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FERREIRA, G. C. Infeccédo por Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em macacos-prego
(Sapajus spp.) mantidos em cativeiro. 27 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina

Veterinaria de Aracgatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

Os animais da Ordem Primata sdo muito susceptiveis as infeccdes parasitarias. Este
estudo foi desenvolvido com o objetivo de investigar a ocorréncia de Giardia spp. e
Cryptosporidium spp. em macacos prego mantidos em cativeiro. Amostras fecais de 50
macacos-pregos foram processadas pela Técnicas de Faust e por meio da coloracdo negativa
de verde malaquita. Os resultados obtidos nesse experimento foram submetidos a analise
estatistica pelo teste qui-quadrado com correcdo de yates, para verificar a associacdo desses
enteroparasitos em relagdo ao género. Assim, foi observado que néo houve correlagdo entre o
sexo dos macacos e a presenca dos protozoarios supramencionados. Importante evidenciar
que quatro amostras foram positivas para Giardia spp. € 12 amostras para Cryptosporidium
spp. Assim, nds observamos a liberacdo de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. em amostras fecais de macacos pregos assintomaticos mantidos em

cativeiro.

Palavras-chave: Giardia spp. Cryptosporidium spp. Macaco-prego.



FERREIRA, G. C. Infection by Giardia spp. and Cryptosporidium spp. capuchin monkeys
(Sapajus spp.) kept in captivity. 27 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Animals of the Primate Order are very susceptible to parasitic infections. This study was
developed with the objective of investigating the occurrence of Giardia spp. and
Cryptosporidium spp. in capuchin monkeys kept in captivity. Fecal samples from 50 capuchin
monkeys were processed by Faust's Techniques and negatively stained with malachite green.
The results obtained in this experiment were submitted to statistical analysis using the chi-
square test with Yates correction, to verify the association of these enteroparasites in relation
to gender. Thus, it was observed that there was no correlation between the sex of the monkeys
and the presence of the aforementioned protozoa. It is important to highlight that four samples
were positive for Giardia spp. and 12 samples for Cryptosporidium spp. Thus, we observed
the release of Giardia spp. and oocysts of Cryptosporidium spp. in fecal samples from

asymptomatic capuchin monkeys kept in captivity.

Keywords: Giardia spp. Cryptosporidium spp. Capuchin monkey.
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1 INTRODUCAO

A vida selvagem tem sido comumente infectada por doencas parasitarias
gastrointestinais nas Ultimas décadas, e achados em Primatas selvagens ou em populacdes de
cativeiros. Além disso, a fragmentacdo do habitat é considerada impactante na conservacao de
Primatas, e também o consumo de carne de animais selvagens, caca esportiva e turismo
podem gerar 0 aumento da proximidade entre esses animais e humanos e gera elevacdo na
carga parasitaria desses animais que podem facilitar a transmissdo de parasitos até para
humanos e vice-versa (KEATTS et al., 2021).

Os Primata sd@o animais muito susceptiveis as infeccfes parasitarias, devido a sua
relacdo social, frequentemente em grupos e interacdo entre individuos, facilitando a
transmissao desses agentes patogénicos, podendo ser prevalentes em areas modificadas por
acao do homem (MACINTOSH et al., 2012).

Devido as complexidades nas técnicas e comités de éticas, relacionadas a captura e
manejo dessas espécies, as pesquisas se concentraram nos estudos de parasitismo intestinal
em espécimes mantidos em cativeiro (ZANZANI et al., 2016). As interagdes taxondémicas
entre seres humanos e macacos favorecem a transmissao de parasitos entre eles e expande as

chances de ocorréncia de eventos de transmissdo (MUADICA et al., 2020).

O enteroparasito Giardia duodenalis, também denominado de Giardia intestinalis ou
Giardia lamblia € um dos patégenos mais comuns de importancia zoonotica, pois infectam
humanos, animais domésticos e selvagens, incluindo os de vida livre ou em cativeiro (FENG;
XIAO, 2011). Por exemplo, a presenca de Giardia duodenalis encontradas em Primatas, se
deve a locais em que 0 com contato entre essas duas espécies € mais intenso (MARTIN-
SOLANO et al., 2017). Anualmente, s&o notificados 250 a 300 milhdes de casos sintomaticos
de giardiase em humanos (CACCIO et al., 2018).

A criptosporidiose € uma zoonose parasitaria que causa diarreia em humanos, animais
de producdo e em Primatas, os surtos de infeccdo sdo transmitidos por agua e alimentos
(GIBSON; STRIEPEN, 2018; INNES et al., 2020). Globalmente, mais de 550 surtos de
origem hidrica e alimentar foram associados a criptosporidiose (EFSTRATIOU et. al., 2017;
RYAN; HIJJAWI; XIAO, 2018). De fato, varias espécies de Cryptosporidium spp. que
infectam humanos também foram identificadas em Primatas na Asia, América e Africa
(NIZEYI; CRANFIELD; GRACZYK, 2002; YE et al., 2014).
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Deste modo, no presente estudo, nds investigamos a ocorréncia das infeccdes por

Giardia spp. e Cryptosporidium spp. em macacos-prego (Sapajus spp.).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Género Giardia spp.

Atualmente, considera-se que o género Giardia apresenta sete espécies diferentes:
Giardia agilis (Anfibios), Giardia ardeae (Aves), Giardia psittaci (Aves), Giardia muris
(Roedores), Giardia microti (Roedores), Giardia peramelis (marsupiais) e Giardia duodenalis
(Mamiferos). Devido ao seu carater zoon6tico, diversos estudos tem sido direcionados a
espécie Giardia duodenalis, a qual apresenta oito ‘“assemblages”, A (mamiferos), B
(mamiferos), C (canideos), D (canideos), E (ungulados), F (gatos), G (roedores) e H
(pinipides), sendo que os tipos A e B acometem os humanos (CACCIO; LALLE; SVARD,
2018; CERTAD et al., 2017).

A G. duodenalis é a Unica encontrada em humanos, com distribuicdo global, sendo
que 20 a 30 % em paises em desenvolvimento e 2 a 5 % em desenvolvidos, através da
veiculacdo hidrica com 142 surtos no mundo (30 mil casos confirmados) (LASEK-
NESSELQUIST; WELCH; SOGIN, 2010).

A sintomatologia é variavel em muitos casos sendo assintomatica, porem dependem
do estado imune e nutricional e a idade do hospedeiro, doses infectantes e a viruléncia da
cepa, € 0s sintomas surgem apds 2 semanas, a adesdo a mucosa intestinal causa diversos
danos, levando a alteragcBes na absorcdo de glicose, da agua e dos eletrdlitos (ALI; HILL,
2003; SCOTT et al., 2002).

Os sinais clinicos geralmente se caracterizam por fezes pastosas, fétidas ou diarreicas,
muco, esteatorreia, desidratacdo e emagrecimento. A resolu¢do do quadro pode ocorrer em
poucos dias a algumas semanas, mas em alguns casos, principalmente filhotes, ha tendéncia
da infecgdo se tornar cronica (DURIGAN et al., 2014).

Giardia spp. tem um ciclo de vida monoxeno e a transmisséo é oral-fecal, mediante
ingestdo de agua e alimentos contaminados com cistos (ADAM, 2001). Os mecanismos
patogénicos sdo pouco elucidados, embora evidéncias indiquem que estdo relacionados a
quantidade de protozoarios que colonizam o intestino delgado e da variacdo de viruléncia
entre as cepas (COTTON; BEATTY; BURET, 2011). Apos a infeccdo, o cisto sofrera
desencistamento pela acdo do acido cloridrico e das enzimas pancreaticas, liberando dois

trofozoitos que irdo se aderir a superficie dos epitélios nas microvilosidades do intestino
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delgado, ocasionando encurtamento e atrofia das mesmas. Como consequéncia, havera
prejuizos na atividade enzimatica, especialmente das dissacaridases, com diminuicdo da
funcdo digestiva e de absorcao intestinal (PATOJA et al., 2019).

Medidas gerais de controle de Giardia spp. incluem a protecdo da dgua de provavel
contaminacéo e fervura antes do consumo nas situacées em que ndo for submetida a todas as
etapas de tratamento. Ademais, recomenda-se a remocdao diaria das fezes e desinfeccao a base
de amodnia quaternaria ou hipoclorito de sddio a 5%, juntamente com a desinfeccdo fisica
(“vassoura de fogo™) do ambiente (LALLO et al., 2009).

2.2 O Género Cryptosporidium spp.

A partir de 1980, o protozoario Cryptosporidium spp. foi reconhecido como
importante agente de contaminacdo, tornando-se um fator preocupante em salde publica,
principalmente em portadores da Sindrome da Imunodeficiéncia Adiquirida e
imunossuprimidos (KARANIS et al., 2007; PERALTA et al., 2016). Parasito intracelular que
também se localiza na superficie das microvilosidades intestinais dos vertebrados
(CHALMERS; KATZER, 2013; KARANIS et al., 2007; XIAO, 2010).

Embora muitas espécies tenham sido descritas até o momento, € atribuido ao
Cryptosporidium parvum a maior patogenicidade entre os mamiferos, incluindo os humanos.
O sequenciamento de DNA permitiu a classificacdo de um total de sete gendtipos de C.
parvum, encontrados em bovinos, humanos, camundongos, suinos, marsupiais, caes e furbes
(LALLO; BONDAN, 2006).

Os oocistos de Cryptosporidium variam em tamanho, sdo esféricos e contém em seu
interior quatro esporozoitos livres. Sdo altamente resistentes as condi¢cGes ambientais e & a¢do
de produtos quimicos, em decorréncia de uma espessa barreira protetora, constituida por
dupla camada de lipoproteinas e carboidratos (HASSAN et al., 2021).

O tamanho dos oocistos de Cryptosporidium spp. apresenta-se pequeno (4 a 6 um de
diametro) e este sobrevive aos mais variados metodos usados em tratamentos de agua, e pode
ser capaz de alcancar grande parte da populacdo (AGULLO-BARCELO et al., 2014).

Cada oocisto de Cryptosporidium spp. possui quatro esporozoitos que serdo liberados
apos a excistacdo e vdo invadir a borda luminal da célula epitelial do hospedeiro, provocando

alteracGes na arquitetura das microvilosidades, sendo que este € um parasito intracelular extra-
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citoplasmatico dentro de um vactolo parasitoforo aderido a membrana apical da célula
(BOUZID et al., 2013; SMITH et al., 2007). Estes realizam reproducdo assexuada
(merogonia) e sexuada (gametogonia) gerando novos oocistos que serdo eliminados nas fezes
ou que sofrerdo excistagdo ainda no interior do hospedeiro e iniciardo um novo ciclo, em
razdo disso, baixas doses infectantes sdo suficientes para a infeccdo (THOMPSON; KOH;
CLODE, 2016).

Em individuos imunocomprometidos, a deficiéncia do sistema imune leva ao quadro
de cronicidade da doenca, podendo ocorrer o ébito devido a desidratacdo provocada pelo
estado diarreico (CACCIO et al., 2018). A criptosporidiose pode causar apoptose nos epitélios
intestinais, sendo este um dos possiveis responsaveis pela colangite esclerosante, uma
complicacdo da doenca na forma biliar. Além disso o envolvimento pulmonar foi relatado,
contudo o seu significado clinico permanece incerto (CHALMERS; KATZER, 2013).

Vérias sdo as técnicas laboratoriais utilizadas para identificar os oocistos de
Cryptosporidium spp. Na coloracdo negativa de Verde Malaquita, rotineiramente utilizada,
formas evolutivas deste parasito séo observadas como estruturas brilhantes, envoltas por um
fundo verde (ELLIOT; MORGAN; THOMPSOM, 1999).

2.3 Macacos-prego

Os Primatas podem ser divididos em simios (25% dos taxons), macacos (70% dos
taxons) e Primatas grandes (5% dos taxons). Sua distribuicéo € tropical: a maioria (90%) esta
localizada entre Trépico de Capricornio e Tropico de Céancer. Brasil e Madagascar sé@o 0s
paises mais ricos de diversidade em espécies de Primatas (214 espécies no total para ambos)
(RYLANDS; MITTERMEIER, 2014).

Sobre os dois géneros das familias Cebidea: Cebus spp. e Sapajus spp. Os membros do
género Cebus também sdo chamados de macacos-prego graciosos ou sem tufos. Eles sdo mais
esguios e de membros mais longos que 0s Sapajus, que sdo mais robustos e compactos. Esta é
a razdo pela qual nés tambeém se referimos a eles como macacos-pregos mais “robustos” ou
“tufados” (SOUVIGNET et al., 2019).

O género Cebus spp. é composto por sete espécies que vivem em praticamente em
todos os tipos de florestas neotropicais e das quais seis ocorrem no Brasil, como os Cebus
albifrons, C. apella e C. olivaceus que ocorrem na Floresta Amazonica, o C. nigritus e C.
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xanthosternos na Mata Atlantica, enquanto C. libidinosus ocorre na Caatinga, no Cerrado e na
Mata Atlantica (JERUSALINSKY et al., 2010).

Na regido sudeste do Brasil, € mais comum a espécie Sapajus nigritus que sdo grandes
com tufos de pelos em forma de chifre em ambos os lados da cabeca nas témporas,
principalmente na coloragéo preta ou marrom escuro com avermelhado ou amarelo-fulvo nas
partes inferiores. Possuem rosto claro, coroa escura e cauda preta, bem desenvolvidos em
adultos. Apresentam uma dieta de frutos, folhas, sementes, raizes e presas animais (insetos e
pequenos vertebrados). Vivem geralmente em grupos de 12 a 17 individuos, mas € possivel
observar até 35 integrantes (SOUVIGNET et al., 2019).

O tamanho do corpo médio dentre 0s esses Primatas neotropicais, vai do comprimento
total da cabega e corpo, que varia de 350 a 488 mm e o da cauda, de 375 a 554 mm (RODER;
TIMMERMANS, 2002). Apresentam dimorfismo sexual no tamanho, sendo os machos
adultos maiores que as fémeas. Possuem um corpo robusto e uma cauda semi-preénsil,
desprovida da porcdo distal nua e da habilidade de se agarrar em arvores (FRAGASZY et al.,
2004).

Possuem uma mandibula robusta e dentes grandes e compactos que sdo bem
adaptados ao seu forrageio extrativo, o qual se caracteriza pela exploracdo de recursos
alimentares de dificil acesso e que exigem uma maior habilidade para a sua aquisicao
(ANDERSON; AWAZU; FUJITA, 2000; FRAGASZY et al., 2004).

Suas maos sdo muito manipulativas e ageis e seus polegares sdo pseudo-oponiveis,
caracteristicas que também facilitam o forrageio extrativo, além do uso de ferramentas.
Estudos recentes tém mostrado que Cebus spp. s@o 0s unicos macacos do Novo Mundo
capazes de utilizar ferramentas na natureza a fim de facilitar a exploracdo dos recursos
(MOURA,; LEE, 2004). Possuem o maior tamanho relativo de cérebro dentre os macacos do
Novo Mundo, o qual é considerado grande em relagdo ao seu tamanho de corpo (GOMES;
BICCA-MARQUES, 2012).

Estudos filogenéticos recentes demonstraram que na era do pleistoceno com o
derretimento dos andes e o surgimento do rio amazonas, 0S macacos pregos que se encontram

ao sul do rio amazonas até a Argentina sdo do género Sapajus (LIMA et al., 2017).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Declaracéo De Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba (FOA) da Universidade Estadual Paulista (UNESP)
n°® 00589-2018 (Anexo A) bem como pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade- SISBIO n° 65508-1.

3.2 Delineamento dos grupos experimentais

O grupo amostral constitui de 50 macacos pregos adultos, sendo 24 fémeas e 26
machos, localizados no Nucleo de Procriacdo de Macacos-Prego nas dependéncias da
Faculdade de Odontologia do Municipio de Aracatuba — SP (FOA-UNESP). Estes animais
eram mantidos em gaiolas suspensas do chdo, de inox individuais, com laterais de chapa
perfurada, distanciadas de cinco cm a oito cm por uma a outra com chapas a um metro e meio
do chdo. A alimentacéo se baseia em diversas frutas, ovos e racdo comercial para pets, onde €
oferecido uma grande quantidade aproximadamente de duas vezes ao dia para a necessidade
energética desses Primatas.

Um registro de varidveis foi elaborado, incluindo-se dados como sexo e faixa etéria de
cada animal e um questionario foi aplicado, abordando principalmente o sistema de manejo,
como por exemplo a apresentacdo de alguns sinais clinicos ou se tinha tomado algum
medicamento anti-parasitario e também a origem dos alimentos e o fornecimento de agua para

esses animais.
3.3 Coleta e processamento das amostras fecais

O referido material foi coletado dos fundos da gaiola, onde foi forrado com
plastico para ndo ter contato direto com o chdo, sendo armazenado em coletores universais,
com diluicdo em solucdo de dicromato de potassio, e transportado em caixa de isopor com
gelo até o local do processamento.

Posteriormente estas amostras foram submetidas a purificacdo e analise

microscopica, por meio da técnica de Faust et al. (1938), a fim de identificar a existéncia de
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cistos de Giardia spp. e pela técnica de coloracdo negativa com verde malaquita (ELLIOT;
MORGAN; THOMPSOM, 1999) para a pesquisa de oocistos de Cryptosporidium spp.

3.4 Forma de analise dos resultados

A andlise estatistica descritiva foi efetuada por meio do célculo de porcentagem e pela
analise Qui Quadrado com correcdo de Yates, para verificar associa¢do entre os resultados
dos testes empregados e das variaveis dos sexos dos animais, sendo adotado o nivel de

significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

Nos detectamos entre os 50 animais, que quatro e 12 amostras foram positivas para
Giardia spp., e Cryptosporidium spp., respectivamente, pelas Técnicas de Faust e coloracao
negativa de verde malaquita. Todos os macacos apresentam consisténcia e coloracdo fecal de
aspecto normal.

Entre os 50 macacos pregos do estudo, quatro machos (8%) e uma fémea adultas (2%)
foram positivas em relacdo a infeccdo por Giardia spp. e sete machos (14%), e cinco fémeas

adultos (10%) adultos estavam infectados por Cryptosporidium spp. (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem da ocorréncia da infecgéo de Giardia spp. e Cryptosporidium spp.

Giardia spp. Cryptosporidium spp.
Macho Fémea Macho Fémea
Positivo 8% 2% 14% 10%
Negativo 44% 46% 38% 42%
P-valor 0,3958 0,8632

Fonte: Elaboracédo do autor.

Importante notar que ndo houve diferenca significativa entre os géneros sexuais dos
animais com os resultados positivos para os referendos protozoarios. Também ndo é

considerado significativa a correlagdo com a faixa etéria dos Primatas (P < 0,05).
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5 DISCUSSAO

NOs observamos a liberacdo de oocistos de Cryptosporidium spp e cistos de Giardia
spp. em amostras fecais de macacos pregos assintomaticos mantidos em cativeiro. Os
macacos do nosso estudo apresentaram fezes com consisténcia normal e eram aparentemente
saudaveis. No entanto, estavam liberando oocistos e cistos no ambiente e isso pode ser
considerado um possivel risco a salde de quem os trata ou manipula. Importante mencionar
que € escassa a informacdo € disponivel sobre a sintomatologia da infeccdo em macacos
(MUADICA et al., 2020).

Os sinais clinicos destas doencas parasitarias ndo foram demonstrados para Primatas,
mas tem sido relatada a importancia desta zoonose, que pode ocorrer principalmente em
pacientes com ou contato indireto com esses animais, resultando em desconforto abdominal,
diarreia, gastroenterite e anorexia (ASSIS et al., 2013; GUERRA et al., 2020).

Os macacos podem ser infectados por meio da ingestdo de &gua ou alimentos
contaminados, higienizacdo inadequada ou a até mesmo, pela agua, uma vez que ela é
fornecida, via encanamento e mangueira.

A &gua fornecida aos macacos-prego de todos os criatérios € através de varias
mangueiras que vai pra cada gaiola individual e provém do sistema de tratamento hidrico do
Municipio de Aragatuba-SP, a qual, recebe o mesmo tratamento realizado no Brasil onde é
feito por meio de um processo de floculagdo de detritos, filtragens e cloracdo da agua. Mas o
cloro adicionado a agua ndo é o método profilatico ideal para alguns protozoarios, como
Giardia spp. e Cryptosporidium spp., 0 que pode permitir a contaminagdo da &gua
(GORCEA; NECULICIOIU; JUNIE, 2020).

A prevaléncia de Giardia spp. foi de 10%, e 24% de Cryptosporidium spp. em nosso
trabalho, e maior porcentagem em macacos pregos machos. 1sso se deve a um dimorfismo
sexual no peso corporal de 24% de vantagem para 0s machos, apresentando um sistema
digestdrio maior que o das fémeas, ingerindo assim maior quantidade de alimentos (exceto
Sapajus libidinosus) (MITTERMEIER; RYLANDS:; WILSON, 2013).

As amostras positivas para os referidos protozoarios ndo diferiram significativamente
entre os sexos dos macacos. A infeccdo por parasitos gastrintestinais depende do nivel da
infeccdo e do nimero de vezes que 0s macacos sdo expostos a parasitos, independentemente

da faixa etaria e do sexo. Neste contexto, a presenca dos parasitos ocorre porque os Primatas
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sd0 animais sociais e andam em grupos, propiciando a transmissdo entre eles (HOUMSOU et
al., 2019).

Sendo assim, podemos salientar a importancia da realizacdo de exames
coproparasitologicos periodicos, visto que macacos e humanos possuem um parentesco

filogenéticos muito proximo, podendo favorecer a transmisséo de parasitos entre eles.
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6 CONCLUSAO

NOs observamos a liberacdo fecal de cistos de Giardia spp. e oocistos de
Cryptosporidium spp. e com potencial zoonotico, em macacos pregos aparentemente

saudaveis mantidos em cativeiro.
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