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Nuamero: 18861-4 Data da Emissao: 29/11/2010 18:25

Dados do titular

Nome: José Luiz Catéo Dias CPF: 029.597.888-00

Titulo do Projeto: Pesquisa da ocorréncia de Leishmania e Plasmodium spp. em Primatas Neotropicais de vida livre e mantidos em cativeiro no

Estado de Séo Paulo.

Nome da Instituicdo : Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia USP CNPJ: 63.025.530/0019-33

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) [ Fim (més/ano)
1 [ Colheita de material 02/2009 08/2011

2 | Processamento do material 02/2009 10/2011

3 | Elaboracao dos relatérios técnicos, parcial e final 06/2009 06/2010

De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto.

Observacoes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bioldégicos e minerais, pecas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passa da,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagdo NAO exime o pesquisador titular e 0s membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
2 | como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area
dentro dos limites de unidade de conservagéo federal cujo processo de regularizagcdo fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instru¢gdo Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instru¢ao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagédo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenca para importagdo ou exportagéo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignado, consulte www.icmbio.gov.br/sisbio - menu
Exportacéo.

O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxondémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxonémico de interesse em condi¢ao in situ.

Este documento nao dispensa o cumprimento da legislagédo que dispoe sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territério nacional, na
6 | plataforma continental e na zona econémica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgéo e desenvolvimento tecnolodgico.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagdo devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdes, as condicdes para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

As atividades contempladas nesta autorizagdo abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de espécies
ameacadas de extincédo, sobreexplotadas ou ameacadas de sobreexplotacéo.

Outras ressalvas

1 O planejamento e execucgao das atividades de contencao (fisica e quimica) e de coleta de material biolégico EX SITU é de responsabilidade da
equipe técnica do mantenedor e devem ser acordadas previamente com os executores do projeto.

> O titular da licenga ou membro da equipe fica responsavel por fazer uma palestra de apresentacao da Pesquisa nas comunidades da RESEX e
integrar comunitarios de acordo com a necessidade do Estudo como mateiros, ajudantes de campo.

Equipe

# Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 [ marina galvao bueno Executora 251.174.338-82 23878020-x ssp/sp-SP Brasileira

2 | Fabio Rohe Colaborador 169.962.128-47 21462006 SSP-SP Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdao executadas

# Municipio UF [ Descricao do local Tipo
1 [ SAO JOAQUIM DA BARRA SP Estado de Sao Paulo Fora de UC
2 | LORENA SP Lorena SP Fora de UC

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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4 | PORTO VELHO RO Porto Velho a Abuna Fora de UC
5 RO Abund Fora de UC
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8 AM RESERVA EXTRATIVISTA DO LAGO DO CAPANA GRANDE UC Federal
9 AM RDS Igapo-acu (Gestao Estadual) Fora de UC
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Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
1 [ Captura de animais silvestres in situ Primates
2 | Coleta/transporte de amostras biologicas ex situ Primates
3 | Coleta/transporte de amostras biolégicas in situ Primates
Material e métodos
[1TAmostras biolégicas (Primatas) [ Fragmento de tecido/6rg&o, Animal morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Sangue
[ 2 [ Método de captura/coleta (Primatas) [ Captura manual, Armadilha tipo gaiola com atracdo por iscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”), Puca ]

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino Tipo Destino
- s . Laboratério de Patologia Comparada (LAPCOM) do Departamento de
1 | Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia USP Patologia (VPT), da FMVZ-USP
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Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato néo
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato deverd ser acompanhado da autorizacéo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biologico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Cole¢ées Biolégicas (CCBIO).

Téaxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.
P
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RESUMO

BUENO, M. G. Pesquisa de Leishmania spp. e Plasmodium spp. em primatas
neotropicais provenientes de regides de Mata Atlantica e Amazbdnia
impactadas por acfes antrOpicas: investigacdo in situ e ex situ. [Survey of
Leishmania spp. and Plasmodium spp in neotropical primates form Atlantic Forest
and Amazon Regions impacted by humans activities: in situ and ex situ study]. 2012.
298f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

Este trabalho investigou a ocorréncia de infeccbes causadas por Plasmodium
spp. e Leishmania spp. em primatas neotropicais mantidos em cativeiro e de vida
livre, oriundos de regides impactadas pelo homem nos biomas Mata Atlantica e
Amazbnia. Os agentes parasitarios investigados sao responsaveis por processos
zoondticos que acometem humanos, animais domésticos e selvagens, com
significativas perdas ambientais e econémicas. Amostras biol6gicas foram colhidas e
submetidas para andlise parasitaria por testes soroldégicos e moleculares. Com
relacAo aos plasmoédios, os resultados alcancados sugerem a transmissdo de
Plasmodium spp. entre os primatas de cativeiro e de vida livre. No estado de Séo
Paulo, nossos dados apontam para a circulagdo de P. malariae e P. simium, sendo
este Ultimo encontrado em Callicebus nigrifrons. Na Amazbnia, nossos dados
indicam a circulacdo de P. brasilianum. Com relacdo as leishmanias, demonstramos
gue circula entre os primatas de cativeiro do estado de Sao Paulo a L. (L.) chagasi,
as L. (L.) amazonensis e as leishmanias do complexo Viannia. Na regido amazonica,
5,2% (1/19) foram positivos no PCR de sangue para L. (L.) chagasi. Os resultados
deste trabalho podem subsidiar abordagens sanitarias publicas e veterinarias com
relagdo aos primatas neotropicais existentes no estado de Sao Paulo e nas regides

Amazodnicas.

Palavras-chave: Primatas Neotropicais. Mata Atlantica. Amazobnia. Leishmania.
Plasmodium. Parasitologia.



ABSTRACT

BUENO, M. G. Survey of Leishmania spp. and Plasmodium spp. in neotropical
primates form Atlantic Forest and Amazon Regions impacted by humans
activities: in situ and ex situ study. [Pesquisa de Leishmania spp. e Plasmodium
spp. em primatas neotropicais provenientes de regides de Mata Atlantica e
Amazénia impactadas por acdes antropicas: investigacdo in situ e ex situ]. 2012.
298f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2012.

This study investigated the occurrence of infections caused by Plasmodium
spp. and Leishmania spp. in neotropical primates. Specimens were obtained both in
captivity and in the wild in regions impacted by human activities in the Atlantic Forest
and Amazon, Brazil. The pathogens investigated are responsible for significant
zoonotic processes that affect humans, domestic and wild animals, with significant
economic and environmental losses. The samples were collected and submitted for
analysis by serological and molecular tests. The results suggest the transmission of
Plasmodium spp. in primates from captive to those in the wild. In Sdo Paulo state our
data point for the presence of P. malariae and P. simium, this latter being found in
Callicebus nigrifrons. In the Amazon, our data indicate the presence of P.
brasilianum. Leishmania (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis and the Leishmania
Viannia complex circulates among the captive primates in Sao Paulo state. In the
Amazon, 5.2% (1/19) of the primates sampled were detected by PCR as positive for
L. (L.) chagasi. The results of this work may improve animal and public health

approaches in relation to the neotropical primates in the regions studied.

Keywords: Neotropical Primates. Leishmania. Plasmodium. Atlantic Forest. Amazon,
Parasitology.
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TAXONOMIA*, NOMES POPULARES E LISTA DE ESPECIES

Cebidae
Sagui -hibrido Callithrix spp.
Sagui-de-tufo-branco Callithrix jacchus
Sagui-de-tufo-preto Callithrix penicillata
Sauim Saguinus fuscicollis mura
Sagui-de-boca-branca Saguinus labiatus rufiventer
Macaco-prego hibrido Cebus spp.
Macaco-prego Cebus macrocephalus
Macaco-prego Cebus apella
Macaco-da-noite Saimiri [ustus] madeirae
Mico-de-Cheiro Saimiri boliviensis
Macaco-da-noite Aotus infulatus

Atelidae
Muriqui-do-Sul Brachyteles arachnoides
Macaco-barrigudo Lagothrix poeppigii
Macaco-barrigudo Lagothrix cana
FI\)/:if[:az:lco-aranha—de-cara— Ateles chamek
Macaco-aranha Ateles paniscus
Bugio-preto Alouatta caraya
Bugio Alouatta fusca
Bugio-ruivo Alouatta clamitans
Guariba-de-mé&os-ruivas Alouatta belzebul

Pitheciidae
Macaco-parauacu Pithecia sp.
Guigb Callicebus dubius
Guigb Callicebus caligatus
Guigb Callicebus nigrifrons
Guigo Callicebus brunneus
Guigé Callicebus personatus
Guigo hibrido Callicebus spp.

* Classificac@o taxondmica de acordo com Perelman, et al., 2011.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLA

CDC
CETAS
DIEs
DO
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IFI

IHQ

IUCN
LTA
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OIE
OMS
PCR
Pf
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Pv
PVM
SFM
SINAN

SVS
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WHO

Center for Disease Control and Prevention

Centros de Triagem de Animais Selvagens

Doengas Infecciosas Emergentes
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Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
Imunofluorescéncia Indireta

Reacéo de Imunoistoquimica

indice de Reatividade

International Union for Conservation of Nature
Leishmaniose Tegumentar Americana
Leishmaniose Visceral Americana
Ministério da Saude

World Organisation for Animal Health
Organizacao Mundial da Saude

Reacdo em Cadeia da Polimerase
Plasmodium falciparum

Plasmodium malariae

Primatas ndo humanos

Primata do Novo Mundo

Primatas neotropicais

Plasmodium vivax

Primata do velho Mundo

Sistema fagocitico mononuclear

Sistema de Informac&o de Agravos de Notificacéo
Secretaria de Vigilancia em Saude

Cloreto de Tetramethil Amonio

World Health Organization
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1 INTRODUCAO

Recentemente, algumas alteracbes nas populacdes silvestres atribuidas a
causas antropogénicas tém sido relacionadas as doencas infecciosas emergentes
(DIES). As DIEs existem ha tanto tempo quanto 0s seus respectivos hospedeiros,
mas acredita-se que as alteracdes recentes no equilibrio entre o agente infeccioso e
correspondente hospedeiro possam ter conduzido a consequéncias catastréficas
repentinas, principalmente quando as doencas séo introduzidas em ecossistemas
naturais (SCHOEGEL; DASZAK; NAVA, 2005).

Neste sentido, diversos estudos sobre o papel de mamiferos silvestres como
reservatorios de zoonoses tém sido realizados no Brasil. Entretanto, a diversidade
da fauna de mamiferos brasileiros ainda ndo € completamente conhecida, e a
emergéncia e re-emergéncia de zoonoses € um problema atual de salde publica

(BRASIL, 2012).

Desta forma, a pesquisa de agentes infecciosos zoonéticos, como o
Plasmodium spp., causador da maléria, e a Leishmania spp. causador das
leishmanioses, nos animais domésticos, silvestres e no homem, bem como a inter-
relacdo entre os mesmos e as mudancas no ambientes, sdo de grande importancia
para a compreensao e controle destas doencas humanas e para a conservacao da

vida silvestre.

Os primatas neotropicais (PNT), desempenham importante papel na
manutencdo do ecossistema natural, como por exemplo, na dispersdo de sementes
(CHAPMAN; ONDERDONK, 1998) e por sua vez mantém relacdo com diversos
patégenos, podendo ser esta uma relacdo benéfica ou deletéria. As crescentes
acoes antrdpicas (construcao de Usina Hidroelétrica e Rodovia, dentre outras acfes)
afetam o meio ambiente, destruindo os habitats, podendo ocasionar graves
mudancas ambientais como a fragmentacdo do ambiente florestal, perda de
biodiversidade e mudancas climaticas. Estas alteracbes no ecossistema podem
acarretar mudancas no ciclo epidemiolégico das doencas, ocasionando danos a
salde publica e animal (HUNTER; REY; SCOTT,; 1983; LERER; SCUDDER, 1999).
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Sendo assim, os PNT podem ser afetados por estas mudancas no
ecossistema, seja pelo contato mais préximo com animais domeésticos ou mesmo 0s
silvestres, promovendo a transferéncia de agentes patogénicos (“Spill-over”), ou até
mesmo pela perda de recurso alimentar (CLEAVELAND et al., 2000; CLEAVELAND
et al., 2002).

Desta forma, espera-se que os resultados do presente trabalho subsidiem
abordagens sanitarias em relagdo as populacbes de PNT expostas as crescentes
acbes antropicas, contribuindo, desta forma, tanto para o incremento da saude

publica quanto para a conservacgao destes fascinantes animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando a relevancia das Leishmanioses e da Malaria, como
enfermidades zoonaticas; a importancia dos primatas do Novo Mundo na ecologia
dos sistemas neotropicais, incluindo os ciclos naturais das doencgas infecciosas; as
condicbes de manutencdo destes animais em cativeiro; as acdes antropicas que
geram importantes mudangcas nos ecossistemas; e as praticas de soltura e
reintroducdo com os consequentes desdobramentos relacionados a disseminacgéo
de doencas, os Objetivos Gerais do presente trabalho foram:

1. Determinar a ocorréncia de Leishmania spp. e Plasmodium spp. em diferentes
populacdes de primatas neotropicais in situ (Mata Atlantica e Regibes
Amazébnicas), em areas que foram e/ou serdo impactadas por acbes
antropicas, e ex situ (cativeiros selecionados no Estado de Sao Paulo);

2. Discutir o papel desempenhado por este Taxa nos ciclos naturais destas
enfermidades;

3. Fornecer subsidios para praticas nos campos da saudes publica e animal
envolvendo estes patdgenos;

4. Contribuir para o rol de conhecimento disponivel sobre a condicdo sanitaria

deste Taxa.
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2.2 Objetivos especificos

Para tanto, os objetivos especificos do trabalho foram:

1. Pesquisar a ocorréncia de infeccdo por Leishmania spp. em diferentes
populacdes de PNT in situ e ex situ, nas regides acima citadas, valendo-se
para tanto de exames histopatologico, imunoistoquimico, sorolégicos (ELISA
e IFI) e molecular (PCR-RFLP);

2. Determinar as espécies de Leishmania spp. isoladas através de técnica
molecular (PCR-RFLP), e discutir a importancia das mesmas nas saudes
publica e animal;

3. Investigar a ocorréncia de infeccdo por Plasmodium spp. em diferentes
populacdes de PNT in situ e ex situ, nas regides acima citadas, valendo-se
para tanto de exames de observacdo direta (analise de gota espessa),
sorolégicos (ELISA, IFI e teste imunocromatografico) e moleculares (nested
PCR);

4. Efetuar a caracterizacdo molecular dos Plasmodium spp. isolados e discutir a

importancia dos mesmos nas saudes publica e animal.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Primatas neotropicais - PNT

3.1.1 Classificacao, aspectos bioldgicos e conservacao

O Brasil € o quinto maior pais do mundo em area, € 0 primeiro em
biodiversidade, com cerca de 14% da biota mundial e a maior diversidade de
mamiferos, com mais de 530 espécies descritas. Apesar dos mamiferos serem o
grupo de organismos mais bem conhecido, pouquissimos locais foram
adequadamente inventariados. A regido da Amazbnia €, provavelmente, a mais
diversa do planeta em termos de mamiferos e outros vertebrados. O hotspot da
Mata Atlantica € o segundo em termos de diversidade de mamiferos, porém em
relacdo a sua area, acredita-se possuir um numero maior de espécies (COSTA,
2005; REIS, 2011).

Dentre os mamiferos, as quatro Ordens mais diversificadas e com
expectativas de aumento do numero de espécies sdo Rodentia, Chiroptera,
Didelphimorphia e Primates (REIS, 2011).

De acordo com a IUCN (International Union for Conservation of Nature), no
Brasil existem 18 géneros e 131 espécies/subespécies de PNT, sendo algumas
destas endémicas de algumas regides e outras mais generalistas estando presentes
em diferentes biomas (IUCN, 2008)

Os primatas sdo mamiferos placentarios e bem adaptados ao ambiente
arboricola, devido adaptacdes evolutivas sofridas por esta Ordem. Possuem
diferentes caracteristicas que sao utilizadas, em conjunto, para classifica-los
(AURICCHIO, 1995). Desempenham papel importante na preservacdo das matas
devido a grande dispersdo de sementes que fazem (CHAPMAN; ONDERDONK,
1998).
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A classificagdo taxondmica dos primatas divide-os em duas subordens,
Prossimii (Prossimios) e Antropoidea (Antropodides e Simios). Os primeiros sao
divididos em lemuriformes, lorosiformes e tarsiiformes (AURRICHIO, 1995; ROWE,
1996). A subordem Antropoidea é dividida em primatas do Velho Mundo (PVM)
(Catarrhini) e primatas do Novo Mundo (PNM) (Platyrrhini). Os primatas neotropicais
fazem parte dos animais do Novo Mundo, porém, ainda ha divergéncias quanto a

classificacédo taxonémica dos mesmos.

De acordo com Ryland et al. (2000), pertencem aos Platyrrhini as familias
Aotidae (macacos-da-noite), Callitrichidae (micos e saguis), Cebidae (macacos-
prego e mico-de-cheiro), Athelidae (bugios, macacos-barrigudos, muriquis e
macacos-aranha) e Pithecidae (parauacus, sauas e uacaris). Entretanto, Perelman
et al. (2011), sugerem, através de estudo baseado em ferramentas moleculares, que
os Platyrrhini sejam compostos pelas familias Cebidae (Mico, Cebuella, Callithrix,
Callimico, Leontophitecus, Saguinus, Aotus, Saimiri, Cebus), Atelidae (Lagothrix,
Brachyteles, Ateles, Alouatta) e Pithecidae (Cacajao, Chiropotes, Pithecia,

Callicebus). Neste trabalho optou-se por utilizar esta classificacdo taxondémica.

Consequentemente a esta grande variedade de familias e espécies, este
grande grupo possui uma extensa diversidade de caracteristicas bioldgicas,
ecoldgicas e comportamentais, variando em tamanho, modo de vida, dieta, uso do
habitat e organizacdo social (REIS, 2011) e, consequentemente, variando na
adaptacao as diversas mudancas ambientais.

Os primatas do Novo Mundo (PNM) séo especialmente vulneraveis a
fragmentacdo do habitat devido ao seu grau de especializacdo arborea. Até mesmo
as grandes espécies sdo incapazes de atravessar grandes distancias que separam
os principais fragmentos florestais. Isto pode acarretar em consanguinidade e
surgimento de doengas (FERRARI, 1995).

Os primatas sdo um dos grupos de mamiferos mais ameacados, com 26
espécies listadas. Isso significa que 26,8% do total de primatas esta em perigo de
desaparecer do Brasil (REIS, 2011). As espécies endémicas geralmente sofrem
maior pressdo quando ha destruicdo do habitat e fragmentacéo, podendo chegar a
extincdo mais rapidamente que as espécies ndo endémicas. Por outro lado, algumas

espécies de PNT adaptam-se tdo bem em diferentes ecossistemas que sao
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consideradas, em algumas regides, como espeécies exdticas invasoras, ameacgando
outras espécies de primatas e a biodiversidade local, como no caso, por exemplo, do
Callithrix jacchus no Estado de S&o Paulo (COSTA, 2005; SILVA, 2009).

Infelizmente, as populagdes de PNT vem sofrendo grave declinio populacional
devido a alguns fatores que variam em ordem de importancia dependendo da regiao.
Na Mata Atlantica, a principal ameaca € a perda do habitat e fragmentacéo.
Entretanto, na Amazé6nia a cacga de subsisténcia ainda representa a maior ameaga
(COSTA, 2005). Porém, outros fatores sdo importantes e ainda estdo presentes,
como por exemplo, o trafico de animais (MITTERMEIER, 1986; MAST, 1996).

Neste contexto, as doencas sdo um dos fatores que pode favorecer o declinio
populacional de primatas, principalmente nestes que possuem reduzido namero de
individuos (WOODROFFE, 1999; COSTA, 2005).

Apesar de muitos estudos, pouco ainda se sabe sobre a diversidade de
patégenos presentes nas populacbes de primatas in situ. Muitos primatas sao
considerados reservatorios para uma extensa variedade de doengas que acometem
0os homens, como as parasitarias, virais, bacterianas, etc. (COX-SINGH, 2008;
FRIEND, 2006).

Neste sentido, a compreensdo da relacdo patdégeno-hospedeiro e as
possiveis alteracdes desta dindmica em relacdo as mudancas ecoldgicas,
ambientais e as socioecondmicas se fazem de grande importancia nao somente
para a conservacdo dos primatas neotropicais como também para a saude publica e

animal.

Diversas doencas e patdgenos vem afetando a saude publica mundial, como
as Doencas Infecciosas Emergentes (DIES), impactando a economia mundial e local.
A maioria das DIEs (60,3%) é causada por patdgenos zoonéticos e 71,8% destes
eventos zoonéticos sdo causados por patdgenos que se originaram de animais
selvagens, como por exemplo, a SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome), o
Nipah virus e até mesmo o HIV, no qual o surgimento esta associado a caca de
subsisténcia de Primatas Nao-Humanos (PNH) (FRIEND, 2006; JONES, 2008).

Devido a todos estes aspectos, a pesquisa da ocorréncia de agentes
zoonoticos em primatas neotropicais e a compressdao do papel que estes
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desempenham no ciclo epidemioldégico das doencas reveste-se de grande

importancia para as saudes animal e humana e para a conservagdo dos mesmos.

3.2 Uma Saude - doenca, meio ambiente, animais selvagens, animais

domésticos e 0 homem

A destruicdo crescente do habitat natural por agdo antrOpica promove o
aumento no numero de espécies ameacadas de extincdo. A reacdo em cadeia
originada desta destruicdo ameaca ndo somente o habitat, mas também a salde de
todas as espécies da fauna e flora silvestres, bem como a do homem e a de animais
domeésticos (SCHOEGEL; DASZAK; NAVA, 2005).

Segundo Cleaveland et al. (2002) , por exemplo, em areas fragmentadas ha o
aumento da proximidade dos animais silvestres com as comunidades humanas e
com 0s animais domésticos, 0 que aumenta o risco do surgimento de zoonoses e
epizootias, devido ao efetivo contato fisico, seja direto ou indireto, via vetor, entre

animais (selvagens e/ou domésticos) e o homem.

Neste contexto, o termo “Uma Saude” significa a compreensdo da inter-
relagdo entre os patdgenos, o meio ambiente, os animais selvagens, os animais
domésticos e o homem, com o intuito de garantir a salde do ecossistema como um

todo.

Sendo assim, a compreensao de que os animais selvagens podem ser fontes
de infeccéo tanto para a populacdo humana, quanto para as outras populagdes de
animais selvagens e para os animais domeésticos, € de extrema importancia para se
garantir a saude do ecossistema e, consequentemente, a salde animal e humana.
Estima-se que existam pelo menos 144 doengas humanas derivadas de patdgenos
dos animais selvagens, como por exemplo, a raiva, leptospirose, tuberculose, virus

do oeste do Nilo, influenza aviaria e as leishmanioses (OIE, 2010).
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Além disso, sabe-se que as doencas impactam as populacdes de animais
selvagens podendo ser um dos fatores, somados a outros como perda de ambiente

e consanguinidade, que contribui para a extingdo de espécies.

Neste sentido a compreensao exata da relagdo entre o homem, os animais
domésticos, animais selvagens e as mudancas ambientais é que irdo garantir a
saude ecologica e a saude humana. Programas efetivos de Saude Publica devem
incluir estudos para que se tenha a compreenséo dos fatores epidemiolégicos dos
patdgenos zoonoticos dos animais selvagens, assim como dos animais domésticos

e dos seres humanos e suas inter-relagdes (OIE, 2010).

3.3 Tréfico de animais, acdes antrépicas e o impacto da movimentacdo dos
PNH

Recentemente, pesquisadores tem se atentado para um relevante tema que é
a avaliacao dos efeitos causados pelas acdes antrdpicas, como a construcdo de
usinas hidrelétricas e rodovias, na dindmica e epidemiologia das doencas, tais como

a malaria e as leishmanioses.

Algumas hipéteses tem sido comprovadas no sentido destas acodes
aumentarem a transmissdo das doencas, ou mudarem os fatores epidemiolégicos,
causando efeitos deletérios a saude animal e humana, principalmente nas doencas
transmitidas por vetores (HUNTER et al., 1983; ALEMAYEHU et al., 1998; BICKEL
et al., 2003; ELLIS; WILCOX, 2009).

As mudancas ambientais diretas no habitat, como as acdes antrdpicas, ou até
mesmo as indiretas, como as mudancas climaticas, geralmente modificam os
padrbes de transmissao das doencas transmitidas por vetores. Acredita-se que as
mudancas climaticas, por exemplo, possam modificar a distribuicdo espacial e
temporal das Leishmanioses, seja diretamente pelo efeito da temperatura no
desenvolvimento do parasita, ou indiretamente pelo da temperatura e outras

variaveis ambientais no alcance e abundancia dos flebotomineos vetores, ou até
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mesmo pelas mudangas socioeconémicas que por ventura possam decorrer dos

empreendimentos realizados (READY, 2008).

Além do impacto ambiental resultante destas situacfes, ha uma crescente
preocupacdo sobre a possibilidade de disseminacdo de patébgenos presentes nos
animais selvagens provenientes dos programas de resgate destes

empreendimentos.

A fauna originaria destas diferentes regides do pais acaba sendo destinadas
para diferentes locais. Muitas vezes os animais sdo encaminhados para cativeiros
em outros estados (Zooldgicos ou CETAS ou Criadouros), ou soltos (introduzidos ou
translocados) em é&reas onde ainda sobrevivem populacdes selvagens. Sendo
assim, alguns pesquisadores acreditam que este deslocamento poderia acarretar na
dispersdo de patdgenos, inclusive causadores de zoonoses, para um local onde
antes estes ndo ocorriam (WOODFORD; ROSSITER, 1993; CUNNINGHAM, 1996;
DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2000; THOISY et al., 2001).

A mesma hipotese de dispersdo de patdgenos ocorre com 0S animais
provenientes do trafico. Segundo Karesh et al. (2005), o trafico internacional de
animais selvagens pode favorecer o mecanismo de transmissdo de doengas, que
ndo somente pode afetar a populacdo humana, gerando epidemias, mas também
pode causar danos aos animais domésticos e as populacdes de animais selvagens e

a saude do ecossistema.

s

No Brasil, o trafico de animais selvagens é considerado a segunda maior
ameaca a fauna silvestre, e no mundo este tipo de trafico s6 perde em recursos para
o de armas e drogas. O trafico de animais atende diferentes finalidades: colecfes
particulares, zooldgicos, pesquisas cientificas (biopirataria), vendas em pet shop,
produtos da fauna para adornos e artesanato. Anualmente, no Brasil, estima-se que
4 milhdes de animais sejam retirados da natureza. Dentre os mamiferos, os primatas
estdo no topo da lista dos mais traficados, sendo que os PNT representam 20% dos
primatas traficados no mundo e 10% destes pertencem a familia Cebidae e os
outros 10% a familia Callitrichidae (RENCTAS, 2001).

Além disso, os animais e em especial os PNT mantidos em Centro de

Estudos e Manejo de Animais Selvagens - CETAS sao, na sua grande maioria,
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animais provenientes do trafico de animais silvestres, ou seja, da apreensdo
realizada pelos Orgdos do Sistema Nacional de Meio Ambiente (SISNAMA; IBAMA,
2011). Devido a falta de local apropriado, estes individuos acabam permanecendo
por muito tempo nestes centros e, nestas circunstancias, acabam tendo contato
relativamente proximo com humanos e outros animais, seja diretamente, seja

indiretamente via vetores.

Desta forma, é de grande valia e importancia estudos que visem a pesquisa
de agentes patogénicos nas populacdes que serdo manejadas, tanto cativas quanto

presentes em vida livre.

3.4 Agentes patogénicos & enfermidades

3.4.1 Plasmodium spp. — Malaria

Dentre os diversos protozoarios de interesse em saude publica, destaca-se o
Plasmodium spp. causador da malaria, doenca zoonética de grande impacto

econdmico e de elevada importancia para saude humana.

A maléria também é conhecida como impaludismo, febre palustre, maleita e
sezdo. Esta presente em 106 paises e estima-se que 3.3 bilhdes de pessoas estéo
expostas a doenca, sendo o maior risco na regido africana subsaariana (BRASIL,
2005; WHO, 2011). Em areas ndo endémicas, ha relatos de casos importados,
sendo portanto tida como uma doenca de risco elevado para viajantes e migrantes
(BRASIL, 2005).

No Brasil, 0 maior nimero de casos € registrado na regiao Amazoénica, cujas
condicbes ambientais e socioculturais favorecem a expansdo de sua transmissao.
Nesta area, destacam-se os estados do Para, Rondbnia e Amazonas, com a
ocorréncia de mais de 50% da totalidade dos casos (BRASIL, 2005).
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3.4.1.1 Agente etiolégico

A malaria é uma infeccdo causada por parasitos do género Plasmodium,
Classe Sporozoa, transmitida na natureza pela picada de mosquitos vetores,
fémeas, infectados do género Anopheles, ou podem ainda serem transmitidos, por
transfusdes sanguineas ou compartilhamento de seringas contaminadas (BRUCE-
CHWATT, 1985; BRASIL, 2005; WHO, 2011).

Destacam-se no Brasil cerca de cinco espécies de Anopheles com maior
importancia na transmissdo do parasita: Anopheles (N) darlingi, A. (N) aquasalis, A.
(N) albitarsis, A. (K) cruzi e A. (K) bellator (BRASIL, 2005). Entretanto, na figura 1
aponta como os principais vetores o A. (N) darlingi e o A. (N) albitarsis. Geralmente
esses insetos evoluem em aguas limpas e sombreadas de rios, cérregos, igarapés,
lagoas, represas, acudes, valetas de irrigacdo, alagados e pantanos. Entretanto, a
subespécie Kertesia desenvolve-se em aguas acumuladas pelas bromeliaceas,

conhecidas no Sul pelo nome de gravatas (BRASIL, 2005).
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Figura 1 — Distribuicdo global dos vetores dominantes ou potencialmente importantes para a
transmisséo da Malaria (CDC, 2011a) — S&o Paulo - 2012
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Cinco espécies de Plasmodium podem causar a doenca humana (P.
falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae, P. knowlesi), sendo o P. falciparum o
causador de maior mortalidade, com maior ocorréncia na Africa. Ja o P. vivax, é
considerado menos patogénico, porém ocorre de forma muito mais frequente e
apresenta uma distribuicdo geografica maior (COX-SINGH et al., 2008; WHO, 2011).

Em relacdo aos aspectos clinicos observados em humanos, individuos que
sdo expostos a malaria, de forma continua, podem apresentar infeccbes
assintomaticas. Entretanto, os pacientes nao-imunes apresentam febre intermitente,
calafrios e sudorese intensa. As febres s&o classificadas em febre terca (P. vivax, P.
ovale, P. falciparum), que ocorre a cada 48 horas, e quarta (P. malariae), a cada 72
horas. Anemia e esplenomegalia sdo sinais comumente encontrados, entretanto,
outros sinais clinicos como mialgia, dor lombar, cefaleia, nduseas e vomitos podem
estar presentes (FERREIRA; FORONDA; SCHUMAKER, 2003).

3.4.1.2 Ciclo biolégico

O ciclo biolégico do Plasmodium se divide em 2 fases (Figura 2), descritas
abaixo (FERREIRA; FORONDA; SCHUMAKER, 2003; BRASIL 2005):

Ciclo Sexuado: este ciclo ocorre no mosquito vetor do género
Anopheles (esporogbnia). O mosquito ao picar o vertebrado infectado adquire
0S (gametdcitos presentes na circulacdo sanguinea destes. Estas
transformam-se em gametas que irdo se reproduzir, no estbmago do vetor, e
formar o zigoto. Este se transforma em forma movel (oocineto) que migra até
a parede do intestino médio do inseto, formando o oocisto. Dentro deste se
desenvolverdo os esporozoitos que serdo liberados na hemolinfa do inseto e
migram até as glandulas salivares, de onde serdo transferidos para o sangue

do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo.

Ciclo Assexuado: O segundo ciclo ou o chamado ciclo assexuado
(esquizogonia) se da no hospedeiro vertebrado. Quando o anofelino infectado
pica o vertebrado, acaba inoculando os esporozoitos infectantes. Estes

circulam na corrente sanguinea por alguns minutos e chegam ao figado,
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penetrando nas células do mesmo. Neste 6rgdo ocorre a esquizogonia
tecidual no qual os esporozoitos se dividlem em merozoitos e tem duracdo de
6 dias para o P. falciparum, 8 dias para a P. vivax e 12 a 15 dias para a P.
malariae. Nesta fase, para a espécie P. vivax e P. ovale, pode haver um
desenvolvimento muito lento e consequentemente a formagdo dos
hipnozoitas (formas latentes). Ao final deste ciclo, rompem as células
hepaticas, atingindo novamente a circulacdo sanguinea, no qual invadem as
hemacias. Durante este periodo (esquizogonia sanguinea), que varia de 48 a
72 horas, o parasita se desenvolve no interior das hemacias até rompé-las e
liberar novos merozoitos. Alguns merozoitos se diferenciam em gametocitos
machos (microgametocitos) e fémeas (macrogametocitos) que amadurecem e
tornam-se infectantes aos mosquitos. Quando um novo vetor anofelino pica o

vertebrado, adquire os gametocitos fechando o ciclo do parasita.
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Figura 2 - Ciclo biol6gico do Plasmodium spp. evidenciando a fase no anofelino vetor e no humano
(CDC, 2011b) — Sé&o Paulo - 2012
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3.4.1.3 Distribuicdo geografica

A malaria ocorre em muitos paises do mundo, mas frequentemente é
encontrada em paises em desenvolvimento, em areas tropicais e subtropicais
(Figura 3). Os grupos mais vulneraveis a doenca sdo criancas, que nao possuem a
imunidade para malaria ainda desenvolvida e mulheres gravidas, no qual a
imunidade est4 diminuida. De acordo com o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 3.3 bilhdes de pessoas habitam areas de risco de transmisséo da
doenca, em 109 paises e territérios (CDC, 2011c).

Area total com [ Algumas areas com Sem conhecimento
transmissao de transmissao de de transmissao de
Malaria Malaria Malaria

Fonte: llustracdo de Centers for Diseases Control and Prevention (CDC, 2011c)

Figura 3 - Distribuicdo da malaria no mundo (CDC, 2011c) — S&o Paulo - 2012

No Brasil, aproximadamente 99% dos casos de malaria se concentram na
Regido Amazobnica, area considerada como endémica no pais para a doenca. A
maioria dos casos ocorre em areas rurais, mas ha registro da doenca também em
areas urbanas (Figura 4). Na regido Extra-Amazoénica, 92% dos casos registrados
s&o importados dos estados pertencentes a area endémica e da Africa (OLIVEIRA-
FERREIRA et al., 2010).
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Risco IPA - Amazénia Legal

[ ]Sem transmissao
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Fonte: Siven-Mal4ria/SVS/MS

Figura 4 - Mapa de risco da malaria, por municipio de infecgdo. Amazonia legal, 2007 (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008) — Séao Paulo - 2012

Casos autoctones esporadicos ocorrem em areas focais restritas desta
regido, destacando-se os municipios localizados as margens de lagos como, por
exemplo, os da usina hidrelétrica de Itaipu, bem como areas remanescentes de Mata
Atlantica nos estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Bahia; a Regido Centro-Oeste, nos estados de Goias e Mato Grosso do Sul; e a
Regido Nordeste, nos estados do Piaui, Pernambuco e Ceard (BRASIL, 2005)
(Figura 5).

Na década de 80, o pais teve um aumento no niumero de casos da doenca, e
isto também se refletiu no estado de S&o Paulo, onde os indices de ocorréncia de
casos importados e autéctones elevaram-se significativamente. O registro anual
meédio foi de 40 casos de autoctonia entre 1983 e 1993. Ja em 2006, 42% dos casos
notificados na regido extra-amazénica ocorreram em Sao Paulo (COUTO et al.,
2010).

Pouco ainda se sabe sobre os fatos envolvidos na cadeia de transmissao da
maléria na regido de Mata Atlantica (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010). Contudo,

acredita-se que a autoctonia da malaria em S&o Paulo esta relacionada a duas
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regides geograficas distintas. A primeira é a regido de Mata Atlantica, como a da
Serra do Mar, onde anofelinos (subgénero Kerteszia) podem ser encontrados em
alta densidade e tem as bromélias como um ambientes para reproducdo. Nestes
regides, estes casos também sdao chamados de “malaria das bromélias”. Nestas
regides, acredita-se ser os primatas hospedeiros reservatorios naturais, aliando-se
este fato a presenca de algumas espécies de vetores anofelinos que usam o0s
bromélias para se reproduzirem (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).

A outra regido € o oeste do estado, proximo as bacias hidrograficas dos rios
Parand, Paranapanema e S&o José dos Dourados. Nestas regides, além de haver a
presenca de vetores (subgénero Nyssorhynchus), ha a associagcdo com o fluxo de
portadores da doenga provenientes da regido Amazonica. Na maioria dos casos a
espécie encontrada é o P. vivax, com baixas parasitemias e infeccbes

assintomaticas e oligossintométicas (COUTO et al., 2010).

Figura 5 - Numero de casos de malaria autéctone, estado de sdo Paulo, 1980 a 2007 (COUTO et al.,
2010) — S&o Paulo - 2012

No Brasil, 83,7% dos casos de malaria humana sdo causados pelo P. vivax,
enquanto o P. falciparum é responsavel por 16,3% e o P. malariae é raramente
observado. Entretanto, autores apontam para o fato deste ultimo ser subestimado
devido as falhas de diagnosticos (OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010).
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A identificacdo das espécies de Plasmodium que ocorrem em uma
determinada é&rea implica diretamente na manutencdo da saude humana e
consequentemente, na capacidade de se controlar a doenca nestas areas afetadas
(DEANE, 1992).

3.4.1.4 Epidemiologia

A transmissdo da Malaria esta relacionada a fatores biol6gicos (presenca de
alta densidade de mosquitos vetores); geograficos (altos indices de pluviosidade,
amplitude da malha hidrica e a cobertura vegetal; clima); antropicos
(desmatamentos, construcdo de hidrelétricas, estradas e de sistemas de irrigacéo,
acudes); sociais (presenca de numerosos grupos populacionais, morando em

habitagcfes precérias e trabalhando proximo ou dentro das matas) (BRASIL, 2006).

O relatério anual de 2011 da World Health Organization (WHO, 2011) apontou
melhora na reducéo do namero de casos no mundo. O esfor¢co global de controle da
Malaria resultou na reducao de oObitos em decorréncia a doenca. Por exemplo, a
regiao africana, onde a WHO atua, mostrou reducdo de 50% tanto na prevaléncia de
casos confirmados quanto no numero de 6bitos. Entretanto, em paises com um
deficiente sistema de controle, estes numeros e indices ndo mostraram diminuicdo

significativa.

Estima-se que, em 2010, houve 216 milhdes de episddios de maléaria sendo
que 81% ocorreram nas regides Africanas e 13% no sudeste da Asia. Além disso,
houve 655 mil casos de 6bito (91% com ocorréncia na Africa), sendo 86% em

criangas menores de 5 anos (WHO, 2011).

No Brasil, na década de 70, foi observada uma significativa reducdo dos
casos de malaria nas areas endémicas. Entretanto, a prevaléncia da doenca
aumentou na década de 80, com registro de 169.871 casos novos.
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Devido a politica de assentamento rural e extrativismo na regido Amazoénica
na década de 90, foi observado um novo aumento do numero de casos no pais. De
2000 a 2007, o numero de casos variou de 615.247 a 458.624 (COUTO et al., 2010).

No periodo de 1999 a 2006, os estados da regido Extra-Amazbnica
apresentaram média anual de 211 casos autoctones. Apesar do nimero reduzido de
casos, tem sido observada a ocorréncia de surtos localizados em alguns municipios
desta regiao (BRASIL, 2008).

Em 2006, o estado de Sao Paulo notificou 57 casos autéctones de maléria,
gue representam 42% do total de casos notificados em 2006 na regidao, um aumento
de 90% em relacdo ao ano anterior (BRASIL, 2007). J& em 2007, foram relatados
237 casos positivos para malaria no estado, destacando-se em sua maioria 0S
processos causados pelo P. vivax. Entre estes casos confirmados, 210 (89%)
pacientes eram residentes no proprio estado. Porém, a grande parte destes casos
foi importada, trazida de outros paises e de outros municipios e estados. Apenas
19,4% foram autdctones de S&o Paulo, sendo que a maioria ocorreu N0s municipios
de Sao Paulo, Juquitiba e Bertioga (BEPA, 2008).

3.4.1.5 Maléria Simiana

Com relacdo aos PNH, sabe-se que estes podem albergar parasitas como P.
brasilianum e P. simium, entre outros. A identificagcdo das espécies de plasmodios
tem claras implicacbes para o controle da malaria nas areas afetadas (DEANE,
1992), uma vez que a origem dos plasmddios humanos esta relacionada com as
espécies de plasmodios que infectam certos primatas, hipotese que é suportada
pela semelhanca existente entre os primeiros (P. falciparum, P. vivax e P. malariae)
e os ultimos (P. reichenowi, P. simium e P. brasilianum) (ESCALANTE; BARRIO;
AYALA, 1995; AYALA; ESCALANTE; RICH, 1999; FAUNDEUR et al., 2000; TAZI;
AYALA, 2011). Esta similaridade ocorre tanto em termos morfoldégicos quanto em
niveis genéticos e imunolégicos (COATNEY, 1971; COATNEY et al.,1971; DEANE,
1992)
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Desta forma, de acordo com alguns autores, a malaria pode ser considerada
uma zoonose sendo os primatas os hospedeiros reservatérios (COATNEY et
al.,1971; DEANE, 1992; ESCALANTE et al., 1995; FAUNDEUR et al., 2000).

Em 1965, no Brasil, pesquisadores, estudaram os primatas da Mata Atlantica,
especificamente no Horto Florestal, regido do Parque da Cantareira, Zona Norte de
S&o Paulo. Neste trabalho, o Callithrix aurita (sagui-caveirinha), o Cebus apella
(macaco-prego) e o Alouatta fusca (bugio-ruivo) foram investigados quanto a
presenca do parasita, entretanto somente neste ultimo a infeccdo foi observada
(DEANE et al., 1995).

Deste periodo em diante muitos outros estudos foram realizados. Neto e
Deane (1973) encontraram, no estado do Acre, a presenca de P. brasilianum em
Callicebus moloch cupreus, Cebus macrocephalus, Saimiri sciureus, Cacajao
rubicundus, Alouatta seniculus e Lagothrix poeppogii. Os mesmos autores também
evidenciaram a mesma espécie de Plasmodium em Alouatta caraya da regido de
Goias; em monos-carvoeiros (Brachyteles arachnoides) dos estados de Santa
Catarina e S&o Paulo, e em Alouatta seniculus e Ateles paniscus provenientes do
Amapéa (DEANE; NETO; SITONIO, 1968; DEANE; NETO, 1969; DEANE; NETO,
1973).

Estudos realizados em 1992 mostraram que 14% dos simios pesquisados no
Brasil apresentavam-se infectados com plasmodios (DEANE, 1992). Além disso, 0s
autores encontraram mosquitos anofelinos (A. cruzii) positivos para esporozoitos de
P. simium, e os mesmos concluiram ser o bugio-ruivo (A. fusca) o hospedeiro

reservatorio nesta regiao.

Recentemente, Faunder et al. (2000), avaliaram 214 primatas provenientes
de um resgate de fauna na Guiana Francesa e através de técnicas moleculares
encontraram P. brasilianum em Alouatta seniculus macconnelli, Saguinus midas
midas, Pithecia pithecia e Ateles paniscus paniscus, e utilizando sequenciamento
genético de genes como SSurRNA (small subunit ribosomal RNA) e o gene da
proteina de superficie do merozoito (MSP-1), concluiram haver alta similaridade
entre o P. brasilianum e o P. malariae, sugerindo serem estes uma Unica espécie.
Isto reforca a hipétese dos primatas serem reservatorios naturais para a malaria

humana e simia.
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Em 2008, no Brasil, Duarte et al. (2008) investigaram a ocorréncia de
Plasmodium em PNT das regides de Mata Atlantica, Mata Atlantica Semidecidual e
Cerrado de diversos estados brasileiros. Nos dois primeiros biomas foram
encontrados animais positivos na analise molecular através da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), principalmente em animais do género Alouatta. O estudo
apontou a relevancia do encontro de primatas infectados, em area ndao endémica,
porém com relatos de casos humanos autdctones, para o parasita e com a presenca
der resposta imune a proteina circumsporozoita (CSP), uma vez que tal resultado

evidencia a possibilidade de transmissao zoondética.

Em outros continentes, como os asiatico e africano muitos estudos também
foram realizados tentando compreender a inter-relacdo entre a malaria simia e a
malaria humana. Neste contexto, um importante exemplo da infeccdo em humanos
causada por um Plasmodium simio foi o surto de maléaria ocorrido na Asia e causado
pelo P. knowlesi. Este é considerado um parasita de primatas que pode afetar
humanos, sendo capaz de produzir uma severa doenca com alta taxa de

mortalidade (TEK NG et al., 2008; GALINSKI et al., 2009; WHO, 2011).

O primeiro caso humano de maléaria por P. knowlesi foi reportado em 1965, na
Peninsula da Malasia, e desde entdo outros paises no sudeste asiatico relataram a
ocorréncia de novos casos (como Camboja e as Filipinas). A sua importancia em
salde publica tem crescido embora esteja limitado a pessoas que visitem ou morem
proximas as regides florestais (WHO, 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude aponta que para se ter um correto
diagnostico e certeza da infeccdo por este parasita € necessaria a execucdo da
PCR, pois no exame direto (gota espessa) podem ocorrer muitos erros uma vez que

este parasita € morfologicamente muito parecido ao P. malariae (WHO, 2011).

Os primatas considerados reservatérios, na Malasia (Sarawak), para esta
espécie de Plasmodium sédo os Macaca fascicularis e o M. nemestrina. Na Peninsula
da Malédsia € o macaco da espécie Preshytis melalophus (WHO, 2011). Tais dados
corroboram a necessidade de proceder-se a continuidade da investigacdo

epidemiolégica da malaria em PNT do Brasil
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3.4.1.6 Diagnostico

O diagnéstico da malaria é realizado tanto por diagndstico clinico quanto por
testes laboratoriais que podem ser diretos e indiretos. Em areas em que o0 acesso da
populacdo aos sistemas de saude € precario ou em situacfes de epidemia, 0s
individuos febris devem ser considerados portadores de malaria. Entretanto, os
sintomas e sinais da malaria sdo extremamente inespecificos, prejudicando a
distincdo entre a malaria e outras infecces agudas. Além disso, individuos semi-
imunes ao plasmdédio podem ter parasitos da malaria, porém ndo apresentam sinais

clinicos, ou seja, séo assintomaticos (BRASIL, 2005).

Outro ponto importante em um exame clinico € o resgate de informacdes
como local de residéncia e viagens recentes, para poder, desta forma, indicar a

possivel exposicdo ao parasito.

Quanto aos testes laboratoriais, o chamando “padrdo ouro” para a
confirmacdo especifica da doenca € o teste parasitologico direto da Gota Espessa.
Esta técnica consiste em se retirar uma pequena quantidade de sangue periférico do
paciente e distribuir de forma adequada em lamina de vidro. Apds coloracéo
adequada (Giemsa) visualiza-se 0 parasita em microscopio 6tico. O exame da gota
espessa deve ser realizado lendo-se de 100 a 200 campos microscopicos (BRASIL,
2005). Os esfregacos sanguineos também podem ser realizados, porém, em
comparacdo a Gota Espessa, ha a diminuicdo da sensibilidade em cerca de dez

vezes.

Dentre os exames diretos (parasitologicos), a PCR é de grande importancia,
apresentando maior sensibilidade que o método de gota espessa. Porém, seu uso
ndo é indicado para se realizar de forma rotineira devido aos altos custos e

necessidade de laboratérios equipados com pessoas habilitadas e treinadas.

Existem diversas técnicas moleculares que visam identificar o parasita,
técnicas estas que variam em termos de sensibilidade e especificidade. Alguns
pesquisadores realizaram estudos utilizando a PCR para diferentes porcdes da
regiao 18S do DNA ribossomal (SSUrRNA), ou seja, a porcdo menor do DNA

ribossémico dos plasmodios. Uma das metodologias mais utilizadas foi a descrita
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por Snounou et al. (1993), mas existem diferentes protocolos de amplificacdo do 18S
gue também sao utilizados (KIMURA et al., 1997; RUBIO et al., 1999; SINGH et al.,
1999).

Desta forma, foi proposto a realizacdo da nested PCR, que possui alta
especificidade e com melhora a sensibilidade, pois esta técnica utiliza duas etapas:
a primeira amplifica um fragmento género-especifico e a segunda reacdo utiliza
pares primers que sao espécie-especificos, e geram diferentes tamanhos de
fragmentos, sendo necessaria uma reacéao individual para cada espécie (SNOUNOU
et al.,1993), ou ainda uma outra técnica proposta, na qual a segunda reacdo
amplifica fragmentos de 110bp (KIMURA et al., 1997).

Em 2008, Santos et al., realizaram a PCR para identificar plasmédios de
capivaras. Os animais selvagens, por serem reservatorios, geralmente, apresentam
baixar parasitemia e desta forma, é necessario método molecular com alta
sensibilidade. Sendo assim, estes autores empregaram o uso da nested PCR, com o
objetivo da identificacdo género-especifico. Este procedimento usa oligonucleotideos
de uma sequencia conservada, flanqueando regides de sequéncia variaveis da
SSUrRNA e amplificando um fragmento final de ~240 pb para todas as espécies de
Plasmodium (SANTOS et al., 2008). Devido a este reduzido tamanho consegue-se

uma maior sensibilidade no teste.

Em seguida, para se conseguir diferenciar as diferentes espécies de
plasmddios, das amostras encontradas como positivas, pode-se empregar o uso de
outra nested PCR, que amplifica um fragmento maior de ~1.1 kb, porém da regido
do gene Citocromo b mitocondrial (cytb), de acordo com o proposto por Perkins e
Schall (2002). Este tamanho maior de fragmento permite um sequenciamento

adequado e a identificacdo das diferentes espécies.

Os testes soroldgicos, ou métodos diagndésticos indiretos, como o ELISA e a
imunofluorescéncia indireta (IFl), podem ser utilizados no diagnéstico da malaria.
Estes testes sdo de grande valia em estudos epidemioldgicos, devido a rapidez do
mesmo. A identificacdo de anticorpos indica infeccdo, embora ndo evidencie que o
individuo esteja parasitado. J4, um teste soroldégico negativo ndo exclui a

possibilidade de infec¢céo, pois os anticorpos nem sempre sao detectados no inicio
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da doenca ou ainda pode haver um quadro de imunossupressao associado.

Existem também, os testes imunocromatograficos, ou testes rapidos, que vem
sendo bastante utilizados a campo devido a alta rapidez do resultado e facilidade na
execucao, porém com custos ainda elevados. Estes testes podem tanto averiguar a
presenca de anticorpos no soro do paciente como o antigeno (parasito) no sangue
do mesmo (BRASIL, 2005).

No mercado, esta disponivel um deste testes rapidos, (SD Bioline Malaria
Pf/Pv- Standard Diagnostics, Inc.) que € um ensaio para deteccdo qualitativa de
anticorpos IgG, IgM e IgA especificos contra P. falciparum e P. vivax com antigenos
de captura recombinantes MSP para estas duas espécies de plasmodio em sangue
total, soro ou plasma. Em estudo realizado por Costa-Nascimento et al. (2007), com
amostras de soro de pacientes com gota espessa ou PCR positiva, este teste

apresentou sensibilidade de 94% (LIMA, 2011).

3.4.2 Leishmania spp. - Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios da Ordem
Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae, género Leishmania, parasito intracelular
obrigatorio das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM) (REI, 2008a,b;
WHO, 2010).

S&o zoonoses de grande importancia pelo impacto que causam na saude
publica, devido as altas taxas de incidéncia, morbidade e letalidade. Tais
caracteristicas resultam em sério problema sanitario, com desdobramentos
econdmico-sociais para os paises no qual estas doencas ocorrem (BRASIL,
2007,2006b).

De acordo com as diferentes formas clinicas encontradas em humanos, a
doenca é classicamente dividida em dois grandes grupos: a leishmaniose visceral
(LV), com acometimento das visceras e a leishmaniose tegumentar (LT), podendo
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ser esta Ultima subdividida em leishmaniose cutanea, muco-cutanea, cutanea difusa
e disseminada (SILVEIRA; LAINSON, CORBETT, 2004; REI, 2008a).

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2010), as
leishmanioses estdo entre as doencas mais negligenciadas do mundo, afetando, em
particular, as populagdes mais pobres. Estd associada a diversos fatores como o0s
sociais (nutricdo, extrativismo) e o0s ambientais (desmatamentos, construcdo de
barragens, urbanizacdo, migracdo e mudancgas climaticas) (DESJEUX, 2001). Estas
enfermidades tém ampla distribuicio mundial, ocorrendo na Asia, na Europa, no
Oriente Médio, na Africa e nas Américas (BRASIL 2006b; WHO, 2010).

Atualmente, dos 88 paises onde as doencas estdo presente, somente em 32
as leishmanioses sédo considerada doencgas de notificacdo compulséria (READY,
2008). Apesar da falha na notificagdo, 12 milhdes de pessoas s&o consideradas
infectadas, 350 milhdes de pessoas convivem com o risco de contrair a doencae 1 a
2 milhdes de novos casos ocorrem anualmente (1,5 milhdes de casos de
leishmaniose cutanea e 500.000 de leishmaniose visceral) (DESJEUX , 2001).

Segundo diversos autores, além do homem e dos animais domésticos
(cachorro, gato, cavalo) (GRAMICCIA, 2001), diversas espécies de animais
selvagens sdo acometidas, sendo algumas consideradas hospedeiros reservatorios
para diferentes espécies de Leishmania. Estes animais pertencentes as ordens:
Marsupialia, Cingulata, Pilosa, Primates, Carnivora, Rodentia, Perissodactyla e
Chiroptera (ASHFORD, 1996; LAISON; ISHIKAWA,; SILVEIRA, 2002; COURTENAY,;
QUINNELL; GARCEZ, 2002; QUINNELL; COURTENAY, 2009).

Dependendo do reservatorio as leishmanioses podem ser classificadas em
(WHO, 2010; GRAMICCIA, 2011):

e Leishmaniose zoonética, na qual os hospedeiros reservatorios sao 0s
animais selvagens, comensais ou animais domésticos sendo o homem
0 hospedeiro acidental;

e Leishmaniose antroponética, quando o homem ¢é o hospedeiro
vertebrado e principal reservatério e fonte de infeccao do vetor.
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De acordo com as diferentes formas clinicas encontradas em humanos, a
doenca é classicamente dividida em dois grandes grupos: a leishmaniose visceral
(LV), com acometimento das visceras e a leishmaniose tegumentar (LT), podendo
ser esta Ultima subdividida em leishmaniose cutanea, muco-cutanea, cutanea difusa
e disseminada (SILVEIRA, LAINSON, CORBETT, 2004; REI, 2008a).

3.4.2.1 Agente etioldgico — Leishmania

Diferentes espécies de Leishmania podem causar a doenca e ainda existem
discussdes sobre a correta classificacdo taxondmica das mesmas. Autores, como
Laison e Shaw (1978), classificaram as Leishmania em 2 grandes subgéneros,
Leishmania e Viannia (Figura 6), de acordo com as caracteristicas do
desenvolvimento do parasita no intestino do hospedeiro invertebrado (vetor). Deste
modo, atualmente, as leishmanias sao classificadas em complexos, de acordo com

suas principais caracteristicas (REI, 2008a):

e Complexo mexicana: fazem parte deste complexo muitas espécies de
Leishmania, porém as mais bem caracterizadas sdo a L. mexicana, a L.
amazonensis e a L. pifanoi. Os parasitas deste grupo localizam-se na pele e
produzem a LT, caracterizada por lesGes benignas, no homem, sem

disseminacao (metastases) nasofaringeanas;

e Complexo braziliensis: sdo encontrados apenas nas Américas (Regido
Neotropical). Fazem parte deste grupo a L. braziliensis e a L. peruviana.
Parasitam a pele (LT), com lesdes simples ou multiplas, com carater

expansivo e tendéncia a metastizacdo, com producao de novas lesées;

e Complexo donovani: estes parasitas acarretam diversos tipos clinico-
epidemiolégico de LV, pois invadem as visceras, localizando-se
preferencialmente no SMF do figado, baco, érgaos linfoides e medula 6ssea.
S&o descritos para este complexo as espécies L. donovani, L. infantum e L.

chagasi. Alguns autores relatam que a L. infantum (encontrada no Velho
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Mundo) e a L. chagasi (Novo Mundo) sejam a mesma espécie e, portanto,
todas deveriam ser chamadas de L. infantum. Ou que a L. chagasi, que
ocorre somente nas Americas, devesse ser chamada de L. infantum chagasi
(COURTENAY et al., 2002). Nesta tese, sera considerada a nomenclatura de
L. (L) chagasi ou L. chagasi para se referir a espécie causadora de

Leishmaniose Visceral no novo mundo.

TRYPANOSOMATIDAE
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Figura 6 - Chave taxonémica de Leishmania (WHO, 2010) — S&o0 Paulo - 2012

Portanto, no Brasil, pesquisadores consideram que a LV seja causada pela L.
chagasi e a LT, causada por diferentes espécies, entretanto as trés principais sao: L.
(V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. Mais recentemente, as
espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram

identificadas em alguns estados das regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2007).

3.4.2.2 Ciclo biolégico

As leishmanias séo transmitidas por vetores, ou seja, pela picada de fémeas

de insetos flebotomineos (género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyias no

Novo Mundo). O ciclo de vida das leishmanias apresenta caracteristicas
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semelhantes entre as diversas espécies de parasitas e incluem uma alternancia

regular de hospedeiros que varia entre o vetor flebotomineo e o hospedeiro

vertebrado (homens ou animais) (WHO, 2010). Desta forma, o protozoério apresenta
duas formas durante o ciclo de vida (Figura 7) (LAINSON, 1978; LAURENTI, 2010;
REI, 2011; WHO, 2011).

Forma promastigota metaciclica: apresenta uma forma alongada,
flagelada que é sempre encontrada no tubo digestivo das fémeas dos
hospedeiros invertebrados (flebotomineo) (Figura 8). O inseto vetor ao
picar o animal ou o humano infectado adquire os parasitas (amastigotas),
juntamente com o sangue ou com a linfa intersticial do vertebrado. Estas
amastigotas se desenvolvem em promastigotas, por divisdo binaria, dentro
do tubo digestivo do inseto. As promastigotas sdo alongadas e no polo
anterior do parasita ha o flagelo que é responsavel pela movimentacao.
Possuem o corpo flexivel e o tamanho variando entre 14 a 40 x 1,5-3,0
um, incluindo o flagelo. O ndcleo é central, ovoide ou esférico, e o
cinetoplasto esta localizado proximo da extremidade anterior. As
promastigotas multiplicam-se por divisdo binaria longitudinal e apés
atingirem um grande numero, invadem as porc¢des anteriores do intestino e
faringe dos flebotomineos fémeas. Por ser as promastigotas a forma
infectante, quando o inseto realizar o repasto sanguineo (picada), estas
sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados.

Forma amastigota: as promastigotas, no hospedeiros vertebrados, sao
fagocitadas por células do SMF, onde, em dois a cinco dias, se
transformam em amastigotas. Interacdes entre o0s receptores dos
macréfagos e moléculas de superficie das promastigotas desencadeiam a
entrada destas nas células fagocitarias. As amastigotas (Figura 8)
apresentam formas pequenas, variando entre 2 e 5 um, com formatos
ovoides e sem motilidade, pois ndo possuem flagelo livre, somente um
rudimento que estd presente na bolsa flagelar, caracterizada como uma
pequena invaginacdo da membrana do parasita. Dentro dos macrofagos,
no interior dos vacuolos parasitoforos, as amastigotas se multiplicam por
fissdo binaria e devido a sua grande quantidade no interior da célula e até

mesmo pela destruicdo produzida nas mesmas, os macrofagos infectados
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se rompem liberando-as no meio intercelular. As amastigotas liberadas
sdo entdo fagocitadas por novos macréfagos ou podem invadir 6rgaos
distantes, mantendo a infec¢cdo. O flebotomineo ao picar o vertebrado
infectado adquire as formas amastigotas fechando, desta forma, o ciclo do

parasita.
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Figura 7 - Ciclo de vida do parasita do género Leishmania, demonstrando as duas formas evolutivas:
promastigotas (vetor) e amastigotas (hospedeiro vertebrado) (CDC, 2011b) — S&o Paulo -
2012
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Figura8 - (a) Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, oriundas de cultura, em fase
estacionaria de crescimento (Giemsa - 100x). (b) Formas amastigotas (seta) de
Leishmania sp., no interior do citoplasma do macrofago (Citologia aspirativa de linfonodo
de céo) (Giemsa - 100x) — Séao Paulo -2012

3.4.3 Leishmaniose tegumentar americana (LTA)

3.4.3.1 Agente e aspectos clinicos

A leishmaniose tegumentar Americana (LTA), também conhecida como
Ulcera de Bauru, Nariz de Tapir e Botdo do Oriente, € uma importante zoonose que
acomete o homem, diversos hospedeiros reservatorios (animais silvestres e
domésticos), além de diversas espécies de vetores (flebotomineos), podendo desta
forma ocorrer em distintos ambientes, o que resulta em diferentes padrdes de
transmissao e em uma doenca de alta complexidade, o que acaba dificultando o seu
controle (BRASIL, 2007).

Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrépicas de
Leishmania causadoras da doenca humana (LTA) e oito espécies descritas somente
em animais. No entanto, no Brasil ja foram identificadas sete espécies, sendo seis
do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies
sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.) amazonensis. Mais
recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.)

shawi foram identificadas em estados das regifes Norte e Nordeste (BRASIL, 2007).
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O quadro clinico da LTA varia dependendo do comprometimento imunitario do
hospedeiro e da viruléncia da espécie do parasita. A forma assintomatica pode
ocorrer em individuos com imunidade inata capaz de controlar a infecgdo logo no
seu inicio ou naqueles com competente imunidade adquirida (LAURENTI, 2010). Ja
a forma sintomatica manifesta-se com diferentes apresentacdes clinicas no homem,
como papulas que podem evoluir para ulceras, Unicas ou multiplas, mas indolores;
placas verrucosas, papulosas ou nodulares, localizadas ou difusas, ou até mesmo
com destruicdo dos tecidos da cavidade nasal, faringe ou laringe (SILVEIRA;
LAINSON; CORBETT, 2004). Assim, as diferentes lesdes do tegumento podem ser
classificadas como: lesbes cutaneas localizadas (leishmaniose cutanea localizada-
LCL), lesGes cutaneas disseminadas (leishmaniose cutanea disseminada borderline
- LCDB), lesbes cutaneo-mucosas (leishmaniose cutaneo-mucosa - LCM), lesGes
mucosas isoladas (leishmaniose mucosa - LM) e lesBes cutaneas difusas
(leishmaniose cutanea anérgica difusa - LCAD) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT,
2004; LAURENTI, 2010).

3.4.3.2 Distribuicdo geografica

A Leishmaniose tegumentar tem um carater praticamente cosmopolita uma
vez que ocorre em todos os paises das regifes tropicais e subtropicais, exceto na
Nova Zelandia, Australia e algumas llhas do Pacifico (JESUS; ARAUJO, 2007).

No continente Americano ha registros de casos desde o extremo sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecao do Chile e Uruguai (BRASIL,

2007) sendo que varias espécies de leishmanias estédo envolvidas na transmissao.

No Brasil, a LTA esta descrita em varios municipios de todas as unidades
federadas (UF), sendo que o numero de casos novos no Brasil € de 30.000
casos/ano (JESUS; ARAUJO, 2007) (Figura 9).
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Sem casos (3820)
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B AJda 8 (397)
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B 10021490 (32)

Fonte: Sinan/SVS/MS

Figura 9 - Incidéncia de casos de Leishmaniose Tegumentar por municipio, no Brasil. Sinan,
Secretaria de Vigilancia em Saudde, Ministério da Saude, 2007 (BRASIL, 2007) — Séo
Paulo - 2012

3.4.3.3 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 350 milhGes de pessoas
estejam expostas ao risco de contrair a doenga com registro aproximado de dois
milhdes de novos casos das diferentes formas clinicas ao ano. De 2000 a 2008
foram registrados 238.749 casos de LTA no pais, com média anual de 26.528 casos
novos. No entanto, vem se observando uma redugédo de casos, como por exemplo,
em 2008 no qual esta descrito uma queda em 41% dos, quando comparado a 2000
(BRASILIA, 2010).

As regides Norte e Nordeste, de 2000 a 2008, apresentaram 0S maiores
indices e os maiores percentuais de casos do pais (39,4% para o Norte e 31,7%
para o Nordeste), seguidas das regides Centro-Oeste (15,9%), Sudeste (9,6%) e
regido Sul (2,6%) (BRASILIA, 2010).

De acordo com boletim do SINAN/SVS/MS (Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo/ Secretaria de Vigilancia em Saude/ Ministério da Saude),

em 2010, na Regiao Norte, foram notificados 7.108 casos humanos de LTA, sendo
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gue Rondbnia apresentou 922 casos humanos e o Amazonas 1.130 casos. Ja na
regido Sudeste, foram relatadas a ocorréncia de 2.428 casos e no estado de Séo

Paulo o namero de casos foi de 331 casos (SINAN, 2011a).

Salienta-se que uma mudanca no padréo de transmisséo vem sendo descrita
nas Ameéricas. Nos primordios, esta ocorria somente entre animais silvestres. Com o
adentramento do homem na mata, este passou a fazer parte do ciclo de transmissao
como hospedeiro acidental. Fato mais atual refere-se a transmissdo em ambiente
rural ou mesmo periurbano em decorréncia, principalmente, da adaptacdo do vetor
ao peridomicilio (Figura 10). Sendo assim, sao descritas a existéncia de trés perfis
epidemioldgicos (BRASIL, 2007).

a) Silvestre: no qual ocorre a transmissao entre os animais silvestres, em
areas florestais (vegetacdo primaria), sendo considerada uma zoonose de animais

silvestres;

b) Ocupacional ou lazer: a transmissdo esta associada a exploracao
desordenada dos ambientes naturais e derrubada de matas para, por exemplo,
construcdo de estradas e hidrelétricas, extracdo de madeira, desenvolvimento de

atividades agropecudrias, e ecoturismo (antropozoonose).

c) Rural ou periurbana: no qual ocorrem em areas de colonizacdo (zoonose
de matas residuais) ou periurbana, em que houve adaptacdo do vetor ao

peridomicilio (zoonose de matas residuais e/ou antropozoonose).
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Desenho: Katia Haipek (2011)

Figura 10 - Representacdo dos diferentes ecossistemas, tanto silvestre quanto doméstico, que
podem circular o vetor e ocorrer a Leishmaniose Tegumentar — S&o Paulo - 2012

Os hospedeiros vertebrados da LTA incluem grande variedade de mamiferos
silvestres e domésticos (Felis catus, Canis familiaris), como roedores (Rattus rattus,
Bolomys lasiurus, Nectomys squamipes) canideos silvestres (Cerdocyn thous,
Speothos venaticus), Xenarthras (Tamandua tetradactyla, Bradypus variegatus)
marsupiais (Didelphis albiventris) e equideos (Equus caballus, E. asinus) (JESUS;
ARAUJO, 2007). O cédo domeéstico, por exemplo, ja foi encontrado infectado com L.
panamensis, L. peruviana e L. braziliensis (WHO, 2010). Entretanto o papel dos
animais domésticos na manutencdo do parasito no meio ambiente e como

reservatorio ainda ndo foi definitivamente esclarecido (BRASIL, 2007).
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3.4.4 Leishmaniose visceral americana (LVA)

3.4.4.1 Agente e aspectos clinicos

A LVA, também conhecida como Calazar, é causada pela Leishmania (L.)
chagasi, e o vetor de transmissdo nas Américas é um flebotomineo, conhecido como
mosquito-palha (Lutzomyia longipalpis) (BRASIL, 2006b). Entretanto, alguns estudos
confirmaram a transmissdo do cdo infectado para carrapatos (Rhipicephalus
sanguineus) e pulgas (Ctenocephalides spp.). Porém, ainda nao foi comprovada a
transmissdo de cdo para cdo, através do carrapato e da pulga, e nem a
transformacdo da forma amastigota em promastigota nestes ectoparasitas
(QUINNELL, 2009). Outras formas descritas de transmissao entre o0s caes
domésticos sdo a sexual e a congénita; todavia acredita-se que estas vias ndo
sustentam a transmissdo em uma area onde ndo haja a presenca dos

flebotomineos.

A principal espécie de flebotomineo, envolvida com a transmissdo da LVA,
nas Américas, é a L. longipalpis (LAISON; SHAW, 1978; WHO, 2010). Sdo também
conhecidos como mosquito-palha, birigui e asa-dura. As principais caracteristicas
destes insetos sdo: tamanho pequeno, coloracdo amarelada ou de cor palha e, em

posicao de repouso, suas asas permanecem eretas e semiabertas (BRASIL, 2006b).

O cdo doméstico é considerado o principal reservatorio, porém animais
selvagens, principalmente os canideos (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os
marsupiais (Didelphis albiventris) também estdo envolvidos no ciclo epidemiolégico
(HERWALDT, 1999; BRASIL, 2006b; WHO, 2010).

A infeccdo canina pode ser assintomatica ou sintomatica com sinais
clinicos diversos por ser uma doenca multissistémica, assim como o é a doenca
humana que se caracteriza por febre, fraqueza, emagrecimento, hepatomegalia,
esplenomegalia, mucosas com sangramento espontaneo e diarréia (SILVEIRA et al.,
2010)
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Salienta-se que a infecgcao canina se difere da humana em trés pontos
principais: 0 acometimento da pele que pode mostrar lesdes, ulceradas ou nao,
descamacdo, seborréia e alopecia; o acometimento da conjuntiva em parte dos
casos, 0 crescimento exagerado das unhas (onicogrifose) e linfoadenomegalia
(ALMEIDA et al., 2005).

3.4.4.2 Distribuicao geografica

A LVA apresenta ampla distribuicdo mundial e € uma das seis doencas
endémicas mais importantes no mundo por apresentar altas incidéncia e
mortalidade, principalmente em individuos ndo tratados, criancas desnutridas ou
guando associada a infec¢cdes concomitantes, que levam a imunossupressao, como
o HIV (BRASIL, 2006b).

No Brasil, a LVA é responsavel por 90% dos casos de leishmaniose, sendo
observada principalmente no Nordeste, regido que concentra 74% do total de casos
do pais (Figura 11). Ocorre em zonas rurais, periurbanas e urbanas de grandes
centros como Rio de Janeiro e Belo Horizonte, sendo, atualmente, relatada em
todas as regides do pais (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; SINAN/SVS, 2011b).
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Incidéncia 100.000 habitantes

Sem casos (5159)
1a 13 (388)
B 13a 37 (174)
B 37a832 (81)

Fonte: Sinan/SVS/MS

Figura 11 - Incidéncia de casos de Leishmaniose Visceral por municipio, no Brasil. Sinan, Secretaria
de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude (BRASIL, 2006) — Sdo Paulo - 2012

No sudeste, principalmente no estado de Sdo Paulo a LVA estd em grande
expansao. Até 1998, no estado de Sdo Paulo a LVA era conhecida pela deteccéo de
casos importados, oriundos de outras regides endémicas do pais. Porém, em 1999,
registrou-se o primeiro caso humano autéctone de LVA neste Estado e desde entéo
a doenca vem ocorrendo em municipios situados na regido do Planalto Ocidental
Paulista. Posteriormente, foi detectada em outras regides como a de Bauru, Marilia e
Presidente Prudente, seguindo pelos grandes eixos rodoviarios e ferroviarios. Estas
regibes apresentam caracteristicas topograficas e climaticas diferentes das
observadas no Planalto Ocidental Paulista, o que evidencia a plasticidade do

protozoario em adaptar-se em ambientes antropicos (CAMARGO-NEVES, 2007).

3.4.4.3 Epidemiologia

A LVA, nas Américas, tem apresentado mudancas epidemiolégicas
importantes, uma vez que esta ocorria predominantemente em ambientes rurais e

periurbanos, na vigéncia de baixo nivel socioeconémico, pobreza e promiscuidade.
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Porém, mais recentemente, esta caracteristica vem mudando, passando a LVA a
ocorrer em grandes centros urbanos (Figura 12) (BRASIL, 2006; MAIA-ELKHOURY
et al., 2008).

Desenho: Katia Haipek (2011)

Figura 12 - Representacdo da Leishmaniose Visceral encontrada em grandes centros urbanos e o0s
animais que podem vir a fazer parte do ciclo epidemiolégico nestes locais — Sao Paulo -
2011

Este fato deve-se as diversas transformagcdes no ambiente, como processo
migratorio, esvaziamento rural, processo de urbanizacdo crescente, desmatamento,
pressdes econdmicas ou sociais, empobrecimento decorrentes da ma distribuicdo de
renda etc., elevando a uma redugédo do espaco ecolégico da doencga que facilita a

ocorréncias de epidemias (BRASIL, 2006).

Até 1998, a doenca no estado de Sédo Paulo era conhecida pela deteccao de
casos importados, oriundos de outras regides endémicas do pais. Porém, em 1999,
registrou-se na cidade de Aracatuba o primeiro caso humano autéctone de LVA e,
desde entdo, esta vem ocorrendo em municipios situados na regido do Planalto
Ocidental Paulista. Posteriormente foi detectada em outras regides como a de
Bauru, Marilia e Presidente Prudente, seguindo pelos grandes eixos rodoviarios e
ferroviarios. Estas regides apresentam caracteristicas topograficas e climaticas
diferentes das observadas no Planalto Ocidental Paulista, o que evidencia a

plasticidade do protozoario em adaptar-se em ambientes antrépicos (CAMARGO-
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NEVES, 2007). Salienta-se que desde 1999 até 2011 foram registrados 1875 casos
humanos autéctones no estado, com 159 6bitos, embora a maior prevaléncia de
LVA na regido Sudeste seja encontrada em Minas Gerais (SINAN, 2011b), no ano
de 2010 o Brasil registrou 3.526 casos da doenca, a maioria (1.662) proveniente da
regiao Nordeste (SINAN, 2011b).

O céo domeéstico acima mencionado, apresenta importante papel na
transmissdo da infeccdo humana, representando o perfil epidemiolégico zoondtico,
com a transmissao peridomiciliar e/ou domiciliar, realizada principalmente, no Brasil,
pelo vetor flebotomineo, Lutzomyia longipalpis (LAISON; ISHIKAWA; SILVEIRA,
2002). A leishmaniose canina também pode ser encontrada no Mediterraneo, Asia,
Oriente Médio e outras regides das Américas (GRAMICCIA, 2001), o que evidencia
sua versatilidade, pois além disso, pode ser transmitida por vetores de diferentes

espécies, subgéneros e até mesmo género (WHO, 2010).

Atualmente, no Brasil, o controle da leishmaniose canina se faz através da
erradicacdo de animais soropositivos, mas segundo alguns autores (LAISON;
ISHIKAWA; SILVEIRA, 2002) a existéncia de animais silvestres reservatorios
claramente complica a situacdo e provavelmente torna a erradicacdo completa da

doenca impraticavel.

A leishmaniose canina apresenta sinais clinicos diversos por ser uma doenca
multissistémica. Os sinais clinicos no cdo domeéstico variam de acordo com o0s
orgaos atingidos e os mecanismos imunolédgicos ativados. H4 uma forma aguda, que
pode levar o animal a 6bito em pouco tempo, e uma forma crénica, latente, que pode
permanecer assintomatico. Os animais acometidos, geralmente apresentam apatia,
hipertermia, hiporexia ou anorexia, anemia, linfoadenomegalia, perda progressiva de
peso e caquexia, émese, diarréia, coriza, alteracbes dermatologicas (alopecia,
Ulceras cutaneas, descamacdo, hiperqueratoze), onicogrifose, alteracées oculares
(blefarite, ceratoconjuntivite), alteracées renais e hepéaticas, pneumonia, miocardite,
mioatrofia e diateses hemorragicas (ROSSI, 2007; BANETH et al., 2008; LAURENTI,
2010).

No exame histopatoldgico, encontra-se nos tecidos uma reacdo inflamatoéria
granulomatosa associada a presenca de amastigotas no interior de macrofagos.

Proporcionalmente a severidade das lesdes, observa-se, na matriz extracelular, de
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cdes sintomaticos, uma diminuicdo de colageno tipo | e um aumento de fibras de
colageno tipo Il (BANETH; KOUTINAS; SOLANO-GALLEGO, 2008).

Os felinos domésticos também podem ser acometidos, apesar da ocorréncia
de infeccdo ser esporadica e os animais ndo serem considerados um importante
reservatorio da doenca. Devido a fatores genéticos e imunoldgicos acredita-se que
gatos infectados possuem certo grau de resisténcia natural a enfermidade (ROSSI,
2007; COSTA et al., 2010).

No homem, a doenca também pode ser assintomatica, aguda ou cronica
caracterizando-se, geralmente, por febre, fraqueza, emagrecimento, hepatomegalia,
esplenomegalia, mucosas com sangramento espontaneo e diarreia (REI, 2008).

De acordo com boletim do SINAN/SVS/MS (Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificagdo/ Secretaria de Vigilancia em Saude/ Ministério da Saude),
em 2010, na Regido Norte, foram notificados 636 casos humanos de LVA. Ja na
regido Sudeste, foram relatadas a ocorréncia de 629 casos humanos e no estado de
S&o Paulo o nimero de casos foi de 157 casos (SINAN, 2011b).

No estado de Sdo Paulo, a Leishmaniose estd em grande expansao. Desde a
introducéo da leishmaniose visceral americana (LVA) no estado de Sdo Paulo, em
1999, até outubro de 2011, foram confirmados 1.875 casos humanos autdctones,

com 159 ébitos.

O Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) do estado segue a classificacdo epidemioldgica preconizada no Programa de

Vigilancia e Controle da doenca, conforme demonstrado na figura 13.

Segundo este programa, o estado apresenta 100 municipios com transmissao
de LVA (Figura 14): 66 municipios apresentam casos humanos e caninos
autéctones, 05 municipios registram casos humanos autéctones, embora sem
deteccdo de autoctonia canina (Alvaro de Carvalho, Jal, Marilia, Parapud e
Quintana) e 29 municipios apresentam somente transmissao canina. JA a presenca
do vetor Lutzomyia longipalpis foi confirmada em 125 municipios. Destes, 92
apresentam transmissdo canina e/ou humana de LVA, porém, os outros 33 nédo

registram casos caninos e/ou humanos da doenca (BEPA, 2011).
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CLASSIFICAGAO DOS
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I
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COM TRANSMISSAO
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[
I I I
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(selecionados pelos
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Figura 13 - Classificagdo epidemiolégica da AA pelo Programa de Vigilancia e Controle da
Leishmaniose Visceral (BEPA, 2011) — Sao Paulo - 2012

Figura 14 -

Transmissdno canina e humana ( 66 )
Transmissdo humana ( 5 )

Transmissdo canina ( 29 )

Silencioso receptivo vulnerdvel { 33 )
Silencinso ndn receptivo vulnerdvel ( 330 )

Em investigacdo ( 2 )

Silencioso ndo receptivo ndo vulnerdvel ( 180 )

OOOCNEN

Fonte: Sucen/SES-SP

Distribuicdo de municipios do estado de Sdo Paulo segundo a classificacédo

epidemiolégica para leishmaniose visceral americana, novembro de 2011 (BEPA, 2011)

— Séao Paulo - 2012

3.4.4.4 Leishmania spp. em primatas ndo humanos

Como dito anteriormente, muitos animais selvagens (cachorro-do-mato,

gambdés, tamanduds, preguicas, tatus, roedores etc) sao tidos como reservatorio das
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leishmanias. A maioria dos animais nos quais foram relatadas a ocorréncia de
Leishmania spp. aparentemente apresentavam-se assintomaticos. Entretanto,
alguns mamiferos, domésticos ou silvestres, podem eventualmente vir a 6bito devido
a infeccdo, como por exemplo, os cdes domeésticos, acometidos pela leishmaniose
canina, causada pela L. (L.) chagasi (WHO, 2010).

A localizacdo do parasito (derme ou viscera) no hospedeiro reservatério ndo
corresponde necessariamente a localizagdo encontrada nos humanos. Por exemplo,
a L. (L) guyanensis, infecta 6rgdos internos de preguicas, com pouco envolvimento
da pele, enquanto a mesma infeccdo nos humanos € caracterizada por lesbes
cutaneas (WHO, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2010), a mera presenca de
infeccdo em uma determinada espécie animal, mesmo em grande numero, nao
necessariamente indica tratar-se de um reservatério. Segundo os autores, existem
alguns critérios que devem ser considerados para classificar um animal como

reservatorio, tais como:

- a populacao de hospedeiro deve ser suficientemente abundante e sobreviver a

um grande periodo de tempo para servir como fonte de alimento aos vetores.

- E necessario haver um intenso contato entre hospedeiro e o vetor para que o
vetor possa picar um hospedeiro infectado e subsequentemente poder picar outro

individuo, transmitindo o parasita a populacéo hospedeira.

- A proporcédo de individuos que se tornam infectados durante o seu periodo de
vida deve ultrapassar 20%, embora a prevaléncia possa variar de acordo com o

periodo da estacdo (sazonalidade).

- O curso da infecgdo em um hospedeiro reservatorio deve ser longo e a infecgéo
deve ser suficientemente ndo patogénica para permitir que o parasita sobreviva a

qgualquer periodo sem haver transmissao.

- Os parasitas devem permanecer na pele ou no sangue em numero suficiente

para serem transmitidos ao vetor.

Além dos animais silvestres citados como possiveis reservatérios das

leishmanioses, os primatas também podem fazer parte do ciclo epidemioldgico desta
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doenca, uma vez que ja foram descritos albergando o parasita, como por exemplo,
em 1989, no qual Laison et al. (1989) descreveu a ocorréncia de Leishmania

(Viannia) shawi.

Estudos experimentais revelaram que os primatas podem ser acometidos pela
doenca, manifestando enfermidade de forma semelhante aos humanos,
especialmente no que diz respeito ao curso da resposta priméria a infeccéo,
(SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990). Devido a este fato, alguns primatas
(Macaca mulata; Saimiri sp., Aotus sp., Cebus sp., Callithrix sp.) tém sido utilizados
em modelos experimentais, como por exemplo, para o desenvolvimento de vacinas,
por serem bons modelos biolégicos para se obter mais conhecimentos sobre a
doenca humana (SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990; GRIMALDI, 2008). Porém,
0s primatas possuem variacdes na susceptibilidade aos parasitas que causam as
leishmanioses e a doenca especifica depende da carga parasitaria e da espécie
hospedeira (SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990; GRIMALDI, 2008).

Estudo experimental realizado em macaco prego (C. apella), no qual os
pesquisadores inocularam promastigotas de L. (L.) amazonenses, mostrou que 0s
animais desenvolveram lesdes cutaneas no local do inoculo e em outras areas, mas
apresentaram cura completa das lesdes apdés 3 meses. Entretanto, quando
inoculados com L. (V.) braziliensis o parasitismo e a lesdo duraram um periodo
maior, variando entre 150 a 300 dias (SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990).

Apesar destas caracteristicas, poucos estudos epidemiol6gicos sobre a
ocorréncia de LVA e LTA foram realizados em PNH, sejam de vida livre, sejam

mantidos em cativeiro.

No velho mundo, ha relatos de infecgdo por L. major em macaco-verde-
africano (Cercopithecus sabaeus) de vida livre. Em 2009, pesquisadores do Kenya
investigaram, por teste sorolégico (ELISA e Western blot), a prevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania spp. em area endémica e encontraram uma taxa de
66,1% de positividade em animais assintomaticos (GICHERU et al., 2009).

No Panama foi descrito, em 1973, a ocorréncia natural de L. (V.) braziliensis
em macaco-da-noite (Aotus trivigatus) e em sagui (Saguinus geoffroyi) (HERRER;
CHRISTENSEN; BEUMER, 1973; GRIMALDI, 2008).
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No Brasil, alguns estudos tem sido realizados para entender o papel dos
primatas selvagens no ciclo das leishmanioses. Em 1989, Lainson et al. (1989)
identificaram Leishmania (V.) shawi em macaco-prego (C. apella) e cuxiu
(Chiropotes satanas) no estado do Para. No Parana, quatro C. apella de vida livre
foram positivos para anticorpos anti-Leishmania, pelo teste de aglutinagdo direta
(VOLTARELLLI, 2009).

Bueno et al. (2010) avaliaram a soroprevaléncia de anticorpos anti-
Leishmania spp. em primatas neotropicais de vida livre e mantidos em alguns
CETAS no estado de Sao Paulo e os dados obtidos afirmam a necessidade de
monitorar esta doenca em primatas de vida livre. Através da técnica de ELISA, foi
encontrado um sagui-de-tufo-branco (C. jacchus), proveniente de um CETAS,
soropositivo, enquanto que 7,5% dos animais de vida livre foram positivos, sendo
todos estes da espécie sagui-de-tufo-preto (C. penicillata). Os dados obtidos
sugerem a necessidade de monitorar infeccdo por Leishmania sp. em primatas de

vida livre e nos cativos.

Em cativeiro, assim como descrito para os canideos, os PNH também podem
ser acometidos pelas leishmanioses, principalmente em area endémica.
Pesquisadores (MALTA et al., 2010), relataram a ocorréncia de leishmaniose visceral
em PNH presentes na Fundacdo Zoo-Botanica, em Belo Horizonte, sendo que 17
destes foram positivos para Leishmania spp. pela PCR e um animal, da espécie
guigé (Callicebus nigrifrons), veio a Obito. No exame necroscopico foram
encontrados lesfes caracteristicas da doenca, como esplenomegalia, hepatomegalia
e linfadenopatia, enquanto na avaliagdo histopatolégica observaram-se granulomas
e infiltrado histiocitario nos o6rgéos linfoides. A PCR e a imunoistoquimica foram

realizadas para confirmar o caso clinico.

O quadro 1 mostra a ocorréncia de infeccdo natural em primatas néo

humanos e as localidades onde este fato ocorreu.
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Espécie de Espécies de Primatas Doengano  Distribuigdo .
- . e Referéncia
Leishmania ) ) Homem Geografica
Nome Comum Nome Cientifico
Primatas
Cuxiu-preto Chiropotes satanas Brasil BRASIL,
Leishmaniose e 2007;
Leishmania (V.) cutanea norte) HAINSOR,
. Macaco-prego Cebus apella 1989.
shawi
Macaco-verde- Cercopithecus Leishmaniose Kenva GRIMALDI,
africano aethiops cutanea y 2008
macaco-da-noite Aotus trivigatus GRIMALDI,
Leishmania (V.) Leishmaniose Panama 2008;
braziliensis cuténea MALTA et
sagui de geoffrey Saguinus geoffroyi al., 2010
Guig6 Callicebus nigrifrons
Bugio Alouatta guariba
. . . . Belo
Leishmania (L.) Leishmaniose . MALTA et
chagasi visceral Horizonte, al., 2010
macaco-prego-de- Cebus xanthosternos MG, Brasil v
peito-amarelo
Leontopithecus
mico-ledo-dourado crysomelas
macaco-da-noite Aotus nigriceps
- Pithecia irrorata
macaco-parauacu ASHFORD
Leishmania (L.) Leishmaniose Kenya, et al., 1996;
major sagui-imperador Saguinus imperator Al AIEE CleHERY e
al., 2009
macaco-verde- Cercopithecus
africano aethiops
sagui-de-tufo-branco Callithrix jacchus
Sao Paulo, BUENO et
sagui-de-tufo-preto Callithrix penicillata Brasil. al., 2010
Leishmania spp. Leishmaniose
macaco-prego Cebus apella LY ek ey
preg & Brasil. etal., 2009.

Fonte: adaptado de Laison e Shaw (1978) e Ashford (1996).

Quadro 1 - Espécies de Primatas Ndo Humanos com ocorréncia natural de Leishmania — S&do Paulo —

2012
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3.4.4.5 Diagnostico

O diagndstico das leishmanioses podem ser realizados através de diferentes
testes (parasitolégicos, sorologicos, imunoldgicos e moleculares). Porém, ndo ha um
teste diagndstico que apresente 100% de sensibilidade e especificidade. Para tanto,
€ de grande importancia que se compreenda os diversos método diagndsticos e as
suas respectivas limitagcdes para, se possivel, tentar agregar diferentes métodos no

sentido de obter uma acuréacia maior do resultado.

Abaixo estdo descritos o0s principais métodos (direto ou indireto) para
diagnosticar a doenca de acordo com diferentes autores (IKEDA-GARCIA;
MARCONDES, 2007; LAURENTI, 2010; WHO, 2010).

e Diagnastico Clinico

O diagnostico clinico das leishmanioses, tanto canina (animal) quanto
humana, muitas vezes € dificil de ser realizado devido a variedade de sinais da
doenca. Muitas vezes o0s sinais clinicos sdo comuns a outras enfermidades,

necessitando de testes laboratoriais para confirmacéo da doenca.

Vale ressaltar que os casos assintomaticos acabam dificultando o correto
diagndstico, como por exemplo, na leishmaniose canina no qual os caes podem nédo
desenvolver sinais ou podem apresenta-los ap0s periodos entre trés meses a alguns

anos.

Em relacdo aos animais selvagens, muitos sdo considerados reservatorios
assintomaticos, e pouco ainda se sabe sobre manifestacfes clinicas nestes animais.
Entretanto, deve-se ter especial atencdo para os animais em cativeiro (Jardins
Zoologicos, Criadouros e Centros de Triagem), principalmente em area endémica
para a doenca. Estes animais, nestas localidades, podem apresentar estresse
elevado e consequente imunossupressdo, 0 que poderia desencadear o

aparecimento da doenca.
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e Diagnoéstico Parasitoldgico Direto

Este diagndstico baseia-se na observacao de formas amastigotas do parasita
(Figura 7) em esfregacos sanguineos ou impressdes citoldgicas (decalques) de
medula 0ssea, linfonodo, figado, aspirado esplénico e lesBes cutaneas. Os
decalques podem ser corados com Giemsa, Panético ou coloracdo de Wright. Este
ensaio é considerado como o teste ouro para o diagnostico e apresenta a vantagem
de ser de rapida execucdo e baixo custo, porém requer treinamento na analise
citologica e a sensibilidade do teste depende do grau de parasitemia, do tipo de
material colhido e do tempo de leitura da lamina. Além disso, em casos cronicos
pode-se obter resultado falso negativo, pois em algumas circunstancias a

observacao do parasita se torna muito dificil.

As biopsias de pele seguida da avaliacdo histopatolégica e imunoistoquimica,
sdo indicada para se obter o diagnéstico parasitolégico, nos casos de lesdes de
pele, no qual ha auto grau de parasitismo. Por exemplo, em estudo realizado em
2009 isolou-se, por cultura, parasitas de pele intacta de cdes domésticos soro
reativos e, desta forma, os autores sugerem ser a pele intacta um bom tecido para
confirmacao parasitoldgica, através de cultura e imunoistoquimica (MADEIRA et al.,
2009).

Porém, em estudos com PNT, a IHQ realizada em pele integra ndo mostrou
ser um bom teste diagnostico, uma vez que este tecido em primatas mostrou-se

pouco parasitado (dados ndo publicados)®.

e Isolamento do parasita em cultura

O cultivo do parasita também pode ser uma ferramenta para o diagndstico e

identificacdo da Leishmania. As formas amastigotas presente no tecido, em meios

! informac3o retirada da publicagdo n3o publicada de Bueno 2011.
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de cultura especificos, se transformam em promastigotas, podendo entdo ser
identificadas. Os meios de cultura utilizados sdo o NNN (Novy, Mc Neal e Nicolle),
RPMI-1640, LIT (Liver Infusion Triptose) e a HO-MEN. Este método tem a sua
utilidade, entretanto requer laboratério especializado, longo periodo de realizacéo
(minimo de 5 dias e maximo de 1 més para confirmar resultado negativo) além de
nem todas as espécies de Leishmania serem de facil cultivo, como por exemplo, a

Leishmania braziliensis que cresce pobremente em meio de cultura (BRASIL, 2007).

Como ja aventado, o isolamento pode permitir também a identificacdo de
Leishmania por suas caracteristicas de crescimento em cultura (rapido/lento),
tamanho das formas promastigotas, motilidade. Outras técnicas de identificacdo
podem fazer uso deste isolamento. A caracterizagdo isoenzimatica baseia-se na
analise do posicionamento das bandas de diversas isoenzimas no gel apos
eletroforese e comparacdo com perfis de corrida gerados com cepas-referéncia. A
técnica que usa anticorpos monoclonais pode ser utilizada também com a mesma
finalidade, assim como o corte com enzimas de restricdo do DNA do cinetoplasto,
gerando perfis de bandas no gel de agarose (PCR-RFLP). Além do isolamento,
todas dependem do crescimento em massa do parasito na cultura. Outra limitagcao

refere-se a producdo de anticorpos monoclonais, técnica de dominio restrito a

alguns laboratorios.

e Diagnoéstico sorolégico

Os testes sorologicos tém sido utilizados em grande escala para diagnéstico
da doenca e estudos epidemiolégicos. Podem ser divididos em testes diretos, no
gual se busca o antigeno, ou testes indiretos, no qual se busca os anticorpos anti-
Leishmania. Muitos ensaios soroldgicos ja foram analisados, como por exemplo, a
fixacdo de complemento, hemaglutinagcdo indireta, aglutinagcdo direta,

imunoeletroforese, imunofluorescéncia indireta (IF1), ELISA e western blot.

Para o diagnostico da leishmaniose canina o Ministério da Saude recomenda
a IFl e o ELISA, devido a alta sensibilidade dos testes, tanto em animais doentes,

gue desenvolvem altos titulos de IgG anti-Leishmania, quanto em animais
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assintomaticos. Estes testes séo kits fornecidos por BioManguinhos — Ministério da
Saude, e empregam como antigeno formas promastigotas de Leishmania major-like.
Entretanto, os resultados destes testes podem produzir falso-positivos e negativos, e
desta forma, ndo permitem indicar infeccdo especifica, uma vez que podem
apresentar reacdes cruzadas com outros trypanosomatideos e outros

microrganismos.

Tanto para o diagnostico da doenca, seja em animais quanto em humanos, ha
no mercado testes imunocromatograficos, que utilizam anticorpos monoclonais anti-
IgG de céo ou antigeno recombinante (rK39). Estes testes apresentam sensibilidade
e especificidade similar ao ELISA, e apresentam a vantagem de serem rapidos e
poderem ser utilizados a campo (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; DE LIMA et
al., 2010).

e Teste intradérmico de Montenegro

O teste intradérmico de Montenegro, intradermo-reacdo ou teste de
Leishmania, é um teste cutaneo, no qual inocula-se na derme antigenos (preparados
de formas promastigotas mortas) e se faz a leitura da reacao inflamatéria (n6dulo ou
papula) apds 48 a 72 horas. Este teste avalia a resposta imune celular, ou seja, a
reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia, frente ao antigeno de Leishmania. E
muito utilizado para avaliacdo do status imunolégico em humanos com LTA assim
como para fins diagndsticos. De maneira geral, o teste é positivo nos casos de
leishmaniose cuténea, porém na forma cutdnea anérgica difusa, assim com na
leishmaniose visceral ativa, o resultado costuma ser negativo (IKEDA-GARCIA;
MARCONDES, 2007; LAURENTI, 2010).

Em caes, alguns estudos experimentais estdo sendo realizados e sugerem
gue este teste possa vir a ser usado como método diagndstico auxiliar. Entretanto,

mais estudos ainda sao necessarios.
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e Diagnostico molecular

Os estudos moleculares tém sido cada vez mais empregados no diagndstico
das leishmanioses. A PCR permite a amplificacdo de sequéncias especificas do
DNA do parasita. Podem ser utilizados DNA parasitario proveniente de uma grande
variedade de tecidos do hospedeiro, como figado, baco, pele, linfonodo, sangue,
medula 6ssea, além de também poder ser utilizado cortes histolégicos de tecido

parafinado e até mesmo o proprio vetor.

De forma geral, os métodos moleculares sdo rapidos podendo ser utilizados
em diferentes tipos de amostras bioldégicas de vetores, hospedeiros, reservatérios,
como por exemplo, sangue, tecido a fresco ou congelado, tecido parafinado, culturas
etc. Estas técnicas moleculares permitem a identificacdo da espécie do parasita e
podem ser aplicadas em estudos epidemioldgicos (envolvimento de reservatorios e
vetores, por exemplo), filogenéticos, etc. As principais limitacdes destas técnicas séo
o alto custo, laboratorio especializado, técnicos habilitados e a falta de padronizacéo
entre os laboratérios (BRASIL, 2007).

Muitas pesquisas ja foram e ainda continuam a ser realizadas no sentido de
encontrar um teste molecular em que altas sensibilidade e especificidade estejam
juntas, porém até o momento, ndo ha um teste em que se obtenha 100% destas
caracteristicas. Varios sdo os alvos que podem ser utilizados para o diagnéstico
molecular, e a escolha deste dependera do objetivo da pesquisa. Alguns deste alvos
sdao: DNA do cinetoplasto (KDNA), sequéncias de DNA codificadoras de RNA
ribossdémico (rDNA), lécus da enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD),
l6cus do mini-exon, entre outras (LACHAUD, 2002; CASTILHO et al., 2002;
MARFURT, 2003).

Um dos alvos mais utilizados no diagnostico molecular das leishmanias € o
DNA do cinetoplasto (kDNA). O kDNA situa-se na base do flagelo e € composto por
uma rede de moléculas de DNA circulares, que possuem regifes varidveis e
conservadas (com um tamanho de pelo menos 120 pb) e portanto podem ser
divididas em dois grupos (Figura 15). O primeiro possui moléculas grandes, com
cerca de 20-35kb, que sdo denominadas de maxicirculos e estdo presentes em 20-

50 coépias por cinetoplasto. A segunda é composta por moléculas menores,
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chamadas de minicirculos e apresentam-se em grande quantidade (10.000 unidades
/ cinetoplasto) e com sequéncias heterogéneas entre 0s grupos sendo assim este
alvo faz o teste ser mais sensivel e tem sido utilizado para separar classes géneros
e espécies (DEGRAVE et al., 1994; PEREIRA-CHICCOLA, 2009).

Leishmania spp

Regia d i
Sgl O conservaaa antisense 9 120pb

~200 bp

750-1000 bp

L. chagasi

L —3 145 pb

Regiao variavel
(rica em AT)

~ 550-700 bp Fragmento LT1

(Regido especifica para
Grupo L. donovani)

Fonte: (PEREIRA-CHICCOLA, 2009)

Figura 15 - Minicirculo de Leishmania composto por uma molécula de DNA circular. Visualiza-se
regido conservada e variavel - Sao Paulo - 2012

Apesar deste alvo ser uma 6tima ferramenta diagnéstica, as vezes torna-se
necessaria a utilizacdo de mais de um alvo para um adequado diagnoéstico
molecular, ou entdo a associacdo de técnicas, como por exemplo, a andlise de
restricdo de fragmentos polimorficos (PCR-RFLP) para possibilitar a detecgédo e
identificacdo de Leishmania (MARFURT, 2003; VOLPINI et. al., 2004; ANDRADE et
al., 2006).

Recentemente, pesquisadores tém empregado o uso da reacdo de PCR em
tempo real (QPCR) na deteccéo, identificacdo e quantificacdo de organismos. Essa
técnica € vantajosa em relacdo a PCR convencional, pois garante uma maior

sensibilidade e risco menor de contaminacdo (FRANCINO et al., 2006).
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e Xenodiagndstico

Esta técnica se baseia em identificar o patdgeno através do uso de vetores.
Fémeas de flebotomineos criadas em laboratorio e isentas de parasitas séo
colocadas em contato com o animal e, apés o repasto, as mesmas sao avaliadas
guanto a presenca do parasita, confirmando a infectividade ao vetor. Uma das
principais dificuldades de se trabalhar com esta técnica € a necessidade de

manutencdo das coldnias do vetor, porém € de grande valia para avaliar a
infectividade dos flebotomineos (IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Colheita de amostras

4.1.1 Animais e locais de colheita

No periodo compreendido de 2008 a 2011, colheu-se material biologico de

espécimes de PNT de vida livre (estado de Sao Paulo e de regides Amazodnicas,

Figura 16) e mantidos por tempo variavel em cativeiro (CETAS e Zoologico). Os

locais previamente selecionados para a amostragem estdo apresentados no

Quadro 2.

Além disso, no Apéndice A e B estdo registradas as informagfes mais

relevantes referentes aos animais amostrados neste trabalho.

LOCAL DE COLETA

REGIAO

COORDENADAS
GEOGRAFICAS

BIOMA

DEPAVE - Ibirapuera

Séao Paulo/Capital

23°35'S e 46°39°' W

ex situ / Mata Atlantica

DEPAVE - CRAS

Séo Paulo/Capital

23°24’S e 46°46’'W

ex situ / Mata Atlantica

CETAS -Lorena Lorena/ SP 22°43'S e 45°07' W | ex situ / Mata Atlantica
UNIMONTE Séo Vicente/ SP 23°56°S e 46°23’'W | ex situ / Mata Atlantica
CRAS - PET Guarulhos/ SP 23°29’S e 46°31° W | ex situ / Mata Atlantica
Zooldgico de Bauru S&o Vicente/ SP 22°20'S e 49°01' W ex situ / Cerrado
Horto Florestal de Bauru Bauru/SP 22°18'S e 49°02' W | in situ / Mata Atlantica

Fazenda Sta. Cecilia

Patrocinio Paulista/ SP

20°46'S e 47°14'W

in situ / Mata Atlantica

S&o Joaquim da Barra -

S&o Joaquim da Barra/

20°30'S e 47°51' W

in situ / Mata Atlantica

PCH SP
Abuna Abuna / Rondbnia 9°47’S e 65°16’'W in situ / Amazonia
BR-319 Amazonas 5°12’S e 61°50'W in situ / Amazonia

Quadro 2 - Relacédo dos locais e regifes de coleta de amostras bioldgicas de PNT, coordenadas
geograficas e tipo de local a que pertencem — Sao Paulo/Amazonia — 2008-2012
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Figura 16 - Mapa do Brasil evidenciando os locais e as regides usadas na colheita de amostras
bioldgicas de PNT: (A) estado de sdo Paulo, (B) Ronddnia e (C) Amazonas — Séo
Paulo/Amazénia — 2008 - 2012

4.1.1.1 Locais de colheita - Ex situ

e DEPAVE

Um dos CETAS escolhido para o desenvolvimento do projeto foi o
Departamento de Parques e Areas Verdes - DEPAVE Ill, da Secretaria do Verde
e do Meio Ambiente, da Prefeitura de Sdo Paulo, que at¢é o momento das
colheitas era divididos em duas unidades. Uma de suas atividades € a recepcao
de animais feridos ou provenientes do trafico para destinacdo ao cativeiro ou

retorno a natureza.

Uma destas unidades localiza-se préximo ao Parque do lbirapuera, na
zona sul da capital e foi denominado neste trabalho de DEPAVE-Ibirapuera. A
outra unidade, DEPAVE-CRAS, localiza-se no Parque Anhanguera (Figura 17),

Mata Atlantica, no bairro de Perus, zona leste da capital.
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Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 17 — Imagem aérea do Parque Anhanguera, no bairro de Perus, Sdo Paulo (a esquerda), e
foto de recinto externo para manutencdo de saguis (Callithrix spp.) (& direita)
localizado no DEPAVE-CRAS — Sao Paulo- 2009

e CETAS de LORENA

Este CETAS esta localizado na cidade de Lorena, no estado de Sao Paulo.
Pertence ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA). A sua finalidade é recepcionar, triar e tratar os animais
silvestres resgatados ou apreendidos pelos orgéos fiscalizadores, assim como

eventualmente, receber animais silvestres de particulares que mantinham os

animais em cativeiros domeésticos de forma irregular (Figura 18).

Figura 18 - Recinto externo (a esquerda) utilizado para abrigar primata, como Cebus e Alouatta
spp., € gaiolas para manutencdo de saguis (Callithrix spp.) (a direita) localizado no
CETAS de Lorena - Sdo Paulo- 2010
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e CETAS de SAO VICENTE (UNIMONTE)

O CETAS - Refugio Mata Atlantica Lello — UNIMONTE fica localizado na
cidade de Séo Vicente, (Figura 19) regido litoranea do estado de Sao Paulo e tem
a funcao tratar e reabilitar animais selvagens feridos. Atendem principalmente os

locais préximos a regiao e os animais encaminhados pelos 6rgéos fiscalizadores.

Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 19 - Imagem aérea da Cidade de sdo Vicente, Litoral de sdo Paulo. O icone vermelho
marcar a localizacdo do CETAS UNIMONTE na cidade - Sdo Paulo- 2010

e CETAS - PARQUE ECOLOGICO DO TIETE (PET)

O Centro de Recepcdo de Animais Silvestres - CRAS — “Orlando Vilas
Boas” do Parque Ecolégico do Tieté (Figura 20) fica localizado em Guarulhos, na
zona leste da regido metropolitana de S&o Paulo e sua funcédo é receber e

destinar animais doados ou apreendidos pela Policia Ambiental e pelo IBAMA/SP.
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V“, ‘Imaée ©:2011 DigitalGlobe
Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 20 - Imagem aérea do Parque Ecolégico do Tieté (PET), em Guarulhos, S&o Paulo, onde o
CRAS esté localizado - Sao Paulo- 2010

e PARQUE ZOOLOGICO MUNICIPAL DE BAURU

O Parque Zooldgico Municipal de Bauru, fica localizado na cidade de
Bauru, no interior de S&o Paulo. Atualmente possui cerca de 880 animais de mais
de 250 espécies diferentes entre mamiferos, aves répteis e peixes e esta

localizado préximo a cidade, regido de cerrado (Figura 21).

Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 21 - Imagem aérea da localizacdo do Parque Zooldgico Municipal de Bauru — Sdo Paulo-
2011
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4.1.1.2 Locais de colheita - In situ

e HORTO FLORESTAL DE BAURU

O Horto Florestal de Bauru, esta localizado na regiao central da cidade de
Bauru (Figura 22) é coordenado pelo Instituto Florestal (IF), em S&o Paulo. Neste
local h4 presenca de saguis hibridos (Callithrix spp.) que sdo considerados, na

regido, como espécies exoticas invasoras.

Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 22 - Imagem da entrada do Horto Florestal de Bauru (a esquerda) e vista aérea da
localizacdo do Horto dentro da cidade de Bauru (a direita) — Sdo Paulo- 2011

e PCH - SAO JOAQUIM DA BARRA

A grande maioria do numero de amostras deste trabalho é proveniente de
primatas de vida livre resgatados pela equipe responsavel de fauna da WLM
(Wildlife Management), previamente a constru¢do de uma Pequena Central
Hidrelétrica (PCH) (Figura 23 e 24) localizada entre os Municipios de S&o
Joaquim da Barra e Guara, Regido de Cerrado, no nordeste do estado de Sé&o
Paulo. Nesta localidade ha registros da ocorréncia de C. Penicillata e do A.

caraya.
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Foto: Celan, www.celan.com.br

Figura 23 - Localizacdo da area de construgao da PCH, entre os municipios de Sdo Joaquim da
Barra e Guard, nordeste do estado de S&o Paulo. A area diretamente afetada (ADA) foi
dividida em 9 sub &reas, abrangendo os fragmentos de mata nas margens do rio
Sapucai-mirim. RA — Rodovia Anhanguera. — Sédo Paulo — 2008 - 2010

Google
C

Fonte: Celan, www.celan.com.br ; google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 24 - Area de construgdo da PCH Anhanguera, (a) area antes da construcdo do
empreendimento. (b) area apos a construgdo, evidenciando o alagamento na regiéo.
A seta branca representa a area obrigatdria de reflorestamento.- Sdo Paulo — 2008 -
2012
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e PATROCINIO PAULISTA — Fazenda Sta. Cecilia

Esta area (Figura 25) fica localizada em uma fazenda particular (Fazenda
Sta. Cecilia), préxima a Patrocinio Paulista, municipio ao nordeste do estado de
Sé&o Paulo, regido de Cerrado. O local, a principio, foi escolhido pela equipe de
fauna prestadora de servico a da PCH Anhanguera para translocar alguns
primatas provenientes do resgate de fauna da PCH. Devido ao fato desta area ter
outras espécies de primatas nativos (Cebus spp.) optou-se por captura-los para
averiguar o perfil sanitario desta populacdo. Desta forma, aproveitou o material

colhido para o a execucéao do trabalho em tela.

Fonte: google Inc ©, 2011, Google Earth 5.1

Figura 25 — Imagem aérea, a direita, da localizacdo da Fazenda Sta. Cecilia (seta branca) em
Patrocinio Paulista, bioma Cerrado, no Nordeste do estado de S&o Paulo. A foto da
esquerda mostra a entrada da mata e a casa da fazenda em proximidade a mata -
S&o Paulo — 2012

e RONDONIA - Municipio de Abun

O municipio de Abund, (Figura 26) fica em Rondbnia, cerca de 200 km de
Porto Velho (capital) sentido Bolivia. Esta regido sofrer4 impactos por conta da
usina hidroelétrica que esta sendo construida em Jirau/RO. A equipe do Museu

de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo (MZUSP), coordenada pelo Prof. Dr.
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Luis Fabio Silveira, realiza um estudo de monitoramento da fauna no local. Desta
forma, foi realizada uma parceria e acompanhou-se a equipe para obtencdo de

material biol6gico dos animais coletados.
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Figura 26 — Localizacio geogréafica da regido de Abuna, Rond6nia (B). A direita e ao centro, local
de coleta dos primatas, regido Amazonica preservada. No canto inferior, a direita, um
exemplo de uma tipica moradia da populagcdo local. Observar proximidade com a
mata - Rond6nia— 2010

e AMAZONAS - BR-319

Os animais foram coletados ao longo desta rodovia (Figura 27 e 28), mais
especificamente a uma distancia de 150 km de Manaus, devido ao estudo de
taxonomia e levantamento de fauna presente nas areas de impacto da BR-319,
realizado pela WildLife Conservation Society (WCS-Brasil), sob coordenacdo do
biélogo Fabio Hore, Da mesma forma que na localidade anterior, acompanhou-se

esta equipe para colheita do material.
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Mapa: Fabio Hore

Figura 27 — Localizagio geogréafica da BR-319 (AM). Os pontos tracejados marca a area de coleta
dos animais, ao longo da rodovia. As areas coloridas representam as diversas
unidades de conservacado no qual a rodovia cruza - Amazonas — 2011

Figura 28 — Condicao atual da BR-319 (a direita) e foto da vila de Igapé Acu, localizada préxima a
area de coleta - Amazonas — 2011
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4.2 Captura

A captura dos animais mantidos em cativeiro (ex situ) foi realizada por meio
de contencéo fisica, utilizando-se puca e luva de raspa de couro, seguida de
contencdo quimica. Todos os procedimentos foram realizadas de acordo com as
devidas licencas de captura, transporte e coleta de material biolégico, fornecida
pelos Orgéos Ambientais responsaveis (Documento de Remessa de Espécime do
Museu de Zoologia de SP n° 03-2011; SISBIO n° 24319-3 e n°18861-3), e
aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMVZ-USP (n° 1617).
Os animais in situ, provenientes da regiao Amazobnica, foram coletados pelas
instituicbes parceiras, devido aos trabalhos de taxonomia que 0S mesmMos
realizam e, sendo assim, apdés a colheita as carcagcas foram encaminhada as
respectivas colecdes museoldgicas. A captura consistiu no abate do animal
utilizando-se arma de fogo e, em seguida, procedeu-se a colheita de material

biolégico.

Nas regibes do estado de Sao Paulo, S&do Joaquim da Barra (local de
construcdo da PCH), Patrocinio Paulista e Horto Florestal de Bauru, os animais
foram capturados valendo-se gaiolas metélicas (tipo “Trampa” ou “Tomahawk”).
Previamente a captura foi realizado um estudo prévio sobre a biologia,
comportamento, deslocamento, local de captura e utilizagdo do habitat por parte

da populacdo de primatas em estudo.

Primeiramente, os animais foram cevados (com frutas) e acostumados a
entrar na armadilha (Figura 29) com a porta de entrada aberta, porém travadas.
Quando o grupo ja estava habituado a entrar para buscar o alimento, acionava-se

a armadilha e em seguida realizava-se a imobilizagao.

Foram utilizadas dois tipos de armadilhas. Uma é era a armadilha tipo
“Trampa”, que consiste em uma gaiola com uma corda para o controle da porta,
gue era fechada quando os animais fossem avistados se alimentando dentro da
armadilha. A outra gaiola é a tipo “Tomahawk”, que possui o mesmo sistema,
porém, ao pisar em uma pequena plataforma que esta dentro da gaiola, a porta

fecha sozinha, prendendo o primata no interior da mesma.
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Alguns animais, como por exemplo, os A. caraya, foram capturados
utilizando-se pistola projetora de dardo anestésico diretamente no individuo

guando este estava proximo a ceva.

SOJUES SOP 4 *) BlBU3Y :0104
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Figura 29 — Armadilhas metalicas utilizadas para captura de PNT. (A) e (B) representam
armadilhas tipo “Trampa”. (C) e (D) armadilhas tipo “Tomahawk” - S&do Paulo —
2009-2011

4.3 Contencdo quimica

Para os animais provenientes de cativeiro, 0s protocolos anestésicos
adotados foram aqueles preconizados pelos técnicos do local, ap6s avaliacdo do
estado geral do animal por parte do médico veterinario da instituicdo. Todo o
procedimento foram previamente discutido entre a equipe e a imobilizagao foi
efetuada visando o minimo estresse possivel, como por exemplo, a cobertura dos

olhos do animal.

Geralmente, foram realizados o0s seguintes protocolos de contencao:
aplicacdo das drogas em uma Unica injecdo, na mesma seringa, por via
intramuscular apés a adequada contencéo fisica. Os farmacos utilizados foram a
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associacdo de cloridrato de quetamina (10,0 a 15,0 mg/kg) ao midazolan (0,3 a
0,5 mg/kg) ou a tiletamina associada ao zolazepan (Zoletil®). A anestesia foi
monitorada a cada 10 minutos e os animais ficaram em observagao, sob
responsabilidade de um médico veterinario, até a recuperacdo completa do plano

anestésico.

4.4 Exame clinico

Apb6s a obtencdo do adequado plano anestésico, os animais foram
submetidos a exame clinico, biometria e pesagem. A biometria foi realizada com
fita métrica e incluiu o comprimento corpéreo (da extremidade rostral do mento
com a cabeca voltada para tras até a articulacdo da primeira vértebra coccigea), o

perimetro toracico e o perimetro abdominal.

Os animais foram avaliados clinicamente, por meio de inspecao fisica
direta e indireta como, por exemplo, auscultacdo cardiopulmonar, hidratacéo,
palpacdo abdominal e de linfonodos, afericdo da temperatura e coloracdo das
mucosas. Em seguida, o material foi colhido por veterinarios ou por membros da

equipe treinados e supervisionados por um veterinario.

4.5 Material bioldgico

Foram colhidas amostras de sangue, biopsias de pele e puncédo de
linfonodo, somente quando este estava perceptivel e aumentado de volume a
palpacdo (Figuras 30 e 31). ApOs a correta assepsia da regido, o sangue foi
colhido, preferencialmente da veia femoral, com agulha 25 x 7 ou 30 x 8,5 por
meio de uma seringa de 1 ou 5 mL e transferidos para tubos estéreis com

anticoagulante (EDTA), tubos sem anticoagulante ou criotubos.

O volume sanguineo colhido foi de 0,5 a 5 mL e este foi definido baseado

no peso dos animais. O sangue foi dividido em aliqguotas com volume necessario
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para a realizacdo dos diferentes exames e testes. Uma gota de sangue periférico
foi retirada do coxim plantar do membro pélvico, utilizando se uma agulha fina
para corte da pele. Em seguida, foram realizados esfregacos e a gota espessa,
aproximando-se a gota de sangue a lamina de vidro. Em seguida, no caso da gota
espessa, espalhou-se 0 sangue até atingir formato retangular e espessura do

filme de sangue desejada.

Os materiais foram transportados para os laboratérios nos quais foram
processados. Os tubos contendo sangue foram centrifugados e soro, plasma,
papa leucocitaria (buffy coat) e a papa de hemacias foram armazenados em
microtubos e, em seguida, congelados em nitrogénio liquido ou freezer -80°C, até

0 momento das analises laboratoriais.

Biopsia de pele (03 mm de diametro) foi realizada no terco médio da cauda
do animal, colocada em formalina 10% e mantida em temperatura ambiente para
realizacdo de exame histopatolégico e imunoistoquimico. Apds a realizacdo da
biopsia, foi realizado curativo com cola cirtrgica ou sutura com fio absorvivel no

local da intervencéo.

Ao ser detectada alguma linfoadenomegalia durante o exame clinico,
realizou-se a puncdo do linfonodo comprometido e o material aspirado foi

armazenado em microtubo e congelado.

Para animais nos quais o método de captura foi o abate, procurou-se
colher as amostras de sangue o mais rapido possivel. Em seguida, o animal era
encaminhado a base de trabalho, para entdo realizar a colheita da biopsia de pele
e puncédo de linfonodo, se este estivesse perceptivel e aumentado de volume a

palpacéao.

O sangue foi colhido da veia femoral ou diretamente do coragdo, com
agulha 25 x 7 ou 30 x 8,5 por meio de uma seringa de 1 ou 5 mL e transferidos

para tubos estéreis da mesma forma acima descrita.

Apés cada colheita, todos os materiais biolégicos foram encaminhados
para o Laboratério de Patologia Comparada de Animais Selvagens (LAPCOM) do
Departamento de Patologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia (FMVZ) da Universidade de Sédo Paulo (USP). Durante o transporte
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estes foram mantidos em caixas de isopor com gelo ou em galbes de nitrogénio

liquido.

Figura 30 — A esquerda, colheita de sangue venoso, veia femoral. No centro, realizacéo de
esfregaco sanguineo. A direita, puncdo de linfonodo em sagui (Callithrix spp.)
proveniente do DEPAVE-CRAS - Sao Paulo — 2008 - 2010

Figura 31 — Colheita de material bioldgico a campo - Amazénia — 2011

Sumariamente, a Figura 32 apresenta o fluxo e encaminhamento das

amostras bioldgicas colhidas:
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’ 1 | Biopsia de pele integra | | 2 ‘ Sangue periférico | Gota espessa /
Esfregaco
Formalina 10% | | 3 | Sangue venoso
He /
H
Q Soro Papa de Papa de
leucocitos hemacias
Testes PCR para PCR para
sorologicos Lesihmania spp. Plasmodium spp.

Figura 32 — Fluxograma do material biolégico colhidos e os respectivos exames realizados - Sao
Paulo — 2008 - 2012

4.6 Processamento e analises laboratoriais

4.6.1 Pesquisa de Plasmodium spp.

A pesquisa do plasmddio foi realizada no Nucleo de Estudos em Maléria do
Nucleo de Endemias da Superintendéncia de Controle de Endemias — SUCEN e
no Laboratério de Soroepidemiologia e Imunobiologia do Instituto de Medicina
Tropical, sob a supervisdo de Karin Kirchgatter, Silvia Maria Fatima Di Santi e

Maria Carmen Arroyo Sanchez.

4.6.1.1 Diagn0stico parasitolégico pela gota espessa

As laminas de gota espessa foram coradas com azul de metileno e
Giemsa, segundo a técnica de Walker (BRASIL, 2005), que brevemente consiste
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em: mergulhar as laminas em uma solucdo de azul de metileno por alguns
segundos e em seguida mergulhar rapidamente em agua destilada. Rapidamente,
as laminas sdo colocadas em uma placa para coloragdo e uma solucdo de
Giemsa na proporcdo de uma gota de corante para 1 mL de agua tamponada é
depositada, deixando-se corar por 7 minutos. ApOs este periodo, retira-se o
excesso de corante em agua destilada e espera-se secar em temperatura

ambiente.

Apés a coloracdo as laminas foram observadas em, pelo menos 200
campos microscopicos em aumento de 1000x com objetivas de 100x sob imerséo
em Oleo para definicdo do resultado de cada lamina (TRAPE, 1985). Cada lamina
foi examinada por, pelo menos, duas pessoas treinadas e habilitadas.

4.6.1.2 Ensaio Imuno Enziméatico — EIE / ELISA

O Ensaio Imuno Enzimatico, foi realizado utilizando-se a técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) que teve por objetivo a pesquisa de
anticorpos IgG anti-P. falciparum (Pf) e anti-P. vivax (Pv). Desta forma, foram
utilizados como antigenos o extrato antigénico Pf-Zw e antigenos recombinantes
Hiss-PVMSP119 respectivamente (SANCHEZ et al., 1993; KUDO, 2006).

e Padronizacao

Previamente a execucdo do teste propriamente dito, foi preciso realizar a
padronizacdo do mesmo, pois esta técnica estd padronizada para a utilizacdo

com amostras humanas.

Esta padronizacdo consistiu em se realizar uma titulagdo em bloco, ou seja,
se testar diferentes diluicbes dos soros controles (1/12,5; 1/25; 1/50; 1/100; 1/200;
1/400; 1/800) com diferentes diluigbes do conjugado (1:40.000, 1:80.000 e

1:100.000). Além disso, as reacdes foram testadas com dois conjugados
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diferentes para efeito de comparacéo: Proteina A-peroxidase (Sigma®) e anticorpo
especifico ligado & peroxidase (Anti-lgG de Primata, A140-102P - Bethyl®).

Para realizar uma titulacdo em bloco sdo necessarios soro sabidamente
positivos e negativos para que se possa estabelecer o cut-off da reacdo. Desta
forma, os controles negativos da reacdo foram provenientes de trés primatas do
género Cebus sp. oriundos do biotério do Centro Nacional de Primatas (CENP),
em Ananindeua/PA, sadios e sem contato prévio com o patdgeno. Devido ao fato
de ndo obtermos soros de primatas ndo humanos sabidamente infectados com
plasmodio, optou-se por realizar a padronizacdo utilizando-se soros humanos

positivos presentes no banco de soros do laboratério parceiro.

As escolhas das diluicdes dos soros e do conjugado foram feitas avaliando
os resultados que melhor discriminaram 0s soros controles positivos dos

negativos.

A mesma analise foi feita utilizando-se antigeno de Pv, com a diferenca da
escolha da diluicdo dos soros (1/100, 1/200 e 1/400).

e Determinacdo do limiar de reatividade (cut-offf e indice de
reatividade (IR)

Apo6s a determinacdo da diluicdo das amostras e dos conjugados, foram
testadas amostras de humanos sadios, sem contato com malaria (52 com Pf e 48
com Pv) para estabelecer a linha de corte do teste (cut-off). Este foi calculado
para Pv e Pf, somando-se as médias das densidades épticas (DO) das amostras

mais 3 desvios padrdes.

O indice de reatividade (IR) foi calculado tendo como base estes valores de
corte, sendo: média das DO da amostra/cut-off, que para o Pf, com ambos os
conjugados, foi de 0,09 e para o Pv foi de 0,145 utilizando-se a proteina-A e

0,110 com o conjugado Anti-IgG de Primatas.
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e Teste das amostras

Desta forma, todas as amostras foram testadas nas condigcbes

padronizadas e de acordo com o protocolo descrito no Apéndice K.

4.6.1.3 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A IFI foi realizada conforme a metodologia descrita por Ferreira e Sanchez,
1988. Foram empregadas laminas com antigenos de Pf obtidos de cultura in vitro
com predominancia de esquizontes obtidos por concentracdo com Plasmagel e de
Pv e P. malariae (Pm) obtidos de sangue de pacientes primo-infectados. As
amostras foram diluidas para a pesquisa de anticorpos IgG e a leitura foi feita em
microscopio de fluorescéncia com aumento de 250x. Vale ressaltar que devido ao
fato de pacientes infectados por Pm serem raros, optou-se por testar somente as

amostras que haviam sido positivas no ELISA e/ou na IFI para Pf e Pv.

e Padronizacao

Da mesma forma que para o ELISA, foi preciso estabelecer a melhor

diluicdo do soro e do conjugado. .

Sendo assim, soros humanos foram usados como controles positivos e
negativos e testados nas diluicbes de 1:20 e 1:40 e o conjugado anti-IgG de
primata ligado a FITC (anti-IgG de Primata, A140-102F - Bethyl®) testado nas
diluicdes de 1:50, 1:100, 1:200 e 1:400.



MATERIAL E METODOS 101

e Teste das amostras

Desta forma, todas as amostras foram testadas nas condicdes

padronizadas e de acordo com o protocolo descrito no Apéndice L.

4.6.1.4 Teste imunocromatografico

Além dos testes soroldgicos acima descritos, as amostras foram testadas
para pesquisa de anticorpo anti-Plasmodium (Pf/Pv), utilizando-se um teste

imunocromatografico, para fim de comparacao.

O teste escolhido foi o SD Bioline Malaria Pf/Pv (Standard Diagnostics,
Inc.), que é um teste rapido utilizado para deteccdo qualitativa de anticorpos IgG,
IgM e IgA especificos contra Pf e Pv com antigenos de captura recombinantes,

MSP, para ambas espécies do plasmédio.

O protocolo consiste em pingar 10 uL da amostra (soro, plasma ou sangue
total) no local indicado pelo fabricante e acrescentar 3 a 4 gotas do reagente
fornecido no Kit. Apés 10 a 20 minutos pode-se realizar a leitura, de acordo com o

fabricante.

4.6.1.5 Diagnaostico molecular

e Extracdo de DNA gendmico

As papas de hemécia foram utilizadas para extrair o DNA genémico. As
extracOes foram realizadas por meio da utilizacdo de kit comercial lllustra Blood

Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare®) conforme instru¢des do fabricante.
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O DNA extraido foi eluido em 100 pL e armazenado a —20°C até o momento da
realizacdo da nested PCR.

Para amostras contendo um volume maior que 200 pL, foi realizada uma
lise prévia das hemacias, utilizando-se saponina a 1%. Desta forma, o material foi
concentrado a 200 uL e pode-se utilizar a totalidade da amostra colhida na
extracdo com o kit lllustra. Através deste método, pretende-se maximizar as
chances de obtencdo do DNA do parasita em questao, visto que as parasitemias

encontradas em simios costumam ser extremamente baixas.

e Reacado da cadeia da polimerase (PCR)

Em todas as amostras foi realizada uma nested PCR para uma triagem
preliminar quanto a presenca de DNA de Plasmodium. O gene que codifica a
subunidade menor do ribossomo (ssuRNA) ou 18S foi utilizado como alvo.
Oligonucleotideos género-especificos foram empregados tanto na primeira como
na segunda reacdao, utilizando uma metodologia modificada de Singh et al. (1999)
(SANTOS et al.,, 2009). Nesta modificacdo, um fragmento de aproximadamente
600 pb é gerado na primeira reacdo, através da utilizacdo dos oligonucleotideos
rPLUL e rPLUGBR. A segunda reacéo foi realizada como no protocolo original, com
os oligonucleotideos rPLU3 e rPLU4 (Figura 33), resultando em um fragmento de

aproximadamente 240 pb.

As condicbes utilizadas na reacdo da PCR foram: desnaturacado inicial a
95°C por 5 minutos, seguida por 25 ciclos a 95°C por 1 minuto, 58°C por 2
minutos, 72°C por 2 minutos e uma extenséao final a 72°C por 5 minutos. Para a
segunda reacao foram utilizadas as mesmas condi¢cdes exceto a temperatura de

pareamento dos oligonucleotideos (64°C) e o numero de ciclos (30).

Vale ressaltar que todas as amostras foram testadas em duplicata, em
experimentos independentes. Em todas as reacdes foram acrescentados
controles positivos (DNA de paciente infectado) e controles negativos (agua

ultrapura) que se apresentaram conforme o esperado, indicando que o teste foi
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realizado adequadamente. Os amplificados foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1%, em tampao TBE 1X, juntamente com 1 uL de GelRed
(GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in Water, Biotium ®). Apos a corrida,

os produtos foram visualizados e fotodocumentados.

1° REACAO

rPLUL: 5 TCA AAG ATT AAG CCA TGC AAG TGA 3

rPLUBR: 5 CGT TTT AAC TGC AAC AATTTT AA T

2° REACAO

rPLU3: 5 TTT TTA TAA GGA TAA CTA CGG AAAAGC TGT 3’

rPLU4: 5 TAC CCG TCA TAG CCA TGT TAG GCC AAT ACC 3

Figura 33 - Sequencias dos oligonucleotideos utilizados na nested PCR que tem como alvo o gene
gue codifica a subunidade menor do ribossomo (SSUrRNA) do Plasmodium spp - Séo
Paulo — 2012

Em seguida, com o intuito de realizar a identificacdo do parasita, procedeu-
se outra nested PCR (somente com as amostras positivas), utilizando como alvo o
gene mitocondrial citocromo b (cytb). Esta nested PCR foi realizada conforme
previamente descrito por Perkins, Schall (2002), utilizando os oligonucleotideos
DW2 e DW4 (Figura 34) gerando um fragmento de aproximadamente 1 kb. As
condicOes utilizadas nesta primeira reacédo da PCR foram: desnaturagao inicial a
95 °C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos a 94°C por 20 segundos, 60°C por 20
segundos, 72°C por 1,5 minutos e uma extensao final a 72°C por 5 minutos. A
segunda reacdo foi realizada com os oligonucleotideos DW1 e DW3 (Figura 34),
resultando em um fragmento de aproximadamente 600 pb. Foram utilizadas as
mesmas condicdes exceto a temperatura de pareamento dos oligonucleotideos
(50°C) e o numero de ciclos (40). Procedeu-se da mesma forma que para a PCR
de 18S, quanto as condi¢cdes de repetibilidade das amostras e controles da

reacao.
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1° REACAO

DW2:5 TAA TGC CTA GAC GTA TTC CTG ATT ATC CAG 3’

DW4: 5 TGT TT'G CTT GGG AGC TGT AAT CAT AAT GTG 3

2° REACAO

DW1: 5 TCA ACA ATGACT TTATTIT GG &

DW3: 5 TGC TGT ATC ATA CCCTAAAG 3

Figura 34 - Sequéncias de oligonucleotideos usados na nested PCR que tem como alvo o gene
mitocondrial citocromo b (cytb) do Plasmodium spp - Sdo Paulo — 2012

Em seguida, os amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1%, em tampédo TBE 1X, juntamente com 1 pL de GelRed (GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain, 10,000X in Water, Biotium ®). Apés a corrida, os produtos
foram visualizados e fotodocumentados.

O fragmento amplificado foi purificado do gel e sequenciado diretamente
com os oligonucleotideos da PCR, através da utilizagdo do kit Big Dye Terminator
v3.0 Cycle Sequencing Kit em Sequenciador Automatico ABI (ABI, USA). As
sequéncias foram identificadas por comparacdo com o banco de dados de
sequéncias de DNA GenBank (National Center for Biotechnology Information,
disponivel on-line: www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cqi) através da utilizacdo do
programa BLASTN (ALTSCHUL et al., 1997). Identificag&o positiva foi encontrada

guando sequéncias equivalentes exatas ou quase exatas (>95%) foram obtidas.

4.6.2. Pesquisa de Leishmania spp.

A pesquisa de Leishmania foi realizada no Laboratorio de Patologia de
Moléstias Infecciosas (LIM-50) do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP), sob a supervisdo da Dra.

Marcia Dalastra Laurenti e da Dra. Vania Ribeiro da Matta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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4.6.2.1 Ensaio Imuno Enzimético — EIE / ELISA

O Ensaio Imuno Enzimatico, foi realizado utilizando-se a técnica de ELISA
(Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay) e para tanto, inicialmente, foi
necessario o preparo do antigeno bruto utilizado para sensibilizar as placas neste
teste. Para tanto, promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis foram
isoladas a partir de lesdo cutdnea de camundongos cronicamente infectado
(CEPA EPM - MHOM/BR/73/M2269), em meio de cultura RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 10 pg/ml de gentamicina e 100
Ul/ml de penicilina.

Apés 2-3 passagens em cultura, promastigotas em fase estacionaria de
cultivo (Figura 35) foram lavadas 3 vezes em PBS estéril, 1620 g (Eppendorf®
5804R) por 10 minutos, e estocadas em freezer —80°C. Para o preparo do
antigeno, os pellets contendo as formas promastigotas do parasita foram
congelados em nitrogénio liquido e descongelado em temperatura ambiente por 3
vezes consecutivas e entdo sonicado em PBS, banho de gelo, 1 ciclo de 1 minuto
em poténcia 4 (Sorvall, USA). A suspensdo foi aliquotada e estocada em freezer -
80°C, sendo uma aliquota separada para a dosagem de proteinas pelo método de
Bradford.

Figura 35 - Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis oriundas da cultura descrita acima, em
fase estacionaria de crescimento (Giemsa - 100X) — S&o Paulo - 2010
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e Padronizagao

Previamente a execucdo do teste foi preciso realizar a padronizacdo do
mesmo. Desta forma, esta foi executada de forma similar ao descrito acima para o

diagndstico de Plasmodium sp., porém com algumas modificacdes.

Sendo assim, foi realizada a titulacdo em bloco, que consiste em testar
diferentes concentragcbes do antigeno, com diferentes diluicbes dos soros

controles e dos conjugados, em uma mesma placa.

De acordo com literatura disponivel (CAMARGO et al., 1973) e a
experiéncia do laboratorio (LIM 50/ FMUSP), optamos por testar as concentracées
de 10 e 20 pg/ml do antigeno. Quanto a diluigdo dos soros controles,
primeiramente estes foram testados nas diluigdes de 1:10; 1:20; 1:40; 1:80; 1:160;
1:320, e apés a observacdo de melhores resultados entre as diluicdes de 1:160 e
1:320, optamos por testar as diluicbes de 1:100; 1:200 e 1:400 no intuito de

facilitar a padronizacgao.

Além disso, a titulo de comparacédo, utilizamos como conjugado tanto a
Proteina A (Sigma®) quanto o anticorpo especifico (Anti-IgG de Primata Rhesus,
A140-102P Bethyl®) ligados & peroxidase, nas diluicées de 1:80000 e 1:100000.

Os soros controles positivos utilizados foram provenientes de primatas do
género Cebus sp., oriundos do biotério do Centro Nacional de Primatas (CENP),
em Ananindeua/PA. Estes animais, foram previamente inoculados com 10° formas
promastigotas de L. (Leishmania) amazonensis e L. (Leishmania) chagasi, pela
via intradérmica. Apos trés meses de infeccdo os animais foram anestesiados
para colheita de sangue e avaliagédo clinica. O sangue foi centrifugado, e o soro
foi estocado a -20°C. Para o controle negativo da reacao foi coletado sangue de
trés Cebus sp., sadios e sem contato prévio com o patdégeno. Estes soros foram
utilizados para a padronizagcédo do ensaio de ELISA para deteccdo de anticorpos
anti-Leishmania.

A escolha da diluicdo foi baseada nas observacdes das densidades Opticas

(DO) dos controles positivos e negativos, ou seja, escolheu-se a diluicdo que
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melhor descrimina os positivos dos negativos. Para isto foi realizado o calculo do
cut-off da reacdo, que é feito obtendo-se a média das densidade o6pticas dos
controles negativos mais 3 desvios padroes.

O indice de reatividade (IR) foi calculado tendo como base os valores de

corte, ou seja o cut-off do dia da reacao.

e Teste das amostras

AplOs a padronizacdo e o estabelecimentos das diluicbes, as amostras
(soros) foram testadas no ensaio imunoenzimatico de acordo com o protocolo

descrito no Apéndice M.

4.6.2.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

A IFI foi realizada conforme o protocolo descrito em Vides et al. (2011),
empregando-se 0s antigenos promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis que
foram isoladas a partir de lesédo cutanea de camundongos cronicamente infectado
(CEPA EPM - MHOM/BR/73/M2269), em meio de cultura RPMI suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 10 pg/mL de gentamicina e
100 Ul/mL de penicilina.

Apés duas a trés passagens em cultura, as formas promastigotas em fase
estacionaria de cultivo foram entdo lavadas trés vezes em solugdo salina
tamponada (PBS) estéril, através de centrifugacédo a 1620g a 4°C. O precipitado
no fundo do tubo foi ressuspendido em solucdo de formalina tamponada 2% e
mantida a 4°C por 24 horas. Apos a fixacdo das formas promastigotas, estas
foram novamente lavadas em solugcdo salina tamponada, e posteriormente
contadas em camara de Neubauer. A concentracdo de parasitas foi ajustada para

2x10° promastigotas/mL e aplicou-se 20puL por poco nas laminas de
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imunofluorescéncia. Estas laminas foram armazenadas a -20°C até o momento da

execucao do teste.

e Padronizacao

Entretanto, da mesma forma que para o ELISA, foi preciso estabelecer a
melhor diluicdo do soro a fins de evitar falso positivo e/ou falso negativo. Sendo
assim, os mesmos soros controles, usados para padronizar o ELISA, foram
utilizados para testar as diferentes diluicées (1:20, 1:40, 1:80, 1:160), enquanto o
conjugado anti-lgG de primata ligado a FITC (Anti-lgG de Primata, A140-102F -

Bethyl®) foi usado em uma nica dilui¢éo (1:100).

e Teste das amostras

ApoOs a padronizacéo, todas as amostras foram testadas nas condigOes
estabelecidas e avaliadas em microscopio de fluorescéncia. Foram incluidos
controles positivos e negativos em cada reagdo. Em seguida, as amostras
positivas foram tituladas nas seguintes diluicdes: 1:80, 1:160, 1:320. O protocolo

da IFI encontra-se descrito no Apéndice O.

4.6.2.3 Diagnostico imunoistoquimico

e Histologia e reacao de imunoistoquimica (IHQ)

O processamento histopatolégico foi realizado no Laboratério de
Histopatologia do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da USP e no Laboratério de Anatomia Patologica do
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Hospital das Clinicas. Do material fixado, apds processado de acordo com as
técnicas rotineiras de inclusdo em parafina, obtiveram-se cortes de 5 uym de

espessura, que foram entdo corados pela técnica de hematoxilina-eosina.

Em seguida, o teste de imunoistoquimica foi realizado a partir dos blocos
de parafina da bidpsia de pele e realizado de acordo com o protocolo descrito por

Moreira et al. (2007), com modificacdes, conforme consta no Apéndice N.

4.6.2.4 Diagndstico molecular

e Extracdo de DNA

As papas de leucécito e os materiais provenientes do linfonodo foram
utilizados como amostra para extrair o DNA. As extracbes foram realizadas por
meio da utilizacdo de kit comercial lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE
Healthcare®) conforme estabelecido pelo fabricante. No caso das amostras de
linfonodo, como havia pouco material devido ao método de coleta (puncao
aspirativa), optou-se por diluir as mesmas em PBS estéril até atingir o volume de
200 pL, que é o preconizado pelo fabricante. No final da reacdo, o DNA extraido
foi eluido em 100 yL e armazenado a -20°C até o momento da execucdo da
PCR.

Apbs extracdo, o DNA foi submetido a analise por espectrofotometria para
guantificacdo do acido nucléico e avaliacdo da relacdo 260/280 de cada amostra
(NanoDrop 2000c, Thermo Scientific®). Além disso, alguns produtos da extracdo
foram testados em gel de agarose a 1% para averiguacao da integridade do DNA.
Todas as amostras obtiveram leitura com quociente de DO260 e DO280 entre 1,5
e 2, considerados com pureza adequada para andlise, além de se mostrarem

integras apos visualizacdo do gel de agarose 1%.

Além disso, todas as amostras que tiveram resultados negativos na PCR

foram testadas para uma nova PCR convencional, porém, utilizando-se como alvo
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o0 gene da B-actina. Este alvo estd presente em todos os mamiferos e a sua
amplificacdo indica uma adequada extragdo de DNA, evitando, desta forma, a
possibilidade de haver falsos negativos. As condigcdes e o protocolo utilizado

foram feitos de conforme descrito por Francino et al.(2006).

e Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Visando a obtencdo das maximas sensibilidade e especificidade na
deteccédo de Leishmania spp. nas amostras bioldgicas, escolheu-se a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR-RFLP), dentre os possiveis métodos de deteccao do

parasito.

O alvo a ser amplificado foi a sequéncia conservada de 120 pb encontrada
no DNA dos minicirculos do cinetoplasto de Leishmania sp., com cerca de 10 mil
copias por parasito. Com isso, utilizou-se os primers (iniciadores) 150 forward: 5'
GGG (G/T)AG GGG CGT TCT (C/G)CG AA 3' e 152 reverse: 5' (C/IG)(C/G)(CIG)
(A/IT)CT AT(A/T) TTA CAC CAA CCC C 3, que flanqueiam esta regiao e que ja
foram utilizados previamente por diferentes pesquisadores (DEGRAVE ET AL.,
1994; PASSOS, ET AL., 1999; VOLPINI ET AL., 2004; QUARESMA ET AL.,
2009).

As condi¢des iniciais testadas seguiram as mesmas descritas em
Quaresma et al.(2009), para a PCR convencional, que foram: 10,0 yL de GoTag®
Green Master Mix 2X (Promega®), 1,0 yL de cada primer (10 mM), 6,0 uL de
agua DNAase free, e 2 ul do DNA. Controles positivos contendo DNA extraido do
parasito e de amostras clinicas (animais de laboratério infectados) foram incluidos
em toda reacdo, assim como controles negativos (agua ultrapura) em duplicata.
As condi¢des iniciais de ciclagem adotadas para o estabelecimento da reacgéo
foram: desnaturacao inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos a 94°C por
30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e uma extenso final

a 72°C por 10 minutos.
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Entretanto, devido ao encontro de bandas espuarias (Figura 36) e
inconsisténcias nos resultados, optou-se por iniciar uma serie de padronizacdes

para o estabelecimento de uma adequada PCR.

4 6 7 8 9 10 1112131415 16

&
'

Ladder 50 bp

Figura 36 - PCR de amostras (1 a 16), selecionadas de sangue de primata. Gel de agarose 1,5%.
Observar as bandas espurias. CN = controle negativa, CP= controle positivo - Séo
Paulo — 2011

e Padronizacéao

Inicialmente optou-se por aumentar numero de ciclos para 40, baseado na
possibilidade de haver baixas parasitemias e de acordo com o descrito em outro
trabalho (COURA-VITAL, et al., 2011).

Em seguida, mudou-se a quantidade de amostra utilizada na reacéo. Esta
foi testada com diferentes quantidade de DNA (2 uL, 3 uL e 4 pL), permanecendo
com os 40 ciclos anteriormente utilizado.

Testou-se o gradiente de temperatura de anelamento dos primers, no qual
foi utilizou-se 10 amostras provenientes de cultura (L. chagasi, L. amazonensis)
com a mesma reacao, porém com a temperatura de anelamento variando de 54

°C a 64 °C; ou seja, uma temperatura diferente para cada amostra.
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Optou-se em seguida, por acrescentar a reacdo de PCR alguns aditivos
(CHEVET, et al., 1995; KREADER, 1996). Foram testados separadamente: 2 uL
DMSO (Dimetil Sulfoxido) a 10%; 2 yL de BSA (Albumina Sérica Bovina) (0,8 ug/
bL); 2 pL de TMAC (Cloreto de tetrametilamdnio),concentracdo final de 50 mM
(Sigma ®).

Além destes passos de otimizacdo da PCR, optou-se por retirar das
condicbes de ciclagem o passo de extensédo final (72 C por, 10 minutos),

diminuindo desta forma a amplificacdo de produtos maiores que o desejado (120
pb).

Realizou-se, ainda diluicbes seriadas do DNA provenientes de cultura para
determinar sensibilidade analitica do teste. Para tanto, diluicdes na base 10 (10%,
102, 10°, 10% 10° 10° e 107) foram testadas a partir do DNA proveniente de
culturas de L. (L.) chagasi (MHOM/BR/ 72/cepa 46).

e Teste das amostras

Com as condi¢cdes padronizadas, todos os amostras foram testadas na

PCR utilizando-se o alvo género-especifico (KDNA da Leishmania).

e Digestdo do produto de PCR- RFLP

O produto de PCR dos animais positivos foi submetido a digestdo com a
enzima Hae Il (PCR-RFLP), baseando-se em Volpini et al. (2004), na tentativa de
identificar a espécie ou o0 subgénero de Leishmania na amostra. Os fragmentos

gerados foram visualizados em gel de agarose a 2,5%.

e Padronizacéao

Apbés determinacdo do adequado tempo de digestdo e volume de produto a
ser digerido, estabeleceu-se o padrdo de restricdo de cepas existentes no
laboratério (LIM-50).
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Para tanto, foi realizado a PCR- RFLP de: L. (L) chagasi
(MHOM/BR/72/cepa 46), L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269), L. (L.)
braziliensis (MHOM/BR/1999/M17593-PARA Brasil), L. V.) shawi
(MCEB/BR/1984/M8408-PARABrasil), L. (V.) guyanensis (M4147-EC-
PARA Brasil), L. (V.) naiffi (M5533-IEC-PARA Brasil), L. (V.) lindenberg (M15733-
IEC-PARA Brasil) L. (V.) lainsoni (M6426-IEC-PARA,Brasil).

O perfil dos fragmentos gerados com cada espécie foi adotado como

padrédo para comparar as amostras clinicas.

Resumidamente, 15 uL do produto da PCR, foi digerido, apds incubacédo
por 1 horas a 37 °C seguido de 10 minutos a 80 °C, por 1 uL da enzima Hae lll em
seu tampdo de uso 1X (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e &gua ultrapura,
totalizando 20 pL. Os fragmentos de restricao foram separados em gel de agarose
2,5%. A corrida eletroforética foi realizada a 70 volts, por 4 horas, em tampéo TAE
1x (Tris, Acetato, EDTA).

e Teste das amostras

Apbs a obtencdo dos padrdes das cepas em condicbes padronizadas,
todas as amostras positivas foram testadas por PCR-RFLP, apds amplificacdo do

alvo género-especifico KDNA de Leishmania.

4.6.2.5 Pesquisa de Trypanosoma spp.

Considerando que nos ensaios sorolégicos para pesquisa de anticorpos
anti-Leishmania podem ocorrer reacdes cruzadas com outras enfermidades,
principalmente aquelas causadas por outros trypanosomatideos (LAURENTI,
2010), investigou-se a possibilidade de infeccbes concomitantes através da
avaliacdo dos esfregagos sanguineos quanto a presenca das formas
tripomastigotas de Trypanosoma spp.
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Para tanto, as laminas foram coradas de acordo com o0 seguinte protocolo
(BRASIL, 2005): as laminas foram fixadas com alcool metilico por dois minuto, e
apés a secagem foram coradas por 15 minutos com Giemsa na proporcdo de
duas gotas deste corante para 1ml de agua tamponada. Em seguida, as laminas
foram enxaguadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente até o

momento da leitura em microscépio optico.

Além disso, o0s soros positivos no ELISA para anticorpo anti-Leishmania foram
testados pela reacdo soroldgica de immunoblotting com antigenos de secrecéo e
excrecdo de formas tripomastigota (TESA-blot), por ser este um teste de
referéncia para o agente (T. cruzi). Este teste foi realizado no Instituto de
Medicina Tropica, Laboratério de Investigacdo Médica de Protozoologia, da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (USP) segundo Umezawa
et al. (1996). O seguinte protocolo foi utilizado:

1) O antigeno TESA foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida 5 a 7% e apO0s sua separacdo, transferido para uma
membrana de nitrocelulose com porosidade de 0,45 um.

2) O soro dos primatas foi diluido a 1:100 em PBST e leite desnatado
a 1% e incubado por duas horas a temperatura ambiente. Os anticorpos
foram detectados pela adicdo de anticorpo especifico ligado a peroxidase
(Anti-IgG de Primata, A140-102P - Bethyl®), diluido a 1:10.000 em PBST e
leite desnatado a 1% por duas horas a temperatura ambiente.

3) Os imune-complexos foram visualizados pela adicdo de 500 yL de
uma solucao reveladora (6mg de 4-cloro-napthol, 2 mL de metanol, 10 mL
de PBS e 10 uL de H202).

4) A reacdo foi interrompida por adicdo de agua destilada apos o
aparecimento das bandas. As membranas foram entdo lavadas em agua

destilada e secas entre dois papéis de filtro.
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5. RESULTADOS

5.1 Animais & condic¢éo clinica no momento da colheita

5.1.1 Ex situ

Foram colhidas amostras de PNT de diferentes géneros, em 5 locais de
cativeiros diferentes, no estado de S&o Paulo. Ao todo foram amostrados 71
primatas ex situ, sendo que destes, 46,5% (33/71) eram machos e 53,5%
(38/71) fémeas. Além disso, 87,3% (62/71) dos animais eram adultos, 8,4%
(6/71) juvenis e 4,2% (3/71) filhotes (Quadro 3).

Do total de PNT amostrados, 70,0% (50/71) pertenciam a familia
Cebidae, 24% (17/71) a Atelidae e 6,0% (4/71) a Pithecidae (Grafico 1).

ex situ
Pithecidae

6% \

Grafico 1 - Distribuicdo dos primatas neotropicais ex situ amostrados em fung¢do da
classificagdo taxonémica, segundo Perelman, et al. (2011) - Sdo Paulo — 2008 -
2012
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Nome cientifico Género Faixa etéria Total
Alouatta fusca 3M 3A 3
Alouatta belzebul 1F 1A 1
Alouatta caraya 1F 1A 1
Alouatta clamitans 1M 1A 1
Ateles chamek 1M 13 1
Ateles paniscus 2M/4F 5A/1] 6
Brachyteles arachnoides M 1F 1
Callicebus nigrifrons 2F 2A 2
Callicebus personatus I1M/1F 2J 2
Callithrix jacchus 5M/3F 8A 8
Callithrix penicillata 12M/14F 24A/12F 26
Callithrix spp. 4M/6F 10 A 10
Cebus spp. 1M/5F 6 A 6
Lagothrix lagotrica cana 2M 1A/1) 2
Lagothrix poeppigii 1F 1] 1
Total 33M/38F 62A/6J/3F 71

Quadro 3 - Distribuicdo dos PNT amostrados de acordo com a espécie, género e faixa etaria.
M=macho, F=fémea; A=adulto; J=juvenil e F=filhote — S&o Paulo/Amazénia —
2008- 2011

Dos 71 animais, 48% (34/71) apresentaram alguma alteracédo clinica que
se encontram compiladas no Quadro 4. Vale ressaltar que alguns animais
apresentaram mais de uma alteragdo clinica. Além disso, foram incluidos
dentro da categoria Alteracdo Sistémica alguns sinais clinicos muito

especificos, como coloracdo de mucosa, hidratacédo e apatia.
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Principais alteracdes clinicas Numero de animais %
Alteracao Dermatolégicas 9 26,5
Alteracdo Odontoldgicas 8 23,5

Linfoadenomegalia 3 8,8
Emagrecimento 14 41
Alteracdes Respiratérias 3 8,8

Alteracdes Sistémicas 7 20.6

Quadro 4 - Principais alteracBes clinicas encontradas nos PNT de cativeiro. Alguns animais
tinham mais de uma alteragéo clinica — S&o Paulo — 2008 - 2012

DEPAVE

Foram amostrados 29 animais, todos do género Callithrix sp. Destes,
nove estavam alojados no DEPAVE-Ibirapuera: seis C. penicillata (1M; 5 F), um
C. Jacchus (1 F) e dois Callithrix sp., (2 F).

Os outros 20 animais estavam na unidade do Parque Anhanguera
(DEPAVE-CRAS): 13 C. penicillata (10M; 3F); dois C. jacchus (1 M; 1 F) e
cinco Callithrix sp. (1 M; 4 F).

Destes 29 animais, 37,9% (11/29) apresentavam alguma alteracéo
clinica no momento do exame, tais como: emagrecimento (n=4; 13,7%),
alteracbes odontolégicas (n=3; 10,3%), alteracbes dermatolégicas (n=4;
13,7%), aumento de linfonodo (n=1; 3.4%).

CETAS de LORENA

Neste local foram amostrados 17 animais, sendo cinco C. penicillata (1
M; 4 F), dois Callithrix sp. (1 M; 1 F), seis Cebus sp. (1 M; 5 F); um Callicebus
sp. (1 F) e trés Alouatta fusca (3 M).
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Todos o0s animais apresentavam alguma alteracdo clinica. Dos 17
animais, 41,2% (7/17) apresentaram emagrecimento, 23,5% (4/17) alteracdes
dermatoldgicas, 11,7% (2/17) alteragcbes odontologicas, 11,7% (2/17)

linfoadenomegalia, e 5,8% (1/17) alteracdes respiratorias..

CETAS UNIMONTE

Nesta instituicAo foram amostrados nove animais, sendo um Callithrix
sp. hibrido (1 M), cinco C. jacchus (4 M; 1 F), dois C. penicillata (2 F) e um

Brachyteles arachnoides (1 M).

A maioria dos animais estava em boas condic6es de saude, sendo que
somente trés apresentaram alteracbes clinicas, como: alteracdes

dermatolégicas (n=1; 11,1%); alteracdes odontoldgicas (n=1; 11,1%).

CETAS - PARQUE ECOLOGICO DO TIETE (PET)

Os técnicos desta instituicdo receberam um Callicebus nigrifrons, fémea,
jovem, que apresentava infeccdo por Plasmodium spp., constatado no
hemograma. Desta forma, foram colhidas amostras bioldgicas deste animal
para posterior identificacdo do patdgeno. Este animal apresentava descamacao

em pele na regiao do dorso, apatia, emagrecimento e mucosa oral hipocorada.

PARQUE ZOOLOGICO MUNICIPAL DE BAURU

Neste local foram amostrados 15 PNT, sendo seis Ateles paniscus (2 M;
4 F), dois Lagothrix cana (M), dois Callicebus personatus (1 M; 1 F), um
Alouatta caraya (1 F), um Lagothrix poeppigii (1 F), um Alouatta belzebul (1 F),
um Alouatta clamitans (1 M), um Alouatta chamek (1 M).
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Dos 15 animais amostrados, 40% (6/15) apresentavam alguma alteracéo
clinica, tais como: emagrecimento (n=3; 20%), alteracdes odontologicas (n=2;
13,3%) e desidratacéo (n=2; 13,3%).

5.1.2 In situ

Foram amostrados PNT de diferentes géneros, em 4 locais de vida livre
distintos, dois no estado de Sédo Paulo e dois na Regido amazonica. Ao todo
foram amostrados 120 primatas ex situ, sendo que destes, 50 % (60/120) eram
machos e 50 % (60/120) fémeas. Além disso, a maioria (67,5%, 81/120) dos
animais era composta de adultos e somente 26,7% (32/120) eram juvenis e 5,8
(7/120) filhotes (Quadro 5).

Do total de PNT amostrados, 76,6% (92/71) pertenciam a familia
Cebidae, 17,6% (21/71) a Atelidae e 5,8 % (7/71) a Pithecidae (Gréfico 2).

in situ

Pithecidae
6%

Gréfico 2 - Distribuicdo dos primatas neotropicais in situ amostrados em funcao da classificagao
taxondmica, segundo Perelman, el al. (2011) — S&o Paulo - 2008 - 2012

Dos 120 animais amostrados, 13,3% (16/120) apresentaram alguma

alteracao clinica (Quadro 6). Vale ressaltar que alguns animais apresentaram
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mais de uma alteracéo clinica. Além disso, foram incluidos dentro da categoria

Alteracdo Sistémica alguns sinais clinicos muito especificos, como epistaxe.

Nome cientifico Género Faixa etéria Total
Allouata caraya 8M/10F 11A/53/2F 18
Aotus infulatus 1F 13 1

Callicebus brunneus IM/1F 2A 2
Callicebus caligatus 2M/1F 2A/1F 3
Callicebus dubius 1M 1A 1
C. penicillata 35M/40F 51A/21J3/3F 75
Cebus apella 1F 1 1
Cebus macrocephalus I1M/1F 1A/1J 2
Cebus spp. 5M/3F 5A/2J/1F 8
Lagothrix cana 2M/1F 3A 3
Pithecia spp. 1M 1A 1
Saguinus fuscicollis 1M/1E oA 2
mura
Saguin_us labiatus 1E 1A 1
rufiventer
Saimiri boliviensis 1M 13 1
Saimiri [ustus] madeirae 1M 1A 1
Total 60 M /60 F 81A/32J/7F 120

Quadro 5 - Distribuicdo dos PNT amostrados in situ, de acordo com a espécie, género e faixa
etaria. M=macho, F=fémea; A=adulto; J=juvenil e F=filhote — S&o Paulo — 2008-
2012
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Principais alterac@es clinicas N %
Alteracao odontolégicas 1 6.25
Linfoadenomegalia 13 81,3
Emagrecimento 1 6.25
Galactorréia 3 18,75
Alteracdes sistémicas 1 6.25

Quadro 6 - principais alterag6es clinicas encontradas nos PNT de vida livre. Alguns animais
apresentavam mais de uma alteracéo clinica — S&o Paulo — 2008 -2012

HORTO FLORESTAL DE BAURU

Neste local foram amostrados oito PNT, sendo todos da espécies C.
Penicillata (2M; 6 F).

Dois animais apresentavam galactorréia e um destes estava com

aumento de volume inguinal. Os demais estavam higidos.

PCH - Sd0 Joaquim da Barra

Foram amostrados 85 PNT, sendo que destes 67 eram da espécie C.
Penicillata (33 M; 34 F) e 18 da espécie A. Caraya (10 M; 8 F). A maioria dos
animais apresentava-se higido, porém seis exibiam linfoadenomegalia em

linfonodo inguinal, um galactorréia, um lesao cutanea e um epistaxe.
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PATROCINIO PAULISTA — Fazenda Sta. Cecilia

Foram amostrados oito PNT sendo todos da espécies Cebus spp. (5 M;

3 F). Todos os animais apresentavam-se clinicamente higidos.

RONDONIA - Municipio de Abuna

Foram amostrados nove PNT no municipio de Abund, Ronddnia, sendo
estes pertencentes a cinco géneros. As espécies amostradas foram: dois
Callicebus brunneus (1 M; 1 F), dois Lagothrix cana (1 M; 1 F), um Saimiri
boliviensis (1M), um Aotus infulatus (1 F), um Cebus apella (1 F), um Callicebus
dubius (1 F) e um Pithecia sp. (1 M).

Ao exame da carcaca 0s animais apresentavam-se, aparentemente, em

bom estado geral.

AMAZONAS - BR-319

Foram amostrados dez PNT em distintos locais ao longo da rodovia BR-
319, Amazonas. Os animais pertenciam a sete géneros assim distribuidos: trés
Callicebus caligatus (2 M; 1 F), dois Cebus macrocephalus (1 M; 1 F), dois
Saguinus fuscicollis mura (1 M; 1 F), um Saguinus labiatus rufiventer (1 F), um

Lagothrix cana (1 M), um Saimiri [ustus] madeirae (1 M).

Ao exame da carcacga, 0s animais apresentavam-se, aparentemente, em
bom estado geral, porém sete deles apresentavam linfoadenomegalia em

linfonodos inguinais.
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5.2 Pesquisa de Plasmodium spp.

5.2.1 Diagndéstico parasitolégico pela gota espessa

Foram avaliadas laminas de 191 PNT, sendo 62,8% (120/191) de
animais in situ e 37,2% (71/191) de animais ex situ. Do total de animais
avaliados, 4,7% (9/191) foram positivos na gota espessa (Apéndice C e D). A
figura 37 apresenta algumas das formas parasitarias encontrados nas laminas

de gota espessa.

Dos animais in situ, 5,8% (7/120) foram positivos para gota espessa,
sendo que destes 42,8% (3/7) eram do estado de Sao Paulo (P71, P72, P98),
todos da espécie C. Penicillata, de Sdo Joaquim da Barra, e 57,2% (4/7) eram
provenientes das regiées Amazonicas, sendo 50% (2/4) de Rondénia (P169, C.
dubius; P171, Pithecia sp.), e 50 % (2/4) do Amazonas (BR-319) (P177, P182,

ambos C. caligatus) (Apéndice F).

Dos animais ex situ, 2,8% (2/71) foram positivos, ambos de S&o Paulo
(Capital). Um estava no CRAS-PET (P160, C.nigrifrons), zona norte, enquanto
o outro animal positivo (P0O06, C. penicillata) estava alojado no DEPAVE-CRAS,

zona Oeste.

Do total de PNT provenientes do estado de Sao Paulo (n=172), 2,9%
(5/172) foram positivos, sendo 60% (3/5) de vida livre e 40% (2/5) em cativeiro.
Para os animais da regido amazonica (n= 19), 21,1% (4/19) foram positivos,
50% (2/4) em Rondbnia e 50% (2/4) no Amazonas.
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Figura 37 - Parasitas visualizados por microscopia 6tica na gota espessa corada com Giemsa:
(A) trofozoito maduro (seta) (x1000) de P. simium em Callicebus nigrifrons, S&o
Paulo, 2012; (B) gametdcito (x1000) de P. brasilianum em Callicebus dubius,
Rondbnia. Sdo Paulo/Amazbnia - 2009 - 2011

5.2.2 Pesquisa de anticorpos anti-Plasmodium spp.

5.2.2.1 Ensaio Imuno Enziméatico EIE / ELISA

e Padronizagao

Com base nos resultados encontrados, a escolha das diluicdes dos
soros e do conjugado foram feitas avaliando aquelas que melhor discriminaram

0S soros controles positivos dos negativos.

Sendo assim, para o Pf, optou-se pela diluicdo do soro em 1:100 e com
ambos os conjugados em 1:80.000 (Figura 38). Para o Pv, optou-se por diluir o

soro em 1:100 e ambos os conjugados em 1:40.000 (Figura 39).
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Conjugado - Anti IgG de Primatas
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Figura 38 - Diluicdes seriadas dos soros controles (positivo: A+; e negativos: Al’, A2', A3")
utilizando ambos os conjugados na diluicio de 1:80.000 e antigeno de P.

falciparum — Sao Paulo — 2008 - 2012
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Figura 39 - Diluicdes seriadas dos soros controles (positivos: Pv+, 295/85 e 681/87 e negativos:
Al’, A2°, A3") utilizando ambos os conjugados na diluigdo de 1:40.000 e antigeno

de P. vivax — Sao Paulo — 2008 - 2012
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O cut-off, para o Pf, com ambos os conjugados, foi de 0,09, enquanto
gue para o Pv foi de 0,145 utilizando-se a Proteina-A, e 0,110 com o conjugado

anti-IgG de primatas.

e Teste das amostras de primatas

Dos 120 animais de vida livre amostrados, somente 113 foram
efetivamente testados, devido ao fato de termos conseguido pouco volume de
soro de alguns animais. Desta forma, o N de amostras examinadas nesta prova
foi de 184 (113 in situ; 71 ex situ) e os positivos foram considerados
apresentando IR>1 (Figura 40). Dentre os de vida livre, 4,4% (5/113) dos
animais foram positivos para IgG anti-Pv e 3,5% (4/113) para IgG anti-Pf
(Tabela 1).

Dos animais de cativeiro, 7,0% (5/71) foram positivos para IgG anti-Pf
usando como conjugado a proteina-A e nenhum destes foi positivo com o
conjugado especifico, Anti-lgG de Primata (Figura 43). Do animais positivos,
trés animais eram do CETAS LORENA (P033-C. penicillata; PO38-Cebus spp.;
P047-A. Fusca); um do DEPAVE-Ibirapuera (P030- C. penicillata) e um do
(P190-A. belzebul) do Zooldgico de Bauru.

Além disso, 4,2% (3/71) dos animais foram positivos para IgG anti-Pv,
sendo que todos (P047- A. fusca e P159-Brachyteles arachnoides, P160- C.
nigrifrons) foram positivos usando o conjugado especifico anti-lgG de primata e
dois (P047, P159) positivos com a proteina-A (Apéndice E). Dos animais in situ,
3,5% (4/113), P166- L. cana; P173 - Saguinus labiatus rufiventer; P178-
Saimiri [ustus] madeirae, P179-C. macrocephalus foram positivo para IgG anti-
Pf, todos provenientes da regido Amazonica. Destes, 100% (4/4/) foram
positivos utilizando ambos os conjugados. Nenhum animal foi positivo para 1gG
anti-Pv.
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Do total de animais do estado de Sao Paulo, 166 foram testados no
ELISA e destes, 3,6% (6/166) dos animais foram positivos para IgG anti-Pf e
1,8% (3/166) para IgG anti-Pv.

Para os animais da regido amazonica, 22,2% (4/18) foram positivos para
IgG anti-Pf, 1 em Rondbnia e 3 no Amazonas, e nenhum foi positivo para IgG

anti-Pv (Apéndice F).

P. vivax

indice de Reatividade

1 Cut-off
e .:... 4 o o0 f..—.’ o®

Proteina A anti-lgG

P. falciparum

~
1
(Y]

indice de Reatividade

2+ ®e

1 -2 Cut-off

o ..i--.“.,.. --...'i'i“i....

Proteina A anti-lgG

Figura 40 - Comparacao entre o indice de reatividade (IR) encontrado no ELISA, usando como
conjugado a proteina A e o anti-IgG de primata para P. falciparum e P. vivax —
Séo Paulo, 2008- 2012



RESULTADOS 128

Tabela 1 - Comparagéo entre os resultados ELISA utilizando-se como conjugado a proteina-A
e 0 Anti-lgG- primata em relacdo aos animais in situ e ex situ — Séo Paulo, 2008-

2012
Pf - Proteina-A Pf - Anti-lgG Pv - Proteina-A Pv - Anti-lgG
N primata primata
LOCAL S
animais N° N° N° N°
animais % animais % animais % animais %
positivos positivos positivos positivos
L 4,4 3,5
in situ 113 5 (5/113) 4 (4/113) 0 0 0 0
. 7,04 2,8% 4,2
ex situ 71 5 (5/71) 0 0 2 2/71) 3 3/71)
5,4 2,2 1,1 1,6
Total 184 10 (qonssy 4 (4/184) 2 onsa) 3 (3/189)

5.2.2.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

e Padronizacéao

Apos avaliacdo optou-se por testar as amostras na diluicdo de 1:20 e 0
conjugado anti-lgG de primata na diluicdo de 1:100. O protocolo da IFI esta

descrito no Apéndice L.

e Teste das amostras de primatas

Para a pesquisa de IgG anti-Pf e anti-Pv, da mesma forma que para o
ELISA, do total de 120 animais de vida livre, foram testados somente 113,
devido ao fato de termos conseguido pouco soro de alguns animais. Por outro
lado, para pesquisa de IgG anti- P. malariae (Pm), foram testados os soros de
35 animais de vida livre e 17 de cativeiro, devido a raridade do antigeno. Todos

0s animais de cativeiro foram testados para 1gG anti-Pf e anti-Pv.

Na pesquisa de IgG anti-Pf nos animais ex situ, 4,2% (3/71), P047- A.
fusca, do CETAS de LORENA (Figura 41), e o P197 e o P198 (ambos da
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espécie A. paniscus), do Zoologico de Bauru, foram positivos com titulos

variando entre 20 e 160.

Na pesquisa de IgG anti-Pv nos animais ex situ, 2,8% (2/71) foram
positivos, sendo um o P047, A. Fusca e o outro o P159, Brachyteles
arachnoides, do CETAS UNIMONTE, ambos apresentando titulos > 320
(Figura 42).

Por outro lado, na pesquisa de IgG anti-Pm, somente um animal foi
positivo (P047).

Nos animais in situ, 5,3% (6/113) foram positivo na para 1gG anti-Pf,
sendo que um 0,8% (1/113), P102- C. penicillata, era do estado de S&o Paulo
(PCH) e os outros 4.4% (5/113) de regido Amazobnica, sendo 80% (4/5) do
Amazonas (P173, P178, P179 e P182) e 20% (1/5) de Rondonia (P170).

Do total de animais testados do estado de Sao Paulo, 2,4% (4/166)
foram positivos para I1gG anti-Pf, 1,2% (2/166) foram positivos para I1gG anti-Pv
e 0,6% (1/166) para IgG anti-Pm (Figura 43).

Para os animais da regido amazonica, 27,7% (5/18) foram positivos para
IgG anti-Pf, sendo 20% (1/5) em Rondb6nia e 80% (4/5) no Amazonas,
enquanto 16,6% (3/18) dos PNT foram positivos para IgG anti-Pm. Nenhum
animal foi positivo para IgG anti-Pv.

Figura 41 - Imunofluorescéncia indireta (IFl) para P. falciparum: (A) controle positivo da reacao;
(B) marcacgéo positiva para PNT (P178), Saimiri [ustus] madeirae, proveniente do
Amazonas (BR-319) - Ronddnia — 2010
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Figura 42 - Imunofluorescéncia indireta (IFl) para P. vivax: (A) controle positivo da reacdo; (B)
marcacdo positiva para PNT (P047), Alouatta fusca, proveniente do CETAS
LORENA - Séo Paulo — 2011 - 2009

Figura 43 - Imunofluorescéncia indireta (IFl) para P. malariae: (A) controle positivo da reacgéo;
(B) marcagdo positiva para PNT (P047), Alouatta fusca, proveniente do CETAS
LORENA, Sé&o Paulo — 2009

5.2.2.3 Teste imunocromatografico

Este teste apresentou poucos resultados positivos. Em cativeiro
somente 2,8% (2/71) dos animais, o P047 (A. fusca) e o P159 (B.
arachnoides), foram positivos para a marcacdo de Pv (Figura 44). Todos os

animais in situ foram negativos.
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1.Malaria(P.f)
2. Malaria(P.v)

12 2

Figura 44 - Teste imunocromatografico, SD Bioline Malaria Pf/Pv (Standard Diagnostics, Inc.)
evidenciando marcacdo positiva para Pv de soro de Alouatta fusca (P047),
proveniente do CETAS LORENA - Séo Paulo — 2008-2012

5.2.3. Diagnéstico molecular

5.2.3.1 Reacao da cadeia da polimerase (Nested PCR)

Apo6s execucdo da nested PCR que tem como alvo parte do gene que
codifica 18S (SSUrRNA, Figura 45), sequenciamento e comparacdo das
sequéncias obtidas através de BLASTN no GenBank, encontramos 6 (3,14%)

animais positivos de 191 animais testados (Figura 46).

M 10B 10C 10D 10E 10F 10G 10H 11A 118 11c 11D 12E12H M

Figura 45 - Exemplo dos resultados obtidos com a nested PCR utilizando como alvo o gene
gue codifica a subunidade menor do ribossomo (SSUrRNA) ou 18S, para deteccdo
de Plasmodium spp. Amostras clinicas negativas = 10B, 10C, 10D, 10F, 10G, 10H,
11A, 11B, 11C e 11D; Amostra clinica positiva = 10E; Controle positivo = 12E;
Controle negativo = 12H. M = marcador de peso molecular (Fermentas 100pb). -
S&o Paulo — 2012
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FOO1 CEPTIATETTTETTGAG GTA e @ B85
P169 B ARG TTTET G e : B35
F171 TIATETTTET e : 853
P177 ARG TTTET e : 35
F1BZ H TIATETTTET R
RE48915%6 = TIATETTTET e @ 85
P160 80
569871 \T'F GF AC ' ] ] 80
'I"I"I‘t'I‘}S'I‘A}SGG}STAZ"—SCTBCGGBABAGCTGTAGCTBBTACTTGCTTTAatBC'I‘C'I‘TaBT'I‘CtttAthTTtTTGBGTaTGTBtTTG
* 100 * 120 * 140 * 160 *
POOL : 170
Ple% BALATETCEATETATT : 170
P171 BAATEEICCATETATT : 170
E177 BAAATEECEATETATT : 170
P1E2 H BAATEETCEATETATT : 170
AB48915%6 : BAATETCEGATETATT : 170
Ele0 d : 1le4d
569871 : 1e4
FOO1 : 239
P16% 1 239
F171 : 239
B177 : 239
F182 H : 239
rE48919%6 = : 239
P160 1 233
569871 : 233

Figura 46 -.Alinhamento das sequéncias nucleotidicas encontradas nas amostras positivas
para Plasmodium na nested PCR de 18S — S&o Paulo - 2012

Quando as sequéncias de SSU foram comparadas por BLASTN no
GenBank, encontramos para cinco amostras positivas (P001, P169, P171,
P177 e P182) uma similaridade de 99% com uma sequéncia depositada para
P. malariae (Isolado Oumu, GenBank AB489196) (Tabela 2). Esse isolado foi
obtido de um chimpanzé fémea (Pan troglodytes verus) nascido em 1976,
importado ao Japdo da Africa em marco de 1977. N&do ha registro de

Plasmodium em seu pais de origem.

Possivelmente esse isolado veio do oeste africano, pois P.t. verus é uma
subespécie desta regido. A coleta do sangue foi realizada em exame de rotina
em junho de 2003 (Hayakawa et al., 2009). Para uma amostra positiva (P160),
encontramos uma similaridade de 99% com uma sequéncia obtida em P. vivax
(Isolado Yunnan, GenBank S69871)(Tabela 2). Essa sequencia foi depositada
no GenBank em setembro de 1994 e foi obtida de isolado proveniente de

paciente (amostra 9007) da provincia de Yunnan, China.
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Tabela 2 - Matriz de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas de um fragmento de ~240
pb que codifica SSUrRNA, obtidas para as amostras positivas — Sdo Paulo — 2008-

2012

BPOO1 Ples PFl71 P177 Plgz BB459158 Bl&0 585871
OOl 238 100% 100% 100% 100% 959% B3% B4%
0 100% 100% 100% 100% 959% B3% B4%
u] 0% 0% 0% 0% 0% 4% 4%
Fles 235 235 100% 100% 100% 535% B3% B4%
235 a 100% 100% 100% 535% B3% E4%
u] a 0% 0% 0% 0% 4% 4%
Pl71 238 235 238 100% 100% 959% B3% 84%
238 235 a 100% 100% 959% B3% B4%
0 4] 4] 0% 0% 0% 1% 1%
F177 235 235 235 Z35 100% 535% B3% B4%
235 235 235 a 100% 535% B3% B4%
u] a a a 0% 0% 4% 4%
Plgz 238 235 238 233 233 959% B3% 84%
238 235 235 238 a 959% B3% B4%
0 a a a a 0% 1% 1%
RB48315¢6 238 238 238 Zzg Zzg 233 E4% B5%
238 238 238 Z38 Z38 a B4% B5%
u] a a a a a 4% 1%
Plel 203 203 203 203 203 204 233 959%
2 20 20 20 203 20 a 959%
12 12 12 1z 1z 1z a 0%

585871 205 205 205 205 205 208 z31 z33

205 205 205 205 205 208 z31 0

1z 12 12 1z 1z 1z a a

Os resultados obtidos através da utilizacdo da nested PCR que tem
como alvo o gene citocromo b (cytb) também demonstraram 6 (3,14%) animais
positivos (Figura 47 e 48).

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

~600pb

Figura 47 - Nested PCR utilizando como alvo o gene cytb de Plasmodium spp. Amostras clinicas
negativas = 2 e 5. Controle negativo = 9. Controle positivo = 10. M = 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen). - Sdo Paulo — 2012
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= 300 =
ATTCEATATITATATTITACCATTIAIC
ATTCEATATITATATTITACCATTIAIC
ATTCEATATITATATTITACCATTIAIC
ATTATTCETATTITATATTTIACCATIATCE
TTATICETATITATATITAC
TTRTTCITRTTTRTRTTTRC

320

= 520 = 540
ITITITGIATTACATITTATACTICCATTITIGINGCATILT
AGATTITITIGTATTACATITTATACTTCCATTITGTRGCATTIAT
GATTITITIGIATIACATITTATACTICCATITGTEGCATIAT
GATTITITIGIATIACATITTATACTICCATITGTEGCATIAT
ALGATITITIGTATTACATITTATACTICCATTITGINGCATIAT

GATTTTTIGCATIACATITTATACTICCATTtGTIRGCATTAT

FPerulll :
FOO1 H
Fleg H
B171 H
E177 H
Fls82 H
Fla0 H
Ferulll
FOO1
Bl1&9
B171
B177
F182
Fla0

20 = 240 = 260 = 280
Ferulll : EnC GCATCACTTGTATIETIECETAACTTATTTACANATITT
FOO1 H EnC GCATCACTTGTATIETIECETAACTTATTTACANATITT
Fleg H EAC CATCLCTTFTHTTITTICTAACTTHTTTHCHIHTTTT
B171 H LTCACTIGTATIETIECTAACTTATITACAEATTT
B177 H C TCACTTGTATTETTECETAACTTATTITACREATTIT,
Fls82 H C TCBCTTFTHTTITTICTAACTTHTTTHCHIHTTTT
F160 H
Ferulll TTTTECCLT
FOO1 TITACCRIG
Fle2 TTACCETGG
B171 GGTITREG TTTTHCCLT
B177 GGTTAEGTTTTACCAT
F182 GGTTAI TTTTHCCLTGFFF
Fla0

* 500

Ferulll LTCCBACEATRLARLGRE
EO01 G TGATCCEBLCELTALLE
Fleg CTTCRATTCCAGERCETEGTEATTITGGT TCCRACEATEALRL
B171 CTTCRATTCCAGERCETEGTEATTITGGT TCCREACEZTER AA
E177 LTCCOBACEATAL
P12 CTTCRATTCCAGE. LTCCOBARCELTAL
Fla0 CTTCRATTCCA
Ferulll : 585
FOO1 : 535
Fleg : 535
F171 : 585
B177 : 585
F182 : 535
Fla0 : 535

Figura 48. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas encontr

adas nas amostras positivas para

Plasmodium para a nested PCR de cytb — Sdo Paulo - 2012

Quando as sequéncias de cytb foram comparadas por BLASTN no

GenBank, encontramos para cinco amostras positivas (P001, P169, P171,

P177 e P182) uma similaridade de 100% com uma sequéncia depositada para

P. brasilianum (Peruvian lll, GenBank GQ355484).

Saimiri sciureus peruviensis em lquitos, Peru, em
Para uma amostra positiva (P160), encontramos

com uma sequéncia obtida em P simium (G

Esse isolado foi obtido de
1987 (Collins et al., 1990).
uma similaridade de 100%
enBank AY722798). Essa

sequéncia foi obtida do isolado Fonseca MRA-353, proveniente de Alouata

fusca no Brasil em 1966 (Collins et al., 1969). Uma

sequéncias obtidas é apresentada na tabela 3.

matriz de similaridade entre

109
108
108
108
109
108
108

B3 OR) ORI R R BB
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436
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436
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Tabela 3 - Matriz de similaridade entre as sequéncias nucleotidicas de um fragmento de ~600
bp do gene cytb obtidas para as amostras positivas — Sao Paulo - 2012

Perulll BOOL Plad F1l71 BL77 Plgz Elal
Perulll 555 100% 100% 100% 100% 100% 54%
a 100% 100% 100% 100% 100% 54%
a 0% 0% 0% 0% 0% 0%
EOO1 555 555 100% 100% 100% 100% 54%
555 a 100% 100% 100% 100% 54%
a a 0% 0% 0% 0% 0%
Flas 555 555 255 100% 100% 100% 54%
555 555 0 100% 100% 100% 54%
a a 0 0% 0% 0% 0%
Fl71 555 555 255 555 100% 100% 54%
555 555 255 0 100% 100% 54%

a a 0 0 0% 0% 0%

BE177 555 555 5585 5395 555 100% 54%
555 555 255 555 a 100% 54%

u] a 0 0 a 0% 0%

BlEZ 555 555 5585 5395 555 555 54%
555 255 2355 5395 555 i) S34%

u] a 0 0 a a 0%

Elal 5l 5el sel 5l bel sel 5385
5l 5el sel 5l bel sel 0

u] a 0 0 a a 0

Com base na comparacdo nucleotidica das sequéncias obtidas para
cytb, as amostras P001, P169, P171, P177 e P182 foram definidas como
sendo provenientes de P. brasilianum. Ja a amostra P160 foi entdo identificada

como proveniente de P. simium.

Dos animais de vida livre amostrados, 4,1% (5/120) foram positivos,
todos para P. brasilianum. Dentre estes, um animal (20%; 1/5), Cebus spp.

(P001), do estado de Sao Paulo, regido de Patrocinio Paulista.

Dos outros animais in situ positivos, 80% (4/5) foram capturados em
regides Amazébnicas, dos quais 50% (2/2) eram de Rondonia (P169- Callicebus
dubius, P171- Pithecia sp.) e 50% (2/2) do Amazonas, BR-319 (P177; P182-

ambos da espécie Callicebus caligatus).
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Ja para os animais ex situ, somente um PNT (1,4%; 1/71) foi positivo, 0
P160 (C. Nigrifrons), do CRAS-PET, zona Norte de Sao Paulo. Este animal foi

positivo para P. simium.

Desta forma, para o estado de S&o Paulo, encontramos 1,2% (2/172) de
animais positivos, sendo um para P. simium e outro para P. brasilianum. Para a
regiado Amazébnicas, 21,0% (4/19) dos primatas foram positivos, todos P.

brasilianum.
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Figura 49 - Localizagdo dos primatas positivos (pontos vermelhos) no Nested PCR utilizando
como alvo o gene que caodifica a subunidade menor do ribossomo (ssuRNA) ou
18S para diagndstico de Plasmodium spp. A) Estado de S&do Paulo, 1- Séo
Joaquim da Barra; 2- Patrocinio Paulista, 3- Bauru, 4- DEPAVE-CRAS, 5-
Lorena, 6- PET, 7- DEPAVE-Ibirapuera, 8-CETAS UNIMONTE; B) Ronddnia,
Abung; C) Amazonas, BR-319. - Sdo Paulo/Amazdnia — 2008-2012
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5.3 Pesquisa de leishmania spp.

5.3.1 Pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp.

5.3.1.1 Ensaio Imuno Enzimético EIE / ELISA

e Padronizacao

Nao foi observada diferenca nos resultados com as diferentes
concentracdes de antigeno testadas. Desta forma, optamos por trabalhar com
a menor concentracdo de antigeno (10 pg/mL) a fim de se otimizar a reacao.
Quanto a diluicio dos soros controles, 1:200 foi a escolhida, ja que as
densidades o¢pticas (D.O) apropriadas para 0s soros controles negativos e

positivos foram observadas quando estes soros foram assim diluidos.

Ambos o0s conjugados (proteina-A e anti-lgG de Primata)

apresentaram melhores resultados nas diluicdes de 1:80.000 (Figura 49).

Conjugado — Anti-lgG de Primatas Conjugado — Proteina A
2.0 2.0
= \123485 L. (L.) chagasi
1.8 AX-BAF 1.8 123485
02/03/2010 L (L) chagasi
AX-BAF
1.6 1.6 02/03/2010
sl 1126361 L. (L) —i— M26361
1.4 amazonensis 1.4 L. (L) amazanensis
AX-BCD AX-BCD
12 02/03/2010 132 02/03/2010
Controle (-)
1.0 i;ﬁ:ﬂe © 1.0 AX-BAA
02/03/2010 02/03/2010
0.8 0.8
=== Controle (-}
et Controle (-) AX-AIX
0.6 AX-AIX 0.6 02/03/2010
02/03/2010
0.4 0.4
Controle (-)
L AX-AIA
0.2 —)q—:;:gi\e ) 0.2 _——_._____- " 02/03/2010
02/03/2010 -h'-_-"-——_'
0.0 T T T 0.0 T T
1/50 1/100 1/200 1/400 1/100 1/200 1/400

Figura 50 - Diluicdes seriadas dos soros controles, utilizando ambos os conjugados na diluic&do
de 1:80.000 e, como antigeno, o extrato bruto de L. (L.) amazonensis — Sao Paulo
—2008 - 2012
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e Teste das amostras de primatas

Foram testados para a pesquisa de IgG anti-Leishmania spp., 113
animais de vida livre e 71 de cativeiro, sendo que dos ex situ 46,5% (33/71)
eram machos e 53,5% (38/71) eram fémeas e dos in situ 50,4% (57/113) eram
fémeas e 49,5% (56/113) eram machos. Do total de animais, 5,9% (11/184)
foram positivos, sendo 45,5% (5/11) eram fémeas e 54,5% (6/11) eram
machos. Além disso, 91% (10/11) eram adultos, 9% (1/11) era juvenil e 91%
(10/11) pertenciam a familia Cebidae e 9% (1/11) a familia Pithecidae
(Apéndice G e H).

Dos animais de cativeiro 1,4% (1/71) foi positivo tanto usando o
conjugado anti-IgG de primata quanto a proteina-A (P055, macho, C. Jacchus,
CETAS UNIMONTE) (Apéndice J).

A distribuicdo dos resultados em funcédo dos conjugados empregados
estd apresentada na tabela 4. Foi observado um ndmero maior de animais
positivos (IR>1) usando o conjugado proteina-A do que o conjugado anti-lgG

de primata (figura 50).

Dos animais de vida livre, 8,8% (10/113) foram positivos usando como
conjugado a proteina-A. Do total de animais neste ensaio, 7% (8/113), eram de
S&o Paulo (SJB-PCH) sendo todos C. penicillata, e 1,8% (2/113) era do
Amazonas. Utilizando o conjugado anti-IgG de primata, 4,4% (5/113), foram
positivos sendo 3,5% (4/113) em Sao Paulo e 0,9% (1/113) no Amazonas.
Além disso, 4,4% (5/113) foram positivos para ambos os conjugados (Apéndice

).

Do total de animais testados no estado de Sao Paulo 5,4% (9/166) foram
positivos com a proteina-A e 3,0% (5/166) foram positivos para anti-lgG de
primata, sendo todos do género Callithrix (Apéndice | e J).

Para os animais da regido amazo6nica (n=18), 11% (2/18) foram positivos
com a proteina-A (P176 - Cebus macrocephalus, P178 - Saimiri [ustus]
madeirae) e 5,5% (1/18) foram positivos com o conjugado anti-IgG de primata
(P176) (Apéndice I).
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L. amazonensis
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Figura 51 - Distribuicdo dos indices de reatividade (IR) encontrados no ELISA, usando como
conjugado a proteina-A e o anti-lgG de primata para Leishmania spp. — Séo
Paulo — 2008-2012

Tabela 4 - Distribuicdo dos resultados do ELISA para Leishmania utilizando como conjugado a
proteina-A e o anti-lgG- primata em relagdo aos animais in situ e ex situ — S&8o
Paulo -2008 - 2012

Proteina-A Anti-lgG primata
NO

LOCAL animais N° N°

animais % animais %

positivos positivos
S 8,8 4.4
in situ 113 10 (10/113) 5 (5/113)
ex situ 71 1 1,4 (1/71) 1 1,4 (1/71)
Total 184 11 59 6 3,2

(11/184) (6/184)
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5.3.1.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Foram testados soros de 113 animais de vida livre e 71 de cativeiro para
a pesquisa de IgG anti-Leishmania spp. pela IFl, devido a pouca quantidade de
volume de algumas amostras obtidas. Ao todo, 5,5% (10/184) dos animais
foram positivos, sendo 80% (8/10) da familia Cebidae e 20% (2/10) da familia
Atelidae.

Nos animais de cativeiro, 2,8% (2/71; 1M, 1F) foram positivos, sendo um
(PO11) do DEPAVE-CRAS, C. penicillata e o outro (P190) do Zoolégico de

Bauru, A. belzebul, ambos com titulo 80 (Apéndice J).

Nos animais de vida livre, 7,0% (8/113; 4M; 4 F) foram positivos, sendo
6,2% (7/113) em S&o Paulo (P078, P093, P107, P109, P123, P147, P155) e
0,8% (1/113) em Rondbnia, da espécie Lagothrix cana (P170) (Apéndice I).

Do total de animais testados no estado de Sao Paulo, 5,4% (9/166; 5 M,
4 F) foram positivos. Para os animais da regido amazobnica, 5,5% (1/18; F)
foram positivos (P170, Lagothrix cana) (Figura 51).

Figura 52 - Imunofluorescéncia indireta (IFI) para Leishmania spp.: (A) controle positivo da
reacdo; (B) marcacao positiva para PNT (P170), Lagothrix cana de Rondénia - S&o
Paulo — 2011
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5.4 Diagnostico histopatolégico

5.4.1 Reacgéo de imunoistoquimica (IHQ)

Na histologia de pele, 1,0% (2/184) dos animais apresentou alteracdes,
sendo um, A. fusca, do CETAS de Lorena (P047), e o outro C. jacchus, do
CETAS UNIMONTE, de S&o Vicente (P054). Ambos apresentaram dermatite

multifocal com predominio de infiltrado linfocitico em derme.

N&o evidenciou-se Leishmania spp. na pele dos animais por

imunoistoquimica.

5.5 Diagnoéstico molecular

5.5.1 Extracdo de DNA

As concentracdes de acido nucléico provenientes das papas de leucocito
apresentaram uma média de 40,17 ng/uL. A média da relacdo 260/280 foi de
1,6. Além disso, o DNA de algumas amostras analisadas apresentou uma boa
integridade, conforme demostrado pela corrida em gel de agarose dos produtos

extraidos.

5.5.2 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

e Padronizacéao

O ensaio da PCR variando o volume de DNA da amostra na reacgao,
mostrou melhores resultados (aumento da sensibilidade) quando utilizou-se 3
WL de DNA.
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J& o teste do gradiente de temperatura de anelamento dos primers,
evidenciou que a melhor temperatura a ser usada foi a de 59 °C, pela formacao

de banda Unica e mais nitida (Figura 52).

A avaliacéo do emprego de diferentes aditivos (DMSO, BSA e TMAC) na
PCR mostrou que o TMAC foi o que determinou melhores resultados na
minimizacdo/ eliminagcdo das bandas espurias, facilitando em muito a
interpretacdo do resultado. A partir de entdo, passou a ser utilizado em todas
as reacOes. A figura 53 evidencia os efeitos do TMAC no processo de

otimizagéo da PCR.

54 55 56 57 58 59 60 6162 63 64

-

Ladder 50 bp

Figura 53 - Gradiente de temperatura de anelamento dos primers. Gel de agarose 1,5% . Seta
branca indica a temperatura escolhida (59 °C). — Sdo Paulo — 2011

(A) (B)

T ]
Si

Ladder 50 bp

Figura 54 - Comparacao entra as condi¢fes iniciais de PCR (A) e ap0s a otimizagdo com
TMAC (B), utilizando DNA proveniente de papa de leucocitos dos mesmos primatas.
Gel de agarose 1,5% - S&o Paulo — 2011
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Sendo assim, as condi¢Bes finais da PCR para o diagnostico de
Leishmania spp. apds a otimizagdo foram: 10,0 yL de GoTag® Green Master
Mix 2X (Promega®), 1,0 yL de cada primer (10 mM), 3,0 yL de dgua DNAase
free, 2 uL de TMAC (500mM) e 3 uL do DNA. E as condi¢bes de ciclagem
estabelecidas foram: desnaturag&o inicial a 94°C por 4 minutos, seguida de 40
ciclos a 94°C por 30 segundos, 59°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos.

Além disso, a avaliacdo da sensibilidade analitica da PCR resultou na
deteccdo de 0,01 parasitas ou 3,5 fentogramas de DNA/ uL, utilizando DNA
proveniente de culturas de L. (L.) chagasi (Figura 54).

Todas as amostras negativas na PCR-RFLP foram positivas na PCR

utilizando como alvo o gene de B-actina (Figura 55).

LS 3 2 T
10 10 10 10 10 10 10
CED D GEED GEED =D -

Figura 55 - Diluicbes seriadas do DNA provenientes de cultura de L. (L.) chagasi para
determinar sensibilidade analitica do teste: 0,01 parasitas ou 3,5 fentogramas de
DNA/ yL — S&o Paulo- 2011
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1-10= Amostras clinicas

CN=controle neaativo

Figura 56 - Exemplo de amostras que foram positivas na PCR tendo como alvo o gene de B-
actina — S@o Paulo — 2011

e Teste das amostras

Foram testadas papas de leucocitos de 114 animais de vida livre e 71 de
cativeiro. Ao todo, 26,4% (49/185) dos animais foram positivos para Leishmania
spp., sendo que 79,5% (39/49) pertencentes a familia Cebidae e 18,3% (9/49)
a Atelidae, enquanto 47% (23/49) eram machos e 53% (26/49) fémeas.

Entretanto, do total de animais analisados neste ensaio, 8,6% (16/185)
apresentaram linfoadenomegalia: 7% (13/184) eram in situ e 1,6% (3/185) ex
situ. Ao todo, 68,7% (11/16) dos primatas com acometimento do linfonodo
foram positivos para Leishmania spp. e destes, 63,6% (7/11) pertenciam a
familia Cebidae, 9% (1/11) a Atelidae e 27,2% (3/11) a Pithecidae. Além
disso, 63,6% (7/11) eram fémeas e 36,3% (4/11) eram machos.

Dos animais de cativeiro, 29,6% (21/71) foram positivos para Leishmania
spp., na papa de leucécitos, sendo 62% (13/21) fémeas e 38% (8/21) machos.
Ainda, 9,8% (7/21) eram do DEPAVE-CRAS, 4,2% (3/21) do DEPAVE-
Ibirapuera, 5,6% (4/21) do CETAS de Lorena, 4,2% (3/21) do CETAS
UNIMONTE e 5,6% (4/21) do Zooldgico de Bauru. Todos os animais que

tiveram linfoadenomegalia foram positivos para Leishmania spp. (3/3).
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Dos animais de vida livre, 24,6% (28/114) foram positivos ha PCR da
papa de leucdcitos, para Leishmania spp., sendo 46% (13/28) fémeas e 54%
(15/28) machos. Dos animais in situ positivos na PCR da papa de leucdcitos,
92,3% (26/28) eram de Sao Joaquim da Barra (PCH), 3,6% (1/28) de Patrocinio
Paulista e 3,6% (1/28) do Amazonas, BR-319 . Entretanto, do total de
linfonodos avaliados para os animais in situ, 61,5% (8/13) foram positivos para

Leishmania spp (Tabela 5).

No ensaio em tela, computando todos os animais do estado de Séao
Paulo, 29% (48/166) foram positivos na papa de leucdcitos, sendo que destes
56,2% (27/48) eram in situ e 43,7% (21/48) ex situ. Na analise pela PCR dos
linfonodos dos animais de Sao Paulo, 31,2% (5/16) foram positivos, sendo

todos fémeas (Tabela 5).

Para os animais da regido amazbnica, 5,2% (1/19) dos animais
avaliados foram positivos na PCR da papa de leucécitos, sendo este o P176,
C. macrocephalus do Amazonas, capturado na BR-319. Além disso, 31,5%
(6/19) dos animais da regido amazénica foram positivos na PCR de linfonodo
para Leishmania spp. (Tabela 5).

Dos 68,7% (11/16) de animais positivos no linfonodo, 12,5% (2/16)

também foram positivos na PCR da papa de leucécito.

Tabela 5 - Distribuicdo dos resultados positivos na PCR para os animais in situ e ex situ, em
relacdo a S&o Paulo e Amazonia: (A) amostras de papa de leucdcito e (B) amostras de puncao

aspirativa de linfonodo — S&o Paulo - 2008 - 2012

(A) (B)

SP Amazobnia Total SP Amazobnia Total
In situ 28,4% 5,2% 24.5% In situ 33,3% 85,7% 61,5%
(27/95) (1/19) (28/114) (2/6) (6/7) (8/13)
. 29,5% 29,5% . 100% 100%
Bxsitu o179 0 21/71) EXSItU 3/ 0 3/3)
29% 5,2% 26,5% 55,5% 85,7% 26,5%
Total Total

(48/166)  (1/19)  (49/185) (5/9) (6/7) (11/16)
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5.5.3 Digestédo do produto de PCR — RFLP

e Padronizagéo

Os fragmentos gerados apds a restricdo com Hae Il dos produtos da
PCR das amostras provenientes das cepas de Leishmania foram escolhidos
como padrdes para comparacdo com as amostras clinicas. A digestdo da L. (L)
chagasi gerou dois fragmentos, um em torno de 120 pb e outro em 60 pb. A L.
(L.) amazonensis e a L. (V.) lainsoni ndo foram digeridas com o emprego da
enzima e todos as outras cepas do subgénero Viannia, geraram trés
fragmentos, em torno de 120, 80 e 40 pb. (Figura 56).

A B

sobpl2345678CN2§bp12345678

— = o S @D D & D OO e e

Figura 57 - PCR-RFLP de DNA proveniente de cultura, cepas padrées: 1. L. (L.) chagasi, 2. L.
(L.) amazonensis, 3. L. (V.) braziliensis, 4. L. (V.) shawi, 5. L. (V.) guyanensis, 6. L.
(V.) naiffi, 7. L. (V.) lindenberg, 8. L. (V.) lainsoni. Observar que a digestdo da L. (L.)
chagasi gera 2 fragmentos, sendo um em torno de 120 e outro 60 pb. A .L. (L.)
amazonensis e a L. (V.) lainsoni ndo sofrem digestao e todos as outras cepas do
grupo Viannia, geram 3 fragmentos em torno de 120, 80 e 40 pb- Sdo Paulo- 2011
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e Teste das amostras

Ap6s o0 uso da enzima de restricdo Haelll, e comparacdo com o0s
padrdes, encontramos que do total de animais avaliados, 3,8% (7/185) foram
positivos para Leishmania do subgénero Viannia, 11,4% (21/185) para L. (L.)
chagasi, 1,0% (2/185) para Leishmania spp. podendo ser L. amazonensis ou L.
lainsoni por nao ter havido restricdo e 10,2% (19/185) continuaram como
Leishmania spp. por terem gerado fragmentos, porém ndo compativeis aos
encontrados nas cepas-padréo.

Dos 29,6% (21/71) de animais de cativeiro positivos na PCR, o parasita
em 7,0% (5/71) dos casos foi classificado apds a digestdo. como Leishmania
do subgénero Viannia, 4,2% (3/71) como L. (L.) chagasi e 16,9% (12/71)

permaneceu como Leishmania spp.

Dos 24,7% (28/113) animais de vida livre, 0,8% (1/113) foram positivos
para Leishmania do subgénero Viannia, 16,8% (19/113) para L. (L.) chagasi,
1,7% (2/113) para Leishmania spp., sugerindo ser L. amazonensis ou L.

lainsoni, e 5,3% (6/113) continuaram como Leishmania spp.

Entretanto, no PCR de linfonodo, 7% (8/114) foram positivos, sendo 50%
(4/8) para Leishmania spp. (L. amazonensis ou L. lainsoni), 25% (2/8) para L.

(L.) chagasi e 25% (2/8) para Leishmania spp.

Do total de animais testados no estado de S&o Paulo, 4,2% (7/165)
foram positivos para Leishmania do subgénero Viannia, 12,7% (21/165) para L.
(L.) chagasi, 1,2% (2/165) para Leishmania spp., mas podendo ser L.
amazonensis ou L. lainsoni, e 10,9% (18/165) continuaram como Leishmania
spp. (Figura 61). Na PCR de linfonodo, 25% (2/8) foram positivos para
Leishmania spp. (L. amazonensis ou L. lainsoni) (Figura 57).

Para os animais da regido amazbnica, 5,2% (1/19) foram positivo para
Leishmania spp., sendo este o animal P176, C. macrocephalus do Amazonas,
BR-319 (Figura 61). Na PCR de linfonodo, 25% (2/8) foram positivos para



RESULTADOS 148

Leishmania spp. (L. amazonensis ou L. lainsoni), 25% (2/8) para L. (L.) chagasi

e 25% (2/8) para Leishmania spp (Figura 57).

A PCR-RFLP mostrou resultados iguais nos animais que tinham
resultado positivo tanto na papa de leucocito como no linfonodo como nos
casos P040, P176.

Entretanto, nem toda amostra positiva no linfonodo foi positiva no
sangue, fato este observado em 87,5% (7/8) dos animais positivos na PCR de

linfonodo.
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Figura 58 - Localizacdo dos primatas positivos (pontos vermelhos) na PCR-RFLP
utilizando como alvo o KDNA do cinetoplasto de Leishmania spp. A)
Estado de Sdo Paulo, 1- Sdo Joaquim da Barra; 2- Patrocinio Paulista, 3-
Bauru, 4- DEPAVE-CRAS, 5- Lorena, 6- PET, 7- DEPAVE-Ibirapuera, 8-
CETAS UNIMONTE; B) Rondbnia, Abund; C) Amazonas, BR-319. - S&o
Paulo/Amazénia — 2008 - 2012
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5.6 Pesquisa de Trypanosoma spp.

e Esfregacos

Todos os animais que foram positivos no ELISA e/ou na IFl para
Leishmania spp. foram negativos no esfregaco para pesquisa de Trypanosoma
spp. Entretanto, em 11 animais foram encontradas formas de tripomastigostas
(Figura 62), sendo 2,8% (2/71) em cativeiro (P034, P044), ambos do CETAS
de Lorena, em Sao Paulo. Os outros 7,9% (9/113) eram positivos, de vida livre,
sendo que 77,7% (7/9) eram de S&o Paulo (SJB-PCH) e 22,3% (2/9) de
Rondénia (Figura 58).

Figura 59 - Trypanosoma spp. encontrados em esfregacos sanguineos de primatas
neotropicais (Giemsa, x1000): A) 169, Callicebus dubius, Rondénia. B)
108, Callithrix Penicillata, Sdo Joaquim da Barra, Sao Paulo, a seta
indica o parasito. C) P044, Callicebus nigrifrons, CETAS de Lorena, Sdo
Paulo. D) P165, Callicebus brunneus, Rondénia — Sao Paulo - 2008 -
2012
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N° do Animal Espécie Local
P034 Callicebus nigrifrons CETAS LORENA
P044 Callithrix penicillata CETAS LORENA
P068 Alouatta caraya S&o Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (4rea 6)
P087 Alouatta caraya S&o Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (4rea 6)
P088 Alouatta caraya Sao Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (area 4)
P089 Alouatta caraya Sao Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (area 4)
P108 Callithrix penicillata S&o Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (4rea 9)
P110 Callithrix penicillata S&o Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (4rea 9)
P157 Callithrix penicillata Sao Joaquim da Barra - PCH - ADA 2 (area 5b)
P165 Callicebus aff. brunneus Rondodnia
P169 Cebus apella Rondénia

Quadro 7 - Relacdo de primatas neotropicais in situ e ex situ positivos para Trypanosoma
spp. em esfregaco sanguineo S&o Paulo — 2008- 2012
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e TESA-blot

Dos soros dos primatas que foram positivos para anticorpo anti-
Leishmania no ELISA e/ou na IFl, 25% foram positivos no TESA-blot (4/16).
Sendo que, 27,2% dos animais que foram positivos no ELISA para leishmania
também foram no TESA-blot (3/11), e 20% que foram positivos na IFl para
leishmania também foram no TESA-blot (2/10) (Figura 64).

Dos 4 animais que foram positivos no TESA, 2 foram positivos na PCR-

RFLP para leishmania spp. (Figura 59)

1 2 3 4 CN CP

<€— 150-160 KDa

Figura 60 - TESA-blot, com antigenos de T. cruzi (cepa Y), testados em soros de primatas
neotropicais. Amostras positivas: 1.P109, 2.P170, 3.P176, 4.P127 CN=controle
negativo e CP=controle positivo. A seta preta indica a marcacédo positiva do
teste (de 150 a 160-kDa) - S&o Paulo - 2011-2012
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NUmero

do C.';'gmfco Local ELISA RIFI Tgﬁ)At ; PCR-RFLP
Animal rentit
Callithrix DEPAVE . positivo . .
PO11 penicillata CRAS negativo (1:80) negativo negativo
Callithrix CETAS - . . .
PO55 jacchus UNIMONTE positivo | negativo negativo L. chagasi
.- Séo Joaquim - positivo . .
P0O78 C. penicillata da Barra positivo (1:160) negativo L. chagasi
- S&o Joaquim . positivo . .
P093 C. penicillata da Barra positivo (1:80) negativo L. chagasi
Leishmania
- Sao Joaquim . positivo . spp.
P107 C. penicillata da Barra positivo (1:320) negativo (amazonensis
ou lainsoni)
- Séo Joaquim . positivo . .
P109 C. penicillata da Barra positivo (1:320) Positivo L. chagasi
s Séo Joaquim . positivo . .
P123 C. penicillata da Barra negativo (1:80) negativo negativo
.- S&o Joaquim - . - .
P127 C. penicillata da Barra positivo | negativo Positivo negativo
- S&o Joaquim - . . .
P137 C. penicillata da Barra positivo | negativo negativo L. chagasi
- Sao Joaquim : - . .
P147 C. penicillata da Barra negativo | positivo negativo negativo
.- S&o Joaquim . . . .
P153 C. penicillata da Barra positivo | negativo negativo negativo
- S&o Joaquim . positivo . .
P155 C. penicillata da Barra positivo (1:80) negativo negativo
P170 Lagothrix Rondénia negativo positivo Positivo negativo
cana 9 (1:160) 9
P176 Cebuscf. | pp 219 (aM) | positivo | - N | positivo L. chagasi
macrocefalus testado
P178 Sa|m|_r| cf BR-319 (AM) | positivo | negativo negativo negativo
madeirae
Alouatta Zooldgico de : positivo . .
P190 belzebul Bauru negativo (1:80) Negativo negativo

Quadro 8 - Distribuicdo comparativa dos resultados das provas sorologicas (IFlI e ELISA) e
molecular (PCR-RFLP) para Leishmania e o TESA-blot para pesquisa de
anticorpo IgG anti- Trypanosoma cruzi, em primatas neotropicais — S&o Paulo -

2008 -2012
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6 DISCUSSAO

6.1 Animais & condicédo clinica no momento da colheita

No presente estudo foram avaliadas 191 primatas neotropicais
procedentes de cinco diferentes locais in situ, com 120 animais avaliados, e 8
ex situ, com 71 animais estudados. A amostragem compreendeu 24
diferentes espécies de PNT, sendo que 74% (142/191) pertenciam a familia
Cebidae, 20% (38/191) a Atelidae e 6% (11/191) a Pithecidae de acordo com
a classificacdo proposta por PERELMAN (2011). As colheitas foram
realizadas in situ e ex situ, em trés diferentes biomas terrestres (Mata

Atlantica, Cerrado e Amazoénia).

No momento da coleta, do total de animais estudados 90% (172/191)
foram avaliados clinicamente. Os animais ex situ apresentaram quase 4
vezes mais alteracbes clinicas que os animais in situ (48% e 13%
respectivamente). Estes dados corroboram com aqueles descritos na
literatura no qual animais de cativeiro supostamente estdo sujeitos a um
estresse continuo (SILVA et al., 2007) e consequentemente mais suscetiveis
a imunossupressédo e o aparecimento de doencas. Além disso, dependendo
das condicbes, o cativeiro pode favorecer o contato com patdgenos
provenientes de diferentes animais selvagens e, muitas vezes, até mesmo
animais domeésticos e o préprio homem. Dentre as alteracdes observadas, as
trés principais encontradas foram o emagrecimento (41%), as alteracdes

dermatoldgicas (26,5%) e as odontoldgicas (23, 5%).

O periodo de permanéncia de um animal em cativeiro pode influenciar
a dindmica de algumas das alteracdes clinicas encontradas devido ao fato do

estresse poder estar relacionado com o cativeiro.

Ao avaliar o tempo de permanéncia destes animais em cativeiro,
encontramos para o Zooldgico de Bauru uma média de permanéncia de

guase seis anos, enquanto que nos CETAS, os animais ficaram em média
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oito meses. Isto condiz com os propdsitos e objetivos especificos de cada

tipo de instituigéo.

Os animais selvagens em cativeiro em um zooldgico fazem parte de
uma populacdo mantida ex situ com objetivos institucionais que nao
envolvem primariamente a reabilitacdo e destinacdo dos individuos. Por
outro lado, a grande maioria dos CETAS tem por objetivo manter, tratar e
reabilitar os animais feridos, doentes ou apreendidos pelos Orgaos
ambientais. Sendo assim, os animais deveriam ser mantidos por um periodo

curto nestes locais, e rapidamente destinados.

Entretanto, o grande contingente de animais provenientes do trafico
que é apreendido pelos 6rgados ambientais (RENCTAS, 2001), na grande
maioria das vezes, € encaminhado aos CETAS, onde permanecem por um
longo periodo, esperando ser destinados a vida livre ou ao cativeiro. E muitas
vezes, estes locais, devido ao seu proprio objetivo, ndo possuem a adequada
estrutura que um cativeiro necessita para manter um animal por periodos
prolongados. Este fato, aliado aos animais frequentemente serem
provenientes de vida livre, aumenta a possibilidade de estresse e pode
favorecer a imunossupressdo e consequentemente a possibilidade de
doencas. Associado a isto hd a questdo do contato préximo entre o0s
diferentes animais recebidos por um CETAS. Com respeito aos sinais
apresentados observou-se que 0 emagrecimento, as alteracbes
dermatoldgicas e a ocorréncia de linfonodos infartados sédo as alteracoes
mais compativeis com aquelas esperadas nas leishmanioses, sendo que in
situ esta Ultima estava presente em 81% dos animais clinicamente

comprometidos.

A literatura aponta que a leishmaniose visceral em cdes domésticos
pode apresentar sinais clinicos diversos por ser uma doenca multi-sistémica,
semelhantemente ao que ocorre em seres humanos, nos quais a
enfermidade se caracteriza por febre, fraqueza, emagrecimento,
hepatomegalia, esplenomegalia, mucosas com sangramento espontaneo e
diarréia (SILVEIRA et al., 2010). Porém, além destes sinais clinicos, os caes

também podem apresentar alterac6es dermatolégicas, com lesdes, ulceradas
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ou nao, descamacdo, seborreia e alopecia, além do acometimento da
conjuntiva em parte dos casos, 0 crescimento exagerado das unhas

(onicogrifose) e linfoadenomegalia (ALMEIDA et al., 2005).

Considerando as alteragcbes observadas nos PNT estudados e
positivos para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp., podemos
sugerir que as alteracdes verificadas sdo compativeis com aquelas vistas na
leishmaniose canina. Trabalhos complementares sao necessarios para

solidificar esta inferéncia.

Além disso, de todos os animais que apresentaram linfoadenomegalia,
70% (9/13) foram positivos para Leishmania na PCR o que corrobora com

suposicao acima referida.

6.2 Pesquisa de Plasmodium spp.

Foram avaliadas laminas de gota espessa de 191 PNT, sendo 62,8%
(120/191) de animais in situ e 37,2% (71/191) de animais ex situ. Do total de
animais avaliados, 4,7% (9/191) foram positivos na gota espessa, sendo que
somente 2,8% (2/71) eram animais provenientes de cativeiro, enquanto os

demais 5,8% (7/120) eram de vida livre.

Do total de animais positivos na gota espessa, apenas 55,5% (5/9)
foram positivos na PCR. Este fato pode ser explicado pela leitura das laminas
ter sido realizada por duas pessoas treinadas e habilitadas que avaliaram
mais de 200 campos das laminas, ou seja, estas foram lidas em quase toda
a extensédo, o que aumenta a sensibilidade deste teste, e corrobora para este
tipo de resultado, principalmente em baixas parasitemias, como as dos
simios. Além disso, apesar da extracdo do DNA prover boa qualidade de

amostra, ha a possibilidade de haver fatores inibitérios, ,pois ndo ha um teste
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gue corresponda a 100% de sensibilidade e especificidade, o que reforca a
importancia de se trabalhar com um conjunto de diferentes provas

diagnosticas.

6.2.1 Ex situ

Dos animais ex situ avaliados, 2,8% (2/71) foram positivos na gota
espessa e ambos eram provenientes de CETAS no estado de Sdo Paulo. Um
animal, P006, do DEPAVE-CRAS, foi positivo somente no parasitoldgico
direto (gota espessa). O fato de os testes sorolégicos terem fornecidos
resultados negativos pode ser explicado por uma infeccéo recente ou baixa
imunidade. Este animal nasceu neste CETAS, que fica localizado dentro do
Parque Anhanguera, zona oeste da cidade de Sao Paulo, o que sugere haver

circulacdo do patdgeno nesta area.

Em relagdo ao outro animal, o P160, Callicebus nigrifrons, foi colhido
material bioldgico quando este estava no CRAS-PET (Guarulhos, zona norte
metropolitana). Entretanto, este animal havia recém chegado ao CETAS,
sendo entregue pela policia ambiental que o capturou no Parque da
Cantareira (zona norte), devido ao fato do animal estar doente. Este animal
foi positivo na PCR para P. simium, que corresponde ao P. vivax no homem
(DEANE, 1992, ESCALANTE, et al, 1995). Além disso, este animal
apresentou positividade para anticorpos IgG-anti P. vivax somente no teste

de ELISA, que se mostrou mais sensivel que o teste rapido.

Em 1965, no Brasil, pesquisadores, estudaram os primatas no Horto
Florestal, regido do Parque da Cantareira, zona norte de Sdo Paulo. Neste
trabalho, o Alouatta fusca (bugio-ruivo) foi apontado como o reservatorio para
a infeccdo (DEANE et al., 1995). Na década de 90, foi realizada pesquisa
sorolégica com amostras de guardas-florestais e funcionarios do parque que
tinham algum tipo de atividade relacionada a mata, sendo observada a
presenca significativa de anticorpos (anti-proteina circunsporozoito, CSP)
nestes funcionarios (MAZZEI et al., 2009).
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A espécie Anopheles (Kerteszia) cruzi € considerada vetor responsavel
pela transmissdo de plasmodios em areas de Mata Atlantica, inclusive de
plasmodios simios (DEANE et al., 1970). Este anofelino, que apresenta
desenvolvimento de fase larvaria em bromélias e dispersédo vertical, foi
encontrado em abundancia nas matas da Serra da Cantareira até a década
de 80. Contudo, at¢é o momento ndo foram verificados casos humanos de
malaria no local (MAZZEI et al., 2009). Entretanto, Deane et al. (1965),
descreveu que um funcionario na ocasido da coleta de vetores nas matas do
parque, apresentou sinais clinicos compativeis com a doenca e na analise do
sangue confirmou-se a presenca de formas diversas de plasmodio,
compativeis com P. simium. Este funcionario apresentou cura natural e o
autor referiu ser esta uma infeccdo natural de plasmoédio simiano em

humanos.

Em conjunto, estes achados indicam haver a ocorréncia de um quadro
silvestre de malaria na regido da Serra da Cantareira, que até o presente

momento correlacionava-o a participacdo dos bugios (Alouatta) como

reservatorios.

Contudo, o presente trabalho confirma ndo somente que ha de fato a
existéncia de ciclo silvestre da malaria nesta localidade, mas também
comprova 0 envolvimento do P. simium neste processo, sendo que 0s
primatas da espécie C. nigrifrons também estdo envolvidos no ciclo
epidemioldgico, fato que ndo havia sido anteriormente relatado (DEANE,
1992).

A sequencia de 18S obtidas na amostra positiva deste trabalho
apresentou maior identidade com sequencia de Plasmédio humano (P160
com P. vivax). Isto se deve ao fato de que esta regido é pouco informativa na
discriminacao de espécies, além da auséncia no Genbank de uma sequencia
de P. brasilianum nesta regido génica para comparagao. Portanto, utilizamos
para este fim (identificacdo da espécie) um fragmento correspondente a
primeira metade do gene cytb. Neste caso, para a amostra P160,
encontramos uma similaridade de 100% com uma sequéncia obtida em P.
simium (Fonseca MRA-353, GenBank AY722798). De acordo com o0s
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autores, este isolado foi obtido de um Alouatta fusca, do Brasil, em 1966
(COLLINS et al., 1969). Esta similaridade corrobora com a suposi¢cao de que
h& uma transferéncia recente entre estes hospedeiros e consequentemente
enfatiza a necessidade de monitorar as populagdes de PNH nesta localidade,
uma vez que alguns autores consideram ser esta enfermidade uma zoonose
(TAZI; AYALA, 2011).

Além disso, os testes sorologicos para plasmédio mostraram haver
8,8% (10/113) dos animais ex situ, com presenca de anticorpos (IgG) anti-
Plasmodium, indicando a circulacdo deste patégeno nestes animais, no
estado de S&o Paulo. Em todos os locais de cativeiro houve pelo menos
algum animal que apresentou sorologia positiva para plasmédio, mas vale
ressaltar que este resultado indica contato prévio com o patdégeno e nao
infeccdo ativa. Como estes animais sao provenientes de diferentes regioes,
estes podem ter se infectado em diferentes locais. Por exemplo, os animais
P047 (A. Fusca) e P159 (Brachyteles arachnoides), que foram positivos no
ELISA e na IFI para P. vivax, vieram de vida livre de locais de Mata Atlantica,
como a area de protecdo ambiental (APA) de Cananéia-lguape-Peruibe e
Sete Barra (SP), respectivamente. Desta forma, ndo é possivel descartar a
possibilidade de que as infec¢des tenham ocorrido antes do animal ser posto

em cativeiro.

A literatura aponta para o fato de que pouco ainda se sabe sobre os
fatos envolvidos na cadeia de transmissdo da malaria na regido de Mata
Atlantica (OLIVEIRA-FERREIRA, et al., 2010). Contudo, acredita-se que a
autoctonia da malaria em S&o Paulo esté relacionada a este bioma, como na
da Serra do Mar, onde se acredita que os primatas sejam hospedeiros
reservatorios naturais. Nessas regides, estes casos sdo chamados de
“‘malaria das bromélias” pois algumas espécies de vetores anofelinos
(subgénero Kerteszia) podem ser encontrados em alta densidade e tém as
bromélias como um ambiente para reproducao (OLIVEIRA-FERREIRA, et al.,
2010).

Vale ressaltar ainda que de todos os animais avaliados o P047, A.

fusca, do CETAS de Lorena, foi 0 Unico animal positivo para todas as provas
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soroldgicas, entretanto supdem-se que as reacdes de ELISA e IFI, que
foram positivas para P. falciparum, ocorreram devido a reacao cruzada com

P. vivax/P. simium ou P. malariae/P. brasilianum.

O mesmo vale para os outros 50% (5/10) de animais que
apresentaram positividade no ELISA para P. falciparum. Destes, 40% (2/5)
eram do estado de S&o Paulo, podendo se tratar de reacdo cruzada. O Unico
animal oriundo de regido endémica para P. falciparum, e que poderia ter tido
contato prévio com o patdgeno, foi o P190, Alouatta belzebul, do Zoolégico

de Bauru, proveniente do Para.

Acreditamos que esta reacdo cruzada ocorra, pois os testes de ELISA
e IFl com P. falciparum foram realizados utilizando antigenos totais de cultura
de P. falciparum (Unica espécie cultivavel), que podem ser género-
especificos e, portanto, apresentar reatividade com outras espécies de
Plasmodium. Semelhante reatividade cruzada pode ser encontrada na IFI
com os antigenos de P. vivax e P. malariae, pois estes sao preparados a

partir de sangue de pacientes primoinfectados.

Todavia, outros dois animais provenientes da regido Amazonica
(Manaus, AM), também foram trazidos ao Zool6gico de Bauru, P197 e P198,
ambos da espécie Ateles paniscus. Estes apresentaram IFI positiva para P.
falciparum (titulo 20 e 40, respectivamente), porém com 0s demais testes

negativos, o que sugere a ocorréncia de reagdo cruzada.

Outro ponto a se discutir foram os resultados encontrados no teste
imunocromatografico. Ao avaliarmos os testes sorolégicos em conjunto,
pode-se perceber qgue somente 2,8% (2/71), o P047 (A. fusca) e o P159 (B.
arachnoides), foram positivos para a marcacdo de P. vivax neste teste. Este
teste é de facil uso, rapido e pode ser utilizado em temperatura ambiente,
sendo assim muito util para se trabalhar em campo ou em areas remotas.
Entretanto, sua sensibilidade para PNH mostrou ser baixa, quando
comparado aos outros testes sorologicos empregados. O teste apresentou
2,8% (2/71) de positividade, sendo que o ELISA exibiu 9,8% (7/71) e a IFI
5,6% (4/71). Nos dois casos (P047, P59) em que o teste apresentou

resultados positivos, a IFI mostrou titulos altos, maiores que 320. Isto sugere
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qgue este teste rapido seja eficiente nos casos em que haja altos niveis de
anticorpos presentes.

6.2.2 In situ

Foram avaliados 120 animais de vida livre quanto ao teste de gota
espessa. Destes, 5,8% (7/120) foram positivos, sendo que 42,8% (3/7) eram
do estado de Séo Paulo (P71, P72, P98), todos da espécie C. Penicillata, de
Sé&o Joaquim da Barra. Para estes trés animais, todos os demais testes foram

negativos.

Os outros 57,2% (4/7) positivos na gota espessa eram provenientes
das regibes Amazonicas, sendo 50% (2/4) de Rondonia (P169, C. dubius;
P171, Pithecia sp.), e 50 % (2/4) do Amazonas (BR-319) (P177, P182, ambos

C. caligatus).

A maior positividade encontrada para os animais amazoénicos vai de
encontro com a prevaléncia encontrada para a doengca humana, uma vez que
aproximadamente 99% dos casos de malaria se concentram na Regido
Amazobnica, area considerada como endémica no pais para a doenca
(OLIVEIRA-FERREIRA, et al., 2010).

Todos estes animais amazonicos (P169 - Callicebus dubius; P171 -
Pithecia spp. e P177 e P182 - Callicebus caligatus) foram positivos na nested
PCR e somente um animal (P001, Cebus spp.), do estado de Sao Paulo, em
Patrocinio Paulista, foi positivo, porém com os demais testes negativos.
Desta forma, 4,2% (5/120) foram positivos in situ na nested PCR. As
sequencias de 18S obtidas nessas amostras apresentaram maior identidade

com sequencia de P. malariae, cujo isolado foi obtido de um chipanzé (Pan
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troglodytes), mantido no Japdo, mas que havia sido levado da Africa ha mais
de 10 anos (HAYAKAWA et al., 2009).

Novamente, isto se deve ao fato de que esta regido € pouco
informativa na discriminacdo de espécies, além de ser indisponivel para
comparagdo uma sequencia de P. brasilianum nesta regido génica. Entéo,
utiizamos para este fim (identificacdo da espécie) um fragmento
correspondente a primeira metade do gene cytb. Neste caso, quando as
sequencias de cytb encontradas no nosso trabalho foram comparadas,
encontrou-se 100% de similaridade com uma sequéncia depositada para P.
brasilianum (Peruvian Ill, GenBank GQ355484). Esse isolado foi obtido de
Saimiri sciureus peruviensis em lquitos, Peru, em 1987 (COLLINS et al.,
1990). Estes cinco animais positivos na PCR apresentaram similaridade de
99% com uma sequéncia depositada no GeneBank para P. malariae
(Plamodium malariae, Takaboh, GenBank AF487999). Esse isolado foi obtido
de um chipanzé (Pan troglodytes) mantido no Japao, mas que havia sido

levado da Africa ha mais de 10 anos (Hayakawa et al., 2009).

Sendo assim, este dado vai ao encontro com 0 exposto na literatura
por diversos autores, que afirmam que a origem dos plasmodios humanos
estd relacionada com as espécies de plasmédios que infectam certos
primatas, hipotese que é suportada pela semelhanca que ocorre tanto em
termos morfolégicos quanto em niveis genéticos e imunoldgicos
(ESCALANTE, et al., 1995; AYALA et al., 1999; FAUNDEUR et al., 2000;
TAZI; AYALA, 2011, COATNEY, et al.,1971; COATNEY, 1971; DEANE,
1992). Vale ainda ressaltar que, embora nossas amostras tenham sido
obtidas de trés diferentes estados brasileiros (Amazonas, Ronddnia e S&o
Paulo), todas apresentaram a mesma sequencia de cytb. Andlises mais
detalhadas, utilizando metodologias mais precisas para discriminacao de
isolados, mostraram que esses isolados n&o s&o iguais (GUIMARAES et al.,
submetido).

Além disso, a literatura aponta para o fato de que a identificacdo das
espécies de plasmdédios tem claras implicagdes para o controle da malaria

nas areas afetadas (DEANE, 1992). Sendo assim, por haver a hipétese dos
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primatas serem reservatorios naturais para a malaria humana, a
compreensdo das espécies de primatas e as respectivas espécies de
plasmodio envolvidas no ciclo epidemiolégico de cada regido se faz de
grande importancia no controle das mesmas, principalmente em areas nao

endémicas.

No Brasil, 83,7% dos casos de malaria humana sédo causados pelo P.
vivax, enquanto o P. falciparum é responsavel por 16,3% e o P. malariae é
raramente observado. Entretanto, autores apontam para o fato deste ultimo
ser subestimado devido a falhas de diagnosticos (OLIVEIRA-FERREIRA et
al., 2010).

Desta forma, os dados aqui mostrados apontam que nas regides
avaliadas ha um ciclo silvestre da malaria causado pelo P. brasilianum, que
corresponde ao P. malariae, no qual as populacdes ribeirinhas poderiam se

infectar.

Avaliando as provas soroldgicas, observamos que 6,6% (8/120) dos
animais de vida livre pesquisados apresentaram anticorpos (IgG) anti-
Plasmodium, sendo que o ELISA e a IFl para P. vivax foram negativos em

todos os animais.

Foram observados 3,3% (4/120) de animais positivos, no ELISA, para
P. falciparum, sendo todos da regido Amazodnica, incluindo um Um Lagothrix
cana de Rondbnia (P166) e trés primatas do Amazonas (BR-319): um
Saguinus labiatus rufiventer (P166), um Saimiri [ustus] madeirae (P178) e
Cebus macrocephalus (P179). Destes animais, 75% (3/4) foram positivos na
IFI para P. falciparum. Somente em um animal (P166), a IFI mostrou-se
também positiva para P. malariae. Entretanto, dois outros animais (P169,

P170) de Rondbnia foram positivos na IFI para P. malariae.

Entretanto, dois outros animais (P169, P170) de Rondbnia, foram
positivos na IFI para P. malariae, sendo que o P169 foi positivo na PCR para
P. brasilianum (correspondente ao P. malariae) e o P170 foi positivo na IFI

para P. falciparum, porém com titulo baixo (20).
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Assim como acima referido, o P. malariae € raramente descrito nos
casos humanos, porém, autores sugerem a possibilidade desta ocorréncia
ser subestimada devido a morfologia do P. malariae na gota espessa ser
muito assemelhada a do P. vivax. Portanto, ndo seria de se estranhar as
falhas de notificacdo do P. malariae nas areas (OLIVEIRA-FERREIRA et al.,
2010).

A prevaléncia de 21% (4/19) no PCR encontrada para P. brasilianum
nos primatas da regido Amazbnica, associada a de 15,8% (3/19) para P.

malariae nos testes soroldgicos, corroboram a afirmacéo acima descrita.

Apesar da literatura afirmar que no Brasil 83,7% dos casos de maléaria
humana séo causados pelo P. vivax, e que na regido amazonica esta especie
representa 77% dos casos (PAHO, 2010; OLIVEIRA-FERREIRA et al., 2010),
nenhum dos primatas pesquisados desta regido foram positivos para P.

simium, correspondente ao P. vivax no Homem.

6.3 Pesquisa de Leishmania spp.

6.3.1 Ex situ

Em nosso trabalho, foram avaliados 71 primatas de cativeiro, sendo
que para o ELISA 1,4% (1/71) foi positivo em ambos o0s conjugados
utilizados. Este animal, PO55, macho, C. Jacchus, era proveniente do CETAS
UNIMONTE, em S&o Vicente e havia o historico de ter sido trazido de
Santos, porém néo foi informado se era domiciliado ou de vida livre. Este
animal foi negativo na IFI, entretanto positivo na PCR-RFPL para L. chagasi

e no momento da coleta ndo foram observadas alterag@es clinicas.

Avaliando os resultados da IFI, encontramos 2,8% (2/71) dos primatas
ex situ positivos. Este dois animais, (PO11 e P190) apresentaram baixos
titulos (80) neste teste e foram negativos no ELISA e na PCR. O primeiro
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(PO11), C. penicillata, estava alojado no DEPAVE-CRAS mas era
proveniente da regido da grande S&o Paulo (Bosque do Brooklin) enquanto o

P190, A. belzebul, estava no Zooldgico de Bauru e veio do Para.

Para o diagndstico da leishmaniose canina o Ministério da Saude
recomenda a IFl e 0 ELISA, devido a alta sensibilidade dos testes, tanto em
animais doentes, que desenvolvem altos titulos de IgG anti-Leishmania,
guanto em animais assintomaticos. Estes testes empregam como antigeno
formas promastigotas de Leishmania. Entretanto, os resultados destes testes
podem produzir falso - positivos e negativos, e desta forma, ndo permitem
indicar infeccao especifica, uma vez que podem apresentar rea¢des cruzadas
com outros trypanosomatideos e outros microrganismos (IKEDA-GARCIA;
MARCONDES, 2007; DE LIMA et al., 2010, LAURENTI, 2010).

Sendo assim, acreditamos que a discordancia entre as provas
molecular (PCR) e soroldgicas (ELISA e IF) podem ser explicados devido ao
fato das ultimas utilizarem antigenos brutos e, desta forma, haver a

possibilidade reacdes cruzadas com outros patégenos.

Entretanto, os esfregacos e o TESA-blot avaliados para estes animais
foram negativos. Porém, mesmo nesta circunstancia, vale ressaltar que é
possivel excluir a possibilidade destes animais terem entrado em contato com
a leishmania ou outros patdgenos e até mesmo com outras espécies de
trypanossoma que ndo o T. cruzi, uma vez que as provas soroldgicas

indicam contato prévio ou recente, e ndo infec¢éo ativa.

Em nosso trabalho, na avaliagdo histologica da pele, 1,0% (2/184) dos
animais (2/184) apresentou alteragdes, sendo um, A. fusca, do CETAS de
Lorena (P047), e o outro C. jacchus, do CETAS UNIMONTE, de Séo Vicente
(P054). Ambos apresentaram dermatite multifocal com predominio de
infiltrado linfocitico em derme. Todos os animais foram negativos na

imunoistoquimica de pele para Leishmania spp.

Estas alteracGes histologicas sédo inespecificas, entretanto ndo foram
observados amastigotas de leishmania no HE e nem imunomarcacdes na

imunoistoquimica. Os ensaios sorolégicos de ambos o0s animais foram
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negativos e somente o P054 apresentou positividade na PCR para

Leishmania spp.

A biopsia de pele seguida da avaliacdo histopatoldégica e
imunoistoquimica é indicada para se obter o diagndstico parasitologico, nos
casos de alta parasitemia. Por exemplo, em estudo realizado em 2009 isolou-
se, em cultura, parasitas de pele intacta de cdes domésticos soro reativos e,
desta forma, os autores sugerem ser a pele intacta um bom tecido para
confirmacao parasitolégica, através de cultura e imunoistoquimica (MADEIRA
et al., 2009).

Porém, no presente estudo a IHQ realizada em pele integra ndo se
mostrou um bom teste diagnéstico para a leishmaniose em PNT, pois néo
foram encontrados parasitas na pele integra dos animais positivos nos

ensaios sorologicos e/ou moleculares.

Estudos experimentais revelaram que o0s primatas podem ser
acometidos pela doenca, manifestando enfermidade de forma semelhante
aos humanos, especialmente no que diz respeito ao curso da resposta
primaria a infec¢do, (SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990). Devido a este
fato, alguns primatas (Macaca mulata; Saimiri spp., Aotus spp., Cebus spp.,
Callithrix spp.) tém sido utilizados em modelos experimentais, como por
exemplo, para o desenvolvimento de vacinas, por serem bons modelos
biol6gicos para se obter mais conhecimentos sobre a doenca humana
(GRIMALDI, 2008; SILVEIRA; MORAES; LAINSON, 1990).

Estudo experimental realizado em macaco prego (C. apella), no qual
inoculou-se promastigotas de L. (L.) amazonenses, mostrou que 0s animais
desenvolveram lesdes cutaneas no local do in6culo e em outras areas, mas
apresentaram cura completa das lesdes apds 3 meses. Entretanto, quando
inoculados com L. (V.) braziliensis o parasitismo e a lesdo duraram um
periodo maior, variando entre 150 a 300 dias (SILVEIRA; MORAES; LAINSON,
1990). Em outro estudo, promastigotas de L. (V.) lainsoni foram inoculados
em Cebus apella e através de avaliacao histolégica, observou-se que as
lesGes formadas regrediram completamente apds 4 meses (SILVEIRA, et al.
1989).
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Sendo assim, a auséncia de parasitas na pele verificada no presente
trabalho pode ser explicada pelo fato, conforme mostrado nos estudos
experimentais acima citados, dos primatas poderem apresentar cura clinica

da leishmaniose, sem evidenciacado dos protozoarios nos extratos cutaneos.

De acordo com a literatura, autores tem utilizado diversas substancias
agregadas a reacdo de PCR no intuito de aprimora-la para a identificacdo
Unica e clara do alvo pretendido (CHEVET et al., 1995; KREADER, 1996).
Sendo assim, vale ressaltar que em nosso trabalho, durante a padronizacao
desta técnica para o diagnéstico de leishmania, foram utilizadas algumas
substancias tais como o DMSO, BSA e o TMAC. Esta ultima se mostrou
extremamente eficiente, incrementando consideravelmente a reacdo da PCR
convencional. Acredita-se que esta substancia promova um aprimoramento
no rendimento dos produtos da PCR, e também por aumentar a sua
especificidade (CHEVET et al., 1995), entretanto poucos relatos de seu uso

foram encontrados na literatura.

Sendo assim, na PCR do sangue (papa de leucdcitos), 29,6% (21/71)
dos animais de cativeiro foram positivos para Leishmania spp., e ap6s a
restricdo com a enzima Hae lll, observamos que 7,0% (5/71) foram positivos
para Leishmania do subgénero Viannia, 4,2% (3/71) para L. (L.) chagasi e em
16,9% (12/71) nédo foi possivel identificar a espécie, permanecendo desta
forma, como Leishmania spp. (12/71). Destes animais positivos, um
apresentava linfoadenomegalia e se mostrou positivo na PCR do linfonodo

para Leishmania spp.

No Zooldgico de Bauru, é&rea endémica para leishmaniose,
encontramos 26,6% (4/15) dos animais positivos na PCR para amostras do
sangue, sendo que destes 75% (3/4) foram compativeis com Leishmania do
subgénero Viannia e 25% (1/4) foram caracterizados como Leishmania spp.
Na cidade de Bauru, SP, ha relatos de ocorréncia da leishmaniose visceral
humana e canina, causada pela L. chagasi (BEPA, 2011), além de
leishmaniose tegumentar americana (LTA), que foi descrita pela primeira vez
na cidade em 1908 (Brasil 2007a). Sendo assim, os dados obtidos no

presente trabalho sugerem a infeccédo tenha ocorrido nesta localidade, pois
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fazem parte do plantel do Zoolégico hd mais de 3 anos. Mas, vale ressaltar
que estes animais vieram de outras regides, como centro oeste (Brasilia e
Goiania) e Amazonia (Manaus), nas quais séo regides com alta ocorréncia

leishmaniose.

De acordo com o descrito na literatura, os PNT podem ser acometidos
pelas leishmanioses, principalmente em area endémica. Pesquisadores
(MALTA et al.,, 2010) relataram a ocorréncia de leishmaniose visceral em
PNH presentes na Fundacado Zoo-Botanica, em Belo Horizonte, sendo que
41,4% (17/41) destes foram positivos para L. (L.) chagasi pela PCR e um
animal, da espécie guig6 (Callicebus nigrifrons), veio a 6bito.

Apesar das prevaléncias encontradas no nosso trabalho para as areas
endémica de Bauru, serem menores das descritas por Malta et al. (2010),
nossos achados comprovam a circulacdo destes patdogenos nos PNT de
cativeiro, principalmente em areas endémicas. Além disso, conforme descrito
na literatura, estes PNT podem ser afetados clinicamente como no caso

acima referido, na Fundac&o Zoo-Botanica, em Belo Horizonte.

Conforme relatado anteriormente os CETAS tem por objetivo manter,
tratar e reabilitar os animais feridos, doentes ou apreendidos pelos 6rgaos

ambientais e solta-los ou destina-los para outros locais em cativeiro.

Em nosso trabalho, dos animais de CETAS positivos na PCR
(n=17), 41,2% (7/17) eram do DEPAVE-CRAS, no Parque Anhanguera;
23,6% (4/17) do CETAS de Lorena; 17,6% (3/17) no DEPAVE-Ibirapuera,
Zona Sul de Sao Paulo; e 17,6% (3/17) do CETAS UNIMONTE, em S&o
Vicente.

Ao avaliarmos as Instituicbes separadamente, quanto a origem dos
animais e destino, percebemos que para ambas as instalagcbes do DEPAVE,
a origem dos animais é variada, porém, a maioria era proveniente da grande
S&o Paulo, como Osasco, Perus, Jd. Sao Luiz, Jd. Jabaquara e o préprio
Parque Anhanguera. Estes animais tiveram destinacdo variada, mas a

maioria foi para cativeiro no estado de Sao Paulo. As espécies de Leishmania
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identificadas pela PCR-RFLP foram L. (L.) chagasi, e Leishmania do

subgénero Viannia.

Todos os animais do CETAS de Lorena vieram do Zooldégico de
Jardinopolis (Cebus spp.), e dois destes foram encaminhados para o CETAS
do Parque Ecoldgico do Tieté (PET), em Guarulhos. Um animal foi positivo na
PCR-RFLP para Leishmania do subgénero Viannia, enquanto os outros trés

somente para Leishmania spp.

Ja os animais do CETAS UNIMONTE vieram de locais proximos a
instituicdo, como Santos, Praia Grande e Mongaguda, e foram identificados

tanto a L. (L.) chagasi quanto a Leishmania do subgénero Viannia.

De acordo com o Boletim Epidemiologico Paulista (BEPA, 2011), a
grande Sao Paulo, Guarulhos e as regides litoraneas acima citadas sao
classificada como areas silenciosas, receptiveis e vulneraveis, ou seja, tem a
presenca do vetor, sem casos humanos. Entretanto as regifes de Lorena e
Jardinopolis, no qual também foram encontrados positividade na PCR para
0s animais desta regibes, sdo classificadas como sem casos humanos,

caninos e nao tendo o vetor.

Vale ainda comentar que alguns autores apontam para a necessidade
de se rever a forma de controle da LVA nas grandes cidades. Atualmente,
uma das principais medidas de controle estd em se realizar a eutanasia dos
caes soropositivos (ELISA e IFI). Entretanto, mesmo com o grande numero
de animais autasiados, o nUmero de casos humanos em algumas areas ,nao
diminuiu e a doenca se espalhou. Acredita-se que isto ocorra devido a
presenca de outros reservatorios que podem estar envolvidos no ciclo
biol6gico do parasita e/ou também devido a rapida reposicdoo de novos caes
neste areas (LAURENTI; MOREIRA, 2011).

Isto posto, podemos considerar que os dados aqui apresentados
mostram que ha circulagdo do agente nos PNT destas regibes, e
consequentemente alertam para a necessidade de se rever a forma de

controle da doenca e de realizar outros estudos complementares para melhor
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compreender a forma de transmissdo local e 0 impacto que estas

movimentagdes podem ter na circulagao do agente.

6.3.2 In situ

Avaliando os resultados do ELISA, constatamos que dos animais de
vida livre, 8,8% (10/113) foram positivos, sendo que 7% (8/113), eram de Sao
Paulo (SJB-PCH), todos da espécie C. penicillata, e 1,8% (2/113) era
proveniente do Amazonas. Destes animais positivos no ELISA, 50% (5/10)
foram positivos na IFI e 60% (6/10) na PCR.

Este desencontro entre as provas diagnosticas, semelhantemente ao
que foi discutido na pesquisa de Plasmodium spp., pode ser explicado pelas
diferentes sensibilidade e especificidade dos testes. Desta forma, ratifica-se

agui a importancia de se avaliar as provas diagndsticas em conjunto.

Como se sabe, as provas sorolégicas indicam contato prévio ou
recente com o patdégeno, e ndo a infeccdo ativa. Em nosso trabalho, 40 %
(4/10) dos animais com presenca de IgG anti-Leishmania foram PCR
negativos, ou seja, nao foi identificada infeccdo ativa no momento da coleta.
Entretanto, vale ressaltar que apesar da PCR ser um teste com alta

sensibilidade pode haver fatores inibitérios nas amostras.

Autores relatam que o ELISA é a prova sorolégica mais sensivel,
podendo ser utilizada como um teste de triagem, enquanto que a IFI, por ser
mais especifica, pode ser empregada como teste confirmatdrio (TAVORA et
al., 2007). Neste sentido, nossos resultados sugerem a adocao da estratégia
acima, pois encontramos 8,8% (10/113) dos animais de vida livre positivos

no ELISA, enquanto 7,0% (8/113) foram positivos na IFI.
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Ainda, vale ressaltar, assim como descrito para 0s animais ex situ, que
as técnicas sorologicas podem resultar em resultados falso positivos,
principalmente quando se utiliza antigenos totais, favorecendo reacgfes
cruzadas com outros patdgenos, principalmente os trypanosomatideos
(IKEDA-GARCIA; MARCONDES, 2007; DE LIMA et al., 2010, LAURENTI,
2010).

Sendo assim, ao avaliarmos em conjunto os dados sorolégicos do
ELISA e da IFI (16 animais positivo em ambos 0s testes) e compararmos com
o dados de esfregaco e TESA-blot, observamos que nenhum destes animais
foram positivos no esfregaco para Trypanosoma spp. Entretanto, 25% (4/16)
destes foram positivos no TESA-blot (4/16), sendo que 50% (2/4) destes
também foram positivos na PCR para L. chagasi (P109 e P176). Sendo
assim, devido ao fato do TESA-blot ser uma teste especifico para T.cruzi
(UMEZAWA et al., 1996), podemos sugerir dupla infecgcéo, ou seja, estes dois
animais tiveram contato com este patdgeno previamente, porém também
possuiam infeccao ativa por L. chagasi. Todavia, para os outros 50% (P127 e
P170) positivos no TESA-blot, a PCR foi negativa e, desta forma,
acreditamos que possivelmente os resultados obtidos na IFl e ELISA destes
animais foram devidos a reacdo cruzada com os anticorpos (IgG) formados

previamente pelo contato com o T. cruzi.

Da mesma forma que para os animais de cativeiro, a avaliagao
histologica da pele e os ensaios imunoistoquimico foram negativos para 0s

animais in situ.

Analisando os resultados positivos de PCR para os animais de vida
livre, encontramos uma prevaléncia maior com este teste quando comparado
com sorologia, 0 que é compativel com a descricdo em literatura da alta
sensibilidade desta técnica (PASSOS et al., 1999; VOLPINI et al., 2004).

Encontramos com a PCR do sangue, 24,5% (28/114) de animais
positivos em vida livre, sendo 16,6% (19/114) para L. (L.) chagasi, 1,7%
(2/114) para Leishmania spp., podendo ser L. amazonensis ou L. lainsoni, e
que 0,8% (1/114) foi positivo para Leishmania do subgénero Viannia. Por

outro lado, 5,2% (6/114) continuaram como Leishmania spp.
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Na PCR de linfonodo, 7% (8/114) foram positivos, sendo 50% (4/8)
para Leishmania spp. (L. amazonensis ou L. lainsoni), 25% (2/8) para L. (L.)

chagasi e 25% (2/8) para Leishmania spp.

Durante a padronizagdo com as cepas referéncia de leishmania,
observamos que tanto a L. amazonensis quanto a L. lainsoni, ndo geraram
fragmentos de digestéo, por isso descrevemos apenas como Leishmania ssp.
podendo ser uma destas duas espécies. Vale ressaltar a necessidade futura

de sequenciamento na tentativa de identificacdo da espécie.

Em nossos resultados observamos que em dois casos (P107 e P110),
as amostras também ndo geraram produtos da digestdo, sendo portanto
mantidas apenas como Leishmania spp. Entretanto, acreditamos que por
estes animais serem do estado de Séao Paulo, S&o Joaquim da Barra, onde
ndo ha relato de L. lainsoni, é possivel inferir que estes animais como
positivos para L. (L.) amazonensis (CORREA; BRASIL; SOARES, 2005). O
mesmo raciocinio vale para os animais amazO6nicos, nos quais, também em
dois casos, (182 e 183), ambos Callicebus caligatus, obtivemos resultado
para Leishmania spp., podendo tanto ser L. (L.) amazonensis ou L. lainsoni.
Porém, como ha relatos da existéncia na Amazoénia de ambas as espécies de
Leishmania, ndo foi possivel inferir qual delas estava envolvida (BRASIL,
2007).

Outro interessante ponto a ser discutido foi a prevaléncia de 16,6%
(19/114) encontrada para L. (L.) chagasi, causadora da leishmaniose visceral
humana e canina. A maioria destes primatas era proveniente do estado de
Sé&o Paulo, sendo 89,5% (17/19) de S&o Joaquim da Barra e 5,2% (1/19) de
Patrocinio Paulista, enquanto 5,2% (1/19) era do Amazonas (BR-319). Desta
forma, do total de animais estudados em S&o Joaquim da Barra,
encontramos 20% (17/85) dos PNT positivos para L. (L.) chagasi enquanto a

regido Amazoénica apresentou 5,2% (1/19).

De acordo com Boletim Epidemiologico Paulista (BEPA, 2011) a
leishmaniose no estado de Sdo Paulo estd em franca expansdo, sendo
encontrado casos autéctones recentes em Cotia e Embu, municipios da

grande S&o Paulo. Desde o primeiro relato de leishmaniose visceral
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americana (LVA) autéctone no Estado de Sao Paulo, em 1999, até outubro
de 2011, foram confirmados 1875 casos humanos autéctones, com 159
6bitos (BEPA, 2011).

Segundo estes dados de 2011, grande parte do nordeste do estado de S&o
Paulo ainda mantem-se silencioso, nao receptivel e ndo vulneravel. Dentro
desta classificacdo esta a regido de Sado Joaquim da Barra e Patrocinio
Paulista (BEPA, 2011). Isto significa que ndo houve casos humanos e
caninos autéctones e nao ha confirmacao da presenca do vetor. Entretanto,
em relatério do municipio de Sdo Joaquim da Barra, ha a descricdo de um
caso de leishmaniose entre o periodo de 2009 a 2011, mas nao informa se foi
autoctone ou ndo (PORTAL ODM, 2009).

Todavia, os dados apontados no presente trabalho revelam que os
PNT desta regido estdo expostos ao agente e que, desta forma, circulam
nesta localidade tanto a L. (L.) chagasi quanto as leishmanias do subgénero
Viannia, causadoras da LTA. Vale ressaltar que esta Ultima foi encontrada em
11,5% (3/26) dos animais de Sao Joaquim da Barra positivos para
Leishmania na PCR.

Para os animais da regido amazobnica, 5,2% (1/19) foram positivos na
PCR de sangue para Leishmania chagasi, sendo este o animal P176, C.
macrocephalus do Amazonas, BR-319. Este animal também foi positivo no
ELISA, na IFl e na PCR de linfonodo. Além deste, mais 26% (5/19) foram
positivos na PCR de linfonodo, todos do Amazonas, Br-319, entretanto com

resultados da PCR de sangue negativos.

Esta discrepancia entre os resultados corrobora com a literatura na
qual autores descreveram, em estudo molecular (PCR) realizado em cées,
gue o linfonodo foi o tecido com maior sensibilidade nas analises por meio da
PCR (PEREIRA et al., 2008).

Sendo assim, estes dados confirmam a circulagdo da Leishmania
chagasi entre os primatas amazonicos, porém com uma prevaléncia menor

gue no estado de S&o Paulo.



DISCUSSAO 173

Nenhum animal de vida livre do Horto de Bauru, regidao endémica para
a doenca, foi positivo nos testes analisados.

Ao avaliar os animais positivos do estado de Sao Paulo, bem como as
respectivas classificacdes taxondmicas, encontramos que 100% dos animais
positivos no ELISA e na IFl, eram da espécie Callithrix penicillata, enquanto
que na PCR 77,7% (21/27) eram C. penicillata, 18,5% (5/27) A. Caraya e
3,7% (1/27) Cebus spp.

Esta maior ocorréncia nos Callitriquideos (77,7%) pode ser explicado
pelo comportamento dos mesmos. Estes sdo descritos como sendo primatas
arboricolas que habitam vérias fisionomias florestais podendo ocorrer
inclusive em vegetacdo secundaria, perturbada e fragmentada (REIS, 2011).
Sendo assim, acredita-se que estes utilizem tanto fragmentos quanto extratos
arboreos menores que os Alouatta spp. chegando inclusive mais proximos ao
peridomicilio, e esta caracteristica pode ter correlagdo com os diferencas na
ecologia dos flebotomineos.

Os flebotomineos apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo
encontrados nas mais diversas altitudes, condicdes climaticas e ambientes.
Por exemplo, nas Américas, a principal espécie de flebotomineo envolvida
com a transmisséo da LVA é a L. longipalpis, em praticamente todas as areas
de sua ocorréncia. Esta espécie é considerada oportunista, podendo sugar
uma ampla variedade de vertebrados e sendo encontrada no peri e intra
domicilio. Ja a L. intermedia é a espécie incriminada como vetor para
Leishmania (Viannia) braziliensis e tem sido encontrada nos domicilios e
anexos, em plantagfes, principalmente as de subsisténcia, e em éareas de
floresta. J& a L. flaviscutellata esta envolvida com a transmissdo da
Leishmania (L.) amazonensis. Esta espécie é pouco antropofilica, o talvez
gue justifica uma menor frequéncia de infeccdo humana por esta leishmania
(BRASIL, 2007).

Na literatura, ha poucos trabalhos relatando investigacdes envolvendo
leishmanias em primatas de vida livre, porém alguns autores sugerem que
estes poderiam ser reservatérios para algumas espécies de leishmania.

Laison e colaboradores, em 1989, descreveram a ocorréncia de Leishmania
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(Viannia) shawi em Cebus apella e Chiropotes satanus (LAINSON, et al,
1989). No Panama foi descrito, em 1973, a ocorréncia natural de L. (V.)
braziliensis em macaco-da-noite (Aotus trivigatus) e em Sagui (Saguinus
geoffroyi) (GRIMALDI, 2008; HERRER; CHRISTENSEN; BEUMER, 1973).
No velho mundo, ha relatos de infeccdo por L. major em macaco-verde-
africano (Cercopithecus sabaeus) de vida livre. Em 2009, pesquisadores do
Kenya investigaram, por teste soroldogico (ELISA e Western blot), a
prevaléncia de anticorpos anti-Leishmania spp. em area endémica e
encontraram uma taxa de 66,1% de positividade em animais assintomaticos
(GICHERU et al., 2009).

Contudo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2010), a
mera presenca de infeccdo em uma determinada espécie animal, mesmo em
grande numero, ndo necessariamente indica tratar-se de um reservatorio.
Segundo os autores, existem alguns critérios que devem ser considerados

para classificar um animal como reservatério, tais como:

- a populacdo de hospedeiro deve ser suficientemente abundante e
sobreviver a um grande periodo de tempo para servir como fonte de alimento

aos vetores.

- E necessario haver um intenso contato entre hospedeiro e o vetor para
gue o vetor possa picar um hospedeiro infectado e subsequentemente poder

picar outro individuo, transmitindo o parasita a populacdo hospedeira.

- A proporgdo de individuos que se tornam infectados durante o seu
periodo de vida deve ultrapassar 20%, embora a prevaléncia possa variar de

acordo com o periodo da estacdo (sazonalidade).

- O curso da infeccdo em um hospedeiro reservatério deve ser longo e a
infeccdo deve ser suficientemente ndo patogénica para permitir que o

parasita sobreviva a qualquer periodo sem haver transmissao

- Os parasitas devem permanecer na pele ou no sangue em numero

suficiente para serem transmitidos ao vetor.

Os dados apresentados em nosso trabalho permitem concluir que ha

transmissao de leishmanias nos primatas neotropicais das areas estudadas,
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porém, investigacGes futuras ainda devem ser realizadas para que se possa
definir se estes animais podem ser classificados como reservatorios
silvestres destes patdgenos, assim como para melhor compreender o papel
destes animais no ciclo epidemiolégico das leishmanioses. Questbes, tais
como, quais vetores estdo envolvidos nas diversas localidades estudadas,
qual a capacidade de transmissdo dos PNT para os flebotomineos, por

exemplo, estdo em aberto e requerem pesquisas futuras.

6.4 Discussao geral

Na reacdo de ELISA para pesquisa de anticorpos (IgG) anti-
Plasmodium e anti-Leishmania, foram testados dois conjugados diferentes,
sendo um a proteina-A e o outro o anti-lgG de primatas, ambos conjugados
ligados a peroxidase. Avaliando os resultados encontrados, foi observado
que na grande maioria a proteina-A apresentou mais resultados positivos
gue o conjugado especifico anti-lgG de primata, sendo no ELISA para
leishmania 54% a mais de caso positivos utilizando a proteina-A (5,9%,
11/184 na proteina- A e 3,2%, 6/184 com o conjugado especifico). J& no
ELISA para deteccdo de IgG anti-Plasmodium, este mesmo fato s6 foi
observado para o Pf (5,4%, 10/184 para proteina-A e 2.2%, 4/184 para

conjugado especifico)

Acreditamos que esta discordancia deva-se a maior especificidade
conferida a reacdo com o uso de anticorpo especifico em relacdo a Proteina-
A. Ou seja, esta ultima mostrou-se ser mais sensivel e, portanto, esta pode
ser utilizada como um testes de triagem. Outro fator elencado é o fato de que
o0 anticorpo especifico utilizado (Sigam®) € obtido valendo-se de sangue
proveniente de macaco Rhesus (Macaca mulatta). Porém, devido ao fato de
pouco ainda se saber sobre eventuais diferencas nas imunoglobulinas das
diversas espécies de primatas, € licito supor que a queda de mais de 50% na

positividade, utilizando o conjugado especifico, se deva a possivel
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inespecificidade deste conjugado as imunoglobulinas das diferentes espécies
de PNT testadas.

No presente trabalho encontramos animais do género Callithrix
positivos para ambas as enfermidades, entretanto, isto foi mais pronunciado
para a leishmania (100% no ELISA e na IFl, e 77,7% na PCR). Sendo assim,
cabe discutirmos a importancia destes achados em relacdo ao crescente
aumento destes animais nas cidades, sendo estes considerados primatas
exoticos invasores em muitas localidades, como no caso do Parque da
Cantareira, em sao Paulo, da cidade de Bauru e do Rio de Janeiro (COSTA,
2005; SILVA, 2009, DE MORAIS et al., 2008)

Os Callithrix sdo primatas que se adaptam muito bem em regides
fragmentadas e com poucos recursos alimentares (REIS, 2011) e sao
carismaticos o que promove a aproximacdo da populacdo que os alimenta e
tem contato com estes animais. Isto promove o aumento de recursos
alimentares para estas populacdbes o que pode favorecer ao aumento
reprodutivo e consequentemente populacional. Além disto, o contato destes
com os animais domeésticos e o homem pode favorecer o surgimento de
doencas (CLEAVELAND et al, 2000; CLEAVELAND et al., 2002).

Contudo, estes primatas podem ser dispersores de patégenos para
outras espécie de primatas que ocorrem naturalmente no local, podendo
afetar as mesmas, principalmente se foram ameacadas de extingdo como é o
caso de mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia), no Rio de janeiro e do
Callithrix aurita, em Sao Paulo (DE MORAIS et al., 2008; RYLAND et al.,
2011; WOODROFFE, 1999).

Parte das amostras biolégicas colhidas neste trabalho foram
provenientes de PNT que habitam locais nos quais sofrerdo impacto
antropicos e neste sentido se faz de grande valia a discussdo da presenca
dos patdégenos pesquisados nestas localidades, onde sofrerdo impactos

ambientais.

Duas das localidades pesquisadas, Sdo Joaquim da Barra, em S&o

Paulo e Abunda, Rondbnia, estdo sofrendo impactos pela construcdo de
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hidrelétricas, sendo a primeira a PCH Anhanguera e a ultima a Hidrelétrica
de Jirau. A outra localidade no Amazonas € a rodovia BR-319, na qual esta
sendo construida. Em todas estas localidades foram encontradas a presenca

dos patdgenos estudados.

A historia da BR-319 teve inicio na década de 70, sendo aberta em
1972 (877 km), no sentido norte-sul, durante o governo militar. Sua
concepcédo se deu como parte do Plano de Integracdo Nacional (PIN), para

promover a integracdo da area que até entéo era isolada do restante do pais.

Nos anos subsequentes ao asfaltamento, a BR-319 teve pouco trafego
pois os custos de frete por navio das mercadorias produzidas em Manaus
sempre foi muito inferior aos do transporte por modal rodoviario. Devido as
condicdes do terreno e a sua pouca importancia econémica, a manutencao
da BR-319 sempre foi precaria ou mesmo inexistente, inviabilizando também
0 transporte de passageiros. Sendo assim, em 1988, por questdes de
seguranca, a linha de 6nibus entre Manaus e Porto Velho foi suspensa e a
rodovia interditada (CARVALHO, et al, 2009). Entretanto, desde 2005, foi
anunciada a reconstrucdo da BR-319, visando a ligacdo de capital do

Amazonas, (Manaus) com a de Rondoénia.

A literatura aponta que as mudancas ambientais diretas no habitat,
como as agdes antropicas, ou até mesmo as indiretas, como as mudancas
climéticas, geralmente modificam os padrdes de transmissdo das doencas
transmitidas por vetores. Acredita-se que as mudancas climaticas, por
exemplo, possam modificar a distribuicdo espacial e temporal das
Leishmanioses, seja diretamente pelo efeito da temperatura no
desenvolvimento do parasita, ou indiretamente pelo da temperatura e outras
variaveis ambientais no alcance e abundancia dos flebotomineos vetores, ou
até mesmo pelas mudangas socioecondmicas que por ventura possam

decorrer dos empreendimentos realizados (READY, 2008).

Exemplo de mudanca direta € pode ocorre com o desmatamento e a
incidéencia de malaria. Segundo, Olson et al. (2010), a incidéncia de malaria
esta positivamente associada com maiores alteracdo no percentual de

desmatamento. Evidenciaram que 4,3% de mudanca no percentual de
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desmatamento, de 1997 a 2000, na area estudada, estd associado a um
aumento de 48% da incidéncia da malaria.

Além disso, as mudancas ambientais podem promover o
aumento da incidéncia de casos de leishmaniose e malaria. Segundo
encontrado na literatura, as diversas transformacfes no ambiente, como
processo migratorio, esvaziamento rural, processo de urbanizacdo crescente,
desmatamento, pressdoes econdmicas oOu sociais e empobrecimento
decorrente da ma distribuicao de renda, pode levar a uma reducéo do espaco
ecologico da leishmaniose e facilitar a ocorréncia de epidemias (MAIA-
ELKHOURY et al., 2008).

Ainda, segundo a literatura apds a construcdo de hidrelétricas pode
haver epidemias de maléaria, devido as mudancas nos fatores ambientes,
ecoldgicos e sociais. Assim como as leishmanioses representam igualmente
fontes importantes de preocupacao (KATSURAGAWA et al. 2008)

As construgbes de rodovias também favorecer as mudangas no
ambiente natural e consequentemente na dindmica ecoldgica da relacéo
hospedeiro-vetor. A rodovia promove o aumento da ocupacdo humana no
local, entretanto, esta ocupacdo da terra muitas vezes ocorre de forma
desordenada, sem infraestrutura adequada, com assentamentos irregulares
através da grilagem de terra e isto geralmente € causado pela situacao
fundiaria ser indefinida e o0s mecanismos de governanca ausentes,

favorecendo o desmatamento (CARVALHO et al., 2009).

Este fator pode ter influéncia na epidemiologia das doencas
estudadas. Segundo alguns autores, quando habitagcdes humanas tomam-se
aglomeradas de gente, com escassas condicbes de higiene e com animais
domésticos em abundancia, particularmente cées, a concentracdo do
flebotomineo vetor L. longipalpis pode alcancar um nivel muito alto, e ha o
risco do aparecimento de um surto grave da leishmaniose canina e humana
(RANGEL ; LAINSON, 2003).

Até 1998, a doenca no estado de S&o Paulo era conhecida pela

deteccdo de casos importados, oriundos de outras regides endémicas do
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pais. Porém, em 1999, registrou-se na cidade de Aracatuba o primeiro caso
humano autoctone de LVA e, desde entdo, esta vem ocorrendo em
municipios situados na regido do Planalto Ocidental Paulista. Posteriormente
foi detectada em outras regides como a de Bauru, Marilia e Presidente
Prudente, seguindo pelos grandes eixos rodoviarios e ferroviarios. Um

exemplo disto € a entrada da LVA no estado de Sao Paulo,

Os nossos dados contribuem para ressaltar a importancia de se
monitorar os patdgenos estudados nas regides que sofrerdo acdes antropicas
e possivel impacto destas mudancas na saude das populacbes de primatas

locais.

Além do impacto ambiental resultante destas situacbes, ha uma
crescente preocupacao sobre a possibilidade de disseminacdo de patégenos
presentes nos animais selvagens provenientes dos programas de resgate

destes empreendimentos.

A fauna originaria destas diferentes regides do pais acaba sendo
destinadas para diferentes locais. Muitas vezes 0s animais Sao
encaminhados para cativeiros em outros estados (Zool6gicos ou CETAS ou
Criadouros), ou soltos (introduzidos ou translocados) em areas onde ainda
sobrevivem populagdes selvagens. Sendo assim, alguns pesquisadores
acreditam que este deslocamento poderia acarretar na dispersao de
patégenos, inclusive causadores de zoonoses, para um local onde antes
estes ndo ocorriam (DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT, 2000; THOISY et al.,
2001; CUNNINGHAM, 1996; WOODFORD; ROSSITER, 1993).

Sendo assim, os dados obtidos vao ao encontro da inferéncia acima
relatada. Em nosso estudo muitos animais presentes nos CETAS que foram
positivos na PCR para leishmania, por exemplo, foram destinados a outros
locais de cativeiro. O mesmo vale para o caso do Callicebus nigrifrons,
positivo para P. simium, proveniente do Parque da Cantareira que foi
transferido ao PET. De acordo com a literatura, este animal poderia ser fonte
de infeccdo para os possiveis vetores na regido. Apesar de estudo realizado
no PET n&o relatar o encontro de An. darlingi, o principal vetor da malaria no

Brasil, encontrou a presenca de An. Albitarsis, que em algumas areas do
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Brasil, como as litoraneas, foi incriminado como sendo a principal vetor de
malaria (TAIPE-LAGOS; NATAL, 2003).

Diante disto, vale ressaltar que a Instrucdo Normativa n 179, do
IBAMA, divulgada em 2008, prevé uma serie de medidas e protocolos
previamente a soltura ou reintroducdo de animais e consequentemente de
primatas. Dentre as doencas necessarias a se diagnosticar previamente a
soltura ou reintroducdo, encontra-se a sorologia para malaria, em area
endémica e o parasitologico para Trypanosoma cruzi, sendo necessaria a
execucao de hemocultura nas areas endémicas. As leishmanias nao fazem

parte da lista de doencas a serem pesquisadas (Brasil, 2008)

Os nossos achados indicam a importancia ndo somente da realizacéao
das provas sorolégicas para Malaria em areas endémicas como também para
animais provenientes de areas ndo endémicas. Devido a estes animais
apresentarem, geralmente, baixar parasitemias, o mais indicado seriam o0s
testes sorologicos e os moleculares (PCR) associados. Além disso, 0s
nossos dados indicam a inclusdo da pesquisa de leishmania para os PNT,
inicialmente através do ELISA, como um teste de triagem inicial e

posteriormente, se possivel por ferramentas moleculares.

Entretanto vale ressaltar que muitos das instituicbes que mantém os
animais em cativeiro, trabalham com recursos limitados e nao possuem a
capacidade de diagnostico destas enfermidades. Porém, vale ressaltar a
importancia de parcerias destas instituicdes com laboratérios de referéncia ou

vinculados a universidade.

Finalizando, apesar de muitos estudos, pouco ainda se sabe sobre a
diversidade de patdogenos presentes nas populacdes de primatas in situ e ex
situ. Muitos primatas sdo considerados reservatorios para uma extensa
variedade de doencas que acometem os homens, como as parasitarias,
virais, bacterianas, etc. (COX-SINGH, 2008; FRIEND, 2006)

Neste sentido, a compreensao da relacdo patégeno-hospedeiro e as

possiveis alteracdes desta se fazem de grande importancia ndo somente
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para a conservacdo dos primatas neotropicais como também para as saudes

humanas e animal.

Em suma, espera-se que os resultados deste trabalho contribuam
para a compreensdo da epidemiologia destas infeccbes em primatas nao-

humanos e o papel destes nos ciclos destas enfermidades em nosso meio.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho investigou a ocorréncia de infeccdo causada pelo
plasmédio e pela leishmania em primatas neotropicais ex situ e in situ em

areas de Mata Atlantica no estado de S&o Paulo e em regides Amazénicas.

Com relacdo aos plasmddios, os resultados alcangados sugerem a
transmissao de Plasmodium spp. entre os PNT de cativeiro e de vida livre. No
estado de Sao Paulo, nossos dados apontam para a circulacdo de P.
malariae e P. simium, sendo este ultimo encontrado em Callicebus nigrifrons.

Na Amazbnia, nossos dados indicam a circulagéo de P. brasilianum.

A identificacdo das espécies de plasmoédios tem claras implicagdes
para o controle da maléaria nas areas afetadas (DEANE, 1992). Sendo assim,
por haver a hipétese dos PNH serem reservatorios naturais para a malaria
humana, a compreenséo das espécies de primatas e as respectivas espécies
de plasmddio envolvidas no ciclo epidemioldgico de cada regido se faz de
grande importancia no controle das mesmas, principalmente em areas nao

endémicas.

Todavia, os dados aqui obtidos apontaram uma similaridade de 99%
com uma sequéncia depositada no GeneBank para P. malariae. Sendo
assim, pode se sugerir gue nas regides avaliadas ha um ciclo silvestre da
malaria causado pelo P. brasilianum, que corresponde ao P. malariae, que
afeta a populacdo humana. Consequentemente, é licito inferir que as
populacdes ribeirinhas amazbnicas podem estar expostas a este ciclo

silvestre de malaria.

Em relacdo as técnicas diagnosticas empregadas para a malaria, os
resultados alcancados sugerem baixa sensibilidade do teste
imunocromatografico para o diagnostico de anticorpos (SD Bioline) de PNH,
guando comparado aos outros testes sorolégicos empregados. Além disso,

com relacdo ao ELISA, nossos dados sugerem que 0 uso da proteina-A como
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conjugado aumenta a sensibilidade do ensaio, podendo ser utilizada no
ELISA como teste de triagem inicial, porém protocolos diagnésticos mais

especificos se fazem necessarios.

Com relacdo as leishmanias, nosso trabalho demonstrou que circula
entre os primatas de cativeiro do estado de Sao Paulo a L. (L.) chagasi,
causadora da LVA, as L. (L.) amazonensis e as leishmanias do complexo
Viannia, causadoras da LTA.

No estado de Sao Paulo, onde a leishmaniose visceral esta em ampla
expansao, os PNT in situ analisados apresentaram alta prevaléncia para L.
(L) chagasi, sendo 20% (17/85) em S&o Joaquim da Barra, nordeste de S&o
Paulo, regiao considerada silenciosa, nao receptivel e nao vulneravel. Os
primatas desta regido também apresentaram-se positivos para Leishmania do

complexo Viannia, causadora da LTA.

Ainda, os resultados encontrados apontam para a importancia dos
primatas exoéticos invasores como possiveis dispersores de patdgenos. Tal
inferéncia é vélida principalmente para os espécimes do género Callithrix
spp., no qual encontramos, em Sao Paulo, 77,7% (21/27) infectados por

Leishmania.

Os dados apresentados em nosso trabalho permitem concluir que ha
transmissdo de leishmanias nos PNT das areas estudadas, porém,
investigacdes futuras ainda devem ser realizadas para que se possa definir
se estes animais podem ser classificados como reservatorios silvestres
destes patdgenos, assim como para melhor compreender o papel destes
animais no ciclo epidemiolégico das leishmanioses. Questbes, tais como,
quais vetores estdo envolvidos nas diversas localidades estudadas, qual a
capacidade de transmissdo dos PNT para os flebotomineos, por exemplo,

estdo em aberto e requerem pesquisas futuras.

Outro ponto importante a ser considerado sdo as alteracdes
ambientais que estdo ocorrendo nas areas de nosso estudo. Como acima
referido, nossos dados indicam a transmissdo destes patdgenos em areas

gue estdo sendo impactadas por acOes antropicas e, de acordo com a
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literatura, as mudancas ambientais diretas no habitat, como as acodes
antropicas, ou até mesmo as indiretas, como as mudancas climéticas,
geralmente modificam os padrées de transmissdo das doencgas,

principalmente as transmitidas por vetores.

Neste sentido, a compreensao da relacdo patdgeno-hospedeiro e as
possiveis alteracdes desta dinamica em relagdo as mudancas ecoldgicas,
ambientais e as socioecondmicas se fazem de grande importancia nao
somente para a conservacao dos primatas neotropicais como também para a

saude publica e animal.

Sendo assim, a compreensao de que 0s animais selvagens podem ser
fontes de infeccdo tanto para a populagdo humana, quanto para as outras
populacdes de animais selvagens e para o0s animais domésticos, € de
extrema importancia para se garantr a saude do ecossistema e,

consequentemente, as saudes animal e humana.
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APENDICE A - Distribuicdo dos primatas neotropicais amostrados in situ por espécie, marcacéo, local e data de captura, faixa
etaria, género, peso, local de destinacdo e sinais clinicos, Sao Paulo 2012.
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x.a Género Peso (kg) Loca_l de Sinais Clinicos
Animal captura  etéaria destino
Fazenda Sta. Area de
P001 Cebus spp. 5573645 Cecilia (Patrocinio  10/01/09 adulto  macho 2,425 ndn
. Captura
Paulista)
Fazenda Sta. Area de
P056 Cebus spp. 5569798 Cecilia (Patrocinio  19/03/09 adulto  macho 3,3 C ndn
. aptura
Paulista)
Sédo Joaquim da Zoo de
P0O57 Allouata caraya 5653485 Barra- PCH - ADA 12/05/09 adulto  macho 9,2 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
Sédo Joaquim da Zoo de
P058 Allouata caraya 5659381 Barra- PCH - ADA 12/05/09 juvenil  macho 5,2 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
Fazenda Sta. Area de
P059 Cebus spp. 5519927 Cecilia (Patrocinio  26/07/08 adulto  fémea 1,35 C ndn
. aptura
Paulista)
Fazenda Sta. Area de
P060 Cebus spp. 5601926 Cecilia (Patrocinio  10/07/08 adulto  macho 2,2 ndn
. Captura
Paulista)
Fazenda Sta. Area de
P061 Cebus spp. 5455296 Cecilia (Patrocinio  19/07/08 juvenil  fémea 15 ndn
. Captura
Paulista)
Fazenda Sta. Area de
P062 Cebus spp. 5654525 Cecilia (Patrocinio  19/07/08 adulto  fémea 2,0 Captura ndn

Paulista)
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etaria destino
Fazenda Sta. Area de
P063 Cebus spp. 5515836 Cecilia (Patrocinio  10/07/08 filhote  macho 1,2 ndn
. Captura
Paulista)
Fazenda Sta. Area de
P064 Cebus spp. 5661621 Cecilia (Patrocinio  26/07/08 juvenil  macho 15 ndn
. Captura
Paulista)
Sdo Joaquim da Zoo de Linfonodo inguinal
P066 Callithrix penicillata 5603130 Barra- PCH - ADA  14/05/09 adulto  macho 0,382 Ribeirao g
. aumentado
2 (4rea 3) Preto (SP)
S&do Joaquim da Zoo de
P067 Allouata caraya 5655995 Barra- PCH - ADA 18/05/09 adulto fémea 4,592 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
S&o Joaquim da Zoo de
P068 Allouata caraya 5656901 Barra- PCH - ADA 18/05/09 adulto fémea 4,8 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
S&o Joaquim da Zoo de
P069 Callithrix penicillata 5577154 Barra- PCH - ADA 18/05/09 adulto  macho 0,452 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
Sao Joaquim da )
P0O70 Callithrix penicillata 4481116 Barra- PCH - ADA 18/05/09 adulto  fémea 0,350 Obito ndn
2 (area 6)
Sédo Joaquim da Zoo de
PO71 Callithrix penicillata 5656547 Barra- PCH - ADA 18/05/09 adulto  macho 0,406 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
S&o0 Joaquim da Zoo de
P0O72 Callithrix penicillata 4455065 Barra- PCH - ADA 18/05/09 juvenil  macho 0,134 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etaria destino
Séo Joaquim da Zoo de
P073 Callithrix penicillata 4372190 Barra- PCH - ADA 18/05/09 juvenil fémea 0,132 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
S&o Joaquim da Zoo de
P0O74 Callithrix penicillata 5603958 Barra- PCH - ADA 19/05/09 adulto fémea 0,406 Americana ndn
2 (4rea 6) (SP)
Sao Joaquim da Zoo de
P0O75 Callithrix penicillata 5585447 Barra- PCH - ADA 19/05/09 adulto  fémea 0,394 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
Sao Joaquim da )
P0O76 Allouata caraya 5572375 Barra- PCH - ADA 20/05/09 adulto fémea 5,554 Obito ndn
2 (area 6)
S&o Joaquim da Zoo de
PO77 Allouata caraya 5536531 Barra- PCH - ADA 21/05/09 juvenil  macho 3,478 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
S&o Joaquim da Zoo de
P0O78 Callithrix penicillata 5600907 Barra- PCH - ADA 21/05/09 adulto  fémea 0,368 Americana ndn
2 (4rea 6) (SP)
Sao Joaquim da
P079 Callithrix penicillata 5620740 Barra- PCH - ADA 21/05/09 adulto  macho 0,302 CPRJ ndn
2 (area 6)
Sédo Joaquim da Zoo de
P080 Callithrix penicillata 5618665 Barra- PCH - ADA 21/05/09 juvenil fémea 0,208 Americana ndn
2 (area 6) (SP)
S&o0 Joaquim da )
P081 Allouata caraya 5528802 Barra- PCH - ADA  23/05/09 filhote  macho 1,666 Obito ndn

2 (area 6)
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'.\I Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,lx_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
Séo Joaquim da )
P082 Allouata caraya 5516804 Barra- PCH - ADA 23/05/09 adulto fémea 5,174 Obito ndn
2 (area 6)
S&o Joaquim da
P083 Callithrix penicillata 5570133 Barra- PCH - ADA 29/05/09 adulto fémea 0,398 Zoo de VGS galactorréia
2 (area 9)
Séo Joaquim da
P084 Callithrix penicillata 5531885 Barra- PCH - ADA 01/06/09 adulto Fémea 0,394 CENP ndn
2 (area 4)
S&do Joaquim da
P085 Callithrix penicillata 5617251 Barra- PCH - ADA 01/06/09 juvenil fémea 0,170 CENP ndn
2 (area 4)
S&o Joaquim da
P086 Callithrix penicillata 5517417 Barra- PCH - ADA 01/06/09 filhote macho 0,126 Zoo de VGS ndn
2 (area 9)
S&o Joaquim da Zoo de
P087 Allouata caraya 5528083 Barra- PCH - ADA 01/06/09 juvenil fémea 4,0 Ribeirdo ndn
2 (area 6) Preto (SP)
Sédo Joaquim da
P088 Allouata caraya 4364263 Barra- PCH - ADA 01/06/09 juvenil macho 2,84 Zoo de VGS ndn
2 (area 4)
Sédo Joaquim da
P089 Allouata caraya 5488500 Barra- PCH - ADA 01/06/09 adulto fémea 5,41 Zoo de VGS ndn
2 (area 4)
S&o0 Joaquim da
P090 Allouata caraya 5463611 Barra- PCH - ADA 02/06/09 adulto fémea 4,463 Zoo de VGS ndn

2 (area 4)
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'.\I Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,lx_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
Séo Joaquim da
P091 Allouata caraya 5466829 Barra- PCH - ADA 02/06/09 adulto  macho 3,513 Zoo de VGS ndn
2 (area 4)
S&o Joaquim da )
P092 Allouata caraya 5618281 Barra- PCH - ADA 02/06/09 filhote  macho 1,0 Obito ndn
2 (area 4)
Séo Joaquim da
P093 Callithrix penicillata 5607905 Barra- PCH - ADA 03/06/09 adulto fémea 0,356 CENP ndn
2 (area 4)
S&do Joaquim da
P094 Callithrix penicillata 5520807 Barra- PCH - ADA 03/06/09 adulto  macho 0,398 CENP ndn
2 (area 4)
S&o Joaquim da
P095 Callithrix penicillata 5582472 Barra- PCH - ADA 03/06/09 juvenil  macho 0,150 CENP ndn
2 (area 4)
S&o Joaquim da )
P096 Allouata caraya 5601858 Barra- PCH - ADA 03/06/09 adulto  macho 8,465 Obito ndn
2 (area 4)
Sédo Joaquim da Zoo de
P097 Callithrix penicillata 5521012 Barra- PCH - ADA 08/06/09 adulto fémea 0,388 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
Sédo Joaquim da Zoo de
P098 Callithrix penicillata 5607007 Barra- PCH - ADA  08/06/09 juvenil  macho 0,122 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
S&o0 Joaquim da Zoo de
P099 Callithrix penicillata 5569588 Barra- PCH - ADA  08/06/09 juvenil fémea 0,130 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
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'.\I Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,lx_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
Séo Joaquim da
P101 Callithrix penicillata 5526996 Barra- PCH - ADA 12/06/09 adulto  macho 0,355 CPRJ ndn
2 (area 6)
S&o Joaquim da
P102 Callithrix penicillata 4454424 Barra- PCH - ADA 20/06/09 adulto  macho 0,384 Zoo VGS ndn
2 (area 9)
Séo Joaquim da
P104 Callithrix penicillata 4455012 Barra- PCH - ADA 23/06/09 adulto  macho 0,379 CPRJ ndn
2 (area 4b)
S&do Joaquim da
P105 Callithrix penicillata 4448922 Barra- PCH - ADA 23/06/09 adulto  macho 0,372 CPRJ ndn
2 (area 4b)
S&o Joaquim da
P106 Callithrix penicillata 4449678 Barra- PCH - ADA 23/06/09 adulto  macho 0,398 CPRJ ndn
2 (&rea 4b)
S&o Joaquim da Zoo de
P107 Callithrix penicillata 5620213 Barra- PCH - ADA 24/06/09 adulto  macho 0,345 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
Sédo Joaquim da
P108 Callithrix penicillata 4366422 Barra- PCH - ADA 25/06/09 adulto  fémea 0,334 Zoo de VGS ndn
2 (area 9)
Sédo Joaquim da
P109 Callithrix penicillata 5579756 Barra- PCH - ADA 25/06/09 adulto  macho 0,414 CPRJ ndn
2 (area 9)
S&o0 Joaquim da
P110 Callithrix penicillata 4482944 Barra- PCH - ADA 25/06/09 juvenil fémea 0,230 Zoo de VGS ndn

2 (area 9)
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'.\I Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,lx_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
Séo Joaquim da
P111 Callithrix penicillata 4368517 Barra- PCH - ADA 30/06/09 juvenil fémea 0,144 CENP ndn
2 (&rea 4b)
Sdo Joaquim da Linfonodo inguinal
P112 Callithrix penicillata 4456102 Barra- PCH - ADA 30/06/09 juvenil  macho 0,224 CPRJ 9
. aumentado
2 (&rea 4b)
Séo Joaquim da Zoo de
P114 Callithrix penicillata 4491442 Barra- PCH - ADA 01/07/09 adulto  macho 0,346 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
S&do Joaquim da Zoo de
P115 Callithrix penicillata 4486238 Barra- PCH - ADA 01/07/09 adulto  macho 0,366 Ribeirdo ndn
2 (area 3) Preto (SP)
S&o Joaquim da
P123 Callithrix penicillata 4363823 Barra- PCH - ADA 16/07/09 adulto fémea 0,394 CENP ndn
2 (area 5)
S&o Joaquim da
P124 Callithrix penicillata 4451660 Barra- PCH - ADA 16/07/09 adulto  macho 0,398 CENP ndn
2 (area 5)
Sédo Joaquim da
P125 Callithrix penicillata 4478541 Barra- PCH - ADA 16/07/09 juvenil  fémea 0,214 CENP ndn
2 (area 5)
Sédo Joaquim da
P126 Callithrix penicillata 4491980 Barra- PCH - ADA 16/07/09 adulto fémea 0,292 CENP ndn
2 (area 5)
S&o0 Joaquim da
P127 Callithrix penicillata 5583431 Barra- PCH - ADA 25/06/09 adulto  fémea 0,426 CENP ndn

2 (area 9)




NO
Animal

Nome cientifico

Marcacao

Local de captura

Data de
captura

Faixa
etaria

Género

Peso (kg)

Local de
destino

Sinais Clinicos

P128

P129

P130

P132

P133

P134

P135

P136

P137

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

4478332

4384449

5578712

5659767

5601297

5602202

5660149

5511478

5654373

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

S&do Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 8)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o0 Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

16/07/09

17/07/09

20/07/09

20/07/09

22/07/09

22/07/09

28/07/09

03/08/09

03/08/09

adulto

adulto

adulto

juvenil

adulto

juvenil

adulto

juvenil

adulto

fémea

Fémea

macho

macho

Fémea

macho

fémea

fémea

fémea

0,382

0,388

0,384

0,180

0,410

3,6

3,736

0,188

0,398

CENP

CENP

CENP

CPRJ

CENP

Area de
Captura

CENP

CENP

CENP

ndn

ndn

ndn

ndn

Linfonodo inguinal

aumentado,

epistaxe

ndn

ndn

ndn

ndn
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NO
Animal

Nome cientifico

Marcacao

Local de captura

Data de
captura

Faixa
etaria

Género

Peso (kg)

Local de
destino

Sinais Clinicos

P138

P139

P140

P141

P142

P143

P144

P145

P146

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

Callithrix penicillata

5535516

5456247

4488504

4393263

4392976

5573276

5578838

5582188

5535796

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&do Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o0 Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

06/08/09

adulto

juvenil

juvenil

Adulto

adulto

adulto

adulto

juvenil

adulto

macho

macho

macho

macho

fémea

macho

macho

macho

macho

0,424

0,282

0,184

0,444

0,552

0,392

0,424

0,184

0,336

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn

ndn




N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etaria destino
Séo Joaquim da
P147 Callithrix penicillata 5589441 Barra- PCH - ADA 06/08/09 juvenil macho 0,134 CENP ndn
2 (area 9)
S&o Joaquim da
P148 Callithrix penicillata 5653388 Barra- PCH - ADA 10/08/09 adulto fémea 0,528 CENP ndn
2 (drea 5 a)
Séo Joaquim da
P149 Callithrix penicillata 5462420 Barra- PCH - ADA 31/05/09 juvenil fémea 0,162 Zoo de VGS ndn
2 (area 9)
S&do Joaquim da Zoo de
P150 Callithrix penicillata 5536076 Barra- PCH - ADA 31/05/09 adulto fémea 0,368 Ribeirdo ndn
2 (area 9) Preto (SP)
S&o Joaquim da
P151 Callithrix penicillata 5446408 Barra- PCH - ADA 31/05/09 adulto  macho 0,398 Zoo de VGS ndn
2 (area 9)
S&o Joaquim da
P152 Allouata caraya 5620332 Barra- PCH - ADA 02/09/09 adulto  macho 7,65 CENP ndn
2 (area 9)
Sao Joaquim da
P153 Callithrix penicillata 5660967 Barra- PCH - ADA  23/09/09 adulto fémea 0,384 CENP ndn
2 (area9)
Sédo Joaquim da
P154 Callithrix penicillata 5452917 Barra- PCH - ADA 06/08/09 juvenil fémea 0,118 CENP ndn
2 (area 9)
S&o0 Joaquim da informacsio
P155 Callithrix penicillata 5532377 Barra- PCH - ADA 19/09/09 adulto  macho ausen(t;e CENP ndn

2 (area 9)
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
Sdo Joaquim da Area de Linfonodo inguinal
P156 Callithrix penicillata 5585320 Barra- PCH - ADA 18/11/09 adulto fémea 0,358 g
2 (area 8) Captura aumentado
S&o Joaquim da DEPAVE
P157 Callithrix penicillata 5662379 Barra- PCH - ADA 24/11/10 adulto  fémea 0,354 (SP) ndn
2 (area 5b)
Sdo Joaquim da 2 Linfonodo inguinal
P158 Callithrix penicillata 5459358 Barra- PCH - ADA 11/08/09 adulto  fémea 0,404 Obito g
2 (4rea 9) aumentado
S&do Joaquim da informacao
P161 Callithrix penicillata 5620814 Barra- PCH - ADA 06/11/09 adulto fémea ausen(t;e CENP ndn
2 (area 5b)
P163 Saimiri boliviensis ausente Rondonia 29/3/10  juvenil  macho m;%rsn;i%:o Obito ndn
P164 Aotus infulatus ausente Rondbnia 29/3/11  juvenil  fémea informacao Obito ndn
ausente
P165 (k:Jalhcebus ausente Rondénia 30/3/10  adulto  fémea informacao Obito ndn
runneus ausente
P166 Lagothrix lagotrica ausente Rondénia 30/3/11 adulto  macho informacao Obito ndn
cana ausente
P167 Cebus apella ausente Rondbnia 30/3/12  juvenil  fémea 1,100 Obito ndn
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino

P168 Callicebus ausente Rondbnia 30/3/13 adulto  macho 1,100 Obito ndn
brunneus

P169 Callicebus dubius ausente Rondénia 31/3/10 adulto  fémea m;?g;i%:o Obito ndn

P170 Lagothrix cana ausente Rondénia 31/3/10  adulto  fémea 6,500 Obito ndn

P171 Pithecia sp. ausente Rondénia 01/04/10 adulto  macho informagao Obito ndn

ausente

P172 Sag“'”‘;rfuf;sc'co”'s ausente BR319 (AM)  29/01/11 adulto fémea 0,345 Obito ndn

P173 Sagum_us labiatus ausente BR 319 (AM) 30/1/11 adulto  fémea 0,490 Obito Linfonodo inguinal
rufiventer aumentado

P174 Lagothrix cana ausente BR 319 (AM) 02/01/11 adulto  macho 5,800 Obito Linfonodo inguinal

aumentado
P175 Sag“'”‘;ﬁufésc'co"'s ausente BR 319 (AM) 02/01/11 adulto  macho 0,420 Obito ndn
P176 Cebus ausente BR 319 (AM) 02/02/11  juvenil fémea 2,130 Obito Linfonodo inguinal

macrocephalus

aumentado
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N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino
P177 Callicebus ausente BR319 (AM)  02/06/11 fihote macho 0,260 Obito Linfonodo inguinal
caligatus aumentado
P178 Saimiri [ustus] ausente BR319 (AM)  02/06/11 adulto macho 0,890 Obito ndn
madeirae
) Linfonodo inguinal
P179 Cebus ausente BR319 (AM)  02/06/11 adulto macho 3,800 Obito aumentado &
macrocephalus fratura de canino
superior esquerdo
P182 Callicebus ausente BR 319 (AM) 02/07/11 adulto  fémea 0,860 Obito Linfonodo inguinal
caligatus aumentado
P183 Callicebus ausente BR319 (AM)  02/08/11 adulto macho 0,870 Obito Linfonodo inguinal
caligatus aumentado
P184 Callithrix penicillata n?2 Horto Florestal de 03/07/11 adulto  macho 0,323 nao _houye ndn
Bauru (SP) destinacao
Horto Florestal de nao houve Galactorréia,
P185 Callithrix penicillata n3 03/07/11 adulto  fémea 0,339 L linfonodo inguinal
Bauru (SP) destinagéo
aumentado
P186  Callithrix penicillata no Horto Florestalde  5/07/11  finote  femea 0,180 a0 houve ndn
Bauru (SP) destinacao
P187 Callithrix penicillata n4 Horto Florestal de 03/07/11 adulto  fémea 0,334 ao .houYe ndn
Bauru (SP) destinacéo




230

N Nome cientifico Marcacao Local de captura Data de Fa,|x_a Género Peso (kg) Loca_I de Sinais Clinicos
Animal captura etéria destino

P203 Callithrix penicillata nil Horto Florestal de 03/07/11  juvenil fémea 0,374 nao .houye ndn
Bauru (SP) destinacéo

P204  Callithrix penicillata ne Horto Florestalde 507111 juvenil  femea 0,271  "a0houve  Animal magro,
Bauru (SP) destinacéo galactorréia

P205  Callithrix penicillata n7 Horto Florestalde  5/0719  adulto macho 0,368~ Nao houve ndn
Bauru (SP) destinagéo

P206 Callithrix penicillata h 10 Horto Florestalde  o5/07/11  filhote  femea 0,182 Naohouve ndn
Bauru (SP) destinacéo
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APENDICE B - Distribuicdo dos primatas neotropicais amostrados ex situ por espécie, instituicio, marcacéo, local e data de
captura, faixa etéria, género, peso, local de destinacdo, tempo de permanéncia do animal no local e sinais clinicos, Sdo Paulo

2012.
. Data de
o N° Animal . L
N na Instituicio Nome Marcacso Data da Faixa Género Peso entrada Local (captura) Local de Tempo na Sinais
Animal TR ¢ cientifico ¢ coleta  etéria (kg) na P destino instituicéo clinicos
instituicao T
instituicdo
DEPAVE- Callithrix Tatuagem néo
P002 27178 CRAS penicillata % 14/01/09 adulto macho 0,290 informado Perus/SP CRAS 3ae 8m ndn
DEPAVE- Callithrix Sem ' Nascimento no
. RA
P003 33193 CRAS penicillata marcacao 14/01/09 filhote macho 0,300 30/11/07 DEPAVE-CRAS CRAS 2m ndn
DEPAVE- Callithrix Tatuagem A < .
P004 27891 CRAS penicillata 79 14/01/09 adulto fémea 0,380 03/03/06 Jd. S&o Luis/SP CRAS 2 anos ndn
. Mucosa ocular
DEPAVE- Callithrix Tatuagem = -~
P0O05 25762 CRAS penicillata 04 14/01/09 adulto macho 0,230 29/12/04 Tabodo da Serra o6bito 4a e oral
congestas
DEPAVE- Callithrix Tatuagem Nascimento no - Presenca de
PO06 32956 CRAS penicillata 03 14/01/09 adulto macho 0,260 08/11/07 DEPAVE-CRAS eutanasia lae2m ectoparasitas
DEPAVE- Callithrix Tatuagem Nascimento no
PO07 32957 CRAS penicillata 04 14/01/09 adulto macho 0,290 08/11/07 DEPAVE-CRAS CRAS lae2m ndn
. Recanto Humilde
DEPAVE- Callithrix Sem . -
PO08 35070 CRAS penicillata marcacio 15/01/09 adulto macho 0,440 10/10/08 - Bairro cativeiro 3m ndn

Perus/SP
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N° Animal Data de
N na Instituicdo _Norp_e Marcacéao Data da Fa,|x_a Género Peso entrada Local (captura) Loca] de .Te'T‘p‘.’ na S’|n_a|s
Animal TR cientifico coleta etaria (kg) na destino instituicao clinicos
instituicédo R
instituicéo

DEPAVE- I Sem Parque -

P009 30734 CRAS Callithrix spp. marcacio 15/01/09 adulto macho 0,360 08/11/06 Anhanguera/SP cativeiro 2ae?2m ndn
DEPAVE- Callithrix Tatuagem Jd. __

P010 35230 CRAS jacchus 05 15/01/09 adulto macho 0,310 09/12/08 Jabaquara/SP cativeiro 1m ndn
DEPAVE- Callithrix Tatuagem Bosque - .

PO11 34089 CRAS penicillata 01 15/01/09 adulto macho 0,320 17/12/08 Brooklin/SP cativeiro 2m Animal magro
DEPAVE- . Tatuagem A Parque do - .

P012 33742 CRAS Callithrix spp. 23 15/01/09 adulto fémea 0,260 17/12/08 Grajat/SP cativeiro 2m Animal magro
DEPAVE- Callithrix Tatuagem nao Parque Sto - I

P013 33410 CRAS penicillata 101 15/01/09 adulto macho 0,250 informado Dias/SP cativeiro nao informado ndn

) Parque da
P014 34196 DEPAVE- callithrix spp.~ 12189€M  50/01/09  adulto  fémea 0,380  17/12/08  Independéncia cativeiro 1m ndn
CRAS 24 sp
Parque da
PO15 34195 DEPAVE- callithrix spp. ~ T2M39€M  50/01/09  adulto  macho 0,290  17/12/08  Independéncia cativeiro 2m ndn
CRAS 11 sp

DEPAVE- Callithrix Tatuagem Parque do .

P016 33575 CRAS penicillata 102 20/01/09 adulto macho 0,250 17/12/08 Carmo/SP CRAS 2m Animal magro

néo DEPAVE- Callithrix Tatuagem s ndo
PO17 informado CRAS penicillata 1 20/01/09 adulto macho 0,400 17/12/08 n&o informado informado 2m ndn
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N° Animal Data de
N na Instituicdo _Norp_e Marcacéao Data da Fa,|x_a Género Peso entrada Local (captura) Loca] de _Terr_lpg na S’|n_a|s
Animal TR cientifico coleta etaria (kg) na destino instituicao clinicos
instituicdo T
instituicéo
DEPAVE- Callithrix Tatuagem . Parque do _ Presenca de
P018 34338 CRAS jacchus 78 22/01/09 adulto fémea 0,260 30/06/08 Carmo/SP cativeiro 5m ectoparasitas
Animal magro,
Parque da dermatite em
DEPAVE- Callithrix Tatuagem A - - regido inguinal
P019 33489 CRAS penicillata 94 22/01/09 adulto fémea 0,210 08/01/08 Indepengenmajs cativeiro la e linfonodo
inguinal
aumentado
DEPAVE- I Tatuagem . Bairro Sta. - Mucosa oral
P020 33685 CRAS Callithrix spp. 25 22/01/09 adulto fémea 0,240 08/02/08 Maria/SP cativeiro la hipocorada
DEPAVE- Callithrix Sem . "
P021 35124 CRAS penicillata marcacio 22/01/09 adulto fémea 0,410 17/12/08 Osasco/SP Obito 3m ndn
DEPAVE- Callithrix Sem . Nascimento no
P022 30175 Ibirapuera penicillata marcacéo 27/01/09 adulto fémea 0,390 24/09/08 DEPAVE-CRAS CRAS 4m ndn
DEPAVE- Callithrix Sem A Nascimento no
P023 33192 Ibirapuera penicillata marcagio 27/01/09 adulto fémea 0,405 14/07/08 DEPAVE-CRAS CRAS 6m ndn
P024 31331 DEPAVE- Callhiix  Tawagem 0100 aduto femea 0350 07002007  Indepemdéneia  cativeiro 2a Fratura canino
Ibirapuera penicillata 87 u ! pSP u
DEPAVE- Callithrix Tatuagem R Vila Leopoldina/ _—
P025 31004 Ibirapuera jacchus 19 27/01/09 adulto fémea 0,370 14/12/06 SP (CEAGESP) cativeiro 2a ndn
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N° Animal ) Data de o
N° s Nome ~ Data da Faixa A Peso entrada Local de Tempo na Sinais
. na Instituicdo S Marcacéo o Género Local (captura) . T .
Animal TR cientifico coleta  etéria (kg) na destino instituicéo clinicos
instituicdo o
instituicdo
Periodontite,
_ . . fratura de
DEPAVE- Callithrix Tatuagem A Vila Guarani/SP . ;
P026 32523 Ibirapuera penicillata 93 27/01/09 adulto fémea 0,450 29/09/07 (zona sul) cativeiro lae4dm canino e
hiperplasia
gengival
Parque da
P027 32179 DEPAVE- " colithrix spp. ~ 12M39€M  58/01/09  adulto fémea 0,310  09/08/07  Independéncia cativeiro 1a e 5m ndn
Ibirapuera 21 Sp
Parque da
P028 31308 DEPAVE- . olithrix spp.  12M398M  58/01/09  adulto  fémea 0455  05/02/07  Independéncia cativeiro 2a ndn
Ibirapuera 16 Sp
DEPAVE- Callithix ~ Tatuagem Parque da
P029 34194 . . 28/01/09 adulto macho 0,465 27/05/08 Independéncia cativeiro 8m ndn
Ibirapuera penicillata 02 sp
Cauda
) o amputada,
P030 31640 DEPAVE Callithix = Tatuagem oo/ /09  aduito  fémea 0,310  14/04/07 ltapevi/SP cativeiro 1lae 10m fratura de
Ibirapuera penicillata 92 canino
superior direito
I ~ Taubaté x
= CETAS Callithrix Sem ' N nédo S ndo . .
P031 ndo tem LORENA penicillata marcacio 26/03/09 filhote  fémea tem 23/03/09 (cat!v_e_lro - informado 4 dias Animal magro
domiciliado)
_ ~ = . . x Gengivite
= CETAS Callithrix Sem néo S&o José do Rio nao '
P032 nao tem LORENA penicillata marcagéo 26/03/09  adulto macho tem 23/07/08 Preto (cativeiro) informado 8m cauda
amputada
~ CETAS Callithrix Sem - ndo nao U ndo U
P033 ndo tem LORENA penicillata marcacéo 26/03/09 adulto fémea tem informado ndo informado informado ndo informado ndn
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N° Animal Data de
N na Instituicdo _Norp_e Marcacéao Data da Fa,|x_a Género Peso entrada Local (captura) Loca] de .Te'T‘p(.’ na S’|n_a|s
Animal TR cientifico coleta etaria (kg) na destino instituicao clinicos
instituicdo T
instituicéo
~ CETAS Callithrix Sem . nao nao ~ nao .
P034 nao tem LORENA penicillata marcacio 26/03/09 adulto fémea tem informado nao informado informado nao informado ndn
Animal magro,
dermatite
. CETAS - Sem R néo nao - ndo . préxima orelha
P035 nao tem LORENA Callithrix spp. marcacio 26/03/09 adulto fémea tem informado ndo informado informado néo informado esquerda e
pequena area
de alopecia
= CETAS I Sem nao nao O ndo ~
P036 nao tem LORENA Callithrix spp. marcacéo 26/03/09 adulto macho tem informado nao informado informado nao informado ndn
~ CETAS Callithrix Sem . nao nao s ndo ~
P037 nao tem LORENA penicillata marcacéo 26/03/09 adulto fémea tem informado nao informado informado nao informado ndn
~ CETAS Sem Zoo de .
P038 nao tem LORENA Cebus spp. marcacao 27/03/09 adulto  macho 2,4 14/08/08 Jardinopolis (SP) PET 5m Animal magro
x CETAS Sem . Zoo de .
P039 nao tem LORENA Cebus spp. marcaco 27/03/09 adulto fémea 2,1 14/08/08 Jardinépolis (SP) PET 5m Animal magro
P040 nao tem CETAS Cebus s SeM  57/03/09 adulto  fémea 3,0  14/08/08 Zoo de nao 5m pibiio
LORENA Pp- marcacao ' Jardinopolis (SP) informado 9

aumentado
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N° Animal . Data de L
N° s Nome ~ Data da Faixa A Peso entrada Local de Tempo na Sinais
. na Instituicdo S Marcacéo o Género Local (captura) . T .
Animal TR cientifico coleta  etéria (kg) na destino instituicéo clinicos
instituicdo TR
instituicdo
Alopecia em
. regido dorsal e
. CETAS Sem N Zoo de ndo
P041 ndo tem LORENA Cebus spp. marcacao 27/03/09 adulto fémea 1,98 14/08/08 Jardinépolis (SP) informado 5m lateral de
membros
posteriores
~ Linfonodo
P042 nao tem CETAS Cebus spp. SeM  27/03/09 adulto  fémea 2,02  14/08/08 Zoo de _ hao 5m inguinal
LORENA marcagao Jardindpolis (SP) informado
aumentado
= CETAS Sem . Zoo de Calculo
P043 nao tem LORENA Cebus spp. marcacéo 27/03/09 adulto fémea 2,2 14/08/08 Jardinépolis (SP) PET 5m dentario
Intensa patia,
x CETAS Callicebus Sem N nado animal magro,
P044 nao tem LORENA nigrifrons marcacio 27/03/09 adulto fémea 1,3 28/11/08 Cunha (SP) informado 3m intensa
desidratacdo
~ CETAS Sem Passa Quatro nao Ectoparasitas
P045 nao tem LORENA Allouata fusca marcacio 28/03/09 adulto macho 5,5 14/07/08 (MG) informado 8m (puliciose)
Animal magro,
alopecia na
regido dorsal
~ CETAS Sem Itamonte (MG) nao proximo a
P046 ndo tem LORENA Allouata fusca marcagio 28/03/09 adulto macho 53 01/02/08 (Mantiqueira) informado la cauda, inicio
da cauda e
membros

posteriores
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N° Animal Data de
N° S A Nome ~ Data da Faixa A Peso entrada Local de Tempo na Sinais
. na Instituicdo S Marcacéo o Género Local (captura) . T .
Animal TR cientifico coleta  etéria (kg) na destino instituicéo clinicos
instituicdo R
instituicdo
. Animal magro
= CETAS Sem néo ’
P0o47 ndo tem LORENA Allouata fusca marcacéo 28/03/09 adulto macho 47 14/04/08 APA Iguape (SP) informado 11m prezg:;g: de
P048 333 UNIMONTE Callithrix 428895  22/05/09 adulto macho 0,298  09/01/09 Praia grande nao 5m ndn
jacchus ’ (SP) informado
Callithrix . . nao
P049 377 UNIMONTE penicillata 9639 22/05/09 adulto fémea 0,310 01/04/09 Mongagua (SP) informado 2m ndn
Callithrix . . néo
P050 374 UNIMONTE penicillata 10413 22/05/09 adulto fémea 0,294 27/03/09 Mongagua (SP) informado 2m ndn
PO51 3 UNIMONTE  Callithrix spp. 9924 22/05/09 adulto macho 0,369  17/01/08 Santos (SP) infor;f]‘qoa do lae4m ndn
Alopecia na
P052 34 UNIMONTE Callithrix 8560 22/05/09 adulto macho 0,345  24/06/08 Peruibe (SP) _ Nao 10 m regiao
jacchus informado proximal da
cauda
Callithrix 6bito em _ .
P053 18 UNIMONTE iacchus 13118 22/05/09 adulto macho 0,424 08/07/08 Santos (SP) 15/6/9 8m Ginecomastia
J trauma
I . Obito em Fratura de
P054 347 UNIMONTE JC:;'(':HZ( 9839 22/05/09 adulto fémea 0,156  17/01/09 Pra"(asg;‘;‘“de 18/01/09 4m canino
trauma superior direito
Callithrix néo
P055 17 UNIMONTE jacchus 19692 22/05/09 adulto macho 0,329 08/07/08 Santos (SP) informado 8m ndn
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N° Animal Data de
N na Instituicdo _Norp_e Marcacéao Data da Fa,|x_a Género Peso entrada Local (captura) Loca] de .Te'T‘p‘.’ na S’|n_a|s
Animal TR cientifico coleta etaria (kg) na destino instituicao clinicos
instituicédo TR
instituicéo
~ Brachyteles ' nédo
P159 nao tem UNIMONTE arachnoides 9980 06/03/10 filhote  macho 5.9 14/05/09 Sete Barras (SP) informado la ndn
Descamacéao
; em pele na
P160 ndotem  CRAS-PET Callicebus 399492  11/03/10 adulto fémea 0578  17/02/10 Parque da 6bito 1m regiao do
nigrifrons Cantareira/ SP :
dorso, apatia,
animal magro
Desidratacéo
~ Lagothrix 963706859 Boca do Acre 6bito 5% . Ligeira
P188 nao tem Zoo de Bauru lagotrica cana 1 07/03/11 adulto macho 10,45 01/04/01 (AM) (11/2011) 10a e 3m dificuldade
respiratéria
. Alouatta Tatuagem Zoo de S&o ndo houve
P189 nao tem Zoo de Bauru clamitans 03 07/03/11 adulto macho 7,0 20/4/02 Paulo destinacéo 9ae 3m ndn
. Alouatta nao N . n&o houve
P190 ndo tem Zoo de Bauru belzebul informado 07/03/11 adulto fémea 5,26 08/03/04 Para destinacio 7ae4dm ndn
Fraturas em
. ~ caninos e
P191 ndotem  Zoode Bauru  CAlicebus 426359  07/03/11 juvenil macho 1,3  01/11/10 Rondénia nao houve 8m incisivos com
personatus destinagéo

exposicdo de
polpa.
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N° Animal Data de
N° S A Nome ~ Data da Faixa A Peso entrada Local de Tempo na Sinais
. na Instituicdo S Marcacéo o Género Local (captura) . T .
Animal TR cientifico coleta  etéria (kg) na destino instituicéo clinicos
instituicdo T
instituicdo
. Callicebus . . " - nao houve
P192 ndo tem Zoo de Bauru personatus 409174 07/03/11 juvenil fémea 1,05 01/11/10 Rond6nia destinacio 8m ndn
Animal magro,
Lagothrix IBAMA do 30 houve desidratacdo
P193 nao tem Zoo de Bauru . 403170 07/03/11 juvenil macho 5,02 15/11/08 Amazonas, . ~ 2ae 9m 5%, mucosa
lagotrica cana destinagéo
Manaus oral
hipocorada
P194 nao tem Zoo de Bauru Alouatta 34551 07/03/11 adulto fémea 5,24 05/02/05 Zoo de Goiania nao .hOU\fe 6ae2m ndn
caraya (SP) destinagéo
. Ateles . . nasceu no Zoo ndo houve
P195 nao tem Zoo de Bauru chamek 420867 07/03/11 juvenil ~macho 3,35 07/03/09 de Bauru destinacio 2aedm ndn
. IBAMA do N
P196 ndotem  Zoo de Bauru Lagotrix 190374  07/04/11 juvenil fémea 6,58  20/12/07 Amazonas, nao houve 3ae7m ndn
poeppigii destinagéo
Manaus
. Ateles Manaus n&o houve .
P197 ndo tem Zoo de Bauru paniscus 0203845 07/04/11 adulto macho 9,111 18/12/07 (domiciliado) destinagao 3ae7m Animal magro
Desidratacéo
Ateles Manaus ndo houve 5%, mucosa
P198 nao tem Zoo de Bauru - 218384 07/04/11 adulto fémea 8,42 18/12/07 - . ~ 3ae7m oral
paniscus (domiciliado) destinagéo o
ligeiramente
hipocorada
P199 ndotem  Zoo de Bauru Ateles 236462  07/04/11 adulto fémea 10,71  18/12/07 Manaus ndo houve 3ae7m ndn
paniscus (domiciliado) destinagéo
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N° Animal Data de
N na Instituicdo _Norp_e Marcacéao Data da Fa,|x_a Género Peso entrada Local (captura) Loca] de .Te'T‘p‘.’ na S’|n_a|s
Animal TR cientifico coleta etaria (kg) na destino instituicao clinicos
instituicéo TR
instituicéo
P200 nao tem Zoo de Bauru Atc_ales 399848 07/04/11 juvenil fémea 7,01 04/05/11 Roraima nao .hOU\fe 3aebm Animal magro
paniscus destinagdo
P201 ndotem  Zoo de Bauru Ateles 220884  07/04/11 adulto macho 17  11/01/07  Zoode Brasilia  NaChouve 4ae 6m ndn
paniscus destinagéo
P202 ndotem  Zoo de Bauru Ateles 216950  07/04/11 adulto fémea 51  10/10/96 200 doRiode  ndohouve 15a e 5m ndn
paniscus Janeiro destinagdo
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APENDICE C - Resultados para as provas diagnésticas de Plasmodium spp. das amostras de primatas ex situ por espécie, local,

local da destinacdo e tempo na instituicdo - Sdo Paulo, 2012.

Tempo ELISA Pf ELISA Pv
amimal SIS GUNGE. ifine  insti Espessa  POR.  Rapdo R PT RF PV e proeina Aniigs  Prowina  Aniigo

¢ao A Primata A Primata
P002 DEEQ\QE' pcz:aililétirl]lgi(a CRAS 38ame negativo  negativo negativo  negativo negativo tegflzac)do negativo  negativo negativo  negativo
P003 DE’;’XQE' piarlllilitirl]lgi(a CRAS 2m negativo  negativo negativo  negativo negativo tezt?do negativo  negativo negativo  negativo
P004 DEF%AA\éE pct:e?llilti:tingi(a CRAS 2anos negativo  negativo negativo  negativo negativo ters]t?do negativo  negativo negativo  negativo
P005 DEPRAA\éE pcé?]lil(i:tingi(a Obito 4a negativo  negativo negativo  negativo negativo tegtaaodo negativo  negativo negativo  negativo
P006 DEPRAA\éE pc;?]lil(i:tingi(a eutanasia 12ame positivo  negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
P007 DEPRAA\éE' pcz:;:]lilci:tirl]lgi(a CRAS 12ame negativo negativo negativo negativo negativo tegt?do negativo negativo negativo negativo
P008 DEE’?_\\éE pi?]lilci:tingi(a cativeiro 3m negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
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P009

P0O10

PO11

P0O12

P0O13

P014

P015

P016

PO17

P018

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

Callithrix
spp.

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.-

Callithrix
spp.-

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
jacchus

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

CRAS

ndo
informado

cativeiro

2ae
2m

1m

2m

nao

informa

do

1m

2m

2m

5m

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P0O19

P020

P021

P022

P023

P024

P025

P026

P027

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

Callithrix
penicillata

Callithrix

spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Calllithrix
spp.

cativeiro

cativeiro

6bito

CRAS

CRAS

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

la

la

3m

4m

6m

2a

2a

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo




244

P028

P029

P030

P031

P032

P033

P034

P035

P036

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Calllithrix
spp.

Callithrix
Spp.

cativeiro

cativeiro

cativeiro

ndo
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

ndo
informado

nao
informado

2a

8m

lae
10m

4 dias

8m

nao
informa
do

nao
informa
do

nao
informa
do

nao
informa
do

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P037

P038

PO039

P040

P041

P042

P043

P044

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Callithrix
penicillata

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Callicebus
nigrifrons

nao
informado

PET

PET

ndo
informado

ndo
informado

nao
informado

PET

ndo
informado

nao
informa
do

5m

5m

5m

5m

5m

3m

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

nao
testado

nao

testado

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P045

P046

P047

P048

P049

P050

PO51

P052

P053

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

Allouata
fusca

Allouata
fusca

Allouata
fusca

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
jacchus

Callithrix
jacchus

nao
informado

ndo
informado

ndo
informado

nao
informado

nao
informado

ndo
informado

ndo
informado

ndo
informado

6bito em
15/6/9
trauma

8m

la

11m

5m

2m

lae
4m

10m

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo
Pv

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

Positivo
(+++)

nao

testado

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P054

P0O55

P159

P160

P188

P189

P190

P191

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

CRAS-PET

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Callithrix
jacchus

Callithrix
jacchus

Brachyteles
arachnoides

Callicebus
nigrifrons

Lagothrix
lagotrica
cana

Alouatta
clamitans

Alouatta
belzebul

Callicebus
personatus

6bito em
18/01/09
trauma

ndo
informado

ndo

informado

Obito

6bito
(11/2011)

nao houve
destinagéo

nao houve

destinagéo

ndo houve
destinacéo

8m

la

1m

10a e
3m

9ae
3m

Tae
4m

8m

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo
Pv

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo
Pv

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo
(>1:320)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

nao

testado

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P192

P193

P194

P195

P196

P197

P198

P199

P200

pP201

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Zoo de
Bauru

Callicebus
personatus

Lagothrix
lagotrica
cana

Alouatta
caraya

Ateles
chamek

Lagotrix
poeppigii

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

n&o houve
destinagéo

n&o houve
destinagéo

nao houve
destinagéo

nao houve
destinagéo

ndo houve
destinagéo

ndo houve
destinagéo

nao houve
destinacédo

nao houve
destinagéo

n&o houve
destinagéo

n&o houve
destinagéo

8m

2ae
9Im

6ae
2m

2ae
4m

3ae

3ae
7m

3ae
m

3ae
7m

3ae
5m

4ae

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo
(1:20)

positivo
(1:40)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
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P202

Zoo de
Bauru

Ateles
paniscus

n&o houve
destinagéo

15ae
5m

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo
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APENDICE D - Resultados para as provas diagnosticas de Plasmodium spp. das amostras de primatas in situ por espécie, local,
local da destinacdo e tempo na instituicdo - Sdo Paulo, 2012.

Teste ELISA Pf ELISA Pv
N _Nor,n_e Local de  Local de Gota Nested Réapido RIFIPf  RIFI Pv RIFI P. Proteina Anti- Proteina Anti-
Animal cientifico captura destino Espessa PCR SDBioline malariae igG igG
A Primata A Primata
Patrocinio  Area de . . . . , . . . . .
PO01 Cebus spp. Paulista Captura negativo Positivo  negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Patrocinio  Area de . , . . . nao . ) . .
P056 Cebus spp. Paulista Captura negativo  negativo negativo  negativo negativo testado negativo negativo negativo negativo
Zoo de ndo
P0O57 Allouata caraya PCH Ribeirdo negativo  negativo negativo  negativo negativo negativo negativo negativo negativo
testado
Preto (SP)
Zoo de
P058 Allouata caraya PCH Ribeirdo negativo  negativo negativo negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
Preto (SP)
Patrocinio Area de . . nao nao nao nédo nao néo nao nao
P059 Cebus spp. Paulista Captura negativo  negativo testado testado testado testado testado testado testado testado
Patrocinio Area de . . nao nao nao nao nao nao nao nao
P060 Cebus spp. Paulista Captura negativo  negativo testado testado testado testado testado testado testado testado
PO61 Cebus spp Patrocinio Area de negativo  neqativo nao nao nao nado nao nao nado nao
’ Paulista Captura 9 9 testado testado testado testado testado testado testado testado
P062 Cebus spp Patrocinio Area de negativo  neaativo nao nao nao nédo nao néo nédo nao
' Paulista Captura 9 9 testado testado testado testado testado testado testado testado
Patrocinio Area de . . nao nao nao nao nao nao nao nao
P063 Cebus spp. Paulista Captura negativo  negativo testado testado testado testado testado testado testado testado
Patrocinio  Area de . . n&do néo néo n&o néo n&do n&o néo
P064 Cebus spp. Paulista Captura negativo  negativo testado testado testado testado testado testado testado testado
Callithrix Zoo de . . . . . . . . . .
P066 oy PCH Ribeirao negativo  negativo negativo negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
penicillata Preto (SP)
Zoo de
P067 Allouata caraya PCH Ribeirdo negativo  negativo negativo negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
Preto (SP)
Zoo de 3o
P068 Allouata caraya PCH Ribeirao negativo  negativo negativo  negativo negativo testado negativo negativo negativo negativo
Preto (SP)
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P069

PO70

PO71

P0O72

PO73

PO74

PO75

P0O76

PO77

P0O78

PO79

P080

P081

P082

P083

P084

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

Zoo de
Americana
(SP)
Obito
Zoo de
Americana
(SP)
Zoo de
Americana
(SP)
Zoo de
Americana
(SP)
Zoo de
Americana
(SP)
Zoo de
Americana
(SP)
Obito
Zoo de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoo de

Americana
(SP)

CPRJ

Zoo de
Americana
(SP)

Obito
Obito
Zoo de
VGS
CENP

negativo

negativo

Positivo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

nao
testado

Negativo

Negativo

Negativo

nao
testado

nao
testado

Negativo

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

nao
testado

Negativo
nao
testado
nao
testado
nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

negativo
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P085

P086

P087

P088

P089

P090

P091

P092

P093

P094

P095

P096

P097

P098

P099

P101

P102

P104

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya
Allouata caraya
Allouata caraya
Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

CENP

Zoo de
VGS
Zoo de
Ribeirdo
Preto (SP)

Zoo de
VGS

Zoo de
VGS

Zoo de
VGS

Zoo de
VGS

Obito
CENP
CENP
CENP

Obito
Zoo de

Ribeirao
Preto (SP)
Zoo de
Ribeirao
Preto (SP)

Zoo de
Ribeirdo
Preto (SP)
CPRJ

Zoo VGS

CPRJ

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

Positivo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Positivo
(1:40)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
Negativo
Negativo
Negativo
nao
testado

Negativo

Negativo
nao
testado
Negativo
negativo

nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo
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P105

P106

P107

P108

P109

P110

P111

P112

P114

P115

P123

P124

P125

P126

P127

P128

P129

P130

P132

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

CPRJ

CPRJ
Zoo de
Ribeirdo

Preto (SP)
Zoo VGS
CPRJ
Zoo VGS
CENP

CPRJ

Zoo de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoo de

Ribeirao
Preto (SP)
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP

CENP

CPRJ

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

nao
testado

Negativo

nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

Negativo

nao
testado

Negativo

Negativo

negativo
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo




254

P133

P134

P135

P136

P137

P138

P139

P140

P141

P142

P143

P144

P145

P146

P147

P148

P149

P150

P151

P152

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

PCH

CENP

Area de
Captura

CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP
CENP

Zoo VGS
Zoo de
Ribeirao

Preto (SP)

Zoo VGS

CENP

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao
testado

Negativo

Negativo
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
Negativo
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo

negativo




255

P153

P154

P155

P156

P157

P158

P161

P163

P164

P165

P166

P167

P168

P169

P170

P171

P172

P173

P174

Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Saimiri
boliviensis
Aotus infulatus

Callicebus
brunneus

Lagothrix
lagotrica cana

Cebus apella

Callicebus
brunneus
Callicebus
dubius

Lagothrix cana

Pithecia sp.

Saguinus
fuscicollis mura
Saguinus
labiatus
rufiventer

Lagothrix cana

PCH
PCH
PCH
PCH
PCH
PCH
PCH
Ronddnia
Rondbnia
Rondénia
Rondbénia
Rondoénia
Rond6nia

Rondobnia
Rondobnia

Rondbnia

BR 319
(AM)

BR 319
(AM)

BR 319
(AM)

CENP
CENP

CENP

Area de

Captura

DEPAVE
(SP)

Obito
CENP
obito
6bito
6bito
6bito
obito
6bito
6bito
6bito
6bito
6bito
6bito

obito

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
Positivo
negativo
Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
Positivo
negativo
Positivo

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
néo

testado

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

Positivo
(1:20)

nao
testado

negativo

Positivo
(2:20)

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
nao

testado

negativo

Negativo

negativo

nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

Negativo

Negativo
nao
testado
Negativo
nao
testado
Negativo
Positivo

(+++)

Negativo

Negativo

Positivo
(+++)
Positivo
(++)
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
Positivo
negativo
negativo
negativo

negativo
nao

testado

negativo

Positivo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
Positivo
negativo
negativo
negativo

negativo
nao

testado

negativo

Positivo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
nao

testado

negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

nao
testado

negativo

negativo

negativo
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P175

P176

P177

P178

P179

P182

P183

P184

P185

P186

P187

P203

P204

P205

P206

Saguinus
fuscicollis mura
Cebus
macrocephalus
Callicebus
caligatus
Saimiri
[ustus] madeirae

Cebus
macrocephalus

Callicebus
caligatus

Callicebus
caligatus
Callithrix

penicillata
Callithrix

penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata
Callithrix
penicillata

BR 319
(AM)
BR 319
(AM)
BR 319
(AM)

BR 319
(AM)

BR 319
(AM)
BR 319
(AM)
BR 319
(AM)
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru
Horto
Bauru

obito

Obito

6bito

6bito

6bito

6bito

6bito
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura
Area de
Captura

negativo
negativo

Positivo

negativo

negativo
Positivo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo

Positivo

negativo

negativo
Positivo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
Negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo
negativo

Positivo
(1:80)

Positivo
(1:80)

Positivo
(1:160)
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

nao
testado

nao
testado

Negativo

nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
Negativo
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado
nao
testado

negativo
negativo

negativo

Positivo

Positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

Positivo

Positivo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo

negativo
negativo

negativo

negativo

negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo
negativo

negativo
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APENDICE E - Resultados positivos para as provas diagnosticas de Plasmodium spp. das amostras de primatas ex situ por
espécie, local de captura e local de destinagdo, S&o Paulo, 2012.

Teste ELISA Pf ELISA Pv
N° Lo Nome Local de  Tempo na Gota Nested L RIFI P. i Anti- . Anti-
Animal  INSHWIGA0  ciontifico destino  instituicdo Espessa  PCR Rapido RIFIPT RIFL PV alariae  Proteina iaG Proteina iaG
SDBioline A 'g A g

Primata Primata
DEPAVE- Callithrix L. - . . . . . . . . .

P006 CRAS penicillata eutanasia lae?2m Positivo negativo  negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
DEPAVE- Callithrix L . . . . . nao - . . .

P030 Ibirapuera penicillata cativeiro lae 10m negativo  negativo negativo negativo negativo testado Positivo negativo negativo negativo
CETAS Callithrix nao nao . . . . . nao - . . .

P033 LORENA penicillata informado _ informado negativo  negativo negativo negativo negativo testado Positivo negativo negativo negativo
CETAS . . . . nao . . . .

P038 LORENA Cebus spp. PET 5m neg negativo  negativo negativo  negativo testado Positivo negativo negativo negativo
CETAS Allouata nao . Positivo  Positivo Positivo Positivo - . - -

P047 LORENA fusca informado 11m neg negativo Pv (160) (>320) (+++4) Positivo negativo Positivo Positivo
Brachyteles nao . . Positivo . Positivo . . . - -

P159 UNIMONTE arachnoides  informado 1:00 AM neg negativo Py negativo (>320) negativo negativo negativo Positivo Positivo

Callicebus Positivo
P160 CRAS-PET niarifrons 6bito 1m Positivo P. negativo  negativo negativo negativo negativo negativo negativo Positivo
g simium

Zoo de Alouatta n&o houve . . . . nao - . . .

P190 Bauru belzebul destinacdo 7aedm neg negativo  negativo negativo negativo testado Positivo negativo negativo negativo
Zoo de Ateles sem . . Positivo . ) . . . .

P197 Bauru paniscus destinacio 3ae7m neg negativo negativo (20) negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Zoo de Ateles sem . . Positivo . . . . . .

P198 Bauru paniscus destinacio 3ae7m neg negativo negativo (40) negativo negativo negativo negativo negativo negativo
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APENDICE F — Resultados positivos para as provas diagndsticas de Plasmodium spp. das amostras de primatas in situ em funcéo
da espécie, local de captura e local de destinagdo, Sao Paulo, 2012.

Teste ELISA Pf ELISA Pv
N° Nome Local de  Local de Gota L RIFI P. B Anti- . Anti-
Animal cientifico captura destino  Espessa Nested PCR Sggﬁ)(l)(lji%e RIFIPT - RIFL PV alariae  Proteina igG Proteina i9G
A Primata A Primata
P0O01 Cebus spp. Patroginio Area de negativo POSi.ti.VO P negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Paulista Captura brasilianum
Callithrix Zoo de y . . . . . . . . .
PO71 L PCH Americana Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
penicillata (SP)
Callithrix Zoo de y . . _ . . . . . _
P0O72 L PCH Americana Positivo negativo negativo negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
penicillata (SP)
Callithrix Zoo de . . . . _ . . _ . _
P098 o PCH Ribeirao Positivo negativo negativo  negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
penicillata
Preto (SP)
Callithrix . . . Positivo . . . . . .
P102 penicillata PCH Zoo VGS negativo negativo negativo (1:40) negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
P166 Lagothrix cana Rond6nia Obito negativo negativo negativo negativo  negativo Pc()fjrtr;o Positivo Positivo negativo negativo
Callicebus - - . Positivo . . . Positivo . . . .
P169 dubius Rondénia Obito Positivo P brasilianum negativo negativo negativo (+++4) negativo negativo negativo negativo
P170 Lagothrix cana  Ronddnia Obito negativo negativo negativo P&S,'Izt(l)\;o negativo PO(TE)VO negativo negativo negativo negativo
. . o - . Positivo nédo nédo néo nao nédo nado néo nao
P17l Pithecia sp. Rondgnia Obito Positivo P.brasilianum testado testado  testado testado testado testado testado  testado
Saguinus - ~
P173 labiatus BR 319 Obito negativo negativo negativo Po§|t|vo Negativo nao Positivo Positivo negativo negativo
rufi (AM) (1:20) testado
ufiventer
Callicebus BR 319 - . Positivo . . . . . . . .
P177 caligatus (AM) Obito Positivo P brasilianum negativo  negativo negativo Negativo negativo negativo negativo negativo
Saimiri BR 319 A . . . Positivo . nao - - . .
P178 [ustus] madeirae (AM) Obito negativo negativo negativo (1:80) negativo testado Positivo Positivo negativo negativo
Cebus BR 319 - . . . Positivo . néo - - . .
P179 macrocephalus (AM) Obito negativo negativo negativo (1:80) negativo testado Positivo  Positivo negativo negativo
Callicebus BR 319 - . Positivo P. . Positivo . néao . . . .
P182 caligatus (AM) Obito Positivo brasilianum Negativo (1:160) negativo testado negativo negativo negativo negativo
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APENDICE G - Resultados para as provas diagnésticas de Leishmania spp. das amostras de primatas ex situ por espécie, local
de captura e local de destinacdo, Sao Paulo, 2012.

No

Animal

P002

P003

P004

P0O05

P006

P0O07

P008

Instituicdo

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

Nome
cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data da
coleta

14/01/09

14/01/09

14/01/09

14/01/09

14/01/09

14/01/09

15/01/09

Captura

Perus/SP

Nascimento
DEPAVE-
CRAS

Jd. Séo
Luis/SP

Tabodo da
Serra

Nascimento
DEPAVE-
CRAS

Nascimento
DEPAVE-
CRAS

Recanto
Humilde -
Bairro
Perus/SP

Local de
destino

CRAS

CRAS

CRAS

oObito

eutanasia

CRAS

cativeiro

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

3ae8m

2m

2 anos

lae2m

lae?2m

3m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-

Anticorpo
Especifico
(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteragbes

sem
alteracbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

negativo

L. chagasi

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

ndo testado

nao testado

néo testado

nao testado

nao testado

néo testado

nao testado
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NO
Animal

P009

P010

PO11

P012

P013

P014

P0O15

P016

Instituicdo

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

Nome
cientifico

Callithrix
spp.

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Data da
coleta

15/01/09

15/01/09

15/01/09

15/01/09

15/01/09

20/01/09

20/01/09

20/01/09

Captura

Parque
Anhanguera/
SP

Jd.
Jabaquara/S
P

Bosque
Brooklin/SP

Parque do
Grajau/SP

Parque Sto
Dias/SP

Parque da
Idependénci
a/SP

Parque da
Idependénci
a/SP

Parque do
Carmo/SP

Local de
destino

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

CRAS

Tempo de
permanéncia
na instituicédo

2ae?2m

Im

2m

nao informado

2m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-

Anticorpo

Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

positivo
(1:80)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteracOes

sem
alteragOes

sem
alteragOes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

néo testado

nao testado
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NO
Animal

P0O17

P018

P019

P020

P021

P022

P023

P024

Instituicdo

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

Nome
cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data da
coleta

20/01/09

22/01/09

22/01/09

22/01/09

22/01/09

27/01/09

27/01/09

27/01/09

Captura

nao
informado

Parque do
Carmo/SP

Parque da
Idependénci
a/SP

Bairro Sta.
Maria/SP

Osasco/SP

Nascimento
DEPAVE-
CRAS

Nascimento
DEPAVE-
CRAS

Parque da
Idependénci
a/SP

Local de
destino

nao
informado

cativeiro

cativeiro

cativeiro

6bito

CRAS

CRAS

cativeiro

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

2m

5m

la

la

3m

6m

2a

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

sem
alteracdes

sem
alteracOes

sem
alteragOes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

Leishmania
complexo
Viannia

Leishmania
spp.

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

Leishmania
spp.

nao testado

nao testado

néo testado

néo testado

néo testado
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NO
Animal

P025

P026

P027

P028

P029

P030

PO31

P032

Instituicdo

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Nome
cientifico

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data da
coleta

27/01/09

27/01/09

28/01/09

28/01/09

28/01/09

28/01/09

26/03/09

26/03/09

Captura

Vila
Leopoldina/
SP
(CEAGESP)

Vila
Guarani/SP
(zona sul)

Parque da
Idependénci
a/SP

Parque da
Idependénci
a/SP

Parque da
Idependénci
a/SP

ltapevi/SP

Taubaté
(cativeiro -
domiciliado)

Séao José do
Rio Preto
(cativeiro)

Local de
destino

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

cativeiro

nao
informado

nao
informado

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

2a

laedm

lae5m

2a

lae 10m

4 dias

8m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteracdes

sem
alteracbes

sem
alteragbes

sem
alteragOes

sem
alteragOes

sem
alteracdes

sem
alteracbes

sem
alteragOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NO
Animal

P033

P034

P035

PO036

PO37

P038

P039

P040

Instituicdo

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Nome
cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
Spp.

Callithrix
spp.

Callithrix
penicillata

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Data da
coleta

26/03/09

26/03/09

26/03/09

26/03/09

26/03/09

27/03/09

27/03/09

27/03/09

Captura

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

Zoolégico de
Jardindpolis
(SP)

Zoolégico de
Jardinépolis
(SP)

Zoolégico de
Jardin6polis
(SP)

Local de
destino

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

PET

PET

nao
informado

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

nao informado

ndo informado

nao informado

nao informado

nao informado

5m

5m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

sem
alteragOes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

néo testado

nao testado

nao testado

nao testado

néo testado

Leishmania
spp.
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NO
Animal

P041

P042

P043

P044

P045

P046

Instituicdo

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Nome
cientifico

Cebus spp.

Cebus spp.

Cebus spp.

Callicebus
nigrifrons

Allouata
fusca

Allouata
fusca

Data da
coleta

27/03/09

27/03/09

27/03/09

27/03/09

28/03/09

28/03/09

Captura

Zoolégico de
Jardin6polis
(SP)

Zoolégico de
Jardinopolis
(SP)

Zoolégico de
Jardinopolis
(SP)

Cunha (SP)

Passa
Quatro (MG)

Itamonte
(MG)
(mantiqueira

)

Local de
destino

nao
informado

nao
informado

PET

nao
informado

nao
informado

nao
informado

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

5m

5m

5m

3m

la

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

Leishmania
spp.

néo testado

nao testado

nao testado

néo testado
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No

Animal

P047

P048

P049

P0O50

P0O51

P052

P053

P054

Instituicdo

CETAS
LORENA

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

Nome
cientifico

Allouata
fusca

Callithrix
jacchus

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
jacchus

Callithrix
jacchus

Callithrix
jacchus

Data da
coleta

28/03/09

22/05/09

22/05/09

22/05/09

22/05/09

22/05/09

22/05/09

22/05/09

Captura

APA Iguape
(SP)

Praia grande
(SP)

Mongagua
(SP)

Mongagua
(SP)

Santos (SP)

Peruibe (SP)

Santos (SP)

Praia grande
(SP)

Local de
destino

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

Obito em
15/6/9
trauma

Obito em
18/01/09
trauma

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

11m

5m

2m

2m

laedm

10m

8m

4m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-

Anticorpo

Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

infiltrado
linfoiitico
em derme

sem
alteracdes

sem
alteracOes

sem
alteragOes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

sem
alteracOes

dermatite
multifocal
aguda leve

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

ndo testado

néo testado

néo testado

néo testado

ndo testado

nao testado
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NO
Animal

P055

P159

P160

P188

P189

P190

P191

Instituicdo

UNIMONTE

UNIMONTE

CRAS-PET

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Nome
cientifico

Callithrix
jacchus

Bracyteles
aracnoides

Callicebus
nigrifrons

Lagothrix
lagotrica
cana

Alouatta
clamitans

Alouatta
belzebul

Callicebus
personatus

Data da
coleta

22/05/09

06/03/10

11/03/10

07/03/11

07/03/11

07/03/11

07/03/11

Captura

Santos (SP)

Sete Barras
(SP)

Parque da
Cantareira/
SP

Boca do
Acre (AM)

Zoolégico de

Séo Paulo

Para

Rondbnia

Local de
destino

nao
informado

nao

informado

oObito

6bito
(11/2011)

nao houve
destinacéo

nao houve
destinacao

n&o houve
destinagéo

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

8m

la

1m

10a e 3m

9a e 3m

7ae4m

8m

ELISA-
Proteina
A

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

positivo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo
(1:80)

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteracdes

sem
alteracbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

nado testado

néo testado

néo testado

néo testado

nao testado
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NO
Animal

P192

P193

P194

P195

P196

P197

P198

P199

Instituicdo

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Nome
cientifico

Callicebus
personatus

Lagothrix
lagotrica
cana

Alouatta
caraya

Ateles
chamek

Lagotrix
poeppigii

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Data da
coleta

07/03/11

07/03/11

07/03/11

07/03/11

07/04/11

07/04/11

07/04/11

07/04/11

Captura

Rondobnia

IBAMA do
Amazonas,
Manaus

Zoolégico de
Goiania (SP)

nasceu no
Zoolégico de
Bauru

IBAMA do
Amazonas,
Manaus

Manaus
(domiciliado)

Manaus
(domiciliado)

Manaus
(domiciliado)

Local de
destino

ndo houve
destinagdo

ndo houve
destinacéo

nao houve
destinacéo

nao houve
destinagdo

n&o houve
destinagéo

n&o houve
destinagéo

nao houve
destinacéo

nao houve
destinagdo

Tempo de
permanéncia
na instituicédo

8m

2a e 9m

6ae?2m

2aedm

3ae7m

3ae7m

3ae7m

3ae7m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragBes

sem
alteracbes

sem
alteragBes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

sem
alteragOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

negativo

Leishmania
spp.

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

néo testado

nao testado
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NO
Animal

P200

P201

P202

Instituicdo

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Zoolégico de
Bauru

Nome
cientifico

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Data da
coleta

07/04/11

07/04/11

07/04/11

Captura

Roraima

Zoolégico de
Brasilia

Zoolégico do
Rio de
Janeiro

Local de
destino

ndo houve
destinagdo

ndo houve
destinagdo

n&o houve
destinagéo

Tempo de
permanéncia
nainstituicédo

3aebm

4ae 6m

15a e 5m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

néo testado

nao testado
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APENDICE H - Resultados para as provas diagnosticas de Leishmania spp. das amostras de primatas in situ por espécie, local de
captura e local de destinacdo, S&o Paulo, 2012.

NO
Animal

POO1

P056

PO57

P058

P064

P0O66

P0O67

P0O68

P069

Local de captura

Fazenda Sta.
Cecilia (Patrocinio
Paulista)
Fazenda Sta.
Cecilia (Patrocinio
Paulista)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)
Fazenda Sta.
Cecilia (Patrocinio
Paulista)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (&rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Nome cientifico

Cebus spp.

Cebus spp.

Allouata caraya

Allouata caraya

Cebus spp.

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

10/01/09

19/03/09

12/05/09

12/05/09

26/07/08

14/05/09

18/05/09

18/05/09

18/05/09

Local de
destino

Area de
Captura

Area de
Captura

Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Area de
Captura

Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Americana
(SP)

ELISA

protzina- ant(ij—égG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alterac@es

sem
alteragGes

sem
alteracOes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

negativo

nao testado

nao testado

nao testado
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NO
Animal

P0O70

PO71

PO73

PO74

PO75

PO76

PO77

P0O78

PO79

P080

pPO81

Local de captura

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Data de
coleta

18/05/09

18/05/09

18/05/09

19/05/09

19/05/09

20/05/09

21/05/09

21/05/09

21/05/09

21/05/09

23/05/09

Local de
destino

Obito

Zoolégico de
Americana
(SP)
Zoolégico de
Americana
(SP)
Zoolégico de
Americana
(SP)
Zoolbgico de
Americana
(SP)

Obito

Zoolbgico de
Ribeirao
Preto (SP)
Zoolégico de
Americana
(SP)

CPRJ

Zoolégico de
Americana
(SP)

Obito

ELISA

protiina- antcij-égG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

(160)

negativo

negativo

negativo

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alteracfes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

L. chagasi

L. chagasi

Leishmania
spp.

L. chagasi

negativo

negativo

L. chagasi

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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P082

P083

P084

P085

P086

P087

P088

P089

P090

P091

P092

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (&rea 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Allouata caraya

Allouata caraya

Allouata caraya

Allouata caraya

23/05/09

29/05/09

01/06/09

01/06/09

01/06/09

01/06/09

01/06/09

01/06/09

02/06/09

02/06/09

02/06/09

Obito

Zoolégico de
VGS

CENP

CENP

Zoolégico de
VGS

Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)

Zoolégico de
VGS

Zoolégico de
VGS

Zoolégico de
VGS

Zoolégico de
VGS

Obito

negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo
sem
alteracGes

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alterac@es

sem
alterac@es

sem
alteragGes

sem
alterac@es

sem
alteragGes

sem
alteracbes

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

L. chagasi

Leishmania
spp.

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P093

P094

P095

P096

P097

P098

P099

P101

P102

P104

P105

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 3)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)
S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

03/06/09

03/06/09

03/06/09

03/06/09

08/06/09

08/06/09

08/06/09

12/06/09

20/06/09

23/06/09

23/06/09

Local de
destino

CENP

CENP

CENP

Obito

Zoolégico de
Ribeirao
Preto (SP)
Zoolbgico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Ribeirao
Preto (SP)

CPRJ

Zoo VGS

CPRJ

CPRJ

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
positivo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

positivo

(80)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alteracOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

L. chagasi

negativo

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

L. chagasi

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P106

P107

P108

P109

P110

P111

P112

P114

P115

P123

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)
Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)
S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 3)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

23/06/09

24/06/09

25/06/09

25/06/09

25/06/09

30/06/09

30/06/09

01/07/09

01/07/09

16/07/09

Local de
destino

CPRJ

Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)

Zoo VGS

CPRJ

Zoo VGS

CENP

CPRJ

Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)
Zoolégico de
Ribeirdo
Preto (SP)

CENP

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

positivo
(320)

negativo

positivo
(320)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo
(80)

He

sem
alteracfes

sem
alteragGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracOes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

Leishmania
spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

negativo

L. chagasi

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

negativo

L. chagasi

L. chagasi

leishmania
spp.

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

negativo

nao testado

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P124

P125

P126

P127

P128

P129

P130

P132

P133

P134

P135

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 5)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 5)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 5)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 8)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Data de
coleta

16/07/09

16/07/09

16/07/09

25/06/09

16/07/09

17/07/09

20/07/09

20/07/09

22/07/09

22/07/09

28/07/09

Local de
destino

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CPRJ

CENP

Area de
Captura

CENP

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alterac@es

sem
alteracfes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

complexo
viannia

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
Leishmania
spp.

(amazonensis
ou lainsoni)

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P136

P137

P138

P139

P140

P141

P142

P143

P144

P145

P146

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

03/08/09

06/08/09

Local de
destino

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

CENP

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
positivo negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alteracOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P147

P148

P149

P150

P151

P152

P153

P154

P155

P156

P157

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

Sédo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5 a)
Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 8)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 5b)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

06/08/09

10/08/09

31/05/09

31/05/09

31/05/09

02/09/09

23/09/09

06/08/09

19/09/09

18/11/09

24/11/10

Local de
destino

CENP

CENP

Zoo VGS

Zoolbgico de
Ribeirdo
Preto (SP)

Zoo VGS

CENP

CENP

CENP

CENP

Area de
Captura

DEPAVE (SP)

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

positivo

(80)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

(80)

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alteracfes

sem
alteracOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

L. chagasi

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

negativo

nao testado
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NQ
Animal

P158

P161

P163

P164

P165

P166

P167

P168

P169

P170

P171

Local de captura

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da

Barra - PCH - ADA

2 (4rea 5b)

Rondobnia

Rond6nia

Rondobnia

Rondbnia

Rondobnia

Rondbnia

Rondobnia

Rondbnia

Rondbnia

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Saimiri
boliviensis

Aotus infulatus

Callicebus
brunneus

Lagothrix
lagotrica cana

Cebus apella

Callicebus
brunneus

Callicebus dubius

Lagothrix cana

Pithecia sp.

Data de
coleta

11/08/09

06/11/09

29/3/10

29/3/11

30/3/10

30/3/11

30/3/12

30/3/13

31/3/10

31/3/10

01/04/10

Local de
destino

Obito

CENP

oObito

6bito

oObito

6bito

6bito

6bito

oObito

6bito

o6bito

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
Sem soro  sem soro

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

(160)

sem
Soro

He

sem
alteracOes

sem
alteracBes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteracGes

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

Leishmania
spp.

(amazonensis

ou lainsoni)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NQ
Animal

P172

P173

P174

P175

P176

P177

P178

P179

P182

P183

Local de captura

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

Nome cientifico

Saguinus
fuscicollis mura

Saguinus labiatus
rufiventer

Lagothrix cana

Saguinus
fuscicollis mura

Cebus
macrocephalus

Callicebus
caligatus

Saimiri
[ustus] madeirae

Cebus
macrocephalus

Callicebus
caligatus

Callicebus
caligatus

Data de
coleta

29/01/11

30/1/11

02/01/11

02/01/11

02/02/11

02/06/11

02/06/11

02/06/11

02/07/11

02/08/11

Local de
destino

Obito

6bito

o6bito

6bito

o6bito

6bito

6bito

6bito

oObito

6bito

ELISA

protiina- antcij-;gG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
positivo negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

nao

testado

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

negativo

L. chagasi

nao testado

L. chagasi

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

nao testado

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.
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NQ
Animal

P184

P185

P186

P187

P203

P204

P205

P206

Local de captura

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Horto Florestal de
Bauru (SP)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

03/07/11

03/07/11

03/07/11

03/07/11

03/07/11

06/07/11

06/07/11

06/07/11

Local de
destino

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

Area de
Captura

ELISA
proteina- anti-lgG
A de

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracfes

sem
alteracGes

sem
alteracGes

sem
alterac@es

sem
alteractes

sem
alterac@es

sem
alteracOes

sem
alterac@es

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

negativo

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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APENDICE | — Resultados positivos para as provas diagnosticas de Leishmania spp. das amostras de primatas in situ por espécie,
local de captura e local de destinacéo, Sao Paulo, 2012.

NO
Animal

P0O01

P0O67

P0O70

PO75

P0O76

PO77

P0O78

P081

P085

Local de captura

Fazenda Sta.
Cecilia (Patrocinio
Paulista)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 6)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (&rea 6)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (&rea 6)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (&rea 6)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Nome cientifico

Cebus spp.

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

10/01/09

18/05/09

18/05/09

19/05/09

20/05/09

21/05/09

21/05/09

23/05/09

01/06/09

Local de
destino

Area de
Captura

Zoolégico de
Ribeirdo Preto
(SP)

Obito

Zoolégico de
Americana
(SP)

Obito

Zoolégico de
Ribeirdo Preto
(SP)
Zoolégico de
Americana
(SP)

Obito

CENP

ELISA

prot;:\ina- antcij-ég G

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

(160)

negativo

negativo

sem
alteracbes

sem
alteragBes

sem
alteragOes

sem
alteracdes

sem
alteracdes

sem
alteragBes

sem
alteragBes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP

(sangue)

L. chagasi

Leishmania
spp.

L. chagasi

L. chagasi

L. chagasi

Leishmania
spp.

L. chagasi

L. chagasi

L. chagasi

PCR-RFLP
(linfonodo)

néo testado

nao testado

ndo testado

nao testado

nao testado

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado
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NO
Animal

P086

P093

P095

P099

P101

P107

P109

P110

P112

P114

Local de captura

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sao Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 6)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4rea 4b)
Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

01/06/09

03/06/09

03/06/09

08/06/09

12/06/09

24/06/09

25/06/09

25/06/09

30/06/09

01/07/09

Local de
destino

Zoolégico de
VGS

CENP

CENP
Zoolégico de
Ribeirdao Preto

(SP)

CPRJ

Zoolégico de
Ribeirdo Preto
(SP)

CPRJ

Zoo VGS

CPRJ

Zoolégico de
Ribeirdo Preto
(SP)

ELISA
proteina- anti-lgG
A de

Primata
negativo  negativo
positivo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

positivo
(80)

negativo

negativo

negativo

positivo
(320)

positivo
(320)

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragOes

sem
alteracbes

sem
alteragbes

sem
alteragOes

sem
alteracbes

sem
alteragBes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

L. chagasi

L. chagasi

L. chagasi

L. chagasi

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

L. chagasi
Leishmania
spp.

(amazonensis
ou lainsoni)

L. chagasi

L. chagasi

PCR-RFLP
(linfonodo)

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado

nao testado

ndo testado

negativo

ndo testado
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NO
Animal

P115

P123

P126

P127

P132

P133

P137

P143

P147

P150

Local de captura

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 3)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 5)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 4b)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Sé&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Data de
coleta

01/07/09

16/07/09

16/07/09

25/06/09

20/07/09

22/07/09

03/08/09

03/08/09

06/08/09

31/05/09

Local de
destino

Zoolégico de
Ribeirdo Preto
(SP)
CENP
CENP

CENP

CPRJ

CENP

CENP

CENP

CENP

Zoolégico de
Ribeirdao Preto
(SP)

ELISA

prot;ina- ant(ij—EI!gG

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo
positivo
(80)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

(80)

negativo

sem
alteragOes

sem
alteracbes

sem
alteracdes

sem
alteracbes

sem
alteracdes

sem
alteragBes

sem
alteragBes

sem
alteracbes

sem
alteragOes

sem
alteracOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

leishmania
spp.

negativo

L. chagasi

negativo

complexo
viannia

negativo

L. chagasi

Leishmania
spp.

negativo

Leishmania
spp.

PCR-RFLP
(linfonodo)

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado

ndo testado
Leishmania
spp.

(amazonensis
ou lainsoni)

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado
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NO
Animal

P151

P152

P153

P155

P158

P170

P174

P176

P177

P178

Local de captura

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

S&o Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (area 9)

Séo Joaquim da
Barra - PCH - ADA
2 (4area 9)

Rondobnia

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

Nome cientifico

Callithrix
penicillata

Allouata caraya

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Lagothrix cana

Lagothrix cana

Cebus
macrocephalus

Callicebus
caligatus

Saimiri
[ustus] madeirae

Data de
coleta

31/05/09

02/09/09

23/09/09

19/09/09

11/08/09

31/3/10

02/01/11

02/02/11

02/06/11

02/06/11

Local de
destino

Zoo VGS

CENP

CENP

CENP

Obito

obito

6bito

obito

obito

obito

ELISA
proteina- anti-lgG
A de

Primata
negativo  negativo
negativo  negativo

- negativo
positivo 9
positivo  positivo
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo
positivo  positivo
negativo  negativo
positivo negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

positivo
(80)

negativo

positivo
(160)

negativo
nao
testado

negativo

negativo

sem
alteragOes

sem
alteracbes

sem
alteracdes

sem
alteracbes

sem
alteragBes

sem
alteracbes

sem
alteragBes

sem
alteracbes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

L. chagasi

L. chagasi

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

Leishmania
spp.

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

ndo testado

nao testado

ndo testado

nao testado
Leishmania
spp.

(amazonensis
ou lainsoni)

nao testado

L. chagasi

L. chagasi

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

nao testado
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NO
Animal

P179

P182

P183

Local de captura

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

BR 319 (AM)

Nome cientifico

Cebus
macrocephalus

Callicebus
caligatus

Callicebus
caligatus

Data de
coleta

02/06/11

02/07/11

02/08/11

Local de
destino

o6bito

6bito

oObito

ELISA
proteina- ant(ij—égG
A Primata
negativo  negativo
negativo  negativo
negativo  negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

He

sem
alteracdes

sem
alteragBes

sem
alteragOes

IHQ

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(linfonodo)

Leishmania

spp.
(amazonensis
ou lainsoni)

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.
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APENDICE J - Resultados positivos para as provas diagnosticas de Leishmania spp. das amostras de primatas ex situ por

espécie, local de captura e local de destinagdo, S&o Paulo, 2012.

No

Animal

P002

P003

P004

P006

P009

P010

Instituicdo

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

Nome
cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
spp.

Callithrix
jacchus

Local (captura)

Perus/SP

Nascimento
DEPAVE-CRAS

Jd. Séo Luis/SP

Nascimento
DEPAVE-CRAS

Parque
Anhanguera/SP

Jd.
Jabaquara/SP

Local de
destino

CRAS

CRAS

CRAS

eutanasia

cativeiro

cativeiro

Tempo de
permanéncia

na

instituicdo

3ae8m

2m

2 anos

lae2m

2ae?2m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-

Anticorpo
Especifico

(A140-
102P-
Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragbes

sem
alteracbes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

sem
alteragGes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

L. chagasi

Leishmania
spp.

L. chagasi

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NO
Animal

PO11

P019

P021

P022

P023

P025

P038

P039

Instituicdo

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
CRAS

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

DEPAVE-
Ibirapuera

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

Nome
cientifico

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
penicillata

Callithrix
jacchus

Cebus
spp.

Cebus
spp.

Local (captura)

Bosque
Brooklin/SP

Parque da
Idependéncia/SP

Osasco/SP

Nascimento
DEPAVE-CRAS

Nascimento
DEPAVE-CRAS

Vila Leopoldina/
SP (CEAGESP)

Zooldgico de
Jardinépolis (SP)

Zooldgico de
Jardindpolis (SP)

Local de
destino

cativeiro

cativeiro

6bito

CRAS

CRAS

cativeiro

PET

PET

Tempo de
permanéncia
na
instituicdo

2m

la

3m

6m

2a

5m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-

102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

positivo
(1:80)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

sem
alteragGes

sem
alteracOes

sem
alteracOes

sem
alteracbes

sem
alteracbes

sem
alteracBes

sem
alteracbes

sem
alteragGes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

negativo

negativo

Leishmania
spp.

Leishmania
complexo
Viannia

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

Leishmania
spp.

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

Leishmania
spp.

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NO
Animal

P040

P041

P042

P0O50

P054

P0O55

P190

P194

Instituicdo

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

CETAS
LORENA

UNIMONTE

UNIMONTE

UNIMONTE

Zoolégico
de Bauru

Zoolbgico
de Bauru

Nome
cientifico

Cebus
spp.

Cebus
spp.

Cebus
spp.

Callithrix
penicillata

Callithrix
jacchus

Callithrix
jacchus

Alouatta
belzebul

Alouatta
caraya

Local (captura)

Zooldgico de

Jardinopolis (SP)

Zooldgico de

Jardinépolis (SP)

Zooldgico de

Jardinépolis (SP)

Mongagua (SP)

Praia grande
(SP)

Santos (SP)

Para

Zooldgico de
Goiania (SP)

Local de
destino

ndo
informado

nao
informado

nao
informado

nao
informado

6bito em
18/01/09
trauma

nao
informado

nao houve
destinacéo

nao houve
destinagdo

Tempo de
permanéncia
na
instituicdo

5m

5m

2m

8m

7aedm

6ae?2m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-

102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

positivo
(1:80)

negativo

sem
alteracbes

sem
alteracBes

sem
alteragGes

sem
alteragGes

dermatite
multifocal
aguda
leve

sem
alteragbes

sem
alteragbes

sem
alteragBes

IHQ

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
spp.

Leishmania
complexo
Viannia

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

Leishmania
spp.

L. chagasi

negativo

Leishmania
complexo
Viannia

PCR-RFLP
(linfonodo)

Leishmania
spp.

nao testado

Leishmania
spp.

ndo testado

nao testado

nao testado

nao testado

nao testado
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NO
Animal

P196

P199

P201

Instituicdo

Zoolégico
de Bauru

Zoolégico
de Bauru

Zoolégico
de Bauru

Nome
cientifico

Lagotrix
poeppigii

Ateles
paniscus

Ateles
paniscus

Local (captura)

IBAMA do
Amazonas,
Manaus

Manaus
(domiciliado)

Zooldgico de
Brasilia

Local de
destino

ndo houve
destinagéo

ndo houve
destinagéo

n&o houve
destinacéo

Tempo de
permanéncia
na
instituicdo

3ae7m

3ae7m

4a e 6m

ELISA-
Proteina
A

negativo

negativo

negativo

ELISA-
Anticorpo
Especifico

(A140-

102P-

Bethyl)

negativo

negativo

negativo

RIFI
(titulo)

negativo

negativo

negativo

sem
alteragGes

sem
alteragbes

sem
alteragbes

IHQ

negativo

negativo

negativo

PCR-RFLP
(sangue)

Leishmania
complexo
Viannia

Leishmania
spp.

Leishmania
complexo
Viannia

PCR-RFLP
(linfonodo)

nao testado

nao testado

nao testado
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APENDICE K — Protocolo para reacéo imunoenziméatica (ELISA) para diagnoéstico de anticorpos IgG anti-P. falciparum e anti- P.
vivax. Sao Paulo 2012.

TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) com PF-Zw

1. Placas Nunc polysorp de fundo plano foram sensibilizadas com 100 uL do extrato antigénico de Plasmodium falciparum

a5 pg/mL (em PBS) e incubadas por 2 horas a 37°C e 18 horas a 4°C em camara timida.
2. As placas foram lavadas por trés vezes com PBS 0,01 M (pH 7,2) com Tween 20 a 0,05% (PBS-T).

3. As placas foram blogueadas com 200 uL de leite desnatado a 5% em PBS-T (PBS-TL-5%) e incubadas por mais 2

horas a 37°C em camara Gmida.
4. Outro ciclo de lavagem foi realizado.

5. Foram adicionados 100 uL das amostras de soro diluidas em leite desnatado a 2% em PBS-T (PBS-TL-2%) as

cavidades, em duplicata, com incubag&o de 40 minutos a 37°C em camara Gmida.
6. Outro ciclo de lavagem foi realizado.

7. Foram adicionados 100 uL do conjugado enzimatico anti-lgG de primata-peroxidase, ou Proteina A—peroxidase, diluido

em PBS-TL-2%, e incuba-se por 40 minutos a 37°C em camara Gimida.

8. Outro ciclo de lavagem foi realizado.
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9. Adiciona-se em seguida a solucdo cromogena (100 pL/cavidade): 5 mg de ortofenilenodiamina (OPD) e 5 uL de H>0;

30% em 12,5 mL de tampéo citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0), por 30 minutos a 37°C, em local protegido da luz.

10. A reacao foi interrompida com a adi¢éo de H2SO,4 2N (50 uL/cavidade).

11. A leitura da reacéo foi feita medindo a absorbancia em leitora de placas de ELISA com filtro de 492 nm.

12. Para cada amostra calculou-se o indice de reatividade (IR) como a razdo entre a absorbéancia pelo limiar de reatividade
do teste.

13. Foram consideradas reagentes as amostras que apresentam IR igual ou superior a 1.

TESTE IMUNOENZIMATICO (ELISA) com PVYMSP149

1. Placas de poliestireno Costar 3590, High Binding, foram sensibilizadas com 50 yL do antigeno PvMSP1;9 (em tampéo

carbonato 0,05M — pH 9,6) e incubadas por 2 horas a 37°C e overnight a 4°C em camara umida.
2. As placas foram lavadas uma vez com PBS-T.
3. As placas foram bloqueadas com 200 puL PBS-TL-5% e incubadas por 2 horas a 37°C em camara Umida.

4. Outro ciclo de lavagem foi realizado.
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5. Foram adicionadas 50 uL das amostras de soro diluidas em PBS-L-5% as cavidades, em duplicata, com incubacéo de

30 minutos a 37°C em camara Gmida.

6. Outro ciclo de lavagem foi realizado .

7. Foram adicionados 50 pL do conjugado enzimético anti-lgG humana-peroxidase (Sigma 0170) diluido a 1/20.000 em

PBS-L-5% e incuba-se por 30 minutos a 37°C em camara Gimida.
8. Outro ciclo de lavagem foi realizado.

9. Adiciona-se a solugcdo cromoégena (100 pL/cavidade): OPD a 1 mg/mL em tamp&o citrato-fosfato 0,05M (pH 5,0) e 5 uL

de H,0, 30%, por 30 minutos a 37°C, em local protegido da luz.

10. A reacao foi interrompida com a adigdo de H,SO4 2N (50 uL/cavidade).

11. A leitura da reacéo foi feita medindo a absorbancia em leitora de ELISA com filtro de 492 nm.

12. Para cada amostra calculou-se o indice de reatividade (IR) como a razdo entre a absorbéncia pelo limiar de reatividade
do teste.

13. Foram consideradas reagentes as amostras que apresentam IR = 1.
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APENDICE L - Protocolo utilizado par Imunofluorescéncia indireta (IFl) para diagnéstico de anticorpos IgG anti-P. falciparum, anti-

P. vivax. E anti-P. malariae - Sdo Paulo - 2012.

1- As laminas foram retiradas do congelador e deixadas secar na estufa a 37 C ou no;

2- Os soros foram diluidos (1:20) em PBS contendo 1% de Tween 80 (PBS-Tw 80);

3- Foram aplicados 15uL das diluicbes dos soros nas laminas com antigeno de P.falciparum , P. vivax ou P. malariae;
4- Em seguida, foram incubadas por 30 minutos, a 37° C, em camara Umida;

5- Retirou-se da estufa e as laminas foram lavadas 2 vezes por PBS, 10 minutos cada;

6- Aplicar 15uL do conjugado fluorescente anti-lgG de macaco) diluido em PBS-Tw80 contendo azul de Evans;

7- As laminas foram incubadas por 30 minutos, a 37° C;

8- Realizou-se novo ciclo de lavagens com PBS;

9- As laminas foram secas ao ar;

10-Em seguida foram montadas com glicerina alcalina e examinadas ao microscopio fluorescente;
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APENDICE M - Protocolo utilizado para a reacdo Imunoenzimatica (ELISA) para diagnostico de anticorpos 1gG anti-Leishmania -
Séo Paulo - 2012.

1. Microplacas de poliestireno de fundo plano de 96 pocos foram sensibilizadas com um volume de 50 uL de antigeno soluvel
de promastigotas de Leishmania amazonensis, nas concentracdes de 10 ug/mL de proteina, em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1M pH 9.5, e incubadas em camara Umida durante a noite a 4°C.

2. Em seguida, as placas serdo lavada trés vezes com 200uL por poco de Solugdo Tampéo Fosfato 0,15M pH7.2 contendo
0,05% de Tween-20 (PBS-T).

3. O bloqueio de ligacdes inespecificas foi feito com solucédo de leite em p6é desnatado (MOLICO) a 10% em PBS (150uL por
poco) e as placas incubadas em camara Umida durante 2 horas a 37°C.

4. As placas foram lavadas novamente trés vezes com PBS-T.

5. Amostras dos soros teste, assim como dos soros sabidamente positivos e negativos foram adicionadas a placa, em
duplicata, no volume de 100 uL por poco, na diluicdo de 1:200, que mostrou melhores resultados na padronizada
anteriormente realizada, e incubadas a 37°C por 1 hora em camara Uumida.

6. Novamente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T.

O Conjugado anti-lgG de macaco e/ou proteina A conjugada foi adicionada no volume de 100 pL por poco, na diluicdo de
1:80.000, que mostrou melhores resultados na padronizacdo anteriormente realizada, sendo as placas incubadas a 37°C,
durante 45 minutos em camara umida.

8. Em seguida as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T.
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9. Posteriormente, o revelador contendo o substrato e o cromdégeno em tampao adequado foi adicionado no volume de 100uL
por poco e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos. A reaco foi interrompida com 50 pL de Acido Sulftrico (2M)

por poco, sendo a leitura da absorbancia feita em leitor de ELISA com filtro adequado (450 nM).
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APENDICE N - Protocolo utilizado para a reacdo Imunoistoquimica (IHQ) para diagnostico de Leishmania spp.- S&o Paulo - 2012.

1 - Os cortes histoldgicos foram desparafinados utilizando banho de xilol por 15 minutos, posteriormente banho de xilol frio (TA) por

15 minutos;

2 — A Hidratacdo dos tecidos foi realizada imergindo-os em alcool absoluto em dois banhos de 5 minutos, seguidos de banhos

sucessivos de 3 minutos em alcool a 95% e 70%, seguidos de um enxague em agua destilada corrente e agua destilada;

3 — A recuperacgdo antigénica foi feita em solucdo de &cido citrico 10mM pH 6,0 em banho Maria a 96-98°C por 25 minutos.

Esperou-se os cortes esfriarem para seguir a reacao;

4 — Em seguida, realizou-se o blogueio da peroxidase enddégena com 8 banhos de 5 minutos com H,O, (dgua oxigenada 10
volumes). A agua oxigenada foi descartada e acrescentou-se agua corrente por 2 minutos, agua destilada e em seguida, mais
dois banhos de 5 minutos em PBS 0,15M pH7,2;

5 — O bloqueio de reacao inespecifica foi feito em seguida, com solucédo a 6% de leite em pé desnatado (MOLICO) em PBS ,

durante 1 hora, a 37° C;

6 — Foi incubado, em seguida, com os anticorpos primarios: policlonal anti-Leishmania produzido em camundongo no Laboratorio
de Patologia de Moléstias Infecciosas — FMUSP na diluicdo de 1:800 em PBS com 1% de albumina bovina durante a noite, a
4° C,

7 - As laminas foram lavadas com PBS por 15 minutos, por 3 trocas de 5 minutos;

8 — Em seguida, as laminas foram incubadas com o anticorpo secundario biotinilado (kit LSAB — K0690, DakoCytomation) durante

1 hora, a 37° C;
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9 - As laminas foram lavadas com PBS por 15 minutos, por 3 trocas de 5 minutos;

10 — As laminas foram novamente incubadas com solugcdo de estreptavidina-peroxidase (kit LSAB — System-HRP, K0690,
DakoCytomation), durante 45 minutos a 37° C;

11 - As laminas foram lavadas com PBS por 15 minutos, por 3 trocas de 5 minutos;

12 — A revelacéo da reacéo foi feita com o substrato cromogénico, solu¢cado de diaminobenzidina (Liquid DAB+substrate chromogen
System- K3468 - DakoCtomation). Solugdo com 20ul de DAB+ Chromogen e 1000ul de DAB+ substrate Buffer. Em seguida,

foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. A reacéo foi interrompida com agua destilada;

13 - A contra-coloracao dos cortes foi feita com hematoxilina de Harris por 2 minutos. Apos lavagem dos cortes em agua corrente e

agua destilada, seguiu-se a desidratacdo dos cortes e montagem das laminas com balsamo diluido em xilol;
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APENDICE O - Protocolo utilizado para a reacdo Imunofluorescencia (IFI) para diagnéstico de anticorpos anti- Leishmania spp.-
Sé&o Paulo - 2012.

Colocar as laminas para secar na estufa, a 37°C de 15 a 20 min.

Preparar as diluicdes do soro, isso pode ser numa placa de 96 wells, na diluicdo de 1:80 (padronizado) das amostras, e
controle positivo e negativo.

Colocar 20uL do soro diluido e controles positivo e negativo nas laminas ja secas.

Incubar 30 min na estufa 37°C.

Lavar 3X PBS, pH 7,2 por 5 min.

Preparar 20uL para cada pog¢o do anticorpo anti-IgG de primata fluoresceinado na diluicdo de 1:100 em azul de Evans 2% e
incubar 30 min a 37°C.

Lavar 3X PBS, pH 7,2 por 5 min.

Montar em glicerina tamponada e laminula, ler imediatamente, ou colocar em camara escura em freezer.





