).

Animais e delineamento experimental

Foram selecionados 10 Saguinus fuscicollis (cinco machos e cinco fémeas).
Todos os individuos pertenciam a coldnia de reproducdo do Centro Nacional de Primatas
(CENP, Ananindeua, Para, Brasil) e foram mantidos em gaiolas que mediam
aproximadamente 1,5m de largura, 2,00m de altura e 3,00m de comprimento.

O protocolo de alimentacao utilizando teve duracéo total de 105 dias, conforme
esquematizado na Figura 1. O periodo de aclimatacdo teve duracdo de 60 dias e 0s animais
foram alimentados com dieta sem gluten (DSG), caracterizando um periodo de quarentena
dos animais. O periodo experimental teve duracdo de 30 dias e os animais foram alimentados
com dieta com gluten (DCG). Em seguida, os animais passaram por um periodo de
recuperacdo de 15 dias onde foram alimentados com DSG. As composicdes das dietas estdo

dispostas na Tabela 1.

Inserir aqui figura 1.

Inserir aqui tabela 1.

Para as avaliacdes clinicas e coletas de sangue todos os individuos foram

capturados e contidos individualmente por um assistente usando luvas de couro. A massa
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corporal foi determinada utilizando-se balanga Eletronica Digital de Alta precisdéo com
capacidade de 40Kg (Filizola LTDA, Séo Paulo, SP, Brasil). A avalia¢éo clinica foi realizada
por técnicas semioldgicas e a temperatura corporal foi aferida introduzindo-se na ampola retal
o termOmetro clinico digital, modelo BD Basic (Becton Dickinson S.A, Cidade do México,
México).

Durante o periodo experimental e de recuperacdo também foram avaliadas as
consisténcias das fezes, totalizando 45 dias de observacdo deste pardmetro. Trés individuos
treinados intercalavam os cuidados dos animais e realizaram avaliacdo das fezes diariamente,
sendo classificadas em trés scores: 1) normal; 2) amolecida 3) diarreica. Além de ser avaliado
presenca de sangue nas fezes.

As coletas sanguineas e avaliagdes foram realizadas em quatro periodos. Sendo
a coleta 1 feita no 60° dia, ao final do periodo de aclimatacdo- DSG. A coleta 2 foi realizada
no 75° dia, demonstrando o quadro dos animais na primeira quinzena do periodo
experimental- DCG. A coleta 3 ocorreu no 90° dia, referindo o estado dos animais na segunda
quinzena do periodo experimental- DCG. A coleta 4, foi realizada no ultimo dia (105°) de
confinamento, em que refletiu a condicdo de saude dos animais no periodo de recuperagao —
DSG.

Para o hemograma e exames bioquimicos foram coletados 3 ml de sangue a
partir da veia femoral, utilizando seringas, agulhas e tubos estéreis com e sem EDTA (acido
etilenodiaminotetracético). Apos as coletas, as amostras foram refrigeradas e imediatamente
remetidas ao laboratorio para realizacdo do hemograma e da bioquimica.

O hemograma completo foi realizado utilizando o contador automatico Cell
Dyn Ruby (Abbott Laboratories. Abbott Park, Illinois, U.S.A). A contagem diferencial de
leucdcitos foi realizada contando 100 células em esfregacos sanguineos corados pelo panético

rapido (NEWPROV Produtos para Laboratério LTDA, Pinhais/PR, Brasil).
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Para as determinagdes bioquimicas o sangue foi deixado & temperatura
ambiente para a retragdo do coagulo e centrifugado a 2.000G durante 10 minutos. Os soros
obtidos foram congelados a -20°C até a realizacdo das analises. As determinacGes
bioquimicas foram realizadas utilizando Kits comerciais (Doles® e Labtest®), usando o
analisador bioquimico automatizado BS-120 (Shenzhen Mindray Bio-Medical Eletronics®,
Germany). Foram feitas as dosagens de glicose, proteinas totais, albumina, lipoproteina de
alta densidade (HDL), triglicerideos, colesterol, ureia, creatinina e determinacdo da atividade
das enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase

alcalina (FA) e gama glutamiltransferase (GGT).

Andlises Estatisticas

Os registros das fezes foram analisados em trés periodos (1° quinzena, 2°
quinzena e 3° quinzena) e submetidos ao teste qui-quadrado para comparar as proporcdes dos
tipos de fezes. Foram realizadas comparag6es entre os periodos e géneros por meio do teste
qui-quadrado atraves do PROC FREQ. As caracteristicas massa corporal, temperatura retal e
variaveis hematologicas foram submetidas ao teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov
através do PROC UNIVARIATE. Em seguida, as comparacfes entre sexos e periodos de
coletas foram realizadas através dos testes de Analise de Variancia de Medidas Repetidas para
0s parametros com distribuicdo normal e o teste de Mann-Whitney para os parametros sem
distribuicdo normal através do PROC GLM e PROC NPARIWAY, respectivamente. As
caracteristicas massa corporal e temperaturas retais foram correlacionadas com todas as
variaveis hematologicas através do PROC CORR. Todos os procedimentos foram realizados
pelo programa SAS (Versao livre - University Edition). Para todas as analises foi determinado

o nivel de significancia de 0,05.
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Resultados

Durante o periodo de aclimatacdo de 60 dias, percebeu-se que um animal do
sexo feminino apresentou perda de massa corporal, variagdes de temperatura retal e ndo se
alimentava de forma suficiente, portanto, foi excluida da amostra para ndo aumentar a
variagdo experimental. Dessa forma os resultados observados e coletados durante todos 0s
dias de estudo foram de cinco machos e quatro fémeas.

A Figura 2A representa os registros da consisténcia das fezes diérias de cada
animal durante o periodo experimental e de recuperacdo (45 dias), divididas em trés
quinzenas. As duas primeiras quinzenas representaram o periodo experimental - DCG e a
ultima representa o periodo de recuperacao - DSG. Observou-se maior concentragdo de fezes
amolecidas e diarreicas nas duas primeiras quinzenas de observacdo, periodo experimental
DCG (P<0,05). Quando observamos os ultimos 15 dias (periodo de recuperacdo- DSG), as
proporcdes se inverteram, aumentando (P<0,05) a concentragdo de fezes normais e
diminuindo as diarreicas. A Figura 2B apresenta as proporcdes de fezes entre machos e
fémeas em todas as quinzenas. Na comparacao entre as fezes do periodo experimental — DCG
e (primeira e segunda quinzenas) com as fezes do periodo de recuperagdo — DSG (terceira
quinzena) detecta-se diferenca significativa, em que a presenca de fezes amolecidas e
diarreicas foram mais frequentes no periodo de DCG em relacdo ao periodo DSG. Em todos
0s periodos tanto machos quanto fémeas tiveram as mesmas frequéncias de tipo de fezes,
apresentando comportamento intestinal iguais (p>0,05). Ndo foi observado a presenca de

sangue nas fezes durante todo experimento.

Inserir aqui figura 2.
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Na tabela 2 estdo descritas as médias e desvios padrfes da caracteristica
temperatura retal em grau Celsius (°C) e massa corporal (Kg) tomadas durante as quatro
coletas. Observamos que as médias das temperaturas retais entre 0os machos e fémeas nédo
diferiram (P>0,05) dentro de cada coleta e entre as coletas. Quanto a massa corporal,
observou-se que ndo houve diferenca (P>0,05) entre machos e fémeas ao longo das quatro
coletas. Entretanto, quando sdo comparadas as médias das massas corporais entre as coletas,
observamos que houve um aumento (P<0,05) na coleta 1 até a coleta 2, ou seja, durante 0s
quinze primeiros dias do periodo experimental - DCG. Contudo, observamos que da coleta 2
para a coleta 3 houve uma diminuicao significativa (P<0,05) da massa corporal, ou seja, na
segunda quinzena do periodo experimental - DCG. Observamos que durante o periodo de
recuperacdo - DSG, os animais ganharam massa corporal em relagdo ao periodo de

aclimatacdo - DSG.

Inserir aqui Tabela 2.

Na tabela 3 estdo os resultados dos parametros hematoldgicos referentes aos 4
periodos de coletas, DSG e DCG. Na primeira coleta (DSG) os valores de hemacias e
hematdcrito foram maiores nos machos (p<0,05). Apds a introducdo da DCG observou-se que
os valores de heméacias e hematdcrito apresentaram uma reducdo, sendo esta
significativamente menor para 0s machos na Ultima quinzena, representando a fase de
recuperacdo. Enquanto o VGM teve comportamento inverso, aumentando (p<0,05) nos
machos na Ultima quinzena de observacdo (DSG — fase de recuperacdo). Os demais
parametros do hemograma ndo sofreram nenhuma influéncia das duas dietas entre 0s sexos e

entre as coletas.
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Inserir aqui tabela 3.

Na tabela 4 estdo representados os valores dos parametros bioguimicos. Nos
machos, a atividade da AST reduziu (p<0,05) entre a primeira e a Ultima coleta, enquanto a
concentracdo de glicose aumentou (p<0,05) nos mesmos periodos. Em ambos 0s sexos, a
atividade da ALT aumentou significativamente ap6s o inicio da DCG permanecendo elevada
no periodo de recuperacdo. Os demais parametros bioquimicos ndo se alteraram em ambos 0s

Sexos e entre as coletas.

Inserir aqui tabela 4.

Discusséo

Nos animais deste experimento as temperaturas ndo diferiram entre os periodos
alternados de dietas com e sem glaten. E ndo houve estado febril em nenhum animal,
corroborando com as diretrizes clinicas formuladas por Rubio-Tapia et al. [16] para
tratamento e diagndstico de DC em humanos, em que a febre ndo é considerada um sinal
clinico de diagndstico ou rastreio para a doenca. Segundo Andrade [2] a temperatura corporea
€ um indicador de estresse ambiental e sanidade dos animais. Assim a auséncia de processo
febril nos animais refletiu a boa aclimatacédo ao periodo experimental. O que se confirma com
os valores de leucdcitos dentro da normalidade no decorrer do experimento, sem significancia
entre machos e fémeas.

A diarreia em animais de cativeiro, pode ser de origem multifatorial, desde
agentes infecciosos, terapia com antibioticos, desordens nutricionais, disturbios metabdlicos,

fatores psicogénicos, como transporte e quarentena, e ainda o tipo de dieta [3]. No presente
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trabalho a introdugdo do gluten na dieta dos animais pode explicar a maior frequéncia de fezes
diarreicas encontradas no periodo de DCG. Comportamento intestinal semelhante tem sido
descrito para humanos apo6s a introducdo dos cereais na dieta, com instalacdo gradual de
diarreia, distensdo abdominal, anorexia, atraso de crescimento, atrofia muscular, hipotonia,
irritabilidade e vomitos. Esta situacdo clinica é caracterizada nos humanos como DC [12].

Catassi et al. [5] estudaram 3 babuinos adultos que apresentavam diarreia
cronica e hereditéaria e tiveram dieta a base de gliten durante toda a vida de cativeiro. Eles
foram submetidos a um periodo de 6 meses de DSG e apds essa monitorizacdo todos tiveram
a diarreia cessada. Assim como 0s animais deste estudo, em que no periodo de recuperacao,
DSG, ndo tiveram episodios diarreicos. Ao passo que a retirada do gliten da alimentacdo de
criancas e adultos humanos com sinais de alergia ao gluten tem demonstrado a remissao nos
sintomas como dor de cabecga, dermatites e alteragdes gastrointestinais. E o tratamento de
dieta sem glaten é a Unica terapéutica eficaz na doenga celiaca, conduzindo a melhoria
sintomética em algumas semanas [1]

Ravetta et al. [14] defende que na dieta de vida livre de calitriquideos ndo ha
alimentos fonte de glaten. Ressaltando assim a suposta inabilidade enzimatica para digestéo
deste nutriente e a relacdo da presenca de sinais clinicos, como perda de massa corporal e
diarreia, com essa introducédo alimentar no animal cativo. E ainda que em PNH sob cuidados
humanos 10 a 15% apresentam diarreia recorrente, sendo esta uma importante condicdo de
morbidade e mortalidade devido doencas entéricas.

Bethune et al. [4], avaliaram por 10 meses 83 primatas da espécie Macaca
mulatta, adultos de ambos os sexos, alternando a alimentagdo em 3 tratamentos: DCG, dieta
com baixa carga e DSG. Tais autores observaram que nas primeiras semanas de dieta com
baixo teor de gluten ja houve remissdo do quadro diarreico dos animais e ap6s 8 semanas da

retirada total (DSG) nenhum animal apresentava qualquer sintoma. No presente estudo
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observou-se auséncia de diarreia a partir do segundo dia da retirada da DCG, independente do
sexo dos animais. Convergindo com autores que testaram a DCG e DSG também em
humanos infantis, em que a retirada total do gliten sessou a diarreia e outros sintomas e sua
reintroducdo causou desequilibro imunol6gico maior do que o inicio da doenga, com uma
reacdo alérgica ainda mais forte [18,8].

Kuehnel et al. [9] rastreou a sensibilidade ao gluten em 6 animais, Saguinus
oedipus e Callithrix jacchus. Eles foram testados com DCG por 6 meses, depois ficaram 6
meses sem gluten na alimentagdo e depois por mais 2 semanas DCG. Corroborando com o0s
resultados deste estudo detectaram intensa diarreia no periodo com gluten, além de mal estar
geral, atrofia muscular, baixa atividade e alopecia caudal. Estes autores observaram ainda que
no tratamento sem gluten todos os sintomas cessaram e no periodo de volta a DCG
detectaram também que todos os animais voltaram a apresentar diarreia, atestando a
nocividade do gluten na alimentacéo desses animais.

Sintomas extra intestinais devem ser rastreados na suspeita de DC, assim neste
estudo algumas variaveis do hemograma (hemacias, hematocrito, VGM, HGM e CHGM)
tiveram alteragdes significativas. E conforme a progressédo do tratamento alimentar, indicando
predisposicdo a quadros de anemia. 1sso pode ser justificado pela deficiéncia absortiva que a
alimentacdo com gluten causa nos enterocitos comprometendo a absorcdo de nutrientes e
consequente diarreia. Na DC, a anemia por deficiéncia de ferro € multifatorial, sendo por
anorexia, que resulta na ingestao reduzida do ferro, por perda de ferro devido trocas rapidas
de células epiteliais que foram lesadas, ou por sangue oculto intestinal pelo dano a mucosa.
Estudo com humanos adultos anémicos encontrou prevaléncia de alergia ao glaten em 12%, e
esses pacientes eram mais jovens, tinham mais episddios de diarreia e maior duracdo da
anemia do que aqueles que ndo apresentavam a doenca [11]. Foi evidenciando ainda que o

colesterol plasmatico pode refletir o risco de desenvolver DC, pois quando a anemia se instala
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devido a ma absorcdo da DC, o colesterol plasmatico mostrou-se significativamente mais
baixo quando comparados a adultos com anemia por outras causas [11].

Em primatas, manifestacdes clinicas similares a doencga celiaca também tem
sido descrita como sindrome do emagrecimento progressivo (SEP), com relatos de taxa de
aproximadamente de 60% em animais de cativeiro. Esta sindrome tem a infeccdo intestinal
como uma das principais alteragdes histopatoldgicas observadas, atrelada a perda severa de
massa corporal e alopecia caudal, podendo cursar ao ébito [9]. Na SEP a lesdo do intestino
delgado ndo tem como causa primaria processo infeccioso, mas esta associada a ma absor¢édo
e aumento da secrecdo de agua e ions para o limen do intestino delgado e consequentemente
diarreia.

Em relagdo aos pardmetros bioquimicos, ALT e AST sdo transaminases
liberadas na circulagdo quando ha apoptose do hepatdcito ou alteracdo da permeabilidade da
membrana citoplasmatica em processo de lesdo ainda reversivel [13]. Baseado nesse conceito,
apos a fase de aclimatacdo, os animais demonstram acelerado morte de celulas hepéticas e a
fase de recuperacdo néo foi suficiente para estes fatores reduzirem, mantendo-se alta.

A fosfatase alcalina (FA) aumentada sugere lesdo hepética e pode aumentar
com elevacgdo da atividade das células 6sseas. E ha evidéncias claras que a DC em humanos
tenha impacto no desenvolvimento da osteoporose [6]. Esse foi um dos parametros mais
afetados pela presenca de glaten na dieta, tendo um grande declinio na DCG e répida
recuperacdo com a retirada do gluten.

Em conclusdo, a DCG influenciou na consisténcia das fezes e na massa
corporal dos animais. Além disso, essa dieta influencia em algumas variaveis do hemograma
e da bioquimica clinica. Dessa forma, dietas com base em trigo, centeio ou cevada em

primatas de cativeiro representam risco a saude desses animais.



42

Referéncias

1.Almeida FB, Cabral SAAO, Alencar MCB, Sousa JBG, Cabral BAG. Adaptacdo nutricional
diante da doenca celiaca desencadeada pela intolerancia ao glaten. Rev Bras Edu Saude.
2016;6:01-04.

2.Andrade A, Pinto SC, Oliveira RS. Cria¢do e manejo de primatas ndo-humanos. Animais de
Laboratorio: criacdo e experimentacdo. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ; 2002.

3.Bartlett JG. Antibiotic-associated diarrhea. N Engl J Med. 2007;40:346-334.

4.Bethune MT, Borda JT, Ribka E, Liu M, Phillippi-Falkenstein K, Jandacek RJ, Doxiadis
GGM, Gray GM, Khosla C, Sestak K. A non- human primate model for gluten sensitivity.
Plos one. 2008;3:E1614.

5.Catassi C, Kryszak D, Bhatti B, Sturgeon C, Helzlsouer K, Clipp SL, Gelfond D, Puppa E,
Sferruzza A, Fasano A. Natural history of celiac disease autoimmunity in a USA cohort
followed since 1974. Ann Med. 2010;42:530-538.

6.Costa, MJC. Interpretacdo de exames bioquimicos para nutricionista. Sdo Paulo: Editora
ATHENEU; 2008.

7.Gama e Silva TS, Furlanetto TW. Diagnostico de doenca celiaca em adultos. Ver Ass Med
Bras. 2010;56:122-126.

8.Jericho H, Sansotta N, Guandalini S. Extra-intestinal Manifestations of Celiac Disease:
Effectiveness of the Gluten Free Diet. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2016;32:52-56.

9.Kuehnel F, Mietsch M, Buettner T, Vervuert I, Ababneh R, Einspanier A. The influence of
gluten on clinical and immunological status of common marmosets (Callithrix jacchus). J
Med Primatol. 2013;42:300-309.

10.Mazumdar K, Alvarez X, Borda JT, Dufour J, Martin E, Bethune MTB, Khosla C, Sestak
K. Visualization of Transepithelial Passage of the Immunogenic 33-Residue Peptide from
a-2 Gliadin in Gluten-Sensitive Macaques. Plos one. 2010;5:€10228.

11.Murray JA. Serodiagnosis of celiac disease. Clin Lab Med. 1997;17:445-463.

12.Nobre SR, Silva T, Cabral JEP. Doenga celiaca revisitada. J Port Gastrenterol.
2007;14:184- 193.

13.0tovic P, Smith S, Hutchinson E. The use of glucocorticoids in marmoset wasting
syndrome. J Med Primatol. 2015;44:53-59.

14.Ravetta AL, Calouro AM, Messias MR. Avaliagdo do Risco de Extincdo de Saguinus
weddelli weddelli (Deville, 1849) no Brasil. Processo de avaliacdo do risco de extin¢ao da
fauna brasileira. ICMBio, 2015. http://www.icmbio.gov.br/portal/biodiversidade/fauna-
brasileira/estado-de-conservacao/7252-mamiferos-saguinus-weddelli-weddelli-sagui-
preto.html/. Acessado 15 de Junho, 2016.

15.Real A, Comino I, Lorenzo L, Mercha F, Humanes JG, Gimenez MJ, Casado MAL, Torres
MlI, Cebolla A, Sousa C, Barros F, Pisto F. Molecular and Immunological Characterization



43

of Gluten Proteins Isolated from Oat Cultivars That Differ in Toxicity for Celiac Disease.
Plos One. 2012;7:e4835.

16.Rubio-Tapia A, Ludvigsson JF, Brantner TL, Murray JA, Everhart JE. The prevalence of
celiac disease in the United States. Am J Gastroenterol. 2012;107:1538-1544.

17.Sapone 14 A, Bai JC, Ciacci C, Dolinsek J, Green PH, Hadjivassiliou M, Kaukinen K,
Rostami K, Sanders DS, Schumann M, Ullrich R, Villalta D, Volta U, Catassi C, Fasano
A. Spectrum of gluten-related disorders: consensus on new nomenclature and
classification. BMC Med. 2012;10:1-12.

18.See JA, Kaukinen K, Makharia GK, Gibson PR, Murray JA. Practical insights into gluten-
free diets. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2015;12:580-591.

19.Shewry PR, Halford NG. Cereal seed storage proteins: structures, properties and role in
grain utilization. J Exp Bot. 2002;53:947-958.

20.Sipahi AM, Freitas IN, Lordello MLL, Damido AOMC. Celiac disease in adult. Rev Bras
Medicina. 2001;34:430-434.

21.Verdu EF, Galipeau HJ, Jabri B. Novel players in coeliac disease pathogenesis: role of the
gut microbiota. Nat Rev Gastroenterol Hepatol. 2015;12:497-506.



Tabela 1: Composicdes das dietas com e sem gliten.
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DIETA SEM GLUTEN (DSG)

DIETA COM GLUTEN (DCG)

Horério Aclimatacgdo (60 dias) Experimental (30 dias)
Recuperacdo (15 dias).

10:00h 50 g de ragdo Megazoo P25 (Ragbes Megazoo, 25 g de bolo (165 kcal, 90% carboidrato, 7,5%
Betim, Minas Gerais, Brasil)160 kcal, de proteina, 2% de lipidio) ou pao
25% de proteina, 65% de carboidrato, umedecidos com 10 mL de leite sem
10% de lipidio. lactose;

300 mL de suco de fruta sem adicdo de aclcar; 300 mL de suco de fruta sem adicdo de acucar;

12:00h 150 g de mix de frutas (mac4, banana, abacaxi, 50 g de racdo Megazoo P25 (Racdes Megazoo,
meldo) com suplemento vitaminico e Betim, Minas Gerais, Brasil);
mineral completo;

15:00h 150 g de mix de fruta com suplemento 150 g de mix de frutas com suplemento

vitaminico e mineral completo.

vitaminico,
15 g de farinha de aveia
15 g de farinha de trigo (100 kcal);

Suco de frutas era ofertado em dias alternados no mesmo horério que as frutas;
Durante todo experimento o consumo de agua era disponibilizado ad libidum.
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Tabela 2. Descrigdo das temperaturas retais (°C) e massa corporal (Kg) de machos e fémeas
de Saguinus fuscicollis, durante as coletas de sangue com dieta com glaten (DCG) e sem

glaten (DSG).

Temperatura retal

5ex0 Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
DSG DCG DCG DSG
Machos 40,46 +0,27 40,06 +0,73 40,28 +0,59 40,72 +0,43
Fémeas 40,43 +0,44 40,58 +0,32 40,33 +0,64 40,78 +0,40
Machos 40,44 +0,33 40,29 +0,61 40,30 +0,57 40,74 +0,39
Fémeas
Massa corporal

Macho 0,449 +27 0,503 +39 0,478 +39 0,464 +12
Fémea 0,433 £0,20 0,509 +0,28 0,478 +0,61 0,466 +0,40
FMAaChOS 04414026  0505°+0,33  0,478° +0,46 0,4658C +0,26

emeas

Letras diferentes na mesma linha indicam p<0,05.
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Tabela 3. Resultados dos parametros hematol6gicos de Saguinus fuscicollis sob influéncia de dietas
com e sem gldten em cativeiro.

Parametros Sexo Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
(Unidades) DSG DCG DCG DSG
Hemacias Macho  7,67%+0,4 7,2°30+0,3 6,5%+1,6 6,4°+0,5
(x10%/uL) Fémea  6,0°t13 6,38+0,3 6,8+0,2 6,4+0,5
Hemoglobina Macho  15,2+0,9 14,5+0,7 13,5+3,1 13,840,8
(g/dL) Fémea 12,4427 12,9+0,9 14,0+1,3 13,4+0,5
Hematdcrito Macho  50,8°#2,4 47,77%+1 6 42,3+10,5 44,7°+2 8
(%) Fémea 42,4489 44,0842 9 45,6+3,0 44,1+1,7
VGM Macho  66,95°+1,3 66,405°+1 4 65,0°+1,4 69,82 +0,9
(f Fémea 70,6%%£6,2 69,8945 4 66,7°+4,3 68,6%°+4,5
HGM Macho 20,0°+0,4 20,2°+0,3 20,9%°+0,4 21,5240,5
(Pg) Fémea 20,718 20,4+1,6 20,4+1,8 20,8+1,6
CHGM Macho  30,0°+0,6 30,4°+0,6 32,1%+1,1 30,8+0,6
(g/dL) Fémea  29,2°+0,3 29,2°+0,2 30,6°+0,8 30,2%40,5
RDW Macho 12,98+0,6 14,7+0,8 14,7+0,6 13,9+0,4
(%) Fémea 15,74+3,3 15,9413 15,0+2,0 14,4+1,5
Leucocitos Macho 4,36+2,05 9,02+4,02 5,22+1,27 6,88+2,16
(x10%/uL) Fémea  5,10%3,02 8,52+4,09 8,22+3,10 6,87+5,09
N.Seg Macho 2,35+1,91 5,44+3,38 2,68+0,88 3,93+1,44
(x10%/uL) Fémea  3,31+2,4 5,24%2,18 5,05+2,51 3,72+2.21
Linfocitos Macho 1,59+0,62 2,95+1,20 2,06+0,30 2,39+0,83
(x10%/uL) Fémea  1,33+1,98 2,32+2,03 2,43+1,63 2,23+2,08
Mondcitos Macho 0,35+0,24 0,46+0,31 0,36+0,25 0,47+0,25
(x10%/uL) Fémea  0,55+0,52 0,87+0,31 0,59+0,23 0,79+0,73
Eosinofilos Macho 0,0+0,0 0,02+0,02 0,04+0,05 0,01+0,02
(x10%/uL) Fémea 0,000 0,030,07 0,01+0,02 0,00+0,00
Basofilos Macho 0,05%+0,05 0,13+0,12 0,06+0,05 0,04+0,04
(x10%/uL) Fémea  0,008+0,01 0,00%0,04 0,130,10 0,10+0,12
Plaquetas Macho  380,2+171,4 453,0£63,2 369,2+95,2 411,8+45,1
(x10°/uL) Fémea  632,3+244,1 568,3+124,5 469,3+97,7 366,2+317,6
MPV Macho 8,5°40,7 9,9°+0,4 10,8°+0,6 12,22+0,5
(f) Fémea 9,0°+0,7 9,8°+1,2 11,6%+0,6 11,8%+1,2

VGM: Volume Globular Médio; HGM: Hemoglobina Globular Média; CHGM: Concentragdo de
Hemoglobina Globular Média; RDW: Coeficiente de Variacdo Eritrocitario; N. Seg: Neutrdfilo
segmentado; MPV: Volume Plaquetario Médio.

Letras maiusculas indicam comparacao entre sexos.

Letras mindsculas indicam comparagéo entre as dietas.
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Tabela 4. Parametros bioguimicos de Saguinus fuscicollis submetidos a dietas com gliten (DSG) e

com gluten(DCQG).

Parédmetros Sexo Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
(Unidade) Aclimatacéo 1°s 15 dias 2°s 15 dias Recuperacao
DSG DCG DCG DSG
HDL Macho 76,60 +21,33 69,80 +21,46 70,00 +17,83 101,50 +10,61
(mg/dL) Fémea 104,25 +23,54 71,50 £9,11 69,50 +13,53 79,33 £13,28
Triglicerideo Macho 172,40 +34,67 259,40 +91,53 202,75 +44,30 215,00 +36,72
(mg/dL) Fémea 186,50 +40,14 228,75 £59,67 174,25 +24,31 266,67 £47,25
ALT Macho 66,40 +11,82° 71,40 £11,972 86,60 +7,372 104,50 +4,952
(U/L) Fémea  57,75+7,41° 74,25 +7,592 80,25 +4,992 79,67 +8,962
AST Macho 70,20 +23,61% 58,40 +21,23* 31,80 +10,38" 23,50 +16,26°
(U/L) Fémea 84,75 7,76 71,75 £21,98 46,50 £10,21 23,33 £20,50
Creatinina Macho 0,90 £0,10 0,83 £0,18% 0,95 +0,44 1,03 £0,30
(mg/dL) Fémea 0,78 £0,13 0,42 +0,38" 0,72 +0,08 0,84 +0,12
FA Macho 251,60 +14,77¢ 238,80 £136,25* 9,00 +8,43° 359,00 +0,00?
(U/L) Fémea 332,50 +106,23* 288,67 +87,18* 10,00 +20,00° 118,67 £143,972
GGT Macho 2,00 +1,588 4,40 £2,30° 4,00 +1,22 10,00 +8,49
(U/L) Fémea 5,50 £3,117 2,50 £2,898 5,50 £1,91 5,33 3,06
Glicose Macho 204,60 +40,15° 304,80 £82,76% 224,80 +76,82% 301,67 +49,412
(mg/dL) Fémea 164,75 +53,64 374,25 £109,98 330,50 £103,71 328,00 £103,12
PT Macho 7,42 £0,34 8,33 +0,63 8,12 0,31 8,43 0,00
(mg/dL) Fémea 7,08 £0,48 8,02 +0,89 8,39 +0,36 8,32 +0,44
Albumina Macho  3,25+0,33 3,99 +0,38 3,84 +0,14 2,13 +2,28
(mg/dL) Fémea 2,98 £0,72 3,53 0,06 3,92 0,21 4,07 +0,18
Ureia Macho 27,63 £3,55 24,06 +5,85 26,36 +14,28 29,28 +4,36
(mg/dL) Fémea 18,78 +2,50 26,18 +3,21 22,10 +3,82 20,93 +7,13

HDL: lipoproteina de alta densidade; ALT: enzima alanina aminotransferase; AST: enzima aspartato
aminotransferase; FA: fosfatase alcalina e GGT: gama glutamil transferase; PT: proteinas totais.
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Figura 1
Periodo de aclimatacao Periodo experimental Recuperacao
DSG i DCG | DSG

Dias 0 60 920 105
Legenda: DSG: Dieta Sem Gluten; DCG: Dieta Com Gluten

Fig 1. Protocolo de alimentagcdo com duracdo total de 105 dias. Periodo de aclimatacdo teve
duracdo de 60 dias e os animais foram alimentados com DSG. Periodo experimental teve
duracdo de 30 dias e os animais foram alimentados com DCG. Periodo de recuperacdo de 15

dias onde foram alimentados com DSG.
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Fig. 2. Demonstrativo das fezes de machos (3 e fémeas (9) de Saguinus fuscicollis ao longo

do periodo experimental e de recuperacdo. (D) Demonstra as proporcdes de tipos de fezes por

sexo a cada 15 dias de observacéo.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Em relacdo ao perfil das varidveis hematologicas, as hemacias (He), hemoglobina (Hb),
hematocrito (Ht) e coeficiente de variacgdo eritrocitaria (RDW) foram diferentes para machos
e fémeas. Na medicdo de atividade da Gama Glutamil Transferase (GGT), os machos
diferiram de forma significante. Os demais parametros ndo apresentaram significancia entre
0S Sex0s.

A dieta com glaten influenciou na consisténcia das fezes e na massa corporal dos animais.
Além disso, essa dieta influencia em algumas variaveis do hemograma e da bioquimica
clinica. Dessa forma, dietas com base em trigo, centeio ou cevada primatas representam risco
a saude desses animais de cativeiro.

Portanto, estes resultados contribuem de forma positiva para abrangéncia do uso de
hemogramas e bioquimicos como valores de referéncias para melhor avaliacdo clinica,
estabelecendo uma acurécia na interpretacdo dos exames e intervencao veterinaria.
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ANEXOS

A-ANEXO |: NORMAS PARA SUBMISSAO A REVISTA LABORATORY
ANIMALS PRETENDIDA PARA O ARTIGO 1: PARAMETROS
HEMATOLOGICO E BIOQUIMICO DE Saguinus fuscicollis CRIADOS EM
CATIVEIRO.

B-ANEXO Il: NORMAS PARA SUBMISSAO A REVISTA JOURNAL OF
MEDICAL PRIMATOLOGY PRETENDIDA PARA O ARTIGO 2: EFEITOS DA
DIETA COM GLUTEN SOBRE OS PARAMETROS HEMATOLOGICOS E

BIOQUIMICOS DE Saguinus fuscicollis CRIADOS EM CATIVEIRO.

C- ANEXO lll: CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMISSAO DE ETICA DE
NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO EVANDRO CHAVAS.

PROTOCOLO N° 17/2015.

D-ANEXO IV: AUTORIZACAO PARA ATIVIDADES COM FINALIDADE
CIENTIFICA - SISTEMA DE AUTORIZACAO E INFORMACAO EM

BIODIVERSIDADE — SISBIO. PROTOCOLO N° 47969-1.
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CERTIFICADO n* 2172015

Centificamos que o projeto intitulado “Influéncia do glaten na
expressio génica de P - defensina ¢ toll like 5 séricos em sanguinus fuscicollis
wedelli®, protocolo n* 1772015, sob a responsabilidade de Frederico Ozanan Barros
Monteiro, que envolve a produgiio, manutengio ¢/ou utilizagdo de animais pertencentes
20 filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o bomem), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) ~ encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n” 11,794, de § de outubro
de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo
Consclho Nacional de Controle da Experimentagho  Animal (CONCEA), ¢ fo
APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) do
INSTITUTO EVANDRO CHAGAS-EC, an reunido de 28/042015,

_\_fm'mciado Projeto | DLOS2018 a 017122016

Espécic /linhagem Saguinus Fuscicollis wedwli

N* de animais s 5 . Total: 10
Peso 350 a 500g 350 a 5008

Idade 24 0 36 meses | 24 a 36 meses

Sexo Masculino Feminino
_g-n:pu Bioténo do CENP/IEC

acends cowm Orvestagier T00RA0 W 5, O 37 o 4001 B 013 06 CONCEA.

Recomendamos que o coordenagio mantenha  atwalizados todos os
documentos pertinentes 30 projeto.

Devera ser encaminhado relatério incluindo os resultados finais da pesquisa,
em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apds a finalizacdo da mesma.

Ananindeua-PA, 16 de julho de 2018,
e
Ana Cliydia Magalhdes de Oliveira
EUASEACTECSVEMS

Livia Neves Casseb
C da CEUA
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