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RESUMO 
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LEPTOSPIROSE E TOXOPLASMOSE EM PRIMATAS: DIAGNÓSTICO 
MOLECULAR E ESTUDO SOROLÓGICO 

Autora: Marta Regina Grumann 
Orientadora: Adriana Costa da Motta 

Passo Fundo, setembro de 2015 
 

O presente trabalho descreve um estudo sobre diagnóstico imuno-histoquímico e sorológico 

acerca da leptospirose e toxoplasmose em primatas não humanos. No capítulo 1 o objetivo 

consistiu em detectar animais infectados por Leptospira spp., assim como observar a 

distribuição das marcações do agente nos fragmentos de cada tecido. Foi realizado teste de 

imuno-histoquímica (IHQ), nos tecidos de primatas recebidos no Laboratório de Patologia 

Animal (LPA), da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) da Universidade 

de Passo Fundo (UPF), para necropsia, entre os anos 2000 e 2014, assim como um estudo 

sorológico nos primatas cativos do Zôo - UPF. Dos 101 primatas testados para Leptospira 

spp., 51,48% apresentaram positividade, com marcações distribuídas entre pulmão (76,92%), 

fígado (44,23%) e rins (32,69%). Além disso, realizou-se uma pesquisa de anticorpos anti-

Leptospira spp., efetuada através da soro-aglutinação microscópica (SAM),a qual demonstrou 

positividade em 90,47% em uma população de 21 primatas, com os sorovares sejroe e 

panama entre os mais frequentes, obtendo uma similaridade de 20,83% cada. No capítulo 2, 

da mesma forma, objetivou-se verificar a presença e padrão de distribuição do T. gondii, nos 

tecidos de primatas recebidos para necropsia, no LPA da FAMV-UPF, entre os anos 2000 e 

2014, através da IHQ. Dos 98 primatas que foram testados para T. gondii, 26,53% foram 

positivos, e as imunomarcações apresentaram variadas distribuições entre pulmão (76,92%), 

fígado (58,33%), coração (50%), cérebro (42,30%) e rins (23,07%). Adicionalmente, um 

inquérito sorológico foi executado nos primatas do gênero Sapajus e Alouatta, cativos do 

Zôo-UPF. O teste sorológico para detecção de anticorpos anti-T. gondii, realizado através da 

hemaglutinação indireta (HAI), exibiu reatividade em 85,7% dos animais, dentre os quais 

todos pertenciam ao gênero Sapajus, enquanto os três pertencentes ao gênero Alouatta 

apresentaram-se soronegativos (14,3%). Em conclusão, a IHQ permitiu detectar a presença de 

Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, demonstrando ser uma ferramenta da alta aplicabilidade 

xi 
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do diagnóstico post mortem das enfermidades causadas por estes patógenos. Além disso, os 

primatas neotropicais do Zôo-UPF demonstraram uma alta freqüência de infecção pelos 

agentes em questão.  

 

Palavras-chave: imuno-histoquímica, Leptospira spp., primatas, Toxoplasma gondii, zoonose  
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LEPTOSPIROSIS AND TOXOPLASMOSIS IN PRIMATES: MOLECULAR 
DIAGNOSIS AND SOROLOGICAL STUDY 

Author: Marta Regina Grumann 
Advisor: Adriana Costa da Motta 
Passo Fundo, setembro de 2015 

 
This work describes a study of immunohistochemical and serological diagnosis of Leptospira 

spp. and Toxoplasma gondii infection, in nonhuman primates. In Chapter 1 the objective was 

detect animals infected with Leptospira spp., as well as observing the distribution of agent’s 

immunostainings on tissues fragments. It was performed by immunohistochemistry (IHC) 

test, carried out on primates’ tissues, received at the Laboratório de Patologia Animal (LPA), 

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) of the Universidade de Passo 

Fundo (UPF), for necropsy, between years 2000 and 2014. A serological study, in the captive 

primates of the Zoo – UPF, was also conducted. Among the 101 primates tested by IHC for 

Leptospira spp., 51.48% were positive, with stainings distributed among lung (76.92%), liver 

(44.23%) and kidneys (32.69%). The detection of anti-Leptospira spp. antibodies, performed 

by microscopic agglutination test (MAT), has showed positivity in 90.47% in a population of 

21 primates, with sejroe and panama serovars between the most frequent, obtaining a 

similarity of 20.83% each one. In the Chapter 2, similarly, the objective was to verify the 

presence and distribution pattern of T. gondii, in the tissues of primates received for necropsy, 

at the LPA of FAMV-UPF, at the same period. The test was performed by IHC. Among the 

98 primates, tested for T. gondii, 26.53% showed positive immunostanings, with different 

distribution between lung (76.92%), liver (58.33%), heart (50%), brain (42,30%) and kidney 

(23.07%). A serological survey for T. gondii has been also performed in primates of the genus 

Sapajus and Alouatta, captives of the Zoo-UPF. The test was carried out by indirect 

hemagglutination (IHA), showing reactivity in 85.7% of animals, which all belonged to the 

genus Sapajus, while the three of Alouatta genera, presented themselves seronegative (14.3 

%).In conclusion, the IHC allowed to detect the presence of Leptospira spp. and Toxoplasma 

gondii in the primates tissues, demonstrating be a test with high applicability in the post 

mortem leptospirosis and toxoplasmosis diagnosis. In addition, the neotropical primates of the 

Zoo-UPF, showed a high frequency of infection by these agents. 

xiii 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 Os animais selvagens, na natureza e em cativeiro, como os primatas e os carnívoros, 

participam como portadores ou reservatórios de zoonoses. Ambientes como os zoológicos são 

propícios à disseminação de doenças, dentre estas a leptospirose (1) e a toxoplasmose (2).  

 A leptospirose tem adquirido uma importância gradual em relação aos primatas não 

humanos, pois tendem a tornarem-se reservatórios, carreando e eliminando o patógeno através 

do tecido renal, representando um risco, também, para outras espécies que habitam zoológicos 

e criatórios, além dos humanos que trabalham nestes ambientes ou os visitam (3,4). O 

diagnóstico da enfermidade em primatas é difícil, pois os sinais clínicos e lesões são menos 

evidentes, além da detecção dos anticorpos, que é passível de ocorrer por curtos períodos (4). 

O diagnóstico sorológico, adquirido pela SAM, é considerado padrão-ouro para leptospirose 

(5). No entanto, o diagnóstico anatomopatológico, além de levar em consideração as lesões 

características, permite, também, utilizar métodos complementares como a 

Imunofluorescência direta (IFD) e a IHQ, as quais apresentam uma boa empregabilidade e 

especificidade (6,7,8). 

 Além da leptospirose, muitos são os relatos de ocorrência de toxoplasmose em 

primatas do Novo Mundo (9,10,11), os quais apresentam-se mais sensíveis que os primatas do 

Velho Mundo (2) e raramente sobrevivem quando infectados (12). O diagnóstico sorológico 

compreende a detecção de anticorpos através de métodos como, por exemplo, HAI (13), 

enquanto que na patologia, exames imuno-histoquímicos já demonstraram ser capazes de 

indicar a presença de T. gondii em numerosos órgãos, com variações na intensidade das 

marcações (14). 

 Nos últimos anos, na rotina do LPA, FAMV-UPF, têm sido observados casos de 

leptospirose em primatas neotropicais, além de achados histopatológicos compatíveis com 

toxoplasmose em diversos órgãos. No Norte do Rio Grande do Sul desconhecem-se estudos 

de diagnóstico imuno-histoquímico e sorológico sobre tais enfermidades nessas espécies. 

Portanto, uma investigação sobre esses agentes infecciosos foi realizada e descrita em dois 

capítulos. O primeiro capítulo relata a verificação de Leptospira spp., através de IHQ, em 

tecidos de primatas recebidos para exame anatomopatológico no LPA da FAMV-UPF, no 

período entre 2000 e 2014, além de um inquérito sorológico para essa enfermidade, nos 

primatas do gênero Alouatta e Sapajus, cativos do Zôo-UPF. Este capítulo, intitulado 

“Leptospira spp. em primatas neotropicais: caracterização imuno-histoquímica e 

inquérito sorológico” será traduzido para a língua inglesa e submetido para publicação no 



 17

periódico Ciência Rural, na forma de artigo científico. O segundo capítulo descreve um 

estudo imuno-histoquímico, para detectar Toxoplasma gondii, realizado a partir das mesmas 

secções de tecidos, e um inquérito sorológico, realizado igualmente nos primatas pertencentes 

ao Zôo - UPF. Tal trabalho consiste de um artigo científico, intitulado “Aspectos imuno-

histoquímicos e sorológicos da infecção por Toxoplasma gondii em primatas 

neotropicais”, submetido para publicação no periódico Semina: Ciências Agrárias - Uel. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 A leptospirose e a toxoplasmose são zoonoses de ampla distribuição geográfica (2), 

ambas cosmopolitas (2,15). Os animais selvagens na natureza e em cativeiro, como os 

primatas, participam como portadores ou reservatórios de zoonoses, que incluem a 

toxoplasmose e a leptospirose (1,16,17).  

 Em ambientes como zoológicos, a infecção e a disseminação de agentes podem 

ocorrer para os animais do próprio zoológico, funcionários e visitantes (18). Assim, os 

zoológicos são ambientes propícios à propagação de doenças, uma vez que há uma ampla 

variedade de espécies selvagens vivendo sob condições diferentes do seu habitat (19). Além 

disso, os zoológicos constituem importantes fontes de informação para investigações de 

doenças transmissíveis, uma vez que os animais encontram-se em situações controladas 

(18,20). 

 A espiroqueta patogênica do gênero Leptospira é eliminada no meio ambiente através 

da urina de animais infectados, e a doença pode variar desde um processo assintomático, não 

perceptível, ou levar o indivíduo ao óbito (15). A leptospirose é um importante problema de 

saúde pública, em regiões de clima tropical e subtropical, favorecida pelas condições 

ambientais (16). Desta forma, espécies domésticas e selvagens, com infecções subclínicas, 

tornam-se reservatórios e eliminam as leptospiras na urina, representando um risco iminente 

para a população (16,21). Além disso, estes hospedeiros podem carrear diversos sorovares de 

leptospiras, simultaneamente (16). 

 A transmissão da doença pode ocorrer por contato com ambientes aquáticos 

contaminados pela urina dos animais reservatórios, que são, principalmente, os roedores e 

carnívoros (16,22). A leptospirose é transmitida ao homem por contato direto com urina, 

sangue, tecidos ou órgãos de animais infectados, ou por contato indireto, através da água, solo 

úmido ou vegetação contaminada. O agente penetra através de lesões na pele ou de mucosas 

íntegras (orofaringeana, nasal, ocular, e genital), ou também na pele sadia, desde que 

submersa em água contaminada por longo período (15). 

 As leptospiras podem não ter alta especificidade por determinados hospedeiros, no 

entanto, vários sorovares podem causar doença em diferentes espécies. Observa-se, também, 

uma considerável distinção de sinais clínicos, hematológicos e de lesões, nas doenças 

causadas por diferentes sorovares de Leptospira spp. A Leptospira icterohemorragiae e a 

Leptospira canicola, por exemplo,quando localizadas nos hepatócitos, podem resultar em 
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lesão hepática aguda, aumento da atividade das enzimas hepáticas e hiperbilirrubinemia 

(23,24). 

 Em um estudo anatomopatológico, retrospectivo, realizado em 53 casos de 

leptospirose em cães, na Região Central do Rio Grande do Sul, o diagnóstico de leptospirose 

foi confirmado por IHQ do tecido renal (8). Em humanos foram relatados casos de 

insuficiência respiratória aguda associada à leptospirose. O diagnóstico foi realizado ante 

mortem por hemocultura, apresentando positividade para Leptospira interrogans sorovar 

copenhageni. Microscopicamente, ao exame de IHQ, foram constatadas leptospiras em 

células mononucleares dos septos interalveolares, marcadas com anticorpo monoclonal (23). 

 Para o diagnóstico de leptospirose, o procedimento laboratorial mais simples é a 

demonstração de títulos de anticorpos em elevação nas amostras pareadas de soro, colhidas na 

fase aguda e na fase convalescente da doença. É possível, também, verificar a demonstração 

de microorganismos por microscopia de campo escuro em líquidos orgânicos e emulsões 

teciduais, o que requer que os tecidos sejam frescos. Na patologia, o método convencional 

para o diagnóstico é o emprego da coloração de Warthin-Starry, no qual as espiroquetas são 

visualizadas na cor negra (24,25). O diagnóstico de leptospirose também pode ser obtido por 

IFD através de impressões de fígado e rins, coletados durante a necropsia (6,7). Para casos em 

que durante a necropsia não se suspeita de leptospirose, porém observam-se lesões sugestivas 

da enfermidade durante o exame histopatológico, o diagnóstico pode ser realizado através de 

IHQ (8,26).  

 Em primatas, a leptospirose é considerada rara, embora já tenham sido relatados 

alguns surtos (26,27,28). A incidência de leptospirose nesses animais, em vida livre ou em 

cativeiro, está relacionada com a presença de roedores infectados com a espiroqueta. O 

contato direto com a urina, líquido placentário e leite, constituem as principais formas de 

transmissão (4). No que se refere aos primatas em cativeiro, o livre acesso de roedores 

hospedeiros da espiroqueta aos recintos e, portanto, às fontes de alimentos e água, compõe o 

principal contribuinte para a proliferação do agente (29). 

 Com o avanço da biotecnologia em diagnóstico rápido e de precisão, a identificação de 

agentes infecciosos, como bactérias do gênero Leptospira spp., tem sido cada vez mais 

constante. O uso de técnicas moleculares como a PCR, ELISA, Soroaglutinação e IHQ na 

medicina humana, bem como na medicina veterinária, tem sido de grande valia. Muitas 

doenças infectocontagiosas, como a leptospirose, outrora negligenciada pelos profissionais 

quanto a sua ocorrência em animais cativos, tais como os primatas, podem ser facilmente 
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detectadas. Portanto, através dessas ferramentas diagnósticas, o potencial zoonótico do agente 

é comprometido, pois o conhecimento acerca da ocorrência da enfermidade ou mesmo da 

presença do agente no estabelecimento, fornece subsídios para a elaboração de medidas de 

controle, além de fornecer dados quanto ao seu impacto na saúde pública (26,30,31,32).  

 A toxoplasmose é considerada uma das doenças mais prevalentes e difundidas 

mundialmente, sobretudo em animais selvagens de cativeiro e de vida livre, bem como em 

animais domésticos e no homem. É causada pelo Toxoplasma gondii, um protozoário, 

coccídio intracelular obrigatório (2). Os felídeos, silvestres ou domésticos, são os hospedeiros 

definitivos. Nestes, ocorre a multiplicação enteroepitelial do parasita que levará à produção e 

eliminação de oocistos pelas fezes e à contaminação do ambiente (34). Dependendo das 

condições climáticas, de umidade e temperatura, em cinco dias, os oocistos tornam-se 

infectantes (2).  

 Em primatas não humanos, cativos ou de vida livre, a toxoplasmose é considerada 

uma doença parasitária fatal. Há vários surtos relatados em primatas neotropicais, 

mundialmente (9,11,34,35,36,37,38), assim como no Brasil (14,39,40,41).Primatas 

neotropicais demonstram uma maior suscetibilidade à toxoplasmose, apresentando-se mais 

vulneráveis que os primatas do Velho Mundo (18,42,43). No entanto, esta vulnerabilidade não 

está esclarecida (14,42,43). É possível que durante a evolução, devido ao hábito arborícola 

das espécies neotropicais, estes estiveram isolados das fezes de felídeos e, portanto, do 

contato com oocistos de T. gondii tornando-se, assim, mais sensíveis à enfermidade (43).  

 A transmissão da toxoplasmose pode ocorrer através da ingestão de oocistos 

esporulados devido à contaminação fecal de alimentos e água, ingestão de taquizoítos, 

bradizoítos e/ou cistos teciduais pelos carnívoros ou, ainda, por infecção transplacentária, em 

hospedeiros intermediários (23,33,44).  

 Quanto às formas clínicas, a toxoplasmose pode se apresentar na forma aguda ou 

crônica, dependendo da interação parasita-hospedeiro (23,33,43). O estado imunológico e a 

espécie infectada são considerados os fatores mais importantes no que se refere à evolução da 

doença no hospedeiro (14,33,43). Os órgãos mais afetados nos casos agudos da enfermidade 

são os pulmões, fígado, baço, linfonodos, intestino e cérebro. Nestes, as lesões são 

provenientes da replicação intracelular e ruptura de células hospedeiras pelos taquizoítos, 

resultando em necrose tecidual (23). A infecção torna-se crônica quando o hospedeiro adquire 

resistência, sendo possível observar a presença de cistos no cérebro, músculo esquelético e 

coração (23,45). Além destes, podem ser acometidos a muscular da mucosa, pâncreas, útero, 
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placenta e feto. A toxoplasmose é caracterizada por sinais nervosos, gastrointestinais, 

pneumonia e pancreatite, além de representar uma importante causa de aborto (23,46,47). 

 Um inquérito sorológico sobre a ocorrência de leptospirose e toxoplasmose em 

primatas e carnívoros selvagens neotropicais, mantidos em cativeiro, em um Zoológico do 

Nordeste do Brasil, descreveu pela primeira vez a ocorrência de anticorpos anti-Toxoplasma 

gondii e anti-Leptospira spp., sorovar copenhageni, em um macaco-prego-de-peito-amarelo 

(C. xanthosterus), primata ameaçado de extinção (19). Outras investigações sorológicas sobre 

estas zoonoses, em animais selvagens de cativeiro, têm sido realizadas em zoológicos 

brasileiros (17,32,47,48,49,50,51,52). 

 A infecção por T. gondii, no homem e nos animais, ocorre normalmente pela ingestão 

de carne crua ou mal cozida, ou pela ingestão de oocistos infectantes, eliminados nas fezes de 

felídeos, que contaminam o solo e a água. A incidência de toxoplasmose é descrita em muitas 

espécies de animais silvestres, o que indica que o agente circula ativamente em habitats 

distintos. (45).  
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RESUMO 

 

A leptospirose é considerada a zoonose geograficamente mais difundida no mundo, levando 

em consideração as condições ambientais e higiênico-sanitárias. Animais selvagens, na 

natureza e em cativeiro, podem participar como portadores ou reservatórios da Leptospira 

spp. Levando em consideração o número expressivo de casos compatíveis com leptospirose 

em primatas neotropicais, necropsiados no Laboratório de Patologia Animal (LPA), da 

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária (FAMV) da Universidade de Passo Fundo 

(UPF), o presente estudo teve como objetivo detectar a presença de Leptospira spp., através 

da imuno-histoquímica (IHQ), e verificar o padrão de distribuição do agente em tecidos de 

primatas necropsiados. Entre os 101 primatas testados para Leptospira spp., 51,48% 

apresentaram positividade, com marcações distribuídas entre pulmão (76,92%), fígado 

(44,23%) e rins (32,69%). Foi realizada, também, uma pesquisa de anticorpos anti-

Leptospira spp. no Zôo-UPF, através da soroaglutinação microscópica (SAM,) a qual 

demonstrou positividade em 90,47% em uma população de 21 primatas, com os sorovares 

sjroe e panama entre os mais freqüentes. 

Palavras-chave: diagnóstico, imuno-histoquímica,  Leptospira spp., primatas, zoonose 
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1. Introdução 

 A leptospirose é uma enfermidade de vasta distribuição que acomete, além dos 

animais silvestres, animais domésticos e o homem, assumindo um caráter zoonótico e 

epidêmico, com maior frequência em regiões de clima tropical e em desenvolvimento 

(BHARTI et al., 2003). A ocorrência de anticorpos anti-Leptospira spp., bem como um 

amplo número de sorovares, já foram identificados em populações de primatas neotropicais, 

in situ e ex situ, os quais podem atuar como portadores assintomáticos (CORRÊA et al., 2004; 

PIMENTEL et al., 2009). Para este e outros microrganismos, a ligação com a célula do 

hospedeiro é o primeiro passo na sua patogênese, seguido de invasão e escape das respostas 

imunológicas (VIEIRA et al., 2002). Os danos às células endoteliais de capilares estão ligados 

à causa básica das manifestações clínicas e lesões, envolvendo danos renais, hepáticos, 

miocárdicos e pulmonares (HILL & SANDERS,1997).   

 O diagnóstico post mortem de leptospirose é um desafio para os patologistas, visto que 

o método convencional para o diagnóstico, a impregnação pela prata utilizando a técnica de 

Warthin-Starry (WS), é passível de resultados duvidosos (ADIN & COWGILL, 2000). No 

entanto, o diagnóstico de leptospirose pode ser obtido através da imunofluorescência direta 

(IFD), empregada em impressões de rins, coletadas durante a necropsia (PESCADOR et al., 

2004). Para casos em que durante a necropsia não há suspeita da doença, porém, observam-se 

lesões sugestivas através do exame histopatológico, a imuno-histoquímica (IHQ) é indicada e 

apresenta uma boa especificidade (GIRIO et al., 2004). Essas técnicas moleculares podem ser 

consideradas uma importante ferramenta em diagnóstico e pesquisa, permitindo ao patologista 

uma avaliação mais consistente em tecidos de primatas não humanos (MANSFIELD et al., 

2013).  

 As provas diagnósticas incluem a reação em cadeia de polimerase (PCR), diagnóstico 

sorológico, pela aplicação de métodos como ELISA e radioimunoensaio, ou também pela 

detecção de anticorpos, representado pela aglutinação microscópica (MAT), a qual é 

considerada padrão ouro no diagnóstico da leptospirose (GARCIA-VASQUEZ et al., 2010) e 

recomendada pela Organização Mundial da Saúde (OMS) (LEVETT, 2001). 

 Devido a um número significativo de casos sugestivos de leptospirose observados em 

primatas neotropicais, necropsiados no Laboratório de Patologia Animal da Universidade de 

Passo Fundo (LPA-UPF), e pelo desconhecimento da ocorrência da enfermidade na 

população da qual provinham estes animais, o presente estudo teve como objetivo detectar a 
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presença e o padrão de distribuição da Leptospira spp. nos tecidos destes primatas, através da 

IHQ. Além disso, levando-se em consideração a ausência de informações sobre o papel destes 

mamíferos selvagens como reservatórios do patógeno, objetivou-se, também, realizar um 

inquérito sorológico nos primatas neotropicais cativos no Zôo – UPF.  

 

2. Material e Métodos 

Imuno-histoquímica e verificação anatomopatológica 

 Foram estudados, a partir do arquivo de blocos, todos os primatas encaminhados ao 

LPA-UPF para necropsia, entre os anos 2000 e 2014. As lâminas, coradas em hematoxilina e 

eosina (HE), de todos os casos, foram revisadas em microscópio óptico e os achados de 

necropsia foram averiguados. 

 A seleção dos casos foi baseada nos seguintes critérios: disponibilidade dos blocos de 

parafina e grau de autólise dos tecidos. Dos 113 primatas encaminhados para necropsia, 12 

foram totalmente descartados por inviabilidade de material. 

 Para realização da IHQ foram selecionados blocos de fígado, rins e pulmão para 

pesquisa de Leptospira spp. (SILVA et al., 2002; CULLEN, 2007). Sequencialmente, os 

blocos de parafina foram submetidos ao método da streptavidina-biotina-peroxidase, 

acrescentando o cromógeno diaminobenzidina (DAB) para verificar as imunomarcações. 

Utilizou-se o anticorpo policlonal anti-Leptospira HRP conjugado ViroStat (código 401) na 

diluição de 1:100. Os cortes foram contracorados com hematoxilina e analisados em 

microscópio óptico. Controles positivos foram inseridos, simultaneamente, a partir de casos 

positivos, previamente testados (OLIVEIRA et al., 2009).  

Inquérito sorológico 

 Esta pesquisa foi autorizada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 

Universidade de Passo Fundo, RS, sob o parecer nº 006/2013 e registro nº 015/2012. 

 Foram coletadas amostras de sangue de 21 primatas, 17 da espécie Sapajus nigritus, 

um Sapajus apella e três Alouatta guariba, cativos do Zôo da Universidade de Passo Fundo 

(UPF). Para a colheita das amostras, foi realizado o procedimento padrão de contenção física, 

utilizando-se puçá e luvas de couro. A venopunção foi realizada através da femoral, obtendo-
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se 3 ml de sangue de cada animal. As amostras foram centrifugadas e os soros separados em 

alíquotas. 

 Para a análise de anticorpos anti-Leptospira spp., as amostras foram acondicionadas e 

submetidas à técnica de Soro Aglutinação Microscópica (SAM) (COLE et al., 1973), com 

antígenos vivos, a qual permitiu testar os seguintes sorovares: andamana, australis, 

autumnalis, bataviae, balun, canicola, castellonis, celledoni, cynopteri, copenhageni, 

djasiman, gripphotyphosa, hardjo, hebdomadis, icterohaemorragiae, javanica, panama, 

patoc, pomona, pyrogenes, sejroe, shermani, tarassovi e wolffi. 

Análise estatística 

 A partir dos dados obtidos, através da IHQ e sorologia, uma estatística descritiva foi 

utilizada para verificar a frequência absoluta (total) e a frequência relativa (percentual) dos 

resultados.  

 

3. Resultados 

Imuno-histoquímica e verificação anatomopatológica 

 Dos 101 primatas que foram testados para Leptospira spp., 52 apresentaram 

marcação, totalizando 51,48% positivos. Em relação ao gênero dos primatas estudados, o 

Alouatta  foi o mais frequente, com um total de 31 positivos (59,62%), seguido de Callithrix 

sp., com 10 positivos (19,23%), Sapajus com 7 positivos (13,46%), Papio com 1 positivo 

(1,92%)e, entre os que não possuíam identificação, 3 positivos (5,77%).  

 Entre os 52 que apresentaram positividade, 40 apresentaram imunomarcação no 

pulmão (76,92%), 23 no fígado (44,23%) e 17 nos rins (32,69%). Além disso, 18 casos 

apresentaram somente no pulmão (34,61%), 8 no fígado (15,38%) e 2 nos rins (23,84%) Os 

24 restantes apresentaram marcação, simultaneamente, em dois ou mais órgãos (46,15%). 

 As marcações observadas estavam distribuídas de forma única ou de forma distinta no 

mesmo tecido conforme apresentadas na tabela 1.  

Os achados de necropsia mais relevantes consistiram de mucosas pálidas, congestas, 

ictéricas ou hiperêmicas; subcutâneo com icterícia e/ou edema; líquido sero-hemorrágico nas 

cavidades, ascite ou hidrotórax. Constatou-se, ainda, edema, congestão e/ou hemorragia 
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pulmonar; fígado com acentuação do padrão lobular, icterícia e/ou áreas pálidas; rins 

congestos, pálidos, ictéricos e/ou com evidenciação das estrias corticais. Quanto à 

histopatologia, os principais achados do fígado, rins e pulmão constituíram-se, 

respectivamente, de dissociação de hepatócitos, degeneração e necrose hepatocelular, 

colestase intrahepatocitária e/ou intracanalicular, além de hepatite periportal não supurativa; 

nefrose com cilindros hialinos e nefrite intersticial não supurativa; congestão, hemorragia, 

edema e pneumonia intersticial supurativa, não supurativa ou fibrinossupurativa. 

Sorologia 

 O teste sorológico para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. demonstrou 

positividade em 19/21 (90,47%) dos primatas, apresentando-se, em sua maioria, sororreativos 

para mais de um sorovar e com titulações distintas. Os dois sorovares mais prováveis para 

esta população foram o sjroe e panama, com uma frequência de positividade pariforme de 

20,83%; seguida de andamana com 18,75%; autumnalis com 12,50%; wolffi com 8,33%; 

icterohaemorragiae com 6,25%; copenhageni e tarassovi com 4,17%; celledoni e castellonis 

com 2,08%. As reações foram observadas nas seguintes diluições: 1/100, com uma frequência 

de 62,50%, seguida de 1/200 com 25% e, por fim, de 1/400 com 8,33% (tabela 2). 

 

4. Discussão  

 Na avaliação da técnica de IHQ, em fragmentos de sistema nervoso central (SNC) de 

bovinos e equinos, infectados naturalmente pelo vírus da raiva, a IHQ demonstrou ser uma 

técnica de boa sensibilidade em tecidos extraídos de bovinos em relação aos de equinos, 

especialmente em cortes de cerebelo e tronco encefálico (ACHKAR et al., 2010). Embora a 

determinação da especificidade e sensibilidade não tenha sido exequível, o presente estudo 

permitiu constatar os benefícios da IHQ em estudos retrospectivos, em que as amostras 

encontravam-se armazenadas em blocos de parafina, por um curto ou longo período de tempo 

(OLIVEIRA et al., 2009; TOCHETTO et al., 2012).  

 Em contrapartida, estudos indicam que, embora a IHQ represente um excelente 

método para veterinários patologistas na observação de antígenos, apesar de apresentar alta 

especificidade, a técnica demonstra baixa sensibilidade (VAN MAANEN et al., 2004). Além 

disso, a técnica requer diversos procedimentos e passos, os quais podem ser passíveis de erros 

durante a sua execução, mesmo quando conduzida por laboratoristas experientes e com a 
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utilização de bons anticorpos (WARD & REHM, 1990; MIKAELIAN et al., 2004). Dentre 

estes erros está o “background”, que representa uma coloração inespecífica, causada pelo 

cromógeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB), na cor marrom, e pode, muitas vezes, ser 

interpretada erroneamente (WARD, 2004), como percebido em nosso estudo. Além do 

background, a deposição do cromógeno em estruturas que não deveriam conter o antígeno, 

também pode gerar falsas interpretações. As causas destas marcações inespecíficas parecem 

estar relacionadas a diversos fatores como: peroxidase endógena; biotina endógena (presente 

em maiores concentrações no fígado e rins); concentração inadequada do anticorpo e 

identificação errônea de pigmentos (melanina e hemossiderina) (WIECZOREK et al., 1997; 

BARRA, 2006; RAMOS-VARA et al., 2008). 

 Alterações provocadas pela autólise também podem dificultar a interpretação das 

reações, e as chances de reatividade em tecidos autolíticos diminuem em 0,33 vezes em 

comparação com lâminas obtidas de tecidos viáveis (OLIVEIRA et al., 2009). Por esta razão, 

em apenas um dos casos em que o fígado encontrava-se com um pequeno grau de autólise, foi 

possível visualizar as leptospiras. 

 Diferenças de intensidade nas imunomarcações teciduais foram observadas nos cortes 

histológicos testados para Leptospira spp. Além disso, em algumas amostras, os agentes 

encontravam-se aparentemente fragmentados ou em marcação difusa, sendo consideradas 

igualmente positivas àquelas em que o agente encontrava-se com morfologia preservada, sem 

distorções. Ambas as situações são passíveis de positividade (ELLIS et al., 1983; 

SCANZIANI, 1991; HAANWINCKEL et al., 2004), embora possam ser considerados 

positivos somente os casos em que as leptospiras são visualizadas morfologicamente 

inalteradas (STERNBERGER et al., 1970; ZAMORA et al., 1995). Apesar de considerarmos 

positivas as imunomarcações difusas e as formas fragmentadas, destacamos a relevância da 

avaliação do tecido como um todo, visto que se trata de uma técnica com probabilidade de 

falhas (WARD & REHM, 1990). 

 Em nosso estudo constatamos que, em muitos casos, a Leptospira spp. foi observada 

somente em um dos órgãos testados. No entanto, os demais também apresentavam lesões 

compatíveis com a leptospirose, embora nestes não houvesse imunomarcações. Tal fato foi 

também constatado por GÍRIO et al. (2004), com imunomarcação somente no fígado de um 

porco-monteiro, que apresentava, também, lesões renais sugestivas da enfermidade. A 

ausência da imunomarcação não determina a ausência do agente no tecido, pois muitas podem 
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ser as razões que impedem tais reações, como por exemplo, a distribuição ao acaso das 

leptospiras nos tecidos fixados, levando à ausência do agente em alguns campos observados 

(ELLIS et al., 1983; HAANWINCKEL et al., 2004). Embora o mecanismo final da 

degradação de antígenos seja ainda desconhecido, as oxidações químicas, térmicas ou 

fotônicas têm sido propostas para justificar a diminuição na imunorreatividade (BLIND et al., 

2008). A influência da luz e temperatura, nesse contexto, já foi previamente comprovada, no 

entanto não é possível afirmar se o mecanismo resulta da oxidação ou outras modificações 

químicas do tecido (RAMOS-VARA et al., 2013). Ademais, a adição de antioxidantes na 

composição da parafina utilizada para a inclusão dos fragmentos de órgãos, não impede a 

degradação dos antígenos presentes nos mesmos (DIVITO et al., 2004). 

 Entre os 52 primatas que apresentaram positividade na IHQ, a maior parte (76,92%) 

apresentou algum tipo de marcação no tecido pulmonar, o que demonstra um alto índice de 

acometimento deste órgão, pela infecção por Leptospira spp. Tais marcações estavam 

presentes no interstício, capilares alveolares, macrófagos e parede do bronquíolo. Não 

obstante os nossos resultados demonstrem uma maior distribuição das marcações, estes ainda 

corroboram com a forma pulmonar grave da leptospirose em humanos, em que as reações 

imuno-histoquímicas revelaram marcações granulares sutis, demonstrando o agente engolfado 

por macrófagos, em septos e alvéolos (SILVA et al., 2002). Os métodos diagnósticos 

patológicos convencionais não possibilitam a detecção da Leptospira spp. no tecido 

pulmonar, destacando a importância da IHQ, tanto no diagnóstico como na evidenciação de 

antígenos do microrganismo nas áreas afetadas, permitindo uma melhor compreensão acerca 

da patogenia da doença (ELLIS et al., 1983). 

 As leptospiras, em sua maioria, foram observadas entre sinusoides, hepatócitos e, por 

vezes, nas células de Kupffer. Similarmente, em fígado de cobaios, a presença de leptospiras 

foi verificada não somente nas células de Kupffer, mas também aderidas à membrana 

plasmática dos hepatócitos (BRITO et al., 2006). Quando coradas com técnicas de 

impregnação de prata, essas espiroquetas apresentam-se esguias, espiraladas, bastante 

enroladas e com as extremidades em forma de gancho, localizando-se em sinusoides e no 

interior dos hepatócitos (JONES et al., 2000). 

 As marcações, observadas nos tecidos renais, formavam pequenos aglomerados de 

coloração marrom que, por vezes, encontravam-se dissociados e filiformes, localizados 

principalmente no lúmen tubular e, ocasionalmente, no interstício e glomérulos. Essas formas 
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de apresentação, marcação e disposição foram similares às observadas por SCANZIANI 

(1991), HAANWINCKEL et al. (2004) e também por AZIZI et al. (2014), através da técnica 

de WS, realizada em rins de bovinos abatidos.  

 Quanto aos aspectos anatomopatológicos da leptospirose em cães, os rins foram os 

órgãos de eleição para a execução da IHQ e confirmação diagnóstica da doença (TOCHETTO 

et al. 2012). Tendo em vista que o nosso estudo detectou o maior número de positivos no 

pulmão, com 76,92% dos casos, seguido do fígado com 44,23%, e o tecido renal, com 

somente 32,69%, defendemos que a técnica, quando aplicada a fragmentos desses três tecidos, 

diminui as chances de ocorrências de falsos negativos. Ademais, há uma peculiaridade em 

relação à patogenicidade para cada sorovar de Leptospira spp. Tal fator determina variações 

no curso clínico da moléstia, assim como nas lesões e tecidos acometidos pelo patógeno 

(BHARTI et al., 2003). 

Em primatas a leptospirose é considerada rara, embora já tenham sido relatados alguns 

surtos (PEROLAT et al., 1992; REID et al., 1993). A incidência da doença nesses animais, em 

vida livre ou em cativeiro, está relacionada com a presença de roedores infectados com a 

espiroqueta. O contato direto com a urina, líquido placentário e/ou leite constituem as 

principais formas de transmissão (FAINE et al., 1999). No que se refere aos primatas em 

cativeiro, o livre acesso de roedores hospedeiros da espiroqueta aos recintos e, portanto, às 

fontes de alimentos e água, compõe o principal contribuinte para a proliferação do agente 

(BOLIM, 2003). As lesões mais comuns na leptospirose em diversas espécies, inclusive em 

fetos, consistem de icterícia, acentuação do padrão lobular hepático, evidenciação das 

estriações corticais renais e hemorragia intestinal. Microscopicamente, na coloração de HE, 

observa-se dissociação de hepatócitos, degeneração e necrose hepatocelular, além de 

colestase, nefrite intersticial não supurativa e nefrose (JONES et al., 2000; ZACHARY, 2013; 

TOCHETTO et al., 2012). Estudos anatomopatológicos sobre leptospirose em primatas são 

escassos. Em cães, a enfermidade ocorre, principalmente, de forma aguda a subaguda com 

lesões renais caracterizadas por degeneração e necrose do epitélio tubular, debris celulares e 

cilindros hialinos obstruindo os túbulos e nefrite intersticial não supurativa com graus 

variados de intensidade do infiltrado. No fígado, observa-se dissociação dos cordões dos 

hepatócitos e acúmulo de pigmento biliar no interior dos canalículos, e necrose hepatocelular 

em alguns casos. No pulmão de cães com leptospirose relata-se lesão alveolar difusa com 

hemorragia e edema, além de capilarite, que consiste de agregados de neutrófilos no interior 
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de microvasos. (TOCHETTO et al., 2012). Em nosso estudo, os achados anatomopatológicos 

observados foram compatíveis com leptospirose e corroboram com a maioria dos achados 

supracitados. 

 As provas sorológicas para leptospirose incluem diversas técnicas diagnósticas, 

porém, o diagnóstico sorológico realizado por meio da SAM, representa o padrão ouro no 

diagnóstico da enfermidade (GARCIA-VÁZQUEZ et al., 2010). Considerando esse fato, 

somado à possibilidade de determinar os sorovares presentes, a SAM foi a prova sorológica 

de eleição. Embora exista a possibilidade de uma aglutinação cruzada, este teste abrange uma 

boa variedade de sorovares e a sensibilidade ainda é elevada (GARCIA-VÁZQUEZ et al., 

2010). No presente estudo, a alta freqüência de animais positivos, determinada pelo inquérito 

sorológico, foi consistente com os dados revelados pelo teste imuno-histoquímico. Assim, foi 

possível comprovar a alta prevalência do patógeno em populações de primatas neotropicais, 

na região estudada.  

 Inquéritos sorológicos já foram realizados em diversas populações de primatas, 

apresentando variações de frequência e de sorovares entre regiões. Dentre estes, destacaram-

se: ballum, icterohaemorrhagiae, autumnalis, pyrogenes, panama, pomona, tarassovi e 

canicola (BAULU et al., 1987); castellonis, copenhageni e grippotyphosa (CORRÊA et al. 

2004); cynopteri, andamana, hebdomadis, copenhageni, patoc, cuíca, hardjo, 

icterohaemorrhagiae, javanica, grippotyphosa e autumnalis (COSTA, 2009). A 

biodiversidade da Leptospira spp. em determinados ambientes é definida pelo clima, 

geografia e interações bióticas (VINETZ et al., 1996). Em regiões tropicais, com uma grande 

riqueza de espécies, animais silvestres e sinantrópicos, como ratos, morcegos e marsupiais, 

são portadores de alta prevalência do agente no tecido renal. (WILLIG, 2001; BRUNELL et 

al., 2000). 

 Em uma população de primatas do gênero Sapajus, pertencente a um criatório de 

animais selvagens da Colômbia, com 52 indivíduos, 37 (71%) apresentaram sinais clínicos e 

14 (27%) foram a óbito. Somente dois animais positivos foram assintomáticos. Os sorovares 

identificados foram copenhageni e icterohaemorragiae (SZONYI et al., 2011), 

demonstrando que a patogenicidade do agente está diretamente correlacionada com os índices 

de morbidade e mortalidade em uma população. Estes dois sorovares foram observados na 

sorologia dos primatas do presente estudo, ainda que de forma inexpressiva, representando 

uma ameaça à sanidade tanto dos sororreativos, como dos que compartilhavam o mesmo 
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recinto. Embora alguns sorovares considerados mais patogênicos tenham sido detectados em 

maior diluição, os animais encontravam-se assintomáticos no momento da colheita de 

material, situação semelhante à descrita por PIMENTEL et al., 2009 e FERREIRA et al., 

2011. As razões pelas quais alguns pacientes apresentam manifestações clínicas graves e 

outros a sintomatologia é nula ou moderada, ainda são desconhecidas e podem estar ligadas 

não somente às características do agente, mas também a fatores relacionados ao hospedeiro 

como os genéticos, nutricionais e imunitários, por exposição prévia à Leptospira spp. 

(GARCIA-VÁZQUEZ et al., 2010). 

 Dados de correlação entre sorovar e doença são escassos, principalmente em estudos 

com primatas. O sorovar andamana, por exemplo, detectado em nosso inquérito sorológico, 

em diferentes titulações, pertence à espécie L. biflexa, é apatogênico e de vida livre. 

Entretanto, esse sorovar costuma reagir precocemente e apresenta reações cruzadas com 

sorovares patogênicos, sendo utilizado como marcador sorológico (AGUIAR et al., 2010). 

Outro isolado, o sorovar autumnalis, pertencente à espécie patogênica L. nogushii, também 

presente nesta população com positividade nas diluições 1/100 e 1/400, já foi previamente 

isolado em caprinos e ovinos (ARAÚJO NETO et al., 2008, HIGINOet al., 2010, ALVES et 

al., 2012) e em um paciente humano sintomático (SARAVANAN et al., 2000). Estes dados 

nos revelam os riscos da interação entre homens e animais, no que diz respeito à cadeia de 

transmissão da leptospirose. 

 

Conclusão 

 A IHQ demonstrou eficácia no diagnóstico de leptospirose em primatas e deve ser 

utilizada de acordo com as características do caso a ser investigado. Além disso, permitiu 

concluir o diagnóstico nos casos em que não havia suspeita prévia da enfermidade, além de 

possibilitar observar, com precisão, a distribuição do agente nos tecidos testados, encontrados 

com maior frequência no pulmão.  

 O inquérito sorológico realizado nos permitiu confirmar a presença da Leptospira spp. 

na população de primatas neotropicais do Zôo – UPF, indicando, portanto, a possibilidade de 

produzir doença e levá-los a óbito. A frequência da enfermidade, revelada pela IHQ é 

condizente com esse resultado. 
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Tabela 1 – Distribuição e frequência das imunomarcações, detectadas por IHQ, observadas 

em cada órgão analisado dos 52 primatas infectados por Leptospira spp, necropsiados no LPA 

da FAMV-UPF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Órgão Distribuição Frequência 
absoluta 

Frequência relativa 

    
 Interstício(Fig. 1A) 29/40 72,50% 
Pulmão Capilares 12/40 30% 
 Macrófagos alveolares(Fig. 1B) 12/40 30% 
 Parede do bronquíolo 1/40 2,50% 
    
 Entre sinusoides e hepatócitos (aderidas à 

membrana plasmática do hepatócito) 

10/23 43,47% 

 Vasos sanguíneos (capilares sinusoides e 

vasos sanguíneos do espaço porta)(Fig. 1C) 

4/23 17,39% 

Fígado Espaço porta 3/23 13,04% 
 Junto à inflamação periportal 2/23 8,69% 
 Células de Kupffer 2/23 8,69% 
 Focos de inflamação 1/23 4,34% 
 Não identificado devido à autólise 1/23 4,34% 
    
 Lúmen tubular 9/17 52,94% 
Rins Interstício(Fig. 1D) 4/17 23,52% 
 Glomérulos 3/17 17,64% 
 Macrófagos intersticiais 1/17 5,88% 
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Tabela 2. Frequência de primatas soropositivos, sorovares prevalentes e respectivas diluições 

do teste de soroaglutinação miscroscópica (SAM), aplicado em amostras sorológicas de 

primatas dos gêneros Sapajus e Alouatta, cativos do Zôo da Universidade de Passo Fundo, 

Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sorovares 
Diluições  

100 200 400  
sejroe 8 2 - 10 (20,83%) 
panama 8 1 1 10 (20,83%) 
autumnalis 4 - 2 6 (12,50%) 
icterohaemorragiae - 3 - 3 (6,25%) 
andamana 5 2 2 9 (18,75%) 
celledoni 1 - - 1 (2,08%) 
wolffi 4 - - 4 (8,33%) 
copenhageni - 2 - 2 (4,17%) 
castellonis - 1 - 1 (2,08%) 
tarassovi 1 1 - 2 (4,17%) 
 30 (62,50%) 12 (25,00%) 4 (8,33%) 48 (100%) 
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Figura 1. IHQ Leptospira spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. IHQ Leptospira spp. A) Pulmão. Imunomarcação no interstício, 200X. B) Pulmão. Imunomarcação no 
interstício e macrófagos, 400X. C) Fígado. Imunomarcação difusa entre sinusoides e hepatócitos, 400X. D) Rim. 
Imunomarcação no interstício e células tubulares. 400X. 

 

AA B 

CC  DD  



 42

4. CAPÍTULO 2 

 

Aspectos imuno-histoquímicos e sorológicos da infecção por Toxoplasma gondii em 

primatas neotropicais 

 

Marta Regina Grumann1, Zigomar da Silva2, José Roberto Silva Filho1,5,  

Marcio Machado Costa3, Maria Isabel Botelho Vieira1,4, Adriana Costa da Motta1,2 

 

 

 

 

 

 

 

(Artigo a ser submetido ao periódico Semina: Ciências Agrárias - Uel) 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

1Programa de Pós-Graduação em Bioexperimentação da Universidade de Passo Fundo, Passo 
Fundo, RS, Brasil. 
2Laboratório de Patologia Animal (LPA), Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária da 
Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, RS, Brasil.  
3Laboratório de Análises Clínicas, Hospital Veterinário, Universidade de Passo Fundo, Passo 
Fundo, RS, Brasil.  
4 Laboratório de Doenças Parasitárias, Hospital Veterinário, Universidade de Passo Fundo, 
Passo Fundo, Brasil.  
5Zôo – Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, Brasil.  
*Autor para correspondência: A.C da Motta. Programa de Pós-Graduação em 
Bioexperimentação. Universidade de Passo Fundo, Campus I, BR 285, Km 171, Bairro São 
José, Passo Fundo, RS 99001-970, Brasil. Email: acmotta@upf.br 

 

 



 43

RESUMO 

  

A toxoplasmose é uma doença causada pelo Toxoplasma gondii, um coccídeo intracelular que 

infecta a maioria dos vertebrados homeotérmicos.  A doença apresenta ampla distribuição 

mundial sendo fatal em primatas neotropicais, os quais apresentam uma suscetibilidade 

peculiar, ainda não elucidada. Uma vez que é observado um crescente número de óbitos com 

fortes indícios da presença do agente nos tecidos, o presente trabalho teve por objetivo 

realizar um estudo imuno-histoquímico, verificando o padrão de distribuição das 

imunomarcações nos primatas necropsiados no Laboratório de Patologia Animal da 

Universidade de Passo Fundo (LPA-UPF), entre os anos 2000 e 2014. Realizou-se, ainda, um 

inquérito sorológico para T. gondii em 21 primatas neotropicais, dos gêneros Sapajus e 

Alouatta, pertencentes ao Zoológico da UPF, Rio Grande do Sul, Brasil. A imuno-

histoquímica (IHQ) foi realizada através do método da streptavidina-biotina-peroxidase, 

detectando 26,53% de positividade em 98 primatas. As imunomarcações apresentaram 

variadas distribuições entre, pulmão (76,92%), fígado (58,33%), coração (50%), cérebro 

(42,30%) e rins (23,07%). A sorologia foi realizada através da hemaglutinação indireta (HAI), 

exibindo reatividade em 85,7% dos animais, todos pertencentes ao gênero Sapajus, enquanto 

os três negativos (14,3%) eram do gênero Alouatta.  

 

 

Palavras-chave: imuno-histoquímica, primatas, toxoplasmose, zoonose, zoológico  
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1. Introdução 

 A toxoplasmose é uma doença causada pelo Toxoplasma gondii, um coccídeo 

intracelular, que infecta a maioria dos vertebrados homeotérmicos. (WOLF, 2003; LINDSAY; 

DUBEY, 2007). O parasita pode ser adquirido pela ingestão de oocistos esporulados, 

originários de fezes de gatos, ingestão de carne crua ou mal cozida, infectada com cistos, ou 

ainda por via transplacentária, quando a infecção primária ocorre durante a prenhez (INNES, 

1997; DUBEY; LINDSAY, 2004).  

 A enfermidade pode se apresentar na forma aguda ou crônica, dependendo da 

interação parasita-hospedeiro (INNES, 1997; DUBEY et al., 1998), e é comumente severa e 

aguda em primatas neotropicais, os quais apresentam uma suscetibilidade peculiar, ainda não 

elucidada (ANDERSON; McCLURE, 1993; INNES, 1997). A razão desta suscetibilidade tem 

sido hipoteticamente atribuída aos hábitos arborícolas destas espécies, que levam ao 

isolamento do contato com as fezes de felídeos (INNES, 1997). O curso clínico é rápido e os 

animais morrem subitamente (EPIPHANIO et al., 2003; GYIMESI et al., 2006; SALANT et 

al., 2009). As relações entre suscetibilidade do hospedeiro, genótipo e virulência do parasita, 

ainda estão sendo reveladas (PELÁEZ et al., 2011). No entanto, a severidade do quadro 

clínico, nas espécies neotropicais, parece ser independente da cepa envolvida (SALANT et 

al., 2009). 

 Os órgãos acometidos, nos casos agudos, incluem pulmões, fígado, baço, linfonodos, 

intestino e cérebro, resultando na replicação e ruptura de células do hospedeiro pelos 

taquizoítos e, subsequentemente, necrose tecidual (EPIPHANIO et al., 2003). Nos casos em 

que há uma boa resposta imunológica do hospedeiro frente ao parasita, a infecção torna-se 

crônica, possibilitando observar a presença de cistos formados por bradizoítos no cérebro, 

músculos esqueléticos e coração (DUBEY et al., 2004).  

 Devido à ausência de informações sobre a infecção por T. gondii em primatas 

neotropicais, no Norte do Estado do Rio Grande do Sul, o presente trabalho teve como 

objetivo realizar um estudo imuno-histoquímico, verificando a distribuição do agente nos 

tecidos dos animais necropsiados no LPA, além de um inquérito sorológico, em uma 

população cativa, 
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2. Material e Métodos 

Imuno-histoquímica 

 Foram estudados, a partir do arquivo de blocos, os tecidos de todos os primatas 

encaminhados ao Laboratório de Patologia Animal da Universidade de Passo Fundo (LPA-

UPF) para necropsia, entre os anos 2000 e 2014.  

 A seleção foi baseada nos seguintes critérios: disponibilidade dos blocos de parafina e 

grau de autólise dos tecidos. Ao todo, foram estudados tecidos de 98 animais. 

 Para realização da imuno-histoquímica (IHQ) foram selecionados blocos de fígado, 

rins, pulmão, coração e cérebro (CUNNINGHAM et al., 1992; EPIPHANIO et al., 2003; 

ANDRADE et al., 2007). Sequencialmente, os blocos de parafina foram seccionados e 

submetidos ao método da streptavidina-biotina-peroxidase, acrescentando o diaminobenzeno 

(DAB) como cromógeno, para verificar as imunomarcações. Foi utilizado o anticorpo 

policlonal anti-T. gondii, Zeta Corporation (código Z2197), na diluição de 1:100. Os cortes 

foram contracorados com hematoxilina e analisados em microscópio óptico. Controles 

positivos foram inseridos, simultaneamente, a partir de casos positivos, testados previamente 

(OLIVEIRA et al., 2009). 

  

Sorologia 

 Esta pesquisa foi autorizada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), da 

Universidade de Passo Fundo, RS, sob o parecer nº 006/2013 e registro nº 015/2012. 

 Foram coletadas amostras de sangue de 21 primatas, 17 Sapajus nigritus, um Sapajus 

apella e três Alouatta guariba, cativos do Zôo da UPF. Para a coleta das amostras, foi 

realizado o procedimento padrão de contenção física, utilizando-se puçá e luvas de couro. A 

venopunção foi realizada através da veia femoral, obtendo-se 3 ml de sangue de cada animal. 

As amostras foram centrifugadas e os soros separados em alíquotas. 

 Para a determinação qualitativa (screening) de anticorpos anti-Toxoplasma gondii, 

utilizou-se o teste de Hemaglutinação Indireta (HAI), através do Kit Imuno-HAI® 

Toxoplasmose, Laboratório Wama Diagnóstica. A técnica de HAI foi realizada segundo o 

manual de instruções.  
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Análise estatística 

 A estatística descritiva foi utilizada para verificar a frequência absoluta (total) e a 

frequência relativa (percentual) dos resultados obtidos pela IHQ. Os dados gerados pela 

análise sorológica foram analisados através de tabela de contingência seguida de teste qui-

quadrado, para verificar a associação entre as variáveis.  

 

 

3. Resultados  

Imuno-histoquímica 

 Entre os 98 primatas, 26 apresentaram imunomarcação, totalizando 26,53% de 

positivos. O gênero Alouatta apresentou maior frequência, com um total de 45 indivíduos e 15 

positivos (33,33%), seguido de Callithrix (5/19 [26,31%]) e Sapajus (4/22 [18,18%]). Entre 

os gêneros com menor número de indivíduos, estavam Papio, Aotus e outros que não 

possuíam identificação (2/12 [16,66%]). 

 Em relação aos órgãos estudados, 20 apresentaram imunomarcação no pulmão 

(76,92%), 14 no fígado (58,33%), 13 no coração (50%), 11 no cérebro (42,30%) e seis nos 

rins (23,07%). Em sete casos constatou-se marcação em apenas um destes órgãos (26,92%). 

Além disso, em 19 casos (73,07%) observou-se marcação em dois ou mais órgãos. 

 Quanto à localização, as imunomarcações foram observadas de forma isolada ou 

distinta nos órgãos estudados. Cabe ressaltar que, na maioria dos casos, havia 

imunomarcação, simultaneamente, em mais de um local no mesmo tecido (Tabela I). 

  

Sorologia 

 O teste sorológico detectou positividade em 18 primatas (85,7%), enquanto três 

(14,3%) foram negativos. Houve uma diferença entre os gêneros estudados, pois os 18 

animais positivos pertencem ao gênero Sapajus, enquanto os negativos pertencem ao gênero 

Alouatta (Tabela II). 

 

4. Discussão 

 A IHQ constituiu-se de uma importante ferramenta na identificação do agente em 

tecidos e, por conseguinte, na confirmação diagnóstica no presente estudo. Tal benefício foi 

também relatado por Motta et al. (2008) e Silva et al. (2013b), que obtiveram resultados 

semelhantes, em tecidos de ovelhas. Embora sejam visualizadas estruturas compatíveis com 
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este protozoário, não é possível confirmar a presença do patógeno através da análise 

histopatológica convencional, hematoxilina-eosina (HE) (ROSA et al., 2001; SILVA; 

LANGONI, 2001). O diagnóstico presuntivo de toxoplasmose tem sido realizado através de 

histopatologia, porém o diagnóstico definitivo pode ser obtido por IHQ (ANDRADE et al., 

2007; CASAGRANDE et al. 2013), destacando a relevância do teste imuno-histoquímico para 

a certificação diagnóstica. 

 No presente estudo, tanto os cistos como os taquizoítos estavam amplamente 

distribuídos nos diversos órgãos examinados, contudo, os cistos são mais prevalentes no 

tecido neurológico ou muscular (DUBEY, 2002). 

 Associadas às imunomarcações, por vezes, foram observados infiltrado inflamatório 

mononuclear e necrose. Lesões neurológicas, como encefalite necrotizante, detectada 

primeiramente no HE, apresentavam estruturas sugestivas do protozoário e já foram 

reportadas igualmente em humanos com HIV (KUMAR et al., 2010). Segundo Navia et al. 

(1986), os padrões de imagem, das lesões anatomopatológicas de toxoplasmose, incluem  

necrotizante, organizada ou abscedativa, e são dependentes  da resposta imunológica do 

hospedeiro e do dano tecidual causado pela infecção. Semelhante aos achados de Casagrande 

et al. (2013), as estruturas observadas, no presente estudo, eram piriformes e ovaladas, 

encontrando-se livres, no interior de macrófagos e intralesionais. Além disso, as marcações, 

ao exame imuno-histoquímico, foram observadas no citoplasma de macrófagos ou livres, 

principalmente no pulmão e fígado.  

 Testes imuno-histoquímicos para T. gondii, realizados em primatas cativos, também 

permitiram observar o agente em amostras de fígado, rins, pulmão, coração e cérebro, com 

variações de intensidade na reação (CUNNINGHAM et al., 1992; EPIPHANIO et al., 2003; 

ANDRADE et al., 2007). Além dessas, marcações já foram previamente descritas também em 

linfonodos mesentéricos (ANDRADE et al., 2007), linfonodos, baço, glândula adrenal, 

artérias, intestinos grosso e delgado, pâncreas, tecido adiposo, medula óssea, útero, ovários, 

testículos, tireóide, neuro-hipófise, mesentério, língua, tonsilas e músculo esquelético 

(EPIPHANIO et al., 2003).  

 O Toxoplasma gondii é responsável por um acréscimo na mortalidade de primatas 

neotropicais, tanto de vida livre como de cativeiro, uma vez que estes desenvolvem infecção 

aguda e fatal com frequência. Episódios agudos de toxoplasmose em macacos-de-cheiro 

(Saimiri sciureus) têm sido reportados em diversos zoológicos ao redor do mundo (SALLES 

et al., 1997; SALANT et al.,  2008). Uma taxa de 100% de morbidade e 30% de mortalidade 
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foi relatada em uma colônia de 17 primatas. A causa da alta taxa de mortalidade ainda não foi 

esclarecida, porém a sensibilidade dos primatas do Novo Mundo foi mais uma vez reportada e 

comparada com a de humanos imunocomprometidos (CUNNINGHAM et al., 1992).  O 

resultado do teste imuno-histoquímico, realizado no presente estudo, indicou que muito 

animais foram acometidos pela forma disseminada da doença. Este fato, aliado à alta 

frequência de soropositivos revelados pelo inquérito sorológico, corrobora com a teoria 

supracitada.  

 No Brasil, as investigações sorológicas em primatas neotropicais também apresentam 

resultados variáveis e, na maioria dos casos, assim como no presente estudo, a prevalência é 

alta. No Cetas/IBAMA, 16 de 21 primatas do gênero Sapajus sp., apresentaram reação 

sorológica (PIRES et al., 2012), no Paraná 13 de 43 (30,2%) (GARCIA et al., 2005); São 

Paulo 3 de 5 (60%) (SANCHIS et al., 1972); Mato Grosso do Sul 4 de 13 (30,8%) (LEITE et 

al., 2008). Porém, em uma estação ecológica de São Paulo, somente 3 de 36 (8,33%) 

macacos-prego (Sapajus apella) foram sororreativos (SILVA et al., 2013a). Ao contrário dos 

primatas do Zôo-UPF, estes eram de vida livre. 

 Inquéritos sorológicos, realizados em diversas regiões brasileiras, a partir de espécies 

distintas, também demonstraram elevada soroprevalência. Em propriedades rurais do 

município de Eldorado, Mato Grosso do Sul, a sorologia demonstrou positividade em 22,86% 

(46/201) em aves, 47,61% (20/42) em cães e 57,14% (8/14) em gatos (MARQUES et al., 

2009). Em assentamentos rurais no estado do Paraná, um teste de Imunofluorescência direta 

demonstrou uma prevalência de 82,2% de um total de 169 cães (SILVA-FILHO et al., 2012) e 

25% de um total de 400 gatos no município de Araçatuba, SP (BRESCIANI et al., 2007). 

  Em conclusão, a IHQ demonstrou-se profícua na identificação do agente, em 

fragmentos de tecidos estocados em blocos de parafina, por um curto ou longo período de 

tempo, oportunizando observar o padrão de distribuição do protozoário nos tecidos de 

primatas. A frequência de infecção por T. gondii, revelada pelo inquérito sorológico, confirma 

a alta taxa de infecção, constatada através da IHQ. 
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Tabela I. Formas evolutivas, distribuição e frequência das imunomarcações, detectadas por 

IHQ, observadas em cada órgão analisado dos 26 primatas infectados por Toxoplasma gondii, 

necropsiados no LPA da FAMV-UPF. 

 

 
 

 

 

Órgão Formas evolutivas do 
T. gondii Distribuição Frequência 

absoluta 
Frequência 

relativa 
     
Pulmão Taquizoítos Interstício 19/20 95% 
  Macrófagos alveolares 7/20 35% 
     
 Cistos Interstício 15/20 75% 
  Macrófagos alveolares (Fig 1A) 6/20 30% 
  Próximos à luz alveolar 1/20 5% 
     
     
Fígado Taquizoítos Hepatócitos 8/14 57,14% 

  Células de kupffer (Fig. 1B) 9/14 64,28% 

  Espaço porta 1/14 7,14% 
  Região centrolobular 1/14 7,14% 
     
 Cistos Hepatócitos 14/14 100% 
  Células de kupffer 6/14 42,85% 
  Áreas de inflamação 1/14 7,14% 
  Região centro lobular 1/14 7,14% 
     
     
Coração Taquizoítos Fibras musculares 8/13 61,53% 
     
 Cistos Fibras musculares 11/13 84,61% 
     
     
Cérebro Taquizoítos Neurópilo (Fig. 1C) 7/11 63,63% 
  Encefalite necrotizante (Fig. 1D) 1/11 9,09% 
     
 Cistos Neurópilo 10/11 90,90% 
  Encefalite necrotizante (Fig. 1D) 1/11 9,09% 
     
     
Rins Taquizoítos Células tubulares 3/6 50% 
  Macrófagos 2/6 33,33% 
  Não foi possível determinar a localização 

devido à autólise 
1/6 16,66% 

     
 Cistos Células tubulares 5/6 83,33% 
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Tabela II. Prevalência de anticorpos anti-T. gondii, realizado por screening, em primatas do 

gênero Sapajus e Alouatta, cativos no Zôo, Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo, 

Brasil. 

  
Gênero 

 

 
 

Sapajus sp. 
 

Alouatta sp. Total 

 
Positivo 
 

 
8 (38,1%) 

 
0 (0%) 

 
8 (38,1%) 

Discretamente positivo 
 

10 (47,6%) 0 (0%) 10 (47,6%) 

Negativo 
 

0 (0%) 3 (14,3%) 3 (14,3%) 

Total 
 

18 (85,7%) 3 (14,3%) 21 (100%) 
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Figura 1. IHQ T. gondii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. IHQ T. gondii. A) Pulmão. Imunomarcação em células intersticiais. Cisto e taquizoítos. Cisto em 
macrófago, 400X. B) Fígado. Imunomarcação em hepatócitos e em células de Kupffer, em áreas de degeneração e 
necrose hepatocelular. Cistos e taquizoítos, 400X. C) Cérebro. Imunomarcação junto à encefalite necrotizante. 
Cistos e taquizoítos, 400X. D) Cérebro. Imunomarcação no neurópilo. Cistos e taquizoítos, 400X. 

AA  B 

CC  DD  
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5. CONCLUSÕES 

 

Com os resultados obtidos no estudo realizado, podemos concluir que: 

 

1. No tocante ao diagnóstico post mortem, para leptospirose e toxoplasmose, a IHQ 

demonstrou ser uma ferramenta de alta aplicabilidade.  

 

2. A IHQ permitiu determinar a presença dos agentes, através de fragmentos de tecidos 

emblocados em parafina, independente do tempo em que se encontravam estocados. 

 

3. As imunomarcações, oriundas do teste imuno-histoquímico, oportunizaram determinar o 

padrão de distribuição de Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, nos tecidos avaliados. 

 

4. Os primatas neotropicais cativos no Zôo-UPF demonstraram uma alta frequência de 

infecção por Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, demonstrando a existência de uma 

exposição contínua. 

 

5. As informações fornecidas pelos testes imuno-histoquímicos corroboraram com os 

fornecidos pelos inquéritos sorológicos.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Os resultados do presente estudo servirão para futuras pesquisas em patologia, além de 

consistir de uma importante ferramenta para as entidades de preservação de vida silvestre, em 

especial na compreensão acerca das doenças infecciosas que acometem primatas e 

incrementam a taxa de mortalidade das espécies neotropicais. 

 Animais silvestres cativos possuem diversos fatores que induzem o estresse e, 

consequentemente, ao comprometimento da resposta imunológica frente a diversas doenças, 

pois vivem em condições diferentes às dos seus habitats. Muitos desses animais são acolhidos 

por criatórios após serem resgatados de condições de maus tratos, contrabando ou acidentes. 

Assim, acabam sendo fadados a permanecerem na clausura por toda vida, sob alegação de não 

terem condições de buscar alimentos ou se protegerem dos riscos naturais, após a vida em 

cativeiro. Porém, um questionamento deve ser feito em relação a esta realidade: sendo o 

instinto uma predisposição inata para a realização de certas ações, como a busca de alimentos, 

acasalamento, proteção e fuga, e segundo Charles Darwin, possuírem uma base genética, 

animais silvestres e domésticos não deveriam ter condições de adaptar-se às circunstâncias 

que lhes são naturais?  

 Uma vez delimitados os riscos que o cativeiro representa para cada espécie, aliados à 

atribuição das entidades de conservação e proteção da vida silvestre, investimentos em 

pesquisa para diagnóstico, controle e prevenção de doenças, em especial a leptospirose e 

toxoplasmose em primatas, se fazem necessários, assim como métodos de reintrodução das 

espécies à liberdade da qual foram privados. 
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