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Analise do liquido cefalorraquidiano de bugio-ruivo
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ABSTRACT.- Tranquilim M.V,, Cardoso G.S., Heckler M.C.T., Teixeira C.R., Lopes R.S., Takahi-
ra RK, Resende L.A.L. & Amorim R.M. 2013. [Cerebrospinal fluid analysis of the howler
monkey (Alouatta guariba).] Andlise do liquido cefalorraquidiano de bugio-ruivo (Alou-
atta guariba). Pesquisa Veterindria Brasileira 33(12):1466-1470. Departamento de Clinica
Veterindria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulis-
ta, Campus de Botucatu, Distrito de Rubido Junior, Botucatu, SP 18618-000, Brazil. E-mail:
rmamorim@fmvz.unesp.br

This survey was conducted with the objective of developing and adapting diagnostic
techniques in neurology for non-human primates, of the species Alouatta guariba Geo-
ffroy Saint-Hilaire, 1812 (howler monkey) healthy and kept in captivity. Physical-chemical
analyses were carried out in cerebrospinal fluid and its pressure measurement in the cis-
terna magna. Eight animals were used for the analysis of cerebrospinal fluid. In all proce-
dures, were used chemical restraint and anesthesia with ketamine, xylazine and associa-
tion of midazolam and inhalational anesthesia with isoflurane for carrying out the spinal
tap. The cerebrospinal fluid analysis showed average values: protein: 16.92+9.84; gluco-
se: 131.25mg/dL+106.7; pH: 8.37£0.69; nucleated cells: 0.5/mm?+0.75; red blood cells:
49.37/mm?+111.76 and CSF cisternal pressure: 7.37cm H20+1.77. This study demonstra-
ted the safety and efficacy of cerebrospinal fluid collection in the cisterna magna of Alouat-

ta guariba, and the reference values for the specie.

INDEX TERMS: Alouatta guariba, howler monkey, cerebrospinal fluid.

RESUMO.- A presente pesquisa foi realizada com o objetivo
de desenvolver e adaptar técnicas diagnosticas em neuro-
logia para primatas ndo humanos, da espécie Alouatta gua-
riba Geoffroy Saint-Hilaire, 1812 (bugio-ruivo) saudaveis
e mantidos em cativeiro. Foram realizadas andlises fisico-
-quimicas e citoldgicas do liquido cefalorraquidiano obtido
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na cisterna magna de oito bugios-ruivos. Para realizagdo
dos exames, todos os animais foram contidos quimicamente
com associacdo de cetamina, xilazina e midazolam e aneste-
sia inalatéria com isoflurano. Os resultados das analises do
liquido cefalorraquidiano demonstraram valores médios de
proteina: 16,92mg/dL+9,84; glicose: 131,25mg/dL+106,7;
pH: 8,37+0,69; células nucleadas: 0,5/mm3+0,75; hema-
cias: 49,37/mm?*+111,76 e pressdo: 7,37cm H2011,77. 0
trabalho demonstrou a seguranca e a eficacia da colheita
do liquido cefalorraquidiano na cisterna magna de Alouatta
guariba e os valores de referéncia para a espécie.

TERMOS DE INDEXACAO: Alouatta guariba, bugio-ruivo, liquido
cefalorraquidiano.

INTRODUCAO

Os animais do género Alouatta, popularmente chamados de
bugios ou macacos gritadores ou roncadores, apresentam
ampla distribuicao geografica na regido neotropical, ocor-
rendo desde o México até o estado do Rio Grande do Sul, no
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Brasil (Gregorin 2006). Trata-se de animais adaptados ao
meio ambiente onde vivem, e que apresentam inimeras di-
ferencas fisioldgicas, anatdmicas e comportamentais de ou-
tros géneros de primatas. O estudo da biologia e da medici-
na desses individuos, que ja se encontram em cativeiro, é de
grande importancia para um melhor entendimento da es-
pécie, das enfermidades mais comuns e consequentemente,
o desenvolvimento de a¢des conservacionistas. Destaca-se
que algumas espécies desse género sao classificadas como
ameacados de exting¢ao, segundo a Lista Oficial das Espécies
da Fauna Brasileira, emitida pelo IBAMA, além dos Livros
Vermelhos de Fauna Ameac¢ada nos estados de Sdo Paulo
(Bressan et al. 2009) e Parana (Mikich & Bérnils 2004).

As alteragdes no sistema nervoso sdo achados comuns
nas diferentes espécies de vertebrados. A avaliacdo clinica
de pacientes que apresentam suspeitas de doenca neurolé-
gica requer um conhecimento fundamental de neuroanato-
mia e neurofisiologia, permitindo o entendimento de como
elementos distintos dentro do sistema nervoso sensorial
integram, inter-relacionam e interagem para o animal rea-
lizar varias fungdes normais através das vias eferentes so-
maticas e viscerais (Bagley & Mayhew 2002).

Em animais selvagens, a determinacgdo de altera¢des neu-
rologicas é realizada principalmente por meio da inspecdo,
enfatizando-se a observacdo de alteracdes de consciéncia,
comportamento, postura e marcha (Andrade Neto 2006).

A coleta e andlise do liquido cefalorraquidiano (LCR)
demonstram ser meios viaveis e eficazes de acesso e ava-
liacdo do sistema nervoso, no que diz respeito ao diagndsti-
co e prognostico de suas enfermidades (Gama et al. 2005).
Bailey & Vernau (1997) citam que esse exame pode forne-
cer um indice geral de saide do sistema nervoso central,
podendo muitas vezes evidenciar doengas no mesmo, apre-
sentando razoavel sensibilidade e baixa especificidade.

Neste sentido, o presente estudo objetivou verificar a
seguranca e a eficacia da coleta do LCR da cisterna magna
de Alouatta guariba, clinicamente sadios, assim como des-
crever os resultados das analises fisico-quimica e citolégica
deste fluido.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado em primatas da espécie Alouatta guariba
(Geoffroy Saint-Hilaire, 1812), com idades e sexos diferentes. Fo-
ram utilizados oito animais do Centro de Medicina e Pesquisa em
Animais Silvestres (CEMPAS), da Faculdade de Medicina Veteri-
naria e Zootecnia (FMVZ), da Universidade Estadual Paulista “Ju-
lio de Mesquita Filho” (Unesp), campus Botucatu. A pesquisa foi
aprovada pela Camara de Etica em Uso Animal (CEUA), da mesma
instituicdo, sob n0.170/2009, estando em acordo com os princi-
pios éticos na experimentacdo animal. Como os estudos envol-
veram animais silvestres da fauna brasileira, também se obteve
autorizac¢do do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodi-
versidade (ICMBio), através do Sistema de Autorizacio e Informa-
¢do em Biodiversidade (SISBio).

Inicialmente os animais foram submetidos a exames de sani-
dade, incluindo os seguintes procedimentos: anamnese com tra-
tadores e veterinarios responsaveis pelos primatas, exame fisico
completo que consistiu de inspecdo em pele, pelos, cavidade oral,
mucosas, auscultagdo cardiaca e pulmonar, termometria retal,
palpacdo dos membros, cauda e abdome. Também foi realizada a

radiografia simples de térax. Nenhum animal demonstrou altera-
¢do digna de nota nesses itens avaliados.

Foram coletadas amostras de sangue venoso pela veia bra-
quial ou safena para realizacdo de hemograma e analise de bio-
quimica sérica (uréia, creatinina e alanina amino transferase) e
nenhuma alteragdo foi constatada nessas provas. Por fim, os ani-
mais foram submetidos ao exame de tuberculinizacio pela ino-
culagdo intra-dérmica palpebral de tuberculina aviaria e bovina.
Todos os animais apresentaram resultados negativos nesta prova.
Ressalta-se que os procedimentos foram realizados sob conten-
¢do fisica e quimica, com uso de puca e administragdo intramus-
cular de cloridrato de cetamina em solugdo a 10%, (dose de 8mg/
kg) associado a midazolan (dose de 0,5mg/kg). Com os resultados
obtidos na avali¢do de sanidade, todos os individuos foram consi-
derados aptos para a pesquisa.

No dia do procedimento, apds restricdo alimentar de 12 ho-
ras, os animais foram submetidos a contengdo fisica com puca
e, imediatamente, receberam anestesia geral com cloridrato de
cetamina (8mg/Kg) associada a cloridrato de xilazina (1mg/kg)
e midazolan (0,5mg/kg), pela via intramuscular. Apds anestesia,
realizou-se a intubagdo com sonda orotraqueal nimero 5,5 e foi
inserido cateter flexivel 20G na veia braquial. Os animais rece-
beram infusdo de solugio de cloreto de sddio 0,9%, para manu-
tencdo de acesso venoso e passaram entdo, a receber anestesia
inalatéria com isoflurano.

Com o intuito de visualizar a 4rea a ser puncionada, realizou-
-se a tricotomia ampla da regido cervical dorsal. Posteriormente,
foi realizada a antissepsia com solugdo de alcool a 70% e iodo po-
livinil pirrolidona. O animal foi entdo posicionado com a coluna
vertebral paralela a borda da mesa de procedimento e teve sua
cabeca flexionada ventralmente, promovendo a abertura do fora-
me magno. O operador, munido de luvas de procedimento estéreis
e agulha, (Agulha Peridural BD® Tuohy Pediatrica 20G 2”) inseriu
a mesma no ponto de intersec¢do entre a linha média e uma linha
imaginaria unindo a porg¢do cranial das asas do atlas (Fig.14A,B).

Apbs a progressdo lenta com a agulha, retirava-se o mandril
e, caso o LCR fosse observado gotejando, o mandémetro (Rucken®
Instrumentagdo e Automagdo Industrial Ltda, Sdo Paulo, SP) era
conectado e posicionado no mesmo nivel do cranio (Fig.2). Segui-
da a observagdo da estabilizagdo do ponteiro, realizava-se a lei-
tura da pressdo liquérica inicial. 0 manémetro utilizado para a
captacdo das medidas foi do tipo analdgico, com medidas minima
e maxima compreendidas entre zero e 100cm de H20, graduado
de uma a uma unidade. Ao término da aferi¢do da pressao inicial,
coletava-se a amostra do fluido por gotejamento até que o mesmo
cessasse. Nesse momento, 0 mandmetro era novamente conecta-
do ao cateter para nova leitura da pressao. Finalmente, retirava-se
o cateter e aplicava-se nova antissepsia no local puncionado.

As amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) coletadas
foram analisadas imediatamente quanto aos aspectos fisicos (vo-
lume, coloragdo, aspecto e densidade), quimicos (pH, proteina e
glicose) e citologicos (hemacias e células nucleadas). Foi realiza-
do também o Teste de Pandy (aplicacdo de indice colorimétrico
para detec¢do de globulinas com a adi¢do de composto fendlico
a amostra de LCR). Para determinacdo do pH e glicose utilizou-
-se fitas reagentes (Combur Test® UX. Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Para a concentragio de proteina liquérica
utilizou-se kit Microprote (Microprote Pirogalol Doles®. Goiania,
Goias, Brasil). A densidade das amostras foi realizada com o uso
de refratdmetro portatil. O nimero total de células nucleadas foi
determinado em camara de Fuchs-Rosenthal. O diferencial dos ti-
pos celulares foi obtido mediante citocentrifugacdo das amostras
e coloracdo das laminas com corante panético. A leitura foi reali-
zada em microscopio 6ptico.
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Fig.1. (A) Representacdo esquematica do ponto de pungio da cisterna magna, definido anatomi-
camente pela intersec¢do entre a linha média (linha 1) e uma linha imaginaria unindo o limite
cranial das asas do atlas (linha 2). (B) Radiografia de Alouatta guariba com agulha inserida

na cisterna magna.

de mandmetro analégico.

RESULTADOS

A metodologia empregada foi adequada e segura para a
coleta das amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) na
cisterna magna, e nenhum dos animais apresentou com-
plicagdes durante o procedimento. O manuseio do cateter
foi simples e o calibre utilizado mostrou-se adequado para
a coleta nesses animais. Nos dias posteriores ao procedi-
mento, a inspecdo dos animais demonstrou comportamen-
to normal no recinto quanto a ingestdo de alimentos, in-
teragdo com o grupo, movimentagdo entre os poleiros do
recinto, marcha e equilibrio. Todas as andlises realizadas e
os valores individuais de cada animal estao representados
no Quadro 1.

O volume de LCR retirado variou entre meio e dois mili-
litros (média de 1,19mL+0,53). Os resultados de coloracdo
do liquor demonstraram que as oito amostras apresenta-
ram-se incolores e limpidas. Todas as amostras avaliadas
apresentaram densidade de 1,006. Os valores determina-
dos de pH liqudrico mostraram média de 8,37%0,69. O teste
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de Pandy foi realizado em trés das oito amostras e todos
foram negativos, ndo se observando alteracdo na coloragio
e aspecto das amostras testadas.

Os valores encontrados na analise de glicose liquo-
rica (glicorraquia) apresentaram média de 131,25mg/
dL+106,7. O valor médio das proteinas nas amostras foi de
16,92mg/dL+ 9,84.

Nas anadlises citoldgicas do LCR, observou-se a presenca
de hemadcias e células nucleadas. O nimero médio de he-
maicias foi de 49,37 hemacias/mm3+111,76. A média de cé-
lulas nucleadas encontrada nas amostras foi de 0,5 células/
mm?3+ 0,75.

Conforme a metodologia empregada, registrou-se a
pressdo liquérica antes e apds a retirada do LCR. O valor
meédio da pressao inicial foi 7,37cm H,0£1,77 e da pressio
final foi 0,62cm H,0+1,06.

DISCUSSAO

A coleta do liquido cefalorraquidiano (LCR) pela pun¢ao
suboccipital demonstrou ser eficiente e segura. Os procedi-
mentos ocorreram sem intercorréncias, como hemorragias,
e o local escolhido foi apropriado, pois permitiu a inser¢do
da agulha até a cisterna magna para coleta das amostras e
medicdo da pressdo liquérica, corroborando os dados de li-
teratura (Reis etal. 1980, Machado 2006, Johanson 2008).
A experiéncia do coletor também foi importante para a co-
leta da amostra, sendo observada alguma dificuldade nos
primeiros procedimentos realizados. Este dado também
esta de acordo com o relatado por Reis et al. (1980).

Os métodos empregados na analise das amostras do
LCR foram os mesmos descritos na literatura consultada
(Reis et al. 1980, Bailey & Vernau 1997, Oliver et al. 1997,
Gama et al. 2005, Vernau et al. 2008), sendo que estes, ja
estdo bem definidos e aplicados corriqueiramente na medi-
cina de pacientes humanos e de animais domésticos.

0 volume médio de liquor retirado foi de 1,19 +0,53mL.
Nao foram encontrados valores comparativos na literatura
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Quadro 1. Sexo, idade e variaveis analisadas no liquido cefalorraquidiano, coletado na cisterna magna, de oito
bugios-ruivos (Alouatta guariba)

Caracteristica Animal Média e desvio padrdo
1 2 3 4 5 6 7 8
Sexo M F M M F M F F
Idade (anos) 8 4 2 12 12 8 4 2 6,50 + 4,66
Volume (mL) 0,5 1 1 1 2 2 1 1 1,19 +0,53
Cor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor Incolor NA NA
Aspecto Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido Limpido NA NA
Densidade 1,006 1,006 1,006 1,006 1,006 1,006 1,006 1,006 1,006 0
pH 9 9 9 8 8,5 7 8,5 8 8,37 +0,69
Proteina (mg/dL) 4,0 17,7 3,2 31,8 25,8 14,1 18,7 20,1 16,92 +9,84
Glicose (mg/dL) 100 50 100 100 300 50 300 50 131,25 +106,7
Pandy NR NEG NR NR NR NEG NEG NR NA NA
Hemaceas (cél/mm3) 0 0 0 67 320 7 1 0 49,37 +111,76
Células Nucleadas (cél/mm3) 0 0 0 1 1 2 0 0 0,5 0,75
Pressdo Inicial (cm H20) 10 9 9 6 5 7 6 7 7,37 +1,77
Pressao Final (cm H20) 0 0 3 1 0 0 0 1 0,62 +1,06

NR = ndo realizado, NEG = negativo, NA = ndo se aplica.

consultada. Os resultados de aspecto e coloragdo demons-
traram que ndo ocorreram contaminacdes da amostra de
LCR com sangue decorrente de acidentes na puncao. Os va-
lores determinados de pH liquérico mostraram média de
8,37+0,69. O valor da densidade aferida em todas as amos-
tras foi 1,006, valor este compativel com a faixa de valo-
res de densidade em animais domésticos, de 1,003 a 1,012
conforme citam Feitosa et al. (2005) e Gama et al. (2005).

Os valores de glicose encontrados neste estudo apre-
sentaram média de 131,25mg/dL+106,7mg/dL, acima dos
valores descritos na literatura por Reis et al. (1980). A con-
centragdo da glicose no LCR representa 80% da glicose sé-
rica, e a glicorraquia pode aumentar em algumas situagoes
especificas como traumas, lesdes, diabetes melito, dentre
outras causas. Na rotina de trabalho com primatas nado
humanos podemos ressaltar que o estresse pode elevar a
glicemia (Almosny 2009), mas ndo foram encontradas refe-
réncias que relacionassem estes achados. Como os animais
utilizados no estudo vivem permanentemente em cativeiro
e ndo apresentam sinais clinicos que possam sugerir uma
doenga hiperglicémica, podemos sugerir que este valor en-
contrado pode estar relacionado com o estresse e manejo
na conten¢do dos mesmos para coleta das amostras.

Na medic¢io da proteina do liquor, o valor médio encon-
trados foi de 16,92mg/dL+9,84. Esta andlise para a maioria
dos autores consultados é uma das mais importantes no es-
tudo do LCR, pois auxilia no diagndstico das enfermidades
inflamatdrias e infecciosas (Reis et al. 1980, Bailey & Vernau
1997, Feitosa etal. 2005, Gama et al. 2005). Os resultados des-
tas andlises encontraram-se dentro da faixa de normalidade
para cdes (Bailey & Vernau 1997) e humanos (Reis 1980).

Quanto a celularidade, o nimero médio de hemacias
encontradas nas analises de liquor foi de 49,37 hemacias/
mm3+111,76. Observando individualmente os valores,
verifica-se que quatro amostras nido apresentaram estas
células, e nas que continham possivelmente foi resultante
de contaminacdo com sangue periférico no momento da
puncio. Este tipo de ocorréncia encontra-se descrito na li-
teratura sendo que o LCR normal ndo apresenta hemacias
(Bailey & Vernau 1997, Gama et al. 2005). A média de célu-

las nucleadas encontrada nas amostras foi de 0,5 células/
mm?3+0,7559. Analisando-se os dados de forma individual,
observamos que em cinco animais nao foram observadas
células nucleadas e o valor médio encontrado para esta
variavel esta proximo ao citado na literatura para outras
espécies (Reis et al. 1980, Bailey & Vernau 1997, Gama et
al. 2005). Pelo pequeno nimero de células nucleadas en-
contradas no LCR, apesar do uso de citocentrifuga, ndo foi
possivel realizar o diferencial dos tipos celulares conside-
rando-se 100 células. Porém, observou-se ao microscépio
optico um predominio de células mononucleares.

Os registros de pressdo liquoérica inicial mostraram va-
lor médio de 7,37+1,77cm H,0. A presséo final foi 0,62cm
H,0£1,06. Os valores iniciais encontrados para medi¢oes
realizadas na cisterna magna estdo dentro dos valores refe-
renciais para humanos, que variam entre cinco e 20 centi-
metros de agua (Reis et al. 1980, Machado 2006, Johanson
2008). Nao foram encontrados na literatura valores refe-
renciais em primatas. Mesmo com o risco de aumento da
pressdo intracraniana pelo uso da cetamina (Vilani 2009),
optou-se por este protocolo pela seguranca e facilidade
de administracdo (Olberg 2007, Vilani 2009, Chagas et al.
2010, Fasano 2010). Também nao foram encontrados valo-
res correspondentes a pressao final, uma vez que com a re-
tirada da amostra, a pressao diminui e a reposi¢do é muito
mais lenta que a retirada. Ressalta-se neste resultado que
mesmo com a pressdo proxima a zero nenhuma alteracdo
foi observada na frequéncia cardiorrespiratéria do pacien-
te. Este dado sugere que a retirada de LCR até o fim do go-
tejamento espontaneo é uma manobra segura.

CONCLUSOES

A coleta do LCR na cisterna magna de bugios-ruivos
(Alouatta guariba) é um método seguro e eficaz.

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas e
citologicas do LCR de macacos em cativeiro, clinicamen-
te sadios, demonstraram valores médios de proteina de
16,92mg/dL+9,84; glicose de 131,25mg/dL+106,7; pH
8,37+0,69; células nucleadas 0,5/mm3+0,75 e pressdo
7,37cm H,0+1,77.
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Os achados contribuem com a determinacéo de valores
de referéncia, auxiliando os médicos veterinarios de ani-
mais selvagens na interpretagdo das analises do LCR, para
o diagndstico das encefalopatias e mielopatias que acome-
tem esta espécie.
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