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DEDICO ESTE TRABALHO A TODAS AS PESSOAS QUE, MAIS DO QUE
NUNCA, NOS MOSTRAM A IMPORTANCIA DA CIENCIA PARA A NOSSA
SOCIEDADE E PARA NOSSAS VIDAS. GRACAS AOS GIGANTES DO
PASSADO, NOS PODEMOS ENXERGAR MAIS LONGE. GRACAS AOS
EXPLORADORES DO PASSADO, PODEMOS CAMINHAR PELAS MARGENS
DO OCEANO DA CIENCIA COM MENOS MEDO E COM MAIS PRAZER,
DESCOBRINDO UM MUNDO NOVO A CADA PASSO, A CADA
CAMINHADA, SABENDO QUE ATRAS DE NOS, OUTROS SEGUEM NOSSOS
PASSOS, E DARAO CONTINUIDADE A ELES.

AOS MEUS PAIS, IRMA E AVOS QUE SE FIZERAM PRESENTES EM TODOS
OS PRINCIPAIS MOMENTOS DE MINHA VIDA. ALGUNS CONHECIMENTOS
SO OBTEMOS COM O CONTATO E COM A VIVENCIA, E ESTA LEVAMOS
PARA SEMPRE EM NOSSOS CORAQC)ES.

A TODOS QUE TAMBEM SAO APAIXONADOS PELA CIENCIA, ESTA DAMA
DE SECULOS DE IDADE QUE JA ENCANTOU TANTOS NO PASSADO, E QUE
AINDA NOS MOSTRA TODA A SUA DESENVOLTURA E INTELIGENCIA,
DEDICO ESTAS LINHAS.






Os PASSOS DADOS POR MIM NUNCA TERIAM SERIAM SIDO FEITOS SE NAO FOSSE PELA
COLABORA(;AO DE TANTAS PESSOAS QUE PASSARAM AO LONGO DOS ANOS DE CONVIVENCIA,
AS VEZES BREVE COMO O CHEIRO DE TERRA MOLHADA NO COMECO DE UMA CHUVA, AS VEZES

DURADOURA, QUASE ETERNA.

LISTAR OS NOMES DE TODOS QUE ME MARCARAM AO LONGO DESTA TRAJETORIA SERIA QUASE
HERCULEO E PEDIRIA UM CALHAMACO PROPRIO APENAS DEDICADO A ESTES
AGRADECIMENTOS. ASSIM, TENTEI SER SUCINTO EM MINHAS RECORDAQ()ES E PECO, DE
ANTEMAO, MIL DESCULPAS A TODOS QUE NAO ENCONTRAREM SEUS NOMES AQUL MEsMo
NAO O TENDO ESCRITO NAS PROXIMAS LINHAS QUE SE APRESENTAM ABAIXO, SAIBAM QUE

ESTAO PROFUNDAMENTE MARCADOS A FERRO EM MEU CORA(;AO E EM MINHAS MEMORIAS.

QUEM MAIS PARA AGRADECER SENAO MEUS PAIS, EDISON E MARISTELA SANTOS QUE, EM UM
GRANDE ESFORCO, PERMITIRAM ME AVENTURAR EM UMA NOVA CIDADE PARA CURSAR
BIOLOGIA E QUE COMPARTILHARAM MINHAS FELICIDADES DURANTE TODA A POS-
GRADUA(;AO. COM ELES COMPARTILHEI ALEGRIAS E TRISTEZAS, MOMENTOS MAGICOS QUE

ESTARAO PARA SEMPRE ETERNIZADOS. A ELES, TODO O MEU CARINHO E RESPEITO.

MINHA IRMA, STHEFANY SANTOS, A QUAL COMECEI A COMPARTILHAR DE SEUS SORRISOS DEZ
ANOS APOS MINHA VIVENCIA SOLO NO INTERIOR PAULISTA. E COM ELA QUE COMPARTILHO
MINHA PAIXAO POR LIVROS, MEMES E QUAL TROCAMOS SEGREDOS E CONVERSAS MESMO A

DISTANCIA. AMO-TE.

A SONIA E ADROALDO GUIRALDI, ASSIM COMO PARA LAISA, QUE ME PRESENTEARAM E
CUIDARAM COM TODO O CARINHO DA PESSOA QUE MAIS AMO NA VIDA. OBRIGADO POR

SEMPRE ME RECEBEREM BEM E POR TODA A AJUDA AO LONGO DOS ANOS.

MEUS AMIGOS DA EPOCA DE ESCOLA, TODOS OS QUE TOMARAM SEUS PROPRIOS RUMOS E

DESEJOS E QUE, COMO DENTES-DE-LEAO, SE DISPERSARAM POR TODOS OS CANTOS. MAS



NUNCA PERDEMOS OS CONTATOS, RESUMIDOS A PIADAS, TROCAS DE INFORMAQ()ES E
ENCONTROS OCASIONAIS QUANDO NOS RETORNAMOS AO SEIO DE NOSSA FAMILIA. TODA A

SORTE DO MUNDO PARA VOCES.

A SEGUNDA FAMILIA QUE TENHO, OS AMIGOS DE GRADUACAO. COMPARTILHAMOS AS
NOVIDADES, AS INSEGURANCAS E OS MEDOS — TAMBEM CONHECIDOS COMO PROVAS DE
ANATOMIA —. UM CARINHO ESPECIAL A SEMPRE JAPONIANE ANELI ABE, A PEQUENINA MAICE
RAMOS, A FOLHINHA A4 NATHALIA LOPES, A MORTIFERA GABRIELA ERAZO (MANDE UM ‘OLA’
A SUA SIMPATICA MAE, SE LER ESTES AGRADECIMENTOS), ALEM DE TODOS OS DEMAIS QUE
CONVERSAMOS TANTO E QUE AINDA TROCAMOS PALAVRAS INTERNET AFORA, COMO A
LAYSLA, PEDRO, DANILO, DALMASSA E AQUELES QUE CONHECO APENAS VIRTUALMENTE, MAS
QUE ARRANCAM RISOS E NOS PRESENTEIAM COM CONHECIMENTOS EM NOSSAS CONVERSAS.

TuDO DE BOM PARA VOCES, SEMPRE!

CLARO QUE NAO PODERIA DEIXAR DE AGRADECER OS AMIGOS QUE A |C E A POS-GRADUACAO
ME APRESENTARAM: PESSOAS INTELIGENTES, DIVERTIDAS E PRESTATIVAS QUE DESEMBARCARAM
EM MEU CORACAQ, CONSTRUINDO MORADA NELE. As MENINAS DO LASAB: MIRIAN E
MARIA FERNANDA (MF) (A SEMPRE DUPLA DE NAO-IRMAS DE SANGUE, MAS IRMAS DE
CORACAO), A NOSSA INTERNACIONAL PERUANA GABRIELA, A SEMPRE COLABORATIVA BIOLOGA
E VETERINARIA DANI, ASSIM COMO PARA A AMANDA, FABIO E MARCELO, MEUS PROFUNDOS
AGRADECIMENTOS. CERTAMENTE NAO POSSO DEIXAR DE LADO AS INCRIVEIS, INTELIGENTES E
BEM-HUMORADAS SUZANE E EMILLY (ETERNAS COMPANHEIRAS DE CAFEZINHOS), ISABELLA
(NAO E UMA COMPANHEIRA DE CAFEZINHOS, MAS NINGUEM E PERFEITO, NAO E?), THAINA E
DIANA (AS MAIS NOVINHAS NO NOSSO EXCLUSIVO MUNDO LASABIANO), E PARA NUR TAHA (A
LIBANESA QUE TENTA ME ENSINAR UM POUCO DE ARABE E DO MUNDO ISLAMICO COM SEU
GOSTOSO SOTAQUE). OBRIGADO POR TODOS OS MOMENTOS DE COLABORACAO E DE

AMIZADE.

NAO PODERIA DEIXAR DE MENCIONAR OS BELOS MOMENTOS EM QUE A POs NOS
PROPORCIONOU, COM SEUS CURSOS DE FERIAS QUE SAO VERDADEIROS CRIADOUROS DE
RISADAS E BONS MOMENTOS, REFORCANDO VINCULOS E LACOS SOCIAIS E DE AMIZADE QUE
ESPERO PERDURAREM PARA SEMPRE. COMEQO COM A BRUNA JORGE'I_I'O, A MELHOR PESSOA

PARA RESOLVER OS PEPINOS QUE SO UMA POS—GRADUA(;AO SABER GERAR. OBRIGADO PELOS



TANTOS E-MAILS E MENSAGENS TROCADAS E O CARINHO CONSTRUIDO AO LONGO DESTES
ANOS. UM FORTE ABRAGCO PARA A ‘CRECHE DA VIRGINIA: DEBORA LOSNAK, COM NOSSAS
RISADAS E SESSOES DE GAME OF THRONES (QUE FINAL FOI AQUELE?), LAIS YAMADA (A SEMPRE
LOIRA MIUDA PSEUDONIPONICA (QUE SABE CONTAR ATE DEZ EM JAPONES)), LAIs PAIZ (A
ACREANA QUE NAO E DO ACRE (NAO ME PERGUNTE POR QUE)), LORENA CRUZ E NATASSIA
ESPOSITO (QUE VIAJAVAM EM TEORIAS CONSPIRATORIAS AO SOM DE DORIME), BARBARA
SUARES (NO MOMENTO EM QUE ESCREVO, MAIS INTERNACIONAL QUE NUNCA), AGHATA
ALVES (“CREDO, MAMAE” (PIADA INTERNA)), ASSIM COMO A ALESSANDRA, LUANA E AMANDA
(QUE ENTRARAM POSTERIORMENTE E, APESAR DE UNS AMORES DE PESSOAS, CONSEGUIRAM
ESCAPAR DE MINHAS OBSERVACOES ENTRE PARENTESES). NO MUNDO DA POs, A TATHY (E, DE
QUEBRA, SEUS IRMAOS RENATO, LARISSA E FRANCISCO) POR TODO O CARINHO, COLABORACAO
E BONS MOMENTOS. A THAYSA CARVALHO POR NOSSAS CONVERSAS SOBRE LIVROS E CAFES.
SOMO A0S AGRADECIMENTOS O GRANDE TIAO, COM TODOS O SEU CALOROSO ABRACO
AMIGO EM NOSSOS ENCONTROS POR BOTUCATU. DESTACO TAMBEM AOS AMIGOS DO
‘MINHOCA UHAHA!" (NAO ME PERGUNTE), O MELHOR GRUPO DE WHATSAPP FVER! ADORO

TODOS VOCES!

A TODOS OS PROFESSORES QUE, COM LIVROS E CONHECIMENTO, GUIARAM MEUS PASSOS COM
AS LAMPARINAS QUE GENIOS DO PASSADO USARAM PARA INDICAR O MELHOR CAMINHO EM
BUSCA DA SABEDORIA. DESDE A ‘TIA CICA" DOS PRIMEIROS ANOS, QUE ME ENSINOU A
DESENHAR AS LETRAS, ATE OS MESTRES E DOUTORES QUE ME AJUDARAM A ENTENDER SOBRE A

CIENCIA E O MUNDO NATURAL. MUITO OBRIGADO.

UM AGRADECIMENTO ESPECIAL A MINHA ORIENTADORA, SIMONE LUCHEIS, POR TODA A
AJUDA DESDE A IC ATE OS PASSOS FINAIS DESTE TRABALHO QUE SE APRESENTA. METADE DELE
NAO TERIA ACONTECIDO SEM SUA AJUDA (SIM, ODEIO FALAR AO TELEFONE E SUAS LIGACOES
SALVARAM ESTE TRABALHO). AGRADECO TAMBEM MINHA COORIENTADORA, VIRGINIA
PEREIRA, EM SUA DISPONIBILIDADE, AMIGOS-SECRETOS E TODA A COLABORACAO MESMO COM
A CORRERIA DO DIA-A-DIA; E PARA A MARIA [ZABEL (BEL), COM SEUS CAFES, CONSELHOS E
SESSOES DE CINEMA. OBRIGADO A TODAS POR EMPRESTAREM SEUS OMBROS PARA ALCANCAR

MEUS OBJETIVOS.



A TODOS OS PROFISSIONAIS QUE, DIRETA OU INDIRETAMENTE, PERMITIRAM QUE ESTA
PESQUISA PUDESSE SER REALIZADA: OS CUIDADORES DOS ANIMAIS QUE, JUNTAMENTE COM OS$
VETERINARIOS, ME AUXILIARAM NAS COLETAS DE AMOSTRAS E TIVERAM TODA A PACIENCIA,
CUIDADO E BOM-HUMOR EM ME ENSINAR ALGUNS DETALHES IMPORTANTES DURANTE AS

VISITAS TECNICAS FEITAS AOS ZOOLOGICOS BRASILEIROS.

COMO SEMPRE, AGRADECO A OPORTUNIDADE CONQUISTADA EM COLABORAR COM O
AVANCO DO CONHECIMENTO CIENTIFICO, MESMO EM UM DELICADO MOMENTO DE NEGA(;AO
CIENTIFICA, ONDE TANTAS AREAS VEEM TRABALHANDO COM RECURSOS MINGUADOS. AINDA
ASSIM, NOSSOS ESFORCOS SAO RECONHECIDOS PELA COMUNIDADE CIENTIFICA DE TODO O

MUNDO. A CAPES E A CIENCIA BRASILEIRA, SAUDACOES.

CONCLUO, COMO A CEREJA QUE COLOCAMOS AO FINAL DO PREPARO DO BOLO,
AGRADECENDO A MINHA LOIRINHA TTALO-BRASILEIRA DE OLHOS AZUIS QUE ME ACOMPANHA
DESDE OS PRIMEIROS DIAS DA GRADUACAO EM BIOLOGIA E, POR ARRANJOS DO DESTINO,
SEGUIMOS A MESMA AREA NA POS-GRADUACAO. SEM VOCE, METADE DOS PASSOS QUE TOMEI
ATE ESTE MOMENTO JAMAIS TERIAM ACONTECIDO. A LiVIA, MEU ETERNO AMOR E AMIZADE:
SABE QUE MEU CORAGAO E SEU. SE EXISTEM OUTROS UNIVERSOS ALEM DO NOSSO, ELES AINDA
NAO SERIAM SUFICIENTES PARA MENSURAR TODO O AMOR QUE SINTO POR TI.

AGRADECO POR VIVER NESTE MESMO PLANETA E EPOCA COM VOCE PARA ME PERDER NO

OCEANO DE SEUS OLHOS. @

A TODOS QUE LEREM ESTE TRABALHO, AGRADECO A ATENQAO RECEBIDA. E ACESSEM MEU SITE

DE DIVULC.A(;AO CIENTIFICA: WWW.NANO-MACRO.COM

AOS PRIMATAS DESTE TRABALHO,

MEUS PARENTES EVOLUTIVOS MAIS PROXIMOS, MINHAS SAUDA(;OES.



“Ha tantos atomos em uma simples molécula de
DNA quanto estrelas em uma galaxia tipica. Somos,

cada um de nOs, um pequeno universo.”

(NEIL DEGRASSE TYSON)

“Eu nao quero acreditar. Eu quero saber.”

(CARL SAGAN)



Pitheciidae Callitrichidae

Callicebus spp Leontophitecus
rosalia

Atelidae
Alouatta caraya Cebidae
Cebus olivaceus

Hominidae
Pan froglodytes

Homigoidea

Aotidae

Aotus trivirgatus

Strepsirrhini

Hylobatidae
Hylobates spp.

Tarsiiformes
Tarsius farsier

Lemuriformes
Lemur catta
Chiromyiformes
Daubentonia o .
madagascariensis Cercopithecidae
Papio hamadryas

Lorisiformes
Oftolemur monteiri



Na péagina anterior:

Arvore filogenética com os principais representantes dos primatas. Dados de relacéo filogenética e separacgéo temporal de
Strepsirrhini, Tarsiiformes e Catarrhini baseado em Springer et al. (2012) e Platyrrhini por Rylands e Mittermeier (2009).
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Resumo

SANTOS WJ. Pesquisa de Trypanosoma spp. em primatas de cativeiro de cinco
regides do Brasil. 2020. 251 p. Tese (Doutorado). — Faculdade de Medicina de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2020.

Os tripanosomas sao parasitos pertencentes a familia Trypanosomatidae, sendo um amplo
género de parasitos de grande interesse médico, ja que eles infectam vertebrados e utilizam
diversos insetos como agentes vetores. Um dos tripanosomas mais conhecidos é
Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, que infecta humanos e animais,
incluindo primatas ndo humanos (PNH). Os PNH s&o naturalmente infectados por
tripanosomas presentes no ambiente onde estéo inseridos, mesmo 0s mantidos em cativeiro,
como parques zooldgicos e centros de conservagdo. Esses ambientes ndo estdo livres da
acao de insetos hematofagos que sdo transmissores desses tripanosomas e os PNH podem
ser infectados durante atividade de repasto sanguineo do vetor. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi pesquisar tripanosomas em PNH procedentes de quatro zooldgicos e um centro
de conservacdo das cinco regides do Brasil. Foram recebidas 576 amostras biolégicas
(compreendendo sangue total, soro, esfregago por extenséo e swab conjuntival) de 189 PNH
que foram utilizadas para técnica parasitoldgica de esfregaco por extensao, técnica sorologica
de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e técnica molecular de Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e em tempo real (JQPCR) para T. cruzi e familia Trypanosomatidae. Das
140 laminas de esfregaco por extensdo, duas (1,0%) apresentaram formas sugestivas de
tripanosomas, enquanto das 149 amostras de sangue de PNH, 49 (32,9%) amplificaram para
T. cruzi ou para outro tripanosoma, além de 49 amostras (32,9%) que quantificaram pela
gPCR para tripanosomatideos (as quais 28 delas ndo haviam amplificado a PCR). Das 121
amostras de swab conjuntival, 41 PNH (34,7%) amplificaram para tripanosomas. Todos 0s
166 PNH foram né&o reagentes a técnica de RIFIl. Esta pesquisa apontou a circulacdo de T.
cruzi entre os PNH de cativeiro de todos os zoolégicos e do centro de conservacao estudados
de todas as cinco regides do Brasil, sendo o primeiro relato da presenga de T. cruzi em PNH
de cativeiro em Sorocaba, em primatas no Estado da Bahia e em primatas da regido Sul do
pais, e primeiro a apontar a viabilidade do uso de swab conjuntival como método de detecgéo
ndo invasiva nestes animais. Tais resultados indicam que h& circulagcdo de triatomineos
vetores desses parasitos proximos aos animais, 0 que se sugere a necessidade de busca

ativa para controle vetorial.

Palavras-chave: doenca de Chagas; macaco; diagnéstico; One Health; Trypanosoma cruzi.



Abstract

SANTOS WJ. Research of Trypanosoma spp. in captive primates from five
regions of Brazil. 2020. 251 p. Thesis (Doctor). — Medical School Botucatu, S&o Paulo
State University, Botucatu, 2020.

Trypanosomes are parasites belonging to the Trypanosomatidae family, being a wide genus
of parasites of wide medical interest, since they infect vertebrates and use various insects as
vectors. One of the most well-known trypanosomes is Trypanosoma cruzi, the etiological agent
of Chagas disease, which infects humans and animals, including non-human primates (NHP).
NHPs are naturally infected by trypanosomes present in the environment, even in captivity,
such as zoo parks and conservation centers. These environments are not free from the action
of blood-sucking insects that transmit these trypanosomes and NHP can be infected during
their blood meal activity. Thus, the objective was to research T. cruzi in NHP from four zoos
and a conservation center in the five regions of Brazil. 576 biological samples (whole blood,
serum, blood smears and conjunctival swab) of 189 NHP were received and used for
parasitological technique of blood smear, serological technique of Immunofluorescence
Antibody Test (IFAT) and Polymerase Chain Reaction molecular technique (PCR) and in real
time (QPCR) for T. cruzi and Trypanosomatidae family. Of the 140 blood smears, two (1.0%)
had suggestive forms of trypanosomes, while of 149 blood samples from NHP, 49 (32.9%)
amplified for T. cruzi or for another trypanosome, in addition to 49 samples (32.9%) that were
quantified by gPCR (28 of which had not been amplified in PCR). 166 samples were tested
using the RIFI technique and none were reagent. This research points to the circulation of T.
cruzi among the NHP of all zoos and the conservation center of all regions of Brazil, being the
first report of the presence of T. cruzi in captive NHP in Sorocaba, in the primates from State
of Bahia and in primates in the Southern region of Brazil and first to point out the feasibility of
using conjunctival swab as a non-invasive detection method in these animals. These results
indicate that there is circulation of triatomine vectors of these parasites close to the animals,

which suggests the need for an active search for vector control.

Keywords: Chagas disease; monkey; diagnosis; One Health; Trypanosoma cruzi.
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1 Introducéo

1.1 Tripanosomas

A familia Trypanosomatidae é um amplo grupo filogenético que reune
dezenas de espécies de protozodrios de diversos géneros de interesse médico,
veterinario e agricola. Entre os animais, podem infectar praticamente todos os
vertebrados existentes e diversos invertebrados que agem como vetores desses
parasitos. Sabe-se que mais de 900 espécies de vertebrados e mais de 500

invertebrados podem participar do ciclo desses protozoarios (Podlipaev, 2001).

Os géneros mais conhecidos dessa familia sdo Trypanosoma e Leishmania,
responsaveis por causarem diversas doencas tanto em homens como em animais,
domésticos ou ndo (Lukes, 2009a). Somado a isso, esta o interesse dos cientistas em
estudar mecanismos de interacdo hospedeiro-parasito-ambiente que sao refinados

nesses géneros (Cooper et al., 2017).

Trypanosoma pode ser dividido em dois subgrupos: Salivaria e Stercoraria
(Lukes, 2009b). O Salivaria séo tripanosomas em que parte do seu ciclo de vida ocorre
no interior das glandulas salivares dos insetos vetores, sobretudo em dipteros. Eles
sdo transmitidos para vertebrados durante o repasto sanguineo. Ja Stercoraria
englobam protozodrios que sado transmitidos via conteudo fecal ou urinario do inseto
vetor, principalmente por triatomineos, vulgarmente conhecidos como “barbeiros”,
apos o repasto sanguineo (Stevens e Gibson, 1999). Os tripanosomas atingem a
corrente sanguinea do vertebrado pela abertura na pele feita pelo vetor durante o

repasto.

Um dos tripanosomas do subgrupo Stercoraria mais conhecido €
Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca de Chagas ou, ainda,
tripanossomiase americana (WHO, 2019). De acordo com a Organizacao Mundial da
Saude (OMS), é listada como uma das 20 doencas tropicais negligenciadas, que
afetam cerca de um bilhdo de pessoas no mundo (WHO, 2020), das quais cerca de
seis a sete milhdes de pessoas infectadas em toda a América Latina, sendo 4,7
milhdes apenas no Brasil (Martins-Melo et al., 2014; WHO, 2019; Ministério da Saude,
2019b).

Nos ultimos anos, a doenca de Chagas também foi detectada em paises

como os Estados Unidos, Canada, além de locais pouco comuns para a doenga, como
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a Europa e, mais recentemente, na Asia, principalmente por transfusdo sanguinea
(Yasukawa, 2012; Blumental et al., 2015). Acredita-se que a mobilidade populacional
dos latino-americanos seja a responsavel por esses paises apresentarem casos de
tripanossomiase (WHO, 2020). Ela chegou a ser associada como “a nova aids das
Américas”, o que proporcionou debates entre os especialistas da area (Hotez et al.,
2012; Pays, 2012), tendo em vista a reagudizacdo da doenca, em casos de

imunossupressao do paciente.

A tripanossomiase americana convive com 0s humanos por milhares de
anos, pois foram encontradas evidéncias do protozoario em tecidos mumificados de
indios Chinchorro com datacéo estimada entre quatro a oito mil anos atras, no Chile
(Gyhl et al., 1999; Guhl et al., 2014) e de pelo menos 560 anos no Brasil (Fernandes
et al., 2008).

A doenca foi primeiramente descrita pelo médico sanitarista Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas, ha mais de 100 anos (Chagas, 1909). Em seu trabalho,
Chagas discorre para a criacdo de um novo género, Schizotrypanum, nomeando a
nova espécie de Schizotrypanum cruzi. Entretanto, a nova espécie acabou sendo
inserida no existente Trypanosoma, género este que Chagas havia inserido
anteriormente, em uma nota publicada um ano antes (Chagas, 1909).

Trabalhos sobre a origem do T. cruzi apontam que sua origem se deu logo
apos a separacdo da América do Sul da Africa, durante o Cretaceo médio, cerca de
100 milhdes de anos atras. Essa separacédo fisica levou a mudancas genéticas e
morfoloégicas que a desagregaram do grupo Salivaria, adaptando-se a insetos vetores
no novo continente (Haag et al., 1998). Acredita-se que 0os humanos entraram no ciclo
do T. cruzi a medida que a populacdo humana se assentava na América, sobretudo
0s povos andinos, com a domesticacao de animais que naturalmente participavam do
ciclo do parasito (Araujo et al., 2009). O mesmo ocorreu com 0s triatomineos vetores,
gue se adaptaram ao ambiente peridomiciliar, 0os quais eram atraidos pela comida

estocada pelos povos antigos e por animais (Schofield et al., 1999).

Os tripanosomas, principalmente T. cruzi, restringiam-se ao ciclo silvestre.
Entretanto, com a degradacdo ambiental provocada pelo homem, desde praticas
agropecuarias mal executadas até o avanco urbano frente a areas rurais, vetores

comecaram a invadir habitacdes humanas, alimentando-se do sangue de animais
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domesticados que se encontravam no peridomicilio, como caninos, felinos, caprinos,
ovinos e principalmente em aves, como galinhas, além do proprio humano (Barreto,
1967; Coura, 2013). Além disso, outros animais silvestres foram inseridos no ciclo da
doenca, pois comecaram a aproximar-se do peridomicilio, como os gambas (Didelphis

spp.), em busca de abrigo e alimento (Drozino et al., 2019).

Apesar da forma classica de transmisséo ser a vetorial, outras formas de
transmissdo sdo conhecidas, como a transmissao por transfusdo sanguinea (Fong et
al., 2014; Angheben et al.,, 2015); por transplante de oOrgaos solidos, ocorrendo
principalmente em paises ndo endémicos para a tripanossomiase (Huprikar et al.,
2013; Salvador et al., 2018); por transmissao congénita, com cerca de 15 mil casos
ocorrendo por ano na América Latina, ocorrendo em cerca de 5 a 10% dos
nascimentos em maes com a doenca cronica (Carlier et al., 2015; Messenger e Bern,
2018); por acidentes laboratoriais, em que 65 de 199 (32,6%) dos casos relatados de
infeccdo em acidentes laboratoriais foram ocasionados por T. cruzi, (Herwaldt, 2001;
Coelho e Diez, 2015); e a infeccdo transmitida pela ingestdo de alimentos
contaminados com fezes e/ou urina contendo formas tripomastigotas de T. cruzi,
ocasionando doenca de Chagas agudo. Pode-se citar como exemplo, o habito do
consumo da polpa de acai produzido de maneira artesanal (Barbosa et al., 2012;
Ferreira et al., 2018), principalmente na regido Norte do Brasil, como no Estado do
Amazonas (Nébrega et al., 2009; Souza-Lima et al., 2013; Santana et al., 2019) e,
principalmente, Para (Shikanai-Yasuda e Carvalho, 2012; Santos et al., 2018; Barbosa
et al., 2019), onde os casos apresentaram aumento nos ultimos anos (Steindel et al.,
2005, Vargas et al., 2018).

No Brasil, mais de 70% dos casos de doenca de Chagas agudo em
humanos registrados entre 2012 a 2016 foram causados por consumo de alimentos
contaminados, sendo a transmisséo vetorial a segunda causa, com quase 9% dos
registros. A regido norte do pais é, disparado, a regido com mais casos da doenga,
com mais de 1,1 mil casos no mesmo periodo, representando 97% de todos os

registros (Ministério da Saude, 2019a).
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1.2 Vetores triatomineos

A transmissdo dos tripanosomas do subgrupo Stercoraria ocorre
principalmente pelo inseto vetor triatomineo, de diferentes espécies, que variam de
acordo com a regido onde se encontra (WHO, 2019; CDC, 2019). Ja nos primeiros
anos do século 20, o barbeiro foi associado a transmissao de doenca de Chagas no
Brasil (Neiva, 1913), sendo o Triatoma infestans o principal vetor da doenca de
Chagas no Brasil no passado. Os altos numeros de casos da doenca de Chagas até
metade do século 20 mobilizaram autoridades de saude da época em criar medidas
de controle do barbeiro em meados da década de 1960, visando a erradicacao do

mesmo (Silva et al., 1998).

Ainda que T. infestans tenha sido virtualmente eliminado do Brasil em 2006
(Ferreira e Silva, 2006), existem, ainda, mais de 60 espécies de triatomineos
identificados (Fiocruz, 2014; Galvao, 2014; Ministério das Saude, 2019a), entre 0s
quais se destacam, além de T. infestans, Triatoma brasiliensis, Triatoma
pseudomaculata e Panstrongylus megistus, que séo considerados triatomineos de
grande importancia epidemioldgica (Coura, 2003, Ministério da Saude, 2019a). Com
o desequilibrio ecoldgico, tem-se observado que triatomineos de origem silvestre,
principalmente das espécies P. megistus, Rhodnius neglectus e Triatoma sordida, tem
se adaptado ao domicilio e peridomicilio, assim como 0s animais silvestres, que sao
cada vez mais encontrados nas cidades. ProjecGes apontam que as mudancas
climaticas de origem antrépica podem deslocar os triatomineos para novas regioes,
expondo a populacdo humana e de animais aos parasitos frequentemente
transmitidos por esses insetos (Carmona-Castro et al., 2018).

A subfamilia Triatominae pertence a ordem Hemiptera, um amplo grupo de
insetos encontrados em todo o mundo. Os triatomineos eram considerados insetos
gue se alimentam obrigatoriamente de sangue, mas pesquisas recentes revelam que
esses insetos podem se alimentar de seiva doce de plantas, aumentando sua
diversidade alimentar (Schofield, 2000; Diaz-Albiter et al., 2016).

Sao naturalmente encontrados nas folhas de palmeiras, cascas de arvores
e frestas por entre pedras, além de pequenos reflgios proximos a vertebrados que
usam como fonte de repasto sanguineo. A aproximacdo de habitacdes humanas é
variavel, de acordo com a época do ano e o clima. E comum os insetos sairem dos

ambientes de matas e areas peridomiciliares durante a noite para se alimentar em
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animais domésticos e humanos, para depois retornarem aos seus habitats (Lazzari et
al., 2013).

Apesar da concentracdo de CO2 modular uma resposta de atragdo ou
repuls@o nesses insetos durante a busca por vertebrados (Barrozo e Lazzari, 2004),
seu principal mecanismo de acuidade € através do calor emanado pelos animais.
Estes insetos podem detectar o calor do rosto humano cerca de dois metros de
distancia e até a uma distancia muito maior de mamiferos do tamanho de cées
domésticos (Lorenzo et al., 1999). Assim, eles conseguem identificar um potencial
animal para repasto sanguineo a grandes distancias, mesmo durante a noite, periodo

0 qual muitos vertebrados estdo dormindo.

1.3 Primatas nao-humanos (PNH)

Os primatas constituem uma ordem de mamiferos terrestres que
emergiram ainda durante o limite Cretaceo-Paleogeno, cerca de 70 milhdes de anos
atréds. Com a extingcdo dos dinossauros e o alvorecer das angiospermas, hovos nichos
estavam disponiveis aos mamiferos, que permitiu uma rapida e explosiva
diversificacdo desse grupo de animais (Pozzi et al.,, 2014). Indiscutivelmente, os
fésseis mais antigos de primatas verdadeiros apareceram abruptamente nos estratos
da época do Eoceno tardio, mais de 55 milhdes de anos atras, na Africa (Silcox et al.,
2017). Atualmente, ha mais de 420 espécies de primatas em mais de 70 géneros e
estdo amplamente distribuidos pelo mundo, sendo a espécie humana a Unica a ser

encontrada em todos os continentes (Pozzi et al., 2014).

A ordem Primates € dividida em duas subordens, a Strepsirrhini e a
Haplorhini. A primeira subordem inclui todos os |Iémures e galagos, animais de grande
agilidade motora, sendo a maioria de habito noturna. J4 a segunda subordem inclui
todos os demais PNH conhecidos. Dentro dessa subordem, a infraordem mais
conhecida € a Simiiformes, que inclui todos os PNH antropoides. Esse grupo é dividido
entre Platyrrhini, ou PNH do Novo Mundo, e os Catarrhini, os primatas do Velho Mundo.
Os humanos estdo nesse ultimo grupo, junto com demais PNH vivos e extintos de
origem africana (FIGURA 13 no APENDICE A).

Os PNH do Novo Mundo chegaram a América do Sul cerca de 30 milhdes

de anos atras (Nyakatura, 2019), em uma época em que essa ordem estava se



36

diversificando enormemente pela Africa e Asia. Na América, esses animais

encontraram ambiente propicio para sua rapida adaptacao e diversificacao.

O Brasil € um dos paises com maior numero de PNH catalogados, com
mais de 130 espécies distribuidas em quase 20 géneros, tendo se adaptado em
praticamente todos os biomas brasileiros, sendo a Amazénia o local com mais animais

conhecidos, com 90 espécies (Paglia et al., 2012).

Apesar das dificuldades de manejo e observacdo, sempre houve um
grande interesse em pesquisas com PNH, justamente por sua proximidade com os
humanos e por seu avancado nivel de interacdo social, que oferece excelentes
insights sobre a evolugdo do comportamento (Schweinfurth e Call, 2019), os quais
podem ser espelhados para os humanos. Pesquisas com PNH tendem elucidar
melhor sobe como parasitos diversos agem no organismo e a acdo de medicamentos
voltados para uso humano. Tal proximidade acaba trazendo fortes questionamentos
éticos do uso desses animais em pesquisa (Arnason, 2018).

1.4 PNH e tripanosomas

Grande parte do conhecimento sobre a acdo do parasito e a resposta
imunolégica se deve a experimentos realizados em animais, sobretudo em roedores,
comumente utilizados em laboratorios. Entretanto, devido a distancia filogenética aos
humanos, muitos dados observados nao foram transpostos de forma eficaz entre os
dois grupos de mamiferos (Almeida et al., 1992). O trabalho de Barreto (1967) mostrou
que os PNH séo considerados reservatorios silvestres do T. cruzi. Um dos primeiros
experimentos para observar a infecgéo intencional a partir de triatomineos utilizou um
sagui (Callithrix penicillata), tendo-se verificado que o animal, transcorrido alguns dias,

estava com formas evolutivas de T. cruzi no sangue (Chagas, 1909).

Os tripanosomas sao os parasitos mais frequentemente relatados entre os
PNH de regido tropical (Ziccardi et al., 2000), e os primatas do Novo Mundo sédo

naturalmente susceptiveis a doenca (Philipp e Purcell, 2005).

Embora animais de cativeiro estejam mais protegidos do meio silvestre,
sendo monitorados constantemente, ainda podem ser infectados por diversos

parasitos, incluindo tripanosomas. O sul dos Estados Unidos (EUA) possui relatos de
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casos de infeccao natural por T. cruzi em varios animais silvestres (Bern et al., 2011).
Um estudo realizado em um centro de primatas no Texas, EUA, a fim de verificar a
causa mortis de PNH diagnosticados com miocardite, constatou por PCR de tecido
cardiaco em parafina, que babuinos (Papio spp.) e macacos-cinomolgos (Macaca
fascicularis) estavam infectados por T. cruzi (Mubiru et al., 2014). Outro estudo revelou
para macacos-rhesus (Macaca mulata) positividade para T. cruzi, tanto por métodos

sorolégicos como moleculares nesse mesmo centro (Hodo et al., 2018).

Bugios (Alouatta spp.) também foram positivos para T. cruzi em testes
sorologicos realizados nesses animais em matas no sudeste do México. Apesar de
este estudo ter sido um dos primeiros a encontrar animais positivos no pais, pesquisas
subsequentes ndo foram realizadas em outros animais em outros pontos do pais

(Rovirosa-Hérnandez et al., 2013).

Na América Central, sdo escassos os relatos de PNH infectados por T. cruzi.
Um trabalho da década de 1970 apontou para a presenca de diversos tripanosomas
em amostras de PNH colhidas no Panama (Sousa et al., 1974) e outro estudo revelou
gue a circulacéo de tripanosomas € comum em animais silvestres também na regiao
caribenha (Petana, 1978). Um estudo mais recente encontrou mais de 70% dos
triatomineos capturados positivos para T. cruzi na Colémbia caribenha, indicando uma
alta circulacdo tanto de insetos vetores como de tripanosomas por toda essa regiao

da América Latina (Escalante et al., 2015)

Jéa na América do Sul, os relatos de PNH com T. cruzi séo mais frequentes.
Animais adquiridos pelo Canada entre 1985 a 1998 oriundos da Guiana e Peru foram
positivos tanto por métodos parasitologicos de esfregaco por extensdo, como por
sorologia e molecular (Ndao et al., 2000). J& um estudo realizado em um centro de
primatas dos EUA detectou que quase 50% dos macacos-de-cheiro (Saimiri sciureus)
adquiridos da Bolivia foram positivos para tripanosomas (D’Alessandro et al., 1986).
Outro estudo conduzido no Peru com PNH naturais do pais encontrou animais
positivos para T. cruzi e apesar de o trabalho ter encontrado uma maior prevaléncia
de PNH de vida livre infectados quando comparados aos de cativeiro, o trabalho
destacou para a importancia de pesquisa em animais que estdo mais proximo de

humanos, como os de cativeiro (Aysanoa et al., 2017).
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Ha poucos estudos em outros paises da América do Sul da prevaléncia de
tripanosomas em animais, mesmo considerando animais silvestres de forma geral
(Argibay et al.,, 2016; Yefi-Quinteros et al., 2018), focando mais nos casos em
humanos. Considerando esses trabalhos, um estudo soroldgico na Argentina detectou
quase 10% das pessoas que vivem uma area rural como reagentes para T. cruzi
(Hoyos et al., 2016), indicando a circulacdo do parasito mesmo em regides mais ao

sul da América do Sul.

No Brasil, Lisboa et al. (2000) identificaram a presenca de PNH
naturalmente infectados por T. cruzi na Reserva Bioldgica de Poco das Antas, no
Estado do Rio de Janeiro. No estudo, mais da metade dos 118 micos-ledes-dourados
(Leontopithecus rosalia) foram positivos em técnica soroldgica, além do parasito ter
sido isolado em quase 40 deles. Outros estudos também apontaram a presenca de
tripanosomas em animais silvestres, incluindo PNH, tanto de vida livre como de
cativeiro (Lisboa et al., 2000; Ziccardi et al., 2000; Roque et al., 2013; Tendrio et al.,
2014; Santos, 2016; Jansen et al., 2018; Reis et al., 2019).

1.5 Técnicas diagndsticas

Desde as primeiras observacdes a partir de esfregacos por extensao
sanguinea em lamina de Chagas (1909), as técnicas para deteccdo de T. cruzi
avancaram consideravelmente. Contudo, cada técnica possui suas peculiaridades e
seus usos sdo tao diversos quanto as finalidades das pesquisas as quais elas estao

sendo utilizadas.

A mais tradicional, mas que ainda apresenta desafios na identificacao,
mesmo com pessoal qualificado (Wells et al., 2019), é a observacdo parasitolégica
direta, com a observacdo do parasito em laminas, geralmente fixadas e coradas.
Contudo, esta € uma das técnicas em que ha um variavel grau de concordancia com
outras técnicas, sobretudo quando se leva em consideragéo o tipo de amostra, como
a partir de sangue total, que se mostra mais baixa quando comparada com amostras
da camada leucocitaria (Ndao et al., 2000; Maia da Sila et al., 2008; Sato et al., 2008).

Ja a técnica sorolégica busca identificar anticorpos produzidos pelos
vertebrados que foram expostos aos patdgenos. Geralmente apds a infeccdo, o

organismo cria uma resposta imunolégica, que pode ser celular, mediada por linfécitos
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T, e a resposta humoral, mediada por imunoglobulinas — ou anticorpos — que
reconhecem o antigeno e se ligam a ele (Furman e Davis, 2015). Apds o contato com
0 antigeno, 0 organismo mantém uma cicatriz soroldgica, onde 0s anticorpos ainda
sdo detectaveis no soro. As técnicas soroldgicas buscam identificar justamente esses

anticorpos para elucidar o passado sorolégico do organismo.

A Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) € uma das técnicas
sorolégicas mais utilizadas, tendo suas bases para a pesquisa na deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi descrito por Camargo (1966), tendo recebido pouquissimas
modificacdes ao longo do tempo. Nessa técnica, o antigeno de interesse (como T.
cruzi mantidos em cultura) é fixado em laminas de microscopia, 0s quais entram em
contato com o soro do organismo estudado. Se houver a presenga de anticorpos anti-
T. cruzi, eles se ligardo nos antigenos fixados na lamina e sera possivel determinar

se 0 animal foi reagente ou ndo a técnica (ANEXO G e ANEXO H).

O melhor entendimento da biologia molecular das ultimas décadas permitiu
gue os pesquisadores pudessem identificar trechos especificos de material genético,
desde anormalidades que levam a condi¢des genéticas especificas (Saiki et al., 1985)
até na identificacdo de organismos (Petrisor et al., 2005). Uma das principais técnicas
moleculares é pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que busca amplificar
pequenos trechos de DNA em grandes quantidades, os quais podem ser visualizados
ao se submeter o material amplificado — os amplicons — em uma corrida eletroforética.
Os resultados s&o considerados de alta sensibilidade e alta especificidade. (ANEXO
D).

Os trabalhos na identificacdo de tripanosomas ocorreram logo nos
primeiros anos de padronizagdo da técnica de PCR (Moser et al., 1989a; Moser et al.,
1989b; Sturm et al.,, 1989), avancando consideravelmente nos Uultimos anos.
Atualmente existem dois principais alvos de interesse na identificacdo de T. cruzi: por
meio da amplificag@o de trechos de DNA nuclear (hnDNA) ou por minicirculos de DNA
cinetoplasto (KDNA), sendo este ultimo um dos alvos apontados pela WHO como
sendo melhor em analises de amostras humanas (Guarner, 2019). Além disso, muitos
trabalhos buscam a amplificacéo de trechos conservados entre os tripanosomatideos,
0s quais podem ser identificados por técnicas de sequenciamento genético. O uso de

PCR em tempo real (QPCR) também se mostra uma boa ferramenta de pesquisa, ja
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que € possivel quantificar os parasitos no material amostrado (Schijman, 2018)
(ANEXO E).

Como a PCR para T. cruzi depende da presenca do parasito na amostra
para que o DNA seja amplificado, o tipo de material coletado influencia no resultado.
As amostras de sangue sdo Uteis quando o organismo parasito esta na fase aguda da
infecgdo, pois o parasito ainda circula no sangue. Contudo, na fase crbnica, 0s
tripanosomas tendem a se encistar em tecidos musculares, 0s quais as biopsias
desses tecidos trazem melhores resultados. Apesar disso, biopsias tendem a ser
menos utilizados na pesquisa, ja que sdo métodos invasivos, tanto em estudos com

humanos como em animais.

1.6 Zoolbgicos e centro de conservagdo de PNH

Mesmo com uma grande diversidade de espécies animais, o Brasil possui
mais de 100 zooldgicos e aquarios que abrigam pelo menos 50 mil animais de
diferentes espécies da fauna brasileira e espécies exoticas (Wild Welfare, 2019).
Todas as regides brasileiras possuem zooldgicos de referéncia em manejo e cuidados,
além de atracbes para o publico visitante e atuacdo em pesquisa e ensino. Tais
zooldgicos e centros de conservacdo acabam integrando, muitas vezes, o bioma onde
estdo localizados. Assim, a fauna e flora local acabam constituindo parte do ambiente
desses espacos, 0 que acaba permitindo o transito livre de outros animais que néo
pertencem ao plantel dessas instituicbes e de insetos, alguns dos quais realizam

repasto sanguineo e podem transmitir parasitos para 0s animais.

O bioma Amazobnia, localizado na regido Norte do Brasil, possui uma
grande circulacdo de vetores e de parasitos, sobretudo o agente da doenca de Chagas.
Grande parte dos casos agudos da doenga, relatados em humanos nos ultimos anos,
foram registrados na regido Norte e se deu principalmente pelo consumo da polpa de
frutos ndo higienizados ou de triatomineos triturados junto ao alimento, apontando
para uma forte circulagéo do parasito e de insetos vetores neste ambiente. O estado
do Paré& possui altos indices de doenca de Chagas em humanos, com mais de mil

casos registrados entre 2012 a 2016 (Ministério da Saude, 2019a).

O Centro Nacional de Primatas (CENP), em Ananindeua, no Estado do

Para, foi criado através da Portaria Ministerial n® 115, de 15 de marco de 1978 a partir
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de um convénio do Ministério da Saude, o Ministério da Agricultura, OPAS e WHO. O
CENP concentra primatas que sao utilizados em diversas pesquisas basicas e
aplicadas, de carater biomédico. Estes animais estdo inseridos em ambiente propicio
onde podem ser fonte de repasto sanguineo de triatomineos, visto que casos de
doenca de Chagas agudo ocasionado por ingestao de polpa de acai contaminado com
fezes e urina de triatomineos ja foram relatados nesse municipio (Homma et al., 2006;
Ferreira et al., 2016).

A regido Nordeste brasileira € rica em biomas, sendo o interior
caracterizado pelo bioma Caatinga, e a regido litoranea com resquicios da Mata
Atlantica (caracterizado pela Zona da Mata). Estes biomas estdo distribuidos por
diversos Estados, incluindo o Estado da Bahia. O Parque Zoobotanico Getulio Vargas,
em Salvador, tem mais de 700 mil m2 de area construida e preservada (250 mil m2 de
remanescentes da Mata Atlantica). Inaugurado em 1956, o Zoolégico de Salvador
recebe mais de 500 mil visitantes anualmente e possui mais de 1,5 mil animais em
seu plantel de mais de 150 espécies distintas, sendo 40 de mamiferos, muitos da
fauna brasileira. O zooldgico tem preocupacdo com pesquisa de manejo e reproducao,
sendo conhecido por trabalhos de reproducdo de macacos-prego, por exemplo. Por
estar localizado na regido litoranea do Estado, esta inserido em um fragmento de
vegetacao natural de Mata Atlantica dentro do ambiente urbano soteropolitano, habitat
natural para diversos triatomineos que ja foram encontrados no municipio (Santana et
al., 2011; Ministério da Saude, 2019a).

A regido Centro-Oeste ostenta um rico ecossistema, ja que é ambiente de
transicdo entre os biomas Amazénia e Cerrado e por ser regido do bioma Pantanal,
considerada a maior superficie inundavel do mundo (Souza et al., 2006). Tais biomas
abrigam uma infinidade de ecossistemas que permitem a existéncia de uma grande
diversidade de organismos, desde mamiferos, insetos vetores e parasitos. Casos de
doenca de Chagas no centro-oeste sdo comuns, com circulacdo de diversos
triatomineos nessa regido, principalmente em suas areas de Cerrado. Brasilia, capital

do Brasil, esta localizado no Distrito Federal, um enclave dentro do Estado de Goias.

A Fundacao Jardim Zooldgico de Brasilia, foi inaugurada em 1957 e possui
mais de 1,4 mil animais de mais de 200 espécies que estdo distribuidos em mais de
1 milhdo de m? de area natural e construida. Destaca-se o Santuario da Vida Silvestre,

onde pesquisas importantes sdo conduzidas nesse espacgo. Pesquisas recentes ja
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encontraram tanto P. megistus, um dos principais vetores da doenca de Chagas, como
PNH e outros animais positivos para a T. cruzi nesse zooldgico, como em canideos,

felideos e tamanduas (Minuzzi-Souza et al., 2016; Reis et al., 2019; Reis et al., 2020).

Ja a regido Sudeste, o predominio do bioma Cerrado permitiu uma grande
adaptacao de triatomineos de diversas espécies no ambiente peridomiciliar (Dantas
et al., 2018). Comum até metade do século XX, a doenca de Chagas perdeu for¢a na
regido sudeste, em especial no Estado de S&o Paulo, depois que medidas adotadas
por orgaos de saude da época eliminaram exclusivamente o principal vetor da doenca,
o T. infestans. Entretanto, casos ainda sdo relatados na regido, principalmente pela
grande presenca de triatomineos no Estado de S&o Paulo e, também, pela extensa
atividade agricola da monocultura de cana-de-agucar, onde os triatomineos sao

comumente encontrados nessas plantacdes (Cardoso et al., 2006).

O Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros, em Sorocaba, Séo
Paulo, recebe mais de 600 mil visitantes por ano. Inaugurado em 1968, o Zooldgico
de Sorocaba possui quase 130 mil m2, distribuidos em &areas construidas para
visitacdo e locais preservados, com destaque para a mata com diversas espécies
livres. Considerado um dos melhores zooldgicos do pais, o zoolégico possui
importante papel na conservacdo de animais ameacados de extin¢ao, além de possuir
atividades educacionais ao longo do ano, recebendo mais de 90 mil alunos por ano
em suas dependéncias. Totalmente inserido em ambiente urbano, ja foi detectada a
presenca de cachorros-do-mato (Cerdocyon thous) para T. cruzi nesse local (Zetun et
al., 2014), além de triatomineos terem sido encontrados na cidade nos ultimos anos
(SUCEN, 2016).

A regido Sul do Brasil, embora caracterizada por um clima mais ameno,
casos de doenca de Chagas eram comumente relatados em estados como Rio
Grande do Sul, no passado (Forattini, 1980). Seu bioma é caracterizado
principalmente por grandes areas abertas, as pradarias, onde assentamentos e
pratica da pecuaria nesses locais permitem um constante contato de humanos e
animais aos insetos vetores. Em 2005, caso de doenca de Chagas agudo foi relatado
no estado de Santa Catarina (Steindel et al., 2008), pelo consumo de caldo de cana
contaminado com T. cruzi. Atualmente, casos de doenca de Chagas cronico e a
presenca de triatomineos séo relatados no norte do Parana, sobretudo em Maringa
(Gasparim et al., 2018; Ferro e Silva et al., 2018; Ministério da Saude, 2019).
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O Zoologico Municipal de Curitiba, localizado na capital do Parana, esta
situado no Parque Municipal do Iguacu, ocupando uma area de quase 590 mil mz,
mesclando areas construidas e naturais, recebendo mais de 600 mil visitantes por ano.
Inaugurado em 1982, conta um impressionante plantel de mais de 2,3 mil animais.
Pesquisas da presenca de T. cruzi em PNH ndo haviam sido conduzidas até o

presente estudo.

Diversas cidades do Brasil estdo em processo de urbanizagao crescente e
muitas vezes nao planejado, causando desequilibrios ambientais e ecoldgicos, o que
pode levar vetores e reservatorios de varios parasitos a conviverem mais proximos do
ambiente urbano e em busca de novas fontes de alimentacdo. Com isso, faz-se
importante conhecer a importancia epidemiologica dos PNH de cativeiro inseridos em
zoologicos e centro de conservacdo na manutencdo desses parasitos nas cinco

regides do Brasil.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo geral
Pesquisar a presenca de Trypanosoma em amostras de primatas nao-
humanos (PNH) oriundos do plantel de instituicdes localizadas nas cinco regides do

Brasil, por meio de técnicas parasitologicas, sorologicas e moleculares.

2.2 Objetivos especificos
a. Verificar a viabilidade do uso de técnicas moleculares para a
amplificagéo do gene conservados em amostras de sangue total e swab conjuntival

que demandam longos periodos de transporte;

b. Empregar o uso de primers que amplificam genes de interesse para a
familia Trypanosomatidae e para Trypanosoma cruzi em amostras de sangue total e

swab conjuntival de PNH e a viabilidade de uso;

c. Verificar se 0 uso de amostras de swab conjuntival para a busca
molecular de tripanosomas em amostras coletadas por este método nos PNH é viavel

como método de deteccdo ndo-invasivo;

d. Verificar a viabilidade do uso de método parasitoldgico de esfregaco
sanguineo por extensado para deteccao direta do parasito a partir das amostras de

sangue de PNH;

e. Empregar método sorolégico na busca de anticorpos anti-Trypanosoma
nas amostras de soro dos PNH;

f. Compreender a disseminacdo de Trypanosoma por entre os PNH dos
zooldégicos e centro de conservacao estudados;

g. Divulgar os resultados obtidos aos médicos veterinarios e funcionarios
gue possuem contato direto os animais sobre os resultados encontrados, para que

desenvolvam estratégias de controle da disseminacéo nestes locais.



Al
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3 Material e Métodos

3.1 Zooldbgicos e centro de conservacéo do estudo
Todos os primatas do estudo sdo provenientes dos quatro zoolégicos e de

um centro de conservacao de primatas, um de cada regido do Brasil (FIGURA 1).

Equador

~
%A
)rb,‘:

CENTRO NACIONAL
DE PRIMATAS (CENP)

Local: Ananindeua, Para cT;‘;‘ﬁ.‘Eé’r‘n’Z A
N° de primatas: 10
Clima: Am (tropical de mongao)

Vegetacao: Floresta Amazonica

FUNDAGAO JARDIM / PARQUE ZOOBOTANICO
ZOOLOGICO DE BRASILIA N GETULIO VARGAS

Local: Salvador, Bahia
N° de primatas: 54
Clima: Af (tropical umido)
Vegetacao: Mata Atlantica

Local: Brasilia, Distrito Federal
N° de primatas: 59

Clima: Aw (tropical com inverno seco)
Vegetacado: Cerrado

JARDIM ZOOLOGICO PARQUE ZOOLOGICO MUNICIPAL
DE CURITIBA QUINZINHO DE BARROS

Local: Curitiba, Parana Local: Sorocaba, Sado Paulo

N° de primatas: 18 N° de primatas: 48

Clima: Cfb (subtropical umido temperado) Clima: Cfa (subtropical umido quente)
Vegetacao: Mata de Araucarias Vegetacao: Cerrado

FIGURA 1: Distribuicdo dos zooldgicos e centro de conservacdo de primatas da pesquisa, com indicagdo dos
nameros de primatas por zoolégico e centro de conservacao, clima e vegetagéo predominantes nesses ambientes.
As cores no mapa indicam o clima predominante de acordo com a classificagédo de Koppen. Fonte: Wikipédia, com
alteracoes.

A regido norte do Brasil foi representada pelo Centro Nacional de Primatas

(CENP), um centro de conservacédo de primatas vinculado a Secretaria de Vigilancia
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em Saude (SVS) do Ministério da Saude (MS). Esta localizado na cidade de
Ananindeua, Estado do Para (1°23'00"S 48°22'50"W).

A regido nordeste foi representada pelo parque Zoobotanico Getulio Vargas
(Zoo Salvador), vinculado a Secretaria do Meio Ambiente do Estado da Bahia. Esta
localizado proximo a orla em Salvador, capital da Bahia (13°00'24"S 38°30'27"W).

A Fundacdo Jardim Zooldégico de Brasilia (Zoo Brasilia) foi o espaco
escolhido para a regido centro-oeste brasileira. E mantido indiretamente pela
Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Recursos Hidricos do DF e de empresas
parceiras e esté localizado em Brasilia, Distrito Federal (15°50'39"S 47°56'35"W).

A regido sudeste foi representada pelo Parque Zooldgico Municipal
Quinzinho de Barros (Zoo Sorocaba). Pertence a Secretaria do Meio Ambiente da
Prefeitura de Sorocaba, Sao Paulo (23°30'18"S 47°26'14"W).

O Jardim Zoolégico de Curitiba (Zoo Curitiba) representa a regido sul do
Brasil. Localizado em Curitiba, Parana (25°33'33"S 49°13'53"W), o local pertence a
Secretaria do Meio Ambiente da Prefeitura de Curitiba.

Os quatro zooldgicos foram visitados durante o periodo de estudo, com o
objetivo de compreender a rotina e o manejo dos PNH, bem como entender o espaco
onde esses animais vivem e as areas ao seu entorno. Devido a questdes técnicas, 0

CENP foi o unico local onde nao foi possivel a visita.

Faz-se necessario informar que o CENP néo é considerado um zooldgico,
mas um centro de conservacdo de primatas que foi incluido em nosso trabalho.
Portanto, ndo é possivel tratar nesse estudo e relacionar os locais como sendo ‘cinco

zooldgicos’, mas sim como quatro zoolégicos e um centro de conservacao.

3.2 Animais

Ao todo, 189 (cento e oitenta e nove) PNH de 16 géneros (ao menos 38
espécies) foram utilizados nesse estudo, todos distribuidos de forma nao igual entre
0S quatro zoologicos e o centro de conservagdo de primatas citados anteriormente.
Dos 16 géneros estudados, apenas dois sdo PNH do Velho Mundo, enquanto os 14
demais s&o de PNH do Novo Mundo. Foram coletadas amostras bioldgicas de 10 PNH
do CENP, 54 PNH do Zoo Salvador, 59 PNH do Zoo Brasilia, 48 PNH do Zoo
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Sorocaba e 18 PNH do Zoo Curitiba. A descricdo detalhada dos animais por espécie
e origem esta disponivel na TABELA 7 no APENDICE A.

3.3 Coleta de amostras bioldgicas

Todas as coletas de amostras biologicas dos PNH foram realizadas pelos
médicos veterinarios e funcionarios dos locais onde os animais estavam contidos.
Foram seguidos os protocolos de contencédo e coleta de amostras bioldgicas pre-
estabelecidas de cada local do estudo, nunca coletando mais de um animal por vez.
Foi aproveitada a rotina de manejo dos proprios zooldgicos e centro de conservacao,

a fim de reduzir o estresse no manejo desnecessario dos animais.

A coleta de sangue foi realizada pelo médico veterinario responsavel do
local, mediante assepsia com alcool 70% e punc¢éo venosa periférica. Uma aliquota
do sangue coletado, de valor variavel mediante cada coleta, foi armazenada em tubos
BD Vacutainer® com EDTA K2 para a realizacdo dos exames parasitologicos de

esfregaco por extensao sanguineo e de técnicas moleculares.

Outra aliquota de sangue, de valor variavel, foi armazenada em tubos BD

secos, para a realizacéo de técnicas soroldgicas.

Durante a contencdo dos PNH, foram realizadas colheitas de mucosa
conjuntival com auxilio de swab estéril, os quais foram imediatamente acondicionados
em microtubos livres de DNAses e RNAses, para uso em técnicas de biologia

molecular.

Todo o monitoramento poés-contencdo foi realizado pela equipe dos

zoolodgicos e do centro de conservacao, a fim de garantir o bem-estar dos PNH.

As amostras de sangue (em tubos com EDTA e seco) e os swabs foram
acondicionados em caixas isotérmicas e encaminhadas via Correios até o laboratorio.
A FIGURA 2 ilustra os tipos de amostras recebidas neste estudo dos zoologicos e

centro de conservagéo.

Devido a rotina e as condi¢des especificas no momento da coleta, cada
zoologico coletou uma quantidade variavel de amostras de cada primata do estudo. O
namero minimo aceitavel para ser incluido no estudo foi de uma amostra bioldgica por

PNH, independente da amostra ser sangue total, soro, swab conjuntival e esfregacgo
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sanguineo, sendo quatro o0 numero maximo de amostras por PNH. Assim, dos 189
PNH do estudo, um total de 576 amostras bioldgicas foram recebidas entre 2017 a
2019. O detalhamento da quantidade de amostras por tipo (sangue total, soro, swab
conjuntival e esfregaco por extenso) estéo disponiveis na TABELA 8 do APENDICE
C.

A descricdo completa do tipo de amostra biolégica coletada por PNH de
cada zooldgico e centro de conservacgdo do estudo estdo disponiveis nas TABELA 9
a TABELA 13 do APENDICE C.

A

CONJUNTIVAL

TECNICAS
MOLECULARES

TU BO EDTA
SANGUE
TOTAL

TECNICAS
SOROLOGICAS

ESFREGACO

TUBO SECO POR EXTENSAO

FIGURA 2: Técnicas diagnésticas utilizadas a partir de amostras bioldgicas de primatas ndo humanos do estudo..
Fonte: arquivo pessoal.

3.4 Local de realizacdo das técnicas

As técnicas de biologia molecular foram realizadas no Laboratorio de
Sanidade Animal de Bauru (LASAB), da Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegocios (APTA/SAA-SP), em Bauru, S&o Paulo e no Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto Adolfo Lutz (IAL), Centro de Laboratérios Regionais Bauru, Sao

Paulo.
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As técnicas de sorologia foram conduzidas no Laboratorio de Sorologia do
IAL, em Bauru, Sdo Paulo. J4 as técnicas parasitologicas de esfregaco sanguineo por
extenséo foram realizadas no LASAB/APTA/SAA-SP, em Bauru, Sao Paulo.

3.5 Questdes legais e de ética no uso animal
Todos os procedimentos conduzidos nos PNH seguiram os protocolos de

bem-estar animal adotados nos zooldgicos e centro de conservacéo do estudo.

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (Unesp), Botucatu, Sdo Paulo, sob numero 1213/2017 (ANEXO 1),
além de ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO), do Instituto Chico Mendes de Conservagdo da
Biodiversidade (ICMBio), érgdo vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), sob
namero 57382-3 (ANEXO J).

A pesquisa também foi aprovada pelos zoolégicos e centro de conservacao
do estudo, os quais autorizaram a coleta de material biolégico dos PNH sob suas

responsabilidades.

O uso dos PNH do CENP foi aprovado pelo CEUA do Instituto Evandro
Chagas (IEC), sob o numero 20/2019 (ANEXO K). O uso dos PNH do Zoo Salvador,
Zoo Brasilia, Zoo Sorocaba e Zoo Curitiba também receberam declaracdo de

aprovacao, seguindo os tramites internos de cada zooldgico (ANEXO L a ANEXO 0).

3.6 Parasitolégico

3.6.1 Parasitologico de esfregaco sanguineo por extensao

Para a realizacdo da técnica de esfregaco sanguineo por extensédo, uma
gota de sangue de cada animal foi depositada em laminas de vidro. Posteriormente,
as laminas foram coradas pela técnica de Giemsa. As laminas foram secas
naturalmente e armazenadas em caixas de madeira até o0 momento da observacéo

em microscopia oOtica com 6leo de imersdo em aumento de 1000X.
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3.7 Biologia molecular

3.7.1 Extracdo do DNA

As técnicas de extracdo de DNA a partir do sangue armazenado em tubos
com EDTA foram realizadas utilizando o kit de extracdo comercial lllustra Blood
GenomicPrep Mini Spin Kit® (GE Healthcare®), seguindo o protocolo do fabricante,
disponivel no ANEXO A.

As técnicas de extracdo de DNA a partir dos swabs conjuntivais foram
realizados utilizando o mesmo kit comercial para as amostras de sangue total.
Também foi realizado a extracdo de DNA destas amostras através de um método in
house por salting out com overnight, adaptado a partir de Benassi et al. (2017), tendo

suas etapas descritas no ANEXO B.

3.7.2 Quantificacdo do DNA

Todas as amostras de DNA extraidas foram quantificadas utilizando o
aparelho NanoVue Plus (GE Healthcare). A metodologia de leituras de quantificacéo
esta disponivel no ANEXO C.

3.7.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para sangue

Para a amplificacao de trechos especificos de DNA de interesse no estudo
a partir das amostras de sangue total extraidas, foi realizada a técnica molecular de
PCR, que foi realizada nas seguintes condi¢des: cada tubo de reagdo de 0,2mL
recebeu tampao de PCR (50mM KCI, 20mM de Tris-HCI), 1,6 mM de MgClz, 0,2mM
de dNTPs, 1U de Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen, EUA), 0,2uM de cada
primer, 1uL da amostra testada e 8,3uL de agua ultra pura (MIX-PCR). Desta forma,
cada tubo continha 11uL do MIX-PCR e 1uL do produto de extracdo do DNA. Os
procedimentos da PCR estéo descritos no ANEXO D.

A PCR foi realizada utilizando os termocicladores Mastercycler Pro®
(Eppendorf) e 96 Well Thermal Cycler® (Applied Biosystems). Os alvos génicos de
interesse, os primers utilizados e os perfis de ciclagem utilizados na PCR estdo
descritos na TABELA 1, abaixo.



TABELA 1: Descrigao dos primers utilizados no trabalho.
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Amplificacdao de  Alvo Primers e tamanho aproximado dos Eiecrlgl g; o
interesse génico amplicons (em pares de bases (pb)) gem
referéncia
1x (95
B1: °C/5min); 30x
5 ACCACCAACTTCATCCACGTTCACS; (95 °C/30s, 60
. Gene beta- ) °C/30s, 72
Gene constitutivo globulina B2: 9C/30s); 1 (72
5’CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCY oC /5min')
~120pb (Edvinsson,
2006).
1x (94 °C/30s);
25x (94 °C/20s,
TCZ1: 57 °C/30s, 72
Trypanosoma DNA 5'CGAGCTCTTGCCCACACGGGTGCT3;; °C/30s) ; 1x (72
cruzi nuclear Tcz2: °C/30m|n)
5’ CCTCCAAGCAGCGGATAGTTCAGGY (Virreira et al.,
=~180pb 2003; Moser et
al., 1989b, com
modificacdes).
1x (94
121: °C/3min); 35x
- 5’AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGAS’; (94 °C/30s, 57
Trypanosoma Minicirculos 122: °C/30s, 72
) : o .
cruzl dekDNA 5 GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATAS ogﬁgabb‘gz
~350pb (Fitzwater et
al., 2008).
1x (94
Gene °C/4min); 40x
codificador H,SP7OF: , (94 °C/30s, 59
Familia da proteina 5’AGGTGAAGGCGACGAACGS3; °C/30s, 57
Trypanosomatidae de choque H,SP7OR: , °C/ 305).; 1x72
térmico 5CGCTTGTCCATCTTTGCGTC3 °C/10min)
(hsp70) =~300/400pb (Hernandez et
al., 2014, com
modificac¢des).
Regi&o SSU561F: 30x (94 °C/30s,
- 5TGGGATAACAAAGGAGCAZ’; 54 °C/1min, 72
Familia V7/v8 do . N :
Trypanosomatidae gene 16S S,SU561R' , C/2min)
3SU IRNA 5’ CTGAGACTGTAACCTCAAAGC3 (Noyes et al.,

~650pb

1996).
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3.7.4 PCR para swab conjuntival

Para a PCR de swab conjuntival, as amostras foram submetidas as
mesmas condicbes descritas para a PCR convencional de sangue total, com a
diferenca da realizacdo de PCR da PCR de todas as amostras extraidas. Assim, 0s
amplicons resultantes da primeira rodada de PCR serviram de amostras para a
realizacdo da segunda rodada de PCR. Esta técnica visa aumentar a quantidade de
amplicons no final do trabalho, considerando a baixa concentracdo de DNA obtidas

na extragao.

Foi utilizado o termociclador Eppendorf Mastercycler Pro® e utilizado os

mesmos primers com o mesmo perfil de ciclagem descrito na TABELA 1.

3.7.5 Eletroforese

Aliquotas de 10uL dos amplicons foram homogeneizadas com 2uL de
preparado de azul de bromofenol, e submetidas a eletroforese em cuba horizontal
contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09M de acido bérico e 0,001M de EDTA).

A identificacdo dos produtos amplificados foi feita em eletroforese em gel
de agarose a 2,0%, preparado com TBE 0,5X (0,05M Tris, 0,045M de acido borico e
0,0005M de EDTA), corado com SybrSafe® (Invitrogen®) 0,1uL/mL. A voltagem
utilizada foi de 100V com tempo variavel, condizente com o tamanho do gel, com

tempo minimo de 50 minutos.

Para o padréo de peso molecular, foi utilizado o LowRanger® 100bp DNA
Ladder (Norgen®) e o tamanho dos fragmentos amplificados foram comparados
visualmente com os padrdes de peso molecular. Cepas-padréo foram utilizadas como
controles positivos. Foi utilizado o transiluminador Major Science® Compact Digimage
System® UVDI Series para visualizacdo em luz ultravioleta (254nm). As imagens do
gel foram registradas com uso da camera fotografica Canon PowerShot® G12, com
as seguintes configuragcbes: exposicdo de oito segundos, ISO 1250 e demais

configuracbes em modo automatico.
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3.7.6 PCR em tempo real (QPCR)

Para a determinacdo da carga parasitaria nas amostras de sangue total
extraidas dos PNH, foi realizada a qPCR. Utilizou-se o sistema SYBR®Green por meio
do reagente Power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems® by Thermo
Fisher Scientific). As reacdes ocorreram em placas MicroAmp® Fast 96-Well Reaction
Plate (Applied Biosystems® by Thermo Fisher Scientific). Cada poco de 0,1mL
recebeu 12uL de &gua ultrapura, 10uL do reagente SYBR®Green e 0,5uL de cada
primer (MIX-qPCR). Assim, cada pogo da placa continha 23uL de MIX-qPCR mais 2pL
da amostra extraida, totalizando 25uL. Todas as amostras foram testadas em

duplicata na mesma placa.

As placas passaram pelo processo de ciclagem e leitura por meio do
equipamento StepOne® Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems® by
Thermo Fisher Scientific). Para a realizacdo da curva-padrdo foram utilizadas
amostras de DNA de cepas de T. cruzi, nas concentracdes decrescentes de 10° a 10
parasitos/mL. Todos os controles foram colocados na placa em triplicata. Os
procedimentos da qPCR foram descritos no ANEXO E.

Foram utilizados os primers que amplificam o gene codificador hsp70,
segundo Hernandez et al. (2014), os mesmos utilizados na PCR convencional
(disponivel na TABELA 1). O perfil de ciclagem para a gPCR foi de um ciclo inicial de
desnaturacao a 95 °C por 10min, seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por
1min, com a captura de sinais de fluorescéncia no final de cada ciclo além de mais um
ciclo final para a curva de dissociacdo, com os dados sendo armazenados e

analisados pelo software StepOne® Software v2.3.

3.7.7 Controles

Como controles positivos para PCR foram utilizadas DNA extraido a partir
de cepas Y de T. cruzi, que foram mantidas em cultivo no LASAB/APTA/SAA-SP
Bauru em meio NNN-LIT (Novy, MacNeal, Nicolle e Liver Infusion Tryptose) em estufa
a 25 °C, repicados conforme rotina no laboratério. Agua ultrapura estéril foi utilizada

como controle negativo.
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Para os controles para a qPCR foram utilizadas cepas Y de T. cruzi
mantidas em cultivo em meio NNN-LIT no LASAB/APTA/SAA-SP. A quantificacdo dos
parasitos por pL foi feita utilizando camera de Neubauer. A partir da obtengdo do
concentrado em 10° parasitos por mL, foi realizado uma diluicdo seriada até a
concentracdo de 10 parasitos por mL. Foram extraidos o DNA a partir desses
concentrados, que foram utilizados como controles de quantificacdo para a qPCR.
Agua ultrapura estéril foi utilizada como controle negativo. A descricdo da técnica de

quantificacdo dos controles pode ser vista no ANEXO F.

3.8 Sorologia

3.8.1 Reacgao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)

Foram utilizados como antigenos cepa Y de T. cruzi mantidos em tubos
rosqueados contendo NNN-LIT. As laminas foram sensibilizadas utilizando 10 pL da
suspensao de epimastigotas. A técnica de RIFI foi realizada de acordo com Camargo
(1966), com a utilizacdo do conjugado especifico contendo anti-anticorpo IgG de
macaco (IgG, y chain specific, Sigma-Aldrich®), diluido 1:500 em solucéo de Azul de
Evans a 20%. Foi utilizado também o conjugado especifico contendo anti-anticorpo
IgG de humano. As técnicas de sensibilizacdo e os procedimentos da RIFI estdo
descritos nos ANEXO G e ANEXO H.

Apenas as amostras de soro com titulacdo a partir de 20 foram

consideradas positivas.
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4 Resultados

4.1 Zoolbgicos e centro de conservacao
Ao todo, quatro zoologicos e um centro de conservacao participaram do
estudo, sendo um local de cada regido administrativa do Brasil. Cada local apresenta

condicBes climaticas, de vegetacédo e altitude distintas.

Foram realizadas visitas técnicas em todos os zooldgicos entre 2016 a
2018 e foram feitos registros fotograficos dos locais onde os animais eram instalados,
sobretudo os PNH, bem como diversas caracteristicas de funcionamento desses
zoologicos, como a rotina de alimentacdo e de manejo, além dos aspectos
veterinarios! relacionados a salde e bem-estar dos animais. O registro fotografico das
visitas técnicas a esses locais pode ser visto das FIGURA 14 a FIGURA 17 disponiveis
no APENDICE B.

Por dificuldades técnicas e financeiras, o CENP foi o Unico local do estudo
em que ndo foi possivel realizar nenhum tipo de visita ou acompanhamento de suas

atividades, sendo algumas informacdes obtidas apenas por telefone, e-mail ou site.

4.2 Amostras biolégicas

Foram recebidas no LASAB/APTA entre os dias 18 de maio de 2017 a 05
de novembro de 2019, 576 amostras de 189 PNH dos quatro zoologicos e de um
centro de conservacao. Com base nos dados enviados pelos veterinarios, as amostras
foram colhidas entre 05 de outubro de 2016 a 24 de outubro de 2019. Detalhamento
das quantidades de amostras biol6gicas por PNH de cada zooldgico e centro de
conservacao, assim como datas de coletas e recebimento destas estdo disponiveis
nas TABELA 9 a TABELA 13, no APENDICE C.

Ao todo foram recebidas 149 amostras de sangue total, 166 amostras de
soro, 121 amostras de swab conjuntival e 140 laminas de esfregaco por extenséo.

Dos 189 PNH, 127 possuiam conjuntamente amostras de sangue total e soro (67,2%).

1 Por aspectos veterinarios entende-se o conjunto de informagdes fornecida, quando
possivel, pela equipe responsavel pelo manejo dos PNH de cada localidade estudada, a respeito das,
caracteristicas fisicas dos animais, como peso e altura, além de presenca de co-morbidades e a
presenca ou ndo de outras doengas, como verminoses. Contudo, como houve pouco registros destes
dados adicionais, eles foram descartados na verséo final desta tese.
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A TABELA 8, disponivel no APENDICE C, traz um detalhamento resumido das
guantidades de amostras coletadas por local do estudo. A FIGURA 3 ilustra o periodo
de coletas e recebimento das amostras, bem como os periodos de visita técnica feitos

ao longo do estudo.

ouT MAR JUN NOV MAR MAI MAR ouT

2016 2017 2017 2017 2018 2018 2019 2019
MAR AGO FEV MAI | AGO JAN | ABR | JUN DEZ MAI NOV
2016 2016 2017 | 2017 | 2017 2018 | 2018 | 2018 2018 | 2019 2019

PRE- INiCIO DA
PESQUISA PESQUISA

COLETA DE sp
S oSTRAS DF PRDF . | BA PR SP DF | PR sp PA
|
RECEBIMENTO DE sP
e S" DF BA sp | PR SP DF PA
VISITA sp
TECNICA L EI7 o 7R

FIGURA 3: Cronograma de coleta, recebimento e visita técnica realizados no estudo, compreendido entre o inicio
das atividades, em agosto de 2016, até o recebimento das Ultimas amostras, em novembro de 2019. O periodo de
pré-pesquisa, entre mar¢o e agosto de 2016 foi o construcao do delineamento do estudo e inclui contato, por email
e telefone, com os zooldgicos e centro de conservacao para firmar parceria na pesquisa. Legenda: para facilitar a
compreensao, as siglas dos Estados (e Distrito Federal) foram usados para indicar o local do estudo onde as
amostras foram colhidas, recebidas ou realizado a visita técnica. Assim, DF representa o Zoo Brasilia; PR 0 Zoo
Curitiba; SP 0 Zoo Sorocaba; BA o Zoo Salvador; e PA o CENP.

4.3 Parasitologico

4.3.1 Parasitologico de esfregaco sanguineo por extensao

Das 576 amostras de 189 PNH, foram recebidas 140 laminas de esfregaco
sanguineo, coradas pela técnica de Giemsa. Detalhes das quantidades de laminas
recebidas por zoologico e centro de conservacao estao disponiveis na TABELA 2.

TABELA 2: Relagao entre a quantidade de primatas nao-humanos (PNH) amostrados
e numero de laminas de esfregaco sanguineo por extensao.

Z00 Z00 Z00 Z00
CENP Salvador Brasilia Sorocaba Curitiba Total
Total de
PNH 10 54 59 48 18 189
Laminas 10 53 14 46 17 140

de PNH
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Relacao

100 98,1 23,7 95,8 94,4 74,0
(em %)

A partir de observacdes nas laminas, foi possivel encontrar formas
sugestivas de tripomastigotas de Trypanosoma sp. em duas (1,0%), sendo um primata
do Zoo Brasilia e um do Zoo Salvador, do género Alouatta (DF56) e Sapajus
xanthosternos (BA04), respectivamente. As formas sugestivas podem ser visualizadas
na FIGURA 4.

FIGURA 4: Laminas de esfregaco por extensdo com formas sugestivas de tripomastigotas de Trypanosoma sp.
observadas em dois primatas do estudo. (A), lamina de Alouatta sp. proveniente do Zoo Brasilia. (B), lamina de
Sapajus xanthosternos do Zoo Salvador. Aumento de 1000x.

4.4 Biologia molecular

4.4.1 Amostras

Foram analisadas 149 amostras de sangue total dos 189 PNH, destinadas
a biologia molecular passando pelo processo de extracao de DNA. Os detalhes das
quantidades de sangue total recebidas por zooldgico e centro de conservacao estao
disponiveis na TABELA 3.

Também foram feitas extracédo de DNA a partir de swab conjuntival. Todas
as 121 amostras de swab dos quatro zoolégicos e de um centro de conservacao foram
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processadas. Detalhes das amostras recebidas por local estdo disponiveis na
TABELA 4.

TABELA 3: Relacéo entre a quantidade de primatas ndo-humanos (PNH) amostrados
e numero de sangue total.

Z00 Z00 Z00 Z00

CENP Salvador Brasilia Sorocaba Curitiba Total
Total de
PNH 10 54 59 48 18 189
Sangue
de PNH 10 53 20 48 18 149
Relagdo ), 98,1 33,9 100 100 78,8
(em %)

TABELA 4: Relacao entre a quantidade de primatas ndo-humanos (PNH) amostrados
e numero de swab conjuntival.

Z00 Z00 Z00 Z00

CENP Salvador Brasilia Sorocaba Curitiba Total
Total de
PNH 10 54 59 48 18 189
Swab
de PNH 10 47 5 47 12 121
Relagdo ), 87.0 8.8 97.9 666 64,9
(em %)

4.4.2 Quantificagdo de DNA

Todas as amostras extraidas de sangue total e swab conjuntival foram
guantificadas. Os dados resumidos de quantificacdo a partir da extracdo de sangue
total de cada zoologico e centro de conservagdo esta disponivel na TABELA 14 no
APENDICE D. J4 os valores para swab conjuntival utilizando o método comercial de
sangue para a extragdo de DNA estéo disponiveis na TABELA 15, enquanto que 0s
valores de quantificagcdo dos swabs a partir do método de extracdo por salting out

estdo disponiveis na TABELA 16, no mesmo apéndice.

Os dados completos da concentracdo do DNA e a relagéo 2692 obtida a

partir das amostras extraidas de sangue total e swab conjuntival dos PNH dos
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zoologicos e centro de conservacdo do estudo estdo disponiveis nas TABELA 17 a
TABELA 21, todos disponiveis no APENDICE D.

4.4.3 PCR de sangue total

Todas as 149 amostras de DNA extraidas a partir de sangue total dos PNH
foram submetidas a PCR utilizando primers que amplificam o gene codificador da
beta-globulina, uma regido conservada presente em diversos organismos, se tornando
atil como um indicador da qualidade de extracdo do DNA. Todas amplificaram o trecho

de interesse, indicando a viabilidade do método utilizado no trabalho.

Usando primers que amplificam trechos de minicirculos de kKDNA de T. cruzi,
36 PNH (24,2%) amplificaram, sendo todos por meio dos primers 121/122 e nenhum
pelos primers TCZ1/TCZ2. A comparacao entre as corridas eletroforéticas pode ser
vista na FIGURA 18 no APENDICE E.

Com a utilizagcdo de primers que amplificam o gene codificador hsp70,
presente em tripanosomatideos, 21 amostras de PNH (14,1%) apresentaram
amplificacdo. Os primers que amplificam a regido V7/V8 do gene 16S SSU rRNA
também presente em tripanosomatideos 14 amostras de PNH (9,4%) amplificaram. A
FIGURA 19 no APENDICE E apresenta uma das corridas eletroforéticas utilizando

esses primers.

Foram realizadas no total, 745 reacdes de PCR para os cinco conjuntos de
primers do estudo, os quais 220 apresentaram algum tipo de amplificacdo (29,5%).
Excluindo as reagdes utilizando-se os primers $1/82, foram 71 amostras (9,5%). A
FIGURA 5 a seguir apresenta uma descri¢cdo visual no mapa da distribuicéo, tanto dos
PNH do estudo como dos animais positivos. Quarenta e nove dos 149 PNH (32,9%)
do estudo amplificaram para pelo menos um conjunto de primers — exceto 1/B2.
Todos os dados resumidos estédo disponiveis na TABELA 14 disponivel no APENDICE
E. Ao menos 16 espécies foram positivas para um dos conjuntos de primers de
interesse no estudo. Os dados podem ser vistos na TABELA 22, enquanto que na
TABELA 23, ambas no APENDICE E, observa-se o numero de PNH que

apresentaram amostras bioldgicas amplificadas em mais de um conjunto de primers.
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FIGURA 5: Mapa com a distribuicdo dos primatas ndo-humanos (PNH) do estudo. As &reas dos circulos
representam a quantidade de PNH amostrados ou positivos pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Os circulos coloridos (exceto o azul-claro) representam as amostras de PNH que amplificaram para o
conjunto de primers descritos no detalhe na imagem. A sobreposicdo dos circulos indica amplificagdo de um
mesmo animal para mais de um conjunto de primers. Os PNH do CENP (regido Norte), no Para (os circulos mais
acima da imagem) é o Unico caso em que todos as amostras dos animais amplificaram para os primers 121/122.
Os detalhes est&o disponiveis nas tabelas no APENDICE E.

Entre os zoologicos e centro de conservacédo, os PNH do CENP foram o
que apresentaram maior quantidade de amplificacdes, com 10 PNH (100%)
amplificando para algum dos conjuntos de primers (excetuando primers 31/82). O Zoo
Salvador apresentou menor quantidade de amplificacées, com sete PNH (13,2%).
Todos os dados de amplificacdo de cada PNH de cada zooldgico e centro de
conservacdo do estudo estdo disponiveis nas TABELA 25 a TABELA 29 no
APENDICE E.
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4.4.4 PCR de swab conjuntival

Devido aos resultados pouco satisfatorios obtidos na quantificacéo a partir
da extracdo de DNA dos swabs conjuntivais, foi realizado um pré-teste submetendo
as amostras a PCR utilizando os primers 1/B2, sendo que as amostras foram néo

reagentes a técnica.

Foi realizado a extracdo de DNA seguindo um segundo protocolo in house
de salting out com overnight para os swabs, como uma forma de testar esse método
em comparacdo com o método tradicional a partir de kit de extracdo. Das 121
amostras de swab conjuntival, trés amostras foram comprometidas durante o
processo de extracdo, resultando em 118 amostras extraidas pelo método de salting

out.

Das 118 amostras extraidas, 91 (77,1%) amplificaram com o uso de primers
B1/B2. Assim como utilizado para as amostras extraidas de sangue total, o uso de
primers que amplificam o gene da beta-globulina s&o importantes para garantir a
viabilidade das amostras.

Das 590 reacdes realizadas para este trabalho?, 140 amplificaram para ao
menos um conjunto de primers. Destas, excluindo 1/82, 49 amostras de swab
conjuntival extraidas (41,5%) de 41 PNH (34,7%) amplificaram para ao menos um

conjunto de primers.

Com o uso de primers 121/122 que amplificam os minicirculos de kDNA,
33 amostras (28,0%) apresentaram amplificacdo, enquanto oito amostras (6,8%)
amplificaram para os primers SSU561. Sete amostras (5,9%) amplificaram com os
primers HSP70 e duas amostras (0,8%) amplificaram para os primers TCZ1/TCZ2.
Todos estes dados estdo disponiveis na TABELA 30 no APENDICE F. A relagéo de
todos os animais que tiveram as amostras de swab conjuntival extraidas amplificadas

(exceto B1/B2) de todos os zooldgicos, esta disponivel na TABELA 31 do mesmo

2 Importante ressaltar que todas as reagdes de PCR para as amostras extraidas a partir de swab conjuntival foram
realizadas duplamente (PCR da PCR), afim de refor¢ar o nimero de amplicons. Assim, foram feitas 1180 reacdes
de PCR para estas amostras no total (desconsiderando as reac¢des para controles positivos e negativos).
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apéndice. A descricdo detalhada de amostras amplificadas de todos os animais
discriminadas por zooldgico ou centro de conservacgao estao disponiveis nas TABELA
32 a TABELA 36 do mesmo apéndice.

4.4.5 PCR de sangue total e swab conjuntival

Ao total, 49 amostras de sangue total de PNH amplificaram para, ao menos,
um dos primers utilizados no estudo (excetuando 1/82), enquanto o mesmo ocorreu
com 41 amostras de swab conjuntival. Assim, 71 amostras das duas origens

amplificaram para algum primer alvo deste estudo (37,6% do total de PNH do estudo).

Das amostras que amplificaram, 15 (21,1%) foram para o mesmo PNH
utilizando o mesmo primer de interesse, sendo o CENP o que houve maior
concordancia, tendo-se 10 amostras de sangue total e 10 amostras de swab
conjuntival amplificado para o mesmo alvo génico (100%). O Zoo Curitiba, apesar de
11 amostras de PNH terem amplificado tanto para sangue quanto para swab

conjuntival, ndo havendo concordancia em nenhum dos alvos estudados.

O Zoo Salvador e Zoo Curitiba foram dois locais onde as amostras de swab
conjuntival retornaram mais animais positivos que as amostras de sangue, sendo 15
(32,6%) e 10 (22,2%), respectivamente, contra apenas 7 (13,2%) e 9 (18,8%) das
amostras de sangue processadas, respectivamente. Nos demais locais as amostras

de sangue superaram as de swab conjuntival em nimero de amplificacdes.

No APENDICE G ¢é possivel comparar todos os resultados obtidos a
biologia molecular a partir de amostras extraidas com swab conjuntival e com as
amostras extraidas de sangue total, em relacdo ao mesmo PNH e em relacdo aos
primers utilizados. A TABELA 37 resume e relne o0s resultados para todos os
zoologicos e centro de conservacéo do estudo, com totais de animais Unicos positivos,
independente da origem da amostra, assim com a concordancia entre as amostras
(sangue total e swab conjuntival) para o mesmo PNH. As TABELA 37 a TABELA 42

discriminam as informacdes por zooldgico e centro de conservacgao.
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4.4.6 qPCR de sangue total

Foi realizado um teste dos controles quantificados de T. cruzi utilizados na
gPCR, os quais apresentaram resultados satisfatorios, como pode ser visto na
FIGURA 20 disponivel no APENDICE H.

Todas as 149 amostras de sangue total recebidas dos quatro zooldgicos e
um centro de conservacdo foram submetidas a técnica de qPCR, utilizando primers
que amplificam trecho do gene hsp70. Destas, foi possivel quantificar a carga
parasitaria em 21 PNH (14,1%) positivos na PCR utilizando os mesmos primers
(FIGURA 21 no APENDICE H), bem como de outras 28 amostras (49 amostras no
total, ou 32,9%) que ndo haviam amplificado anteriormente na PCR (FIGURA 22 no
APENDICE H).

A TABELA 5 abaixo apresenta o numero de PNH que amplificaram na
gPCR em cada zooldgico e centro de conservacdo comparando com o total de
amostras recebidas e o niumero de PNH positivos na PCR utilizando os mesmos
primers. Os valores de quantificacdo dos 49 PNH podem ser visualizados na TABELA
43 no APENDICE H.

TABELA 5: resumo das informacdes de amplificacdo pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR) utilizando primers que amplificam o gene
hsp70, comparando com os achados utilizando os mesmos primers na Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR).

PNH gPCR PCR Relacdo PNH x Relacdo qPCR x

gPCR (em %) PCR (em %)

CENP 10 10 6 100,0 166,6
Zoo Salvador 53 25 1 47,2 2500
Z0oo Brasilia 20 5 5 25,0 100
Zoo Sorocaba 48 8 8 16,7 100
Zoo Curitiba 18 1 1 5,6 100
Total 149 49 21 26,2

Relacdo* (em %) 32,9 14,1

Legenda: * = relacdo (em %) entre o total das técnicas de qPCR ou PCR com o total de amostras.
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4.5.1 Amostras
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Dos 189 PNH, foram recebidas ou processadas 166 amostras de soro,

destinados para a realizacao de provas sorologicas. A TABELA 6 a seguir descreve 0

total de primatas e a quantidade de soro recebida de cada local do estudo.

TABELA 6: Relacéo entre a quantidade de primatas ndo-humanos (PNH) amostrados

e 0 nimero de soro.

Z00 Z00 Z00 Z00
CENP Salvador Brasilia Sorocaba  Curitiba Total
Total de PNH 10 54 59 48 18 189
Soro de PNH 10 53 42 44 17 166
Relacao (em %) 100 98,1 71,2 91,7 944 87,8

4.5.2 RIFI com conjugado anti-macaco

Todas as 166 amostras de soro foram submetidas a técnica de RIFI na

busca de anticorpos anti-T. cruzi, utilizando conjugado anti-macaco. Todas as

amostras foram nao reagentes a técnica.
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5 Discusséao

Os PNH sao fonte inesgotavel de aprendizagem, tanto por suas
caracteristicas comportamentais as quais podem espelhar e servir de parametro para
entender alguns aspectos humanos (Schweinfurth e Call, 2019), como também no
entendimento de como algumas doencas e infecgcdes se comportam em organismos

gue sao, em termos taxonémicos, mais aparentados conosco (Pozzi et al., 2014).

Ja em seu primeiro trabalho que levou a descoberta do T. cruzi, Chagas
mostrou como PNH de pequeno porte se infectavam e mantinham o parasito, o qual

era visualizado na corrente sanguinea (Chagas, 1909).

Atualmente sabe-se que os PNH, assim como os demais mamiferos, sdo
naturalmente infectados pelo T. cruzi (Jansen et al., 2018). Apesar de haver trabalhos
sobre o assunto tanto em animais silvestres como 0s mantidos em cativeiro
demostrando a circulagéo do parasito, a melhor compreenséo da circulacdo de T. cruzi
em PNH em ambientes de cativeiro como o0s zooldgicos e centros de conservacao
(Hodo et al., 2018) sdo, em sua maioria, inseridos em ambientes urbanos, nos permite
obter um melhor panorama sobre o assunto e compreender a ocorréncia da

manutenc¢ao dos tripanosomas em ambientes peridomiciliares.

O Brasil recebeu, em 2006, um selo da Organizacdo Pan-americana de
Saude de pais livre da transmissédo vetorial de doenca de Chagas pelo T. infestans,
considerado um dos principais transmissores da doenca até entdo (Ferreira e Silva,
2006). Contudo, sabemos que existem pelo menos 65 espécies de triatomineos
catalogados no Brasil, sendo que 84,6% delas possuem capacidade de transmitir T.
cruzi (Galvao, 2014), sem contar capturas eventuais de T. infestans realizados nos

altimos anos em pontos no interior da Bahia (Ministério da Saude, 2019a).

Nosso trabalho revela a presenca de tripanosomas circulantes entre os
primatas de cativeiro, o0 que demonstra a livre circulacdo de insetos vetores em
ambientes proximos aos centros urbanos, como nos zooldgicos deste estudo. Dados
do Ministério da Saude (2019) informam que, no periodo de 2012 a 2016, 16 espécies
de triatomineos de importancia epidemiolégica para a doenca de Chagas foram
encontrados no Brasil, entre espécies silvestres e adaptadas ao ambiente peri e

intradomiciliar.
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Nosso estudo encontrou a presenca de DNA de T. cruzi em primatas de
todas as regides do pais. Mesmo trabalhando com zooldgicos e centro de
conservacao de locais tao distantes um dos outros, cada um representando uma
regido do Brasil, com condi¢des climéticas e de vegetacado distintas uma das outras,
€ possivel afirmar que a circulacdo de T. cruzi estd amplamente distribuida pelo pais
e, aparentemente, os triatomineos ainda configuram um agente de disseminacao

importante no territorio nacional.

Nos ultimos anos, observamos um aumento do numero de casos e de
pesquisas apontando para os problemas de salude em humanos provocados pelo
consumo de alimentos contaminados por T. cruzi, com destaque para os Estados da
regido Norte do pais onde o consumo de polpa de acai fabricada de maneira artesanal
e nao pasteurizada ainda € bem comum, geralmente provocando casos de doenca de
Chagas agudo em pequenos grupos familiares (Santos et al., 2018; Santana et al.,
2019).

Durante as visitas técnicas realizadas nos quatro zooldgicos do estudo, foi
acompanhado a rotina de tratamento dos PNH, incluindo sua alimentacdo. Mesmo
considerando as diferencas entre os zooldgicos, todos possuiam uma dieta basica de
frutos frescos e racdo. Os zooldgicos possuem protocolos de higienizacdo dos
alimentos antes de serem processados e distribuidos para o plantel da instituicao,
como o uso de solucédo de hipoclorito de sédio. Assim, os animais s6 eram servidos
com frutos e produtos previamente higienizados e processados pela equipe da
cozinha do zooldégico. Somado a isso, os alimentos ndo eram deixados por muito
tempo dentro do recinto e os restos de frutos ndo consumidos eram recolhidos e
descartados pela equipe destes locais, mitigando assim a possibilidade de os animais
adquirirem a doenca de Chagas por via oral, uma das formas atuais de infeccao
relatados em humanos (Filigheddu et al., 2017).

O CENP, localizado em Ananindeua, Para, foi o Unico local onde nao foi
possivel realizar nenhum tipo de visita técnica ao longo de todo o periodo de estudo.
Questdes burocraticas fizeram com que, ao final, recebéssemos amostras de 10 PNH.
Mesmo com baixo nimero de amostras vindo de um centro de pesquisa com primatas,
todas elas retornaram positividade para T. cruzi na prova molecular, tanto em nossas

buscas nas amostras extraidas de sangue, como nas de swab conjuntival. Com
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certeza os resultados sobre a circulacdo de T. cruzi nos PNH na regido Norte seria

muito mais robusto se tivéssemos acesso a amostras de mais PNH do CENP.

Ainda assim os resultados encontrados podem ser espelhados para todos
os demais primatas do plantel do CENP, estimado em mais de 500 animais, de acordo
com planilha recebida na época do primeiro contato. Em um estudo com PNH
mantidos em cativeiro na Amazonia, 14 dos 112 animais (12,5%) foram positivos para
T. cruzi em testes moleculares, sendo o Para o segundo estado com mais amostras
positivas para esses animais (Bahia et al., 2017). Somado a isso, Ananindeua
apresentou um crescente de casos de doenca de Chagas em humanos nos ultimos
anos, sendo o Para o estado com mais casos da doenca entre os anos de 2012-2016,
com 1.026 casos registrados (86,2% do total no pais ho mesmo periodo) (Ministério
da Saude, 2019).

O Zoo Salvador, localizado préximo a orla de Salvador, é uma regido
natural cercada pelo ambiente urbano. A ocupacao urbana ao longo das décadas fez
do zooldgico um ponto natural isolado do restante da vegetacdo de Mata Atlantica da
regido. Apesar desse isolamento, isso ndo impediu de encontrar animais positivos
para T. cruzi. Sete das 53 amostras de sangue extraidas de PNH (13,2%) foram
positivas em alguma técnica molecular na PCR e outros 24 (45,2%) quantificaram
altas cargas parasitarias na gPCR. Além disso, 15 amostras (32,6%) extraidas a partir
de swab conjuntival também amplificaram para, ao menos, um dos primers utilizados
no trabalho, apontando que insetos vetores estdo mantendo a circulagdo do T. cruzi

no ambiente, em regides proximas as habitacdes humanas.

Apesar de PNH capturados em fragmentos de matas de Salvador terem
sido positivos para Leishmania sp. e ndo para T. cruzi (Trieb et al., 2018), nosso
estudo é o primeiro a revelar primatas positivos para T. cruzi no Estado da Babhia,
indicando que esses animais estdo mantendo o parasito no ambiente urbano. Mais do
gue aumentar as chances de que outros animais do Zoo Salvador sejam suscetiveis
a infeccao por tripanosomas, existe o risco de que a populacdo ao redor também se
infecte, algo ja discutido no passado (Dias-Lima e Sherlock, 2000), colocando em risco

a Salde Unica.

Apesar das chances serem baixas, ha estudos que discutem a

possibilidade da degradacdo ambiental e as mudancas climéaticas podem deslocar
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insetos vetores de diversas doencas, incluindo os transmissores de doenca de
Chagas, para mais proximo das habitacdes humanas ou para regibes onde eles néo
existiam (Garrido et al., 2019), aumentando as chances de reemergéncia da doenca
de Chagas na América do Sul (Tapia-Garay et al., 2018).

Com insetos no ambiente urbano, a possibilidade de conseguirem sair das
limitagbes do zoologico e adentrarem em casas e terrenos baldios de regides ao
entorno do local se mostra uma possibilidade real, ja que eles sdo naturalmente
atraidos por luz artificial das habitacdes humanas (Lazzari et al., 2013), mesmo que,
paradoxalmente, serem conhecidos por sua aversao a luz. Além disso, as condicdes
climaticas sao um fator importante para sua dispersédo, muito maior em noites quentes
durante os periodos de primavera e verdo que em periodos frios, podendo deslocar-
se por distancias superiores a 40 metros dos locais de nidificacao (Vazquez-Prokopek
et al., 2006). Somado a isso, é sabido que algumas espécies de triatomineos durante
a fase adulta podem fazer viagens mais longas, saindo de regides de mata para se
alimentar em regides peridomiciliares e retornarem novamente para a mata
(Dumonteil et al., 2002).

Santana e colaboradores (2011) apontaram para captura de quase 480
triatomineos na capital baiana, sendo 44% deles dentro das residéncias. Do total,
48,6% amplificaram para T. cruzi. Entre 2012-2016, varias espécies de triatomineos
de importancia epidemiologica foram encontradas no Estado da Bahia (Ministério da
Saude, 2019), sobretudo P. megistus e T. brasiliensis, que possuem alta relevancia
vetorial e estdo adaptados aos ambientes intra e peridomiciliares (Almeida et al., 2016;
Ribeiro et al., 2016; Ribeiro et al., 2019).

No sudeste, ha registros de P. megistus, além de R. neglectus e T. sordida
no Estado de S&o Paulo, sendo este ultimo um dos mais encontrados também no pais
(Ribeiro et al., 2014). Ferreira (2019) encontrou P. megistus em matas circundantes e
dentro de recintos na Fundacdo Parque Zooldégico de S&o Paulo, com 90% deles
positivos para tripanosomas. Primatas de cativeiro de centros de pesquisas nos EUA
também ja foram naturalmente infectados por T. cruzi por triatomineos infectados que

vivem proximos a esses espacos (Hodo et al., 2017).

Isto aponta para uma constante necessidade de monitoramento da

presenca desses vetores em ambientes naturais inseridos no ambiente urbano. Além
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disso, animais silvestres e domésticos, inclusive animais abandonados, que vivem ao
redor de espacos dentro da zona urbana também podem ser fonte de repasto
sanguineo para esses triatomineos, podendo ser suscetiveis e infectados por
tripanosomas. O nosso achado de positividade pela técnica molecular € um forte
indicio de que outros animais do zooldgico estdo mantendo o protozoario no ambiente
e havendo assim uma grande circulacdo desses triatomineos nesses locais, que
podem até mesmo se alimentando de animais de fora do zooldgico, levando os

parasitos para além das fronteiras desses espacos.

O Zoo Sorocaba é um zoologico completamente inserido no ambiente
urbano e apresentou animais cujas amostras biolégicas amplificaram a PCR. Nove
amostras de sangue extraidas dos 48 PNH (18,8%) e 10 amostras extraidas de swab
conjuntival de 45 PNH (22,2%) foram positivos por alguma técnica molecular que
detectou DNA de T. cruzi e/ou outro tripanosoma. Zetun et al. (2014) jA haviam
demonstrado para a circulagdo de T. cruzi em mamiferos no mesmo zooldgico,
indicando que a circulacdo nesses espacos ja ocorria anteriormente, mas nosso

estudo € o primeiro registro da presenca de T. cruzi em PNH de cativeiro no municipio.

Dados da Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) do Estado
de S&o Paulo revelam que mais de 200 notificacGes de triatomineos foram feitas em
Sorocaba entre janeiro de 2014 a dezembro de 2015, representando mais de 11% das
notificacdes feitas no estado naquele periodo. Infelizmente nao foi conduzida pesquisa
alguma para identificacdo de tripanosomas nestes insetos (SUCEN, 2016), mas é
possivel afirmar que triatomineos infectados por tripanosomas circulam livremente
pelo municipio, visto que outros estudos realizados no Estado de Sao Paulo ja

encontraram esses resultados (Carvalho et al., 2014; Ribeiro et al., 2016).

Reforcamos os nossos achados nestes animais ja que, de acordo com as
informacgdes fornecidas pela equipe do Zoo Sorocaba, seis PNH nasceram no local,

sugerindo que estes animais se infectaram no zooldégico.

Os PNH positivos de nosso estudo sdo de grande porte, e vivem em
recintos amplos ou na Ilha dos Primatas. As amostras de sangue dos demais primatas
de pequeno porte nao amplificaram em nenhuma técnica molecular, indicando que os
vetores ndo conseguiram se alojar nos espagos onde esses animais vivem ou que 0s

vetores existentes nestes espacos nao estejam infectados por tripanosomas. Pode-se
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sugerir que apenas em espacos mais abertos, proximos das arvores e vegetacao
rasteira, ao redor dos recintos e dentro da prépria llha dos Primatas ocorram

triatomineos e que estes estejam infectados.

Trabalho de Lehane et al. (1992) discutiam a possibilidade de que
triatomineos tendem a voar para outros locais de nidificacdo quando ha uma queda
na oferta nutricional. Este fato pode ser um indicativo de que os triatomineos que
infectaram os PNH fora do micario conseguiram 0s nutrientes necessarios com estes
e/ou outros animais facilmente acessiveis, dispensando a necessidade de procurar

outros pontos de nidificacéo.

O mesmo pode ser dito para 0 Zoo Salvador, que ndo possui um micario
isolado da vegetacdo como ocorre com 0 Zoo Sorocaba. O Zoo Salvador possui uma
llha dos Primatas e um longo corredor onde os primatas ficam alocados,
imediatamente a frente de vegetacdo natural. Varios recintos desses primatas
possuem “tuneis” feitos a partir de proje¢cdes da propria rede do recinto, que passam
por dentro ou por imediacfes da vegetacdo nativa, permitindo que os PNH desses

recintos figuem mais expostos.

O Zoo Curitiba, assim como o Zoo Brasilia, esta localizado em pontos
menos habitados, quando comparados aos demais zooldgicos do estudo, mas ainda

dentro do ambiente urbano.

O Estado do Parana ja tem um histérico de doenca de Chagas crbnico
entre sua populacdo. Contudo, a cidade de Curitiba ndo apresenta casos da doenca.
Um trabalho sobre sangue doado descartado em um hemocentro de Curitiba
encontrou uma baixa flutuacdo de doenca de Chagas entre as amostras. Como a
origem do doador é desconhecida nao € possivel afirmar que o doador sempre tenha
residido na capital do Parana (Monich et al., 2017). Os autores apontam para a
possibilidade do crescimento urbano desordenado, que pode ter relagdo com 0s casos
positivos no sangue doado, o que refor¢a as chances da presenca de triatomineos em

ambientes de transi¢do urbana e silvestre, onde o Zoo Curitiba esta inserido.

Dados do Ministério da Saude (2019) ndo indicam casos de transmisséo
vetorial em humanos no Parana, devido aos programas de combate ao vetor
conduzidos décadas atras no pais, mas € possivel dizer que existe transmissao

vetorial em PNH do Zoo Curitiba, como constatamos a partir da descoberta de DNA
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de T. cruzi em oito dos 18 PNH estudados neste local que foram positivos nha PCR a
partir de amostras de sangue extraidas (44,4%) e um (5,6%) quantificado na gPCR
(totalizando nove PNH distintos), demonstrando haver uma manutencé&o do parasito
no ambiente. Estes achados s&o o primeiro relato na literatura sobre a circulagéo de

T. cruzi em PNH na regido Sul do Brasil.

Curitiba possui as médias de temperatura mais baixas dentre os demais
locais do estudo, sendo uma das capitais mais frias do pais, com médias
compensadas anuais abaixo dos 20 °C. Triatomineos tendem a ndo voar e ficar
préximos das zonas de nidificacdo em temperaturas abaixo de 20 °C (Lehane et al.,
1992), o que aponta para uma alta possibilidade de que os ninhos de nidificagéo
desses insetos estejam proximos dos recintos dos PNH do Zoo Curitiba, sobretudo de
P. megistus, os quais ja foram encontrados anteriormente na capital. A capital
paranaense, apesar do clima pouco favoravel aos triatomineos, possui caracteristicas
paisagisticas propicias para a manutencdo dos insetos no ambiente (Ferro e Silva et
al., 2018).

Somado a isso, 0 Zoo Curitiba esta localizado em uma regido de mata
natural, com a presenca de animais silvestres que circulam dentro e fora do espaco
do zooldgico, j& que muitos séo atraidos pelos alimentos disponibilizados aos animais
do préprio zooldgico. Assim, € possivel que os tripanosomas possam estar circulando
livremente tanto dentro como fora do zooldgico, o que indica a necessidade de uma

busca ativa de triatomineos no recinto do zooldgico e na mata ao entorno.

Ja as condicbes climaticas e a vegetacdo podem explicar os achados no
Zoo Brasilia, no qual 15 dos 20 PNH (75%) foram positivos para alguma das técnicas
moleculares (excetuando os resultados com 1/32), indicando uma forte circulacéo de
T. cruzi no zoolégico. O Cerrado, bioma o qual Brasilia esté inserido, € um dos habitats
de diversos triatomineos, como R. neglectus (Gurgel-Gongalves et al., 2004). PNH
foram positivos em um trabalho de Minuzzi-Souza e colaboradores (2016) realizado
nesse zoologico, além de terem relatado a presenca de P. megistus em um dos

recintos dos primatas na época do estudo.

Em um trabalho recente realizado no Zoo Brasilia, foi encontrado colbénias
de triatomineos no recinto dos ouricos-cacheiros (Coendou prehensilis), sendo quatro

(de 16 encontrados no estudo, 25%) positivos para T. cruzi na biologia molecular (Reis
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et al., 2019). Além disso, 67,6% dos animais estudados por eles amplificaram para T.
cruzi, em um valor préximo de nossos resultados, corroborando nossos achados de

alta prevaléncia de tripanosomas circulantes neste ambiente.

Apesar de trabalhos sobre as preferéncias de alimentacéo dos triatomineos
serem escassos, alguns trabalhos indicam que céaes e humanos sao fonte preferencial
de repasto por esses insetos (Jirén e Zeledén, 1982; Hernandez et al., 2016; Silva et
al., 2017) e que os triatomineos tendem a encontrar suas fontes de alimentacao
através de diferencas térmicas entre o0 ambiente e o vertebrado (Fresquet e Lazzari,
2011). Os PNH, apesar de sua temperatura corporal variar enormemente de acordo
com as condi¢des do ambiente, a sua temperatura média tende a ser levemente acima
da humana (Thompson et al., 2014). Assim, os triatomineos também podem ter os
PNH como preferéncia para o repasto sanguineo. Ainda que néo se tenham realizado
buscas de vetores nos recintos dos PNH avaliados, ha um forte indicativo de que os
mesmos estarem por toda a extensdo do zoolégico a se alimentar, o que resultou na

infecgdo dos PNH avaliados em nosso estudo.

O uso de primers que identificam trechos conservados entre mamiferos,
como o gene codificador da beta-globulina (Edvinsoon, 2006), foram utilizados para
verificar a qualidade da amostra de DNA extraida. Este passo foi de suma importancia
para o estudo, ja que as amostras de sangue total dos PNH vieram de zoolégicos e
centro de conservacao distantes do laboratério onde as mesmas foram analisadas e
sabe-se que a demora no transporte pode comprometer a qualidade final do material
coletado e prejudicar os resultados subsequentes (Fitzwater et al., 2008). Assim,
certificar-se de que o DNA extraido estava em condicfes para as demais analises
moleculares mostrou-se uma forma de validar os resultados negativos do estudo, ja
gue todas elas amplificaram com o uso dos primers 1/82, eliminando a possibilidade

de amostras negativas devido a problemas na extracao.

O uso dos primers que amplificam DNA nuclear, TCZ1/TCZ2, se mostraram
pouco viaveis com as amostras de PNH de nosso estudo, visto que nenhuma amostra

de sangue de primata amplificou utilizando este jogo de primers.

No caso dos primers 121/122, que amplifica trechos de minicirculo de KDNA,
36 amostras de sangue dos 149 PNH (24,2%) amplificaram, apontando para a
presenca de DNA de T. cruzi no sangue.



77

Apesar de trabalhos revelarem o bom desempenho do TCZ1/TCZ2 na
deteccdo de DNA de T. cruzi em uma variedade de amostras e até mesmo uma melhor
sensibilidade dele em relagdo ao 121/122 (del Puerto et al., 2010), os resultados
obtidos com nossos PNH demonstraram justamente o oposto.

Moser et al. (1989b) em seu trabalho sobre os primers TCZ1/TCZ2, ja
haviam relatado o bom uso desses iniciadores, visto que eles amplificam um dos
principais trechos de DNA do parasito. Contudo, Degrave et al. (1988) demonstraram
gue o uso de primers que amplificam minicirculos de kDNA podem ser mais vantajosos
na pesquisa de tripanosomas, em especial T. cruzi, ja que existem minirepeticdes de
varios trechos dentro do minicirculo de KDNA, que existem em maior nimero dentro
do parasito. Assim, durante a técnica de PCR, existe maior sucesso em amplificar
trechos de minicirculos de KDNA do que de DNA nuclear, principalmente em amostras
com baixa carga parasitaria, como foi o caso dos PNH amostrados, ja que apenas 1%

das laminas amostradas continham formas sugestivas de Trypanosoma.

Das 36 amostras de sangue de PNH que amplificaram com primers
121/122, 19 (52,8%) amplificaram apenas para esse conjunto de iniciadores, o que
denota uma maior sensibilidade deste conjunto de primers quando comparado com
os demais utilizados no estudo. No uso de primers hsp70, apenas oito das 21
amostras de sangue de PNH amplificaram (38,1%) e trés de 14 PNH amplificaram

apenas com o0 uso de primers SSU561 (21,4%).

Ao comparar o numero de amostras sanguineas de PNH que amplificaram
para 121/122 e mais um conjunto de primers, o uso de hsp70 se mostrou ligeiramente
superior ao uso de SSU561, ja que das 57 amostras de sangue de primatas que
amplificaram tanto para 121/122 e hsp70, 12 (21,1%) foram para o mesmo PNH, ao
passo que, das 50 amostras que amplificaram para 121/122 e SSU561, apenas nove
(18,0%) positivaram para a mesma amostra. Quando comparado com o uso dos trés
conjuntos de primers, apenas quatro das 71 amostras de sangue de PNH amplificados

foram para a mesma amostra (5,6%).

Chama a atengdo esta metodologia um conjunto de primers especificos e
um conjunto de primers amplos sao suficientes para identificar os animais positivos
para T. cruzi, como ocorreu em nosso estudo com a utilizagdo de 121/122 e hsp70,

gue demostraram serem ligeiramente superiores quando comparado com 0 uso de
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121/122 e SSU561. Futuras pesquisas que busquem DNA de T. cruzi em amostras
de primatas de cativeiro poderao restringir o uso de alvos génicos, otimizando assim

gastos e atividades de laboratério na andlise de amostras.

Isso se refor¢ca quando considerado o uso individual dos demais iniciadores.
O uso dos primers que amplificam regifes conservadas em tripanosomatideos, como
0 gene codificador da proteina hsp70 e da regidao V7/V8 do gene 16S SSU rRNA,
utilizados nesse estudo, amplificaram 35 das 149 amostras de sangue de PNH
(23,5%), sendo 21 e 14 PNH, respectivamente. Destes, oito das 21 amplificaram
apenas para gene hsp70 (38,1%) e apenas trés das 14 amplificaram apenas para
gene SSU rRNA (21,4%), reforcando a confiabilidade do uso de hsp70 em
comparagao com o SSU561.

A realizacdo da técnica de PCR em tempo real também foi atil na
quantificacdo da carga parasitaria dos PNH, sobretudo aqueles que foram positivos
pela PCR convencional (21 PNH), tendo sido detectado amostras com uma variavel
grau de quantidade de parasitos/mL, sendo 27,72 parasitos/mL a concentracdo mais
baixa e 337,74 parasitos/mL a mais alta. Mas a técnica também apontou outras 28

amostras com concentragcfes variaveis de parasitos, indicando a sua importancia.

A gPCR é uma técnica de biologia molecular que consegue quantificar a
carga de DNA na amostra e ser mais sensivel que a técnica convencional de PCR,
que € apenas qualitativa (de Paiva-Cavalcanti et al., 2015), o que explica o maior
namero de achados por essa técnica, sobretudo no Zoo Salvador, onde apenas uma
amostra de sangue de um animal havia amplificado na PCR, mas 25 amplificaram na
gPCR, uma diferenca de 2500%. . A baixa carga parasitaria no sangue pode ser um
fator de uma menor deteccdo de amostras positivas na PCR, a qual o uso da gPCR

se mostra mais vantajosa (Mohammadiha et al., 2013).

Das 140 laminas de esfregaco sanguineo por extensédo dos 189 PNH do
estudo, em apenas duas laminas pode-se visualizar formas sugestivas de
tripanosomas. Mesmo levando em consideragcdo a capacidade de trabalho e de
acuracia variar de microscopista para microscopista, a baixa incidéncia de laminas
positivas para tripanosomas em nosso estudo pode demonstrar a baixa parasitemia

dos PNH no momento da coleta e a baixa sensibilidade do teste.
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Sabe-se gque mesmo 0s animais positivos possuem oscilagdes na carga
parasitaria no sangue, condizente com o ciclo circadiano e com a maior atividade do
vetor (Deane et al., 1973). Apesar de T. cruzi aparentemente nao seguir nenhum ciclo
circadiano (Castro e Prata, 2000), os animais do estudo poderiam estar entrando ou

saindo da fase aguda da doenca, o que explicaria uma baixa carga parasitaria.

Foi realizada a técnica sorologica de RIFI utilizando conjugado anti-macaco,
com todos os animais nao reagentes, ainda que se tenha realizado trabalhos de
padronizacdo e de ajustes da técnica. Com os achados moleculares apontando para
a presenca de DNA de T. cruzi nas amostras de sangue extraidas, é pouco provavel
gue nenhum dos PNH do estudo n&o tenha sido exposto ao parasito antes das coletas
para nosso estudo e que nenhum PNH tivesse soroconvertido.

A literatura aponta para a presenca de reacdo cruzada comum em testes
sorolégicos como a RIFlI e ELISA para doenca de Chagas, leishmaniose e
toxoplasmose (Troncarelli et al., 2009; Viol et al., 2012; Zanette et al., 2014) e mesmo
com essa possibilidade, nenhum PNH foi reagente a técnica. Problemas com a
qualidade do soro recebido dos zoolégicos e centro de conservacdo do estudo € a
opcdo a menos provavel, ja que estudos apontam para uma boa estabiliza¢do do soro
em temperatura ambiente que ainda o torna viavel para andlises sorolégicas (Castejon
et al., 2014). Entretanto, o ideal seria realizar-se uma sorologia pareada das amostras,
com novas coletas em um periodo posterior, para que se pudesse estabelecer um
comparativo e para que, possivelmente, pudesse haver uma soroconversdo. Como

nao foi possivel obtermos novas amostras, ndo ha como ser inferir tais possibilidades.

As amostras dos primatas a partir de swab conjuntival foram extraidas,
primeiramente, utilizando o mesmo kit comercial para as amostras de sangue total.
Contudo, estas nao retornaram bons resultados na quantificagdo de DNA e nem em
testes na PCR utilizando os primers 1/B2. Acreditamos que a extragdo a partir de kit
comercial para sangue total ndo deve ser utilizado ou necessite ser adaptado para
extracdo a partir de swabs, e desaconselhamos a adocéo deste método de extracao

para estas amostras no presente momento.

Fizemos, portanto, uso do método de extracdo de DNA por salting out,
adaptando um protocolo in house com overnight (Benassi et al., 2017) que se mostrou
eficaz na obtencdo de DNA a partir dos swabs conjuntivais. Apesar da concentracao
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de DNA ter sido baixa na maioria das amostras, com mediana variando de 5,6 a 12,2
pug/mL, elas foram maiores quando comparados com o uso de kit comercial, com

mediana de -1,6 a 6,8 pg/mL.

Resolvemos o problema da baixa concentracdo de DNA realizando duas
rodadas de PCR para a mesma amostra, afim de aumentar a quantidade de amplicons
para serem visualizados na eletroforese. O método mostrou bons resultados, ja que
91 das 118 amostras de swab conjuntival amplificaram para o gene constitutivo 31/2
(77,1%). Ja nas buscas com de alvos génicos de interesse, 41 PNH (33,8%)

amplificaram para, ao menos, um dos primers utilizados.

E sabido que tripanosomas podem utilizar as mucosas conjuntivais como
via de infeccdo em mamiferos (Giddings et al., 2006) e que estudos conduzidos em
humanos e cdes ja encontraram tripanosomatideos por este método de coleta
conjuntival (Sereno et al.,, 2020) e em mucosas orais em humanos e morcegos
(Cortes-Serra et al., 2018; Lourenco et al., 2018). Contudo, trabalhos com amostras
de swab conjuntival de PNH ndo foram conduzidos até o presente momento, sendo
nosso trabalho o primeiro a relatar o uso de um método néo-invasivo na deteccao

molecular de tripanosomas na conjuntiva destes animais.

Nossos resultados indicam que o método pode substituir a coleta
convencional de sangue em animais silvestres, principalmente dos PNH de areas
endémicas para tripanosomas, como o Norte e Nordeste do Brasil, ja que seus
resultados foram iguais ou superiores aos achados em amostras de sangue dos
mesmos animais. Somado a isso, € uma boa ferramenta para complementar as
informacdes obtidas apenas pelas amostras de sangue total, pois houve divergéncia
de positividade de amostras de sangue e swab conjuntival sobretudo da regido
Sudeste e Sul, aumentando o numero total de animais positivos pela biologia

molecular.

A diferenca dos resultados se deve, provavelmente, a carga parasitaria no
animal que, quanto maior, maior a facilidade de migrarem para outros tecidos, como
ja observado em céaes positivos para Leishmania, onde acredita-se que o parasito
possui tropismo para alguns tecidos, como o ocular, alcangando-os via disseminacao
hematogénica ou, até mesmo, pelo mosquito transmissor ter picado préximo a regiao

ocular (Reithinger et al., 2002; de Almeida Ferreira et al., 2012). O mesmo pode
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ocorrer com T. cruzi, contudo, poucos trabalhos com este direcionamento foram feitos

até o momento e a questao permanece em aberto (Giddings et al., 2006).

Chamou a atencéo o fato de que, dos 41 PNH positivos a biologia molecular
a partir das amostras de swab extraidas, apenas 15 (36,6%) corroboraram com 0s
resultados das amostras de sangue submetidas aos mesmos testes moleculares.
Alguns trabalhos tém apontado para o bom uso do swab para a deteccao de parasitos
na conjuntiva de caes com leishmaniose (de Almeida Ferreira et al., 2012) e como
podem complementar os resultados obtidos a partir de técnicas mais difundidas, como
a PCR e sorologia (Hernandez et al., 2015). Nossos resultados apontam para uma
possivel baixa carga parasitaria, tanto obtidos a partir da extragcdo do sangue total
como no swab conjuntival, mas que a realizacdo de duas rodadas de PCR nas
amostras conjuntivais permitiu uma melhor recuperacdo dos amplicons de DNA de

tripanosomas presentes nestas amostras.

Acreditamos que concentrar a amostra extraida de DNA com
concentradores possa eliminar a etapa de realizacdo de duas rodadas de PCR o que
implica em uma reducdo de custos finais. Infelizmente, devido a emergéncia da
pandemia da covid-19 que ocorreu durante as etapas de biologia molecular, muitas
atividades programadas em nosso laboratorio tiveram que ser suspensas ou adiadas,
o0 que restringiu uma melhor investigacdo com as amostras extraidas de swab
conjuntival. Mais informacdes est&o disponiveis em LIMITACOES DO ESTUDO, mais
abaixo. Apesar disso, mostramos a viabilidade de realizar a PCR da PCR para as
amostras swab de PNH de cativeiro na busca molecular de tripanosomas, pois nem
todos os laboratérios possuem um concentrador de amostras biolégicas, o que seria

um impedimento para a realizacdo da pesquisa.

Além disso, verificamos que ha a possibilidade de uso de um método nao
invasivo para a coleta de amostras biolégicas, como a utilizagédo de swabs conjuntivais,
principalmente em se tratando de animais silvestres, como em PNH, visando portanto
o bem estar animal e com menos estresse, possibilitando a sua soltura logo apés a
coleta (Maia et al. 2020).

O método de extracdo in-house se mostrou viavel para ser facilimente
conduzido, ja que muitos reagentes utilizados sdo facilmente encontrados em

laboratorios ja adaptados a técnica de biologia molecular e, também, possuem baixos
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custos, exigindo centrifuga, freezer e banho-seco para a realizacdo de praticamente
todas as etapas, facilitando a implementacdo em laboratérios dentro dos préprios
centros veterinarios existentes em alguns zoolégicos e demais espagos que possuam
PNH.

O estudo demonstrou que o0s animais de cativeiro, mesmo com O0sS
constantes cuidados dos médicos veterinarios e todos os funcionarios colaboradores
dos zooldgicos e centro de conservacdo de animais, estdo suscetiveis a diversas
parasitoses, incluindo doenca de Chagas (Dorn et al., 2012; Hodo et al., 2018; Sathler-
Avelar et al., 2017). Apesar de relatos na literatura descreverem problemas de saude
associados a doenca de Chagas cronica e aguda em primatas (Sathler-Avelar et al.,
2017), inclusive trazendo consequéncias negativas para o uso desses animais para
pesquisas biomédicas (Hodo et al., 2018), os responsaveis pelos zoologicos e centro
de conservacdo estudados nado indicaram problemas de salude entre os animais

estudados compativeis com os sintomas de doenca de Chagas.

Contudo, como os demais animais em cativeiro, os PNH séo
constantemente transferidos para outros espacos dentro do préprio zooldgico ou
centro de conservacgao e até mesmo passando por transferéncias e empréstimos para
outros espacos distantes de seu local original. Com isso, estes animais podem
transportar T. cruzi e outros parasitos relevantes em locais onde néo existiam
previamente. Além disso, animais infectados se transferidos podem levar consigo
parasitos que poderao ser transmitidos para os animais do novo estabelecimento. Nos
casos de PNH nativos do Brasil oriundos de apreensdes de trafego de animais ou que
foram recuperados pdés-atropelamentos em estradas antes de serem reintroduzidos
no meio natural, a Instrugcdo Normativa (IN) n°23 do ICMBIio/IBAMA de 31 de
dezembro de 2014 instrui a quarentena para animais com testes laboratoriais para a
deteccdo de doencas incluindo, no caso de primatas, testes para doenca de Chagas
e outras parasitoses, como malaria e leishmaniose. Porém, a IN, em seu anexo V,
apenas sugere estes exames e nao obriga os centros de triagens de animais e nem
zoologicos a realizar estes procedimentos (Instrugcdo Normativa IBAMA n° 23/2014).
Nossos dados apontam para a necessidade de conduzir analises da presenca de T.
cruzi e outros parasitos relevantes para controle e seguranca, sobretudo em PNH

recuperados e mantidos em cativeiro.
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Assim, o monitoramento da presenca de T. cruzi entre os PNH de cativeiro
nas cinco regides do Brasil realizada em nosso estudo permitiu tracar um perfil da
circulacdo do parasito no ambiente, destacando a possivel utilizacdo dos PNH como
sentinelas, para indicar a possivel presenca de triatomineos e outros vetores de
interesse epidemioldgico no local, sobretudo em locais inseridos no meio urbano, o

gue pode causar impactos diretos a saude Unica.

Finalizamos destacando a importancia de compartilhar estes dados com os
zoologicos e centro de conservacédo, para que nossos resultados se destinem além
do formalismo cientifico (Romani et al., 2018). Geramos relatérios condensados das
atividades conduzidas com os PNH e recomendacdes que encaminhamos a todos os
locais que colaboraram com este estudo, com o intuito de orientar os meédicos
veterinarios e equipe que manejam estes animais, além dos responsaveis pelas
secretarias de meio ambiente e centro de controle de vetores e zoonoses destes

municipios. Estes relatérios podem ser vistos no APENDICE |, ao fim desta tese.

5.1 LimitagOes do estudo

Apesar da comodidade em trabalhar com animais de cativeiro, quando
comparado com busca ativa dos mesmos animais em ambiente silvestre, o uso de
animais mantidos em zooldgicos e centro de conservacdo possuem seérias restricdes
quanto ao manejo, tanto por restricdes éticas como da prépria rotina dos locais onde

esses animais estao alocados.

Desta forma, mesmo com um longo periodo disponivel para coleta, néo foi
possivel acompanhar os animais com coletas subsequentes para verificar a taxa de
infeccdo na populacao estudada. Como a coleta dependia diretamente dos médicos
veterinérios de cada local e da disponibilidade dos zooldgicos e centro de conservacéo,
visando causar o menor impacto nas atividades destes espacos, a coleta em varios

momentos do estudo se mostrou inviavel.

Somado a isso, ficamos responsaveis pelo envio de material necessario
para a coleta e o comprometimento de pagamento do envio das amostras até o
laboratorio. Devido as restricdes orcamentarias atuais, isso se mostrou um empecilho

para o recebimento de mais amostras de um mesmo animal.
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O intuito do estudo foi utilizar-se de métodos pouco invasivos, que fossem
faceis de serem obtidos e, ao mesmo tempo, causassem o menor estresse possivel
aos PNH. Andlises moleculares oriundas de pun¢do medular e de bidpsia de baco e
linfonodo tendem a trazer melhores resultados que analises de sangue, assim como
0 uso de técnicas de histoquimica podem complementar os dados obtidos nas
técnicas moleculares e sorolégicas. Porém, o uso de técnicas invasivas ndo é o
recomendado, pois implicaria em um monitoramento continuo desses animais pelos
médicos veterinario responsaveis por ele, tendo-se, muitas vezes, além da restricao
de espaco fisico para o acompanhamento adequado, dificuldades em relacdo ao
acompanhamento simultaneo de outros animais que estdo sendo monitorados devido

a outras complicacfes de saude.

O uso de técnicas invasivas enfrentaria maior dificuldade de receber aval
tanto da CEUA da universidade como dos zooldgicos e centro de conservacéo, ja que
esses animais séo protegidos por leis de protecdo nacional e internacional, além dos
motivos ja citados.

Os PNH sao seres altamente sociaveis e ha estudos demostrando que
possuem alto grau de empatia e reciprocidade (Schweinfurth e Call, 2019). Assim,
realizar coletas menos invasivas permite que voltem mais rapidamente para 0 grupo
social ja estabelecido nos recintos e espacos onde vivem, diminuindo as chances de

possiveis complicacdes pés-manejo.

Portanto, optamos pelo uso de swab conjuntival como uma forma
alternativa ndo-invasiva para obtencédo de amostras e, com a viabilidade do uso desta
técnica com estes animais, p6de-se colaborar com a comunidade cientifica
compartilhando nossos dados. Porém alguns resultados, sobretudo os obtidos com a
PCR de swab, ndo puderam ser analisados e revisados mais profundamente devido
a emergéncia da pandemia da covid-19, declarada em mar¢co de 2020 pela OMS
(WHO, 2020). No Brasil, em especial no Estado de Sao Paulo, medidas de restricao
de circulacdo e funcionamento de atividades foram decretadas em marco, se
mantendo por meses (Sao Paulo (Estado), 2020a; S&o Paulo (Estado), 2020b). Assim,
as atividades conduzidas tanto na Unesp como nos laboratdrios ficaram restritas,
reduzindo o tempo para um melhor refinamento da técnica que fosse possivel de ser

conduzida dentro do prazo estipulado pelo Programa de Pos-Graduacéao.
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Ainda, pretendiamos realizar pesquisa soroldgica replicando os trabalhos
de Ferreira (2019) que conduziu pesquisa sorologica adaptando o kit de RIFI para
deteccao de anticorpos anti-T. cruzi humano nos primatas de seu estudo. Novamente,
devido a pandemia, a obten¢do do kit e de controles soroldgicos positivos enfrentou
problemas, o que se tornou inviavel de ser conduzido em tempo habil para a conclusao
desta tese. Acreditamos que a técnica, se aplicada em nossas amostras, poderiam
retornar animais reagentes, tal como ocorreu com Ferreira, que as utilizou em
amostras de primatas do Zooldgico de Sdo Paulo. Contudo, as amostras de soro estao
armazenadas em freezer para uso posterior em nosso laboratorio, podendo-se realizar

tais testes posteriormente.

Também encontramos dificuldades em realizar uma melhor andlise
estatistica em nossos dados, devido a pandemia covid-19. Com as restricbes de
circulacao e a interrupcdo no atendimento de atividades conduzidas na Unesp, ndo
tivemos oportunidade e tempo habil para que os dados fossem encaminhados ao
servigo de estatistica da universidade. Pretendemos refinar nossos dados com base
estatistica para futuros manuscritos visando a publicacdo em periddicos cientificos,

mas que, infelizmente, ndo foram possiveis de serem inseridos nesta tese.

O estudo enfrentou problemas no recebimento das amostras, sobretudo as
amostras transportadas por via terrestre. Algumas amostras ficaram presas nas
estradas durante a greve nacional dos caminhoneiros ocorrida em maio de 2018 (BBC,
2018). Apesar das nossas analises apontarem a integridade do DNA extraido, com o
uso de primers que amplificam o gene beta-globulina, ndo foi possivel garantir a
integridade das amostras de soro e sangue total, e a posterior confeccéo de laminas

de esfregaco sanguineo, ja que o acondicionamento incorreto pode levar a lise celular.

Tornou-se inviavel realizar procedimentos de busca ativa de triatomineos,
seja dentro dos locais do estudo bem como das areas ao entorno, visto que o
procedimento demanda tempo e colaboragéo das equipes dos zoolégicos e centro de
conservagao, assim como o acompanhamento da coleta devido a realizacdo das

demais técnicas em laboratorio.
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6 Conclusao

e Nosso trabalho apresenta os primeiros relatos de infeccado natural de
primatas ndo-humanos (PNH) de cativeiro na cidade de Sorocaba, no Estado da Bahia
e na Regido Sul do pais; os PNH dos zoolégicos e centro de conservacao estudados
estdo naturalmente infectados por Trypanosoma cruzi e por outros tripanosomas,
indicando que existe uma circulagéo ativa do parasito em ambiente peridomiciliar nas
regides avaliadas;

e Este € o primeiro trabalho em que a utilizacdo de amostras conjuntivais
extraidas a partir de swab para deteccao de tripanosomas em PNH obteve resultados
positivos por provas moleculares, como uma indicacao de coleta de material bioldgico
nao invasiva para animais silvestres;

e O uso de primers que amplificam genes conservados, como B1/B2, se
mostrou importante na verificacdo da qualidade das amostras que ndo podem ser
processadas no momento da coleta e que sdo submetidas a longos periodos de
transporte;

e A utilizacédo de primers 121/122, que amplificam trechos de minicirculos
de kDNA de T. cruzi, mostrou-se superior ao uso de primers TCZ1/TCZ2, que
amplificam trechos de DNA nuclear do parasito em nossas amostras extraidas a partir
de sangue total e swab conjuntival de PNH,;

e Para primers que amplificam trechos conservados em
tripanosomatideos, a utilizacdo de primers hsp70 se mostrou mais viavel para
amostras extraidas de sangue total e swab conjuntival de PNH que o uso dos primers
SSU561,;

¢ O uso de exames parasitolégicos de esfregaco por extenséo a partir de
amostras de sangue de PNH revelou uma baixa deteccéo de parasitos, o que reforca
a necessidade de se utilizar outras técnicas diagndsticas para tripanosomas em PNH;

e A realizacdo de sorologia por RIFI utilizando conjugado anti-macaco na
busca de anticorpos anti-T. cruzi mostrou ser nao eficiente para as amostras de soro
de PNH dos zooldgicos e centro de conservacgao estudados;

e Os PNH de zooldgicos e centro de conservacao inseridos em areas
urbanas podem atuar como sentinelas para a circulagéo de T. cruzi nestes ambientes,
sugerindo que insetos vetores triatomineos possam utilizar estes animais como fonte

de repasto sanguineo;
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¢ Nosso trabalho demonstrou a importancia do monitoramento da infec¢ao
por Trypanosoma cruzi em PNH dos zooldgicos e centros de conservacéo estudados,
procedentes de cada uma das regifes do Brasil para a mitigacao dos riscos a Saude
Unica. Recomendamos que as equipes de zooldgicos e centro de conservacéo de
primatas, juntamente com equipes locais de vigilancia epidemioldgica, desenvolvam
monitoramento e busca ativa de triatomineos, sobretudo nas Illhas dos Primatas e na

vegetacao dentro e ao redor dos recintos dos animais.



<
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1
?é 18 Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi, is a disease that affect millions
:;' 19  of people in the Americas, where it is endemic. In addition to humans, several
46
47 20 wild animals participate in its life cycle, including non-human primates (NHP),
48
‘5‘3 21 which are naturally susceptible to infection by the parasite. We performed
g; 22  molecular research for T. cruzi DNA in samples of 18 NHP from the Curitiba Zoo,
53
54 23  in the southern region of Brazil. Of these, seven samples were positive, being the
55
56 24 first report of natural infection by T. cruzi from NHP in the southern region of the
57
gg 25  country. Although the triatomine eradication campaigns conducted in the past in
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the country and the climatic conditions in the southern region of the country are
not favorable for the maintenance of these vectors, it is possible to state that
triatomines are using NHP as a source of blood meal and transmitting and T.
cruzi to these animals, and helping to keep the parasite in the environment. We
result showed the need for active searches in zoos and spaces where NHP are
maintained, to ensuring the safety them and of other animals that live close to
these animals, thus collaborating for the One Health in these establishments.

Key words: monkey: new world primates; trypanosome; Chagas disease; PCR

1 Introduction

Trypanosomatids are a group of parasites with a large importance in human
and veterinary medicine. Within trypanosomatids, Trypanosoma cruziis the most
relevant, for be the etiological agent of Chagas disease, endemic in Americas.
Just in Latin America, it is estimated that six a seven million persons are infected
(WHO 2019). In Brazil, are about five million persons infected. Although the

existence of vetorial control programs, a dozen of species of triatomines may still

participate of the transmission cycle, in humans and mainly in wild animals (Brasil,

2019).

Non-human primates (NHP) are naturally susceptible to the infection by T.
cruzi, free animals as in captive ones (Ziccardi et al. 2000). Although the care
practices to these animals, triatomines may nidificate and to use them as a source
of blood meal, transmitting the parasites during this process. (Reis et al., 2019).

The presence of T. cruzi in this NHP offers a possibility to know how the

circulation of the parasite near to the urban areas. Therefore, we analyzed
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3
]
2
3 50 samples of blood from NHP, from a zoo of the South area of Brazil, to research
4
5 .
6 51 T. cruzi.
7
8 52
9

=
[=]

53 2 Material and methods

—
[

54 2.1 NHP of the study

—-
SyT)

15 55 We analyzed blood samples from 18 NHP from Curitiba Zoo, capital of the
E 56 Parana State, South of Brazil, samples being of 08 black-faced black spider
;g 57 monkey (Ateles chamek), 05 black-tufted marmoset (Callithrix penicillata), 03
;;_. 58  Tufted capuchin (Sapajus apella), 01 common squirrel monkey (Saimiri sciureus)
i 59 and 01 NHP non identified in the database (Figure 1).

gg 60 The study was approved by the Animal Use Ethics Committee at the
;g 61 UNESP School of Medicine under protocol number 1213/2017 and by the System
:{1] 62  of Authorization and Information in Biodiversity of Chico Mendes Institute for the
%E 63 Conservation of Biodiversity (ICMBio) of Ministry of Environment
;g 64 (SISBIO/ICMBIio/MMA N° 57382-3). The research was also approved by the
;; 65  Curitiba Zoo. The proceedings to collect the biological samples were based in the
:313 66 normative of animal welfare.

2 o

43

:;' 68 2.2 Molecular analysis

:? 69 DNA was extracted from the blood samples using the commercial kit lllustra
EE 70 Blood GenomicPrep® Mini Spin Kit (GE® Healthcare). according to the
g; 71 manufacturer's recommendations.

gi 72 The amplification of the KDNA minicircles fragments of the T. cruzi was
Eg 73  conducted using the primers 121: 5-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3
gg 74 and 122: 5-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3", with the cycling profile
60
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as follows: initial denaturation of 94 °C/3min, following by 35 cycles of 94 °C/30s,
57 °C/30s and 72 °C/30s, with a final extension of 72 °C/7min, according to
Fitzwater et al., 2008.The samples were analyzed by electrophoresis in 2%
agarose gel, added 0.1 pL/mL SYBR Safe® DNA Gel Stain (Invitrogen).

To evaluate the endogenous quality, DNA integrity, and presence of
inhibitors, we used primers for the conserved vertebrate beta globulin genes 31
5'-ACCACCAACTTCATCCACGTTCAC-3 and p2 5'-
CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3" with the cycling profile as follows:
initial denaturation of 95 °C/5min, following by 30 cycles of 95 °C/30s, 60 °C/30s
and 72 °C/30s, with a final extension of 72 °C/5min, adapted from Edvinsson,

2006.

3 Results

Of the 18 PNH, 7 (38.9%) amplified for primers that amplify T. cruzi KDNA
minicircles, all of them A. chamek. The other animals did not amplify for T. cruzi.
All samples amplified using B1/B2, indicating good quality of DNA extraction and

ensuring that all other NHP negative for T. cruzi are truly negative.

4 Discussion

This is the first report of NHP naturally infected by T. cruzi in the southern
region of Brazil. Cases of Chagas disease in the South of the country were
frequent in the last decades of the 20th century, before the implementation of
programs to control the main vector of the parasite in Brazil, Triatoma infestans.

Thus, most cases registered in the southern population of Brazil refer to chronic
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: 5
2

i 99 Chagas' disease, whose the appearance of many typical clinical symptoms may
g 100 appear decades after infection (Rodrigues-dos-Santos et al., 2018).

; 101 The Curitiba city, where the zoo is located, has no cases of Chagas disease
?{11 102 in the population, nor in surveys conducted with domestic animals. One study
E 103  about blood discard rate in a blood center in Curitiba showed a low fluctuation of
1: 104 positive donors for Chagas disease. The authors point out that the population
E 105 explosion may have made the city move towards natural areas, where the
;g 106 triatomines are found (Monich et al., 2017). However, as it is not possible to have
;; 107  access to donors' origin, it is not possible to ensure that donors have always lived
gi 108  inthe city.

25

5? 109 Nevertheless, despite the apparent success of the T. infestans eradication
;S 110  program, many other triatomines of epidemiological relevance still circulate in the
:? 111 country and can be vectors of T. cruzi. Panstrongylus megistus nests have been
%E 112 found in the city previously, mainly in the peri-urban environment, precisely in
. 113 place where the zoo is located (Brasil, 2019).

3; 114 Curitiba is one of the Brazilian capitals with the lowest annual average
zu? 115  temperatures in the country, below 20 °C (68 °F). Triatomines have habits more
j‘é 116  active during warmer periods. Thus, they tend not to fly and stay close to nesting
:;' 117  zones at temperatures below 20 °C (Lehane et al., 1992), which indicates a high
:? 118  possibility that the nesting points of these insects are close to the enclosures of
E{; 119  PNH of the study, especially of P. megistus, which have been previously found in
E; 120 the capital. The capital of Parana, despite the climate that is not favorable to
gi 121 triatomines, has favorable landscape characteristics for the maintenance of
gg 122  insects in the environment (Ferro e Silva et al., 2018).

=
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All animals positive by the molecular technique belong to the same species
of NHP. This indicates that there must be nests within or near the enclosure
where these animals live and that triatomines are using these animals as a source
of blood meal. The use of 121/122 primers proved to be feasible with blood
samples from wild animals and can be replicated in other studies.

The use of primers for the beta-globulin gene used to control DNA quality
were extremely important to ensure that negative animals are, in fact, negative
by PCR to detect T. cruzi kDNA minicircles. As a limitation of our study, we report
that the collection and transport of blood samples from the PNH occurred during
the truckers' strike in Brazil in 2018, which resulted in delays in the transportation
of various items, including our material. However, performing PCR to check the
quality of the samples, we are more confident in saying that the other PNH
negative for PCR of T. cruzi did not really amplify for the technique, not because
of the low quality of the extracted DNA, but, because we really did not have the

parasite's DNA detected in the blood of these animals.

5 Conclusion

There is an active circulation of T. cruzi in wild animals, as indicated in the
PNH of this work, indicating that triatomine vectors are able to install themselves
in zoo environments and use these animals as a source of blood meal and have
the ability to transmit the parasite to these animals. Although there are no human
cases of vetorial origin, urban expansion can take the population to areas where
these insects live, allowing humans and domestic animals to be susceptible to
transmission. The importance is clear after this study, that zoos and wild animal

conservation centers carry will must actively search for possible nesting points
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1
2
i 148 for triatomines in all areas, especially close to primate enclosures and island. in
g 149  order to control the spread of the parasite in the home environment.
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Anexos

ANEXO A - Protocolo de extracdo de DNA a partir de amostras de sangue

Para a extracdo de DNA a partir das amostras de sangue dos PNH, foi
utilizado o kit de extracdo comercial lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit®, da GE

Healthcare® e foi seguido o protocolo do fabricante, abaixo.

As amostras de sangue dos primatas foram descongeladas em gelo. Em
novos microtubos de 1,5ml livres de DNAses e RNAses, foram adicionados 20uL de
Proteinase K. Em seguida, foram adicionados 300uL do sangue, seguido de uma
rapida agitacdo. Apos esse procedimento, foi adicionado 400uL de buffer de lise,
seguido de uma agitacao por 15s. Os microtubos foram incubados em temperatura

ambiente por 10min.

Depois da incubacgéo, os microtubos foram submetidos a um rapido spin,

para que o lisado permanecesse na parte inferior do microtubo.

ApOs esse procedimento, o lisado foi transferido completamente para uma
minicoluna, um pequeno filtro que é inserido dentro de um tubo coletor, fornecido no
kit pelo fabricante. Apds a transferéncia do lisado, a minicoluna com o tubo coletor

foram submetidos a uma microcentrifugacédo por 1min a 11 mil rcf.

O liquido filtrado foi descartado do tubo coletor. Em seguida, foram
adicionados 500uL de buffer de lavagem, seguido de uma nova microcentrifugacao

por 1min a 11 mil rcf.

Apbs novo descarte do liquido do tubo coletor, uma nova lavagem com o
buffer de lavagem foi feita, seguido de uma nova microcentrifugacao por 3min a 11 mil

rcf.

O tubo coletor foi descartado e a minicoluna foi inserida em um novo
microtubo livre de DNAse e RNAse. Dentro da minicoluna foram adicionados 100uL
de buffer de eluicdo, aquecidos 70 °C a priori. Esse preparado foi mantido em
incubacdo em temperatura ambiente por 1min, seguido de uma microcentrifugacao

por 1min a 11 mil rcf.

A minicoluna foi descartada e o DNA extraido foi armazenado em freezer -

18 °C até o momento do uso.
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Um resumo das etapas de extracdo esta disponivel na FIGURA 6 para

rapida consulta.
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FIGURA 6: Etapas de extracdo de DNA seguindo o protocolo do fabricante. Os tubos na parte superior indicam
gue houve troca de tubos ou transferéncia de liquidos ou parte dele para um novo micrutbo. Os volumes utilizados,
tempo de incubagédo e configuragdo das centrifugacdes estédo disponiveis ao longo do texto.
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ANEXO B - Protocolo de extracdo de DNA de swab conjuntival pelo método in house

de salting out com overnight.

Para a realizacdo da técnica de extracdo de DNA a partir destas amostras,

foi utilizado um segundo protocolo, adaptado a partir de Benassi et al. (2017).

Os swabs estavam armazenadas em microtubos a 4 °C imersas em 300puL
de solucado salina tamponada (PBS pH 7,2). Nestes microtubos foram adicionados
400uL de solucao tampéo. Esta solucdo tampéo, mantida em geladeira até 0 momento
do uso, é feita com 3,75mL de NaCl 5M, 12mL de EDTA 0,5M, agua ultrapura gsp
50mL.

Os microtubos com o swabs imersos em PBS pH 7,2 e a solu¢do tampéao
adicionados foram homogeneizados em agitador por 10s e incubados em temperatura
ambiente por 20min.

Apoés a incubacdo, 200uL das amostras foram transferidos para um novo
microtubo. Em seguida, adiciona-se 230uL de solugdo mix aquecido a 60 °C e
homogeneizados em agitador por 10s. A solucdo mix é feita com 200uL de agua
ultrapura, 20uL de SDS 10% e 10uL de proteinase K (20mg/mL). Apds a agitacdo no
agitador, as amostras sdo incubadas em banho-seco a 54 °C por trés horas, com

agitacdes manuais ocasionais.

Feita a incubacado, as amostras sdo levadas em geladeira por 15min, afim
de evitar choque térmico. Sao adicionados, apos este periodo, 140uL de NaCl 5M
gelado, seguido de agitacédo por 10s. As amostras sao centrifugadas por 10min a 13

mil rpm em temperatura ambiente.

Apoés a centrifugacéo, 400uL do sobrenadante € pipetado para um novo
microtubo, sendo adicionado em seguida 1mL de alcool etilico absoluto gelado,
homogeneizado por inverséo cinco vezes. Estas amostras serdo mantidas em freezer

-20 °C overnight, por aproximadamente 18-20 horas.

Seguido a incubacao em freezer das amostras, centrifugar a 12 mil rpm por
20min a 4 °C. Apos esta etapa, 0 sobrenadante é descartado por inversao, mantendo-
se o pellet. Os microtubos serdo mantidos abertos e invertidos em papel toalha para
absorcéo do excesso de liquido por 5min. Em seguida, serdo secos abertos em banho-

seco por 15min a 54 °C.
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O DNA sera ressuspenso adicionando 40uL de agua ultrapura a 54 °C nos
tubos com as amostras secas, seguido de uma ultima incubacéao a 54 °C por 15min.
ApOs este periodo, as amostras foram armazenadas em freezer para uso na técnica

de biologia molecular.

Um resumo das etapas realizadas para este método de extracdo de DNA

esta disponivel para rapida consulta na FIGURA 7.

Referéncias (ANEXO B):

Benassi JC, Benvenga GU, Ferreira HL, Pereira VF, Keid LB, Soares R, Oliveira
TMFS., 2017. Detection of Leishmania infantum DNA in conjunctival swabs of cats by
quantitative real-time PCR. Exp Parasitol. 177:93-97. doi:
10.1016/j.exppara.2017.04.004.
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ANEXO C - Quantificacdo de DNA a partir da extracdo das amostras de sangue total

e de swab conjuntival.

O procedimento de quantificacdo foi realizado com o0 equipamento
disponivel no LASAB/APTA Bauru, Sdo Paulo. Para tanto, o aparelho de quantificacao
foi calibrado previamente utilizando-se 2L de agua ultrapura nas cavidades de leitura
indicadas no aparelho. Apds calibragao, foram utilizados 2uL de cada amostra de DNA
para leitura de quantificacdo. Os dados obtidos da quantificacdo, bem como a relacao
260/280 podem ser vistos nas tabelas disponiveis no APENDICE D.

Acidos nucleicos absorvem luz a 260nm (comprimento de onda
eletromagnética), enquanto proteinas absorvem luz a 280nm. A estimativa de pureza
de DNA na amostra é verificada pela relacdo de absorbancia 260/280. Valores dessa
relacdo entre 1,8 a 2,0 sdo considerados 6timos para DNA. Valores abaixo de 1,8

podem indicar excesso de proteinas na amostra.
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ANEXO D - Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR).

A técnica de PCR é um método de biologia molecular o qual consiste na
amplificacéo in vitro de trechos especificos de uma sequéncia genética de interesse
(Saiki et al., 1985; Mullis e Faloona, 1987) gerando, assim, milhares de cépias a partir
de um unico trecho inicial. Desde seu primeiro uso em meados de 1980, a PCR é um
dos meétodos mais utilizados em laboratérios no mundo. Os avanc¢os técnicos
permitiram uma melhor automac¢do do método, mas a base da PCR pouco mudou

desde entao.

Para que a amplificacdo do DNA ocorra, sdo utilizados os seguintes
reagentes juntamente com uma aliquota da amostra: agua ultra pura, garantindo o
meio da reacdo; tampao de PCR (KCI e Tris-HCI), que evitam mudancas no pH da
solucdo durante a reacéo; MgClz, um cloreto que serve como cofator, catalisando a
reacdo; dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados), sdo os nucleotideos livres que
irdo construir as novas fitas de DNA durante a reacdo; Tag polimerase (oriunda da
bactéria extremofila Thermus aquaticus), enzima de DNA polimerase, que permitira a
construcdo das novas fitas; primers (iniciadores), pequenos trechos de fita simples de
DNA que servem de iniciadores da reacdo da construcao da nova fita de DNA, ao se
ligarem ao trecho correspondente do DNA da amostra.

A reacdo é feita com os reagentes sendo submetidos a um perfil de
ciclagem de temperatura, a qual a atuacdo das mudancas da temperatura e dos
reagentes permitem a amplificacdo da fita de DNA. O perfil de ciclagem classico é
dividido em trés partes: desnaturacdo, anelamento e extensdo. A fase de
desnaturacao envolve o aumento da temperatura de reacdo (acima de 90 °C), para
gue ocorra a desnaturacdo da fita de DNA, expondo as bases nitrogenadas. Na
segunda fase, de anelamento, com a queda da temperatura (geralmente abaixo dos
60 °C) os primers e 0os dNTPs se anelam a fita de DNA aberta, iniciando a construcao
de novas fitas. A fase final, de extensao (cerca de 70 °C), ocorre a atuacdo da Taq
polimerase, a qual a fita de DNA é construida. Esse processo ocorre algumas vezes,
dependendo do tipo de amostras, primers e reagentes utilizados. A FIGURA 8 ilustra

o perfil de ciclagem tradicional da PCR.
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Ao final do processo de ciclagem, os amplicons, resultado da reacédo de
PCR, tera milhares de cdpias do trecho de interesse que foram amplificados a partir

da aliquota da amostra original.

@

+80°C

=70°C

=55°C

FIGURA 8: Perfil de ciclagem da reacao em cadeia da polimerase (PCR). Em (1), a fase da desnaturagdo, em que
a fita de DNA é aberta, expondo as bases nitrogenadas. (2), a fase de anelamento, a qual os primers se ligam a
fita de DNA aberta, permitindo que se inicie a sintese da nova fita. (3), fase de extenséo, a qual a Taq polimerase
age, construindo a nova fita de DNA usando a amostra como base. Esse ciclo se repete varias vezes.

Referéncias (ANEXO D):

Mullis KB, Faloona FA. Specific synthesis of DNA in vitro via a Polymerase-Catalysed
Chain Reaction. Methods in Enzimology. 1987; 115:335-350.

Saiki RK, Scharf S, Faloona F, Mullis KB, Horn GT, Erlich HA, Arnhein N. Enzymatic
amplification of B-globin genomic sequences and restriction site analysis for diagnosis
of sickle cell anemia. Science. 1985; 230:1350-1354.
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ANEXO E - Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR).

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) conhecida sofreu um salto no comec¢o dos
anos 1990, com a descoberta de que era possivel acompanhar, em tempo real, a
amplificacdo dos trechos de DNA usados nas analises (Higuchi, 1993). A gPCR,
também conhecida como PCR quantitativa, permitiu uma maior sensibilidade no
diagnostico molecular e hoje é padrao para a deteccdo do DNA de causadores de
diversas doencas.

O método utiliza o uso de um corante fluorescente reporter, que se liga aos
amplicons durante a ciclagem da qPCR. A medida que vai passando o tempo da
reacdo, o sinal da fluorescéncia (SF) do corante aumenta, e essa mudanca é

detectada pelos sensores disponiveis nos termocicladores compativeis com gPCR.

Os reagentes utilizados sdo semelhantes ao utilizado na PCR (mais
informacdes no ANEXO D), com pequenas diferencas nos volumes e na apresentacao.
O corante usado nesse trabalho, quando livre na solucéo, emite pouco SF. A medida
que a reacao ocorre e mais DNA fita dupla resultante da reacdo aparece, o SF
aumenta, gerando as curvas de deteccéo que sdo registradas no software.

A curva padrdo da gPCR é dividida em quatro fases: a baseline,
exponencial, linear e platd. Na baseline, o SF € baixo demais para ser mensurado, ja
que a quantidade de amplicons ainda é baixa e nao ha ligacao do corante com as fitas
de DNA geradas na reacdo. Ja a fase exponencial, € quando o SF atinge os niveis
minimos para a deteccao e registro, ja que ha uma maior quantidade de amplicons na
reacdo, o que faz seguir para a fase linear, onde ocorre 0 maximo de reacbes e
emissao de SF. A Ultima fase, a platd, € quando as rea¢cdes comegam a se esgotar e

o SF atinge seu nivel maximo.

As curvas geradas pela deteccdo do SF nas amostras sdo comparadas
com as curvas geradas pelos controles. Assim, € possivel mensurar a quantidade
aproximada de parasitos/mL da amostra, ja que os controles foram previamente
quantificados e seus valores sdo conhecidos de anteméo (o método de quantificagdo

dos controles esta disponivel no ANEXO F).

A posicdo a qual a fase exponencial inicia na reacdo também é um

indicativo da abundéancia de material disponivel na amostra (chamada de ciclo de
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quantificacdo (Cq)). Quando a amostra € abundante em material genético, o SF
aparece com menos ciclos, indicando que a amostra tem Cq baixa. Quando a amostra
ndo € abundante em material, 0 SF aparece depois de mais ciclos, indicando que a
amostra tem Cq alta. Naturalmente isso varia conforme o trabalho e o tipo de amostra
gue esta sendo trabalhada. A FIGURA 9 ilustra as principais etapas da qPCR.

SF aumenta

Cq baixo
Limite de detecgdo .

v

Ciclos da reacado

FIGURA 9: Exemplo de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR). Cerca da primeira metade do
ciclo ndo é possivel detectar sinal de fluorescéncia (SF) sendo emitido pelo corante na reagdo. Esse inicio é a
baseline, indicado pelo niumero 1. Assim que o SF ultrapassa o limite de detec¢éo, entra a fase exponencial (2).
As reacdes continuam acontecendo durante a fase linear (3), atingindo o maximo de reacgado na fase plato, proxima
ao fim da reacgdo (4). Abundancia de material geralmente faz as amostras sairem da baseline mais cedo que
amostras menos abundantes. Assim, amostras mais abundantes tem menos ciclos de quantificagdo (Cq),
apresentando Cq baixo. J& amostras menos abundantes apresentam Cq alto.

Referéncias (ANEXO E):

Higuchi R, Fockler C, Dollinger G, Watson R. Real-time monitoring of DNA
amplification reactions. Nature Biotech. 1993; 11:1026-1030.
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ANEXO F - Quantificacdo de controles positivos para qPCR.

Para a quantificacao das formas epimastigotas de T. cruzi, foi utilizado uma
camera de Neubauer (CN). Para tanto, uma laminula prépria para uso com a lamina
da CN foi utilizada e colocada no espaco apropriado. Foi pipetado 10uL de cultura
contendo T. cruzi na borda da laminula, aguardando um minuto para o liquido

preencher complemente a camera de contagem.

A CN foi levada ao microscopio 6ptico comum e foi feita a contagem do T.
cruzi com objetiva em menor aumento (10X). Foi realizada a contagem a partir dos
dois lados da CN, em cinco quadrantes de visualizacdo no campo de visdo, sendo

superior e inferior direitos e esquerdos e uma area central.

Foi feita a média da quantidade observada a partir de cada quadrante de
cada lado da CN e uma média das médias (x) da quantidade a partir dos valores de
cada lado da CN.

A estimativa da quantidade de T. cruzi por microlitro (x / uf) foi feito

utilizando a seguinte formula:

=x/ul

Onde 4 é a altura da CN, em centimetros.
O célculo de diluicdo da solucéao foi utilizado a formula de diluicao:
Cl1-V1=C2-V2

Onde C1 é a quantidade estimada de T. cruzi; V1 € o volume (em
microlitros) da quantidade estimada de T. cruzi; C2 é a quantidade de concentracdo
inicial para a quantificacdo dos controles para a qPCR (no caso, 10°); V2 é o volume

a ser descoberto (em microlitros).

Foi pipetado, em um microtubo de 1,5mL, o valor correspondente de V2 e
completado com agua ultrapura até o volume de 1mL. Assim, foi obtido o controle

positivo para gPCR na concentracédo de 10° parasitos/mL.

Assim, foi realizado o protocolo de diluicdo seriada dos controles. A partir

da concentracdo de 10° parasitos/mL, foi pipetado 100uL desse concentrado para um
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novo microtubo contendo 900uL de agua ultrapura. Assim, esse segundo microtubo
passou a conter 10* parasitos/mL. Para obter a concentragéo de 102 parasitos/mL, foi
pipetado 100uL da concentracdo de 10% parasitos/mL em um novo microtubo
contendo 900uL de agua ultrapura. Esse procedimento foi repetido até chegar na

concentracdo de 10 parasitos/mL.

A ilustracao disponivel na FIGURA 10 resume as etapas da quantificacéo

utilizadas nesse trabalho.
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FIGURA 10: Etapas de quantificagdo de parasitos para a extracdo de controles da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real (qPCR). Os volumes e célculos utilizados estéo disponiveis no texto.

Todos esses preparados de cultura foram enviados para extracdo do DNA
utilizando kit de extracdo comercial lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit®, da GE
Healthcare®, seguindo os protocolos do fabricante. Detalhes da extracdo podem ser

vistos no ANEXO A.
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ANEXO G - Sensibilizacdo de laminas para a técnica sorolégica de Reacédo de

Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Para a realizacdo da técnica de RIFI, laminas préprias para
imunofluorescéncia que estavam previamente armazenadas em alcool 70% foram
secas e mantidas protegidas de impurezas por 24 horas. Uma aliquota a partir das
culturas de cepa Y de Trypanosoma cruzi mantidas em meio LIT-NNN foram
observadas em microscopio 6ptico (400X) para avaliacao de quantidade e motilidade
dos protozoarios. Foram transferidos 5mL da cultura para tubos de centrifugacéo, os

quais foram centrifugados a 3 mil rpm (rotacdes por minuto) por 10min.

O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi ressuspenso com 5mL de
solucéo salina tamponada (PBS) pH 7,2, sendo homogeneizado em agitador por 10s.
O tubo foi centrifugado a 3 mil rpm por 10min. Apés a centrifugacdo, novamente foi
descartado o sobrenadante, completando com 5mL de PBS pH 7,2 e homogeneizando
no agitador por 10s. Foi feita mais uma centrifugagcdo a 3 mil rpm por 10min,

descartando o sobrenadante e homogeneizando em agitador por 10s.

Em microscopia (400X) foi visualizado a quantidade, em meédia, de 40
tripomastigotas por campo. Caso essa quantidade estivesse muito acima do ideal, o
concentrado foi diluido e homogeneizado em 50uL de PBS pH 7,2, até obtencao da
guantidade desejada. As laminas de RIFI (foscas ndo lapidadas, Perfecta®, Brasil)
sdo compostas de duas fileiras de seis cavidades. Todas as cavidades da lamina de
RIFI foram preenchidas com 10uL do concentrado de antigeno. Apds trés minutos de
fixacdo do antigeno, o concentrado foi aspirado e as laminas deixadas em temperatura
ambiente por uma hora. Apds sensibilizacdo, foram guardadas em caixas porta-lamina

e armazenadas em freezer a -18 °C até serem utilizadas.

Um resumo ilustrativo do protocolo de sensibilizacdo pode ser visto na
FIGURA 11.
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Indireta (RIFI). Os volumes, tempo e velocidades de centrifugacéo estdo disponiveis no texto.
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ANEXO H - Técnica de Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI).

Para a realizacdo da técnica de RIFI, foram utilizadas microplacas para a
diluicdo inicial de 190uL de solugéo salina tamponada (PBS) pH 7,2 e 10uL do soro
das amostras para a diluicdo de 1:20 (primeira diluicdo), que foi utilizada na triagem

da reacéo.

Foram distribuidos 10uL 1:20 nas laminas ja fixadas com o Trypanosoma
cruzi (o método de sensibilizacao foi descrito no ANEXO G), sendo incubadas a 37 °C
durante 30min em camara umida. Foram realizadas duas lavagens das laminas com

PBS pH 7,2 por 10min sendo, em seguida, secas em estufa.

Foram utilizados os conjugados especificos contendo anti-anticorpo IgG de
macaco (IgG y-chain specific, SAB3700765, Sigma-Aldrich®, USA) e anti-anticorpo
IgG de humano (FITC) (Ferreira, 2019), diluido em solucédo de azul de Evans a 20%.
Os conjugados foram testados e estabelecido 1:500 como ponto de diluicdo para IgG
de macaco (Leite et al., 2008), o qual o controle positivo brilhou emitindo
imunofluorescéncia no comprimento de onda 520nm (coloracdo verde), sendo

ausente no negativo.

Foi distribuido 10uL do conjugado para cada diluigdo e incubou-se
novamente em camara Umida a 37 °C por 30min. Lavou-se novamente por duas vezes
com PBS pH 7,2 por 10min e secas em estufa. As laminas foram montadas utilizando-
se glicerina tamponada pH 8,5 e cobertas com laminulas de 24x60mm, sendo

observadas em microscopio de imunofluorescéncia (400X).

Foi considerado positivo as amostras de soro com titulagdo igual a 20. As
amostras de soros positivos nessa diluicdo foram submetidas a maiores diluicGes para

se determinar a titulacdo final de anticorpos IgG anti-Trypanosoma nos primatas.

Uma ilustracdo simplificando as principais etapas da RIFI esta disponivel
na FIGURA 12.
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FIGURA 12: Principais etapas da Reacéo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI). Ao final do processo, € possivel

determinar se o animal foi reagente (R) ou ndo reagente (NR) pela técnica. Volumes, tempo e temperaturas dos
procedimentos da técnica estéo disponiveis no texto.

Referéncias (ANEXO H):

Ferreira, SS. Infeccdo por Trypanosoma spp. em mamiferos cativos da Fundacgéo
Parque Zoologico de Sdo Paulo, e em triatomineos e pequenos mamiferos silvestres
das areas de mata do entorno. Dissertacdo de mestrado, Instituto Oswaldo Cruz.
2019:128f.

Leite TNB, Maja TA, Ovando TM, Cantadori DT, Schimidt LR, Guércio AC, Cavalcanti
A, Lopes FMR, Cunha IAL, Navarro IT. Ocorréncia de infeccao por Leishmania spp. e
Toxoplasma gondii em macacos-prego (Cebus apella) de Campo Grande, MS. Rev
Bras Parasitol Vet. 2008; 17(1):317-310.



139

ANEXO | - Certificado de aprovacdo da pesquisa pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, Botucatu, Sdo Paulo (CEUA/FMB/Unesp).

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTS
CAMPUS DE BOTUCATU iif
FACULDADE DE MEDICINA

CERTIFICADO N° 1213/2017-CEUA

Certificamos que a proposta P de Tr spp. em primatas de cativeiro de cinco regides do Brasil.”, registrada com o namero
1213/2017, sob a do dor Wesley José dos Santos - sob Orientag3o da Profa. Simone Baldini Lucheis - Coorientadora Virginia Bodeldo Richini Pereira -
C Livia Maisa Guiraldi-que envolve a producdo, manutenc3o ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu,

em reunido de 05 de junho de 2019.

Finalidade () Ensino  (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 24 de margo de 2020
Espécie/Linhagem/Raca Primata ndo-humano
N° de animais 02
Idade/Peso 30-55 kg / adulto
Sexo Macho ,
Origem Biotério Central da UNESP - FMB
Lot Ca (Ao oo
Luciléia Stocco Gothardi Prof. Adjunto Gujfterme Anténio Moreira de Barros
Secretaria da Comissdo de Etica no Uso de Animais Presidente da Ghmissdo de Etica no Uso de Animais

Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP Faculdade’de Medicina de Botucatu/UNESP

Distrito Rubido Junior, §/n0 - Botucatu - S.P. CEP: 18.618-970 Fones: (14) 3880.1608 e 3880.1609 E-mail Secretaria: ceua@fmb.unesp.br
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ANEXO J - Relatorio de aprovacdo da pesquisa pelo Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade, Ministério do Meio Ambiente, Brasil (SISBIO/ICMBio/MMA).

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 57382-3 | Data da Emissédo: 16/05/2019 10:56:35 Data da Revalidag&o*: 16/05/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissio.

Dados do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis CPF: 126.014.428-32

Nome da Instituigdo: Departamento de Descentralizag&o do Desenvolvimento CNPJ: 46.384 400/0128-21

Cronograma de atividades

# |Descri¢do da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)
1 | Coleta de amostras 03/2017 12/2017
2 | Exames moleculares 04/2017 02/2019
3 | Exames sorologicos 04/2017 02/2018
4 | Exames parasitolagicos 042017 02/2018
5 | Desenvolvimento do projeto 03/2017 Q72019
Equipe
Nome Fungéo CPF Nacionalidade
1 | Wesley José dos Santos Realizag&o da metodologia 352.114.338-40 Brasileira

Observagoes e ressalvas

1 Esta autorizacio NAO exime o pesquisader titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do

consentimento do responsavel pela drea, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do érgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagio
estadual, distrital ou municipal, ou do proprietanio, amendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagio federal cujo processo de regularizagio
fundiaria encontra-se em curso

2 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAQ, o pesquisador tifular desta autorizagio devera contactar a administragio da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

expedicdes, as condi¢des para realizag3o das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

3 O titular de autorizagdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagdo da legislago vigente, cu quando da inadequag&o, omiss&o ou

falsa descri¢do de informacdes rel que 1a expedicdo do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizag&o ou licenga suspensa ou revogada pelo

ICMBio, nos termos da legislag do brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser ufilizado para os fins previstos na Instrugio Normativa ICMBio n® 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que especifica esta
Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportives. O material bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no

ambite do ensino superior.

5 As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto
coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente & passada, obfidos por meio de recursos & técnicas que se

destinem ao estudo, & difus3o ou 4 pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia

6 O titular de licenca ou autorizacio e os membros da sua equipe deverio optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel, ao grupo
taxondmico de interesse, evitando a morte ou dana significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que nic comprometa a viabilidade de populagdes do grupo

taxondmico de interesse em condic3o in situ.

7 Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispbe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no temitério nacional, na plataforma continental e
na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento fradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccio e desenvolvimento tecnologico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Este documento foi expedido com bhase na Instrucdo Normafiva nA® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pdgina do Sishio/ICMBio na Internet
(www.icmbio.gov.bi/sishio).

Codigo de autenticacdo: 0573820320190516 Pagina 1/5



Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informacéao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacio para atividades com finalidade cientifica

Numero: 57382-3

Data da Emisséo: 16/05/2019 10:56:35

Data da Revalidagéao™: 16/05/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagédo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Da

dos do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis

CPF: 126.014.428-32

Nome da Instituigdo: Departamento de Descentralizagao do Desenvolvimento

CNPJ: 46.384 400/0128-21

Locais onde as atividades de campo serado executadas

141

# |Descrigédo do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Centro Nacional de Primatas Ananindeua-PA Amazdnia Né&o Fora de UC Federal

2 | Parque Zoobotanico Getulio Vargas Salvador-BA Mata Atldntica N&o Fora de UC Federal

3 | Jardim Zooldgico de Curitiba Curitiba-PR Mata Atldntica N&o Fora de UC Federal

4 | Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Soracaba-SP Cerrado N&o Fora de UC Federal
Barros

5 | Zoologico de Brasilia Brasilia-DF Cerrado N&o Fora de UC Federal

Atividades X Taxons

# |Atividade Taxon Qtde.

1 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Callithrix -

2 | Coleta/transporte de amastras bialdgicas ex situ Saguinus midas -

3 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Saguinus imperator -

4 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Saguinus fuscicollis -

5 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Saguinus bicolor -

6 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Saguinus niger -

7 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Saimiri sciureus -

8 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Saimiri boliviensis -

9 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Alouatta seniculus -

10 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Alouatta caraya -

11 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Alouatta guariba -

12 | Caoleta/transporte de amostras biologicas ex situ Aotus nigriceps -

13 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Aotus azarai -

‘14 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Aotus trivirgatus -

15 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Ateles paniscus -

16 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Ateles marginatus -

17 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Ateles chamek -

18 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Ateles belzebuth -

19 | Caleta/transporte de amostras biologicas ex situ Brachyteles arachnoides -

20 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Callimico goeldii -

21 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Callithrix penicillata -

22 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Callithrix jacchus -

23 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Callithrix geoffroyi -

24 | Coleta/transporte de amostras biolagicas ex situ Callithrix aurita -

25 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Cebus olivaceus -

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa nA® 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer

cidaddo podera verificar

a autenticidade ou

(www icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 0573820320190516

regularidade deste documento, por

meio

da pégina do Sisbio/ICMBio na

Internet
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacio e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 57382-3 |

Data da Emisséo: 16/05/2019 10:56:35

Data da Revalidagédo™: 16/05/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis

CPF: 126.014.428-32

Nome da Instituicdo: Departamento de Descentralizacdo do Desenvolvimento

CNPJ: 46384 400/0128-21

Atividades X Taxons

# | Atividade Taxon Qtde.
26 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Cebus albifrons -
27 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Chlorocebus aethiops -
28 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Lagothrix lagotricha -
29 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Lagothrix cana -
30 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Lemur catta -
31 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Leontopithecus rosalia -
32 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Leontopithecus chrysomelas -
33 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Macaca fuscata -
34 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Mandrillus sphinx -
35 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Pan froglodytes -
36 | Coleta/fransporte de amostras bioldgicas ex situ Papio hamadryas -
37 | Coleta/fransporte de amostras bioldgicas ex situ Mico argentatus -
38 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Mico melanurus -
39 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Chiropotes utahicki -
40 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Chiropotes satanas -
41 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Callicebus barbarabrownae -
42 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Callicebus cupreus -
43 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Callicebus coimbrai -
44 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Saimiri collinsi -
45 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Mico rondani -
46 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Chiropotes sagulatus -
47 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Callicebus vieirai -
48 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Mico chrysaoleucus -
49 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Sapaijus libidinosus -
50 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Sapajus apella -
51 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Sapajus xanthaosternos -
52 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Sapajus nigritus -
53 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Sapajus flavius -

Materiais e Métodos

# |Tipo de Método (Grupo taxondémico) Materiais

1 | Amostras biologicas (Primatas) Ectoparasita, Pélo, Sangue, Outras amostras biolégicas(Swab
conjuntival), Ectoparasita, Sangue

2 | Método de captura/coleta (Primatas) Pugé, Captura manual, Captura manual, Puga

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa nA° 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer
cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio
(www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagédo: 0573820320190516

da pégina do Sishio/ACMBio na Internet
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informagédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

NOmero: 57382-3 | Data da Emisséo: 16/05/2019 10:56:35 Data da Revalidagédo™: 16/05/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronoegrama de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do
Sishio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis

CPF: 126.014.428-32

Nome da Instituicdo: Departamento de Descentralizagédo do Desenvolvimento CNPJ: 46.384.400/0128-21

Destino do material biolégico coletado

# | Nome local destino

Tipo destino

1 | Departamento de Descentralizacdo do Desenvolvimento

Outro

Este documento fol expedido com base na Instrucdo Normativa nA° 03/2014. Através do codigo de autenticacédo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet

(www._icmbio_gov.br/sishio).

Codigo de autenticagdo: 0573820320190516
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacao e Informacgao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagido para atividades com finalidade cientifica

Numero: 57382-3 ‘ Data da Emissédo: 16/05/2019 10:56:35 Data da Revalidagédo*: 16/056/2020

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagédo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacédo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Simone Baldini Lucheis CPF: 126.014.428-32

Nome da Instituigdo: Departamento de Descentralizag&o do Desenvolvimento CNPJ: 46.384.400/0128-21

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo contemplade

na autorizacdo ou na licenca permanente deverd ser anotada na mesma, em campo especifico, por ocasido da coleta,
devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do material biolégico ou do
substrato devera ser acompanhado da autorizacéo ou da licenca permanente com a devida anotac&o. O material biolégico
coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituic&o cientifica e, depositado, preferencialmente, em colecédo
biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de Amostra Qtde. Data

* Identificar o especime do nivel taxondmico possivel.

Este documento fol expedido com base na Instrucdo Normativa nA° 03/2014. Através do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer
cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sishio/ICMBio na Internet
(www icmbio.gov br/sishio).

Codigo de autenticacdo: 0573820320190516 Pagina 5/5
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ANEXO K - Certificado de aprovacéo da pesquisa pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais do Instituto Evandro Chagas, vinculado a Secretaria de Vigilancia em Saude
do Ministério da Saude, Brasil (CEUA/IEC/SVS/MS).

Talnnnig INSTITUTO

EVANDRO
CtUA 7=V 1 GHAGAS

M5-SECRETARIA OE VIGILANCIA EM SADDE

CERTIFICADO n° 20/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Aplicagio de diferentes
técnicas diagndsticas para Trypanosoma spp. em primatas de cativeiro procedentes
de cinco regides do Brasil”, registrada com o n°® 13/2019, sob a responsabilidade de
Wesley José dos Santos, que envolve a produgfo, manutenggo ou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) do INSTITUTO EVANDRO CHAGAS-IEC.

Finalidade () Ensino  (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagdo | Margo de 2019 a agosto de 2020
Espécie/linhagem Sapajus efou Cebus spp
| N° de animais | 10 1
Peso/Idade 3Kg/adultos o
| Sexo Machos e Fémeas
| Origem CENP o

De acordo com Orientagio Técnica n” 8, de 18 de margo de 2016 do CONCEA.

Recomendamos que a coordenagdo mantenha atualizados todos os
documentos pertinentes ao projeto.

Devera ser encaminhado relatério incluindo os resultados finais da pesquisa,
no prazo méaximo de 60 (sessenta) dias, apés a finalizagéio da mesma.

Ananindeua-PA, 06 de maio de 2019.

Thiago Vasconcelos dos pantos
Vice Coordenador da CE!

AV. ALMIRANTE BARROSO, 492 - BAIRRO: MARCO - CEP 66090-000 - BELEM-PA - C.N P.J: 00 394 $44/0025-52 FONE (091) 3246-6422 - FAX
(091)664669RODOVIA BR 316 - KM 07, SN° - BAIRRO - LEVILANDIA ~ CEP: 67 D30-000 — ANANINDEUA-PA - FONE (091) 3214-2000
http #www sec pa govbr
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ANEXO L - Declaracéo de autorizacao de pesquisa pelo Parque Zoobotanico Getulio

Vargas (Zoo Salvador).




147

ANEXO M - Declaracdo de autorizacéo de pesquisa pela Fundacéo Jardim Zoolégico

de Brasilia (Zoo Brasilia).

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL covesuo ae
SECRETARIA DE ESTADO DE MEIO AMBIENTE SEARIS
Brasilia FUNDACAO JARDIM ZOOLOGICO DE BRASILIA H
SUPERINTENDENCIA DE CONSERVACAO E PESQUISA
DIRETORIA DE PESQUISA

DECLARACAO

Declaro, para fins de comprovagio junto a Universidade Estadual Paulista - UNESP, que o
projeto intitulado “Aplicagdo de diferentes técnicas dlagnésticas Trypanosoma spp. em primatas
de cativeiro precedentes de cinco regides do Brasil”, desenvolvido pelo pesquisador Wesley Jos¢
dos Santos, portador do CPF n°352.114.338-40, foi analisado e aprovado de acordo com as
normas e diretrizes para o desenvolvimento de Projetos de Pesquisa destinados ao aprofundamento
do conhecimento cientifico e tecnologico no ambito da Fundagio Jardim Zoolégico de Brasilia -
FJZB, autorizando-se, portanto o inicio das coletas nos animais-alvos a partir de 07 de marco de
2017.

Brasilia, 27 de outubro de 20135.

Matricula:80.059-7

“Brastlia - Patnmomo Cultural da Humamdade
Avemda das Nagdes Via L4 Sul. BRASILIA-DF - Cep 70 610-100 Brasl
Fome (61) 3445.7038CNPJ 02 $37 782/0001-2%
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ANEXO N - Declaracao de autorizacdo de pesquisa pelo Parque Municipal Quinzinho

de Barros (Zoo Sorocaba).

Prefeitura de
4 SOROCABA

(3299

Sorocaba. 2 de margo de 2017

Declaro que o projeto de doutorado “Pesquisa de 7rvpanosona spp. em primatas de
cativeiro de cinco regides do Brasil. de Wesley José dos Santos™. sob coordenagio du
Profa. Dra. Simone Baldini Lucheis. recebeu autorizagio para ser realizado no Zoo de

Sorocaba.

Atenciosamente.

Cecilia Pessutti
Chele de segdo de Biologia ¢ Veterindria

/00 de Sorocaba
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ANEXO O - Declaracdo de autorizacdo de pesquisa pelo Parque Zoobotanico de

Curitiba (Zoo Curitiba).

Prefeitura Municipal de Curitiba

- . -
H " y 4 Secretaria Municipal do Meio Ambiente
¥ o Rua Presidente Faria, sin® Centro
i I, 80020-290 Curitiba PR
o o Tel 423350-9939 /3350-8933 / 3350-9940

rom . L www.Curitiba. pr. gov.br

CURITIBA

DECLARAGAO

Declaro, para fins de comprovagdo junto a Universidade Estadual
Paulista — UNESP, que o projeto intitulado “Aplicagdao de diferentes técnicas
diagnésticas Trypanosoma spp. em primatas de cativeiro precedentes de cinco
regioes do Brasil”, desenvolvido pelo pesquisador Wesley José dos Santos, portador
do CPF 353.114.338-40, foi analisado e aprovado de acordo com as normas e
diretrizes para desenvolvimento de Projetos de Pesquisa destinados ao
aprofundamento do conhecimento cientifico e tecnolégico no ambito do Zoolégico de
Curitiba autorizando-se, portanto o inicio das coletas nos animais-alvos a partir de 07
de margo de 2017.

Curitiba, 07 de margo de 2017.

Mardia Arzua
Mat. 181.171
Diretora do Dep. de Pesquisa e Conservagao da Fauna
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APENDICE A - Relac&o dos PNH e a quantidade de animais coletados nos locais do

estudo.

TABELA 7: relacdo dos primatas ndo-humanos (PNH) do estudo e a quantidade de
animais coletados por zooldgico ou centro de conservacao.

Nome cientifico do PNH

CENP

Sorocaba

Total

Alouatta belzebul
Alouatta caraya
Alouatta guariba
Alouatta seniculus
Alouatta sp.

Aotus nigriceps

Aotus trivirgatus
Ateles chamek

Ateles marginatus
Ateles paniscus
Brachyteles arachnoides
Callicebus cupreus
Callicebus vierai
Callithrix geoffroyi
Callithrix jacchus
Callithrix penicillata
Callithrix sp.

Cebus albifrons
Cebus olivaceus
Chiropotes satanas
Chiropotes utahicki
Lagothrix cana
Lagothrix lagotricha
Leontopithecus chrysomelas
Leontopithecus rosalia
Lophocebus aterrimus
Mico chrysoleucus

Papio hamadryas
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Saguinus bicolor 2 2
Saguinus imperator 1 1
Saguinus niger 4 4
Saimiri boliviensis 1 1
Saimiri sciureus 1 1
Sapajus apella 3 3
Sapajus flavius 10 10
Sapajus libidinosus 2 2
Sapajus nigritus 2 2
Sapajus xanthosternos 28 2 30
Sem identificacao* 8 1 9
Total 10 54 59 48 18 189

*. algumas amostras vieram sem identificacdo de espécie ou género e, devido a mudancas administrativas nos
locais ao longo do tempo, nao foi possivel recuperar parte das informacdes sobre esses animais.
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NOVO MUNDO VELHO MUNDO

GENEROS

Leontopithecus; Mico;
Callicebus; Chiropotes
Lophocebus; Papio

Saguinus
Cebus; Sapajus;

Lémures, galagos
Tarsios

Ateles; Alouatta
Saimiri

Homo; Pan

Aotus
Gibdes
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FIGURA 13: Classificagdo dos primatas. Alguns grupos e géneros foram desconsiderados para facilitar a
compreensao. As linhas em vermelho indicam que alguns animais dentro desses grupos foram amostrados em

nosso trabalho.
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APENDICE B - Registro fotogréafico realizado durante visitas técnicas aos zooldgicos
do estudo entre 2016 a 2018.

FIGURA 14: Zoo Brasilia. (A), vista geral de um dos locais do Zoo Brasilia, chamado de llha dos Primatas. Nesse
espaco, alguns PNH pertencentes ao zoolégico vivem livres. (B), Sapajus libidinosus, um dos habitantes da llha
dos Primatas. (C), Alouatta seniculus em seu recinto no micario, outro espago reservado aos PNH. (D), Aotus
nigriceps durante contencao para coleta de amostra de sangue realizado pelo veterinario do zoolégico. (E), coleta
de sangue de um PNH por meio de puncao venosa femural.
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FIGURA 15: Zoo Salvador. (A), vista geral da Ilha dos Primatas, onde alguns PNH vivem soltos. (B), visdo de
alguns recintos de PNH, os quais foram construidos ‘tuneis’ a partir de projecdes da propria tela que fecha o recinto,
permintindo aos PNH ficarem préximos as arvores ao redor. (C) Sapajus xanthosternos se alimentando, vivendo
na llha dos Primatas. (D), Ateles paniscus observando através das grades do recinto onde esta alojado. (E),

Alouatta caraya em seu recinto.



FIGURA 16: Zoo Sorocaba. (A), recinto de PNH neotropicais cobertos por tela antimosquito, uma medida adotada
pelo zooldgico durante o surto de febre amarela que atingiu o estado de S&o Paulo em 2018, periodo da visita. (B),
Sapajus nigritus, observando através de uma abertura da tela antimosquito. (C), Papio hamadryas, PNH do Velho
Mundo em seu recinto a céu aberto. (D), Ilha dos Primatas, onde os PNH vivem livremente. (E), micario coberto,
destinado aos PNH de pequeno porte. (F), Ateles marginatus socializando na llha dos Primatas. (G),
Leontopithecus chrysomelas observando os visitantes do micéario.



FIGURA 17: Zoo Curitiba. (A), vista da llha dos Primatas, local onde alguns PNH vivem liviemente. (B) Saimiri
sciureus em seu recinto em uma area do zoolégico destinada aos pequenos PNH. (C), veterinario do Zoo Curitiba
observa um grupo de Ateles paniscus em seu recinto. (D), Ateles paniscus que vive liviemente na llha dos Primatas.
(E), Sapajus apella durante procedimento de coleta de mucosa conjuntival por swab. (F), recinto de Ateles paniscus,
o qual compreende parte de uma vegetacéo natural dentro do espago.
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APENDICE C - Tabelas detalhando os tipos de amostras biologicas recebidas por
cada zooldgico e centro de conservacao do estudo.
TABELA 8: Resumo do numero total de primatas ndo-humanos (PNH) e detalhamento

do total de amostras de sangue total, soro, swab conjuntival e esfregaco sanguineo
de cada local.

Local Numergl\?ﬁ Sangue Soro Swab Esfregago a;%t:tlrgg
CENP 10 10 10 10 10 40
Zoo Salvador 54 53 53 47 53 206
Zoo Brasilia 59 20 42 5 14 81
Z0oo Sorocaba 48 48 44 47 46 185
Zoo Parana 18 18 17 12 17 64

Total 189 149 166 121 140 576
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TABELA 9: Detalhamento das amostras recebidas pelo Centro Nacional de Primatas (CENP), Ananindeua, Para, com a descricdo
do primata ndo-humano (PNH) e os tipos de amostras coletadas por primata.

Espécie Amostra Data de coleta Data de recebimento Sexo Idade Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Ateles marginatus

PAO1 24/10/2019 05/11/2019 F Juvenil 1 1 1 1 4

PAO2 24/10/2019 05/11/2019 M Juvenil 1 1 1 1 4

PAO3 24/10/2019 05/11/2019 F Juvenil 1 1 1 1 4

PAO4 24/10/2019 05/11/2019 F Sub adulto 1 1 1 1 4

PAOS5 24/10/2019 05/11/2019 M Sub adulto 1 1 1 1 4

PAOG 24/10/2019 05/11/2019 M Adulto 1 1 1 1 4

PAO7 24/10/2019 05/11/2019 F Adulto 1 1 1 1 4

PAOS 24/10/2019 05/11/2019 M Adulto 1 1 1 1 4

PAO9 24/10/2019 05/11/2019 F Adulto 1 1 1 1 4

PA10 24/10/2019 05/11/2019 M Adulto 1 1 1 1 4

Total 10 10 10 10 10 40

Legenda: F = fémea; M = macho.
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TABELA 10: Detalhamento das amostras recebidas pelo Parque Zoobotanico Getulio Vargas (Zoo Salvador), com a descricdo dos
primatas ndo-humanos (PNH) e os tipos de amostras coletadas por primata.

Espécie  Amostra Data de coleta Data de recebimento Sexo Idade Sangue Soro Swab Esfregaco Total

Alouatta caraya

BA38 08/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA39 08/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA40 08/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA41 08/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA42 08/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA43 08/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
Ateles marginatus
BA51 09/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA52 09/08/2017 11/08/2017 NI 1 1 1 1 4
BA53 09/08/2017 11/08/2017 F NI 1 0 1 0 2
Ateles paniscus
BA47 09/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA48 09/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA49 09/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA5S0 09/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
Lagothrix lagotricha
BA44 08/08/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA45 08/08/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1



BA46
Sapajus flavius
BA22
BA23
BA31
BA32
BA33
BA34
BA35
BA36
BA37
BA54
Sapajus xanthosternos
BAO1
BAO2
BAO3
BAO4
BAO5
BAOG6
BAO7
BAOS
BAO09

08/08/2017

07/08/2017
07/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017

08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
08/08/2017
07/07/2017
07/07/2017

11/08/2017

11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017

11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
11/08/2017
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BA10 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BAll 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA12 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA13 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA14 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA15 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA16 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA17 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA18 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA19 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 1 1 4
BA20 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA21 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 1 1 4
BA24 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 0 1 3
BA25 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 0 1 3
BA26 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 0 1 3
BA27 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 0 1 3
BA28 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 0 1 3
BA29 07/07/2017 11/08/2017 M NI 1 1 0 1 3
BA30 07/07/2017 11/08/2017 F NI 1 1 0 1 3
Total 53 53 a7 53 206

Legenda: M = macho; F = fémea; NI = ndo informado.
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TABELA 11: Detalhamento das amostras recebidas pela Fundacéo Jardim Zoolégico de Brasilia (Zoo Brasilia), com a descricdo dos

primatas nao-humanos (PNH) e os tipos de amostras coletadas por primata.

Espécie = Amostra Data de coleta Data de recebimento Sexo Idade Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Alouatta sp
DF45 NI 06/05/2019 NI NI 1 0 0 0 1
DF46 NI 06/05/2019 F NI 1 0 0 1 2
DF47 NI 06/05/2019 NI NI 1 0 0 1 2
DF56 27/03/2018 06/05/2019 M NI 1 0 0 1 2
DF59 28/03/2018 06/05/2019 NI NI 1 0 0 1 2
Alouatta belzebul
DF17 07/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DF18 07/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
Alouatta caraya
DF22 08/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DF23 08/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DF24 08/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
DF25 08/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
DF35 10/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
Alouatta seniculus
DF19 07/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
DF20 07/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DF21 07/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1



Aotus nigriceps
DFO0O4
DF06
DF08
DF11
DF36
DF37
DF41
DF42
DF43
Callicebus cupreus
DF03
DF38
Callithrix sp.
DF15
Callithrix geoffroyi
DF14
Callithrix penicillata
DFO7
DF16
Cebus albifrons
DF30

07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
07/03/2017
05/10/2016
05/10/2016
05/10/2016
05/10/2016
05/10/2016

07/03/2017
05/10/2016

07/03/2017

07/03/2017

07/03/2017
07/03/2017

09/03/2017

21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017
21/06/2017

21/06/2017
21/06/2017

21/06/2017
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Chiropotes satanas

DF31 10/03/2017

DF32 10/03/2017
Lagothrix cana

DF28 09/03/2017

DF29 09/03/2017
Leontopithecus chrysomelas

DF10 07/03/2017

DF12 07/03/2017

DF40 05/10/2016
Leontopithecus rosalia

DF13 07/03/2017
Lophocebus aterrimus

DF29 09/03/2017
Mico chrysoleucus

DF09 07/03/2017
Saguinus bicolor

DF53 NI

DF54 NI
Saguinus imperator

DFO1 07/03/2017

Saguinus niger

21/06/2017
21/06/2017

21/06/2017
21/06/2017

21/06/2017

21/06/2017

21/06/2017

21/06/2017

21/06/2017

21/06/2017

05/06/2019
05/06/2019

21/06/2017

NI

NI

NI
NI

NI
NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI

NI
NI

NI
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DF02 07/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DFO05 07/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
DF39 05/10/2016 21/06/2017 F NI 1 1 1 0 3
DF44 05/10/2016 21/06/2017 F NI 0 0 1 0 1
Saimiri boliviensis
DF26 09/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
Sapajus libidinosus
DF33 10/03/2017 21/06/2017 M NI 0 1 0 0 1
DF34 10/03/2017 21/06/2017 F NI 0 1 0 0 1
Sem identificac&o
DF48 27/03/2018 05/06/2019 NI NI 1 0 0 1 2
DF49 28/03/2018 05/06/2019 M NI 1 0 0 1 2
DF50 28/03/2018 05/06/2019 F NI 1 0 0 1 2
DF51 28/03/2018 05/06/2019 M NI 1 0 0 1 2
DF52 27/03/2018 05/06/2019 NI NI 1 0 0 1 2
DF55 27/03/2018 05/06/2019 NI NI 1 0 0 1 2
DF57 27/03/2018 05/06/2019 F NI 1 0 0 1 2
DF58 28/03/2018 05/06/2019 F NI 1 0 0 1 2
Total 20 42 5 14 81

Legenda: F = fémea; M = macho; NI = n&o identificado.
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TABELA 12: Detalhamento das amostras recebidas pelo Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros (Zoo Sorocaba), com a
descrigao dos primatas ndo-humanos (PNH) e os tipos de amostras coletadas por primata.

Espécie Amostra Data de coleta Data de recebimento Sexo Idade Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Alouatta caraya
SPO1 10/05/2017 30/05/2017 F Juvenil 1 1 1 1 4
SP02 10/05/2017 30/05/2017 M Juvenil 1 1 1 1 4
SP03 10/05/2017 30/05/2017 M Juvenil 1 1 1 1 4
SP04 10/05/2017 30/05/2017 F Adulto 1 1 1 1 4
SPO5 NI 30/05/2017 F Adulto 1 1 1 1 4
Alouatta guariba
SP0O6 10/05/2017 30/05/2017 M Adulto 1 1 1 1 4
SPO7 10/05/2017 31/05/2017 M Juvenil 1 1 1 1 4
SP08 10/05/2017 01/06/2017 F Adulto 1 1 1 1 4
SP09 10/05/2017 02/06/2017 F Juvenil 1 1 1 1 4
Alouatta seniculus
SP25 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1
SP26 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1
SP45 07/12/2018 15/03/2019 NI NI 1 1 1 1 4
Aotus trivirgatus
SP35 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1 4
SP36 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1
Ateles chamek
SP10 10/05/2017 30/05/2017 M Juvenil 1 1 1 1 4



SP11 10/05/2017
SP27 NI
Ateles marginatus
SP12 10/05/2017
SP13 10/05/2017
SP14 10/05/2017
SP15 10/05/2017
SP16 10/05/2017
SP17 10/05/2017
SP18 10/05/2017
SP28 NI
SP29 NI
SP30 NI
SP31 NI
Brachyteles arachnoides
SP19 10/05/2017
SP20 10/05/2017
SP21 10/05/2017
SP22 10/05/2017
Callicebus vierai
SP34 NI
SP46 07/12/2018
SP47 07/12/2018

30/05/2017
11/04/2018

30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
11/04/2018
11/04/2018
11/04/2018
11/04/2018

30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017
30/05/2017

11/04/2018
15/03/2019
15/03/2019

L m <L

NI
NI

Juvenil
NI

Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
Adulto
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Adulto
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Adulto
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Adulto

NI
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NI
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SP48 07/12/2018 15/03/2019 NI NI 1 1 1 1 4
Callithrix jacchus

SP42 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1 4
Cebus olivaceus

SP24 10/05/2017 30/05/2017 F Adulto 1 1 1 1 4
Chiropotes utahicki

SP44 07/12/2018 15/03/2019 NI NI 1 1 1 0 3
Leontopithecus chrysomelas

SP37 NI 11/04/2018 NI NI 1 0 1 1 3

SP38 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 3

SP39 NI 11/04/2018 NI NI 1 0 1 1 3
Papio hamadryas

SP40 09/01/2018 11/04/2018 NI NI 1 1 0 0

SP41 11/01/2018 11/04/2018 M NI 1 1 4
Sapajus nigritus

SP23 10/05/2017 30/05/2017 M Sub adulto 1 1 1 1 4

SP43 07/12/2018 15/03/2019 NI NI 1 1 1 1
Sapajus xanthosternos

SP32 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1 4

SP33 NI 11/04/2018 NI NI 1 1 1 1 4
Total 48 44 47 46 185

Legenda: M = macho; F = fémea; NI = n&o identificado.
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TABELA 13: Detalhamento das amostras recebidas pelo Parque Zoobotanico de Curitiba (Zoo Curitiba), com a descricdo dos

primatas ndo-humanos (PNH) e os tipos de amostras coletadas por primata.

Espécie  Amostra Data de coleta Data de recebimento Sexo Idade Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Ateles chamek
PRO1 08/02/2017 18/05/2017 M NI 1 1 0 1 3
PRO2 08/02/2017 18/05/2017 M NI 1 1 0 1 3
PRO3 08/02/2017 18/05/2017 F NI 1 1 0 1 3
PRO4 08/02/2017 18/05/2017 M NI 1 1 0 1 3
PRO5 08/02/2017 18/05/2017 M NI 1 1 0 1 3
PRO6 08/02/2017 18/05/2017 M NI 1 1 0 1 3
PRO7 20/04/2017 18/05/2017 M NI 1 1 1 1 4
PRO8 20/04/2017 18/05/2017 M NI 1 1 1 1 4
Callithrix penicillata
PR13 20/11/2017 04/06/2018 M NI 1 0 1 0 2
PR15 20/11/2017 04/06/2018 F NI 1 1 1 1 4
PR16 20/11/2017 04/06/2018 M NI 1 1 1 1 4
PR17 20/11/2017 04/06/2018 F NI 1 1 1 1 4
PR18 20/11/2017 04/06/2018 F NI 1 1 1 1 4
Saimiri sciureus
PR12 23/05/2018 04/06/2018 NI NI 1 1 1 1 4
Sapajus apella
PRO9 23/05/2018 04/06/2018 NI NI 1 1 1 1 4
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PR10 23/05/2018 04/06/2018 NI NI 1 1 1 1 4
PR11 23/05/2018 04/06/2018 NI NI 1 1 1 1
Sem identificac&o
PR14 31/05/2017 04/06/2018 F NI 1 1 1 1 4
Total 18 18 17 12 17 64

Legenda: F = fémea; M = macho; NI = n&o identificado.



172
APENDICE D - Resultados de quantificacdo do DNA.
TABELA 14: Resumo dos resultados de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das

amostras de sangue dos primatas ndo-humanos (PNH), detalhando os valores obtidos,
por local de estudo (em pg/mL).

Local CENP Zoo Salvador Zoo Brasilia Zoo Sorocaba Zoo Curitiba
Valor minimo 7,4 29,5 11,3 -3,6 0,3
1° quartil 9,1 47,0 16,8 24,1 35,9
Mediana 11,2 61,0 22,5 43,3 41,8
3° quartil 12,5 83,5 39,6 63,6 58,6
Valor maximo 17,5 218,5 119,5 128,0 135,5
Média 11,3 71,7 35,4 45,6 48,1

Nota: a média refere-se aos valores totais de quantificagdo e ndo a partir do calculo de quartis.

TABELA 15: Resumo dos resultados de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das
amostras de swab conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) a partir de extracéo
por kit comercial, detalhando os valores obtidos, por local de estudo (em pg/mL).

Local CENP Zoo Salvador Zoo Brasilia Zoo Sorocaba Zoo Parana
Valor minimo -2,2 -2,3 -2,3 -4,8 -1,9
1° quartil 0,4 1,6 -1,6 -1,2 -1,3
Mediana 15 3,4 -1,6 6,8 0,3
3° quartil 57 57 -1,4 12,4 2,2
Valor maximo 15,0 18,0 -0,9 90,5 12,9
Média 4,1 4,1 -1,6 8,4 1,3

Nota: a média refere-se aos valores totais de quantificagdo e nédo a partir do calculo de quartis.

TABELA 16: Resumo dos resultados de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das
amostras de swab conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) a partir de extracdo
por salting out, detalhando os valores obtidos, por local de estudo (em pg/mL).

Local CENP Zoo Salvador Zoo Brasilia Zoo Sorocaba Zoo Parana
Valor minimo 2,2 4 2,1 2 4,3
1° quartil 6,525 7,625 2,8 5,6 4,775
Mediana 8,4 12,2 5,6 6,8 6,55
3° quartil 9,4 17,5 5,7 9,6 12,475
Valor maximo 13,4 78 6,6 59,5 83
Média 8 14,9 4,5 10,1 14,6

Nota: a média refere-se aos valores totais de quantificagdo e ndo a partir do célculo de quartis.
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TABELA 17: Resultado de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das amostras
de sangue total e swab conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do Centro
Nacional de Primatas (CENP). Os valores de DNA estdo em pg/mL.

Espécie = Amostra Sangue Swab
Kit comercial Kit comercial Salting out

Ateles marginatus DNA  260/280* DNA 260/280 DNA  260/280
PAO1 7,4 2,349 4 1,455 9,1 2,351
PAO2 8,2 1,874 1,2 1,211 2,2 5,375
PAO3 12 1,784 0,4 -0,583 9,1 3,291
PAO4 14,3 2,15 -2.2 1,229 7,2 3,405
PAO5 10,9 2,396 0,4 0,467 9,5 3,15
PAO6 12,7 1,801 15 1,429 9,5 2,676
PAO7 9 1,593 1,8 2,25 6 2,727
PAO8 17,5 1,331 141 1,584 6,3 2,203
PAO9 9,4 2,226 6,2 1,078 134 2,086
PA10 11,4 1,629 0,5 1,286 7,7 2,369

Legenda: *: resultado do calculo da relagao 260/280 registrada pelo quantificador.
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TABELA 18: Resultado de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das amostras de
sangue total e swab conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Salvador.
Os valores de DNA estdo em pg/mL.

Espécie Amostra Sangue Swab
Kit comercial Kit comercial Salting out
Alouatta caraya DNA  260/280* DNA 260/280 DNA 260/280
BA38 124 1,81 1,3 -5,2 7 1,13
BA39 29,5 1,439 0,6 -3 13,6 1,807
BA40 116,5 1,688 1,2 0,321 5 2,041
BA41 162 1,636 4,2 0,512 4 5,267
BA42 218,5 1,836 4,7 0,939 15,8 1,909
BA43 69,5 1,878 6,2 0,854 4,7 3,1
Ateles marginatus
BA51 45 1,957 3,3 0,844 10 2,031
BA52 85 1,771 5,8 2,212 10,9 2,466
BA53 69,5 1,829 7,7 1,262 30,5 1,694
Ateles paniscus
BA47 83,5 1,796 -2,3 10,8 18,5 1,602
BA48 76,5 1,739 2,4 1,469 17,5 2,174
BA49 54 1,662 2,9 2,478 17 2,222
BA50 136,5 1,761 1,4 2,7 18,5 2,298
Lagothrix lagotricha
BA44 124 1,837 34 3,526 5,6 3,294
BA45 64 1,753 6,4 5,292 5 3,448
BA46 61 1,848 2,3 -46 6,9 4,152
Sapajus flavius
BA22 45 1,875 9,7 2,443 27 1,915
BA23 38 1,81 3,4 1,214 23,5 1,709
BA31 92,5 1,832 12,8 1,855 7,1 1,578
BA32 41,5 1,976 3,5 2,029 7,7 1,692
BA33 35,5 1,919 3,1 1,722 114 1,541
BA34 88,5 1,806 2,2 1,406 14,3 2,072
BA35 72,5 1,883 2,2 0,936 16,1 1,789
BA36 47 1,918 4.7 1,08 7,6 1,434
BA37 54,5 1,758 15 -2,417 26,5 1,97



Sapajus xanthosternos
BAO1
BAO2
BAO3
BAO4
BAOS5
BAO6
BAO7
BAO8
BAO9
BA10
BA1ll
BA12
BA13
BA14
BA15
BA16
BA17
BA18
BA19
BA20
BA21
BA24
BA25
BA26
BA27
BA28
BA29
BA30

69
42
66,5
41
78,5
60
38,5
45
68,5
50,5
53,5
94,5
48
44,5
59,5
51
33,5
109,5
66,5
129,5
100,5
53
47
67,5
81,5
59,5
48
61

1,704
1,826
1,797
1,864
1,826
1,846
1,833
1,875
1,827
1,87
1,597
1,75
1,811
1,816
1,75
1,789
1,811
1,776
1,727
1,786
1,779
1,86
1,774
1,8
1,753
1,831
1,882
1,649

0,1
14
13,6
1,8
14
0,9
3,6
2,2
4,4
5,4
1,9
0,4
4,7
3,7
.
2,4
6,1
55
18
8,5
10,9
|

|

|

0,2
0,872
1,462
1,094
1,556
0,548

2
1,265
1,725
3,857
-9,25
-0,267
0,93
0,602
0,69
3
2,542
1,803
2,118
2,224
2,247
|

|

I

25,5
14,1
10,6
32,5
6,6
7,9
17
18
7,2
11,4
13,5
17,5
24,5
9,8
9,4
9,2
78
6,9
8,9
13
13,7
I

I

I
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1,214
15
1,185
1,477
1,65
1,411
2,048
1,429
1,644
1,916
1,582
1,832
1,441
1,97
1,908
1,634
1,857
1,671
1,825
1,494
1,702

Legenda: *: resultado do calculo da relagcao 260/280 registrada pelo quantificador; | = amostra inexistente.
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TABELA 19: Resultado de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das amostras de
sangue total e swab conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Brasilia. Os

valores de DNA estdo em pg/mL.

Espécie Amostra Sangue Swab
Kit comercial Kit comercial Salting out

Alouatta sp DNA  260/280* DNA 260/280 DNA 260/280

DF45 31 1,944 I I I I

DF46 39,5 1,681 I I I I

DF47 48,5 1,796 I I I I

DF56 17,5 1,768 I I I I

DF59 22 1,76 I I I I
Aotus nigriceps

DF36 119,5 1,583 I I I I

DF37 113,55 1,72  -0,9 -0,9 5,6 2,643
Callicebus cupreus

DF38 13,3 1,28 -14 54 6,6 2,4
Leontopithecus chrysomelas

DF40 18,5 1,44 -2,3 1,586 2,8 7
Saguinus bicolor

DF53 13,7 1,877 I I I I

DF54 23 1,909 I I I I
Saguinus niger

DF39 61 1,718 -1,6 3,556 5,7 8,071

DF44 I Il -1,6 2,667 2,1 3,818
Sem identificacao

DF48 16,2 1,879 I I I I

DF49 32 2,019 I I I I

DF50 20 1,826 I I I I

DF51 34 1,889 I I I I

DF52 40 1,905 I I I I

DF55 15,8 1,23 I I I I

DF57 17 1,868 I I I I

DF58 11,3 1,487 I I I I

Legenda: *: resultado do calculo da relagdo 260/280 registrada pelo quantificador; | = amostra inexistente.
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TABELA 20: Resultado de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das amostras de
sangue total e swab conjuntival dos primatas nao-humanos (PNH) do Zoo Sorocaba.

Os valores de DNA estdo em pg/mL.

Espécie Amostra Sangue Swab
Kit comercial Kit comercial Salting out
Alouatta caraya DNA 260/280* DNA 260/280 DNA 260/280
SPO1 39 1,773 20 0,976 I I
SP02 -3,6 1,756 7,5 0,962 I I
SPO03 47 1,808 8,3 1,122 11 1,667
SP04 14,9 2,055 7,8 0,912 10,6 2,12
SP05 54,5 1,817 11,3 1,766 5,6 2,113
Alouatta guariba
SP06 21,5 1,777 16,3 1,884 10 2,427
SPO7 27,5 1,792 7,5 2,709 6,3 3,405
SPO08 26,5 1,86 10,2 24 9.2 2,033
SP09 36,5 1,872 6,8 2,894 6,7 2,078
Alouatta seniculus
SP25 86,5 1,73 14 -0,444 7,1 2,679
SP26 95,5 1,819 134 2,327 8,3 2,306
SP45 28 1,755 -1,4 1556 6,6 1,871
Aotus trivirgatus
SP35 70,5 1,699 -2,7 0,9 5
SP36 43,5 1,93 7,3 1,33 29 2,231
Ateles chamek
SP10 20 1,786 11,5 1,924 9,1 2,235
SP11 4,4 1,706 8,7 3,063 6,2 3,049
SP27 103 1,776 2,9 -2 128 1,969
Ateles marginatus
SP12 53 1,893 5,9 2,145 47 5,167
SP13 25 1,724 3,6 -1,176 59,5 1,526
SP14 31 1,676 13,7 1,07 3,3 9,286
SP15 6,5 1,743 3,8 -3,304 4,6 5,75
SP16 89 1,78 9,2 3,172 3,3 5,417
SP17 14,9 1,923 22 1,991 8,9 2,419
SP18 67,5 1,753 32,5 1,657 4,1 6,833
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SP28 70 1,842 -2 1,323 6,1 2,75

SP29 128 1,829 -4.8 1,234 9,2 2,453

SP30 71,5 1,882 -2 1,147 5,6 2,435

SP31 64 191 -24 1 305 8,714
Brachyteles arachnoides

SP19 63,5 1,693 21,5 2,15 6,7 1,956

SP20 53 1,86 90,5 1,645 7,8 3,229

SP21 63 1,853 13,2 1,796 6,2 4,731

SP22 34 1,889 18 2,293 7,7 2,081
Callicebus vierai

SP34 76,5 1,889 -1,5 0,64 13,7 1,864

SP46 19,5 1,45 0,7 0,636 5,7 1,852

SP47 55,5 1,79 -1 1,538 8,3 2,213

SP48 28,5 1,583 18 1,538 16,5 1,602
Callithrix jacchus

SP42 59 1,873 -0,6 0,688 7,6 1,949
Cebus olivaceus

SP24 20 1,81 16 1,641 10,6 2,304
Chiropotes utahicki

SP44 3 1,176 -1,4 1,421 5,7 1,839
Leontopithecus chrysomelas

SP37 38 1,949 1.3 0,703 6,8 1,943

SP38 44 1,913 0,3 1,667 57,5 1,456

SP39 35,5 1,919 -2,2 1,387 5,8 2,578
Papio hamadryas

SP40 19,5 2,203 I I I I

SP41 52 1,819 -1,2 3,286 12,2 1,794
Sapajus nigritus

SP23 89 1,798 10,8 2,455 4,6 3,957

SP43 1,4 0,692 -1,8 1,667 9,6 2,011
Sapajus xanthosternos

SP32 43 1,81 -1,2 2,273 39 3,208

SP33 56 1,867 -1,6 2,667 5 2,152

Legenda: *: resultado do calculo da relagao 260/280 registrada pelo quantificador; | = amostra inexistente.
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TABELA 21: Resultado de quantificacdo da extracdo de DNA a partir das amostras de
sangue total e swab conjuntival dos primatas nao-humanos (PNH) do Zoo Curitiba. Os
valores de DNA estdo em pg/mL.

Espécie  Amostra Sangue Swab
Kit comercial Kit comercial Salting out
Ateles chamek DNA  260/280* DNA 260/280 DNA 260/280
PRO1 17 1,417 I I I I
PRO2 0,3 6 I I I I
PRO3 60 1,791 I I I I
PRO4 49 1,75 I I I I
PRO5 59 1,844 I I I I
PRO6 53 1,683 I I I I
PRO7 135,5 1,673 -1,1 -5,25 7,9 2,093
PRO8 80 1,72 -1,7 0,872 17,5 1,628
Callithrix penicillata
PR13 67,5 1,534 2,6 0,911 4,7 2,089
PR15 41,5 1,804 2 0,414 9,8 1,434
PR16 57,5 1,797 -0,2 -0,8 4,8 2,824
PR17 22,5 2,064 -15 2 4,6 2,022
PR18 38,5 1,925 1,5 1,706 5,2 2,08
Saimiri sciureus
PR12 42 1,68 0,7 0,394 4,3 3,44
Sapajus apella
PRO9 35,5 1,69 -1.2 3 10,8 2,028
PR10 39,5 1,756 3,4 0,944 83 1,785
PR11 37 1,574 -19 9,25 22 1,913
Sem identificacao
PR14 31 1,722 12,9 1,107 4,9 3,031

Legenda: *: resultado do calculo da relagcao 260/280 registrada pelo quantificador; | = amostra inexistente.
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APENDICE E - Resultados da Reac&o em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir da extracio de DNA de sangue total.

TABELA 22: Total de primatas ndo-humanos (PNH) amostrados no estudo e nimero de animais que apresentaram amostras
biologicas amplificadas pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Amostras  B1/B2 TTCCZ;Z’ 121/122 HSP70 SSU561 Total T°t%'1§§);‘)’et° pozi':'if'los ?eergag/f)z

CENP 10 10 0 10 6 4 30 20 10 100,0
Zoo Salvador 53 53 0 2 1 7 63 10 7 13,2
Zoo Brasilia 20 20 0 14 5 3 42 22 15 75,0
Zoo Sorocaba 48 48 0 3 8 0 59 11 9 18,8
Zoo Curitiba 18 18 0 7 1 0 26 8 8 44 4
Total 149 149 0 36 21 14  220*** 71 49

Relacdo (em %)** 100,0 0,0 24,2 14,1 9,4 32,9

Nota: afim de esclarecer a quantidade de animais cujas amostras biol6gicas amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto 0s
valores para os primers $1/82, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragdo. Os PNH positivos Gnicos, cujas amostras amplificaram para um ou mais
primers do estudo (exceto B1/B2) estdo descritos na tabela na penultima coluna (ao lado dos valores totais, excetuando 1/82). Legenda: *: relacdo (em %), da quantidade de
PNH Unicos positivos por qualquer uma dos primers utilizados (exceto $1/B2) pelo total de PNH coletados no zooldgico ou centro de conservagdo; **: relacéo (em %), do total
de PNH positivos por primer pelo total de PNH coletados de todos os zooldgicos e centro de conservagado; ***: total de amostras positivas por todas os primers utilizados, em
todas as rodadas de reagfes. Assim, sdo 220 de 745 reac¢des que amplificaram (29,5%).
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TABELA 23: Resumo dos resultados comparando a amplificacdo por mais de um alvo de interesse. Os nimeros apontam para
amplificacdo de amostras biolégicas para o0 mesmo primata ndo-humano (PNH) em dois ou trés conjuntos de primers. Os demais
PNH apresentaram amplificacdo de amostras apenas para um conjunto de primers.

Primers em comparacao (N° de amplificacbes de ambos)

121/122+hsp70 121/122+SSU561 hsp70+SSU561 121/122+hsp70+

Local (57) (50) (35) SSU561 (71)
CENP 6 4 3 3
Zoo Salvador 0 2 1 0
Zoo Brasilia 4 3 1 1
Zoo Sorocaba 2 0 0 0
Zoo Curitiba 0 0 0 0
Total 12 9 5 4
Relacédo (em %)* 21,1 18,0 14,3 5,6

Legenda: *: relagdo, em porcentagem, em relagcdo ao total de amostras positivas para 0 mesmo conjunto em andlise. Assim, dos 57 PNH que amplificaram usando os primers
121/122 e gene hsp70, 12 refere-se ao mesmo PNH, ou 21,1%.
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TABELA 24: Relacao de todos os primatas nao-humanos (PNH) positivos pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase a partir
de amostras de sangue extraidas. Foram excluidos todos os demais PNH que, ou ndo continham sangue total para a técnica ou
cujas amostras biolégicas ndo amplificaram para nenhum conjunto de primers (exceto 31/82).

Nome cientifico do PNH CENP Zoo Salvador Zoo Brasilia Zoo Sorocaba Zoo Curitiba  Total

Alouatta caraya 1

Alouatta guariba

Alouatta sp.

Aotus nigriceps 2

© N W W b

Ateles chamek 2 7

o

Ateles marginatus 10 0 0 1
Ateles paniscus

Brachyteles arachnoides 1

Callicebus cupreus
Leontopithecus chrysomelas
Saguinus bicolor

PN R R

Saguinus niger
Sapajus apella 1
Sapajus flavius 1
Sapajus xanthosternos 4

O D P P P N R R R R

Sem identificacdo 5
Total 10 7 15 9

N
(o)
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TABELA 25: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Centro de Conservacdo de Primatas (CENP) amostrados e numero de
amostras de sangue de animais que amplificaram pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do
estudo.

Espécie Amostra p1/82 TCzZ1/TCz2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto B1/82) PNH positivos

Ateles marginatus
PAO1
PAO2
PAO3
PAO4
PAO5
PAO6
PAO7
PAO8
PAO9
PA10

Total 10

N = T = = T T = T = S SN S
O O OO0 O 0o o o o
e = e = T T =

O P O R O Fr O R B LB O

A O OO OO R R R LR O
W N WN WWH™-NDIDN
N RPN R NN W W W R
e = S S S N o L

[EE
o
o
=
o
=
o

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras de sangue que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores
para os primers 31/82, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragao.
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TABELA 26: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Salvador amostrados e nimero de amostras de sangue dos animais que
amplificaram pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie Amostra B1/2 TCzZ1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto B1/82) PNH positivos

Alouatta caraya

BA38 1 0 0 0 0 1 0 0
BA39 1 0 0 0 1 2 1 1
BA40 1 0 0 0 0 1 0 0
BA41 1 0 0 0 0 1 0 0
BA42 1 0 0 0 0 1 0 0
BA43 1 0 0 0 0 1 0 0
Ateles marginatus
BA51 1
BA52 1 0 0 0 0 1
BA53 1
Ateles paniscus
BA47 1 0 0 0 1 2 1 1
BA48 1 0 0 0 0 1 0 0
BA49 1 0 0 0 0 1 0 0
BA50 1 0 0 0 0 1 0 0
Lagothrix lagotricha
BA44 1

BA45 1 0 0 0 0 1
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BA46

Sapajus flavius

BA22

BA23

BA31

BA32

BA33

BA34

BA35

BA36

BA37
Sapajus xanthosternos

BAO1

BAO2

BAO3

BAO4

BAOS

BAOG

BAO7

BAO8

BAO9

BA10
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BAll 1 0 0 0 1 2 1 1
BA12 1 0 0 0 0 1 0 0
BA13 1 0 0 0 0 1 0 0
BAl14 1 0 0 0 1 2 1 1
BA15 1 0 1 0 1 3 2 1
BA16 1 0 0 0 0 1 0 0
BA17 1 0 0 0 0 1 0 0
BA18 1 0 0 0 0 1 0 0
BA19 1 0 0 0 0 1 0 0
BA20 1 0 0 0 0 1 0 0
BA21 1 0 0 0 0 1 0 0
BA24 1 0 0 0 0 1 0 0
BA25 1 0 0 0 0 1 0 0
BA26 1 0 0 0 0 1 0 0
BA27 1 0 0 0 0 1 0 0
BA28 1 0 0 0 0 1 0 0
BA29 1 0 0 0 0 1 0 0
BA30 1 0 0 0 0 1 0 0
Total 53 53 0 2 1 7 7

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras de sangue que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores
para os primers 31/B2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extracéo.
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TABELA 27: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Brasilia amostrados e nimero de amostras de sangue dos animais que
amplificaram pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie  Amostra B1/2 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total  Total (exceto f1/82) PNH positivos

Alouatta sp

DF45 1 0 1 0 1 3 2 1
DF46 1 0 0 1 0 2 1 1
DF47 1 0 0 0 0 1 0 0
DF56 1 0 1 0 0 2 1 1
DF59 1 0 0 0 0 1 0 0
Aotus nigriceps
DF36 2
DF37
Callicebus cupreus
DF38 1 0 1 1 0 3 2 1
Leontopithecus chrysomelas
DF40 1 0 1 0 0 2 1 1
Saguinus bicolor
DF53 1 0 1 0 1 3
DF54
Saguinus niger
DF39 1 0 1 1 0 3 2 1

Sem identificacéo
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DF48 1 0 1 0 0 2 1 1
DF49 1 0 0 0 0 1 0 0
DF50 1 0 0 0 0 1 0 0
DF51 1 0 1 0 0 2 1 1
DF52 1 0 1 0 0 2 1 1
DF55 1 0 1 0 0 2 1 1
DF57 1 0 0 0 0 1 0 0
DF58 1 0 1 0 0 2 1 1
Total 20 20 0 14 5 3 15

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras de sangue que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores
para os primers 31/B2, j& que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extracéo.
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TABELA 28: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Sorocaba amostrados e nimero de amostras de sangue dos animais
gue amplificaram pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie = Amostra pB1/g2 TCzZ1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto $1/B2) PNH positivos
Alouatta caraya

SPO1 1 0 0 0 0 1 0 0

SP02 1 0 1 0 0 2 1 1

SPO3 1 0 0 0 0 1 0 0

SP04 1 0 0 1 0 2 1 1

SPO5 1 0 0 1 0 2 1 1
Alouatta guariba

SP0O6 1 0 0 1 0 2 1 1

SPO7 1 0 0 0 0 1 0 0

SP08 1 0 0 1 0 2 1 1

SP0O9 1 0 1 1 0 3 2 1
Alouatta seniculus

SP25

SP26

SP45 1 0 0 0 0 1 0 0
Aotus trivirgatus

SP35 1 0 0 0 0 1 0 0

SP36 1 0 0 0 0 1 0 0

Ateles chamek
SP10 1 0 1 1 0 3 2 1
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SP11 1 0 0 1 0 2 1 1
SP27 0 0 0 0 0 0
Ateles marginatus
SP12 1 0 0 0 0 1 0 0
SP13 1 0 0 0 0 1 0 0
SP14 1 0 0 0 0 1 0 0
SP15 1 0 0 0 0 1 0 0
SP16 1 0 0 0 0 1 0 0
SP17 1 0 0 0 0 1 0 0
SP18 1 0 0 0 0 1 0 0
SP28 1 0 0 0 0 1 0 0
SP29 1 0 0 0 0 1 0 0
SP30 1 0 0 0 0 1 0 0
SP31 1 0 0 0 0 1 0 0
Brachyteles arachnoides
SP19 1 0 0 0 0 1 0 0
SP20 1 0 0 0 0 1 0 0
SP21 1 0 0 1 0 2 1 1
SpP22 1 0 0 0 0 1 0 0
Callicebus vierai
SP34 0 0 0 0 0 0
SP46 1 0 0 0 0 1 0 0

SP47 1 0 0 0 0 1 0 0



SP48
Callithrix jacchus
SP42
Cebus olivaceus
SP24
Chiropotes utahicki
SP44
Leontopithecus chrysomelas
SP37
SP38
SP39
Papio hamadryas
SP40
SP41
Sapajus nigritus
SP23
SP43
Sapajus xanthosternos
SP32
SP33
Total 48

48

0
0

3

0
8

191

9

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras de sangue que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores

para os primers 1/p2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragao.
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TABELA 29: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Curitiba amostrados e nimero de amostras de sangue dos animais que
amplificaram pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie Amostra B1/2 TCz1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto B1/B2) PNH positivos

Ateles chamek

PRO1 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO2 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO3 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO4 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO5 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO6 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO7 1 0 1 0 0 2 1 1
PRO8 1 0 0 0 0 1 0 0
Callithrix penicillata
PR13 1 0 0 0 0 1 0 0
PR15 1 0 0 0 0 1 0 0
PR16 1 0 0 0 0 1 0 0
PR17 1 0 0 0 0 1 0 0
PR18 1 0 0 0 0 1 0 0
Saimiri sciureus
PR12 1 0 0 0 0 1 0 0

Sapajus apella
PRO9 1 0 0 0 0 1 0 0
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PR10 1

PR11 1 0 0 1 0 2
Sem identificacdo

PR14 1 0 0 0 0 1 0 0
Total 18 18 0 7 1 0 8

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras de sangue que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores
para os primers 1/p2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragédo.
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34 35 36
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FIGURA 18: Géis com corrida eletroforética comparando primers que amplificam minicirculos de KDNA de
Trypanosoma cruzi. (1), marcador de peso molecular de 100pb; (2-34), amostras do Zoo Sorocaba, de SP01 até
SP33; (35), controle positivo contendo amplicons de T. cruzi; (36), controle negativo com agua ultrapura. (A),
resultado da corrida eletroforética para Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os primers TCZ1/TCZ2.
(B), utilizando primers 121/122.
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FIGURA 19: Géis com corrida eletroforética comparando primers que amplificam genes conservados em
tripanosomatideos (1), marcador de peso molecular de 100pb; (2-22), amostras do Zoo Sorocaba e Zoo Brasilia;
(23-24), controles positivos contendo amplicons de Leishmania infantum e Trypanosoma cruzi, respectivamente;
(25), controle negativo com agua ultrapura; (26), linha vazia. (A), resultado da corrida eletroforética para Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os primers hsp70. (B), utilizando primers SSU561.
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APENDICE F - Resultados da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir da extracdo de DNA de swab conjuntival.

TABELA 30: Total de primatas ndo-humanos (PNH) amostrados no estudo e nimero de animais que amplificaram pela técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Amostras  B1/B2 TTCCZ;Z’ 121/122 HSP70 SSU561 Total T°t%'1§§);‘)’et° pozi':'if'los ?eergag/f)z

CENP 10 9 0 10 0 6 25 16 10 100,0
Zoo Salvador 46 33 0 11 5 1 50 17 15 32,6
Zoo Brasilia 5 5 1 1 0 0 7 2 2 40,0
Zoo Sorocaba 45 37 0 9 1 0 47 10 10 22,2
Zoo Curitiba 12 7 0 2 1 1 11 4 4 33,3
Total 118 91 1 33 7 8 140*** 49 41

Relacdo (em %)** 77,1 0,8 28,0 5,9 6,8 34,7

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para os
primers $1/B2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extracdo. Os PNH positivos Unicos que amplificaram para um ou mais primers do estudo (exceto
B1/B2) estao descritos na tabela na penultima coluna (ao lado dos valores totais, excetuando 31/82). Legenda: *: relagdo (em %), da quantidade de PNH Gnicos positivos por
qualquer uma dos primers utilizados (exceto 31/B2) pelo total de PNH coletados no zoolégico ou centro de conservagao; **: relagdo (em %), do total de PNH positivos por primer
pelo total de PNH coletados de todos os zooldgicos e centro de conservagdo; ***: total de amostras positivas por todos os primers utilizados, em todas as rodadas de reagées.
Assim, sdo 140 de 590 reac¢Bes que amplificaram (23,7%).
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TABELA 31: Relacao de todos os primatas nao-humanos (PNH) positivos pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase a partir
de amostras de swabs conjuntivais extraidas pelo método de salting out. Foram excluidos todos os demais PNH que, ou ndo
continham swab conjuntival coletado para a técnica ou cujas amostras nao amplificaram para nenhum conjunto de primers (exceto

B1/2).

Nome cientifico do PNH

CENP

Zoo Salvador

Zoo Brasilia Z00 Sorocaba

Zoo Curitiba  Total

Alouatta caraya
Alouatta seniculus
Ateles chamek

Ateles marginatus
Brachyteles arachnoides
Callithrix penicillata
Leontopithecus chrysomelas
Saguinus niger

Sapajus apella

Sapajus flavius

Sapajus xanthosternos
Sem identificacao

Total

10

10

1

15

N D P P DN

3

H
'—\
B © O R P R RPN DN

N
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TABELA 32: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Centro de Conservacédo de Primatas (CENP) amostrados e numero de
amostras de swab conjuntival de animais que amplificaram pela técnica de Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers
do estudo.

Espécie Amostra B1/2 TCZ1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto 1/2) PNH positivos

Ateles marginatus
PAO1
PAO2
PAO3
PAO4
PAO5
PAO6
PAO7
PAO8
PAO9
PA10

Total 10

P P O R P R R R R
O O 0O 0O O O O o o o
P R R R R R R R R
O O OO 0O 0O o0 o o o
O O R, P O O R RBP RBR L O
N W NN W W W WwN
P NN RFP P NN DNDN R
N S N T e

©
o
'_\
o
o
=
o

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para os
primers B1/82, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragéo.
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TABELA 33: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Salvador amostrados e nimero de amostras de swab conjuntival de
animais que amplificaram pela técnica de Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie Amostra B1/p2 TCZ1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto $1/82) PNH positivos
Alouatta caraya

BA38 0 0 0 0 0 0 0 0

BA39 1 0 0 0 0 1 0 0

BA40 0 0 1 0 0 1 1 1

BA41 0 0 0 0 0 0 0 0

BA42 1 0 0 0 0 1 0 0

BA43 0 0 0 0 0 0 0 0
Ateles marginatus

BA51

BA52

BA53 0 0 0 0 0 0
Ateles paniscus

BA47 1 0 0 0 0 1 0 0

BA48 1 0 0 0 0 1 0 0

BA49 0 0 0 0 0 0 0 0

BA50 1 0 0 0 0 1 0 0
Lagothrix lagotricha

BA44

BA45
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BA46

Sapajus flavius

O O 1 =1 1 O «+d O «

O O «1 =+ N O N O «
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N N M MO MmMmMmmm
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Sapajus xanthosternos

© O O 4 O O d +d < O

©O O O «1 O O «+d «+H « O

BAO1
BAO2
BAO3
BAO4
BAOS
BAOG
BAO7
BAO8
BAO9
BA10
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BA11 1 0 0 0 0 1 0 0
BA12 1 0 0 0 0 1 0 0
BA13 1 0 0 0 0 1 0 0
BA14 1 0 0 0 0 1 0 0
BA15 0 0 0 1 0 1 1 1
BA16 1 0 1 0 0 2 1 1
BA17 1 0 0 0 0 1 0 0
BA18 0 0 1 0 0 1 1 1
BA19 1 0 1 0 0 2 1 1
BA20 1 0 0 0 0 1 0 0
BA21 1 0 1 0 0 2 1 1
Total 46 33 0 11 5 1 15

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para 0s
primers B1/82, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragéo.
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TABELA 34: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Brasilia amostrados e nimero de amostras de swab conjuntival de
animais que amplificaram pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie  Amostra B1/2 TCzZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto f1/82) PNH positivos
Aotus nigriceps

DF37 1 0 0 0 0 1 0 0
Callicebus cupreus

DF38 1 0 0 0 0 1 0 0
Leontopithecus chrysomelas

DF40 1 0 1 0 0 2 1 1
Saguinus niger

DF39 1 1 0 0 0 2

DF44 1 0 0 0 0 1 0
Total 5 5 1 1 0 0

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para os
primers B1/B2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragdo.
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TABELA 35: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Sorocaba amostrados e numero de amostras de swab conjuntival de
animais que amplificaram pela técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie  Amostra B1/2 TCzZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto f1/82) PNH positivos
Alouatta caraya

SPO3 1 0 1 0 0 2 1
SP04
SP05 0 0 0 0 0 0 0
Alouatta guariba
SPO06 1 0 0 0 0 1 0 0
SPO7 1 0 0 0 0 1 0 0
SP08 1 0 0 0 0 1 0 0
SP09 1 0 0 0 0 1 0 0
Alouatta seniculus
SP25
SP26
SP45 0 0 0 0 0 0
Aotus trivirgatus
SP35 0 0 0 0 0 0
SP36
Ateles chamek
SP10

SP11 1 0 0 0 0 1 0
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SP27 0 0 0 0 0 0 0 0
Ateles marginatus
SP12 1 0 0 0 0 1 0 0
SP13 1 0 0 0 0 1 0 0
SP14 1 0 0 0 0 1 0 0
SP15 1 0 1 0 0 2 1 1
SP16 1 0 0 0 0 1 0 0
SP17 0 0 1 0 0 1 1 1
SP18 1 0 1 0 0 2 1 1
SP28 1 0 0 0 0 1 0 0
SP29 1 0 1 0 0 2 1 1
SP30 1 0 0 0 0 1 0 0
SP31 0 0 0 0 0 0 0 0
Brachyteles arachnoides
SP19 1 0 0 0 0 1 0 0
SP20 1 0 0 0 0 1 0 0
SP21 1 0 0 1 0 2 1 1
SP22 1 0 1 0 0 2 1 1
Callicebus vierai
SP34 0 0 0 0 0 0
SP46 1 0 0 0 0 1

SP47



SP48
Callithrix jacchus

SP42
Cebus olivaceus

SP24

Chiropotes utahicki

SP44

Leontopithecus chrysomelas

SP37
SP38
SP39
Papio hamadryas
SP41
Sapajus nigritus
SP23
SP43

Sapajus xanthosternos

SP32
SP33
Total

0
0
0

205

0
0
10

Nota: afim de esclarecer a quantidade de amostras que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para 0s

primers B1/B2, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extracéo.



206

TABELA 36: Total de primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Curitiba amostrados e numero de amostras de swab conjuntival de
animais que amplificaram pela técnica de Reagédo em Cadeia da Polimerase (PCR) para os primers do estudo.

Espécie Amostra B1/2 TCzZ1/TCzZ2 121/122 HSP70 SSU561 Total Total (exceto f1/82) PNH positivos
Ateles chamek

PRO7 1 0 0 0 0 1 0
PRO8 1
Callithrix penicillata
PR13 1 0 0 0 0 1 0 0
PR15 0 0 0 0 0 0 0 0
PR16 1 0 0 0 0 1 0 0
PR17 0 0 1 0 0 1 1 1
PR18 1 0 0 0 0 1 0 0
Saimiri sciureus
PR12 0 0 0 0 0 0 0 0
Sapajus apella
PRO9
PR10 0
PR11
Sem identificacéo
PR14 0 0 0 0 1 1 1
Total 12 7 0 2 1 1 4

Nota: afim de esclarecer a quantidade de animais que amplificaram pelos primers de interesse, a tabela descreve o total de amostras positivas, exceto os valores para os primers
B1/B82, ja que foram utilizados apenas como controle da qualidade da extragao.
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APENDICE G - Comparacio dos resultados da Reacéo em Cadeia da Polimerase (PCR) a partir das amostras extraidas de sangue

total e de swab conjuntival.

TABELA 37: Resultados de biologia molecular para todos os primatas ndo-humanos (PNH) de todos os locais de estudo,
discriminando por tipo de amostra extraida (sangue total e swab conjuntival).

Nome cientifico do PNH CENP Zoo Salvador Zoo Brasilia Zoo Sorocaba Zoo Curitiba Total

Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab
Alouatta caraya 1 1 3 2
Alouatta guariba 3
Alouatta seniculus 1
Alouatta sp.
Aotus nigriceps
Ateles chamek 2 1 7 1
Ateles marginatus 10 10 4

O© N W O W H
N O O kb O W

[N
o

1

o

Ateles paniscus 1

Brachyteles arachnoides 1 2

Callicebus cupreus 1

Callithrix penicillata 1
Leontopithecus chrysomelas 1 1

Saguinus bicolor

Saguinus niger 1 1

Sapajus apella 1 1

R P RPN PR O R PR
g B P O Fr B ON O

Sapajus flavius 1 5
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Sapajus xanthosternos 4 9

Sem identificacao 5 1 5

Total 10 10 7 15 15 2 9 10 8 4 49 41
Relacdo (em %)?! 100,0 100,0 13,2 32,6 75,0 40,0 18,8 22,2 44,4 33,3 32,8 33,8
PNH positivos? 10 19 15 16 11 71
PNH positivos ambos? 10 2 1 2 0 15
Concordancia (em %)* 100 10,5 6,7 12,5 0,0 21,1

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com fungéo de facilitar a leitura dos dados por zoolégico ou centro de conservacao, e ndo tem funcdo de destacar um dado em
relacdo a outro. Legenda: 1: relacdo, em porcentagem, do total de PNH que amplificaram em relacdo ao total de amostras. Ou seja, a porcentagem reflete em relacdo a
qguantidade de amostras de sangue ou de swab processadas; 2: nimero de PNH Unicos positivos para ambas as técnicas, sendo excluido os resultados com os primers $1/82
(nos casos de PNH amostrados com resultados positivos tanto para sangue total como para swab conjuntival, ele foi considerado como apenas um); 3: nimero de PNH que
apresentaram resultados positivos para ambas as amostras e com 0 mesmo conjunto de primers, ou seja, 0 mesmo PNH apresentou a amostra de sangue total e swab conjuntival
positivos para a mesma técnica molecular; 4: concordancia, em porcentagem, do niumero de PNH positivos para ambas as amostras extraidas (sangue total e swab conjuntival)
para o mesmo primer com o total de PNH positivos Unicos.
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TABELA 38: Resultados de biologia molecular para as amostras de sangue total e swab conjuntival de primatas ndo-humanos (PNH)
do Centro Nacional de Primatas (CENP).

Espécie  Amostra B1/B2 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSuU561 PNH pos* Concordancia**

Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab B1/B1 TCZ1/TCZ1 121/121 HSP70 SSU561

Ateles marginatus

PAO1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PAO2 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1
PAO3 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1
PAO4 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1
PAOS5 1 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1
PAOG 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PAO7 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
PAO8 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 0
PAO9 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0
PA10 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Total 10 10 9 0 0 10 10 6 0 4 6 10 9 0 10 0 4

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com fungéo de facilitar a leitura dos dados por zoolégico ou centro de conservagao, e nao tem funcéo de destacar um dado em
relacdo a outro. Legenda: *: numero de PNH positivos Gnicos positivos para, ao menos, um dos primers utilizados no estudo, tanto por sangue total como por swab conjuntival;
**: concordancia entre os resultados obtidos entre as amostras extraidas de sangue total com as amostras de swab conjuntival para 0 mesmo primer. Assim, o nimero 1 (um)
indica que o0 mesmo PNH foi positivo para o mesmo primer em ambos os tipos de amostras, enquanto que o niumero 0 (zero) indica que, ou ndo houve concordancia (uma
amostra positiva enquanto outra negativa no mesmo primer) ou que o PNH foi negativo para ambas as amostras na técnica molecular.
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TABELA 39: Resultados de biologia molecular para as amostras de sangue total e swab conjuntival de primatas ndo-humanos (PNH)
do Zoo Salvador.

Espécie Amostra B1/B2 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSU561  PNH pos* Concordancia**
Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab B1/B1 TCZ1/TCZ1 121/121 HSP70 SSU561

Alouatta caraya

BA38 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BA39 1 1 0O O 0O O 0O O 1 0 1 1 0 0 0 0
BA40 1 0 0O O 0 1 0O O 0O O 1 0 0 0 0 0
BA41 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BA42 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
BA43 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
Ateles marginatus
BA51 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BA52 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BA53 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
Ateles paniscus
BA47 1 1 0O O 0O O 0O O 1 0 1 1 0 0 0 0
BA48 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
BA49 1 O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BAS50 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
Lagothrix lagotricha
BA44 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
BA45 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
BA46 1 O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0

Sapajus flavius
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BA22

BA23

BA31

BA32

BA33

BA34

BA35

BA36

BA37
Sapajus xanthosternos

BAO1

BAO2

BAO3

BAO4

BAOS5

BAO6

BAO7

BAOS8

BAO9

BA10

BA11

BA12

BA13

BA14

BA15
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BA16 1 1 0O O 0 1 0O O 0O O 1 1 0 0 0 0
BA17 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
BA18 1 O 0O O 0 1 0O O 0O O 1 0 0 0 0 0
BA19 1 1 0O O 0 1 0O O 0O O 1 1 0 0 0 0
BA20 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0 1 0 0 0 0
BA21 1 1 0O O 0 1 0O O 0O O 1 1 0 0 0 0
BA24 1 0 0 0 0 0
BA25 1 0 0 0 0 0
BA26 1 0 0 0 0 0
BA27 1 0 0 0 0 0
BA28 1 0 0 0 0 0
BA29 1 0 0 0 0 0
BA30 1 0 0 0 0 0

Total 53 53 33 0O O 2 11 1 5 7 1 19 33 0 0 1 1

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com fungéo de facilitar a leitura dos dados por zoolégico ou centro de conservacao, e nao tem funcéo de destacar um dado em
relagdo a outro. Os campos vazios indicam auséncia de amostra. Legenda: *: nimero de PNH positivos Gnicos positivos para, ao menos, um dos primers utilizados no estudo,
tanto por sangue total como por swab conjuntival; **: concordancia entre os resultados obtidos entre as amostras extraidas de sangue total com as amostras de swab conjuntival
para o mesmo primer. Assim, o nimero 1 (um) indica que o0 mesmo PNH foi positivo para 0 mesmo primer em ambos 0s tipos de amostras, enquanto que o nimero 0 (zero)
indica que, ou ndo houve concordancia (uma amostra positiva enquanto outra negativa no mesmo primer) ou que o PNH foi negativo para ambas as amostras na técnica
molecular.
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TABELA 40: Resultados de biologia molecular para as amostras de sangue total e swab conjuntival de primatas ndo-humanos (PNH)
do Zoo Brasilia.

Espécie  Amostra B1/82 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSuU561 I;I)\IS';' Concordancia (por primer)
Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab B1/B1 TCZ1/TCZ1 121/121 HSP70 SSU561

Alouatta sp

DF45 1 0 1 0 1 1

DF46 1 0 0 1 0 1

DF47 1 0 0 0 0 0

DF56 1 0 1 0 0 1

DF59 1 0 0 0 0 0
Aotus nigriceps

DF36 1 0

DF37 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Callicebus cupreus

DF38 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Leontopithecus
chrysomelas

DF40 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0
Saguinus bicolor

DF53 1 0 1 1 1

DF54 1 0 1

Saguinus niger
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DF39 1 1 0o 1 1 0 1 0 O o0 1 1 0 0 0 0
DF44 1 0 0
Sem identificacao
DF48 1 0 1 0 0 1
DF49 1 0 0 0 0 0
DF50 1 0 0 0 0 0
DF51 1 0 1 0 0 1
DF52 1 0 1 0 0 1
DF55 1 0 1 0 0 1
DF57 1 0 0 0 0 0
DF58 1 0 1 0 0 1
Total 21 20 5 0o 1 14 1 5 0 3 0 15 14 0 1 0 0

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com funcao de facilitar a leitura dos dados por zooldgico ou centro de conservagéo, e nao tem fungdo de destacar um dado em
relagdo a outro. Os campos vazios indicam auséncia de amostra. Legenda: *: nimero de PNH positivos Unicos positivos para, ao menos, um dos primers utilizados no estudo,
tanto por sangue total como por swab conjuntival; **: concordancia entre os resultados obtidos entre as amostras extraidas de sangue total com as amostras de swab conjuntival
para o mesmo primer. Assim, o nimero 1 (um) indica que o mesmo PNH foi positivo para o mesmo primer em ambos os tipos de amostras, enquanto que o nimero 0 (zero)
indica que, ou ndo houve concordancia (uma amostra positiva enquanto outra negativa no mesmo primer) ou que o PNH foi negativo para ambas as amostras na técnica
molecular.
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TABELA 41: Resultados de biologia molecular para as amostras de sangue total e swab conjuntival de primatas ndo-humanos (PNH)
do Zoo Sorocaba.

Espécie Amostra B1/B2 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSU561 PNH pos* Concordancia**
Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab B1/B1 TCZ1/TCZ1 121/121 HSP70 SSU561

Alouatta caraya

SPO1 1 0 0 0 0 0

SP02 1 0 1 0 0 1

SP03 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0

SP04 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0

SPO5 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0
Alouatta guariba

SP06 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0

SPO7 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

SP08 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0

SP09 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0
Alouatta seniculus

SP25 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0

SP26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SP45 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Aotus trivirgatus

SP35 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SP36 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
Ateles chamek

SP10 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0

SP11 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 0

SP27 1 O 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
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Ateles marginatus

SP12

SP13

SP14

SP15

SP16

SP17

SP18

SP28

SP29

SP30

SP31
Brachyteles arachnoides

SP19

SP20

SP21

SP22

Callicebus vierai

SP34

SP46

SP47

SP48

Callithrix jacchus

SP42

Cebus olivaceus

SP24
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Chiropotes utahicki

SP44 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0
Leontopithecus chrysomelas

SP37 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0

SP38 1 0 0O O 0O O 0O O 0O O 0O O 0 0 0 0

SP39 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0
Papio hamadryas

SP40 0 0 0 0 0

SP41 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0
Sapajus nigritus

SP23 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0

SP32 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0

SP33 1 1 0O O 0O O 0O O 0O O 0o 1 0 0 0 0

SP43 1 1 0O O 0O O 0O ©O 0O O 0o 1 0 0 0 0
Total 48 48 37 0O O 3 9 8 1 0O O 16 37 0 1 1 0

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com fungéo de facilitar a leitura dos dados por zooldgico ou centro de conservagdo, e nao tem funcéo de destacar um dado em
relagdo a outro. Os campos vazios indicam auséncia de amostra. Legenda: *: nimero de PNH positivos Gnicos positivos para, ao menos, um dos primers utilizados no estudo,
tanto por sangue total como por swab conjuntival; **: concordancia entre os resultados obtidos entre as amostras extraidas de sangue total com as amostras de swab conjuntival
para o mesmo primer. Assim, o nimero 1 (um) indica que o mesmo PNH foi positivo para o mesmo primer em ambos 0s tipos de amostras, enquanto que o nimero 0 (zero)
indica que, ou ndo houve concordancia (uma amostra positiva enquanto outra negativa no mesmo primer) ou que o PNH foi negativo para ambas as amostras na técnica
molecular.
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TABELA 42: Resultados de biologia molecular para as amostras de sangue total e swab conjuntival de primatas ndo-humanos (PNH)
do Zoo Curitiba.

Espécie  Amostra B1/B2 TCZ1/TCZ2 121/122 HSP70 SSuU561 PNH pos* Concordancia**

Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab B1/B1 TCZ1/TCZ1 121/121 HSP70 SSU561
Ateles chamek
PRO1
PR02
PRO3
PRO4
PRO5
PRO6
PRO7
PRO8
Callithrix penicillata
PR13
PR15
PR16
PR17
PR18
Saimiri sciureus
PR12 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sapajus apella
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PR0O9 1 1

PR10 1 0 0

PR11 1 1
Sem identificacéo

PR14 1 0 0O O 0O ©O 0O O 0 1 1 0 0 0 0 0
Total 18 18 7 0 0 7 2 1 1 0 1 11 7 0 0 0 0

Nota: as colunas sombreadas estdo apenas com fungéo de facilitar a leitura dos dados por zooldgico ou centro de conservacédo, e ndo tem funcdo de destacar um dado em
relacdo a outro. Os campos vazios indicam auséncia de amostra. Legenda: *: numero de PNH positivos Unicos positivos para, ao menos, um dos primers utilizados no estudo,
tanto por sangue total como por swab conjuntival; **: concordancia entre os resultados obtidos entre as amostras extraidas de sangue total com as amostras de swab conjuntival
para 0 mesmo primer. Assim, o nimero 1 (um) indica que o mesmo PNH foi positivo para o mesmo primer em ambos os tipos de amostras, enquanto que o nimero 0 (zero)
indica que, ou ndo houve concordancia (uma amostra positiva enquanto outra negativa no mesmo primer) ou que o PNH foi negativo para ambas as amostras na técnica
molecular.
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APENDICE H - Resultados da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

(gPCR) a partir da extracado de DNA de sangue total.
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FIGURA 20: Amplificagao e curvas de amplificacdo (acima e abaixo, respectivamente) dos controles quantificados
de T. cruzi (na ordem de 10° a 10 parasitos/mL) utilizados na pesquisa.
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FIGURA 21: Amplificagdo e curvas de amplificagdo (acima e abaixo, respectivamente) exemplificando a
guantificacdo da amostra DF36 do Zoo Brasilia, que também amplificou a PCR utilizando os mesmos primers,
obtendo uma média de 120,01 parasitos/mL.
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FIGURA 22: Amplificagdo e curvas de amplificagdo (acima e abaixo, respectivamente) exemplificando a
guantificagdo da amostra BA24 do Zoo Salvador, que ndo amplificou a PCR utilizando os mesmos primers, obtendo
uma média de 1,81x103 parasitos/mL.
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TABELA 43: Dados de quantificacdo de amostras que amplificaram na técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) utilizando primers para gene
hsp70. As amostras com campos sombreados indicam que elas também amplificaram
a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) usando os mesmos primers.

Espécie Amostra Quantidade 1* Quantidade 2* Média das quantidades* Cqg** (média)

CENP

Ateles marginatus

PAO1 49,8 78,7 64,25 33,7
PAO2 46,3 66,53 56,415 33,9
PAO3 31,75 23,7 27,725 35,07
PAO4 50,77 27,57 39,17 34,55
PAOS5 28,04 44,42 36,23 34,65
PAOG 24,97 41,42 33,195 34,8
PAQO7 36,9 54,61 45,755 34,38
PAO8 16,53 55,5 36,015 34,9
PAO9 88,75 127,84 108,295 32,81
PA10 57,87 8,67 33,27 35,4

Z0o0 Salvador

Alouatta caraya

BA38 1,13E+03 982,69 1,06E+03 26,77
BA39 976,25 885,85 931,05 27,33
BA43 875,32 956,04 915,68 27,29

Ateles paniscus
BA47 1,29E+03 1,24E+03 1,27E+03 26,64

Sapajus flavius

BA22 331,27 408,81 370,04 30,5
BA23 2,82E+03 2,79E+03 2,81E+03 26,7
BA32 522,73 585,11 553,92 28,18
BA33 1,34E+03 1,40E+03 1,37E+03 26,45
BA36 487,98 368,61 428,295 28,57
BA37 244,47 238,19 241,33 29,9

Sapajus xanthosternos
BAO1 431,65 359,85 395,75 30,37
BAO2 377,39 364,86 371,125 30,48
BAO3 934,26 0 467,13 28,76



224

BAO4 565,74 541,39 553,565 29,74
BAO7 660,51 695,38 677,945 29,36
BAOS 421,18 407,08 414,13 30,28
BA1ll 584,3 405,61 494,955 29,97
BA15 795,37 820,15 807,76 29,03
BA17 551,3 405,61 478,455 29,74
BA19 608,8 516,48 562,64 29,71
BA20 536,86 520,9 528,88 29,82
BA24 1,86E+03 1,75E+03 1,81E+03 27,53
BA25 406,71 369,32 388,015 30,4
BA28 377,27 432,87 405,07 30,32
BA30 479,96 481,23 480,595 30
Zoo Brasilia
Alouatta sp
DF46 44,82 57,45 51,135 34,06
Aotus nigriceps
DF36 115,61 124,41 120,01 32,35
Callicebus cupreus
DF38 125,76 122,9 124,33 32,29
Saguinus bicolor
DF54 36,04 44,68 40,36 34,49
Saguinus niger
DF39 68,65 113,29 90,97 32,94
Zoo Sorocaba
Alouatta caraya
SP04 110,45 227,41 168,93 31,42
SP05 305,17 281,13 293,15 30,21
Alouatta guariba
SP06 231,61 212,46 222,035 30,89
SP08 181,06 156,14 168,6 31,4
SP09 312,79 362,7 337,745 30,11
Ateles chamek
SP10 198,08 281,42 239,75 30,77
SP11 309,54 237,69 273,615 30,51

Brachyteles arachnoides
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SP21 253,61 225,5 239,555 30,75
Zoo Curitiba

Sapajus apella
PR11 125,97 123,2 124,585 32,3
Total 49

Legenda: *: quantidade de parasitos/mL; **: ciclo de quantificagdo (Cq). Mais informagdes sobre o Cq na qPCR no
ANEXO E.
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APENDICE | — Relatério de atividades e recomendacdes enviadas aos zooldgicos e

centro de conservacédo do estudo.

Este apéndice traz uma sintese dos principais resultados e discusséo
obtidos nesta tese que foram encaminhados aos zooldgicos e centro de conservacao
gue colaboraram com nossa pesquisa, afim de compartilhar os dados obtidos em
nossas analises em laboratoério. O intuito foi de tornar os veterinérios, equipe técnica
e demais responsaveis pelo manejo dos PNH cientes da positividade de amostras

destes animais para tripanosomas.

Assim, montamos um breve relatério que apresenta detalhes de nossa
pesquisa para cada local de estudo, seguido de recomendacdes as quais dirigimos
para os veterinarios e membros dos espacos onde estes PNH estdo alocados, bem
como para as secretarias de meio ambiente e centro de controle de vetores e

zoonoses dos municipios.

As paginas a seguir trazem os fac-simile (condensados em duas paginas
do relatorio por pagina nesta tese) dos relatérios enviados aos zooldgicos e centro de
conservacao, na seguinte ordem: CENP; Zoo Salvador; Zoo Brasilia; Zoo Sorocaba e
Zoo Curitiba.
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1. A QUEM SE DESTINA
Este documento & destinado 3 equipe técnica responsavel pelo manejo de

animais, em especial aos primatas ndo-humanos, alvos deste relatorio, do
Centro Nacional de Primatas, bem como para a Secretaria de Meio Ambiente
e o Centro de Controle de Vetores da cidade de Ananindeua, PA.

Apresentamos dades ainda ndo publicados e sua divulgacdo ndo deve ser
realizada sem a anuéncia dos autores deste relatorio, vedada apenas a
circulacdo interna. Todos os detalhes da pesquisa podem ser lidos na integra na
tese apresentada & Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB - UNESP, a qual
estara disponivel no Repositdrio da UNESP.

2. RESUMO
A emergéncia e reemergéncia de doencas afetam ndo somente os humanos,

mas também os animais, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro.
Em parceria com o CENP, investigamos a presenca de tripanosomas, enfre os
quais os causadores da doenca de Chagas, a partir de amostras de pnmatas
ndo-humanos pertencentes ao plantel do centro. Nossos achados apontam para
uma ampla circulac3o de tripanosomas entre os primatas estudados, além de
sustentar a hipotese da presenca de insetos vetores (triatomineos) que estariam
usando estes animais como fonte de sangue, transmitindo os parasitos para
estes animais. Nosso intuito & recomendar acdes de busca ativa de triatomineos.
nos recintos e espacos proximos aos locais onde os primatas estdo alocados, ja
que outras espécies animais do centro podem estar suscetiveis a infecc3o, além
de que ninhos de nidificacdo destes insetos nestes espacos podem oferecer
riscos & salde da populacdo humana que reside proximo ao centro.

3. INTRODUGAO E OBJETIVOS
Os tripanocsomas sdo protozodrios de grande interesse médico e veterinario. O

mais conhecido deles, Trypanosoma cruzi & o causador da doenga de Chagas,
enfermidade de atinge cerca de 5 milhdes de pessoas apenas no Brasil
(Ministério da Sadde, 2019).

Os animais silvesires, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro,
também sdo suscetiveis a infecgdo por tripanosomas, sendo expostos
principalmente ao entrarem em contato com triatomineos, insetos que utilizam
de mamiferos para obtenc3o de sangue (Ministério da Saade, 2019). Dezenas
de espécies de triatomineos ja foram identificadas no pais, muitas das quais

conseguem transmitir o parasito (Fiocruz, 2014).

Os primatas ndc-humanos (PNH) sdo naturalmente suscetiveis a infecgdo por
tripanosomas (Ziccardi et al., 2000; Philipp e Purcell, 2005) e a busca nestes
animais serve como um indicativo da circulagdo do parasito no ambiente e, de
forma indireta, pode indicar a presenca de insetos vetores nestes espacos.

Assim, conduzimos pesquisa na busca por tripanosomas em amostras de PNH
em parceria com o Centro Nacional de Primatas (CENP), na finalidade de
identificar os animais positivos e suscetiveis, além de criar recomendacdes para
a equipe do centro e demais responsaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Questdes de ética .
Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Jilio de
Mesquita Filho™ (Unesp), Botucatu, S3o Paulo, sob nimero 1213/2017, além de
ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informac3o em Biodiversidade
(SISBIO), do Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade
(ICMBio), érgdo vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), sob nimero
5T7382-3. A pesquisa também teve aprovacdo do Instituto Evandro Chagas, sob
namero 20/2019 exclusivamente para trabalhos com os PNH do CENP.

4.2. Amostras

Recebemos, entre novembro de 2019, amostras de sangue total, swab
conjuntival, soro e ldminas de esfregago por extensio, de 10 PNH de uma udnica

espécie, como descrito na TABELA 1.
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TABELA 1: relagio de amostras por espécie de primata ndo-humano (PNH) recebidas do
CEMNP.

Espécie Amostra Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Ateles marginatus 10 10 10 10 40
Total 45 10 10 10 10 40

4.3. Biologia molecular
Extraimos o DNA das amostras de sangue total, a partir de um kit comercial, e

swab conjuntival, a partir de adaptacdes de Benassi et al. (2017). Submetemos.
as amosfras extraidas na técnica de Reac3o em Cadeia da Polimerase (PCR)
na busca de DNA de tripanosomatideos utllizando os primers HSF70
(Hemandez et al., 2014) e SSU561 (Noyes et al., 1996), bem como na busca por
DNA de T. cruzi utilizando os pimers TCZ1ITCZ2 (Virreira et al., 2003; Moser et
al., 1989) e 121122 (Fitzwater et al, 2008). Todas as amostras foram
submetidas a eletroforese para a identificacdo das amostras positivas.

5. RESULTADOS

Dos 10 PNH do estudo, extraiu-se o DNA de todas as amostras de sangue total
e de swab conjuntival e, apés, submetidas 3 PCR. Todos os PNH apresentaram
positividade para, ao menos, uma das técnicas moleculares. Todes os detalhes
estdo descritos na TABELA 2.

TABELA 2: Resultado da PCR a partir das amostras extraidas de sangue total & swab
conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do CENP. As amostras foram identificadas
seguindo os dados recebidos nos tubos e dados de coleta enviados pelo centro durante

a coleta. Os campos sombreados apenas servem para facilitar a visualizagio dos
resultados.

Espécie Amosira* TCZUTCZ2 121122 HSPT0 55U561

Sangue Swab  Sangue Swab Sangue Swab  Sangue Swab

Ateles marginafus
434066 1] 0 1 1 1] 0 1] 1]
434083 1] 0 1 1 1 0 1 1
434396 1] 0 1 1 1 0 1 1
453563 1] 0 1 1 1 1] 1 1
453562 1] 0 1 1 1] 1] 1 1

483997 i} a 1 1 1 0 i} 1]
483568 i} a 1 1 0 0 i} 1]
483567 i} a 1 1 1 0 i} 1
434358 i} a 1 1 0 1] i} 1
483561 i} a 1 1 1 1] i} a
Total 10 1} 1] 10 10 [ 1] 4 6

" 05 NUMeDs de idenﬁ-ﬁcaganrefererrrseans seis ultimos digios dos dados recebsdos por nos.

6. DISCUSSAD
Nosso trabalho revela a presenca de tripanosomas nos PNH do CENP. O fato

de termos encontrado trechos de DNA de tripanosomas em todas as amostras
de sangue e swab conjunfival, aponta para a circulac@o do parasito no animal.
Apesar de haver a possibilidade de uma reagudizagdo em alguns casos, também
& um indicativo de uma provavel infeccdo recente nestes animais, o que remete
para a possibilidade de que triatomineos tenham construido ninhos proximos ou

dentro destes recintos.

E sabido que o Para & um dos estados com maior nimero de casos de doenca
de Chagas entre humanos registrados no pais, com mais de 86% dos casos
registrados. Ananindeua, local onde o CENP esta localizado, apresentou um
crescente de casos nos Ultimos anos (Ministério da Saide, 2019). Entre os PMNH,
Bahia et al. (2017) ja apontou para uma alta prevaléncia de amostras positivas
para T. cruzi nestes animais no estado, indicando uma ampla circulagdo do
parasito na regido Morte do Brasil.

Apesar de nossos trabalhos terem sido conduzidos em tie pouces PNH, devide
principalmente a entraves burocraticos e de logistica, o fato de todos os animais
mostrados terem sido positivos em nosso trabalho pode indicar a presenca de
triatomineos de forma ampla em diversos espacos onde estes e outros PNH
estdo alojados no CENP, tornando estes animais suscetiveis a serem fonte
sanguinea para estes insetos. E sabido que estes insetos tendem a viajar longe
de seus ninhos de nidificacde para alimentacdo (Lehane et al., 1992) e podem
estar usufruindo da facilidade de acesso a estes animais para obter sangue.

Apontames que, mesmo gue estes animais ndo apresentem sinais clinicos e

outros problemas de salde associado & doenca de Chagas e outros
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tripanosomas, eles podem ocorrer nestes animais (Sathler-Avelar et al., 2017) e
que a doenca de Chagas aguda e cronica nestes animais podem trazer
consequéncias negativas para pesquisas biomédicas que podem ser conduzidas
nestes animais (Hodo et al., 2018).

Conduzimos também buscas parasitologicas nas l3minas de esfregaco por
extensdo e sorologia pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) com as amostras de soro. Contudo, para estas técnicas diagnosticas, os
animais foram negativos. Os dados completos podem ser vistos na tese

apresentada a FMB/Unesp.

7. RECOMENDAGOES
Nossas recomendacdes visam construir um elo entre os achados laboratorials

conduzidos por nds e a manutengdo da salde e bem-estar dos animais
envolvidos na pesquisa — os PNH —, bem como dos demais animais do centro
que podem ser suscetiveis a infeccdo, e, possivelmente, servir de reservatorio
dadoenca. Além disso, nossas recomendacdes sdo pensadas devido a atividade
humana proximo a estes espagos onde os animais estdo alojados, tanto de
moradia como de comércio, bem come da circulagdo de animais domésticos,

como os cies, que também sdo suscetiveis a infecco por tripanosomas.

A equipe do centro: recomendamos reforcar a limpeza e manutencio tanto
dentro como fora dos recintos e locais onde os PNH vivem & dormem, afim de
restringir os possiveis locais de nidificacio destes insetos. Apesar destes insetos
serem, em sua maiona, de habitos notumos, eles tendem a se esconder em
locais sombreados e protegidos do sol durante o dia. Recomendamos a
constante limpeza e observacdo em locais que apresentam estas caracteristicas.
Em caso de encontrar insetos triatomineos, estes devem ser encaminhados ao

centro de controle de vetores.

Ao centro de controle de vetores: recomendamos realizar buscas ativas em
recintos (dentro e fora destes espacos), bem como por provaveis pontos de
nidificacdo, como serrapilheira, pequenas construcdes cercadas de vegetacio
a0 entorno & na prépria vegetacdo. E sabido que triatomineos constroem ninhos
em palmeiras e demais arvores de porte semelhante. E necessario

7

monitoramento constante destas plantas, visto que elas so constantemente
utilizadas como omamentacdo. Isso inclui a busca ativa por tnatomineos em
espagos ao reder do centro, visto que os insetos podem construir ninhes em
outros espagos e voar durante a noite para dentro do centro para se alimentar
dos animais. Em caso de encontrar insetos tnatomineos, recomendamos realizar
uma busca por tripanosomas para venficar se ha manutenc3o dos parasitos no

ambiente.

A secretaria de meio ambiente: construir um plano de busca constante no
municipio, em parceria com outros 6rgdos municipais e estadual, visando a

busca dos triatomineos por toda a extens3o do municipio.

Sabemos que podera haver limitacdes quanto a aplicabilidade destas
recomendacdes. Contudo, a simples manutencdo da limpeza e atencdo nos
recintos dos animais do centro irdo colaborar enormemente para reduzir a
transmissdo de fripanosomas aos PNH, bem como para os demais animais do
centro, o que indiretamente contribuira também para a prevencio de doencas
aos seres humanos que co-habitam com estes animais durante suas atividades
laborais e & populagdo circulante dentro e ao entorno do local.
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1. A QUEM SE DESTINA
Este documento & destinado 3 equipe técnica responsavel pelo manejo de

animais, em especial aos primatas ndo-humanos, alvos deste relatorio, do
Parque Zooboténico Getilio Vargas, bem como para a Secretaria de Meio
Ambiente e o Centro de Controle de Vetores da cidade de Salvador, BA.

Apresentamos dades ainda ndo publicados e sua divulgacdo ndo deve ser
realizada sem a anuéncia dos autores deste relatorio, vedada apenas a
circulacdo interna. Todos os detalhes da pesquisa podem ser lidos na integra na
tese apresentada & Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB - UNESP, a qual
estara disponivel no Repositdrio da UNESP.

2. RESUMO
A emergéncia e reemergéncia de doencas afetam ndo somente os humanos,

mas também os animais, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro.
Em parceria com o Zoo Salvador, investigamos a presenca de tripanosomas,
entre os quais os causadores da doenca de Chagas, a partir de amosfras de
primatas ndo-humanos pertencentes ao plantel do zooldgico. Nossos achados
apontam para uma ampla circulac3o de tripanosomas entre os primatas
estudados, além de sustentar a hipotese da presenca de insetos vetores
(triatomineos) gue estariam usando estes animais como fonte de sangue,
transmitindo os parasitos para estes animais. Nosso intuito & recomendar aces
de busca ativa de triatomineos nos recintos e espacos proximos aos locais onde
os primatas estdo alocados, ja que outras espécies animais do zoologico podem
estar suscetiveis a infecc3o, além de que ninhos de nidificacdo destes insetos
nestes espacos podem oferecer riscos 3 salde da populagdo humana que reside

proximo ao zooldgico.

3. INTRODUGAO E OBJETIVOS
Os tripanocsomas sdo protozodrios de grande interesse médico e veterinario. O

mais conhecido deles, Trypanosoma cruzi & o causador da doenga de Chagas,
enfermidade de atinge cerca de 5 milhdes de pessoas apenas no Brasil
(Ministério da Sadde, 2019).

Os animais silvesires, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro,
também sdo suscetiveis a infecgdo por tripanosomas, sendo expostos
principalmente ao entrarem em contato com triatomineos, insetos que utilizam
de mamiferos para obtenc3o de sangue (Ministério da Saade, 2019). Dezenas
de espécies de triatomineos ja foram identificadas no pais, muitas das quais

conseguem transmitir o parasito (Fiocruz, 2014).

Os primatas ndc-humanos (PNH) sdo naturalmente suscetiveis a infecgdo por
tripanosomas (Ziccardi et al., 2000; Philipp e Purcell, 2005) e a busca nestes
animais serve como um indicativo da circulagdo do parasito no ambiente e, de
forma indireta, pode indicar a presenca de insetos vetores nestes espacos.

Assim, conduzimos pesquisa na busca por tripanosomas em amostras de PNH
em parceria com o Parque Zoobotinico Getllio Vargas (Zoo Salvador), na
finalidade de identificar os animais positivos e suscetiveis, além de criar
recomendacdes para a equipe do zoolégico e demais responsaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Questdes de ética .
Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Jilio de
Mesquita Filho™ (Unesp), Botucatu, S3o Paulo, sob nimero 1213/2017, além de
ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informaco em Biodiversidade
(SISBIO), do Instituto Chico Mendes de Conservacio da Biodiversidade
(ICMBio), érgdo vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), sob nimero
57382-3. A pesquisa também teve aprovacdo do Zoo Salvador, seguindo os
trdmites internos da instituicio.

4.2. Amostras

Recebemos, entre maio de 2017 a maio de 2019, amostras de sangue fotal,
swab conjuntival, soro e laminas de esfregaco por extensdo, de 48 PNH, como

descrito na TABELA 1.
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TABELA 1: relagio de amostras por espécie de primata nao-humano {PNH) recebidas do
Zoo Salvador.

Espécie Amostra Sangue Soro Swab Esfregaco Total
Alouatta caraya B -] [ [ 24
Afeles marginafus 3 2 3 2 10
Afeles paniscus 4 4 4 4 16
Lagothrix lagotricha 3 3 3 3 12
Sapafus flavius 9 10 0 10 9
Sapafus xanthostenos 28 28 21 28 105
Total = 23 53 47 53 206

4.3. Biologia molecular
Extraimos o DNA das amostras de sangue total, a partir de um kit comercial, e

swab conjuntival, a partir de adaptacdes de Benassi et al. (2017). Submetemos.
as amosfras extraidas na técnica de Reac3o em Cadeia da Polimerase (PCR)
na busca de DNA de tripanosomatideos utllizando os primers HSP70
(Hemandez et al., 2014) e SSU561 (Noyes et al., 1996), bem como na busca por
DNA de T. cruzi utilizando os pimers TCZ1/TCZ2 (Virreira et al., 2003; Moser et
al., 1989) e 121122 (Fitzwater et al, 2008). Todas as amostras foram
submetidas 3 eletroforese para a identificacdo das amostras positivas.

5. RESULTADOS

Dos 54 PNH do estudo, extraiu-se o DMA de 53 amostras de sangue total e 46
amostras de swab conjuntival e, apos, submetidas & PCR. Destas, 19 PNH
apresentaram positividade para, ao menos, uma das técnicas moleculares.
Todos os detalhes estdo descritos na TABELA 2.

TABELA 2: Resultado da PCR a partir das amostras extraidas de sangue total & swab
conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Salvador. As amostras foram
identificadas seguindo os dados recebidos nos tubos e dados de coleta enviados pelo

zoologico durante a coleta. Os campos sombreados apenas servem para facilitar a
visualizagio dos resultados.

Ezpécie Amostra TCZ1TCZ2 121122 HSPTO 550561
Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab

Alouatta caraya

213111 o] 1] 1] 1] (1] o 1 1]
010184 0 0 0 1 o 0 i} 0
Afeles paniscus
189606 0 0 0 0 o 0 1 0
Sapajus flavius
011007 0 0 0 0 o 1 (i} 0
010993 0 0 0 1 o 0 i} 0
014171 0 0 0 1 o 1 (1} 0
011103 o] 1] 1] 1 (1] 1 (1] 1]
014072 0 0 0 0 1 1 1 0
Sapajus xanthosfermnaos
010945 o] 1] 1] 1 (1] o (1] 1]
010857 0 0 1 0 o 0 1 1
238154 0 0 0 1 o 0 (i} 0
014001 0 0 0 1 o 0 (i} 0
014312 o] 1] 1] 1] (1] o 1 1]
237841 0 0 0 0 o 0 1 0
014062 0 0 1 0 o 1 1 0
014445 0 0 0 1 o 0 (1} 0
014685 o] 1] 1] 1 (1] o (1] 1]
010143 0 0 0 1 o 0 i} 0
212595 0 0 0 1 o 0 (i} 0
Total 19 0 0 2 " 1 S 7 1

Nas laminas de esfregaco por extensdo, um S. xanthosfernos (amostra 010945)
apresentou formas sugestivas de tripancsomas durante observacdo em

microscopia.

6. DISCUSSAO
MNosso trabalho revela a presenga de tripanosomas nos PNH do Zoo Salvador.

O fato de termes encontrado trechos de DNA de tripanosomas nas amostras de
sangue e swab conjuntival, aponta para a circulagdo do parasito no animal.
Apesar de haver a possibilidade de uma reagudizac&o em alguns casos, também
& um indicativo de uma provavel infeccdo recente nestes animais, o que remete
para a possibilidade de que triatomineos tenham construido ninhos proximos ou

dentro destes recintos.
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O estado da Bahia possui diversas espécies de triatomineos de relevancia para
a doenca de Chagas (Ministério da Sadde, 2019) e, em 2011, Santana et al.
relataram a captura de cerca de 480 tnatomineos em Salvador, sendo 44% deles
dentro de residéncias, sendo que guase metade de todos os triatomineos

capturados foram positivos para T. cruzi.

Apesar de nossos trabalhos terem sido conduzidos em PNH, o fato de termos
encontrado estes animais positivos pode indicar que a possivel presenca de
triatomineos pode colocar outros animais do Zoo Salvador em situacio
suscetivel a serem fonte sanguinea para estes insetos, jJa que estes animais
tendem a viajar longe de seus ninhos de nidificaco para alimentac3o (Lehane
et al., 1992). Isto naturalmente inclui as habitagdes ao entomo, ja que o Zoo
Salvador se encontra completamente inserido em ambiente urbano e humanos,
bem como animais domésticos como os cies, podem ser alvos para os insetos,
]2 que eles podem sair de regides de mata durante a noite e voar para regides

peridomiciliares apenas para alimentacdo (Dumonteil et al., 2002).

Conduzimos também sorologia pela técnica de Reacio de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) com as amostras de soro. Contudo, para esta técnica diagndstica,
os animais foram negativos. Os dados completos podem ser vistos na tese
apresentada 4 FMB/Unesp.

7. RECOMENDAGOES
Nossas recomendacdes visam construir um elo entre os achados laboratorials

conduzidos por nds e a manutengdo da salde e bem-estar dos animais
envolvidos na pesquisa — os PNH —, bem como dos demais animais do zooldgico
que podem ser suscetiveis a infeccio, e, possivelmente, servir de reservatdrio
da doenca. Além disso, nossas recomendacdes sdo pensadas devido a intensa
atividade humana proximo ao zooldgico, tanto de moradia como de comércio,
bem como da circulagdo de animais domésticos, como os cies, que também s3o

suscetivels a infecgdo por tipanosomas.

A equipe do zoolbgico: recomendamos reforcar a limpeza e manutengdo tanto
dentro como fora dos recintos e locais onde os PNH vivem e dormem, afim de
restringir os possiveis locais de nidificaco destes insetos. Apesar destes insetos

7

serem, em sua maiona, de habitos noturnos, eles tendem a se esconder em
locais sombreados e protegidos do sol durante o dia. Recomendamos a
constante limpeza e observacdo em locais que apresentam estas caracteristicas.
Em caso de encontrar insetos tnatomineos, estes devem ser encaminhados ao

centro de controle de vetores.

Ao centro de controle de vetores: recomendamos realizar buscas ativas em

recintos (dentro e fora destes espagos), bem como por provaveis pontos de
nidificaco, como serrapilheira, pequenas construcdes cercadas de vegetacdo
a0 entorno e na prépria vegetacdo. E sabido que triatomingos constroem ninhos
em palmeiras e demais arvores de porte semelhante. E necessario
monitoramento constante destas plantas, visto que elas sio constantemente
utilizadas como omamentacdo. Isso inclui a busca ativa por tratomineos em
espacos ao redor do zooldgico, visto que os insetos podem construir ninhos em
outros espacos e voar durante a noite para dentro do zoolégico para se alimentar
dos animais. Em caso de encontrar insetos tnatomineos, recomendamos realizar
uma busca por tripanosomas para verficar se ha manutenc3o dos parasitos no

ambiente.

A secretaria de meio ambiente: construir um plano de busca constante no
municipio, em parceria com outros 6rgd3os municipais e estadual, visando a

busca dos triatomineos por toda a extens3o do municipio.

Sabemos que podera haver limitacdes quanto a aplicabilidade destas
recomendacdes. Contudo, a simples manutencdo da limpeza e atencdo nos
recintos dos animais do zooldgico irdo colaborar enormemente para reduzir a
transmissdo de fripanosomas aos PNH, bem como para os demais animais do
zoolégico, o que indiretamente contribuira também para a prevencio de doencas
aos seres humanos que co-habitam com estes animais durante suas atividades

laborais e & populacfo circulante dentro e ao entorno do Zoo.
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1. A QUEM SE DESTINA
Este documento & destinado a equipe técnica responsavel pelo manejo de

animais, em especial aos primatas ndc-humanos, alves deste relatorio, da
Fundagio Jardim Zoologico de Brasilia, bem como para a Secretaria de Meio
Ambiente e o Centro de Controle de Vetores da cidade de Brasilia, DF.

Apresentamos dades ainda ndo publicados e sua divulgacdo ndo deve ser
realizada sem a anuéncia dos autores deste relatorio, vedada apenas a
circulacdo interna. Todos os detalhes da pesquisa podem ser lidos na integra na
tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB - UNESP, a qual
estara disponivel no Repositério da UNESP.

2. RESUMO
A emergéncia e reemergéncia de doencas afetam ndo somente os humanos,

mas também os animais, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro.
Em parceria com o Zoo Brasilia, investigamos a presenca de tripanosomas, entre
0s quais os causadores da doenca de Chagas, a partir de amostras de primatas
ndo-humanos pertencentes ao plantel do zoologico. Mossos achados apontam
para uma ampla circulacio de tripanosomas entre os primatas estudados, além
de sustentar a hipotese da presenca de insetos vetores (triatomineos) que
estariam usando estes animais como fonte de sangue, transmitindo os parasitos
para estes animais. Mosso intuito & recomendar acdes de busca ativa de
triatomineos nos recintos e espacos proximos acs locais onde os primatas estdo
alocados, ja que outras espécies animais do zoologico podem estar suscetivels
a infecgdo, além de que ninhos de nidificacdo destes insetos nestes espagos
podem oferecer riscos & salde da populagde humana que reside proximo ao

zooldgico.

3. INTRODUGCAO E OBJETIVOS
Os tripanosomas sdo protozoarios de grande interesse médico e veterinario. O

mais conhecido deles, Trypanosoma cruzi é o causador da doenca de Chagas,
enfermidade de atinge cerca de 5 milhdes de pessecas apenas no Brasil
(Ministério da Saude, 2019).

Os animais silvestres, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro,
também s3o suscetiveis 4 infecgdo por tripancsomas, sendo expostos
principalmente ao entrarem em contato com triatomineos, insetos que utilizam
de mamiferos para obtencio de sangue (Ministério da Sadde, 2019). Dezenas
de espécies de triatomineos ja foram identificadas no pais, muitas das quais
conseguem transmitir o parasito (Fiocruz, 2014).

Os primatas ndc-humanos (PNH) sdo naturalmente suscetiveis & infeccdo por
tripanosomas (Ziccardi et al., 2000; Philipp e Purcell, 2005) e a busca nestes
animais serve como um indicativo da circulagdo do parasito no ambiente e, de
forma indireta, pode indicar a presenca de insetos vetores nestes espacos.

Assim, conduzimos pesquisa na busca por tripanosomas em amostras de PNH
em parceria com a FundacSo Jardim Zooldgico de Brasilia (Zoo Brasilia), na
finalidade de identificar os animais positivos e suscetiveis, além de criar

recomendagdes para a equipe do zoologico e demais responsaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Questdes de ética .
Esse trabalho foi aprovado pela Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho™ (Unesp), Botucatu, S&o Paule, sob namero 1213/2017, além de
ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIQ), do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio), drgéo vinculade ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), sob ndmero
57382-3. A pesquisa também teve aprovacdo do Zoo Brasilia, seguindo os
tramites internos da instituicdo.

4.2. Amostras

Recebemos, entre maio de 2017 a maio de 2019, amostras de sangue total,
swab conjuntival, soro e lAminas de esfregaco por extensdo, de 48 PNH, como
descrito na TABELA 1.
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TABELA 1: relagio de amostras por espécie de primata ndo-humano (PNH) recebidas do
Zoo Brasilia.

Espécie Amostra Sangue Soro  Swab Esfregago Total

Alouatta sp
Alouatta belzebul

Alouatta caraya

o o o o
W k@

Alouatta seniculus

Mmoo o o W

Aotus nigriceps
Callicebus cupreus

Mo oWt Moo

.

Callithrix sp.
Callithrix geoffroyi
Callithrix penicillata
Cebus albifrons

-
-

Chiropotes satanas
Lagothrix cana
Leontopithecus chrysomelas
L eontopithecus rosalia

(=T = R = e R Y =
[N
o o o o o o

= W MR =

Lophocebus afermimus
Mico chrysoleucus
Saguinus bicolor

-

Saguinus imperator

- N Y I - T~
-

Saguinus niger

Saimiri boliviensis

Sapajus libidinosus

Sem identificagdo

Total 59

[= T = R R Y Y Y = T = T = O = T = T T = Y = T = T = R = T = T = T =
[ . T T 1 T I R O R

W o o
(=]
o

[
hlo oo w oo oo o

5]

42

=
2

4.3. Biologia molecular
Extraimos o DNA das amostras de sangue total, a partir de um kit comercial, e

swab conjuntival, a partir de adaptacdes de Benassi et al. (2017). Submetemos
as amosfras extraidas na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
na busca de DNA de tripanosomatideos utlizando os primers HSPTO
(Hemandez et al., 2014) e SSU561 (Noyes et al., 1996), bem como na busca por
DNA de T. cruzi utilizando os pnimers TCZ1/TCZ2 (Virreira et al., 2003; Moser et

al, 1989) e 121/122 (Fitzwater et al, 2008). Todas as amostras foram
submetidas a eletroforese para a identificacdo das amostras positivas.

5. RESULTADOS

Dos 59 PNH do estudo, extraiu-se o DNA de 20 amostras de sangue total e 5
amostras de swab conjuntival e, apos, submetidas & PCR. Destas, 15 PNH
apresentaram positividade para, ao menos, uma das técnicas moleculares.
Todos os detalhes estio descritos na TABELA 2.

TABELA 2: Resultado da PCR a partir das amostras extraidas de sangue total & swab
conjuntival dos primatas ndo-humanos (PNH) do Zoo Brasilia. As amostras foram
identificadas seguindo os dados recebidos nos tubos e dados de coleta enviados pelo
zoologico durante a coleta. Os campos sombreados apenas servem para facilitar a
visualizagdo dos resultados. Campos vazios representam auséncia de amostra.

Espécie Amostra* TCZUTCZ2 121122 HESP70 55U561

Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab

Alpuatta sp

6616 Michael 0 1 1} 1

6205 Bel 0 0 1 0

MNegdo 0 1 1] 0
Aotus nigriceps

Bracinho o 1 1 o] (1]

Cris 1] 1] 1 1] 1] 0 u]
Callicebus cupreus

- 0 0 1 0 1 0 0 0
Leonfopithecus chrysomelas

Sol 0 0 1 1 0 0 0 0
Saguinus bicolor

0636 1] 1 1] 1

- 0 1 1 1
Saguinus niger

Princesa 0 1 1 0 1 0 0 0
Sem identificacgo

Fenix 0 1 1} 0

Bingo 0 1 1] 0
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Joy 0 1 0 0
- 0 1 0 0
Lilica 0 1 0 0

Total 21 01 14 1 5 D 30

*. wdentificagao como recebida por nos. Apesar de solicitade, dguns registros ou vieram com dados informais de registo
ou ndo foram informados pela equipe do Zoo Brasilia.

Para as laminas de esfregago por extensdo, um Afouatta sp. (amostra ‘Negdo')

apresentou formas sugestivas de tripanosomas na microscopia.

6. DISCUSSAD
Nosso trabalho revela a presenca de tripanosomas nos PNH do Zoo Brasilia. O

fato de termos encontrado trechos de DNA de tripanosomas nas amostras de
sangue e swab conjuntival, aponta para a circulac3o do parasito no animal.
Apesar de haver a possibilidade de uma reagudizacio em alguns casos, também
& um indicativo de uma provavel infeccdo recente nestes animais, o que remete
para a possibilidade de que triatomineos tenham construido ninhos proximos ou

dentro destes recintos.

Nosso trabalho se soma a outros ja conduzidos no Zoo Brasilia, que ja
apontaram para a circulagdo de fipanosomas neste espaco, além da presenca
de triatomineos ja capturados em interiores de recintos de mamiferos (Minuzzi-
Souza et al., 2016; Reis et al., 2019), reforcando a ampla circulacdo tanto de
insetos vetores como dos parasitos entre esses animais.

Apesar de nossos trabalhos terem sido conduzides em PNH, o fato de termos
encontrado estes animais positivos pode indicar que a possivel presenca de
triatomineos pode colocar outros animais do Zoo Brasilia em situacdo suscetivel
a serem fonte sanguinea para estes insetos, ja que estes animais tendem a viajar
longe de seus ninhos de nidificacdo para alimentacdo (Lehane et al., 1992).

Conduzimos também sorolegia pela técnica de Reacdo de Imunoflucrescéncia
Indireta (RIF1) com as amostras de soro. Contudo, para esta técnica diagnosticas,
os animais foram negativos. Os dados completos podem ser vistos na tese

apresentada 8 FMB/Unesp.

7. RECOMENDACOES
MNossas recomendaces visam construir um elo entre os achados laboratoriais

conduzidos por nds e a manutencdo da sadde e bem-estar dos animais
envolvidos na pesquisa — os PNH —, bem como dos demais animais do zooldgico
que podem ser suscetiveis a infecclo, e, possivelmente, servir de reservatdrio
da doenga. Além disso, nossas recomendacdes sdo pensadas devido a intensa
atividade humana proximo ao zooldgico, tanto de moradia como de comércio,
bem como da circulagdo de animais domésticos, como os cdes, que também sdo

suscetiveis a infeccdo por tripanosomas.”

A equipe do zooldgico: recomendamos reforcar a limpeza e manutencéo tanto
dentro como fora dos recintos e locais onde os PNH vivem e dormem, afim de
restringir os possiveis locais de nidificacio destes insetos. Apesar destes insetos
serem, em sua maioria, de habitos noturnos, eles tendem a se esconder em
locais sombreados e protegidos do sol durante o dia. Recomendamos a
constante limpeza e observaco em locais que apresentam estas caracteristicas.
Em caso de encontrar insetos triatomineos, estes devem ser encaminhados ao

centro de controle de vetores.

Ao centro de controle de vetores: recomendamos realizar buscas ativas em
recintos (dentro e fora destes espacgos), bem come por provaveis pentos de
nidificagio, como serrapilheira, pequenas construges cercadas de vegetacio
ao entorno e na propria vegetacdo. E sabido que triatemineos constroem ninhos
em palmeiras e demais arvores de porte semelhante. E necessario
monitoramento constante destas plantas, visto que elas sio constantemente
utilizadas como omamentacdo. Isso inclui a busca ativa por triatomineos em
espacos ao reder do zooldgico, visto que os insetos podem construir ninhos em
outros espacos e voar durante a noite para dentro do zooldgico para se alimentar
dos animais. Em caso de encontrar insetos triatomineos, recomendamos realizar
uma busca por tripanosomas para verficar se ha manutencde dos parasitos no
ambiente.
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A secretaria de meio ambiente: construir um plano de busca constante no
municipio, em parceria com outros orgdos municipais e estadual, visando a

busca dos tiatomineos por toda a extensio do municipio.

Sabemos que podera haver limitagdes quanto a aplicabilidade destas
recomendagdes. Contudo, a simples manutenc3o da limpeza e atencdo nos
recintos dos animais do zooldgico irdo colaborar enormemente para reduzir a
transmissdo de tripanosomas aos PNH, bem como para os demais animais do
zoolégico, o que indiretamente contribuira também para a prevencio de doencas
aos seres humanos que co-habitam com estes animais durante suas atividades

laborais e & populacdo circulante dentro e ao entormno do Zoo.

8. AGRADECIMENTOS
Agradecemos a toda a equipe do Zoo Brasilia pela colaboracdo pela coleta das
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1. A QUEM SE DESTINA
Este documento & destinade a equipe técnica responsavel pelo manejo de

animais, em especial aos primatas ndc-humanos, alves deste relatorio, do
Parque Municipal Quinzinho de Barros, bem como para a Secretaria de Meio
Ambiente e o Centro de Controle de Vetores da cidade de Sorocaba, SP.

Apresentamos dados ainda no publicados e sua divulgacdo ndo deve ser
realizada sem a anuéncia dos autores deste relatorio, vedada apenas a
circulacdo interna. Todos os detalhes da pesquisa podem ser lidos na integra na
tese apresentada a Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB - UNESP, a qual
estara disponivel no Repositdrio da UNESP.

2. RESUMO
A emergéncia e reemergéncia de doencas afetam ndo somente os humanos,

mas também os animais, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro.
Em parceria com o Zoo Sorocaba, investigamos a presenca de tripanosomas,
entre os quais os causadores da doenca de Chagas, a partir de amostras de
primatas ndo-humanos pertencentes ao plantel do zoolagico. Nossos achados
apontam para uma ampla circulacdo de fripanosomas entre os primatas
estudados, além de sustentar a hipétese da presenca de insetos vetores
(triatomineos) que estariam usando estes animais como fonte de sangue,
transmitindo os parasitos para estes animais. Nosso intuito & recomendar acdes
de busca ativa de triatomineos nos recintos e espagos proximos aos locais onde
os primatas estdo alocados, ja gue outras espécies animais do zooldgico podem
estar suscetiveis a infeccdo, além de que ninhos de nidificacdo destes insetos
nestes espacos podem oferecer riscos a salde da populagdo humana que reside

proximo ao zooldgico.

3. INTRODUGAO E OBJETIVOS
Os tnpanesomas sdo protozoanos de grande interesse médico e vetennario. O

mais conhecide deles, Trypanosoma cruzi é o causador da doenga de Chagas,
enfermidade de atinge cerca de 5 milhdes de pessoas apenas no Brasil
(Ministério da Saade, 2019).

Os animais silvestres, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro,
também sdo suscetiveis 4 infecgdo por tripancsomas, sendo expostos
principalmente ao entrarem em contato com triatomineos, insetos que utilizam
de mamiferos para obten¢do de sangue (Ministério da Salide, 2019). Dezenas
de espécies de triatomineos ja foram identificadas no pais, muitas das quais
conseguem transmitir o parasito (Fiocruz, 2014).

Os primatas ndc-humanos (PNH) sdo naturalmente suscetiveis a infecgdo por
tripanosomas (Ziccardi et al., 2000; Philipp e Purcell, 2005) e a busca nestes
animais serve como um indicativo da circulag3o do parasito no ambiente e, de

forma indireta, pode indicar a presenca de insetos vetores nestes espacos.

Assim, conduzimos pesquisa na busca por tripanosomas em amostras de PNH
em parceria com o Parque Municipal Quinzinho de Barros (Zoo Sorocaba), na
finalidade de identificar os animais positivos e suscetiveis, além de criar

recomendacdes para a equipe do zooldgico e demais responsaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Questdes de ética .
Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Jilio de
Mesquita Filho™ (Unesp), Botucatu, Sdo Paulo, sob ndmero 1213/2017, além de
ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIQ), do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBig), drgée vinculade ao Ministéric do Meio Ambiente (MMA), sob ndmero
57382-3. A pesquisa também teve aprovacdo do Zoo Sorocaba, seguindo os
tramites internos da instituicdo.

4.2. Amostras

Recebemos, entre maio de 2017 a maio de 2019, amostras de sangue total,
swab conjuntival, soro e laminas de esfregaco por extensdo, de 48 PNH, come
descrito na TABELA 1.
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TABELA 1: relagio de amostras por espécie de primata ndo-humano (PNH) recebidas do
Zoo Sorocaba.

Espécie Amostra Sangue Soro Swab Esfregago Total
Alouatta caraya 5 5 5 5 20
Alouatta guaniba 4 4 4 4 16
Alouatta seniculus 3 3 3 3 12
Aotus trivirgatus 2 2 2 2 g
Afeles chamek 3 3 3 3 12
Ateles marginatus 11 10 1 1 43
Brachyteles arachnoides 4 4 4 4 16
Callicebus vierai 4 4 4 4 16
Callithrix jacchus 1 1 1 1 4
Cebus olivaceus 1 1 1 1 4
Chirapotes utahicki 1 1 1 1] 3
L eontopithecus chrysomelas 3 1] 3 3 ]
Papio hamadryas 2 2 1 1 B
Sapajus migritus 2 2 2 2 g
Sapajus xanthosternos 2 2 2 2 g
Total 45 45 44 47 45 185

4.3. Biologia molecular
Extraimos o DNA das amostras de sangue total, a partir de um kit comercial, e

swab conjuntival, a partir de adaptacdes de Benassi et al. (2017). Submetemos
as amostras extraidas na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
na busca de DNA de tripanosomatideos utilizando os primers HSPT0
(Hemandez et al., 2014) e SSU561 (Moyes et al., 1996), bem como na busca por
DNA de T. cruzi utilizando os primers TCZ1/TCZ2 (Virreira et al., 2003; Moser et
al, 1989) e 121122 (Fitzwater et al, 2008). Todas as amostras foram

submetidas a eletroforese para a identificacdo das amostras positivas.

5. RESULTADOS
Dos 48 PNH do estudo, extraiu-se o DNA de 48 amostras de sangue total e 44

amostras de swab conjuntival (trés amostras foram perdidas durante o trabalho)
&, apos, submetidas 3 PCR. Destas, 16 PNH apresentaram positividade para, ao

5

menos, uma das técnicas moleculares. Todos os detalhes estio descritos na
TABELA 2.

TABELA 2: Resultado da PCR a partir das amostras extraidas de sangue total e swab
conjuntival dos primatas n3c-humanos (PNH) do Zoo Sorocaba. As amostras foram
identificadas seguindo os dados recebidos nos tubos e dados de coleta enviados pelo
zoologico durante a coleta, Os campos sombreados apenas servem para facilitar a
visualizagio dos resultados.

Espécie Amostra TCZAMCZ2 1291122 HSP70 55U581

Sangue Swab Sangue Swab Sangue Swab  Sangue Swab

Aloustta caraya

3072 0 1 0 0

3rao 0 0 0 1 0 0 0 0

3rsz 0 0 0 1 1 0 0 0

1E32 1] 1] o 1] 1 (1] o 1]
Aloustta guariba

2694 0 0 0 0 1 0 0 0

3498 0 0 0 0 1 0 0 0

3841 0 0 1 0 1 0 0 0
Alouatta seniculus

2387 1] o 1 1] (1] o 1]
Ateles chamek

2283 0 0 1 1 1 0 0 0

2790 0 0 0 0 1 0 0 0
Ateles marginatus

3858 0 0 1 0 0 0 0

FSCF 1] o 1 1] (1] o 1]

FC1D 1] o 1 1] (1] o 1]

2FBB 0 0 1 0 i} 0 0
Brachyteles arachnoides

2CFC 0 0 0 1 1 0 0

3607 0 0 0 1 0 0 0 0
Total 16 1] 1] 3 9 8 1 o 1]
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6. DISCUSSAD
Nosso trabalho revela a presenca de tripanosomas nos PNH do Zoo Sorocaba.

O fato de termos encontrado trechos de DNA de tripaneosomas nas amostras de
sangue e swab conjuntival, aponta para a circulacdo do parasito no animal.
Apesar de haver a possibilidade de uma reagudizacdo em alguns casos, também
€ um indicativo de uma provavel infecco recente nestes animais, o que remete
para a possibilidade de que triatomineos tenham construido ninhos préximos ou

dentro destes recintos.

A Supenntendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) ja recebeu mais de 200
notificacies de triatomineos feitas em Sorocaba entre 2014 a 2015 (SUCEN,
2016}, reforcando a ideia da presenca de triatomineos dentro do zooldgico que,
no caso do Zoo Sorocaba, esta completamente inserido em ambiente urbano. E
sabido que triatomineos tendem a migrar para mais proximo de habitacfies
humanas em condi¢des adversas (Garrido et al., 2019), principalmente na busca
por novas fontes de alimentac3o, como animais domésticos e até mesmo o
humano (Lazzarn et al., 2013).

Apesar de nossos trabalhos terem sido conduzidos em PNH, o fato de termos
encontrado estes animais positivos pode indicar que a possivel presenca de
triatomineos pode colocar outros animais do Zoo Sorocaba em situacdo
suscetivel a serem fonte sanguinea para estes insetos, ja que estes animais
tendem a viajar longe de seus ninhos de nidificacdo para alimentacéo (Lehane
etal, 1992).

Conduzimos também buscas parasitologicas nas ldminas de esfregaco por
extensdo e sorologia pela técnica de Reacdio de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) com as amostras de soro. Contudo, para estas técnicas diagnosticas, os
animais foram negativos. Os dados completos podem ser vistos na tese
apresentada 4 FMB/Unesp.

7. RECOMENDAGOES
Nossas recomendagdes visam construir um elo entre os achados laboratoriais

conduzidos por nos e a manutencdo da salde e bem-estar dos animais
envolvidos na pesquisa — os PNH —, bem como dos demais animais do zoologico

7

que podem ser suscetiveis A infeccfo, e, possivelmente, servir de reservatario
da doenca. Além disso, nossas recomendacdes sdo pensadas devido a intensa
atividade humana préximo ao zooldgico, tanto de moradia como de comércio,
bem como da circulagdo de animais domésticos, como os cdes, que também sdo
suscetiveis a infeccdo por tripanosomas.”

A equipe do zoologico: recomendamos reforgar a limpeza e manutencdo tanto
dentro como fora dos recintos e locais onde os PNH vivem e dormem, afim de
restringir os possiveis locais de nidificacdo destes insetos. Apesar destes insetos
serem, em sua maioria, de habitos noturnos, eles tendem a se esconder em
locais sombreados e protegidos do sol durante o dia. Recomendamos a
constante limpeza e observacdo em locais que apresentam estas caracteristicas.
Em caso de encontrar insetos triatomineos, estes devem ser encaminhados ao

centro de controle de vetores.

Ao centro de controle de vetores: recomendamos realizar buscas ativas em

recintos (dentro e fora destes espagos), bem como por provaveis pontos de
nidificaco, como serrapilheira, pequenas construgdes cercadas de vegetacdo
a0 entormo e na propnia vegetacdo. E sabido que triatomineos constroem ninhos
em palmeiras & demais arvores de porte semelhante. E necessario
monitoramento constante destas plantas, visto que elas s3o constantemente
utilizadas como omamentacdo. Isso inclui a busca ativa por triatomineos em
espacos ao redor do zoologico, visto que os insetos podem construir ninhos em
outros espacos e voar durante a noite para dentro do zooldgico para se alimentar
dos animais. Em caso de encontrar insetos triatomineos, recomendamos realizar
uma busca por tripanosomas para verificar se ha manutencdo dos parasitos no
ambiente.

A secretaria de meio ambiente: construir um planoc de busca constante no

municipio, em parceria com outros érgdos municipais e estadual, visando a

busca dos triatomineos por toda a extens3o do municipio.

Sabemos que podera haver limitagdes quanto a aplicabilidade destas
recomendacdes. Contudo, a simples manutencio da limpeza e atenc3o nos
recintos dos animais do zoologico irdo colaborar enormemente para reduzir a
transmissdo de tripanosomas aos PNH, bem como para os demais animais do
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zooldgico, o que indiretamente contribuira também para a prevencdo de doencas
aos seres humanos que co-habitam com estes animais durante suas atividades

laborais e & populagdo circulante dentro e ao entormo do Zoo.

8. AGRADECIMENTOS
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1. A QUEM SE DESTINA
Este documento & destinade 4 equipe técnica responsavel pelo manejo de

animais, em especial aos primatas ndo-humanos, alvos deste relatorio, do
Zoolégico Municipal de Curitiba, bem como para a Secretana de Meio
Ambiente e o Centro de Controle de Vetores da cidade de Curitiba, PR.

Apresentamos dados ainda nfo publicados e sua divulgacio ndo deve ser
redlizada sem a anuéncia dos autores deste relatorio, vedada apenas a
circulacdo interna. Todos os detalhes da pesquisa podem ser lidos na integra na
tese apresentada & Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB - UNESP, a qual
estara disponivel no Repositdrio da UNESP.

2. RESUMO
A emergéncia e reemergéncia de doencas afetam ndo somente os humanos,

mas também os animais, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro.
Em parceria com o Zoo Curitiba, investigamos a presenca de tripanosomas,
entre os quais os causadores da doenca de Chagas, a partir de amostras de
primatas ndo-humanos pertencentes ao plantel do zoolégico. Nossos achados
apontam para uma ampla circulagdo de fripanosomas enfre os primatas
estudados, além de sustentar a hipétese da presenca de insetos vetores
(triatomineos) que estariam usando estes animais como fonte de sangue,
transmitindo os parasitos para estes animais. Nosso intuito & recomendar acdes
de busca ativa de triatomineos nos recintos e espagos proximos aos locais onde
os primatas estio alocados, ja gue outras espécies animais do zoologico podem
estar suscetiveis a infeccdo, além de que ninhos de nidificacdo destes insetos
nestes espacos podem oferecer riscos a salde da populagdo humana que reside

praxime ac zooldgico.

3. INTRODUGAO E OBJETIVOS
Os tripanosomas sdo protozoarios de grande interesse médico e veterinario. O

mais conhecido deles, Trypanosoma cruzi é o causador da doenca de Chagas,
enfermidade de atinge cerca de 5 milhdes de pesscas apenas no Brasil
(Ministério da Sadde, 2019).

Os animais silvestres, tanto os de vida livre como os mantidos em cativeiro,
também s3o suscetiveis & infeccdo por tripancsomas, sendo expostos
principalmente ao entrarem em contato com triatomineos, insetos que utilizam
de mamiferos para obtencdo de sangue (Ministério da Sadde, 2019). Dezenas
de espécies de tratomineos ja foram identificadas no pais, muitas das quais

conseguem transmitir o parasito (Fiocruz, 2014).

Os primatas ndco-humanos (PNH) sdc naturalmente suscetiveis a infeccdio por
tripanosomas (Ziccardi et al., 2000; Philipp e Purcell, 2005) e a busca nestes
animais serve como um indicativo da circulagdo do parasito no ambiente e, de

forma indireta, pode indicar a presenca de insetos vetores nestes espacos.

Assim, conduzimos pesquisa na busca por tripanosomas em amostras de PNH
em parceria com o Zoologico Municipal de Cuntiba (Zoo Curitiba), na finalidade
de identificar os animais positivos e suscetiveis, além de criar recomendacdes

para a equipe do zooldgico e demais responsaveis.

4. METODOLOGIA

4.1. Questdes de ética .
Esse frabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica ne Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina (FMB) da Universidade Estadual Paulista “Jilic de
Mesquita Filho™ {(Unesp), Botucatu, Sdo Paulo, sob nimero 1213/2017, além de
ter sido aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacio em Biodiversidade
(SISBIO), do Instituto Chico Mendes de Conservaco da Biodiversidade
(ICMBio), orgdo vinculado ao Ministério do Meio Ambiente (MMA), sob nimero
57382-3. A pesquisa também teve aprovagdo do Zoo Curtiba, seguindo os
tramites internos da instituicdo.

4.2. Amostras

Recebemos, entre maio de 2017 a maio de 2019, amostras de sangue total,
swab conjuntival, soro e [dminas de esfregaco por extensdo, de 48 PNH, como

descrito na TABELA 1.
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TABELA 1: relagiio de amostras por espécie de primata ndo-humano (PMH) recebidas do
Zoo Curitiba.

Espécie Amostra Sangue Soro Swab Esfregago Total
Ateles chamek g8 8 2 g 26
Callithrix penicillata s 4 5 4 18
Saimin sciureus 1 1 1 1 4
Sapajus apella 3 3 3 3 12
Sem identificagdo 1 1 1 1 4
Total 18 18 17 12 17 &4

4.3. Biologia molecular
Extraimos o DNA das amostras de sangue total, a partir de um kit comercial, e

swab conjuntival, a partir de adaptacdes de Benassi et al. (2017). Submetemos
as amostras extraidas na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
na busca de DNA de tripanosomatideos utilizando os primers HSPTO
(Hernandez et al., 2014) e SSU5S61 (Noyes et al., 1996), bem como na busca por
DMA de T. cruzi utilizande os prnimers TCZ1/TCZ2 (Virreira et al., 2003; Moser et
al, 1989) e 121122 (Fitzwater et al, 2008). Todas as amostras foram
submetidas a eletroforese para a identificacdo das amostras positivas.

5. RESULTADOS

Dos 18 PNH do estudo, extraiu-se o DNA de 18 amostras de sangue total e 12
amostras de swab conjuntival (trés amostras foram perdidas durante o trabalho)
e, apos, submetidas a PCR. Destas, 11 PNH apresentaram positividade para, ao
menos, uma das técnicas moleculares. Todos os detalhes estio descritos na
TABELA 2.

TABELA 2: Resultado da PCR a partir das amostras extraidas de sangue total e swab
conjuntival dos primatas nao-humanos (PMH) do Zoo Curitiba. As amostras foram
identificadas seguindo os dados recebidos nos tubos e dados de coleta enviados pelo

zoologico durante a coleta. Os campos sombreados apenas servem para facilitar a
visualizagio dos resultados.

Espécie  Amostra® TCZUTCZ2 1211122 HSPT0 S5US61

Sangus Swab Sangue Swab Sangue Swab Samgue Swab
Ateles chamek

267433 0 1 0 0

289626 0 1 0 0

208968 0 1 0 0

168072 0 1 0 0

284776 il 1 i 0

203935 il 1 i 0

287039 0 0 1 0 i 0 0 il

290566 0 0 0 0 0 1 0 0
Callithrix peniciliata

030027 0 0 i 1 0 0 0 i
Sapajus apella

427872 il 0 0 1 1 0 0 0
Sem identificaciio

052567 0 0 0 0 0 0 0 1
Total 1 0 0 7 2 1 1 0 1
6. DISCUSSAO

Nosso trabalho revela a presenca de tipanosomas nos PNH do Zoo Curitiba. O
fato de termos encontrado trechos de DNA de tripanosomas nas amostras de
sangue e swab conjuntival, aponta para a circulacdo do parasito no animal.
Apesar de haver a possibilidade de uma reagudizacdo em alguns casos, também
€ um indicativo de uma provavel infeccdo recente nestes animais, o que remete
para a possibilidade de que triatomineos tenham construido ninhos préximos ou

dentro destes recintos.

O estado do Parana possui um longo historico de doencga de Chagas crdnico em
sua populacdo e, apesar de Curtiba nio apresentar casos da doenca, a
constituicdo paisagistica do estado & propicia para a manutencdo do vetor no
ambiente (Ferro e Silva et al., 2018). Com clima mais ameno e uma das capitais
com meédias de temperaturas mais baixas do Brasil, o triatomineo tende a
nidificar em pontos proximos de onde obtém o seu alimento, evitando voar para
longas distancias para alimentacao (Lehane et al., 1992), o que pode indicar que
os ninhos de triatomineos possam estar proximos ou dentro des recintos dos
animais amostrados.
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Apesar de nossos trabalhos terem sido conduzidos em PNH, o fato de termos
encontrado estes animais positivos pede indicar que a possivel presenga de
triatomineos pode colocar outros animais do Zoo Curitiba em situagdo suscetivel
a serem fonte sanguinea para estes insetos, ja que estes animais tendem a viajar

longe de seus ninhos de nidificacdo para alimentacdo (Lehane et al., 1992).

Conduzimos também buscas parasitoldgicas nas ldminas de esfregaco por
extensdo e sorologia pela técnica de Reacdo de Imunoflucrescéncia Indireta
(RIFI) com as amostras de soro. Contudo, para estas técnicas diagnosticas, os
animais foram negativos. Os dados completos podem ser vistos na tese

apresentada 4 FMB/Unesp.

7. RECOMENDACOES
Nossas recomendagdes visam construir um elo entre os achades laboratoriais

conduzidos por nos e a manuten¢do da salde e bem-estar dos animais
envolvidos na pesquisa — os PNH —, bem como dos demais animais do zooldgico
que podem ser suscetiveis a infeccio, e, possivelmente, servir de reservatério
da doenca. Além disso, nossas recomendacdes sdo pensadas devido a intensa
atividade humana préximo ao zoolégico, tanto de moradia como de comércio,
bem como da circulacdo de animais domésticos, como os cies, que também sdo
suscetiveis a infeccdo por tripanosomas.”

A equipe do zoolégico: recomendamos reforgar a limpeza e manutengio tanto
dentro como fora dos recintos e locais onde os PNH vivem e dormem, afim de
restringir os possiveis locais de nidificac 3o destes insetos. Apesar destes insetos
serem, em sua maioria, de habitos notumos, eles tendem a se esconder em
locais sombreados e protegidos do sol durante o dia. Recomendamos a
constante limpeza e observacéo em locais que apresentam estas caracteristicas.
Em caso de encontrar insetos triatomineos, estes devem ser encaminhados ao

centro de controle de vetores.

Ao centro de controle de vetores: recomendameos realizar buscas ativas em
recintos (dentro e fora destes espagos), bem como por provaveis pontos de
nidificacdo, como serrapilheira, pequenas construgdes cercadas de vegetacdo
ao entorno e na propria vegetacdo. E sabido que triatomineos constroem ninhos

7

em palmeiras e demais arvores de porte semelhante. E necessario
monitoramento constante destas plantas, visto que elas s3o constantemente
utiizadas como omamentacdo. Isso inclui a busca ativa por triatomineos em
espagos ao redor do zooldgico, visto que os insetos podem construir ninhos em
outros espacos e voar durante a noite para dentro do zoolégico para se alimentar
dos animais. Em caso de encontrar insetos triatomineos, recomendamos realizar
uma busca por tripanosomas para verificar se ha manutencdo dos parasitos no
ambiente.

A secretaria de meio ambiente: construir um planc de busca constante no

municipio, em parcernia com oufros orgdos municipais e estadual, visando a

busca dos triatomineos por toda a extenso do municipio.

Sabemos que podera haver limitacdes quanto a aplicabilidade destas
recomendagdes. Contudo, a simples manutencdo da limpeza e atencdo nos
recintos dos animais do zooldgico irdo colaborar enormemente para reduzir a
transmissdo de tripanosomas aos PNH, bem como para os demais animais do
zooldgico, o gue indiretamente contribuira também para a prevencio de doencas
aos seres humanos que co-habitam com estes animais durante suas atividades

laborais e & populacdo circulante dentro e ao entorno do Zoo.
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