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’

ninguém é totalmente estruido de valores que ndo possa ensinar algo ao seu irmdo.’
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RESUMO

OCORRENCIA DE Leptospira spp. E DE SUAS ALTERACOES LABORATORIAIS
NA POPULACAO DE CAPIVARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) NO DISTRITO
FEDERAL.

Thamiris Figueiredo da Silval, Giane Regina Paludo?

Medica Veterinaria/Mestranda em Ciéncias Animais — PPG/UnB — Brasilia/DF
2Médica Veterinaria/Doutora — UnB — Brasilia/DF

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) é considerada o maior roedor do mundo, com
excelente capacidade de adaptacdo em ambientes urbanizados e, por ser um animal
sinantrépico, atua como transmissora de diferentes doencas. A leptospirose € uma doenca
contagiosa que atinge animais domeésticos, silvestres e humanos, causada pela infecgdo por
algumas espécies patogénicas do género Leptospira. Estudos sobre leptospirose em capivaras
s80 escassos, e ndo existem pesquisas sobre essa doenca nessa espécie no Distrito Federal e
entorno. O objetivo desse estudo foi analisar a presenca do DNA do agente e/ou de anticorpos
anti-Leptospira spp em capivaras do Distrito Federal. Para isso, 56 capivaras de vida livre foram
capturadas e o0 sangue coletado. As colheitas foram realizadas em dois locais distintos do
Distrito Federal. As amostras foram utilizadas para a realizacdo da analises hematoldgicas,
bioquimicas, para deteccdo do DNA da Leptospira spp. pela reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) e para a realizacdo da soroaglutinacdo microscopica (SAM). O ponto de corte utilizado
no SAM foi 1:100. Nenhum animal apresentou amplificacdo na PCR para Leptospira spp., mas
41,1% (23/56) dos animais apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp. no SAM. Os sorovares
presentes foram hardjo, icterohaemorrhagiae, copenhageni e grippotyphosa. Nos exames
laboratoriais foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nas analises bioquimicas de
creatinina, albumina e globulina, que poderiam indicar comprometimentos renais e hepaticos
nos animais reagentes. Alteracdes no leucograma dos trés animais com as maiores titulagcdes
(1:800 e 1:1600), podem denotar processos inflamatdrios decorrentes de fases agudas da
infeccdo pela Leptospira spp. A PCR utilizando amostras de sangue total para avaliacdo da
infeccdo por Leptospira spp das capivaras de vida livre ndo se mostrou uma boa ferramenta.
Mais estudos sdo necessarios para a comprovacdo das alteracdes na hematologia e na
bioquimica sérica. A presenca de animais reagentes na sorologia mostra que a bactéria esta
circulante no ambiente urbano do Distrito Federal.

Palavras-Chaves: Roedores silvestres; Leptospirose; Sorologia; PCR; SAM; Diagnostico.
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ABSTRACT

OCURRENCE OF Leptospira spp. AND ITS LABORATORY ALTERATIONS IN THE
CAPYBARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) POPULATION IN DISTRITO FEDERAL.

The capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) is considered the largest rodent in the world, with
excellent adaptability in urbanized environments, and being a synanthropic animal, they can
serve as a transmitter of different diseases. Leptospirosis is a contagious disease that affects
domestic, wild and human animals, and it is caused by infection by some pathogenic species of
the genus Leptospira. Studies on leptospirosis in capybaras are scarce, and there are no research
on this disease in this species in the Federal District and its surroundings. The aim of this study
was to analyze the presence of the agent's DNA and/or anti-Leptospira spp antibodies in
capybaras in the Federal District. For this, 56 free-living capybaras were captured and the blood
collected. The samples were taken in two different locations in the Federal District. The samples
were used to carry out hematological and biochemical analyzes, whole blood was used to detect
the DNA of Leptospira spp. by polymerase chain reaction (PCR) and the serum was used for
microscopic agglutination test (MAT). No animals showed amplification in the PCR test for
Leptospira spp., however 41.1% (23/56) of the animals showed anti-Leptospira spp. in MAT,
the cutoff point used was 100. The serovars present were hardjo, icterohaemorrhagiae,
copenhageni and grippotyphosa. In general, the animals showed a significant difference (p
<0.05) in the biochemical analyzes of creatinine, albumin and globulin, this could represent that
the reactive animals would have their renal and hepatic systems affected. When comparing the
3 animals with the highest titers (1: 800 and 1: 1600) with the non-reactive animals, changes in
the leukogram were observed, and the inflammatory process caused by the leptospires in the
acute phase of the disease could justify these changes. The PCR test for health evaluation of
free-living capybaras was not a good tool when using only whole blood samples. Further studies
are needed to prove changes in hematology and serum biochemistry. The presence of reactive
animals in serology shows that the bacterium is circulating in the urban environment of the
Federal District.

Key words: Wild rodents; Leptospirosis; PCR; Serology; MAT; Diagnose.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae da ordem Spirochaetales, ou
seja, sdo espiroquetas, um grupo primitivo de bactérias (Paster et al., 1991). Atualmente, todas
as 24 espécies conhecidas do género Leptospira sdo classificadas e distribuidas em mais de 320
sorovares, tendo como base a expressao do lipopolissacarideo (LPS) exposto na superficie
bacteriana. As diferencas estruturais na porcao de carboidrato do LPS determinam a diversidade
antigénica entre 0s numerosos grupos de sorovares (Gomes, 2015). E com essa base, podem ser
divididas em dois grandes grupos: patogénicas e saprofitas (Oliveira et al., 2013), com
atualmente 13 espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
interrogans (senso estrito), L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii e L. wolffi, com mais de 260 sorovares. E as espécies saprofitas incluem L.
biflexa (senso estrito), L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L. wolbachii, com
mais de 60 sorovares (Adler & Moctezuma, 2010).

A leptospirose é reconhecida como um importante problema emergente de saude publica
global devido a crescente incidéncia, tanto nos paises em desenvolvimento, quanto nos paises
desenvolvidos (Vijayachari et al., 2008). Ocorre principalmente em locais de clima tropical,
por propiciar condi¢des favoraveis a transmissdo da doenca. Contudo, nos paises
desenvolvidos, a leptospirose continua sendo uma doenca rara, e quando encontrada, tem sido
cada vez mais associada a atividades recreativas (Farr, 1995; CDC, 1997; CDC, 1998). Embora
a leptospirose ndo tenha o potencial de ser usada como arma, seus sinais clinicos podem imitar
as febres hemorragicas virais, merecendo atencdo. Os ratos sdo o reservatorio universal dessa
zoonose, mas quase todas as espécies conhecidas de mamiferos podem transportar e excretar
Leptospira (Cueto, 2013).

A capivara é considerada o maior roedor existente, pertencente a familia Caviidae e a
subfamilia Hydrochoerinae (Woods & Kilpatrick, 2005). E um animal extremamente adaptéavel
e pode ser encontrada em diversos ambientes alterados pelo homem. Pode alcancar altas
densidades nesses locais caso falte predadores, se a capacidade de suporte do ambiente ajudar,
sendo considerada uma praga em algumas ocasides (Ferraz et al., 2007). Frequentemente, pode
ser encontrada em grandes populacdes em areas urbanas, parques e até mesmo, areas

residenciais (Moreira et al., 2013).
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No Brasil, as capivaras também tém sido estudadas como reservatorios de Leptospiras e
alguns trabalhos foram realizados para a deteccdo desses agentes (Vasconcellos, 2002). De
acordo com o0s experimentos ja realizados, as capivaras ndo mostram sinais de doenca durante
0 periodo de amostragem. Estudos sobre soroprevaléncia em capivaras selvagens em varias
regides do Brasil mostraram taxas entre 30% e 94% (Silva et al. 2009; Gongalves et al., 2020;
Silvaetal., 2012).

A leptospirose € uma doenga infecciosa de grande importancia, pois € uma zoonose de
distribuicdo global cujo diagndstico ainda € negligenciado (Rodrigues, 2018), e por outro lado,
h& o aumento na populacéo de capivaras nos grandes centros, observado através dos meios de
comunicacdo do distrito Federal onde sdo encontradas cada vez mais noticias (Globo, 2018;
Globo 2020; R7, 2017; Metropoles, 2020; Correio Brasiliense, 2020), mostrando familias de
capivaras em contato intimo com casas e clubes privados préximos ao Lago Paranoa, e no
Jardim Zooldgico. Por isso é de extrema importancia avaliar a presenca do agente causador
desta doenca nas capivaras no Distrito Federal bem como as espécies infectantes e as principais

alteracdes laboratoriais ocasionadas pela infeccao.

1.1.0bjetivos Gerais
O presente trabalho propde a utilizacdo de ferramentas moleculares para o diagnéstico
da leptospirose, que podem servir de modelo para a descoberta de novas espécies de Leptospira

ou pelo menos a identificacdo dos sorovares mais frequentes nesses animais.

1.2. Objetivos Especificos

Os objetivos deste trabalho séo:

- Determinar a ocorréncia e identificar dos sorovares de Leptospira patogénicas que acometem

as capivaras no Distrito Federal.

- Verificar as possiveis alteracfes hematoldgicas e bioquimicas ocasionadas pela Leptospira

spp.

- Comparar os resultados da PCR e da Sorologia.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leptospirose: Uma zoonose de grande importincia

Entre a década de 90 e os dias atuais, a leptospirose vem se mostrando uma doenga
infecciosa de importancia mundial. Ocorre principalmente em locais de clima tropical devido a
alta umidade e chuvas recorrentes, que favorecem a transmissdao da doenca. Nos paises
desenvolvidos, a leptospirose continua sendo uma doenga rara e, quando encontrada, tem sido
cada vez mais associada a atividades recreativas (Farr, 1995; CDC, 1998). Embora a
leptospirose ndo tenha o potencial de ser usada como arma, seus sinais clinicos podem imitar
as febres hemorragicas virais, merecendo atencdo (CDC, 1997).

A infeccdo pode ser adquirida através do contato com reservatorios animais ou ambiente
contaminado pela urina. Basicamente todos os mamiferos, incluindo mamiferos aquaticos em
todo o mundo tém sido identificados como portadores de Leptospira (Levett, 2001; Bharti et
al., 2003).

A leptospirose produz uma ampla gama de manifestacdes clinicas, que muitas vezes
podem ser confundidas com algumas viroses comuns, como a gripe em seres humanos.
Geralmente, o primeiro sinal clinico aparente é febre, por isso, pode ser confundida com varias
outras doengas (Faine, 1993; Farr 1995). Tendo como outros sinais clinicos, insuficiéncia renal
e hepética, manifestacdes pulmonares e faléncia reprodutiva. Devido a variacdo dos sinais
clinicos, a maioria dos casos provavelmente € inaparente e associada a sorovares adaptados ao
hospedeiro (André-Fontaine, 2006; Grooms, 2006).

O Brasil sofreu uma dramética transformacdo demografica entre 1960 e 2020, que
causou um aumento de aproximadamente 200% em sua populacdo urbana, transformacées que
continuam acontecendo (IBGE, 2020). Uma das consequéncias dessa mudanca foi a criacéo de
favelas urbanas, onde a falta de saneamento béasico favorece a transmisséo da Leptospira spp.
de roedores para outros animais, e para seres humanos. Com o historico de surtos em grandes
capitais brasileiras, essa doenga tem uma vigilancia ativa pelo Ministério da Saude e as
secretarias de cada estado. No periodo de 2010 a 16 de julho de 2019 foram confirmados no
Brasil 33.561 casos de leptospirose, representando uma média anual de 3.356,1 casos. O
numero total de dbitos foi de 3.124, representando uma média de 312,4 Obitos por ano
(SINAN/SVS/MS, 2020).



2.2. Leptospira spp.

A Leptospira pertence a familia Leptospiraceae e a ordem Spirochaetales (Faine et al.,
1999). Séo espiroquetas finas com extremidade em gancho e altamente moveis (Fraga et al.,
2015). Possuem cerca de 0,1 pum de didmetro por 6-20 um de comprimento, sdo gram-
negativa aerdbica obrigatéria, e o género pode ser dividido entre espécies patogénicas e
saprofitas (Faine et al., 1999).

No ano de 1987, o género Leptospira possuia apenas trés espécies: Leptospira
interrogans (cepas patogénicas para 0s animais e 0 homem), Leptospira biflexa (cepas nédo
patogénicas isoladas da agua, da lama e, as vezes, do animal e do homem) e Leptospira parva
(espécies ndo patogénicas isoladas da agua, de uma amostra de albumina bovina e do Utero de
uma porca) (Gomes, 2015). Atualmente, na List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature (LPSN) (bacterio.net/Leptospira, 2020) ha a citacdo de 24 espécies e nenhuma
subespécie, a Ultima espécie acrescentada a lista foi no ano de 2018.

Em 2007 foi realizada a divisdo do género entre as espécies patogénicas e as saprofitas.
Treze espécies foram identificadas como patogénicas, com mais de 260 sorovares ja
identificados, e cada um tem o seu hospedeiro preferencial, ainda que uma espécie animal
possa albergar um ou mais sorovares. Espera-se a adicdo de novas espécies, essa divisdo
baseia-se nas caracteristicas antigénicas observadas em teste de aglutinacdo (Picardeau et al.,
2008). As espécies saprofiticas, com aproximadamente 60 sorovares (Adler & Moctezuma,
2010), geralmente ndo causam a doenca e existem no ambiente associado com agua e solo
umido (Bulach et al., 2006).

A classificacdo dos sorovares de Leptospira spp. baseia-se na diversidade de estrutura
dos antigenos externos localizados na membrana, o lipopolissacarideo (LPS), que possui a
funcdo de protecdo (Faine, 1993). Além disso, o LPS induz a producdo de aglutininas,
opsoninas e anticorpos de protecdo em roedores (Jost et al., 1986; Farrelly et al., 1987).

A viruléncia é determinada pela presenca de proteinas do tipo Lig (LigA e LigB)
envolvidas na adesdo e evasdo imunoldgica do sistema complemento, sdo expressas somente
em cepas virulentas. As Lipl32 tém funcdo bioldgica ainda ndo esclarecida, mas mostraram
viruléncia em modelo animal, e as hemolisinas que promovem a lise eritrocitaria (Fraga et al.,
2015).

A Leptospira spp., nos animais infectados, localiza-se e pode permanecer de forma
persistente nos rins e no trato genital de machos e fémeas. Desta forma, animais infectados
cronicamente podem ser portadores durante varios anos e atuarem como reservatorios e fontes

de infecgdo para outros animais, inclusive o homem (OIE, 2004).



2.3. Ciclo de transmissdo e Epidemiologia

A leptospirose pode ser transmitida diretamente entre os hospedeiros ou indiretamente
através do ambiente. Leptospira spp. pode ser ingerida em alimentos ou agua contaminados,
espalhada através da urina ou &gua em aerossol ou transmitida por contato direto com a pele.
Os microrganismos geralmente entram no corpo através das mucosas ou feridas (aberturas na
pele). Estudos afirmam que também podem penetrar na pele intacta, imersa ha muito tempo na
agua, embora isso seja controverso (Acha & Szyfres, 2003).

A Leptospira spp. € excretada na urina de animais com infeccédo aguda e cronica. Merece
destaque que portadores cronicos ou animais adaptados podem excretar esses organismos por
meses ou anos (Adler et al., 2011). Nos animais, a Leptospira pode ser encontrada em fetos
abortados ou natimortos, bem como em fetos normais ou descargas vaginais apés o parto, e
pode ser isolada nos 6rgéos reprodutores masculino e feminino de algumas espécies, podendo
persistir por longos periodos (Corney, 1993; Broux et al., 2012; Chatfield et al., 2013).

Pelo fato de ndo se multiplicar fora do hospedeiro, a Leptospira spp. precisa de alta
umidade no ambiente para sobreviver e € desnaturada por desidratacdo, ou quando submetidas
a temperaturas superiores a 50°C. Porém, podem permanecer viaveis no ambiente por varios
meses sob condi¢des ideais, por exemplo, em rios lentos ou agua parada, como lagos e pocas
ou no solo contaminado (Acha & Szyfres, 2003; Adler et al., 2011).

A leptospirose € uma das zoonoses mais difundidas no mundo, sendo de preocupacéo
médica e veterinaria, pela questdo de saude publica. A doenca € subnotificada por varios
motivos, incluindo dificuldade em distinguir sinais clinicos de outras doencas endémicas e falta
de servicos laboratoriais de diagnéstico adequado (WHO, 2020). Caribe, América Central e
América do Sul, assim como o Sudeste Asiatico e a Oceania, se mostram sendo altamente
endémicos para a doenca (Pappas et al., 2008). A alta incidéncia de leptospirose esta
principalmente associada com comunidades pobres que ndo possuem instalacdes sanitarias

adequadas e regides propensas a inundacoes (Reis et al., 2008).

2.4. Diagnostico
A leptospirose pode ser diagnosticada através da deteccdo do organismo, de seus
antigenos ou de &cidos nucleicos em amostras clinicas como sangue (infec¢fes agudas), urina,

leite, figado, rim e outras amostras de tecidos coletadas na necropsia ou por biopsia. Cabe
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salientar que a eliminacdo de organismos pela urina pode ocorrer de forma continua ou
intermitente (Levett, 2001).

Em uma rotina de suspeita clinica de leptospirose, com o objetivo de ajudar na
diferenciacdo de outras doencas e avaliacdo da gravidade do caso 0s seguintes exames
laboratoriais deverdo ser feitos hemograma e analises bioquimicas, que incluem dosagem de
ureia, creatinina, bilirrubina total e fragdes, Alanina Aminotrasferase (ALT), Aspartato
Aminitrasferase(AST), Gama Glutamiltrasferase (GGT), Fosfatase Alcalina (FA) e
Creatinofosfoquinase (CPK), Sédio (Na*) e Potassio (K*). Geralmente nas fases iniciais da
doenca, as alteragdes laboratoriais podem ser inespecificas, porém o leucograma pode ser Util,
principalmente ap6s o terceiro dia de inicio dos sintomas, em diferenciar leptospirose de
infeccdes virais agudas quando a leucometria se apresentar normal ou aumentada (Brasil, 2014).

A microscopia de campo escuro também pode ser usada para visualizar Leptospira spp.,
no entanto, essa técnica € inespecifica e ndo muito sensivel (Acha & Szyfres, 2003).

Os métodos sorolégicos sdo considerados padrao-ouro para o diagnéstico da leptospirose.
Os mais utilizados na rotina sdo os testes: ELISA-IgM e a soroaglutinacdo microscopica
(SAM). Os seguintes exames também podem ser solicitados imuno-histoquimica, técnicas
baseadas em PCR e tipagem de isolados clinicos, porém, sdo de maior complexidade e, por
1SS0, menos utilizados (Brasil, 2014; Koizumi et al., 2013)

2.5. Leptospirose em animais sinantropicos e silvestres

Ha relativamente poucos relatos de leptospirose clinica entre animais silvestres, mas nos
relatos existentes, os sinais de leptospirose observados sdo semelhantes aos apresentados por
animais domésticos, havendo registros de baixo indice de fertilidade, nascimento de crias
fracas, abortos e transtornos oculares, tudo de acordo com a espécie atingida, o sorotipo e 0
sorovar de Leptospira spp. envolvido (Faine, 1982). Mas muitos animais silvestres, entre eles
0s roedores, estdo perfeitamente adaptados a Leptospira spp. e ndo manifestam sinais clinicos
ou lesdes (Acha & Szyfres, 1986).

A fauna silvestre e sinantropica é de extrema importancia, pois sdo considerados
reservatorios assim como animais domeésticos, sendo todos essenciais para a persisténcia dos
focos de infeccdo. Os seres humanos sao hospedeiros acidentais terminais dentro da cadeia de
transmissédo (Brasil, 2005). Para os humanos e alguns animais domésticos, 0s ratos domésticos

(Mus musculus), desempenham o papel de principal reservatorio da doenca, pois séo portadores
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sadios, mantendo a Leptospira spp. nos rins, eliminando-as vivas pela urina no meio ambiente
e contaminando, assim, &gua, solo e alimentos (Brasil, 1995).

Surtos de leptospirose foram atualmente associados ao turismo e atividades
recreacionais em ambiente silvestre (Bharti et al., 2003). Desta forma, verifica-se a importancia
de estudos relacionados ao papel de espécies de animais silvestres como reservatorios, tanto no
ambiente silvestre como em cativeiro (Lenharo et al, 2012). participagdo de animais silvestres
como reservatérios ou portadores de zoonoses na natureza e em cativeiro € de grande
importancia (Acha & Szyfres, 2003). Com a proximidade dos animais silvestres ao ambiente
domeéstico, devido as mudancas climaticas, queimadas e desmatamentos, o risco de infeccéo
torna-se cada vez maior, contribuindo para a disseminacdo da enfermidade. Vale lembrar, que
estes animais, em sua maioria, ndo apresentam sinais clinicos, mesmo estando infectados com
agentes etioldgicos (Lenharo et al, 2012).

Embora alguns trabalhos de pesquisa sobre a leptospirose em animais silvestres tenham
sido realizados nas Américas, no Brasil a enfermidade ainda é pouco estudada nas espécies
nativas da fauna de cada regido, deixando uma possivel lacuna no estudo da cadeia
epidemioldgica, o que dificulta a elaboracdo de planos estratégicos de controle dessa doenca

em regides com grande densidade de animais, matas e rios (Girio et al., 2003).

2.6. Capivara (Hydrochoerus hydrochaeris)

A capivara é considerada o maior roedor existente, pertence & familia Caviidae e
subfamilia Hydrochoerinae, esta subfamilia foi considerada por muito tempo, uma familia
separada (Hydrochoeridae), mas estudos genéticos consideraram que as capivaras deveriam ser
incluidas na familia Caviidae, tornando Hydrochoeridae uma subfamilia. Esta incluida no
mesmo grupo de roedores como pacas, cutias, preads e porquinho-da-india. Estdo associadas a
habitats imidos, como rios, lagos e pantanos da América do Sul ao leste dos Andes (Woods &
Kilpatrick, 2005) (Figura 1).
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Figura 1. Capivaras ao redor de um lago localizado no local de colheita do grupo C. (Fonte:
Arquivo Pessoal).

E um animal extremamente adaptavel e pode ser encontrado em diversos ambientes
alterados pelo homem. Pode alcancar altas densidades nessas locais caso falte predadores e se
a capacidade de suporte do ambiente ajudar, sendo considerada uma praga em algumas ocasioes
(Ferraz et al., 2007). Frequentemente, pode ser encontrado em grandes populacdes em areas
urbanas, parques e até mesmo, areas residenciais (Moreira et al., 2013).

Seu grande porte chama bastante atencéo, pesando, entre 45 e 60 kg, sendo assim, o maior
roedor do mundo (Moreiraetal., 2013). As fémeas tendem a ser maiores que 0s machos (Mones
& Ojasti, 1986). Possui até 120 cm de comprimento e 60 cm na altura da cernelha, corpo robusto
coberto por uma pelagem castanha avermelhada bem densa (Moreira et al., 2013). A capivara
ndo possui aparente dimorfismo sexual e € dificil diferenciar a genitalia entre macho e fémea
visualmente, mas € possivel distinguir os machos devido a presenca
da glandula nasal homologa a glandula pigmentaria de muitos roedores (Paula & Walker,
2013).

A capivara € um animal herbivoro, que se alimenta principalmente de gramineas.
E predada principalmente por grandes felideos como a onga-pintada (Panthera onca) e a onga-
parda (Puma concolor), e jacarés. Os filhotes por serem menores, podem ser predados por
felideos de porte menor, como a jaguatirica (Leopardus pardalis), cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous), cobras, como asucuri (Eunectes murinus) e ajibdia (Boa
constrictor), e até poraves de rapina maiores como o carcara (Polyborus plancus) e
o urubu (Coragyps atratus). Além desses predadores no ambiente natural, a capivara pode ser
cacada também por cdes e 0 homem em ambientes periurbanos e urbanos (Moreira et al., 2013).

Sdo animais sociais, vivendo em bandos que em média tém de dez a 30 animais
(Macdonald et al., 2007). Alguns estudos apontam grupos com até 100 individuos (Herrera,
2013). Estes grupos sao constituidos por machos e fémeas, sendo que os machos formam uma
rigida hierarquia, com um unico dominante (Macdonald et al., 2007).

Capivaras podem ser ativas durante todo o dia, se ndo sofrerem algum tipo de
perturbacgdo por conta da caca. Entretanto, durante o dia, permanecem dentro da 4gua na maior
parte do tempo (Mones & Ojasti, 1986). Apesar da caca e da predacdo, as capivaras ndo sdo
consideradas uma espécie ameacada pela Unido Internacional para a Conservacao da Natureza
e dos Recursos Naturais (IUCN). Elas possuem uma distribuicdo ampla, ocorrendo em

inimeras unidades de conservacao, apresentando populagdes estaveis (Reid, 2016).
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Geralmente as capivaras sdo mais relacionadas a febre maculosa brasileira (FMB),
zoonose de grande destaque global, pois assim como o cavalo, sdo hospedeiras priméarias do
carrapato-estrela (Amblyomma sculptum e A. dubitatum). Os carrapatos podem se alimentar de
qualquer hospedeiro acidental, inclusive o ser humano, transmitindo a bactéria intracelular

Rickettsia rickettsii, causando a doenca (Souza et al., 2009).

2.7. Leptospirose em capivaras

Artigos sobre doengas de etiologia viral ou bacteriana na capivara Sdo escassos,
geralmente consistindo em relatos da presenca de anticorpos contra microrganismos, isso néo
esclarece de fato a importancia da enfermidade para a espécie, ou mesmo da capivara como
fonte de infeccdo para outras espécies e importante componente da cadeia epidemioldgica de
algumas doencgas (Nogueira & Cruz, 2007).

A leptospirose em capivaras foi descrita pela primeira vez na América do Sul por
Jelambi (1976), na Venezuela. Foram utilizados soro de 178 animais abatidos para fins
comerciais, onde 111 (63,3%) foram positivas através de soroaglutinagdo microscépica para
diferentes sorotipos de leptospiras com prevaléncia de ballum, canicola, hardjo, hebdomadis e
wolffi, os animais ndo apresentavam sinais clinicos da doenca durante o periodo de estudo.

No Brasil, as capivaras também tém sido estudadas como reservatorios de Leptospiras
e alguns trabalhos foram realizados para a detecg@o desses agentes (Vasconcellos, 2002). Os
sorovares patogénicos bratislava e noguchii tém sido os mais prevalentes, segundo estudos
conduzidos por Michna (1970) e Esteves (2005). Em um estudo realizado no Sul do pais, a
Leptospira que foi isolada nos Rins de capivaras abatidas em um frigorifico, para consumo da
carne, é do sorogrupo icterohaemorrhagiae (Silva et al., 2009).

Em 2006, Shimabukuro no estado de S&o Paulo, analisou o impacto da polui¢do da dgua
dos rios sobre a saude das capivaras, e observou a soroprevaléncia de Leptospira spp. em 79
capivaras estudadas, sendo 45 vindas da bacia hidrografica do Alto Tieté na regido
metropolitana de S&o Paulo, e 34 de areas servidas por cursos d"agua nao poluidos. Concluiu
que a diferencas entre os reagentes na bacia do Alto Tieté e o grupo controle (animais vindos
de cursos de &gua ndo poluidos) pode ter sido causada pela maior exposi¢do dos animais do
primeiro grupo a polui¢do bioldgica dos cursos d’agua na regido metropolitana de Sao Paulo.

Em 2009, Marvulo e colaboradores fizeram um importante avanco ao realizarem um
estudo de infeccdo experimental que teve como objetivo caracterizar a conversdo sorologica e

as fases de leptospiremia e leptospirtria em capivaras, visando assim verificar se esses animais
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desenvolveriam a condigéo de reservatorio de Leptospira. Ele infectou por via intravenosa seis
capivaras com L. interrogans variante sorolégica Pomona. Coletou amostras de urina e sangue
para os testes diretos (isolamento do agente e PCR) e indiretos (soroaglutinacdo microscépica).
Esse estudo acabou mostrando a suscetibilidade da capivara ao sorovar Pomona. Mas sem
desenvolver sinais clinicos da doenga e, com isso, concluiu-se que a capivara pode ser
considerada um reservatorio da leptospirose, e que, dependendo da fase da doenca, podem
liberar Leptospira na urina e podem servir como fonte de infeccdo para outros animais e
humanos.

Chiacchio e colaboradores (2014) realizaram uma avaliacdo da saude de capivaras de
vida livre na regido do parque estadual Alberto L6fgren em Sdo Paulo - SP, utilizando a amostra
de 31 capivaras, realizaram o levantamento para diversos patdgenos, entre eles a Leptospira
spp., onde 8 dos 31 animais apresentaram sorologia positiva para Leptospira spp., foram
encontrados 13 sorovares diferentes nos animais reagentes.

De acordo com 0s experimentos ja realizados, as capivaras estudadas ndo mostram
sinais de doenca durante o periodo de amostragem. Estudos sobre soroprevaléncia em capivaras
selvagens realizado por Silva et al. (2009), em varias regides do Brasil mostraram taxas entre
30% e 60%, e Gongalves et al. (2020), mostrou uma soroprevaléncia de 93,55% em um grupo

de capivaras em um campus universitario de Araras em S&o Paulo.
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RESUMO

OCORRENCIA DE Leptospira spp. E DE SUAS ALTERACOES LABORATORIAIS
NA POPULACAO DE CAPIVARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) NO DISTRITO
FEDERAL.

Thamiris Figueiredo da Silval, Giane Regina Paludo?

Medica Veterinaria/Mestranda em Ciéncias Animais — PPG/UnB — Brasilia/DF
2Médica Veterinaria/Doutora — UnB — Brasilia/DF

A capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) é considerada o maior roedor do mundo, com
excelente capacidade de adaptacdo em ambientes urbanizados e, por ser um animal
sinantrépico, atua como transmissora de diferentes doencas. A leptospirose € uma doenca
contagiosa que atinge animais domeésticos, silvestres e humanos, causada pela infeccdo por
algumas espécies patogénicas do género Leptospira. Estudos sobre leptospirose em capivaras
s80 escassos, e ndo existem pesquisas sobre essa doenca nessa espécie no Distrito Federal e
entorno. O objetivo desse estudo foi analisar a presenca do DNA do agente e/ou de anticorpos
anti-Leptospira spp em capivaras do Distrito Federal. Para isso, 56 capivaras de vida livre foram
capturadas e o0 sangue coletado. As colheitas foram realizadas em dois locais distintos do
Distrito Federal. As amostras foram utilizadas para a realizagdo da analises hematoldgicas,
bioquimicas, para deteccdo do DNA da Leptospira spp. pela reacdo da polimerase em cadeia
(PCR) e para a realizacdo da soroaglutinacdo microscopica (SAM). O ponto de corte utilizado
no SAM foi 1:100. Nenhum animal apresentou amplificacdo na PCR para Leptospira spp., mas
41,1% (23/56) dos animais apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp. no SAM. Os sorovares
presentes foram hardjo, icterohaemorrhagiae, copenhageni e grippotyphosa. Nos exames
laboratoriais foram observadas diferencas significativas (p<0,05) nas analises bioquimicas de
creatinina, albumina e globulina, que poderiam indicar comprometimentos renais e hepaticos
nos animais reagentes. Alteracdes no leucograma dos trés animais com as maiores titulaces
(1:800 e 1:1600), podem denotar processos inflamatdrios decorrentes de fases agudas da
infeccdo pela Leptospira spp. A PCR utilizando amostras de sangue total para avaliacdo da
infeccdo por Leptospira spp das capivaras de vida livre ndo se mostrou uma boa ferramenta.
Mais estudos sdo necessarios para a comprovacao das alteracbes na hematologia e na
bioquimica sérica. A presenca de animais reagentes na sorologia mostra que a bactéria esta
circulante no ambiente urbano do Distrito Federal.

Palavras-Chaves: Roedores silvestres; Leptospirose; Sorologia; PCR; SAM; Diagnostico.
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ABSTRACT

OCURRENCE OF Leptospira spp. AND ITS LABORATORY ALTERATIONS IN THE
CAPYBARAS (Hydrochoerus hydrochaeris) POPULATION IN DISTRITO FEDERAL.

The capybara (Hydrochoerus hydrochaeris) is considered the largest rodent in the world, with
excellent adaptability in urbanized environments, and being a synanthropic animal, they can
serve as a transmitter of different diseases. Leptospirosis is a contagious disease that affects
domestic, wild and human animals, and it is caused by infection by some pathogenic species of
the genus Leptospira. Studies on leptospirosis in capybaras are scarce, and there are no research
on this disease in this species in the Federal District and its surroundings. The aim of this study
was to analyze the presence of the agent's DNA and/or anti-Leptospira spp antibodies in
capybaras in the Federal District. For this, 56 free-living capybaras were captured and the blood
collected. The samples were taken in two different locations in the Federal District. The samples
were used to carry out hematological and biochemical analyzes, whole blood was used to detect
the DNA of Leptospira spp. by polymerase chain reaction (PCR) and the serum was used for
microscopic agglutination test (MAT). No animals showed amplification in the PCR test for
Leptospira spp., however 41.1% (23/56) of the animals showed anti-Leptospira spp. in MAT,
the cutoff point used was 100. The serovars present were hardjo, icterohaemorrhagiae,
copenhageni and grippotyphosa. In general, the animals showed a significant difference (p
<0.05) in the biochemical analyzes of creatinine, albumin and globulin, this could represent that
the reactive animals would have their renal and hepatic systems affected. When comparing the
3 animals with the highest titers (1: 800 and 1: 1600) with the non-reactive animals, changes in
the leukogram were observed, and the inflammatory process caused by the leptospires in the
acute phase of the disease could justify these changes. The PCR test for health evaluation of
free-living capybaras was not a good tool when using only whole blood samples. Further studies
are needed to prove changes in hematology and serum biochemistry. The presence of reactive
animals in serology shows that the bacterium is circulating in the urban environment of the
Federal District.

Key words: Wild rodents; Leptospirosis; PCR; Serology; MAT; Diagnose.
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INTRODUCAO

O género Leptospira pertence a familia Leptospiraceae da ordem Spirochaetales, ou
seja, sao espiroquetas, um grupo primitivo de bactérias (Paster et al., 1991). Atualmente, todas
as 24 espécies conhecidas do género Leptospira sao classificadas e distribuidas em mais de 320
sorovares, tendo como base a expressdo do lipopolissacarideo (LPS) exposto na superficie
bacteriana. As diferencas estruturais na porcao de carboidrato do LPS determinam a diversidade
antigénica entre 0s numerosos grupos de sorovares (Gomes, 2015). E com essa base, podem ser
divididas em dois grandes grupos: patogénicas e sapréfitas (Oliveira et al., 2013), com
atualmente 13 espécies patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
interrogans (senso estrito), L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii e L. wolffi, com mais de 260 sorovares. E as espécies sapréfitas incluem L.
biflexa (senso estrito), L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L. vanthielii e L. wolbachii, com
mais de 60 sorovares (Adler & Moctezuma, 2010).

A leptospirose é reconhecida como um importante problema emergente de saude publica
global devido a crescente incidéncia, tanto nos paises em desenvolvimento, quanto nos paises
desenvolvidos (Vijayachari et al., 2008). Ocorre principalmente em locais de clima tropical,
por propiciar condicdes favoraveis a transmissdo da doenca. Contudo, nos paises
desenvolvidos, a leptospirose continua sendo uma doenga rara, e quando encontrada, tem sido
cada vez mais associada a atividades recreativas (Farr, 1995; CDC, 1997; CDC, 1998). Embora
a leptospirose ndo tenha o potencial de ser usada como arma, seus sinais clinicos podem imitar
as febres hemorragicas virais, merecendo atencdo. Os ratos sdo o reservatorio universal dessa
zoonose, mas quase todas as espécies conhecidas de mamiferos podem transportar e excretar
Leptospira (Cueto, 2013).

A capivara € considerada o maior roedor existente, pertencente a familia Caviidae e a
subfamilia Hydrochoerinae (Woods & Kilpatrick, 2005). E um animal extremamente adaptavel
e pode ser encontrada em diversos ambientes alterados pelo homem. Pode alcancar altas
densidades nesses locais caso falte predadores, se a capacidade de suporte do ambiente ajudar,
sendo considerada uma praga em algumas ocasides (Ferraz et al., 2007). Frequentemente, pode
ser encontrada em grandes populacfes em areas urbanas, parques e até mesmo, areas
residenciais (Moreira et al., 2013).

No Brasil, as capivaras também tém sido estudadas como reservatdrios de Leptospiras e
alguns trabalhos foram realizados para a deteccdo desses agentes (Vasconcellos, 2002). De

acordo com o0s experimentos j& realizados, as capivaras ndo mostram sinais de doencga durante
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o0 periodo de amostragem. Estudos sobre soroprevaléncia em capivaras selvagens em varias
regides do Brasil mostraram taxas entre 30% e 94% (Silva et al. 2009; Gongalves et al., 2020;
Silva et al., 2012).

A leptospirose € uma doencga infecciosa de grande importancia, pois € uma zoonose de
distribuicdo global cujo diagndstico ainda é negligenciado (Rodrigues, 2018), e por outro lado,
h& o aumento na populacéo de capivaras nos grandes centros, observado através dos meios de
comunicacdo do distrito Federal onde sdo encontradas cada vez mais noticias (Globo, 2018;
Globo 2020; R7, 2017; Metropoles, 2020; Correio Brasiliense, 2020), mostrando familias de
capivaras em contato intimo com casas e clubes privados préximos ao Lago Paranod, e no
Jardim Zooldgico. Por isso € de extrema importancia avaliar a presenca do agente causador
desta doenca nas capivaras no Distrito Federal bem como as espécies infectantes e as principais
alteracdes laboratoriais ocasionadas pela infeccao.

O presente trabalho visou determinar a ocorréncia e identificar dos sorovares de
Leptospira patogénicas que acometem as capivaras no Distrito Federal, verificar as possiveis
alteracdes hematologicas e bioquimicas ocasionadas pela Leptospira spp. e comparar 0S

resultados da PCR e da Sorologia.

1. MATERIAIS E METODOS

2.1.Comité de etica
Este projeto foi aprovado pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO) sob o protocolo N° 43798-1 e pelo Comité de Etica no uso Animal (CEUA) da
Universidade de Brasilia (UnB) sob o protocolo N° 20/2019.

2.2. Area de estudo e amostragem
Foram capturadas 56 capivaras de vida livre em dois locais de recreagcdo do Distrito
Federal: Area 1 - 41 animais oriundos de uma area de Brasilia (Latitude: 15°50'40.78"S
Longitude: 47°56'36.21"0) composta por trés pequenos lagos proximos; e Area 2 - 15 animais
oriundos de uma area central do Lago Paranod (Latitude: 15°47'33.05"S, Longitude:
47°49'22.22"0) (Figuras 2A e 2B).



Google Earth

Figura 2. A. Imagem da area de colheitas das amostras dos grupo A (Latitude: 15°50'48.34"S,
Longitude: 47°56'27.34"0), B (Latitude: 15°50'59.29"S, Longitude: 47°55'57.70"0) e C
(Latitude: 15°51'3.28"S, Longitude: 47°56'18.18"0) B. Imagem da &rea de colheita das
amostras no Lago Paranoa proximo ao Palacio da Alvorada, grupo D (Latitude: 15°47'45.85"S,
Longitude: 47°49'33.43"0).
2.3.Captura dos animais

Os animais foram capturados com a utilizagdo de bretes de contencdo e cevas constituidas

de frutas, legumes e vegetais. Apds a captura, os individuos foram sedados por via

intramuscular, com utilizacdo de zarabatana (Figura 3B) e dardo anestésico contendo uma
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associacdo de cetamina 1% (5,0 mg/kg) e xilazina 2% (4,0 mg/kg) (Figura 3A). Uma vez
anestesiados foi realizada colheita de sangue e marcagdo. Os animais s6 foram liberados ap6s

completa recuperados da sedacéo.

Figura 3. A. Preparacdo do dardo anestesico com as medicagdes e 0 gas butano. B. Utilizacdo
da zarabatana para a aplicacdo dos dardos anestésicos nos animais contidos no brete (Fonte:
Arquivo Pessoal)

2.4.Colheita de amostra
A colheita de sangue foi realizada por meio de venopuncao da veia femoral ou safena
(Figura 4), em tubos de 4 ml contendo anticoagulante (EDTA) e em tubos secos de 8 ml para a

obtenc&o de soro.

Figura 4. Colheita de sangue da veia femoral de uma capivara, utilizando scalp 24 e seringa de
10 ml (Fonte: Arquivo Pessoal).

2.5. Analises Hematologicas
O material foi encaminhado ao Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria da
Universidade de Brasilia para a analise hematolégica e posteriores analises diagnosticas. Com
0 sangue presente no tudo com EDTA foi realizada a determinacdo manual do nimero de
eritrécitos (/uL) e leucdcitos totais (/L) com a utilizacdo do hemocitdmetro (camara de
Neubauer). Para contagem de eritrocitos foi preparada uma diluicdo de 10uL de sangue total
em 2.000uL de liquido de Hayem (IMBRALAD®), diluicdo 1:200, com auxilio de pipetas

automaticas e, uma vez preenchida a camara, foram contados os eritrocitos contidos nos cinco
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quadrantes secundarios do quadrante central e multiplicados por 10.000 (fator de correcéo).
Para determinagdo do nimero de leucdcitos totais, o sangue total foi diluido com o liquido de
Turk (NewProv®) na diluicdo de 1:20, e contados nos quadrantes das extremidades da cAmara
sendo posteriormente multiplicados por 50 (fator de correcdo). Em ambas as contagens, apds
0 preenchimento da camara, foi respeitado o tempo de 5 minutos para completa sedimentacao
das células.

O volume globular (%) foi determinado através da centrifugacdo de um capilar
preenchido com sangue total a 10.000 rpm durante cinco minutos, e posterior leitura em tabela
especifica. J& a concentracdo de hemoglobina (g/dL) foi realizada utilizando uma diluicdo de
10uL de sangue total em 2500uL de liquido de Drabkin. Apo6s o preparo dessa solucao foram
aguardados 5 minutos para a completa lise dos eritrocitos, e posterior leitura em um analisador
bioquimico semiautomatico (Bioplus 2000) utilizando comprimento de onda de 540nm,
acertando o zero com Drabkin.

As proteinas plasmaticas totais (PPT) foram determinadas com o auxilio do
refratdbmetro. Uma vez obtidos os valores das analises sanguineas, foram obtidos os indices
hematimétricos através de calculo padrdo. Foram confeccionados esfregacos sanguineos e
corados com Pandtico NewProv® rapido para realizagdo da contagem diferencial de leucdcitos.

A contagem de plaquetas foi realizada através de visualizacdo em lamina, onde foram
contadas as plaquetas presentes em dez campos. E utilizando o fator de correcéo x/10 x y, onde
x foi 0 numero de plaquetas encontradas nos dez campos e y o fator de correcdo 20000. Apds
realizar todos esses procedimentos, o sangue total foi guardado para posterior extracdo de DNA
para as analises moleculares.

As amostras colhidas em tubos secos foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 min para
a obten¢do do soro, o qual foi transferido para tubos de 1,5 ml para realizacdo da determinagao
sérica da atividade enzimatica de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST), fosfatase alcalina (FA), e a quantificag@o de ureia, creatinina, proteinas totais, albumina
utilizando o analisador automatico Cobas C-111 (Roche Diagnostics), e o célculo de globulina

através da subtracdo da albumina das proteinas totais.

2.6. Analise Molecular (PCR)
Foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Patologia Molecular da Faculdade
de Medicina Veterinaria (FAV) da Universidade de Brasilia (UnB) os exames de reacdo da
polimerase em cadeia (PCR).

2.6.1. Extracéo de DNA
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A extracdo de DNA com 200uL de sangue contendo EDTA, utilizando o Kit Illustra
Blood Genomicprep (GE Health Care®) de acordo com as orientacdes do fabricante. As
amostras de DNA posteriormente a extracdo foram armazenadas a -20° C até o momento da

.realizacdo da PCR
2.6.2. Protocolos de amplificacéo
2.6.2.1. GAPDH

O GAPDH (Gliceraldeido 3-Fostato desidrogenase) € utilizado para confirmar o sucesso
na extracdo de DNA, e tem como gene alvo 0 mRNA, gene comum as espécies de mamiferos.
A sequéncia de oligonucleotideos utilizados para esse processo séo GAPDH-F (5" CCT TCA
TTG ACC TCA ACT ACA T 3 e GAPDH-R 5 CCA AAG TTG TCATGG ATG ACC 3)
segundo Birkenheuer e colaboradores (2003). A mistura da PCR foi composta de tampéo 1X
(Invitrogen® Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 10ng de DNA, 1,5mM de MgCl: (Invitrogen®
Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 0,2mM de cada deoxinucleotideo (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo
Paulo, Brasil), 1uL de cada oligonucleotideo a 10pmol e 1,25U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), para um volume final de 25uL. O protocolo de
amplificacdo foi composto de etapa de desnaturacgdo inicial de 95°C por 5minutos, seguida de
40 ciclos de amplificagdo (94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e
extensdo final a 72°C por 5 minutos.

2.6.2.2. Leptopira spp.

Para detectar a Leptospira spp. 0s oligonucleotideos utilizados foram LIPL3245Fw (5'-
AAG CAT TAC CGC TTG TGG TG-3') e LIPL32286Rv (5'- GAA CTC CCA TTT CAG
CGA TT-3') dirigidos ao gene LipL32, apresentando a amplificacdo de 242pb segundo
Cordeiro e colaboradores (2017). A reaco de PCR foi composta de tamp&o 1X (Invitrogen®
Brasil Ltda, S&o Paulo, Brasil), 1 pL da amostra (DNA) a 10ng/uL, 1,5mM de MgCl»
(Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 0,2mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dATP,
DCTP, dGTP, dTTP) (Invitrogen® Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil), 0,5 uL de cada
oligonucleotideo a 10pmol e 1,0 U de Tag DNA (Recombinant® Tag DNA Polymerase,
Invitrogen), para um volume final de 25uL. O protocolo de amplificacdo foi composto de etapa
de desnaturacdo inicial de 94°C por 3 minutos, seguida de 35 ciclos de amplificacdo (94°C por
45 segundos, 52°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos) e extensdo final a 72°C por 5
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minutos. Foi utilizado o termociclador BioRad C100 Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories,
Inc. Berkeley, EUA).

2.6.3. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Invitrogen™)
a 2%. Depois de realizada a eletroforese, os géis foram corados no brometo de etideo (Vetec
Sigma-Aldrich®, St Louis, MO) 0,3 pg/mL por aproximadamente 30 minutos. Os resultados
foram visualizados através de fotodocumentador de luz ultravioleta (UVP®), sendo
consideradas positivas amostras que apresentassem produtos cujos tamanhos eram
correspondentes a aproximadamente 242 pb (Figura 5) comparados com marcador de peso
molecular 100pb (EasyGen®). Todas as amostras testadas foram testadas em duplicata. Como
controle negativo foi utilizado agua (H20 miliQ) e como controle positivo foi utilizada a vacina
Guard-Vac LCI/GP (Zoetis Inc.®).

242 pb = B0 48

Figura 5. Eletroforese em Gel de Agarose 2% corado com Brometo de Etidio mostrando os
resultados de diferentes PCR para Familia Leptospira spp. L:Marcador de peso Molecular;
Todas as amostras estavam em duplicata. CN: Controle negativo; CP: controle positivo; 1, 2,
3, 4, 5: negativos. (Fonte: Arquivo Pessoal)

2.7. Diagnostico Sorologico
O teste sorolégico para deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foi realizado no
Laboratdrio de Sorologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducgédo
animal — FCAV/UNESP Jaboticabal/SP.
Para o diagnostico, utilizou-se a técnica de soroaglutinagdo microscépica (SAM)
(Galton et al., 1965; Cole at al., 1973), método de referéncia para deteccdo de anticorpos anti-
Leptospira spp. que se baseia na adi¢éo de soro, em diluicdes crescentes, a culturas de diversas

sorovariedades de Leptospira spp.
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O diagnostico foi realizado utilizando uma cole¢do de antigenos vivos que inclui 24
variantes soroldgicas (sv) de leptospiras patogénicas (australis, bratislava, autumnalis,
butembo, castellonis, batavie, canicola, whitcombi, cynopteri, grippotyphosa, hebdomadis,
copenhageni, icterohaemorrhagiae, javanica, panama, pomona, pyrogenes, hardjo, wolffi,
shermani, tarassovi, sentot) e duas de leptospiras saprofitas (andamana e patoc). A triagem foi
efetuada na diluicdo final 1:100; quando houve aglutinacdo, os soros foram titulados em uma
série geométrica de dilui¢Bes de razdo dois. O titulo foi dado como a reciproca da maior diluicdo
em que houve aglutinacdo (Santa Rosa, 1970).

O soro foi diluido em 1:50 (20 uL de soro + 980uL de solugdo fisiologica),
posteriormente distribuiu-se 25 puL da dilui¢do do soro 1:50 em placas com 96 pogos,
acrescentado 25 pL da solugdo antigénica correspondente (diluicdo final 1:100). Depois foi
misturado levemente e deixado em repouso na estufa 28°C por +/- 40 minutos, apos isso foi
examinado no microscépio de condensador de campo escuro a seco, objetiva 10x e ocular 10 a
16x.

Foram considerados reagentes 0s soros que apresentaram presenca de 50% ou mais de
aglutinacdo, a partir da diluicdo de 1:100 segundo métodos propostos por Myers (1985) e Silva
e colaboradores (2012).

2.8.Andlise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste
t de student para amostras ndo pareadas foi conduzido para comparar as médias das variaveis
guantitativas entre 0s animais reagentes e ndo reagentes dos parametros com distribuicao
normal, e o teste de Mann-Whitnney para os parametros com distribui¢cdo ndo normal. Essas
variaveis foram apresentadas na forma de média e desvio-padrdo. Todas as analises estatisticas
acima descritas foram realizadas utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, San Diego, EUA) para Windows e o nivel de significancia foi

estabelecido em 5%.

3. RESULTADOS

Na Tabela 11 estédo apresentadas as distribuicdes das capivaras capturadas de acordo

com a area, sexo e idade.



Tabela 1. Quantidade total de animais amostrados divididos entre idade e sexo por regido.
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Machos Fémea TOTAL %
) Filhote 02 07 09
Area 1 Adulto 12 20 32 732
) Filhote 00 00 00
Area 2 Adulto 00 15 15 26,8
TOTAL 14 42 56 100

Nenhum animal apresentou amplificacdo na PCR para Leptospira spp. A tabela 2

apresenta o resultado da sorologia, onde 41,1% dos animais foram reagentes e 58,9 % néo

reagentes.

Tabela 1. Animais reagentes e nao reagentes na sorologia e a divisao por grupo de acordo com

a origem.
TOTAL POR TOTAL DE
LOCAL ANIMAIS
Area 1 Reagente 13/41 (31,7%) 13/23 (56,2%)
N&ao Reagente 28/41 (68,3%) 28/33 (84,8%)
Area 2 Reagente 10/15 (66,7%) 10/23 (43,5%)
N&o reagente 05/15 (33,3%) 05/33 (15,2%)
Reagente 23/56 (41,1%)
TOTAL Nao Reagente 33/56 (58,9%)

Alguns animais apresentaram titulacdes para mais de uma variante soroldgica. Dentre

as 24 variantes soroldgicas avaliadas, os animais s6 apresentaram titulagdes para 4 (16,7%)

delas. Alguns animais apresentaram titulagfes para mais de uma variante sorolégica (Tabelas

3ed).

Tabela 3. Variantes sorolégicas mais provaveis e titulos detectados nos animais reagentes na

Soroaglutinacdo Microscopica (SAM).

Variante Soroldgica
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1 A 1 Adulto Macho - 200 400 -
1 B 2 Adulto Macho - 100 - -
1 B 3 Adulto Fémea - 100 200 -
1 B 4  Adulto Macho - 100 200 -
1 C 5 Adulto Fémea - 100 200 -
1 C 6 Adulto Fémea - 200 200 -
1 C 7 Adulto Fémea - 100 100 -
2 D 8 Adulto Fémea - - 400 -
2 D 9 Adulto Fémea - 100 200 -
2 D 10 Adulto Fémea - 400 1600 -
2 D 11 Adulto Fémea - 100 - -
2 D 12 Adulto Fémea - 200 200 -
2 D 13 Adulto Fémea - 100 - -
2 D 14 Adulto Fémea - 200 1600 -
2 D 15 Adulto Fémea - 100 - -
2 D 16 Adulto Fémea - - 400 -
2 D 17 Adulto Fémea - 400 800 -
1 A 18 Adulto Fémea - 100 - -
1 A 18 Adulto Fémea - 200 200
1 A 20 Adulto Fémea - 100 - -
1 A 21 Adulto Fémea - 100 200 -
1 A 22 Adulto Fémea 100 - - -
1 A 23 Adulto Macho - - - 100

Tabela 4. Variantes sorologicas encontradas e titulos detectados nos animais reagentes.
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Sorovares mais

Titulo de Anticorpos

provaveis 100 200 400 800 1e00 '@ (%)
hardjo 01 - - - - 01 2,78
icterohaemorrhagiae 12 05 02 - - 19 52,80
copenhageni 01 08 03 01 02 15 41,67
grippotyphosa 01 - - - - 01 2,78
Total 15 13 05 01 02 36 100

Os resultados dos hemogramas e andlises bioguimicas, considerando 0s animais soro-

reagentes e 0s ndo reagentes, estdo apresentados nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Valores das médias, desvio padrdo (DP) e comparacgdo dos valores hematoldgicos

entre 0s animais reagentes e nao reagentes do grupo total, identificados por meio da sorologia.
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Parametros Reagente N&o Reagente

Hematologicos Meédia DP Média DP P
VG (%) 37,39 2,589 38,73 3,907 0,1576"
Hemacias(x10%/ul) 2,819 0,5006 2,978 0,5991 0,3111"
Hemoglobina(g/dl) 12,14 3,398 11,56 2,039 0,4298"
VCM (fl) 133,4 32,14 132,4 30,48 0,9041"
CHCM (%) 32,47 8,757 29,98 4,986 0,1818"
Leucdcitos(x103/ul) 7.291 2.230 7.027 2.291 0,6697"
Mondcitos (x10%/ul) 927,2 606,6 791,7 379,0 0,3083"
Linfécitos (x10%/ul) 1.883 813,9 1.816 939,2 0,7868"
Segmentados (x103/ul) 3.253 1319 3.336 1762 0,87214
Eosindfilos (x10%/ul) 1.078 611,4 1.046 596,9 0,8423"
Basofilos (x10%/ul) 3,696 17,72 17,94 46,57 0,18894
PPT(g/dl) 6,678 0,4253 6,455 0,6601 0,08024
Plaquetas (ul) 202.000 63.900 202.281 55.326 0,9862"

VG: Volume Globular; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Meédia; PPT: Proteinas Plasmaticas Totais. "Teste t ndo pareado; 4 Teste Mann-Whitnney;

Tabela 6. Valores das médias, desvio padrdo (DP) e comparacédo dos valores bioquimicos entre

0s animais reagentes e ndo reagentes do grupo total, identificados por meio da sorologia.

Anélises Bioquimicas Reagente Nao Reagente p
Média DP Média DP

ALT (UI/L) 49,39 25,50 59,24 22,30 0,1311"
AST (UI/L) 42,78 25,30 43,12 21,21 0,47904

FA (UI/L) 127,3 109,1 1545 93,50 0,03254
Creatinina (mg/dL) 1,574 0,2220 1,247 0,2501 <0,0001"
Uréia (mg/dL) 28,26 10,27 34,25 12,08 0,0592"

PT (g/dL) 5,926 0,7448 6,109 0,6925 0,3498"
Albumina (g/dL) 2,422 0,5624 2,967 0,6513 0,0020"
Globulina (g/dL) 3,504 0,6034 3,142 0,6577 0,0409"

ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato Aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina; PT: Proteinas totais;

"Teste t ndo pareado A Teste Mann-Whitnney;

Na tabela 7 pode-se avaliar os dados hematoldgicos obtidos nos animais reagentes, 23
(41,1%), divididos entre os grupos reagentes, 13 (56,5%) animais da Area 1, 10 (43,5%)
animais da Area 2 e o total de n&o reagentes, 33 (58,9%) . E na tabela 8 os dados das analises

bioquimicas.

Tabela 07. Valores das médias, desvio padrdo (DP) e comparacéo dos valores hematologicos
entre os animais reagentes da Area 1 e reagentes da Area 2, contra o total de nio reagentes,
identificados por meio da sorologia.

Total de Nao

Parametros Reagente Area 1 Reagente Area 2 Reagentes

Hematologicos Média DP Média DP Média DP
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VG (%) 37,922 2,691 36,707 2,406 38,732 3,907
Hemacias(x10%/ul) 2,862° 0,4758 2,768? 0,5502 3,0732 0,8031
Hemoglobina(g/dl) 12,752 3,201 11,352 3,652 11,562 2,039

VCM (fl) 130,62 37,14 137,02 25,70 132,42 30,48

CHCM (%) 33,452 7,347 31,212 31,21 29,982 4,986
Leucocitos(x10%/ul) 6.215% 2.049 8.690° 1.646 7.0272 2.291
Mondcitos (x10%/ul) 558,22 432,9 1.228° 404,9 791,72 379,0
Linfocitos (x103/ul) 14752 540,4 2.711° 1.067 1.816% 939,2

Segmentados (x10%/ul) 3.40° 1.583 3.0582 913,3 3.3362 1762
Eosinoéfilos (x10%/ul) 641,0? 359,6 1.647° 325,1 1.046° 596,9
PPT(g/dl) 6,692¢  0,2660 6,660°  0,5892 6,455% 0,6601
Plaquetas (ul) 212.000* 70.475 189.000* 55.017 202.2812 55.326

VG: Volume Globular; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular

Média; PPT: Proteinas Plasmaticas Totais. Letras diferentes em uma mesma linha, diferiram (p<0,05) pelo teste t.

Tabela 8. Valores das médias, desvio padrdo (DP) e comparacdo dos valores das analises
bioquimicas entre os animais reagentes da Area 1 e reagentes da Area 2, contra o total de ndo

reagentes, identificados por meio da sorologia.

Reagente Areal  Reagente Area2  Total de Ndo Reagentes

Analises Bioquimicas

Média  DP Média DP Média DP
ALT (UI/L) 56,77®® 28,48 39,807 18,07 59,24 22,30
AST (UI/L) 4508° 3252 39,807 11,72 43,1242 21,21
FA (UI/L) 172,1%¢ 128,6 69,20 19,13 154,54x 93,50
Creatinina (mg/dL)  1,585* 0,2230  1,560°  0,2319 1,667= 0,4323
Uréia (mg/dL) 32,15 10,39  20,89° 3,333 34,25 12,08
PT (g/dL) 6,323° 10,3586 5,410°  0,8130 6,109 0,6925
Albumina (g/dL) 2,831% 02720 1,890°  0,3446 2,967 0,6513
Globulina (g/dL) 3,492°  0,4991 3520  0,7465 3,142% 0,6577

ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato Aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina; PT: Proteinas totais;

Letras diferentes em uma mesma linha, diferiram (p<0,05) pelo "Teste t ndo pareado ou ATeste Mann-Whitnney;

Nas tabelas 9 e 10 estdo as comparagdes entre as amostras com maiores titulacdes e o

grupo nao reagente, para analise das possiveis alteracGes hematoldgicas e bioquimicas.

Tabela 09. Hemograma das amostras com maiores titulagdes na SAM (Sorovar copenhageni)

comparado com a média dos animais ndo reagentes.

Paréme,tr_os Amostra 10 Amostra 14 Amostra 17 nggii tNe 20

Hematoldgicos 1:1.600 1:1.600 1:800 Média DP
VG (%) 36 36 39 38,73 3,907
Hemacias(x10%/ul) 3,76 2,7 2,61 3,073 0,8031
Hemoglobina(g/dl) 9,7 15,8 7,3 11,56 2,039
VCM (fl) 95,74 133,33 149,43 132,4 30,48
CHCM (%) 26,94 43,89 18,72 29,98 4,986

Leuc6eitos(x103/ul) 11.300 8.500 10.600 7.027 2.291
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Mondcitos (x10%/ul) 1.582 1.445 1.590 791,7 379,0
Linfocitos (x103/ul) 4.859 1.785 2.650 1.816 939,2
Segmentados (x10%/ul) 2.599 3.570 4.664 3.336 1762
Eosinéfilos (x10%/ul) 2.260 1.615 1.590 1.046 596,9
PPT(g/dl) 6,6 6,2 8,0 6,455 0,6601
Plaquetas (ul) 220.000 138.000 288.000 202.281 55.326

VG: Volume Globular; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular

Média; PPT: Proteinas Plasmaticas Totais.

Tabela 10. Anélises bioguimicas das amostras com maiores titulacbes na SAM (Sorovar

copenhageni) comparado com a média dos animais ndo reagentes.

Animais Nao
- . oo Amostra 10 Amostra 14 Amostra 17
Analises Bioquimicas 1:1.600 1:1.600 1-800 ,R_eagentes

Média DP
ALT (UI/L) 52 73 20 59,24 22,30
AST (UI/L) 68 52 36 43,12 21,21
FA (UI/L) 74 49 91 154,5 93,50
Creatinina (mg/dL) 1,7 1,4 1,8 1,667 0,4323
Uréia (mg/dL) 24 19 44 34,25 12,08
PT (g/dL) 54 4,6 6,8 6,109 0,6925
Albumina (g/dL) 2,1 2,1 2,5 2,967 0,6513
Globulina (g/dL) 3,3 2,5 4,3 3,142 0,6577

ALT: Alanina Aminotransferase; AST: Aspartato Aminotransferase; FA: Fosfatase Alcalina; PT: Proteinas totais;

N&o foi possivel comparar idades (filhotes e adultos) e sexo (machos e fémeas) pois um
dos grupos (reagentes ou ndo reagentes) nao possuia numero amostral suficiente para as analises
estatisticas. Mas em relacdo a idade, 100% dos reagentes eram adultos, e em relacdo ao sexo,

86,96% dos reagentes eram fémeas e 13,04% machos.

4. DISCUSSAO

Devido ao processo sinantropico que tem afetado diversas espécies de animais
silvestres, as pesquisas envolvendo-os tém se intensificado com o intuito de descobrir qual a
importancia de cada espécie no ciclo epidemioldgico das doengas, principalmente aquelas
zoondticas. Por causa da sinantropia as capivaras vém passando por mudancgas em seu habitat
natural, resultando no encurtamento da distancia entre essas espécies animais e seres humanos.
Pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de verificar a presenca de Lesptospira spp.
atraves de testes soroldgicos e o0 os resultados variaram de acordo com os diferentes locais de
estudo (Cueva et al., 2010; Chiacchio et al., 2014).
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Alguns roedores, Mus musculus e outras espécies Mus, servem como reservatorios para
uma serie de sorovares patogénicos, principalmente copenhageni e icterohaemorrhagiae. Estes
reservatorios embora abriguem leptospiras nos rins, geralmente ndo mostram sintomatologia,
tornando-se uma importante fonte de infeccéo para seres humanos e outros animais (Bharti et
al., 2003). J& o sorovar hardjo tem sido evidenciado em rebanhos bovinos de todo mundo com
variaveis aspectos de patogenicidade. Em muitos paises, tem sido reconhecido como
significante causa de falhas e alteracGes nos parametros reprodutivos de rebanhos bovinos
(Faine, etal., 1999). Ja o sorovar grippotyphosa esta geralmente associado a caprinos e canideos
(Oliveira, et al., 2013), Desta forma, por serem as capivaras roedores também, vem sendo
estudadas como reservatérios para a leptospirose (lto et al., 1998; Marvulo et al., 2002;
Pimentel et al., 2009).

No presente estudo, todas as amostras testadas por meio da PCR foram negativas, o
que pode ser explicado por provavelmente ndo termos capturado os animais durante a fase de
leptospiremia. Segundo Adler e Moctezuma (2010) as leptospiras circulam na corrente
sanguinea, tendo a fase bacterémica (leptospiremia) com duracdo de até 7 dias. Depois disso 0
numero de leptospiras no sangue e nos tecidos atinge um nivel critico, causando assim, les6es
decorrentes da acao de toxinas leptospirais. Com isso comega 0 aparecimento de sinais clinicos
nos animais ndo adaptados a essa bactéria.

Mesmo assim, a ferramenta PCR é muito bem vista para utilizacdo no diagnostico
clinico precoce da leptospirose. Em 1994, Kee e colaboradores avaliaram essa ferramenta com
amostras de sangue de cobaias experimentalmente infectados com L. interrogans, e a PCR foi
capaz de detectar o DNA da Leptospira dois dias depois da infeccdo experimental, enquanto na
SAM os anticorpos sé foram detectados sete dias ap6s a infeccdo. No entanto, como diversos
métodos diagndsticos que apresentam certas limitacbes, a PCR € incapaz de identificar o
sorovar infectante. Para o paciente isso ndo é significativo, uma vez que o tratamento € o
mesmo, independente do sorovar, mas essa identificacdo € imprescindivel no quesito
epidemioldgico e de saude publica (Levett, 2004).

Em virtude de ter sido colhido apenas sangue total para a realizagéo da PCR, isso pode
ser a causa da ndo amplificacdo nas amostras, a colheita de urina foi impossibilitada pela
anatomia do sistema urinario do animal e os metodos disponiveis no momento. Em 2006,
Shimabukuro considerou a técnica da PCR mais rapida e pratica em relagdo ao exame
bacterioldgico para detecgdo do agente em amostras de tecido renal em suinos de abatedouros,
isso corrobora com a ideia de que a analise de tecidos com a ferramenta PCR, no caso tecidos

renais e/ou hepaticos (locais de predilecdo do agente), seriam mais eficientes no caso de
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doencas em fase cronica, ou em animais que ndo apresentam sinais clinicos devido as
adaptacdes fisioldgicas.

Por mais que a literatura fale que geralmente é necessaria a avaliagdo de amostras
seriadas, para verificar o aumento no titulo de anticorpos entre a primeira e a Gltima amostra,
esse processo nao foi realizado nesse estudo por se tratar de animais silvestres. A sorologia é
frequentemente usada para diagnosticar leptospirose. Deve-se ter cuidado na interpretacdo dos
resultados dos testes sorologicos, pois infec¢bes subclinicas sdo comuns além de existirem
animais adaptados ou sorovares infectantes menos patogénicos (Chiacchio et al., 2014). Nos
resultados encontrados na soroaglutinagdo microscopica (SAM), 23 (41,1%) animais
apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp., com titulagdes iguais ou maiores que 1:100.
Como até o presente momento ndo existem estudos com levantamento sorologico para
leptospirose em capivaras na regido Centro-Oeste do pais, os dados foram comparados com o
encontrado em outras regides. Com isso, a porcentagem de animais reagentes do presente
estudo (41,1%) estd na média de muitos dados ja encontrados no Brasil.

Estudos sobre soroprevaléncia feito por Silva e colaboradores (2009) em capivaras
selvagens em varias regides do Brasil mostraram taxas entre 30% e 60%. Shimabukuro (2006)
observou através do SAM as prevaléncias de 3,6% e 35% ao estudar as capivaras bacia do Alto
Tieté e regido metropolitana de Sdo Paulo respectivamente, valores abaixo do encontrado no
presente estudo, Os resultados da presente estudo e da regido metropolitana de Sdo Paulo
mostram que 0s animais que vivem em area urbanizada apresentam maior prevaléncia do
agente, provavelmente causada pela maior exposicdo dos animais a poluicdo biologica dos
cursos d’agua.

Chiacchio e colaboradores (2014) coletaram o0 sangue de 31 capivaras do Parque
Estadual Alberto Loéfgren na cidade de Sdo Paulo e detectaram anticorpos anti-Leptospira spp.
através do SAM em 26% dos animais testados. Silva e colaboradores (2009) observaram 27,3%
de animais reagentes dentre as 22 amostras que testaram de capivaras que foram abatidas em
um frigorifico no Rio Grande do Sul. Enquanto Gongalves e colaboradores (2020) em Araras,
Sé&o Paulo, encontraram 93,55% de animais reagentes no SAM.

Albuquergue e colaboradores (2017) encontraram no Acre, 43,9% de animais reagentes
e Langoni e colaboradores (2016) em Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul (41.82%)
resultados préximos ao encontrado no presente estudo. Em 1998, Ito e colaboradores, fizeram
um estudo em capivaras de vida livre no pantanal sul-matogrossense e encontraram uma taxa
de 33% se soroprevaléncia. Desta forma, podemos constatar que os resultados de animais

reagentes no Brasil variam bastante (20% a 94%) dependendo da regido estudada.
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No presente estudo, 0 maior nimero de animais soropositivos foram fémeas (86,96%).
Isso pode ser por dois fatores, geralmente as colonias sdo compostas por muitas fémeas e poucos
machos (Moreira et al., 2013) e as fémeas enfrentam periodos constantes de baixa imunidade,
relacionados ao periodo de gestacdo e lactacdo, e este fato pode estar associado a maior
frequéncia de anticorpos (Uzéda et al., 2005).

Das 24 variantes soroldgicas avaliadas, os animais apresentaram titulacdes para quatro,
hardjo, icterohaemorrhagiae, copenhageni e grippotyphosa. Sendo que 13 animais
apresentaram titulacbes para mais de uma variante soroldgica (Tabela 3). As variantes
icterohaemorrhagiae e copenhageni foram as que se apresentaram em 13 (56,52%) animais
reagentes concomitantemente. E a variante copenhageni foi a que apresentou titulagdes mais
elevadas com dois (8,69%) animais apresentando titulacdes 1:1600 e um (4,35%) animal
apresentando 1:800. No Brasil, o0s sorovares icterohaemorrhagiae e copenhageni
frequentemente estdo relacionados aos casos mais graves em seres humanos (Brasil —
InformagBes Técnicas, 2020). Geralmente amostras Unicas com altos titulos aumentam a
suspeita de leptospirose, embora ndo sejam definitivas (Brasil, 2014).

Gongcalves e colaboradores (2020) encontraram as variantes sorolégicas grippotyphosa
(69.23%), autumnalis (26.92%) e bratislava (3.85%) dentre os 20 sorovares testados, no estudo
realizado em Araras, Sdo Paulo e nesse experimento um dos animais apresentou positividade
na PCR. Em 2001 no municipio de Piracicaba, S&o Paulo, Paula e colaboradores encontraram
dois (20%) animais dentre os dez testados com sorovar grippotyphosa. Langoni e colaboradores
(2016) encontraram os sorovares icterohaemorrhagiae (56.52%) em 13 amostras, seguido por
copenhageni em nove (39.13%) amostras, pomona em quatro amostras (17.39%), djasiman e
castellonis em trés amostras cada (13.04%), grippotyphosa, hardjo, canicola, e cynopteri em
duas amostras cada (8.7 %), e andamana e bratislava em uma amostras cada (4.34%) em estudos
realizados nos estados do Rio Grande do Sul, Parana e S&o Paulo em 55 amostras analisadas de
capivaras para fim comercial e de vida livre.

Ja Chiacchio e colaboradores (2014) encontraram 13 sorovares em 28 amostras das 31
analisadas de um parque estadual em Sao Paulo. Por isso, a positividade e os titulos expressivos
para um isolado do ecossistema local reforcam a recomendacdo do uso de isolados locais na
sorologia, para maior especificidade (WHO, 2003).

Artigos que representem parametros hematologicos e bioquimica sérica de capivaras
sd0 escassos, e geralmente apresentam pequeno numero de amostras, 0 que pode distorcer 0s
resultados apresentados. Portanto, os dados analisados somente sdo os de confronto entre os

grupos reagentes e ndo reagentes, e 0 grupos reagentes da Area 1 e reagentes da Area 2. Quando
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compara-se 0 grupo reagente com o grupo ndo reagente, obteve-se uma significancia estatistica
(p<0,05) para as andlises bioquimicas de creatinina, albumina e globulina. No confronto entre
0s grupos reagentes da Area 1 e reagentes da Area 2, obtive-se uma significancia estatistica
(p<0,05) nas analises hematoldgicas de leucocitos, mondcitos, linfocitos e eosinofilos, e nas
analises bioquimicas de FA, ureia, PT e albumina. Quando comparamos os dados entre 0s
grupos reagentes da Area 1 e da Area 2 isolados e o total de ndo reagentes, obtive-se
significancias estatisticas (p<0,05) nos eosindfilos, e entre o grupo Lago Paranoa X total de ndo
reagentes a significancias estatisticas (p<0,05) ocorreu na ALT, FA, creatinina, ureia, PT e
albumina.

Esses dados corroboram com as alteracGes descritas na literatura para mamiferos
afetados pela Leptospira spp., onde a lesdo primaria € vasculite, isquemia localizada nos 6rgaos,
resultando em lesdo tubular renal, necrose, dano hepatocelular e pulmonar, meningite, miosite
e placentite. Hemorragias podem ocorrer em casos graves, assim como ictericia e,
frequentemente, trombocitopenia. Geralmente, ocorre granulocitose leve e esplenomegalia
(Faine et al., 1999; Adler & Moctezuma, 2010; Fraga et al., 2015), por mais que a presente
espécie animal estudada ndo apresente sinais clinicos da doenca. De acordo com os resultados
observados, a infeccdo por Leptospira poderia estar ocasionando alteragdes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos desses animais, mas como ndo possuimos confirmacéo de higidez
dos animais, isso ndo poderia ser confirmado apenas com esses dados.

Analisando os dados das tabelas 9 e 10 foi observado que as amostras com altas
titulacbes em comparacdo com a média dos animais ndo reagentes, nao apresentaram alteracdes
nos bioquimicos, mas no hemograma foi observado leucocitose (amostras 10 e 17), monocitose
(Amostras 10, 14 e 17), linfocitose e eosinofilia (amostra 10), PPT alta (amostra 17),
trombocitopenia (amostra 14) e trombocitose (Amostra 17). Esses dados mostram que 0s
animais poderiam estar apresentando algum processo inflamatério, que poderiam ser por
diversas causas, ja que poderiam ndo ser higidos, ou estarem apresentando um processo
inflamatdrio da fase aguda da leptospirose, que geralmente cursa com vasculite Por mais que
a literatura tente apresentar que as capivaras poderiam ser resistentes a infeccdo, esses dados
observados no hemograma corroboram os dados observados em animais e seres humanos em
fase aguda da doenca, que apresentam como lesdo primaria  vasculites e também
trombocitopenias e granulocitoses leves (Faine et al., 1999; Adler & Moctezuma, 2010; Fraga
etal., 2015).

Um dado importante € que os animais que apresentaram titulagdo aos sorovares

grippotyphosa e hardjo, eram do grupo A e possuiam contato intimo com ruminantes, dividiam
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comina e andavam na mesma area, isso pode justificar como esses animais se contaminaram,
jaque esses sorovares séo comumente encontrados em ruminantes. De acordo com os resultados
apresentados, onde grande parte dos animais apresentaram titulacbes para sorovares
patogénicos (icterohaemorrhagiae - 82,61% e copenhageni - 65,22%) para seres humanos,
mostra um sinal de alerta, pois fica comprovado que ha, nesses locais, a bactéria circulante no
ambiente. A presenca dos sorovares reagentes neste estudo sugere o contato prévio de capivaras
com animais domésticos e roedores sinantrépicos ou com agua e solo contaminados. O fato de uma

espécie portadora de Leptospira coabitar com outra favorece a disseminagdo do patogeno.

5. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que um elevado numero de capivaras do Distrito Federal
apresenta anticorpos anti-Leptospira spp. sem apresentar sinais clinicos, o que fortalece a ideia
de que esta espécie desempenhe um papel importante na manutencdo da doenga na natureza.

A utilizacdo da PCR para a avaliacdo sanitaria das capivaras de vida livre no presente
estudo ndo foi uma boa ferramenta pois somente foi utilizado para analise o sangue total, mais
estudos sdo necessarios utilizando outros tipos de amostras, como urina e tecidos.

Os animais apresentaram algumas alteracbes nos parametros hematoldgicos e
bioquimicos, mas que ndo podem ser confirmadas como causadas pela Leptospiras spp., pois
ndo existe confirmacdo de higidez dos animais., mais estudos sdo necessarios para essa
comprovacao.

A presenca de animais reagentes na sorologia mostra que a bactéria esta circulante no
ambiente urbano do Distrito Federal e merece ser considerado, uma vez que pode comprometer

a saude publica.
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