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TiITULOS DE ANTICORPOS CONTRA Leptospira spp E ANALISE
BIOQUIMICA NO SORO SANGUINEO EM MACACO PREGO (Cebus apella

nigritus)

RESUMO - A leptospirose € uma zoonose de distribuigdo mundial, assumindo um
forte significado social, econdmico e cultural. A enfermidade acomete, praticamente,
todos os animais domésticos, selvagens e o ser humano, bem como a maioria das
espécies silvestres, entre os quais destacam-se os carnivoros, roedores, primatas e
marsupiais, que podem tornar-se portadores e contribuirem para a disseminagdo do
microrganismo na natureza. O presente estudo foi realizado na Mata de Santa Teresa,
Ribeirdo Preto, SP, onde foi realizada a captura de Cebus apella nigritus de vida livre.
Foram colhidos amostras de sangue para a realizacdo da soroaglutinagdo microscopica
(SAM), estudo da bioquimica sérica e teste da reacdo em cadeia da polimerase na urina
dos animais. Foram capturados 55 animais e foi observado a soro-reagdo em 33 animais
(60%). Os sorovares encontrados foram Shermani (11/55, 33,33%), Andamana (8/33.
24,24%), Pyrogenes (4/33, 12,12%), Grippotyphosa (2/33; 6,06%), Australis, Canicola,
Castelonis, Copenhageni, Hardjo, Hebdomadis, Pomona e Wolffi (1/33, 3,03%),
respectivamente. Foi colhido oito amostras de urina dos animais (14,54%) e a andlise das
amostras de urina pela PCR foi negativa, ndo demonstrando excre¢éo renal da Leptospira
spp. A andlise do soro nas provas de bioquimica sérica nao foi elucidativa, pois alguns

animais apresentaram alto titulo de anticorpos e niveis normais da bioquimica sérica.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospira spp., Cebus apella, vida livre, primatas, bioquimica
sérica.
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ANTIBODY TITRES AGAINST Leptospira spp. AND BIOCHEMISTRY ANALYSIS
ALTERATIONS IN BLOOD SERUM IN CAPUCHIN MONKEY (Cebus apella nigritus)

ABSTRACT - Leptospirosis is a worldwide zoonosis, being social, economic and
culture significance. The disease occurs in all domestic animals, wild animals and man,
as well as, in majority wildlife species, mainly carnivores, rodents, not human primates
and marsupials and they are able to become reservoirs, disseminating the bacteria in
the nature. This study were in Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, where were
collected serum of wildlife Cebus paella nigritus and processed by Microscopic
Agglutination test (MAT), analysis of serum biochemistry and polymerase chain reaction
(PCR) in urine of these animals. Were captured 55 primates (C. apella) and the results
showed 33 animals (60%) reactive serum. The serovars: Shermani (11/55, 33,33%),
Andamana (8/33. 24,24%), Pyrogenes (4/33, 12,12%), Grippotyphosa (2/33; 6,06%),
Australis, Canicola, Castelonis, Copenhageni, Hardjo, Hebdomadis, Pomona and Wolffi
(1/33, 3,08%) respectively. Were collected 8 urine samples from primates (14,54%) and
analysis from PCR were negative, not showed kidney excretion of Leptospira spp. The
serum analyses were not elucidative, because some animals showed high titres antibody

levels and normal levels of serum biochemistry.

Keywords: Leptospira spp., Cebus apella nigritus, wildlife, primates, blood

biochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os incéndios e ataques nas florestas tropicais remanescentes da América, em
decorréncia da expansao da agricultura e pecuaria, exploragdo de madeira, mineragao,
biopirataria, formacao de usinas hidroelétricas, urbanizacao, entre outros, tém causado
danos consideraveis a estes ecossistemas, habitats dos muitos animais brasileiros os
quais hoje fazem parte do livro vermelho de animais ameagados de extinggo.

As doencgas e seus agentes sdo parte dos ecossistemas e participam de um
conjunto de inter-relagbes com os componentes bidticos e abidticos do meio,
contribuindo com a dinamica das populagdes envolvidas. Portanto, as doencgas, assim
como os predadores, disponibilidade de alimentos, abrigo, temperatura e outros mais,
vao atuar sobre as populagdes mantendo um equilibrio dindmico e consequtientemente a
integridade do meio.

Neste contexto, onde algumas espécies tém populacdes muito reduzidas,
isoladas e na maioria das vezes em contato direto com o0s animais domésticos e/ou
seres humanos, as doengas infecciosas constituem uma ameaga real de extingdo. A
introdugdo de doencas exoticas a essas populagdes podera acarretar efeitos
devastadores.

Os animais selvagens sdo hospedeiros de um grande numero de
microrganismos, incluindo virus, bactérias, parasitos e outros. A natureza da relagao
agente versus hospedeiro é bastante complexa e pode ser modulada por diversos
fatores ligados ao ambiente, hospedeiro e agente.

Em primatas, os dados sobre leptospirose sao escassos. Dos estudos com
primatas de vida livre, a baixa incidéncia da leptospirose na natureza esta associada ao
comportamento e habitos arboricolas dos primatas neotropicais. Fato este, que reduz a

exposicao a agentes contaminantes no solo e contato com os reservatérios.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leptospirose

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo mundial que acomete animais
domeésticos, silvestres e o homem, assumindo um forte significado social, econémico e

cultural.

A primeira descricdo da enfermidade foi feita por Larrey, em 1880, no Cairo, e
posteriormente, por Landonzy, em 1883. Porém o primeiro a descrever o quadro clinico
da doenca no homem foi Weil, em 1886, na Alemanha (CORREA e CORREA, 1992), o
qual caracterizou minuciosamente o quadro por febre, ictericia e hemorragia, podendo
ocorrer ainda comprometimento renal e hepético. Posteriormente, por sugestdao de
Goldschimidt (DIESCH e ELLINGHAUSEN, 1975), tal enfermidade passou a ser
denominada de doenca de Weil (CALDAS et al., 1992).

A leptospira foi detectada em praticamente todos os paises que realizam
investigacdes epidemiolégicas (PANDEY, 1994), e esta mundialmente distribuida. Sua
incidéncia tem forte associacao com periodos de alta pluviosidade (ACHA e SZYFRES,
1986; PLANK e DEAN, 2000) e, sob condicoes favoraveis e na presengca de
hospedeiros adequados, as leptospiras podem persistir por semanas ou meses (PLANK
e DEAN, 2000) no ambiente, principalmente em regides tropicais e subtropicais. Em
regidbes secas, infecgdes acidentais ocorrem préximas a aguas represadas com alta
concentracdo de animais. Em regides temperadas as infeccoes sdo sazonais,
ocorrendo com maior freqiiéncia nos meses quentes e chuvosos (SZYFRES, 1976).

Na América Latina, na Africa e na Asia, os casos de leptospirose humana
atingem principalmente a populacao de baixo poder aquisitivo, e seu controle apoéia-se
em melhoria de saneamento basico, agua, esgoto, colheita e disposicdo de lixo e
melhores condicdes de moradia (FAINE, 1982; BRASIL, 1995).
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A Organizagao Panamericana de Saude (OPS) nao coordena nenhum trabalho
especifico destinado ao controle da leptospirose devido ao fato da mesma ser
considerada um problema regional. Cabe, portanto, a cada pais determinar a
importancia local (ARGENTINA, 1998). Exatamente por essa caracteristica focal da
doenca, € que a leptospirose foi excluida das doengas de notificacdo compulséria, pela
Organizacdo Panamericana de Saude (OPS). As medidas de controle estéo ligadas ao
saneamento basico das grandes cidades, recomendando-se a notificacdo nas areas de
ocorréncia (BRASIL, 1998).

O agente etiologico da leptospirose pertence a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiraceae, género Leptospira. Segundo a classificacdo taxonémica classica, com
base em sorogrupos e sorovares e na patogenicidade, as leptospiras podem ser
divididas em dois grandes grupos: patogénicas e saprofitas. As patogénicas, que
podem infectar o homem e os animais sdo: Leptospira interrogans, L. borgpetersenii, L.
inadai, L. kirschneri, L. noguchii, L. weilli e L. santarosai; possuem mais de 200
sorovares agrupados em 23 sorogrupos. As espécies sapréfitas de vida livre sdo: L.
biflexa, L. wolbachii e L. hollandia; possuem 38 sorovares agrupados em seis
sorogrupos, sendo encontradas principalmente em agua doce, e ha raros registros de
infeccdo no homem e nos animais (FAINE, 1982; ACHA e SZYFRES; 1986; KMETY e
DIKKEN, 1992). A variante sorologica ou sorovar € a unidade taxonémica do género.
Grupos geneticamente distintos foram descritos com base na homologia do DNA, de
forma que, enquanto os sorogrupos nao sao necessariamente relacionados, estirpes
geneticamente homélogas guardam afinidade sorolégica entre si (GENOVEZ, 1985;
BARANTON, 1998).

A ocorréncia da leptospirose é variavel em diferentes areas geograficas, no entanto,
sao freqlentes as situagbes de endemia, com variagdes sazonais revelando picos
epidémicos nos meses chuvosos, onde ha associacdo entre as condicdes ambientais
propicias e a alta densidade de animais infectados. Os casos de leptospirose estdo
usualmente associados a exposicdo a agua contaminada com a urina ou tecidos

provenientes de animais infectados (FAINE et al., 1999).
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2.2. Caracterizacao da espécie de estudo

O macaco-prego, Cebus apella nigritus LINNAEUS, 1758 (Primata, Cebidae,
Platyrrhinae) tem possivelmente a mais ampla distribuicdo geogréafica entre todas as
espécies de primatas neotropicais, sendo encontrado desde o leste da Cordilheira dos
Andes até 27° Sul, ocorrendo desde o nivel do mar até 2.700m na Colémbia
(AURICCHIO, 1995; FRAGASZY et al.,, 1990; FREESE e OPPENHEIMER, 1981). A
espécie vive comumente em uma grande variedade de tipos florestais, incluindo
florestas chuvosas inundaveis ou nao, florestas primarias, secundarias, caatinga,
palmeirais, campos e mangues, consequentemente adaptando-se a uma alimentagéo
onivora grandemente variada (AURICCHIO, 1995).

Utilizam-se de frutos (60%), sementes (7%), castanhas, flores, gomas, néctar,
fungos, seiva, ovos, insetos, aracnideos, pequenos vertebrados e até algumas espécies
de ostras e caranguejos encontrados em regides costeiras (manguezal). Gastam
metade do dia cacando, o que os torna permanentemente ativos (AURICCHIO, 1995).

Sao muito curiosos, mexendo, removendo e quebrando coisas sendo talvez o
primata mais inteligente das Américas (DI BITETTI, 1997).

O C. apella é uma espécie que vive em grupos geralmente grandes, com o
numero de individuos variando entre 6 a 30 aproximadamente (AURICCHIO, 1995; DI
BITETTI, 1997: FREESE e OPPENHEIMER, 1981). O tamanho dos grupos varia tanto
entre as espécies de Cebus, quanto dentro das espécies e entre grupos vizinhos na
mesma regido. (FRAGASZY et al., 1990). O C. apella € uma espécie poligamica, com
varios machos e fémeas de todas as classes de idade presentes no bando (DI BITETTI,
1997).

A denticdo dos primatas, com dentes de formas diferentes, incluindo nitida
distincdo entre dentes molariformes trituradores e dentes cortadores e perfuradores,
possibilita uma dieta onivora, apesar de variagbes dentro de cada setor
corresponderem a certas especializagbes (CAMPBELL, 1974; GREGORY, 1951).
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2.3. Leptospirose em seres humanos e primatas nao humanos

A leptospirose acomete, praticamente, todos os animais domeésticos, selvagens e o
ser humano, manifestando ou ndo os sintomas decorrentes da infec¢do. IniUmeros animais
domésticos, bem como a maioria das espécies silvestres, entre 0os quais destacam-se os
carnivoros, roedores, primatas e marsupiais, podem tornar-se portadores e contribuirem
para a disseminacao do microrganismo na natureza.

Um estudo realizado por BAULU et al. (1987) em Barbados com macacos verde
africano (Cercopithecus aethiops sebaeus) de vida livre, onde foram capturado 646
macacos durante um ano e mantido em gaiolas durante cinco anos. Durante esse periodo
foi realizada a Soroaglutinacdo Microscopica (SAM) e os animais mostraram-se soro-
reagentes para a Leptospira spp.

A penetracao da Leptospira spp no hospedeiro ocorre através das mucosas ou de
lesGes de pele, seguindo-se da sua multiplicacdo no sangue e praticamente em todos
os 6rgaos e tecidos. Nos animais que conseguem sobreviver a fase aguda da
leptospirose, os microrganismos alcangam a luz dos tubulos contornados renais e
passam a serem eliminados pela urina por periodos de tempo variados, caracterizando
a modalidade de fonte de infeccdo denominada de portador convalescente
(VASCONCELLOS, 1987). Outra fonte de infecgao importante é o roedor, tanto silvestre
quanto sinantrdpico, que pode exercer o papel de reservatorio de leptospiras e, além de
manter o0 agente, o dissemina por meio da urina no ambiente (FAINE, 1982). A infeccao
é comum em roedores que atuam como reservatérios, apresentando o agente sem
manifestar sinais clinicos (ACHA e SZYFRES, 1986).

No Brasil sdo escassos os relatos de levantamentos epidemiolégicos a respeito de
leptospirose ou de outras enfermidades infecciosas realizados em popula¢des de animais
selvagens, principalmente em animais de vida livre.

Em varios locais do mundo, investigacdes sobre a presenca de leptospiras em
animais selvagens foram demonstradas em roedores, edentatas, carnivoros, artiodactilos
e primatas, os quais podem atuar como fonte de infeccdo (REILLY et al., 1968; SHIVE et
al., 1969; MICHNA e CAMPBEL, 1970; SA et al., 1999).
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O melhor conhecimento da leptospirose na fauna selvagem é importante para o
controle e profilaxia da enfermidade nas espécies domésticas e também no ser humano
(SOSA et al., 1988).

Na fauna selvagem, os sinais relatados sdao semelhantes aos apresentados por
animais domésticos, havendo descricao de baixo indice de fertilidade, nascimento de crias
fracas, abortamentos e transtornos oculares (ALVARES et al., 1996).

Na ordem Rodentia, o rato de esgoto (Rattus norvegicus) € apontado como
importante reservatério do sorovar Icterohaemorrhagiae (SANTA ROSA et al., 1975), no
rato d'agua (Nectomys squamipes) tem sido demonstrado o sorovar Australis
(CORDEIRO et al., 1981) e no preéa (Cavia aperea azarae) o sorovar Icterohaemorrhagiae
(PESTANA DE CASTRO et al., 1961; SILVA, 1976).

Levantamentos sorologicos tém demonstrado o envolvimento de diferentes espécies
sinantrépicas e silvestres das ordens Didelphimorfia e Rodentia, como potenciais
disseminadores dos diferentes sorovares de Leptospira spp (McCAUGHEY e FAIRLEI,
1971; SANTA ROSA et al., 1975; AL SAAD et al., 1976; CIRONI et al., 1978; CORDEIRO
et al., 1981; EVERARD et al., 1983; SHIMIZU, 1984; RIM et al., 1993; HARTSKEERL e
TERPSTRA, 1996).

Entre os marsupiais da ordem Didelphimorfia, como gambas (Didelphis marsupialis)
foram descritos titulos para os sorovares Ballum, Bataviae, Icterohaemorrhagiae,
Szwajizam e Grippotyphosa (HATHAWAY et al.,, 1981; SANTA ROSA et al., 1975;
CALDAS et al., 1992). DUHAMEL et al. (1998) descreveram o Didelphis virginianus como
potencial reservatério para espiroquetas. Titulos para o sorovar Balcanica foram descritos
em opossums (Trichosurus vulpecula) na Nova Zelandia (HATHAWAY et al., 1978; DAY
et al., 1997; DAY et al., 1998).

Os guaxinins americanos (Procyon lotor), respectivos representantes da familia
Procyonidae, sdo considerados sinantrépicos na Ameérica do Norte e foram descritos como
potenciais reservatérios de leptospiras. O sorovar Bratislava foi descrito nesta espécie por
MIKAELLIAN et al. (1997) e os sorovares Grippotyphosa, Canicola e Icterohaemorrhagiae
descritos por MITCHELL et al. (1999).
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Na ordem primata os trabalhos a respeito da epidemiologia da leptospirose sao
escassos, principalmente em animais de vida livre. Dos estudos que se tém conhecimento
com primatas de vida livre, a baixa incidéncia da leptospirose na natureza esta associada
com comportamento e habitos arboricolas dos primatas neotropicais. Fato este, que reduz
a exposicao a agentes contaminantes no solo e contato com roedores (REID et al., 1993).
Segundo esses mesmos autores, em seu relato de caso envolvendo infecgcéo leptospirica
na sua forma ictérica em sagti imperador (Saguinus labiatus), foi sugerido que o animal
provavelmente adquiriu a doencga por ingestao de comida ou agua contaminada por urina
de roedores. Esse mesmo animal veio a ébito e o resultado da sorologia nao detectou a
presenca de anticorpos aglutinantes, provavelmente pelo tempo insuficiente para o
desenvolvimento de resposta de anticorpo detectavel. O que se verifica em seres
humanos é que o titulo de anticorpo no soro sanglineo se desenvolve durante a segunda
semana da doenca e permanece no maximo de trés a quatro semanas apdés a infecg¢ao.

Segundo FAINE et al. (1999) o diagnostico da leptospirose em primatas é mais dificil
do que em outras espécies animais por que 0s sinais clinicos e lesbes sao menos
evidentes a resposta de anticorpos séricos. Os mesmos sao detectados por um curto
periodo de tempo, dificultando o diagndstico soroldgico.

CORREA et al. (2004) realizaram um levantamento sorolégico para leptospirose em
animais silvestres mantidos em cativeiro na Fundacao Parque Zool6gico de Sao Paulo, no
periodo de 1996 a 1999, em que das 302 amostras de soros sanglineos analisadas, 59
(19,5%) foram positivas para a prova de soroaglutinacdo microscépica. Dos animais da
Ordem Primata, a analise dos resultados da soroaglutinacao microscépica demonstrou 25
animais positivos (22,5%), em um total de 111 animais examinados. Para a espécie C.
apella (macaco prego) dos 47 animais estudados, 16 foram positivos (34%) e os
sorovares encontrados foram: Copenhageni (68,70%), Grippotyphosa (12,50%) e
Bratislava (6,20%).

Foi isolado Leptospira do sorogrupo Icterohaemorrhagiae em trés casos fatais
ocorridos em primatas de cativeiro da espécie macaco Rhesus (Macaca sylvana), no
National Zoological Park, Washington D.C. (SHIVE et al., 1969).
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Em 1987, pesquisadores relataram 6bito em chimpanzés com infec¢do pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae e quadros com sinais clinicos em babuinos naturalmente infectados
pelo sorovar Ballum, relatam ainda infecgcbes experimentais pelo sorovar
Icterohaemorrhagiae em calitriquideos, cebideos e cercopithecideos (BRACK, 1987).

Em estudo realizado na Guiana Francesa pelo Instituto Pasteur com 109 primatas da
espécie mico-de-cheiro (Saimiri sciureus), PEROLAT et al. (1992) isolaram do sangue
desses animais duas cepas de Leptospira interrogans em onze primatas o0s quais
apresentaram doenca aguda com ictericia e sindrome hemorragica, sendo que dez vieram
a 6bito. Foi isolado o sorovar Copenhageni de dois dos animais doentes, bem como de
um roedor sinantrépico capturado nas adjacéncias da area. Nas semanas seguintes, cinco
fémeas prenhes apresentaram anticorpos para o sorovar Icterohaemorrhagiae. A pesquisa
soroldgica de anticorpos para leptospiras foi realizada nos 93 animais remanescentes € 0s
sorovares encontrados foram: Icterohaemorrhagiae, Ballum, Grippotyphosa, Sejroe e
Panama. A titulagdo encontrada foi de 100 para 26% dos animais e de 50 para 12% para
0S MesmOos Sorogrupos.

Na cidade de Sochi, Russia, foi realizado um estudo com 351 primatas por
STASILEVICH et al. (2000) de seis diferentes espécies: Cercopitheus aethiops, Macaca
nemestrina, Macaca mulatta, Papio anubis, M. fascicularis e P. hamadryas, e foi
encontrado soro-reacdo em 48%, 30,4%, 14,7%, 10%, 28,3% e 26,3%, dos primatas
respectivamente. Os sorovares reagentes foram: Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Grippotyphosa, Sejroe, Tarassovi, Hebdomadis e Canicola. Os anticorpos foram
detectados em 67,1% das fémeas e 32,9% dos machos. A freqiiéncia da soro-reacdo em
animais de 3-10 anos de idade foi de 65,8% e em animais de 1 a 2 anos de idade foi de
10,20%.

Um relato de caso feito por REID et al. (1993) num parque zooldgico nos Estados
Unidos, um primata Saguinus labiatus de cativeiro, veio a 6bito e foi realizada a necropsia
e coletado soro do animal logo em seguida. A necropsia, todos os tecidos estavam
ictéricos e os pulmdes estavam hemorragicos e edemaciados. Foram coletados varios
fragmentos de 6rgaos e submetidos a coloragdo de Warthin-Starry para avaliacdo das

lesbes nos 6rgaos. Foi revelado um numero moderado de estruturas espirais
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filamentosas, das quais foram morfologicamente compativeis com as leptospiras. Porém
nao houve soro-reagéo neste animal.

Segundo SCARCELLI et al. (2003) a leptospirose em primatas esta se tornando
importante, pois, esses animais se tornam portadores renais do agente e colocam em
risco os trabalhadores de zooldgico e laboratoristas, Médicos Veterinarios, outras
espécies de primatas e animais do mesmo habitat.

O desejo de encontrar regides intocaveis pelo desenvolvimento dos seres humanos
permite aos mesmos uma exploracdo de areas remotas e os colocam em contato com
populacdes animais relativamente isoladas (WILSON, 2002).

A urbanizagdo atua de maneira negativa 0 meio ambiente em diversas maneiras,
como: construgcao de ferrovias, onde ha fragmentacao de habitats, estradas e pontes, que
fragmentam barreiras fisicas como montanhas, rios e desertos e podem servir como
novas passagens para a migracao da vida bioldgica. As barreiras fisicas tradicionalmente
servem de limite natural para a movimentacao e, entretanto afetam a distribuicdo de certos
vetores e reservatdrios que podem carrear microrganismos ou parasitos (WILSON, 1991).

O termo medicina da conservacao foi inicialmente apresentado por KOCH (1996)
para descrever a ecologia geral no contexto saude. Traz consigo disciplinas da saude e
ecologia juntas. A medicina da conservagéo e biologia da conservacao dividem a ajuda
comum em tentar a melhoria da saude ecoldgica. A medicina da conservacao estuda por
um lado a mdultipla interagdo entre patdégenos e doencas e por outra as espécies e
ecossistema.

Em resposta ao crescimento das implicagbes da degradacdo do meio ambiente, a
medicina da conservacao estd emergindo como um campo interdisciplinar para enderecar
o complexo de inter-relages entre o contexto saude e ecologia. Como por exemplo: (a)
mudancgas na estrutura do habitat e uso da terra; (b) emergéncia e reemergéncia de
agentes infecciosos, parasitas e contaminantes ambientais e (c¢) manutengdo da
biodiversidade e funcdes do ecossistema como sustentacdo da saude da flora e fauna,
incluindo os seres humanos (TABOR et al., 2001; ALEXANDER et al., 2002).
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2.4 Bioquimica sérica

Segundo THRALL et al. (2007) a bioquimica sérica € uma ferramenta Util para avaliar
o estado de saude de mamiferos. Diversas variaveis como idade, sexo, estado de
hidratagdo e condigdo nutricional influenciam os resultados da mesma. Os fatores
ambientais como: fotoperiodo, temperatura e manejo, bem como, métodos de coleta de
amostras, técnicas laboratoriais e equipamentos representam outras fontes de variacéo.

A mensuragdo da concentracdo sérica ou plasmatica de creatinina é amplamente
utlizada na avaliagdo da fungcado renal em primatas. A avaliacdo da funcdo renal de
primatas segue os mesmos procedimentos descritos para mamiferos domésticos
(THRALL et al., 2007).

A creatinina sérica é derivada principalmente do catabolismo da creatinina muscular.
A fosfocreatinina € utilizada para armazenar energia na musculatura e o catabolismo da
creatinina ocorre quando o animal estd em repouso. A excrecdo da mesma ocorre via
renal (BUSH, 1991).

Em primatas, o acido drico é o produto final do metabolismo das purinas; a
concentracdo plasmatica desse acido pode ser um indicador pouco sensivel de doenca
renal. Os primatas do Novo Mundo apresentam baixo teor de uricase no figado, e
concentracdo sérica de &cido Urico relativamente alta (THRALL et al., 2007).

As enzimas no soro ou plasma, como ALT e AST sdo comumente utilizadas como
testes de deteccao de doenca hepatica em primatas. Outros testes como, albumina, uréia,
glicose sdo empregados para avaliar a fungdo hepatica de primatas. O aumento da
atividade sérica de ALT é um fator inespecifico, porém sensivel, de doenca hepética em
primatas. No tecido hepdtico destes, a atividade de ALT é alta, mas ela também é
percebida no musculo cardiaco e rins. Acredita-se que a atividade sérica de ALT aumente
apenas com leséo celular, enquanto o aumento de AST ocorra somente quando ha morte
celular (Di GIACOMO et al., 1975).

O AST esta presente em maior concentracdo nos hepatocitos e nas células
musculares (esqueléticas e cardiacas). Portanto o AST ndo é uma enzima hepato-

especifica. E uma enzima de extravasamento, pois, parte dela esta livre no citoplasma de
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hepatécitos. O aumento de sua atividade sérica pode ser causado por necrose e lesdo
subletal de hepatécitos e células musculares (KESSLER et al., 1983).

O aumento da atividade sérica de ALT € um indicador inespecifico, porém sensivel,
de doenca hepatica em primatas. No tecido hepatico, a atividade de ALT é alta, mas
também ela é percebida no musculo cardiaco e rins. Acredita-se que a atividade sérica de
ALT aumente apenas com leséo celular, enquanto o aumento da atividade sérica de AST
ocorra somente quando ha morte celular (McCLURE et al., 1972).

A maior atividade do AST é no musculo cardiaco; no entanto, ela também se da em
figado, musculo esquelético, rins e cérebro. Lesao cerebral € uma causa improvavel de
aumento da atividade sérica de AST, pois esta enzima, ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (KESSLER et al., 1983).

O figado tem importante participacdo no metabolismo da glicose. A glicose absorvida
pelo intestino delgado é transportada ao figado pela circulagdo portal e, em seguida,
chega aos hepatécitos, que a transformam em glicogénio, auxiliando no controle da
glicose sérica. A concentracdo plasmatica da glicose em jejum superior a 115 mg/dL
indica anormalidade no metabolismo da glicose; glicemia superior a 140 mg/dL sugere
diabetes mellitus. Em primatas, considera-se hipoglicemia quando a concentragao sérica
de glicose é inferior a 50mg/dL (HOWARD, 1982).

Entretanto, existem poucas informagcdes sobre bioquimica sérica em diferentes

primatas, particularmente em primatas do Novo Mundo (RIVIELLO e WIRZ, 2001).
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3. JUSTIFICATIVAS

A presenca de grupos de macacos prego (C. apella nigritus) residentes na Mata
de Santa Teresa, localizada no perimetro urbano de Ribeirdo Preto, SP, estando
aproximadamente a 16 km do marco zero do municipio, torna o local uma area de lazer
para os municipes. O contato direto e a alimentacdo fornecida aos animais pelos
visitantes, agravam o risco de transmissao direta de zoonoses.

Considerando o ponto de vista de risco zoonético e saude publica, é de extrema
importancia que se conhega as zoonoses que poderao ser transmitidas dos primatas

para os seres humanos e vice-versa.
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4. OBJETIVOS

Devido a escassez de informacdes sobre a epidemiologia da leptospirose para os

primatas neotropicais de vida livre, o presente estudo teve como objetivos:

1. Investigar a ocorréncia de anticorpos para Leptospira na populacdo de macacos
prego (Cebus apella nigritus) habitantes da Mata Santa Teresa, Ribeirdao Preto — SP.

2. ldentificar os sorovares de maior ocorréncia nos individuos a serem estudados.

3. Pesquisar por meio da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) a presenca da
proteina da Leptospira spp na urina dos primatas capturados.

4. Avaliar as enzimas e proteinas séricas que indicam alteragdes renais e hepéticas.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Area de estudo e espécie estudada

Foram utilizados 55 individuos de trés bandos de macacos-prego (Cebus apella
nigritus) de vida livre. Estes bandos habitam a Mata Santa Teresa, Estacdo ecoldgica
de Ribeirao Preto, uma reserva Estadual semi-urbana, na regiao sul de Ribeirdo Preto,
SP (21°14’S, 47°55’'W; 570m acima do nivel do mar) (SIEMERS, 2000), que consiste de
uma mata mesofila semidecidua em regeneracado, com 158,21ha. A altura do dossel
varia entre 20 a 25m, a vegetacao rasteira é densa, epifita e principalmente cip6s séao
numerosos (SIEMERS, 2000). A Mata de Santa Teresa é rodeada por plantagbes de
cana-de-acucar e cercada por diversas propriedades de pequeno porte. Pessoas
freqlentemente cruzam a mata, por uma estrada de terra, de carro, de carroca ou a pé.
O clima é marcadamente sazonal, com uma estacao fria seca e uma estacao quente
chuvosa. As espécies de primatas que habitam a mata sdo Cebus apella e Callithrix

penicillata. N

LIMITE D2 MUNICIPIO
4 ZONA URBANA
ZONA RURAL

MATA DE SANTA TERESA

Figura 1. Localizagédo geografica da Mata Santa Teresa no Municipio de Ribeirdo Preto,
SP.
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Figura 2. Foto aérea da Mata de Santa Teresa, mostrando seu isolamento por areas de
plantagdes, loteamentos e anel viario.
Foto: Prefeitura Municipal de Ribeirdo Preto, SP. Arquivo Projeto Macaco
Prego — Mata Santa Teresa/USP.
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5.2. Captura dos individuos em vida livre

A principio foi utilizado o tipo Tomahalk de armadilha, confeccionada sob
orientacdo de profissionais em manejo de animais silvestres, que ja participaram de
trabalhos semelhantes anteriormente, oferecendo total seguranga aos animais e aos
proprios pesquisadores. Durante um més foram montadas armadilhas desarmadas e
com frutas como iscas e colocadas em locais previamente escolhidos na mata. Esses
lugares sdo pontos onde os macacos costumam permanecer durante certo periodo do
dia.

No entanto, as armadilhas foram modificadas, pois 0os macacos estavam
pegando os alimentos com as maos sobre o disparador, sem entrar na mesma,
introduzindo suas maos através da tela. Essa reforma consistiu de ampliagdo do
comprimento da armadilha, de modo que as frutas ficassem mais fundo no seu interior
obrigando 0 macaco a passar adiante do disparador, e do uso de tela de malha dupla
na regiao onde ficavam as frutas, para que os individuos nao as retirassem.

Apéds essas reformas, as armadilhas foram novamente colocadas nos pontos
especificos, por 6 meses, para a nova habituacdo. Posteriormente, consideramos que
0s animais estavam bem habituados, possibilitando assim arriscar uma primeira
captura.

Os individuos foram capturados de fevereiro de 2003 a marco de 2005,
utilizando-se armadilhas contendo alimento como isca dispostas em circulos e cujos
disparadores eram acionados manualmente por barbantes.

A captura ocorreu em menor tempo possivel, e assim que as armadilhas eram
acionadas, colocava-se um tecido escuro cobrindo-as, evitando transtornos no
comportamento dos individuos. Os animais foram transferidos para uma gaiola de
contencao para facilitar o manejo e a contencdo quimica. Em seguida, foram coletadas
as amostras de sangue e urina e posteriormente os animais foram colocados em
gaiolas plasticas, cobertas por um tecido escuro e monitorados até o momento de sua

recuperagao e posterior soltura dos mesmos.



Figura 3. Armadilha do tipo Tomahalk, com frutas no seu interior.

Figura 4. Macaco Prego preso na armadilha.
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5.3. Idade dos animais capturados

A faixa etaria dos 55 individuos capturados foi apenas estimada devido a falta de
tabelas morfoldgicas detalhadas para isso que contivessem, por exemplo, medidas
craniais e dentais. Esta estimativa enquadra os individuos em categorias etarias
convencionais, para as quais foi usada a classificagdo encontrada em ROBINSON
(1998). As idades foram estimadas baseando-se na denticdo, seja pelo desgaste, seja
pela presenga/auséncia de alguns dentes, e na maturidade sexual evidenciada pelos
testiculos, no caso dos machos, e ainda em caracteres como a presenca de topete
desenvolvido, entre outras, algumas destas caracteristicas guiadas pela tabela do autor
acima citado, outras por dados encontrados em HERSHKOVITZ (1977). E importante
lembrar que as categorias etarias englobam ambos sexo e idade, uma vez que
caracteres sexuais secundarios fazem parte da informagdo para classificacao
(ROBINSON, 1998).

5.4. Contencao quimica

Foram utilizados trés diferentes protocolos anestésicos:

Protocolo 1 (P1): 10 mg/kg de cetamina e 2 mg/kg de xilazina;
Protocolo 2 (P2): 10 mg/kg de cetamina e 1 mg/kg de midazolan.
Protocolo 3 (P3): 7 mg/kg de tiletamina-zolazepan.

Apds a administragdo de um dos farmacos em uma mesma seringa e por via
intramuscular, foram monitorados a cada 10 minutos os seguintes parametros: pulso,
saturacao de O,, freqUéncia respiratéria, temperatura retal, relaxamento muscular,
analgesia, reflexos palpebral, corneal, interdigital e genital.

Além dos parametros acima mencionados foram avaliados: periodo de laténcia,
tempos de indugéo, sedacao e recuperagao.

O Protocolo 3 nao foi utilizado pois, 0 mesmo promoveu uma sedagdo muito
prolongada, dificultando a soltura dos animais apés a realizagdo dos procedimentos.
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5.5. Obtencao das amostras de sangue

Para obtencdo das amostras de sangue, os animais foram colocados em caixa
de contencéo para facilitar o manejo e a contencao farmacolégica posterior. A colheita
foi realizada por meio de puncdo da artéria femoral utilizando-se de tubos tipo
Vacutainer® e agulhas estéreis. A veia de escolha para colheita, bem como a
quantidade de sangue a ser colhido e tamanho da agulha variou com a idade e massa
corporal do animal.

Ap6s a colheita de sangue os tubos Vacutainer® foram mantidos em temperatura
ambiente por duas horas para a dessora. Apds este periodo o sangue foi enviado ao
Laboratério de Leptospirose do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e
Reproducgao Animal da FCAV — Unesp — Campus de Jaboticabal, SP.

Os soros obtidos foram transferidos para tubos de plastico da marca Eppendorf®
de 0,5 mL, identificados e mantidos em freezer a temperatura de -20°C até o momento
do uso.

Figura 5. Coleta de sangue da veia femural de um Macaco Prego.
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5.6. Transponders

Todos os animais foram microchipados com transponders (microchips). Os
transponders foram introduzidos atrds da orelha do animal, ficando sob a pele, na
regido do processo mastoide do osso temporal. Esse local foi escolhido por dificultar a
retirada dos microchips pelo animal e em seguida foi realizada a leitura com o aparelho
da marca Animalltag®.

Figura 6. Aplicacdo do transponder (microchip) na
regido do processo mastoide.
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5.7 Preparo dos antigenos de Leptospira spp.

Os antigenos dos sorotipos das leptospiras foram repicados semanalmente, em meio
liquido de EMJH (Difco), tendo como in6culo 10% do volume do meio a semear. Foram
utilizados apenas antigenos puros, isentos de contaminacgéo, livres de autoaglutinacéo e,
por estimativa de densidade contendo cerca de 100 a 200 leptospiras por campo

microscopio.

5.8 Técnica de soroaglutinacao microscopica (SAM)

A presenca de anticorpos contra Leptospira spp foi realizada pela prova de
soroaglutinagcdo microscépica (SAM). Para tanto, utilizou-se uma colecdo de antigenos
constituida por vinte sorovares de leptospiras patogénicas e dois sorovares de leptospiras
apatogénicas (Quadro 1).

Para realizacdo dessa técnica, foram empregados antigenos representados por
culturas de leptospiras vivas em meio de EMJH, com sete a dez dias de crescimento. A
diluicao foi feita com solucdo salina a 8%, a triagem dos soros realizada foi de 1:20. O
critério adotado para considerar-se um soro como reagente foi de 50% de aglutinac¢éo, ou
seja, metade das leptospiras aglutinadas no campo microscopio no aumento de 100
vezes. Os soros reagentes na triagem inicial foram reexaminados até seis diluicdes
seriadas de razado dois, realizado numa placa de microtitulacdo. O titulo do soro foi
considerado como a reciproca da sua maior diluicdo quando apresentasse 50% de
aglutinacdo. Quando um animal apresentou reacdo cruzada de dois ou mais sorovares, foi
considerado o sorovar que apresentou maior titulo. A leitura das reacdes foi realizada em
microscopio de campo escuro apds a incubacao da mistura soro-antigeno por 50 minutos
em temperatura de 28°C. Sua execucao seguiu a metodologia preconizada por POSTIC et
al. (2000).
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5.10 Analise da bioquimica sérica

A analise das enzimas Alanina Aminotransferase (ALT), Creatinina, Fosfatase
Alcalina (FA), Aspartato de aminotransferase (AST) e outros pardmetros como glicemia,
uréia e albumina, foram realizados no soro dos animais nos dias das coletas de materiais.

O procedimento foi realizado num espectrofotdmetro da Marca Drake®, seguindo a
metodologia preconizada pelos fabricantes dos kits para cada pardmetro a serem
analisados.

5.10.1 Determinacao da glicemia

A glicemia foi determinada utilizando um colorimetro Drake, segundo o0 método de
KING e GARNER (1947).

5.10.2 Niveis de creatinina sérica

Os niveis de creatinina sérica foram determinados segundo a técnica de
FERREIRA NETO et al. (1978).

5.10.3 Niveis de uréia

Os niveis de uréia sérica foram determinados utilizando um colorimetro Drake,
segundo o método de FERREIRA NETO et al. (1978).

5.10.4 Niveis de Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato Amino
Transferase (AST)

Niveis de Alanina Amino Transferase e Aspartato Amino Transferase (ALT e AST)
foram determinados pelo método de REITMAN e FRANKEL (1957), utilizando-se kits

comerciais, calculando-se as unidades enzimaticas através de uma curva padrao.
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5.10.5 Niveis de albumina

Os niveis de albumina foram determinados utilizando um colorimetro Drake,
segundo o método de PETERS et al. (1982).

5.10.6 Niveis de Fosfatase alcalina

Os niveis de fosfatase alcalina foram determinados utilizando um colorimetro Drake
segundo o método de GORNALL et al. (1977).

5.11 Analise da urina pelo método da PCR
5.11.1 Amostra

As amostras de urina foram coletadas e mantidas no freezer at¢é o momento da

analise.
5.11.2 Extracao do DNA

Segundo os protocolos realizados por MERIEN et al. (1992) e RICHTZENHAIN
(2002) as amostras de urina foram centrifugadas a 13.000 xG por 10 minutos. Apos a
centrifugacéao foi adicionado 400uL de TE (10mM Tris — HCI, 1mM EDTA, com pH 8,0) ao
sedimento e agitado por 10 segundos num vortex. A mistura foi centrifugada a 13.000 G
por cinco minutos e, 200uL de TE foi adicionado ao sedimento. Para a extracdo com
proteinase K, 300uL de lisozima (15uL de proteinase K 20mg/mL, 30uL de dodecil sulfato
de sodio a 10%, 60uL TNE5X (50mM Tris, 500mM NaCl, 1mM EDTA, pH 8,0) e 195uL de
agua ultra pura foi adicionado a suspensao. A mistura foi incubada por duas horas a 56 °C.
A desproteinagéo foi feita adicionando fenol/saturado e fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1). O DNA foi precipitado e ressuspendido em 30uL de TE e mantido a -20°C. A
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integridade do DNA foi visualizada pela eletroforese em gel de agarose a 1% contendo 0,5
UL de brometo de etidio.

5.11.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A amplificacdo do DNA de Leptospira foi realizada segundo protocolo de MERIEN
et al. (1992). Utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos para a regidao 16S
rRNA a partir da Leptospira interrogans sorovar Canicola Lep 1:5 GGC GGC GCG TCT
TAAACA TG 3 e Lep 2: 3 TTC CCC CCA TTG AGC AAG ATT 5. Apds o término das
reacoes o volume final foi 50uL e os reagentes foram os seguintes: 10 mM Tris-HCI, pH
8,3, 50 mM KCI, 50 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 10 pmol de cada primer, 2.5 U Tag DNA
polimerase e 50 ng da amostra de DNA extraido.

A mistura foi incubada num termociclador PTC-200. A amostra foi desnaturada a
95°C por 5 minutos e entdao submetida a 29 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1,5 minutos a
63°C e 2 minutos a 72°C com extensao do ciclo por mais 10 minutos a 72°C. Foi
utilizado Leptospira interrogans sorovar Canicola e agua como controles positivo e

negativo respectivamente.
5.11.4 Analise do produto amplificado

A analise do produto amplificado (331 pb para 16S RNAr do gene de Leptospira)
foi realizada em gel de agarose a 2% com tampao TBE 0,5 X (0,045 M Tris-borato e
1mM EDTA, pH 8,0). O gel foi corado com brometo de etidio. Os tamanhos moleculares
foram determinados baseando num marcador molecular de 100 pb. O software utilizado
para a mensuracéo foi o Kodak® digital science ID image analysis.
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Quadro 1. Relagao dos sorovares™ de Leptospira empregadas como antigenos para a

realizacao da técnica de soroaglutinacao microscépica. Jaboticabal, 2007.

Codigo Sorogrupo Variante Sorologica
1-A Australis Australis
1-B Australis Bratislava
2-A Autumnalis Autumnalis
2-B Autumnalis Butembo
2-C Ballum Castellonis

3 Bataviae Bataviae

5 Canicola Canicola

6 Celledoni Whitcombi

7 Cynopteri Cynopteri

8 Grippotyphosa Grippotyphosa

9 Hebdomadis Hebdomadis
10-A Icterohaemorrhagiae Copenhageni
10-B Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae

11 Javanica Javanica

12 Panama Panama

13 Pomona Pomona

14 Pyrogenes Pyrogenes
15-A Sejroe Hardjo
15-B Sejroe Wolffi

16 Shermani Shermani

17 Tarassovi Tarassovi

18 Andamana Andamana

20 Seramanga Patoc

21 Mini Mini

ST Djasiman Sentot

* Gentilmente cedidas pelo Prof® Dr. Silvio de Arruda Vasconcellos — FMVZ/ USP.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estudos a respeito da leptospirose em animais silvestres de vida livre
suplantam os dados referentes aos animais mantidos em cativeiro (LUNA-ALVARES et
al., 1996), uma vez que o conhecimento da dinamica da leptospirose nos ambientes in
situ é de importancia singular para o estudo de surtos e posterior estabelecimento de
medidas de vigilancia. No entanto, poucos estudos evidenciam a presenca da
leptospirose acometendo populagdes cativas, relatando ébito em primatas (SHIVE et
al., 1969; SA et al., 1999).

Embora a presenca de anticorpos contra Leptospira spp tenha sido descrita em
primatas neotropicais em cativeiro, o presente estudo constitui um inédito levantamento
soroldgico em vida livre na Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP. Neste estudo foram
analisados 55 soros de Cebus apella nigritus pela prova de SAM para a pesquisa de
anticorpos contra Leptospira spp. (Tabela 1).

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos pela SAM nos soros sanglineos de C.
apella de vida livre pertencentes a mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP. Dos 55
soros, sanguineos examinados, 33 (60,00%) foram reagentes contra trés sorovares de

leptospira patogénicas e nove sorovares de leptospira apatogénicas
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Tabela 1. Numero (N°) e porcentagem (%) de amostras de soro sanglineo reagentes
e nao reagentes para leptospirose pela prova de SAM, na espécie de

primatas C. apella nigritus de vida livre estudadas. Jaboticabal-SP. 2007.

) Reagentes Nao reagentes TOTAL
ESPECIE
N¢ % N¢ % Nc¢ %
33 60,00 22 40,00 55 100
Cebus apella
33 - 22 - 55

TOTAL

O numero de animais soro-reagentes para leptospirose foi considerado alto
(Tabela 1) j& que a espécie estudada possui habito arboricola, e contato com roedores
e sua descida ao solo é pouco freqlente o que reduz a exposicdo a agentes
contaminantes. Essa freqiéncia foi bem menor comparando o estudo realizado por
BAULU et al. (1987) com os primatas (Cercopithecus aethiops sebaeus) de Barbados
que possuem um habito terrestre.

A dificuldade da coleta de urina dos C. apella nigritus em condigbes de vida livre e a
auséncia de energia elétrica para o uso de aparelhos de diagnostico por imagem e
geradores, que espantariam os animais pelo barulho, dentro da mata de Santa Teresa,
impossibilitaram a coleta de urina dos animais por quaisquer métodos de diagndstico por
imagem.

Segundo BAULU et al. (1987) os roedores mostraram ser a fonte principal de
infeccoes em Barbados, pois, 0s mesmos passam muito tempo no solo em grupos,

explorando plantagdes, favorecendo a exposicao a Leptospira spp.

A Tabela 2 demonstra os resultados sorolégicos da SAM para leptospirose nos
primatas C. apella nigritus pertencentes a Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, e os

sorovares encontrados.
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Tabela 2. Resultados da prova de SAM para diagnéstico da leptospirose em Cebus
apella nigritus, quanto ao numero de animais reagentes e 0s sorovares
encontrados. Jaboticabal-SP. 2007.

Sorovares encontrados Numero de animais reagentes %
Shermani 11 33,33%
Andamana 8 24.24%
Pyrogenes 4 12,12%
Grippotyphosa 2 6,06%
Australis 1 3,03%
Canicola 1 3,03%
Castelonis 1 3,03%
Copenhageni 1 3,03%
Hardjo 1 3,03%
Hebdomadis 1 3,03%
Pomona 1 3,03%
Wolffi 1 3,03%

Sub Total reagentes

w
w

100,00

Dos 33 soros de C. apella pertencentes a Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto,
SP, que foram reagentes, em 11 (33,33%) foi encontrado o sorovar Shermani, em 8
(24,24%) para o sorovar Andamana, em 4 (12,12%) para o sorovar Pyrogenes, em 2
(6,06%) para o sorovar Grippotyphosa e em 1 (3,03%) para os sorovares, Australis,
Canicola, Castelonis, Copenhageni, Hardjo, Hebdomadis, Pomona e Wolffi.

A andlise geral dos dados mostra que 33 animais (60,00%) foram reagentes a
prova de SAM (Tabela 2) com titulos que variaram de 20 a 160.

Os titulos soroldgicos variaram entre 20 e 160, sendo que 19 animais apresentaram
titulos de aglutininas de 20, 6 animais apresentaram titulos de aglutininas de 40, 6
animais apresentaram titulos de aglutininas de 80 e 1 animal apresentou titulo de
aglutininas de 160 (Tabela 3).

Nas amostras reagentes (Tabela 3) os sorovares encontrados foram: Shermani
(11/33: 30,30%), Andamana (8/33: 27,27%), Pyrogenes (4/33: 12,12%), Grippotyphosa
(2/33: 6,06%), Australis (1/33: 3,03%), Canicola (1/33: 3,03%), Castelonis (1/33: 3,03%),
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Copenhageni (1/33: 3,03%), Hardjo (1/33: 3,03%), Hebdomadis (1/33: 3,03%), Pomona
(1/33: 3,03%), Wolffi (1/33: 3,03%) (Tabela 2).

Em um estudo realizado por BAULU et al. (1987) na llha de Barbados mostrou que
dos 646 primatas capturados, 184 (28,48%) foram soro-reatores. E os sorovares
encontrados foram Ballum (61%), Icterohaemorrhagiae (16%), Autumnalis (15%),
Pyrogenes (3%), Panama (2%), Pomona (1%), Tarassovi (1%) e Canicola (1%)

Em um estudo semelhante realizado por STASILEVICH et al. (2000) em Sochi,
Russia, das 351 amostras de soro sanguineo de primatas de vida livre daquela regido, 79
animais (22,50%) foram reagentes a prova de SAM.

CORREA et al. (2004) na Fundagéo Parque Zoolbgico de Sao Paulo, coletaram
111 amostras foram de primatas (neotropicais e exéticos); e destas, 25 (22,5%) foram
reagentes para SAM. Nestes animais, 0os sorovares encontrados com maior freqténcia
foram: Copenhageni (13/25: 52%), Castellonis (5/25: 20%), Grippotyphosa (2/25: 8%)
condizendo com os resultados encontrados no presente estudo.

Os trabalhos acima mencionados demonstraram que reagao sorolégica é um
indicativo de que a Leptospira spp pode ser detectada em praticamente todos os
ambientes nos quais as investigacdes sorolégicas sao realizadas, conforme
demonstrado por PANDEY (1994).

Segundo BAULU et al. (1987) a associagdo de roedores selvagens com a
sorologia contra leptospirose é bem conhecida. Entretanto, a captura sistematica
desses animais em ambientes selvagens nao é realizada. Assim como na Mata de
Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, por ser uma regido endémica para Hantavirose e

essa captura é realizada somente por Orgdos de Saude Oficiais.
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Tabela 3. Distribuicdo de soros sanglineos de Cebus apella nigritus, examinados pela

prova de SAM, em relacéo ao sexo e idade. Jaboticabal — SP. 2007.

Animais reagentes Fémeas Machos Total reagentes (%)
Jovens 4 6 10 (18,18%)
Adultos 5 18 23 (41,82%)

Total reagentes 9 24 33 (60,00%)

O numero de animais soro-reagentes (60,00%) em relagdo ao sexo foi de nove
fémeas (16,36%) e 24 machos (43,64%) num total de 55 animais capturados (100%).

Em relagéo a freqléncia de soro-reagéo o numero de primatas capturados foi maior
de machos do que em fémeas. BAULU et al. (1987) também observaram uma frequéncia
de soro-reacdo em Macacos Verde Africano (C. aethiops sabaeus) mais alta em machos
do que em fémeas (Tabela 3). Isso ocorre devido ao comportamento como, por exemplo,
percorrer grandes distancias para migrar para outros grupos para se reproduzirem, assim
como ocorre a diferenca entre faixas etarias, os adultos sdo mais susceptiveis do que os
jovens.

O numero de animais soro-reagentes em relacao a idade foi de 10 jovens (18,18%)
e 23 machos (41,82%) num total de 33 animais reagentes (60,00%).

Essas espécies que convivem no mesmo habitat, devido a agédo antrdpica,
sofrem um risco de contrair outras enfermidades trazidas pelos seres humanos.

Um episddio ocorrido no Parque Nacional Banff no Canada em 1994, a populacéao
de cervo da cauda preta (Odocoileus hemionus) apresentaram altos titulos de
anticorpos para Herpesvirus bovino tipo 1, virus da diarréia viral bovina (BVD), lingua
azul, Leptospirose e virus do sincicio respiratério devido ao contato com bovinos
domésticos de propriedades circunvizinhas do parque (WILSON, 2002).

Diante de alguns episodios da transmissédo de enfermidades entre seres humanos
e animais, temos um relato de ALEXANDER et al. (2002) num parque da Africa do Sul

onde houve a transmisséo de tuberculose para grupos de suricatas (Suricata suricatta)
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e mangustos (Mungos mungo) que vieram a ébito por um meio de transmissdo ainda

nao esclarecido.

Tabela 4. Resultados da prova de SAM para o diagnostico da leptospirose de Cebus
apella nigritus pertencentes a Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP,
pela prova de SAM para o diagnostico de leptospirose segundo o sorovar
reagente e o titulo* obtido e a freqtiéncia de positividade. Jaboticabal-SP.

2007.
Titulo 1
SOROVAR 20 40 80 160 TOTAL (%)
Shermani 8 1 2 - 11 33,33
Andamana 3 1 3 1 8 24,24
Pyrogenes 4 - - - 4 12,12
Grippotyphosa 2 - - 2 6,06
Australis 1 - - - 1 3,03
Canicola - 1 - - 1 3,03
Castelonis - - 1 - 1 3,03
Copenhageni - 1 - - 1 3,03
Hardjo 1 - - - 1 3,03
Hebdomadis 1 - - - 1 3,03
Pomona - 1 - - 1 3,03
Wolffi - 1 - - 1 3,03
TOTAL 20 6 6 1 33 100,00

* = Reciproca da maior diluigdo do soro com 50% de aglutinagao.

1= FreqUéncia entre o total de animais reagentes.

No Parque Ecologico de Ribeirdo Preto, Mata de Santa Teresa, nunca foi realizado
uma captura sistematica da fauna co-habitante com os Macacos Prego. Porém durante
a captura foi observado a presenca de saguis do tufo preto (Callithrix penicilatta), Cotias
(Cavia aperea), Paca (Agouti paca), Jibdia (Boa constrictor) e outros roedores
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selvagens. Portanto, ndo se sabe o papel desses animais como reservatério de
Leptospira spp.

O grooming (catacdo) é um habito freqliente entre os primatas, isso pode
favorecer também a transmissdo da leptospirose entre os individuos, pois 0s mesmos
vivem em bandos.

O Centro de Primatologia de Barbados capturou mais de 3.000 animais desde
1979 e de acordo com as pesquisas realizadas nesse periodo os primatas debelam a
infeccao aos poucos, corroborando com os achados de FAINE (1982).

BAULU et al (1987) ainda relataram que a leptospiriria € um achado incomum,
porém a enfermidade mostrou ser transmissivel entre os animais.

Segundo FAINE (1999) o diagnéstico da leptospirose em primatas € mais dificil do
que em outras espécies. Isso ocorre, pois 0s sinais clinicos e lesdes sao menos evidentes
e a resposta de anticorpos s é detectada por curtos periodos de tempo.

A bioquimica sérica € uma ferramenta de extrema importancia para auxiliar o
diagnéstico de enfermidades. Os resultados demonstraram que somente alguns animais
tiveram os parametros alterados em alguns exames.

Segundo RIVIELLO e WIRZ (2001) num estudo realizado na ltalia em 36
Macacos Prego (Cebus apella) houve diferenca significativa entre machos e fémeas
para os parametros de AST, creatinina e glicose.

Os niveis de glicose (Tabela 5) estavam aumentados, evidenciando uma agéo
antrépica dentro da Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, provavelmente a
alimentagéo impropria levada pelos visitantes principalmente aos finais de semana. Vale
ressaltar que, foi comum durante o periodo do experimento, a observacdo de pessoas
oferecendo guloseimas e bebidas aos bandos de primatas ali residentes. A constante
presenca de restos alimentares funcionou como atrativo para os individuos e outras
espécies que conviviam no mesmo habitat.

Foram coletadas oito amostras de urina de oito animais (14,54%; 8/55) e em nenhum
individuo houve a deteccdo da proteina da Leptospira spp pela técnica de PCR.

A PCR é uma importante ferramenta para o diagnéstico da leptospirose em

primatas ndo humanos. Um estudo feito por SCARCELLI et al. (2003) mostrou que a
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técnica possui uma sensibilidade e especificidade muito alta, principalmente por que os

sinais e lesbes sdo menos evidentes e a presenga de anticorpos € detectado por curtos

periodos de tempo (FAINE et al., 1999). Amostras de urina e fragmentos de tecidos

autolisados foram colhidos de um macaco prego (C. apella) de cativeiro veio a 6bito e foi

encontrado morto apdés 24 horas e entdo, permitindo a deteccdo de Leptospira em

amostras autolisadas e congeladas ou mal conservadas que prejudicam o isolamento € a

inoculacdo experimental. Detectando-se pela PCR um fragmento de DNA de 300 pb

correspondente ao género Leptospira.

Em nosso estudo, nao foi possivel detectar o fragmento de DNA da Leptospira pela

PCR da urina dos primatas capturados, podendo concluir que esses animais nao foram

portadores renais, naquele momento.

Tabela 5. Distribuicdo de soros sangtiineos de Cebus apella nigritus pertencentes a Mata

de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, examinados para os niveis de glicose

Jaboticabal-SP. 2007.

Glicose Ne %

Acima de 35 55 100
1,5a35 - -
Abaixo de 1,5 - -

Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Glicemia: 1,5 a 35 mg/dI
Média: 142 mg/dl

O valor médio de glicose sérica nos primatas capturados foi de 142 mg/dl.

Sugerindo um quadro de diabetes mellitus segundo relatos de HOWARD (1982), cujos

niveis séricos encontram-se acima de 140mg/dl.
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Com relacao aos niveis de uréia, em sete (12,73%) dos individuos capturados o

nivel estava aumentado (Tabela 6). A uréia é um parametro importante para o

monitoramento de doencgas renais, dietas hiperproteicas e diabetes mellitus.

Tabela 6. Distribuicdo de soros sanglineos de Cebus apella nigritus pertencentes a Mata

de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, examinados para os niveis de Uréia

Jaboticabal-SP. 2007.

Uréia Ne %
Acima de 59 7 12,73

9-59 48 87,27
Abaixo de 9 - -

Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Uréia: 9 a 59 mg/d|
Média: 41,02 mg/d|

A média de uréia sérica foi de 41,02 mg/dl. Os niveis séricos de uréia

conjuntamente com a creatinina sugerem uma doencga renal.

A enzima Alanina Amino Transferase (ALT) foi analisada durante o experimento.

Dos 55 soros analisados, todos os individuos (100%) estavam dentro dos parametros de

normalidade.

Segundo KIM et al. (2004) a utilizacdo de cloridrato de cetamina como protocolo

anestésico em Macacos verde africano (Cercopithecus aethiops) aumenta a atividade

sérica do ALT e reduzem as concentragdes séricas de glicose.

Os altos niveis de ALT no soro indicam lesdo hepética de natureza inflamatéria,

toxica e degenerativa. Sendo que, a sua elevagao estd na dependéncia do grau e duragéao

da leséo, obtendo-se concentra¢cdes maiores em casos agudos (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo de soros sanguineos de Cebus apella nigritus pertencentes a Mata

de Santa Teresa, Ribeirao Preto, SP, examinados para os niveis de Alanina

Amino Transferase (ALT) Jaboticabal-SP. 2007.

ALT Ne %

Acima de 235 - -
11-235 55 100

Abaixo de 11 - -
Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
ALT: 11-235 U/l
Média: 57,33 U/

As enzimas no soro ou no plasma, como ALT e AST, bem como as enzimas que

aumentam a atividade quando héa colestase ou indugéo por droga FERREIRA NETO et al.,

1978).

Um outro parametro avaliado foi a creatinina sérica, seis animais (10,90%) estavam

com 0s niveis aumentados e permite avaliar a fungao renal, principalmente da filtragéo

glomerular (Tabela 8).



48

Tabela 8. Distribuicdo de soros sanguineos de Cebus apella nigritus pertencentes a Mata

de Santa Teresa, Ribeirao Preto, SP, examinados para os niveis de creatinina

Jaboticabal-SP. 2007.

Creatinina N2 %
Acima de 0,23 6 10,90
0,036-0,23 49 89,10
Abaixo de 0,23 - -
Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Creatinina: 0,036-0,23 Ul/I
Média: 0,95 U/

A fosfatase alcalina foi outra enzima dosada e trés animais (5,45%) estavam com

os niveis alterados. Essa enzima é produzida em muitos tecidos dos organismos como

0ss0s, figado, intestinos e placenta e é excretada pela bile (ALENCAR FILHO et al., 1994)

(Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo de soros sangulineos de Cebus apella nigritus pertencentes a Mata

de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, examinados para os niveis de

Fosfatase Alcalina, Jaboticabal-SP. 2007.

Fosfatase Alcalina N2 %
Acima de 358 3 5,45
0-358 52 94,55
Abaixo de 0 - -
Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Fosfatase Alcalina: 0 a 358 U/I
Média: 140,69 U/I
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O AST dosado no soro dos animais capturados é fisiologicamente encontrado em

alta concentracdo no coragdo, figado, musculo esquelético, rins e pancreas. Em 48

(87,27%) dos animais 0s niveis estavam normais e em sete (12,73%) os niveis estavam

abaixo dos valores de referéncia (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo de soros sangliineos de Cebus apella nigritus pertencentes a

Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, examinados para os niveis de
Aspartato de Amino Transferase (AST), Jaboticabal-SP. 2007.

AST Ne %
Acima de 163 - -
20a 163 48 87,27
Abaixo de 20 7 12,73
Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Aspartato de Amino Transferase: 20 a 163 U/l
Média: 47,07 U/l

Os niveis de albumina foram avaliados em 55 amostras de soro sanglineo de C.

apella. As 55 amostras (100%) estavam dentro dos parametros de normalidade (Tabela

10).

Segundo THRALL (2007) o uso de cloridrato de cetamina para contencdo quimica

em primatas nao interfere nos valores séricos de AST.

A albumina € uma proteina do soro e sua sintese ocorre quase que totalmente pelo

figado. Todos os individuos capturados (100%) estavam com o0s niveis dentro dos

parametros de normalidade (Tabela 11).
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Tabela 11. Distribuicdo de soros sanglineos de Cebus apella nigritus pertencentes a
Mata de Santa Teresa, Ribeirao Preto, SP, examinados para os niveis de
albumina, Jaboticabal-SP. 2007.

Albumina N¢ %

Acima de 76 - -

15a76 -
Abaixo de 15 55 100
Total 55 100

Valores de Referéncia (ISIS, 2002)
Albumina: 15 a 76 g/l
Média: 3,13 g/l

A média aritmética dos niveis de albumina encontrada nos macacos prego, foram
considerados abaixo do limite normal para a espécie. Segundo relatos de BENNETT et al.,
(1992) e KIM et al. (2004) ocorre a diminuicdo significativa na concentracdo sérica de
proteina total e de albumina quando se utiliza cloridrato de cetamina como anestésico
para conteng&o durante a coleta desse sangue. Essa diminuicdo se deve ao aumento de

volume plasmatico ou a perda de proteina no compartimento vascular.

Tabela 12. Distribuicdo de idade e sexo de Cebus apella nigritus capturados na Mata de
Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP, Jaboticabal-SP. 2007.

Fémeas Machos Total capturados
Jovens 9 22 31
Adultos 16 8 24
Total capturados 25 30 55

Em relagdo a idade dos animais capturados, dos 55 animais, 31 (54,36%) foram
jovens e 24 (43,64%) adultos. Em relagao ao sexo, foram capturados 25 fémeas (45,45%)
e 30 machos (54,55%), num total de 55 primatas.
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8. CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo pode ser inferido 0 que se segue.

1. Ocorreu a presenga de anticorpos contra Leptospira spp em primatas de vida livre
da Mata de Santa Teresa, Ribeirao Preto, SP.

2. Os sorovares de maior freqiéncia foram o Shermani e Andamana nos C. apella
nigritus pertencentes a Mata de Santa Teresa, Ribeirdo Preto, SP.

3. Nao foi possivel detectar a presenca da proteina da Leptospira spp na urina dos
primatas capturados quando analisado pela PCR.

4. A biogquimica sérica dos animais capturados (glicose, uréia, ALT, creatinina,
fosfatase alcalina, AST e albumina) ndo foi elucidativa, pois, quase todos os
parametros estavam normais, nao indicando nenhuma alteracdo renal ou
hepatica. Exceto a glicemia, que de todos os individuos estavam aumentados
sugerindo que, os animais eram alimentados de forma errbnea pelos visitantes

da mata.
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