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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

LEPTOSPIROSE E TOXOPLASMOSE EM PRIMATAS: DIAGNOSTICO
MOLECULAR E ESTUDO SOROLOGICO
Autora: Marta Regina Grumann

Orientadora: Adriana Costa da Motta
Passo Fundo, setembro de 2015
O presente trabalho descreve um estudo sobre diagnostico imuno-histoquimico e soroldgico
acerca da leptospirose e toxoplasmose em primatas ndo humanos. No capitulo 1 o objetivo
consistiu em detectar animais infectados por Leptospira spp., assim como observar a
distribui¢do das marcagdes do agente nos fragmentos de cada tecido. Foi realizado teste de
imuno-histoquimica (IHQ), nos tecidos de primatas recebidos no Laboratorio de Patologia
Animal (LPA), da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade
de Passo Fundo (UPF), para necropsia, entre os anos 2000 e 2014, assim como um estudo
sorologico nos primatas cativos do Z6o - UPF. Dos 101 primatas testados para Leptospira
spp., 51,48% apresentaram positividade, com marcagdes distribuidas entre pulmao (76,92%),
figado (44,23%) e rins (32,69%). Além disso, realizou-se uma pesquisa de anticorpos anti-
Leptospira spp., efetuada através da soro-aglutinagdo microscopica (SAM),a qual demonstrou
positividade em 90,47% em uma populacao de 21 primatas, com 0s sorovares Sejroe e
panama entre os mais frequentes, obtendo uma similaridade de 20,83% cada. No capitulo 2,
da mesma forma, objetivou-se verificar a presenga e padrao de distribuigdo do T. gondii, nos
tecidos de primatas recebidos para necropsia, no LPA da FAMV-UPF, entre os anos 2000 e
2014, através da THQ. Dos 98 primatas que foram testados para T. gondii, 26,53% foram
positivos, e as imunomarcacdes apresentaram variadas distribui¢des entre pulmao (76,92%,),
figado (58,33%), corag¢do (50%), cérebro (42,30%) e rins (23,07%). Adicionalmente, um
inquérito sorologico foi executado nos primatas do género Sapajus e Alouatta, cativos do
760-UPF. O teste sorologico para detec¢do de anticorpos anti-T. gondii, realizado através da
hemaglutinagdo indireta (HAI), exibiu reatividade em 85,7% dos animais, dentre os quais
todos pertenciam ao género Sapajus, enquanto os trés pertencentes ao género Alouatta
apresentaram-se soronegativos (14,3%). Em conclusao, a IHQ permitiu detectar a presenca de

Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, demonstrando ser uma ferramenta da alta aplicabilidade
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do diagndstico post mortem das enfermidades causadas por estes patégenos. Além disso, os
primatas neotropicais do Z6o-UPF demonstraram uma alta freqiiéncia de infeccao pelos

agentes em questao.

Palavras-chave: imuno-histoquimica, Leptospira spp., primatas, Toxoplasma gondii, zoonose
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduacao em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

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 Laboratorio de Patologia Animal (LPA),
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (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

Z00-UPF, showed a high frequency of infection by these agents.
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1. INTRODUCAO

Os animais selvagens, na natureza e em cativeiro, como 0s primatas € os carnivoros,
participam como portadores ou reservatorios de zoonoses. Ambientes como os zooldgicos sao
propicios a disseminagao de doengas, dentre estas a leptospirose (1) e a toxoplasmose (2).

A leptospirose tem adquirido uma importancia gradual em relagdo aos primatas nao
humanos, pois tendem a tornarem-se reservatdrios, carreando e eliminando o patdgeno através
do tecido renal, representando um risco, também, para outras espécies que habitam zoologicos
e criatorios, além dos humanos que trabalham nestes ambientes ou os visitam (3,4). O
diagnostico da enfermidade em primatas € dificil, pois os sinais clinicos e lesdes sdo menos
evidentes, além da deteccdo dos anticorpos, que ¢ passivel de ocorrer por curtos periodos (4).
O diagndstico sorologico, adquirido pela SAM, ¢ considerado padrdo-ouro para leptospirose
(5). No entanto, o diagnostico anatomopatoldgico, além de levar em consideracdo as lesdes
caracteristicas, permite, também, utilizar métodos complementares como a
Imunofluorescéncia direta (IFD) e a IHQ, as quais apresentam uma boa empregabilidade e
especificidade (6,7,8).

Além da leptospirose, muitos sdo os relatos de ocorréncia de toxoplasmose em
primatas do Novo Mundo (9,10,11), os quais apresentam-se mais sensiveis que os primatas do
Velho Mundo (2) e raramente sobrevivem quando infectados (12). O diagnostico sorolégico
compreende a detec¢ao de anticorpos através de métodos como, por exemplo, HAI (13),
enquanto que na patologia, exames imuno-histoquimicos ja demonstraram ser capazes de
indicar a presenga de T. gondii em numerosos 6rgaos, com variagdes na intensidade das
marcacoes (14).

Nos ultimos anos, na rotina do LPA, FAMV-UPF, tém sido observados casos de
leptospirose em primatas neotropicais, além de achados histopatologicos compativeis com
toxoplasmose em diversos 6rgaos. No Norte do Rio Grande do Sul desconhecem-se estudos
de diagndstico imuno-histoquimico e soroldgico sobre tais enfermidades nessas espécies.
Portanto, uma investigagdo sobre esses agentes infecciosos foi realizada e descrita em dois
capitulos. O primeiro capitulo relata a verificagdo de Leptospira spp., através de THQ, em
tecidos de primatas recebidos para exame anatomopatoldogico no LPA da FAMV-UPF, no
periodo entre 2000 e 2014, além de um inquérito sorologico para essa enfermidade, nos
primatas do género Alouatta ¢ Sapajus, cativos do Z06o-UPF. Este capitulo, intitulado
“Leptospira spp. em primatas neotropicais: caracterizacdo imuno-histoquimica e

inquérito soroldgico” sera traduzido para a lingua inglesa ¢ submetido para publicagdo no
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periodico Ciéncia Rural, na forma de artigo cientifico. O segundo capitulo descreve um
estudo imuno-histoquimico, para detectar Toxoplasma gondii, realizado a partir das mesmas
secgoes de tecidos, e um inquérito sorologico, realizado igualmente nos primatas pertencentes
ao Zdo - UPF. Tal trabalho consiste de um artigo cientifico, intitulado “Aspectos imuno-
histoquimicos e sorolégicos da infeccdo por Toxoplasma gondii em primatas

neotropicais”, submetido para publicagdo no periddico Semina: Ciéncias Agrarias - Uel.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A leptospirose e a toxoplasmose sdo zoonoses de ampla distribui¢ao geografica (2),
ambas cosmopolitas (2,15). Os animais selvagens na natureza e em cativeiro, como 0s
primatas, participam como portadores ou reservatorios de zoonoses, que incluem a
toxoplasmose e a leptospirose (1,16,17).

Em ambientes como zoologicos, a infec¢do e a disseminacdo de agentes podem
ocorrer para os animais do proprio zooldgico, funciondrios e visitantes (18). Assim, os
zoologicos sdo ambientes propicios a propagag¢do de doencas, uma vez que ha uma ampla
variedade de espécies selvagens vivendo sob condigdes diferentes do seu habitat (19). Além
disso, os zooldgicos constituem importantes fontes de informagdo para investigacdes de
doengas transmissiveis, uma vez que os animais encontram-se em situagdes controladas
(18,20).

A espiroqueta patogénica do género Leptospira ¢ eliminada no meio ambiente através
da urina de animais infectados, e a doenga pode variar desde um processo assintomatico, nao
perceptivel, ou levar o individuo ao 6bito (15). A leptospirose ¢ um importante problema de
saude publica, em regides de clima tropical e subtropical, favorecida pelas condigdes
ambientais (16). Desta forma, espécies domésticas e selvagens, com infec¢des subclinicas,
tornam-se reservatorios e eliminam as leptospiras na urina, representando um risco iminente
para a populagdo (16,21). Além disso, estes hospedeiros podem carrear diversos sorovares de
leptospiras, simultaneamente (16).

A transmissdo da doenca pode ocorrer por contato com ambientes aquaticos
contaminados pela urina dos animais reservatorios, que sdo, principalmente, os roedores e
carnivoros (16,22). A leptospirose ¢ transmitida ao homem por contato direto com urina,
sangue, tecidos ou 0rgdos de animais infectados, ou por contato indireto, através da agua, solo
umido ou vegetacdo contaminada. O agente penetra através de lesdes na pele ou de mucosas
integras (orofaringeana, nasal, ocular, e genital), ou também na pele sadia, desde que
submersa em agua contaminada por longo periodo (15).

As leptospiras podem ndo ter alta especificidade por determinados hospedeiros, no
entanto, varios sorovares podem causar doenga em diferentes espécies. Observa-se, também,
uma consideravel distincdo de sinais clinicos, hematologicos e de lesdes, nas doencas
causadas por diferentes sorovares de Leptospira spp. A Leptospira icterohemorragiae e a

Leptospira canicola, por exemplo,quando localizadas nos hepatdcitos, podem resultar em
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lesdao hepatica aguda, aumento da atividade das enzimas hepaticas e hiperbilirrubinemia
(23,24).

Em um estudo anatomopatoldgico, retrospectivo, realizado em 53 casos de
leptospirose em caes, na Regido Central do Rio Grande do Sul, o diagndstico de leptospirose
foi confirmado por IHQ do tecido renal (8). Em humanos foram relatados casos de
insuficiéncia respiratoria aguda associada a leptospirose. O diagndstico foi realizado ante
mortem por hemocultura, apresentando positividade para Leptospira interrogans sorovar
copenhageni. Microscopicamente, ao exame de IHQ, foram constatadas leptospiras em
c¢lulas mononucleares dos septos interalveolares, marcadas com anticorpo monoclonal (23).

Para o diagnostico de leptospirose, o procedimento laboratorial mais simples ¢ a
demonstracao de titulos de anticorpos em elevacao nas amostras pareadas de soro, colhidas na
fase aguda e na fase convalescente da doenga. E possivel, também, verificar a demonstragio
de microorganismos por microscopia de campo escuro em liquidos organicos e emulsdes
teciduais, o que requer que os tecidos sejam frescos. Na patologia, o método convencional
para o diagnoéstico € o emprego da coloragdo de Warthin-Starry, no qual as espiroquetas sao
visualizadas na cor negra (24,25). O diagnostico de leptospirose também pode ser obtido por
IFD através de impressoes de figado e rins, coletados durante a necropsia (6,7). Para casos em
que durante a necropsia ndo se suspeita de leptospirose, porém observam-se lesdes sugestivas
da enfermidade durante o exame histopatoldgico, o diagnostico pode ser realizado através de
[HQ (8,26).

Em primatas, a leptospirose ¢ considerada rara, embora ja tenham sido relatados
alguns surtos (26,27,28). A incidéncia de leptospirose nesses animais, em vida livre ou em
cativeiro, estd relacionada com a presenca de roedores infectados com a espiroqueta. O
contato direto com a urina, liquido placentario e leite, constituem as principais formas de
transmissdo (4). No que se refere aos primatas em cativeiro, o livre acesso de roedores
hospedeiros da espiroqueta aos recintos e, portanto, as fontes de alimentos e 4gua, compde o
principal contribuinte para a prolifera¢do do agente (29).

Com o avango da biotecnologia em diagnoéstico rapido e de precisdo, a identificacao de
agentes infecciosos, como bactérias do género Leptospira spp., tem sido cada vez mais
constante. O uso de técnicas moleculares como a PCR, ELISA, Soroaglutinagdo ¢ IHQ na
medicina humana, bem como na medicina veterindria, tem sido de grande valia. Muitas
doengas infectocontagiosas, como a leptospirose, outrora negligenciada pelos profissionais

quanto a sua ocorréncia em animais cativos, tais como os primatas, podem ser facilmente
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detectadas. Portanto, através dessas ferramentas diagndsticas, o potencial zoondtico do agente
¢ comprometido, pois o conhecimento acerca da ocorréncia da enfermidade ou mesmo da
presenca do agente no estabelecimento, fornece subsidios para a elaboragdao de medidas de
controle, além de fornecer dados quanto ao seu impacto na satde publica (26,30,31,32).

A toxoplasmose ¢ considerada uma das doencas mais prevalentes e difundidas
mundialmente, sobretudo em animais selvagens de cativeiro e de vida livre, bem como em
animais domésticos ¢ no homem. E causada pelo Toxoplasma gondii, um protozoario,
coccidio intracelular obrigatério (2). Os felideos, silvestres ou domésticos, sdo os hospedeiros
definitivos. Nestes, ocorre a multiplicagdo enteroepitelial do parasita que levara a produgdo e
eliminacdo de oocistos pelas fezes e a contaminagdo do ambiente (34). Dependendo das
condi¢gdes climaticas, de umidade e temperatura, em cinco dias, os oocistos tornam-se
infectantes (2).

Em primatas ndo humanos, cativos ou de vida livre, a toxoplasmose ¢ considerada
uma doenga parasitaria fatal. H4 varios 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 a toxoplasmose, apresentando-se mais
vulneraveis que os primatas do Velho Mundo (18,42,43). No entanto, esta vulnerabilidade nao
esta esclarecida (14,42,43). E possivel que durante a evolugdo, devido ao habito arboricola
das espécies neotropicais, estes estiveram isolados das fezes de felideos e, portanto, do
contato com oocistos de T. gondii tornando-se, assim, mais sensiveis a enfermidade (43).

A transmissdo da toxoplasmose pode ocorrer através da ingestdo de oocistos
esporulados devido a contaminacdo fecal de alimentos e 4gua, ingestdo de taquizoitos,
bradizoitos e/ou cistos teciduais pelos carnivoros ou, ainda, por infec¢do transplacentaria, em
hospedeiros intermediarios (23,33,44).

Quanto as formas clinicas, a toxoplasmose pode se apresentar na forma aguda ou
cronica, dependendo da interagcdo parasita-hospedeiro (23,33,43). O estado imunolédgico e a
espécie infectada sdo considerados os fatores mais importantes no que se refere a evolugdo da
doenca no hospedeiro (14,33,43). Os 6rgaos mais afetados nos casos agudos da enfermidade
sdo os pulmdes, figado, bago, linfonodos, intestino e cérebro. Nestes, as lesdes sdo
provenientes da replicacdo intracelular e ruptura de células hospedeiras pelos taquizoitos,
resultando em necrose tecidual (23). A infecgdo torna-se cronica quando o hospedeiro adquire
resisténcia, sendo possivel observar a presenga de cistos no cérebro, musculo esquelético e

coragdo (23,45). Além destes, podem ser acometidos a muscular da mucosa, pancreas, utero,
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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 soroldgico sobre a ocorréncia de leptospirose e toxoplasmose em
primatas e carnivoros selvagens neotropicais, mantidos em cativeiro, em um Zoologico do
Nordeste do Brasil, descreveu pela primeira vez a ocorréncia de anticorpos anti-Toxoplasma
gondii e anti-Leptospira spp., sorovar copenhageni, em um macaco-prego-de-peito-amarelo
(C. xanthosterus), primata ameagado de exting¢do (19). Outras investigagdes soroldgicas sobre
estas zoonoses, em animais selvagens de cativeiro, tém sido realizadas em zooldgicos
brasileiros (17,32,47,48,49,50,51,52).

A infecgdo por T. gondii, no homem e nos animais, ocorre normalmente pela ingestdo
de carne crua ou mal cozida, ou pela ingestdo de oocistos infectantes, eliminados nas fezes de
felideos, que contaminam o solo e a agua. A incidéncia de toxoplasmose ¢ 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 consideracdo as condi¢cdes ambientais e higiénico-sanitarias. Animais selvagens, na
natureza e em cativeiro, podem participar como portadores ou reservatorios da Leptospira
spp. Levando em consideragdo o nimero expressivo de casos compativeis com leptospirose
em primatas neotropicais, necropsiados no Laboratorio de Patologia Animal (LPA), da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo Fundo
(UPF), o presente estudo teve como objetivo detectar a presenca de Leptospira spp., atraves
da imuno-histoquimica (IHQ), e verificar o padréo de distribuicdo do agente em tecidos de
primatas necropsiados. Entre os 101 primatas testados para Leptospira spp., 51,48%
apresentaram positividade, com marcacgfes distribuidas entre pulméo (76,92%), figado
(44,23%) e rins (32,69%). Foi realizada, também, uma pesquisa de anticorpos anti-
Leptospira spp. no Z6o-UPF, através da soroaglutinacdo microscépica (SAM,) a qual
demonstrou positividade em 90,47% em uma populagéo de 21 primatas, com 0S sorovares

sjroe e panama entre os mais frequentes.

Palavras-chave: diagnostico, imuno-histoquimica, Leptospira spp., primatas, zoonose
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1. Introducéo

A leptospirose ¢ uma enfermidade de vasta distribui¢do que acomete, além dos
animais silvestres, animais domésticos € o homem, assumindo um carater zoonotico e
epidémico, com maior frequéncia em regides de clima tropical e em desenvolvimento
(BHARTI et al., 2003). A ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp., bem como um
amplo nimero de sorovares, ja foram identificados em populagdes de primatas neotropicais,
in situ e ex situ, os quais podem atuar como portadores assintomaticos (CORREA et al., 2004;
PIMENTEL et al., 2009). Para este e outros microrganismos, a ligagdo com a célula do
hospedeiro ¢ o primeiro passo na sua patogénese, seguido de invasdo e escape das respostas
imunologicas (VIEIRA et al., 2002). Os danos as células endoteliais de capilares estdo ligados
a causa basica das manifestagdes clinicas e lesdes, envolvendo danos renais, hepaticos,

miocardicos e pulmonares (HILL & SANDERS,1997).

O diagnostico post mortem de leptospirose ¢ um desafio para os patologistas, visto que
o método convencional para o diagnostico, a impregnacao pela prata utilizando a técnica de
Warthin-Starry (WS), € passivel de resultados duvidosos (ADIN & COWGILL, 2000). No
entanto, o diagnostico de leptospirose pode ser obtido através da imunofluorescéncia direta
(IFD), empregada em impressdes de rins, coletadas durante a necropsia (PESCADOR et al.,
2004). Para casos em que durante a necropsia nao ha suspeita da doenga, porém, observam-se
lesdes sugestivas através do exame histopatologico, a imuno-histoquimica (IHQ) ¢ indicada e
apresenta uma boa especificidade (GIRIO et al., 2004). Essas técnicas moleculares podem ser
consideradas uma importante ferramenta em diagnostico e pesquisa, permitindo ao patologista
uma avaliacdo mais consistente em tecidos de primatas nao humanos (MANSFIELD et al.,

2013).

As provas diagnosticas incluem a reagdo em cadeia de polimerase (PCR), diagnostico
sorologico, pela aplicacdo de métodos como ELISA e radioimunoensaio, ou também pela
detec¢do de anticorpos, representado pela aglutinagdo microscopica (MAT), a qual ¢
considerada padrao ouro no diagnostico da leptospirose (GARCIA-VASQUEZ et al., 2010) e
recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (LEVETT, 2001).

Devido a um numero significativo de casos sugestivos de leptospirose observados em
primatas neotropicais, necropsiados no Laboratorio de Patologia Animal da Universidade de
Passo Fundo (LPA-UPF), e pelo desconhecimento da ocorréncia da enfermidade na

populagdo da qual provinham estes animais, o presente estudo teve como objetivo detectar a
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presenca e o padrdo de distribui¢do da Leptospira spp. nos tecidos destes primatas, através da
IHQ. Além disso, levando-se em consideragdo a auséncia de informagdes sobre o papel destes
mamiferos selvagens como reservatorios do patogeno, objetivou-se, também, realizar um

inquérito soroldgico nos primatas neotropicais cativos no Z6o — UPF.

2. Material e Métodos

Imuno-histoquimica e verificacdo anatomopatologica

Foram estudados, a partir do arquivo de blocos, todos os primatas encaminhados ao
LPA-UPF para necropsia, entre os anos 2000 e 2014. As laminas, coradas em hematoxilina e
eosina (HE), de todos os casos, foram revisadas em microscopio Optico e os achados de

necropsia foram averiguados.

A selecdo dos casos foi baseada nos seguintes critérios: disponibilidade dos blocos de
parafina e grau de autolise dos tecidos. Dos 113 primatas encaminhados para necropsia, 12

foram totalmente descartados por inviabilidade de material.

Para realizacdo da THQ foram selecionados blocos de figado, rins e pulmio 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 cromogeno diaminobenzidina (DAB) para verificar as imunomarcagoes.
Utilizou-se o anticorpo policlonal anti-Leptospira HRP conjugado ViroStat (codigo 401) na
diluicado de 1:100. Os cortes foram contracorados com hematoxilina e analisados em
microscopio Optico. Controles positivos foram inseridos, simultaneamente, a partir de casos

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

Esta pesquisa foi autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da

Universidade de Passo Fundo, RS, sob o parecer n® 006/2013 e registro n°® 015/2012.

Foram coletadas amostras de sangue de 21 primatas, 17 da espécie Sapajus nigritus,
um Sapajus apella e trés Alouatta guariba, cativos do Z6o da Universidade de Passo Fundo
(UPF). Para a colheita das amostras, foi realizado o procedimento padrdao de contengdo fisica,

utilizando-se puga e luvas de couro. A venopungao 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

aliquotas.

Para a analise de anticorpos anti-Leptospira spp., as amostras foram acondicionadas e
submetidas a técnica de Soro Aglutinacdo Microscopica (SAM) (COLE et al., 1973), com
antigenos 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.
Analise estatistica

A partir dos dados obtidos, através da IHQ e sorologia, uma estatistica descritiva foi
utilizada para verificar a frequéncia absoluta (total) e a frequéncia relativa (percentual) dos

resultados.

3. Resultados

Imuno-histoquimica e verificagdo anatomopatologica

Dos 101 primatas que foram testados para Leptospira spp., 52 apresentaram
marcagdo, totalizando 51,48% positivos. Em relacdo ao género 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 nao possuiam identificagdo, 3 positivos (5,77%).

Entre os 52 que apresentaram positividade, 40 apresentaram imunomarca¢ao no
pulmdo (76,92%), 23 no figado (44,23%) e 17 nos rins (32,69%). Além disso, 18 casos
apresentaram somente no pulmao (34,61%), 8 no figado (15,38%) e 2 nos rins (23,84%) Os

24 restantes apresentaram marcag¢ao, simultaneamente, em dois ou mais 6rgaos (46,15%).

As marcacgdes observadas estavam distribuidas de forma tnica ou de forma distinta no

mesmo tecido conforme apresentadas na tabela 1.

Os achados de necropsia mais relevantes consistiram de mucosas palidas, congestas,
ictéricas ou hiperémicas; subcutdneo com ictericia e/ou edema; liquido sero-hemorragico nas

cavidades, ascite ou hidrotorax. Constatou-se, ainda, edema, congestao e/ou hemorragia
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pulmonar; figado com acentua¢do do padrdo lobular, ictericia e/ou areas palidas; rins
congestos, palidos, ictéricos e/ou com evidenciagdo das estrias corticais. Quanto a
histopatologia, os principais achados do figado, rins e pulmdo constituiram-se,
respectivamente, de dissociacdo de hepatdcitos, degeneragdo e necrose hepatocelular,
colestase intrahepatocitaria e/ou intracanalicular, além de hepatite periportal ndo supurativa;
nefrose com cilindros hialinos e nefrite intersticial ndo supurativa; congestdo, hemorragia,

edema e pneumonia intersticial supurativa, ndo supurativa ou fibrinossupurativa.
Sorologia

O teste soroldgico 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 titulagdes distintas. Os dois sorovares mais provaveis para
esta populacao foram o sjroe e panama, com uma frequéncia 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 ¢ tarassovi com 4,17%; celledoni e castellonis
com 2,08%. As reagdes foram observadas nas seguintes dilui¢des: 1/100, com uma frequéncia

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

4. Discusséo

Na avaliagdo da técnica de IHQ, em fragmentos de sistema nervoso central (SNC) de
bovinos e equinos, infectados naturalmente pelo virus da raiva, a IHQ demonstrou ser uma
técnica de boa sensibilidade em tecidos extraidos de bovinos em relagdo aos de equinos,
especialmente em cortes de cerebelo e tronco encefalico (ACHKAR et al., 2010). Embora a
determinagdo da especificidade e sensibilidade ndo tenha sido exequivel, o presente estudo
permitiu constatar os beneficios da THQ em estudos retrospectivos, em que as amostras
encontravam-se armazenadas em blocos de parafina, por um curto ou longo periodo de tempo

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

Em contrapartida, estudos indicam que, embora a IHQ represente um excelente
método para veterinarios patologistas na observacdo de antigenos, 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 passiveis de erros

durante a sua execu¢do, mesmo quando conduzida por laboratoristas experientes e com a
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utilizagdo de bons anticorpos (WARD & REHM, 1990; MIKAELIAN et al., 2004). Dentre
estes erros estd o “background”, que representa uma coloracdao inespecifica, causada pelo
cromogeno 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 deposi¢do do cromogeno em estruturas que ndo deveriam conter o antigeno,
também pode gerar falsas interpretacdes. As causas destas marcagdes inespecificas parecem
estar relacionadas a diversos fatores como: peroxidase endogena; biotina endogena (presente
em maiores concentragdes no figado e rins); concentracdo inadequada do anticorpo e
identificacdo erronea de pigmentos (melanina e hemossiderina) (WIECZOREK et al., 1997;
BARRA, 2006; RAMOS-VARA et al., 2008).

Alteragdes provocadas pela autdlise também podem dificultar a interpretacdo das
reagoes, € as chances de reatividade em tecidos autoliticos diminuem em 0,33 vezes em
comparagdo com laminas obtidas de tecidos viaveis (OLIVEIRA et al., 2009). Por esta razdo,
em apenas um dos casos em que o figado encontrava-se com um pequeno grau de autélise, foi

possivel visualizar as leptospiras.

Diferencas de intensidade nas imunomarcacgdes teciduais foram observadas nos cortes
histologicos testados para Leptospira spp. Além disso, em algumas amostras, os agentes
encontravam-se aparentemente fragmentados ou em marcac¢do difusa, sendo consideradas
igualmente positivas aquelas em que o agente encontrava-se com morfologia preservada, sem
distor¢cdes. Ambas as situagdes sao passiveis de positividade (ELLIS et al.,, 1983;
SCANZIANI, 1991; HAANWINCKEL et al., 2004), embora possam ser considerados
positivos somente os casos em que as leptospiras sdo visualizadas morfologicamente
inalteradas (STERNBERGER et al., 1970; ZAMORA et al., 1995). Apesar de considerarmos
positivas as imunomarcacoes difusas e as formas fragmentadas, destacamos a relevancia da
avaliacdo 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 o6rgdos testados. No entanto, os demais também apresentavam lesdes
compativeis com a leptospirose, embora nestes ndo houvesse imunomarcagdes. Tal fato foi
também constatado por GIRIO et al. (2004), com imunomarcagio somente no figado de um
porco-monteiro, que apresentava, também, lesdes renais sugestivas da enfermidade. A

auséncia da imunomarcag¢ao nao determina a auséncia do agente no tecido, pois muitas podem
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ser as razdes que impedem tais reagdes, como por exemplo, a distribuicdo ao acaso das
leptospiras nos tecidos fixados, levando a auséncia do agente em alguns campos observados
(ELLIS et al.,, 1983; HAANWINCKEL et al., 2004). Embora o mecanismo final da
degradacdo de antigenos seja ainda desconhecido, as oxidag¢des quimicas, térmicas ou
fotonicas tém sido propostas para justificar a diminui¢do na imunorreatividade (BLIND et al.,
2008). A influéncia da luz e temperatura, nesse contexto, ja foi previamente comprovada, no
entanto ndo ¢ possivel afirmar se o mecanismo resulta da oxidacao ou outras modificagdes
quimicas do tecido (RAMOS-VARA et al., 2013). Ademais, a adicdo de antioxidantes na
composicdo da parafina utilizada para a inclusdo dos fragmentos de 6rgaos, ndo impede a

degradacao dos antigenos 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 marcac¢do no tecido pulmonar, o que demonstra um alto indice de
acometimento deste Orgdo, pela infeccdo por Leptospira spp. Tais marcagdes estavam
presentes no intersticio, capilares alveolares, macrofagos e parede do bronquiolo. Nao
obstante os nossos resultados demonstrem uma maior distribuicdo das marcagdes, estes ainda
corroboram com a forma pulmonar grave da leptospirose em humanos, em que as reacgdes
imuno-histoquimicas revelaram marcagdes granulares sutis, demonstrando o agente engolfado
por macrofagos, em septos e alvéolos (SILVA et al, 2002). Os métodos diagndsticos
patologicos convencionais ndo possibilitam a detecgdo da Leptospira spp. no tecido
pulmonar, destacando a importancia da IHQ, tanto no diagndstico como na evidenciagdo de
antigenos do microrganismo nas areas afetadas, permitindo uma melhor compreensdo acerca

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

As leptospiras, em sua maioria, foram observadas entre sinusoides, hepatocitos e, por
vezes, nas cé¢lulas de Kupffer. Similarmente, em figado de cobaios, a presenca de leptospiras
foi verificada ndo somente nas células de Kupffer, mas também aderidas a membrana
plasmatica dos hepatdcitos (BRITO et al, 2006). Quando coradas com técnicas de
impregnacao 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 hepatdcitos (JONES et al., 2000).

As marcagdes, observadas nos tecidos renais, formavam pequenos aglomerados de
coloragdo marrom que, por vezes, encontravam-se dissociados e filiformes, localizados

principalmente no limen tubular e, ocasionalmente, no intersticio e glomérulos. Essas formas
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de apresentacdo, marcacdo e disposi¢ao foram similares as 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 anatomopatologicos da leptospirose em caes, os rins foram os
orgdos de eleicdo para a execucdo da IHQ e confirmacdo diagnoéstica da doenga (TOCHETTO
et al. 2012). Tendo em vista que o nosso estudo detectou o maior niimero de positivos no
pulmado, com 76,92% dos casos, seguido do figado com 44,23%, e o tecido renal, com
somente 32,69%, defendemos que a técnica, quando aplicada a fragmentos desses trés tecidos,
diminui as chances de ocorréncias de falsos negativos. Ademais, hd uma peculiaridade em
relagdo a patogenicidade para cada sorovar de Leptospira spp. Tal fator determina variagdes
no curso clinico da moléstia, assim como nas lesdes e tecidos acometidos pelo patdogeno

(BHARTI et al., 2003).

Em primatas a leptospirose ¢ considerada rara, embora ja tenham sido relatados alguns
surtos (PEROLAT et al., 1992; REID et al., 1993). A incidéncia da doenga nesses animais, em
vida livre ou em cativeiro, esta relacionada com a presenca de roedores infectados com a
espiroqueta. O contato direto com a urina, liquido placentario e/ou leite constituem as
principais formas de transmissdo (FAINE et al., 1999). No que se refere aos primatas em
cativeiro, o livre acesso de roedores hospedeiros da espiroqueta aos recintos e, portanto, as
fontes de alimentos e agua, compde o principal contribuinte para a proliferacdo do agente
(BOLIM, 2003). As lesdes mais comuns na leptospirose em diversas espécies, inclusive em
fetos, consistem de ictericia, acentuacdo do padrdo lobular hepéatico, evidenciacdo das
estriacdes corticais renais € hemorragia intestinal. Microscopicamente, na coloracdo de HE,
observa-se dissociagdo de hepatdcitos, degeneracdo e necrose hepatocelular, além de
colestase, nefrite intersticial ndo supurativa e nefrose (JONES et al., 2000; ZACHARY, 2013;
TOCHETTO et al., 2012). Estudos anatomopatologicos sobre leptospirose em primatas sdo
escassos. Em caes, a enfermidade ocorre, principalmente, de forma aguda a subaguda com
lesdes renais caracterizadas por degeneracdo e necrose do epitélio tubular, debris celulares e
cilindros hialinos obstruindo os tibulos e nefrite intersticial ndo supurativa com graus
variados de intensidade do infiltrado. No figado, observa-se dissociagdo dos corddes dos
hepatocitos e acumulo de pigmento biliar no interior dos canaliculos, e necrose hepatocelular
em alguns casos. No pulmio de cies com leptospirose relata-se lesdo alveolar difusa com

hemorragia e edema, além de capilarite, que consiste de agregados de neutrdfilos no interior
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de microvasos. (TOCHETTO et al., 2012). Em nosso estudo, os achados anatomopatolédgicos
observados foram compativeis com leptospirose e corroboram com a maioria dos achados

supracitados.

As provas soroldgicas para leptospirose incluem diversas técnicas diagndsticas,
porém, o diagnostico sorologico realizado por meio da SAM, representa o padrdo ouro no
diagnéstico da enfermidade (GARCIA-VAZQUEZ et al., 2010). Considerando esse fato,
somado a possibilidade de determinar os sorovares presentes, a SAM foi a prova soroldgica
de eleicao. Embora exista a possibilidade de uma aglutinagdo cruzada, este teste abrange uma
boa variedade de sorovares e a sensibilidade ainda é elevada (GARCIA-VAZQUEZ et al.,
2010). No presente estudo, a alta freqiiéncia de animais positivos, determinada pelo inquérito
soroldgico, foi consistente com os dados revelados pelo teste imuno-histoquimico. Assim, foi
possivel comprovar a alta prevaléncia do patégeno em populagdes de primatas neotropicais,

na regido estudada.

Inquéritos soroldgicos ja foram realizados em diversas populacdes de primatas,
apresentando variagdes de frequéncia e de sorovares entre regides. Dentre estes, destacaram-
se: ballum, icterohaemorrhagiae, autumnalis, pyrogenes, panama, pomona, tarassovi e
canicola (BAULU et al., 1987); castellonis, copenhageni e grippotyphosa (CORREA et al.
2004); cynopteri, andamana, hebdomadis, copenhageni, patoc, cuica, hardjo,
icterohaemorrhagiae, javanica, grippotyphosa e autumnalis (COSTA, 2009). A
biodiversidade da Leptospira spp. em determinados ambientes é definida pelo clima,
geografia e interagdes biodticas (VINETZ et al., 1996). Em regides tropicais, com uma grande
riqueza de espécies, animais silvestres e sinantropicos, como ratos, morcegos € marsupiais,
sao portadores de alta prevaléncia do agente no tecido renal. (WILLIG, 2001; BRUNELL et
al., 2000).

Em uma populagdo de primatas do género Sapajus, pertencente a um criatorio de
animais selvagens da Coldmbia, com 52 individuos, 37 (71%) apresentaram sinais clinicos e
14 (27%) foram a obito. Somente dois animais positivos foram assintomaticos. Os sorovares
identificados foram copenhageni e icterohaemorragiae (SZONYI et al., 2011),
demonstrando que a patogenicidade do agente esta diretamente correlacionada com os indices
de morbidade e mortalidade em uma populagdo. Estes dois sorovares foram observados na
sorologia dos primatas do presente estudo, ainda que de forma inexpressiva, representando

uma ameaca a sanidade tanto dos sororreativos, como dos que compartilhavam o mesmo
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recinto. Embora alguns sorovares considerados mais patogénicos tenham sido detectados em
maior diluicdo, os animais encontravam-se assintomaticos no momento da colheita de
material, situagdo semelhante a descrita por PIMENTEL et al., 2009 ¢ FERREIRA et al.,
2011. As razdes pelas quais alguns pacientes apresentam manifestagcdes clinicas graves e
outros a sintomatologia ¢ nula ou moderada, ainda sdo desconhecidas e podem estar ligadas
ndo somente as caracteristicas do agente, mas também a fatores relacionados ao hospedeiro
como os genéticos, nutricionais e imunitarios, por exposi¢do prévia a Leptospira spp.

(GARCIA-VAZQUEZ et al., 2010).

Dados de correlagdo entre sorovar e doenga sdo escassos, principalmente em estudos
com primatas. O sorovar andamana, por exemplo, detectado em nosso inquérito sorologico,
em diferentes titulagdes, pertence a espécie L. biflexa, ¢ apatogénico e de vida livre.
Entretanto, esse sorovar costuma reagir precocemente e apresenta reacdes cruzadas com
sorovares patogénicos, sendo utilizado como marcador sorologico (AGUIAR et al., 2010).
Outro isolado, o sorovar autumnalis, pertencente a espécie patogénica L. nogushii, também
presente nesta populagdo com positividade nas dilui¢cdes 1/100 e 1/400, ja foi previamente
isolado em caprinos e ovinos (ARAUJ O NETO et al., 2008, HIGINOet al., 2010, ALVES et
al., 2012) e em um paciente humano sintomatico (SARAVANAN et al., 2000). Estes dados
nos revelam os riscos da interagdo entre homens e animais, no que diz respeito a cadeia de

transmissao da leptospirose.

Concluséo

A THQ demonstrou eficacia no diagndstico de leptospirose em primatas e deve ser
utilizada de acordo com as caracteristicas do caso a ser investigado. Além disso, permitiu
concluir o diagndstico nos casos em que nao havia suspeita prévia da enfermidade, além de
possibilitar observar, com precisdo, a distribuicdo do agente nos tecidos testados, encontrados

com maior frequéncia no pulmao.

O inquérito soroldgico realizado nos permitiu confirmar a presenca da Leptospira spp.
na populagdo de primatas neotropicais do Z6o — UPF, indicando, portanto, a possibilidade de
produzir doenga e leva-los a dbito. A frequéncia da enfermidade, revelada pela THQ ¢

condizente com esse resultado.



33

Agradecimentos

Agradecemos a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul

(FAPERGS) e Universidade de Passo Fundo (UPF), pelo apoio financeiro.



34

Referéncias
ACHKAR, S.M. et al. Sensibilidade da técnica de imuno-histoquimica em fragmentos de
sistema nervoso central de bovinos e eqiiinos naturalmente infectados pelo virus da raiva.

Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.30, p.211-218, 2010.

ADIN, C.A.; COWGILL, L.D. Treatment and outcome of dogs with leptospirosis: 36 casos
(1990-1998). Journal of the American Veterinary Medical Association, v.216, p.371-375,
2000.

AGUIAR, D.M. et al. Aconticorpos anti-Leptospira spp. em ovinos do Municipio de Monte
Negro. Estado de Rondonia. Arquivos do Instituto Bioldgico, v.77, p.529-532, 2010.

ALVES, C.J. et al. Caracteriza¢ao epidemioldgica e fatores de risco associados a leptospirose
em ovinos deslanados do semiarido brasileiro. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.32, p.523-
528,2012.

ARAUJO NETO, JI.0. et al. Soroprevaléncia e fatores de risco associados & infecgdo por
Leptospira spp. em rebanhos caprinos da microrregido do Serid6é Oriental, Rio Grande do

Norte, Brasil. Anais Encontro Nacional de Diagnostico Veterinario, p. 201-202, 2008.

AZI1Z1, S. et al. Comparision of polymerase chain reaction and Warthin-Starry techniques to
detect Leptospira spp. in kidneys of slaughtered cattle. Onderstepoort Journal of
Veterinary Research, v.81, art. 821, 6p, 2014.

BARRA, M.B. O uso da imunoistoquimica no diagndstico: indica¢des e limitagdes. Revista

da AMRIGS, v.50, p.173-184, 2006.

BAULU, J. et al. Leptospires in vervet monkeys (Cercopithecus aethiops sabaeus) on
Barbados. Journal of Wildlife Disease, v.23, p.60-66, 1987.

BHARTI, A.R. et al. Leptospirosis: a zoonotic disease of global importance. The Lancet
Infectious Diseases, v.3, p.757-771, 2003.

BLIND, C. et al. Antigenicity testing by immunohistochemistry after tissue oxidation.
Journal of Clinical Pathology, v.61, p.79-83, 2008.

BOLIN, C.A. Leptospirosis. In: FOWLER, M.E.; MILLER, R.R. (eds.) Zoo and Wildlife
Medicine. 5th ed. Elsevier Science, Philadelphia, Pennsylvania. p. 699-702, 2003.



35

BRITO, T. et al. Immunohistochemical and in situ hybridization of the liver and kidney in

human leptospirosis. Virchows Archives, v.448, p.576-583, 2006.

BRUNELL, J.E. et al. Detection of pathogenic Leptospira spp. infections among mammals
captured in the Peruvian Amazon basion region. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v.63, p.255-258, 2000.

COLE JUNIOR, J.R. et al. Improved microtechnique for agglutination test. Applied
Microbiology and Biotechnology, v.25, p.970-980, 1973.

CORREA, S.HR. et al. Epidemiologia da leptospirose em animais silvestres na Fundagio
Parque Zoologico de Sao Paulo. Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal
Science, v. 41, p.189-193, 2004.

COSTA, S.M. Estudos de frequiéncia de anticorpos contra Leptospira interrogans e
Trypanossoma cruzi em soros sanguineos de primatas neotropicais de cativeiro.

Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia Animal, Universidade Federal do Para, Para. p.91, 2009.

CULLEN, J.M. Liver, Biliary System and Exocrine Pancreas (2007) In: Pathology Basis of
Veterinary Disease, McGavin M.D.; Zachary J.F., St. Louis, USA: Elsevier, 2007, 1478p.

DIVITO, K.A. et al. (2004) Long-term preservation of antigenicity on tissue microarrays.
Laboratory Investigation, V.84, p.1071-1078, 2004.

ELLIS, T.M. et al. Detection of leptospires in tissue using na immunoperoxidase staining

procedure. Australian Veterinary Journal, v.60, p.364-367, 1983.
FAINE, S. et al. Leptospira and leptospirosis. 2 ed. Melbourne: MediSci, 1999, 272p.

FERREIRA, D.R.A. et al. Ocorréncia de anticorpos e fatores de risco associados a infecgao
por Leptospira spp. em Cebus spp. mantidos em cativeiro no Nordeste do Brasil. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, v.31, p.1019-1023, 2011.

GARCIA-VAZQUEZ, E. et al. Leptospirosis. Medicine, v.10, p.3896-3902, 2010.

GIRIO, R.J.S. et al. Pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp. em animais silvestres ¢ em
estado feral da regido de Nhecolandia, Mato Grosso do Sul, Brasil: utilizacdo da técnica de

imuno-histoquimica para detec¢do do agente. Ciéncia Rural, v.34, p.165-169, 2004.



36

HAANWINCKEL, M.C.S. et al. Avaliagdo da prova de Imunoperoxidase como recurso
diagnostico na leptospirose animal. Arquivos do Instituto Biologico, v.71, p.293-301, 2004.

HIGINO, S.S.S. et al. Frequéncia de leptospirose em ovinos abatidos no Municipio de Patos,

Paraiba. Arquivos do Instituto Bioldgico, v.77, p.525-527, 2010.

HILL, M.K.; SANDERS, C.V. Leptospiral pneumonia. Seminars in Respiratory Infections,
12, 44-49, 1997.

JONES, T.C. et al. Patologia Veterinaria. Manole: S&o Paulo, 2000. 1415p
LEVETT, P.N. Leptospirosis.Clinical Microbiology Reviews, v.14, p.296-326, 2001.

MANSFIELD, K.G. et al. Molecular Localization Techniques in the Diagnosis and
Characterization of Nonhuman Primate Infectious Diseases. Veterinary Pathology, v.51,
p.110-126, 2013.

MIKAELIAN, I. et al. Antibodies that label paraffin-embedded mouse tissues: a colaborative
endeavor. Journal of Toxicologic Pathology, v.32, p.181-191, 2004.

OLIVEIRA, E.C. et al. Analise imuno-histoquimica de caes naturalmente infectados pelo

parvovirus canino. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.29, p.131-136, 2009.

PEROLAT, P. et al. Occurrence of severe leptospirosis in a breeding colony of squirrel

monkeys. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.46, p.538-545, 1992.

PESCADOR, C.A. et al. Aborto eqiiino por Leptospira spp. Ciéncia Rural, v.34, p.271-274,
2004.

PIMENTEL, J.S. et al. Inquérito soroldgico para toxoplasmose e leptospirose em mamiferos
selvagens neotropicais do Zooldgico de Aracaju, Sergipe. Pesquisa Veterinaria Brasileira,

v.29, p.1009-1014, 2009.

RAMOS-VARA, J.A. et al. Suggested guidelines for immunohistochemical techniques in
veterinary diagnostic laboratories. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v.20,
p.393-413, 2008.

REID, H. A. et al. Leptospirosis in a White lipped tamarin (Saguinus labiatus). Laboratory
Animal Science, v.43, p.258-259, 1993.



37

SARAVANAN, R. et al. Leptospira autumnalis isolated from a human case from Avadi,
India, and the serovar’s predominance in local rat and bandicoot populations. Annals of

Tropical Medicine and Parasitology , v.94, p.503-506, 2000.

SCANZIANI, E. Comparation between specific immunoperoxidase staining and
bacteriological culture in the diagnosis of renal leptospirosis of pigs. Research in Veterinary
Science, 50, 229-232, 1991.

SILVA, J.J.P. et al. Clinicopathological and immunohistochemical features of the severe
pulmonary form of leptospirosis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v.35, p.395-399, 2002.

STERNBERGER, L.A. et al. The wunlabeled antibody enzyme method of
immunohistochemistry. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, v.18, p.315-333,
1970.

SZONYI, B. et al. An outbreak of severe leptospirosis in capuchin (Cebus) monkeys. The
Veterinary Journal, v.188, p.237-239, 2011.

TOCHETTO, C. et al.Aspectos anatomopatologicos da leptospirose em caes: 53 casos (1965-
2011). Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.32, p.430-443, 2012.

VAN MAANEN, C. et al. A interlaboratory comparison of immunohistochemistry and PCR
methods for detection of Neospora caninum in bovine fetal tissues. Veterinary
Parasitology, v.126, p.351-364, 2004.

VIEIRA, O.V. et al. Phagosome maturation: aging gracefully. Biochemical Journal, v.366,
p.689-704, 2002.

VINETZ, J.M. et al. Sporadic urban leptospirosis. Annals of Internal Medicine, v.125,
p.794-798, 1996.

WARD. J.M. Controls for immunochemistry: is brown good enough? Toxicologic Pathology,
v.32, p.273-274, 2004.

WARD, J.M.; REHM, S. Applications of immunohistochemistry in rodent tumor pathology.
Experimental Pathology, v.40, p.301-312, 1990.



38

WIECZOREK, R. et al. Nonspecific nuclear immunoreactivity after antigen retrieval using

acidic and basic solutions. Journal of Histotechnology, v.20, p.139-143, 1997.

WILLIG, M.R. Common trends with latitude. Levin SA (Ed.) Encyclopedia of biodiversity.
San Diego, CA: Academic press, p.701-714, 2001.

ZACHARY, J.F. Mecanismos das infec¢des bacterianas. In: ZACHARY, J.F.; McGAVIN,
M.D. (Eds.) Bases da Patologia em Veterinaria. 5. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2013. Cap. 4,
p. 147-187

ZAMORA, J. et al. Leptospirosis de roedores silvestres em el area rural de Valdivia. Pesquisa
de Leptospira interrogans mediante inmunofluorescencia e inmunoperoxidase. Archivos de
Medicina Veterinaria, v.24, p.115-118, 1995.



39

Tabela 1 — Distribuicdo e frequéncia das imunomarcagdes, detectadas por IHQ, observadas
em cada 6rgdo analisado dos 52 primatas infectados por Leptospira spp, necropsiados no LPA

da FAMV-UPF.

Orgao Distribuigao Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta
Intersticio(Fig. 1A) 29/40 72,50%
Pulmao Capilares 12/40 30%
Macroéfagos alveolares(Fig. 1B) 12/40 30%
Parede do bronquiolo 1/40 2,50%
Entre sinusoides e hepatocitos (aderidas a 10/23 43,47%

membrana plasmatica do hepatocito)
Vasos sanguineos (capilares sinusoides e 4/23 17,39%

vasos sanguineos do espago porta)(Fig. 1C)

Figado Espago porta 3/23 13,04%
Junto a inflamag@o periportal 2/23 8,69%
Células de Kupffer 2/23 8,69%
Focos de inflamagao 1/23 4,34%
Nao identificado devido a autdlise 1/23 4,34%
Lumen tubular 9/17 52,94%
Rins Intersticio(Fig. 1D) 4/17 23,52%
Glomérulos 3/17 17,64%

Macroéfagos intersticiais 1/17 5,88%




40

Tabela 2. Frequéncia de primatas soropositivos, sorovares prevalentes e respectivas diluigdes
do teste de soroaglutinagdo miscroscopica (SAM), aplicado em amostras sorologicas de
primatas dos géneros Sapajus e Alouatta, cativos do Z6o da Universidade de Passo Fundo,

Rio Grande do Sul, Brasil.

S Diluigdes
orovares 100 200 400

sejroe 8 2 - 10 (20,83%)
panama 8 1 1 10 (20,83%)
autumnalis 4 - 2 6 (12,50%)
icterohaemorragiae - 3 R 3 (6,25%)
andamana 5 2 ) 9 (18,75%)
celledoni 1 - - 1 (2,08%)
wolffi 4 . B 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%)




Figura 1. IHQ Leptospira spp.

Fig 1. IHQ Leptospira spp. A) Pulmdo. Imunomarcagdo no intersticio, 200X. B) Pulmio. Imunomarca¢do no
intersticio e macrofagos, 400X. C) Figado. Imunomarcacdo difusa entre sinusoides e hepatdcitos, 400X. D) Rim.
Imunomarcagao no intersticio e células tubulares. 400X.
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RESUMO

A toxoplasmose é uma doenga causada pelo Toxoplasma gondii, um coccideo intracelular que
infecta a maioria dos vertebrados homeotérmicos. A doenga apresenta ampla distribuicdo
mundial sendo fatal em primatas neotropicais, os quais apresentam uma suscetibilidade
peculiar, ainda nao elucidada. Uma vez que ¢ observado um crescente nimero de 6bitos com
fortes indicios da presenca do agente nos tecidos, o presente trabalho teve por objetivo
realizar um estudo imuno-histoquimico, verificando o padrao de distribuigcdo das
imunomarcagdes nos primatas necropsiados no Laboratorio de Patologia Animal da
Universidade de Passo Fundo (LPA-UPF), entre os anos 2000 e 2014. Realizou-se, ainda, um
inquérito soroldgico para T. gondii em 21 primatas neotropicais, dos géneros Sapajus e
Alouatta, pertencentes ao Zooloégico da UPF, Rio Grande do Sul, Brasil. A imuno-
histoquimica (IHQ) foi realizada através do método da streptavidina-biotina-peroxidase,
detectando 26,53% de positividade em 98 primatas. As imunomarcagdes apresentaram
variadas distribuigdes entre, pulmao (76,92%), figado (58,33%), coracdo (50%), cérebro
(42,30%) e rins (23,07%). A sorologia foi realizada através da hemaglutinacdo indireta (HAI),
exibindo reatividade em 85,7% dos animais, todos pertencentes ao género Sapajus, enquanto

os trés negativos (14,3%) eram do género Alouatta.

Palavras-chave: imuno-histoquimica, primatas, toxoplasmose, zoonose, zooldgico
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1. Introducéo

A toxoplasmose ¢ uma doenca causada pelo Toxoplasma gondii, um coccideo
intracelular, que infecta a maioria dos vertebrados homeotérmicos. (WOLF, 2003; LINDSAY;
DUBEY, 2007). O parasita pode ser adquirido pela ingestdo de oocistos esporulados,
originarios de fezes de gatos, ingestdo de carne crua ou mal cozida, infectada com cistos, ou
ainda por via transplacentaria, quando a infec¢ao primaria ocorre durante a prenhez (INNES,
1997; DUBEY; LINDSAY, 2004).

A enfermidade pode se apresentar na forma aguda ou cronica, dependendo da
interagdo parasita-hospedeiro (INNES, 1997; DUBEY et al., 1998), e ¢ comumente severa e
aguda em primatas neotropicais, 0s quais apresentam uma suscetibilidade peculiar, ainda nao
elucidada (ANDERSON; McCLURE, 1993; INNES, 1997). A razao desta suscetibilidade tem
sido hipoteticamente atribuida aos habitos arboricolas destas espécies, que levam ao
isolamento do contato com as fezes de felideos (INNES, 1997). O curso clinico € rapido e os
animais morrem subitamente (EPIPHANIO et al., 2003; GYIMESI et al., 2006; SALANT et
al., 2009). As relagdes entre suscetibilidade do hospedeiro, genotipo e viruléncia do parasita,
ainda estdo sendo reveladas (PELAEZ et al.,, 2011). No entanto, a severidade do quadro
clinico, nas espécies neotropicais, parece ser independente da cepa envolvida (SALANT et
al., 2009).

Os 6rgdos acometidos, nos casos agudos, incluem pulmdes, figado, bago, linfonodos,
intestino e cérebro, resultando na replicacdo e ruptura de células do hospedeiro pelos
taquizoitos e, subsequentemente, necrose tecidual (EPIPHANIO et al., 2003). Nos casos em
que hd uma boa resposta imunoldgica do hospedeiro frente ao parasita, a infec¢do torna-se
cronica, possibilitando observar a presenca de cistos formados por bradizoitos no cérebro,
musculos esqueléticos e coragao (DUBEY et al., 2004).

Devido a auséncia de informagdes sobre a infec¢do 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-histoquimico, verificando a distribui¢do do agente nos
tecidos dos animais necropsiados no LPA, além de um inquérito sorologico, em uma

populagdo cativa,
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2. Material e Métodos
Imuno-histoquimica

Foram estudados, a partir do arquivo de blocos, os tecidos de todos os primatas
encaminhados ao Laboratério de Patologia Animal da Universidade de Passo Fundo (LPA-
UPF) para necropsia, entre os anos 2000 e 2014.

A selecdo foi baseada nos seguintes critérios: disponibilidade dos blocos de parafina e
grau de autolise dos tecidos. Ao todo, foram estudados tecidos de 98 animais.

Para realizacdo da imuno-histoquimica (IHQ) foram selecionados blocos de figado,
rins, pulmdo, coragdo e cérebro (CUNNINGHAM et al., 1992; EPIPHANIO et al., 2003;
ANDRADE et al., 2007). Sequencialmente, os blocos de parafina foram seccionados e
submetidos a0 método da streptavidina-biotina-peroxidase, acrescentando o diaminobenzeno
(DAB) como cromodgeno, para verificar as imunomarcagdes. Foi utilizado o anticorpo
policlonal anti-T. gondii, Zeta Corporation (codigo Z2197), na dilui¢do de 1:100. Os cortes
foram contracorados com hematoxilina e analisados em microscopio Optico. Controles
positivos foram inseridos, simultaneamente, a partir de casos positivos, testados previamente

(OLIVEIRA et al., 2009).

Sorologia

Esta pesquisa foi autorizada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade de Passo Fundo, RS, sob o parecer n® 006/2013 e registro n°® 015/2012.

Foram coletadas amostras de sangue de 21 primatas, 17 Sapajus nigritus, um Sapajus
apella e trés Alouatta guariba, cativos do Z6o da UPF. Para a coleta das amostras, foi
realizado o procedimento padrdo de contengado fisica, utilizando-se puga e luvas de couro. A
venopungao foi realizada através da veia femoral, obtendo-se 3 ml de sangue de cada animal.
As amostras foram centrifugadas e os soros separados em aliquotas.

Para a determinagdo qualitativa (Screening) de anticorpos anti-Toxoplasma gondii,
utilizou-se o teste de Hemaglutinagdo Indireta (HAI), através do Kit Imuno-HAI®
Toxoplasmose, Laboratério Wama Diagnostica. A técnica de HAI foi realizada segundo o

manual de instrucdes.
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Analise estatistica

A estatistica descritiva foi utilizada para verificar a frequéncia absoluta (total) e a
frequéncia relativa (percentual) dos resultados obtidos pela IHQ. Os dados gerados pela
andlise sorologica foram analisados através de tabela de contingéncia seguida de teste qui-

quadrado, para verificar a associagdo entre as variaveis.

3. Resultados
Imuno-histoquimica

Entre os 98 primatas, 26 apresentaram imunomarcacao, totalizando 26,53% de
positivos. O género Alouatta apresentou maior frequéncia, com um total de 45 individuos e 15
positivos (33,33%), seguido de Callithrix (5/19 [26,31%]) e Sapajus (4/22 [18,18%]). Entre
os géneros com menor nimero de individuos, estavam Papio, Aotus e outros que ndo
possuiam identificacdo (2/12 [16,66%]).

Em relagdo aos orgdos estudados, 20 apresentaram imunomarca¢do no pulmio
(76,92%), 14 no figado (58,33%), 13 no coracgdo (50%), 11 no cérebro (42,30%) e seis nos
rins (23,07%). Em sete casos constatou-se marcacdo em apenas um destes 6rgaos (26,92%).
Além disso, em 19 casos (73,07%) observou-se marcagdo em dois ou mais 6rgaos.

Quanto a localizacdo, as imunomarcacdes foram observadas de forma isolada ou
distinta nos O¢rgdos estudados. Cabe ressaltar que, na maioria dos casos, havia

imunomarcag¢ao, simultaneamente, em mais de um local no mesmo tecido (Tabela I).

Sorologia

O teste soroldgico detectou positividade em 18 primatas (85,7%), enquanto trés
(14,3%) foram negativos. Houve uma diferenca entre os géneros estudados, pois os 18
animais positivos pertencem ao género Sapajus, enquanto os negativos pertencem ao género

Alouatta (Tabela II).

4. Discusséo

A THQ constituiu-se de uma importante ferramenta na identificagdo do agente em
tecidos e, por conseguinte, na confirmagdo diagnostica no presente estudo. Tal beneficio 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 compativeis com
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este protozoario, ndo € possivel confirmar a presenga do patégeno através da andlise
histopatologica convencional, hematoxilina-eosina (HE) (ROSA et al., 2001; SILVA;
LANGONI, 2001). O diagnéstico presuntivo de toxoplasmose tem sido realizado através de
histopatologia, porém o diagnostico definitivo pode ser obtido por IHQ (ANDRADE et al.,
2007; CASAGRANDE et al. 2013), destacando a relevancia do teste imuno-histoquimico para
a certificacao diagndstica.

No presente estudo, tanto os cistos como o0s taquizoitos estavam amplamente
distribuidos nos diversos o6rgdos examinados, contudo, os cistos sdo mais prevalentes no
tecido neuroldgico ou muscular (DUBEY, 2002).

Associadas as imunomarcagoes, por vezes, foram observados infiltrado inflamatoério
mononuclear e necrose. Lesdes neurologicas, como encefalite necrotizante, detectada
primeiramente no HE, apresentavam estruturas sugestivas do protozoario e ja& foram
reportadas igualmente em humanos com HIV (KUMAR et al., 2010). Segundo Navia et al.
(1986), os padrdes de imagem, das lesdes anatomopatologicas de toxoplasmose, incluem
necrotizante, organizada ou abscedativa, e sdo dependentes da resposta imunoldgica do
hospedeiro e do dano tecidual causado pela infeccdo. Semelhante aos achados de Casagrande
et al. (2013), as estruturas observadas, no presente estudo, eram piriformes e ovaladas,
encontrando-se livres, no interior de macréfagos e intralesionais. Além disso, as marcagoes,
ao exame imuno-histoquimico, foram observadas no citoplasma de macrofagos ou livres,
principalmente no pulmao e figado.

Testes imuno-histoquimicos para T. gondii, realizados em primatas cativos, também
permitiram observar o agente em amostras de figado, rins, pulmao, coragdo e cérebro, com
variacoes de intensidade na reagdo (CUNNINGHAM et al., 1992; EPIPHANIO et al., 2003;
ANDRADE et al., 2007). Além dessas, marcacoes ja foram previamente descritas também em
linfonodos mesentéricos (ANDRADE et al., 2007), linfonodos, baco, glandula adrenal,
artérias, intestinos grosso e delgado, pancreas, tecido adiposo, medula éssea, utero, ovarios,
testiculos, tiredide, neuro-hipofise, mesentério, lingua, tonsilas e musculo esquelético
(EPIPHANIO et al., 2003).

O Toxoplasma gondii ¢ responsavel por um acréscimo na mortalidade de primatas
neotropicais, tanto de vida livre como de cativeiro, uma vez que estes desenvolvem infeccdo
aguda e fatal com frequéncia. Episddios agudos de toxoplasmose em macacos-de-cheiro
(Saimiri sciureus) tém sido reportados em diversos zooldgicos ao redor do mundo (SALLES
et al., 1997; SALANT et al., 2008). Uma taxa de 100% de morbidade ¢ 30% de mortalidade
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foi relatada em uma coldnia de 17 primatas. A causa da alta taxa de mortalidade ainda nao 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-histoquimico, realizado no presente estudo, indicou que muito
animais foram acometidos pela forma disseminada da doenca. Este fato, aliado a alta
frequéncia de soropositivos revelados pelo inquérito sorologico, corrobora com a teoria
supracitada.

No Brasil, as investigagdes sorologicas em primatas neotropicais também apresentam
resultados variaveis e, na maioria dos casos, assim como no presente estudo, a prevaléncia ¢
alta. No Cetas/IBAMA, 16 de 21 primatas do género Sapajus sp., apresentaram reagao
sorologica (PIRES et al., 2012), no Parana 13 de 43 (30,2%) (GARCIA et al., 2005); Sao
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 estagdo ecologica de Sdo Paulo, somente 3 de 36 (8,33%)
macacos-prego (Sapajus apella) foram sororreativos (SILVA et al., 2013a). Ao contrario dos
primatas do Z6o-UPF, estes eram de vida livre.

Inquéritos sorologicos, realizados em diversas regides brasileiras, a partir de espécies
distintas, também demonstraram elevada soroprevaléncia. Em propriedades rurais do
municipio de Eldorado, Mato Grosso do Sul, a sorologia demonstrou positividade em 22,86%
(46/201) em aves, 47,61% (20/42) em caes e 57,14% (8/14) em gatos (MARQUES et al.,
2009). Em assentamentos rurais no estado do Parana, um teste de Imunofluorescéncia direta
demonstrou uma prevaléncia de 82,2% de um total de 169 caes (SILVA-FILHO et al., 2012) e
25% de um total de 400 gatos no municipio de Aragatuba, SP (BRESCIANI et al., 2007).

Em conclusdo, a IHQ demonstrou-se proficua na identificacdo do agente, em
fragmentos de tecidos estocados em blocos de parafina, por um curto ou longo periodo de
tempo, oportunizando observar o padrdo de distribuicdo do protozoario nos tecidos de
primatas. A frequéncia de infec¢ao por T. gondii, revelada pelo inquérito sorologico, confirma

a alta taxa de infeccao, constatada através da IHQ.
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Tabela 1. Formas evolutivas, distribui¢do e frequéncia das imunomarcagoes, detectadas por
IHQ, observadas em cada 6rgao analisado dos 26 primatas infectados por Toxoplasma gondii,
necropsiados no LPA da FAMV-UPF.

Formas evolutivas do Frequéncia Frequéncia

Orgdo T. gondii Distribuicdo absoluta relativa
Pulmao Taquizoitos Intersticio 19/20 95%
Macrofagos alveolares 7/20 35%
Cistos Intersticio 15/20 75%
Macrofagos alveolares (Fig 1A) 6/20 30%
Proximos a luz alveolar 1/20 5%
Figado Taquizoitos Hepatocitos 8/14 57,14%
Células de kupffer (Fig. 1B) 9/14 64,28%
Espago porta 1/14 7,14%
Regido centrolobular 1/14 7,14%
Cistos Hepatocitos 14/14 100%
Células de kupffer 6/14 42,85%
Areas de inflamacio 1/14 7,14%
Regido centro lobular 1/14 7,14%
Coracgao Taquizoitos Fibras musculares 8/13 61,53%
Cistos Fibras musculares 11/13 84,61%
Cérebro Taquizoitos Neuropilo (Fig. 1C) 7/11 63,63%
Encefalite necrotizante (Fig. 1D) 1/11 9,09%
Cistos Neuropilo 10/11 90,90%
Encefalite necrotizante (Fig. 1D) 1/11 9,09%
Rins Taquizoitos Células tubulares 3/6 50%
Macréfagos 2/6 33,33%
Nao foi possivel determinar a localizagao 1/6 16,66%

devido a autolise

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

género Sapajus e Alouatta, cativos no Zo6o, Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo,

Brasil.

Género
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%)




Figura 1. IHQ T. gondii

Fig. 1. THQ T. gondii. A) Pulmio. Imunomarcagdo em células intersticiais. Cisto e taquizoitos. Cisto em
macroéfago, 400X. B) Figado. Imunomarcagéo em hepatocitos e em células de Kupffer, em areas de degeneragéo e
necrose hepatocelular. Cistos e taquizoitos, 400X. C) Cérebro. Imunomarcagdo junto a encefalite necrotizante.
Cistos e taquizoitos, 400X. D) Cérebro. Imunomarcac@o no neurdpilo. Cistos e taquizoitos, 400X.
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5. CONCLUSOES

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

1. No tocante ao diagndstico post mortem, para leptospirose e toxoplasmose, a THQ

demonstrou ser uma ferramenta de alta aplicabilidade.

2. A THQ permitiu determinar a presenca dos agentes, através de fragmentos de tecidos

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

3. As imunomarcagdes, oriundas do teste imuno-histoquimico, oportunizaram determinar o

padrao de distribuig¢@o de Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, nos tecidos avaliados.

4. Os primatas neotropicais cativos no Z6o-UPF demonstraram uma alta frequéncia de
infecgdo por Leptospira spp. e Toxoplasma gondii, demonstrando a existéncia de uma

exposicao continua.

5. As informagdes fornecidas pelos testes imuno-histoquimicos corroboraram com os

fornecidos pelos inquéritos sorologicos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo servirdo para futuras pesquisas em patologia, além de
consistir de uma importante ferramenta para as entidades de preservacdo de vida silvestre, em
especial na compreensdo acerca das doengas 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, a0 comprometimento da resposta imunologica frente a diversas doengas,
pois vivem em condig¢des diferentes as dos seus habitats. Muitos desses animais sdo acolhidos
por criatorios apos serem resgatados de condigdes de maus tratos, contrabando ou acidentes.
Assim, acabam sendo fadados a permanecerem na clausura por toda vida, sob alegagao de ndo
terem condigdes de buscar alimentos ou se protegerem dos riscos naturais, apds a vida em
cativeiro. Porém, um questionamento deve ser feito em relacdo a esta realidade: sendo o
instinto uma predisposicao inata para a realizagao de certas agdes, como a busca de alimentos,
acasalamento, prote¢do e fuga, e segundo Charles Darwin, possuirem uma base genética,
animais silvestres e domésticos nao deveriam ter condigdes de adaptar-se as circunstancias
que lhes sdao naturais?

Uma vez delimitados os riscos que o cativeiro representa para cada espécie, aliados a
atribuicdo das entidades de conservacdo e protecdo da vida silvestre, investimentos em
pesquisa para diagnostico, controle e prevencdo de doencas, em especial a leptospirose e
toxoplasmose em primatas, se fazem necessarios, assim como métodos de reintroducao das

espécies a liberdade da qual foram privados.
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