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RESUMO

GUSMAO, ANNA ELISA ATHAYDE. INVESTIGA(;AO SOROEPIDEMIOLOGICA DE
Toxoplasma gondii EM MICOS-LEOES-DOURADOS (Leontopithecus rosalia, Linnaeus,
1766) E SAGUIS HIBRIDOS (Callithrix sp., Erxleben, 1777) NA AREA DE PROTECAO
AMBIENTAL DA BACIA DO RIO SAO JOAO/MICO-LEAO-DOURADO, RJ. Dissertacao.
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Campos dos Goytacazes, RJ,
2024. Orientadora: Prof2, DSc. Adriana Jardim de Almeida. Coorientador: DSc. Edwards
Frazéo Teixeira.

A toxoplasmose, doenga causada pelo parasito intracelular obrigatério Toxoplasma gondii,
acomete animais de sangue quente em todo mundo. Dentre 0s primatas neotropicais, 0S
calitriquideos sdo os mais susceptiveis, desenvolvendo doenca de carater agudo, com
morte subita na maioria dos casos. Dessa forma, o monitoramento e identificacdo do
patdgeno nestes primatas faz-se necessario como ferramenta de conservacao,
principalmente por muitos estarem em alguma categoria de ameacga. Neste contexto,
objetivou-se realizar um estudo soroepidemioldgico para anticorpos anti-T. gondii em duas
espécies de calitriquideos que vivem em simpatria artificial: micos-ledes-dourados
(Lentopithecus rosalia) e saguis hibridos invasores (Callithrix penicillata x C. jacchus).
Para tanto, foram avaliadas amostras de soros congeladas, coletadas em estudos
anteriores na Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo&o/Mico-Le&o Dourado,
no estado do Rio de Janeiro, sendo 297 amostras de micos-ledes-dourados e 66 amostras
de saguis hibridos. Tais amostras foram submetidas ao Teste de Aglutinacdo Modificado
(MAT) para deteccéo de anticorpos do tipo IgG. Para a analise estatistica foi realizado o
teste qui-quadrado para verificacdo de fatores de risco associados a infecdo. Os
resultados demonstram que ocorre baixa soropositividade nessas espécies em vida livre,
com percentuais de 5,05% (15/297) nos micos-lebes e de 4,66% (3/66) nos saguis
hibridos, ambos com titulos de 1:25. Os fatores de risco, estacdo do ano e classe etéria,
foram estatisticamente significativos para L. rosalia e Callithrix penicillata x C. jacchus,
respectivamente. Especula-se que, os habitos arboricolas dessas espécies contribuem
para a baixa frequéncia de individuos soropositivos e apresentacdo de titulos minimos,
além de as estacdOes secas favorecerem a infeccdo de micos-ledes, assim como ocorre

com as classes etéarias subadulto de saguis hibridos.

Palavras-chave: Toxoplasmose, Teste Soroldgico, Primatas Neotropicais, Calitriquideos.



ABSTRACT

Toxoplasmosis, disease caused by the obligatory intracellular parasite Toxoplasma gondii,
affects warm blooded animals worldwide. Among the neotropical primates, the callitrichids
are the most susceptible, developing an acute illness, with sudden death in the majority of
cases. Ergo, the monitoring and identification of the pathogen in these primates is
necessary as a conservative tool, mainly because many are in some threat category. In
this context, the objective is to carry out a seroepidemiological study for anti-T. gondii
antibodies in two species of callitrichids that live in artificial sympatry: golden lion tamarins
(Lentopithecus rosalia) and invasive hybrids marmosets (Callithrix penicillata x C. jacchus).
Therefore, frozen serum samples collected in previous studies in the Environmental
Protection Area of the Rio S&o Jodo/Mico-Ledo Dourado Basin, in the state of Rio de
Janeiro, were evaluated, with 297 samples from golden lion tamarins and 66 samples from
hybrid marmosets. These samples were subjected to the Modified Agglutination Test
(MAT) to detect IgG antibodies. For the statistical analysis, the chi-square test was
performed to verify risk factors associated with the infection. The results demonstrated that
a low seropositivity occurs in these species in the wild, with percentages of 5,05% (15/297)
in golden lion tamarins and 4,66% (3/66) in hybrid marmosets, both with titles of 1:25. The
risk factors, seasons and age, were statistically significant for L. rosalia e Callithrix
penicillata x C. jacchus, respectively. Therefore, the arboreal habits of these species
contribute for the low frequency of seropositive individuals and presentation minimum titles,
in addition to dry seasons favoring the infection of golden lion tamarins, such as occurs

with the age classes of hybrid marmosets.

Key-words: Toxoplasmosis, Serological Test, Neotropical Primates, Callitrichids.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose € uma zoonose causada pelo parasito intracelular obrigatorio
Toxoplasma gondii, que infecta animais de sangue quente em todo o mundo, incluindo
seres humanos (DUBEY, 2022). Os felideos sao os hospedeiros definitivos e eliminam
oocistos juntamente com suas fezes que contaminam o ambiente, incluindo alimentos
e agua (SHAPIRO et al., 2019). Estima-se que mais de um ter¢o da popula¢cdo mundial
é infectada por T. gondii (PINTO-FERREIRA et al., 2020) e nas ultimas décadas, a
veiculacao hidrica de oocistos provocou 0s maiores surtos da doenca ja registrados
no Brasil e no mundo (MINUZZI et al., 2020).

O estado do Rio de Janeiro € considerado endémico para a toxoplasmose humana
e animal (GALLO et al., 2019), o que torna esta zoonose de grande interessa para
Saude Publica nesta area devido ao seu potencial para manifestacdes clinicas graves
a saude humana e animal. As infec¢cdes em seres humanos imunocompetentes sao
geralmente assintomaticas, porém em individuos imunocomprometidos e recém-
nascidos pode causar danos mais sérios a saude (PEREIRA et al., 2022).

Os calitriquideos sao primatas neotropicais, na qual apresentam a caracteristica
de serem altamente suscetiveis & infeccdo por T. gondii (CATAO-DIAS et a., 2013) o
gue torna a realizacdo de pesquisas sobre a prevaléncia em animais dessas espécies,
principalmente naqueles ameacados de extingdo e, cujos relatos demonstram essa
alta suscetibilidade (DE OLIVEIRA et al., 2022). Ademais, pesquisas sorolédgicas de
anticorpos anti-T. gondii nas espécies analisadas ainda sédo escassas.

Pesquisas com foco na mortalidade e infeccbes por distintos patégenos em
animais silvestres séo ferramentas importantes para investigar processos de doencas,
ameacas antrépicas e impactos ambientais sobre esses animais, e sdo também
importantes para o desenvolvimento de politicas publicas e de saude animal. Embora
surtos de doencas em colbnias de primatas neotropicais sejam comuns, 0
conhecimento sobre os fatores que os ameacam sao escassos quando comparados
aos primatas do velho mundo (EHLERS et al., 2021).

A Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo&o € a tnica no mundo em
gue ocorre a presenga do mico-ledo-dourado (Leontopithecus rosalia) em regido
endémica e de vida livre (RUIZ-MIRANDA et al., 1999). Porém existem espécies

invasoras como o0s saguis hibridos C. penicillata x C. jacchus que apresentam
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competicdo direta ou de interferéncia com 0s micos, visto que possuem biologia e
ecologia semelhantes e em simpatria (DE MORAIS JUNIOR et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia sorolégica de anti-T. gondii
nestas espécies de calitriquideos - micos-ledes-dourados (Leontopithecus rosalia) e
saguis hibridos (Callithrix penicillata x Callithrix jacchus) - habitantes da Area de
Protecdo Ambiental do Rio S&o Jodo/Mico-Ledo-Dourado localizada no estado do Rio
de Janeiro e inferir sobre possiveis fatores associados a infeccdo destes primatas
neotropicais neste estado endémico para a doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TAXONOMIA

Filo: Apicomplexa; Levine, 1970
Classe: Sporozoasida; Leukart, 1879
Subclasse: Coccidiasina; Leukart, 1879
Ordem: Eimeriorina; Leger, 1911
Familia: Toxoplasmatidae, Biocca, 1956

Género: Toxoplasma, Nicolle e Manceaux, 1909

Espécie: Toxoplasma gondii, Nicolle e Manceaux, 1909 (DUBEY, 2022).

2.2.  HISTORICO

Nicolle e Manceaux (1908), pesquisando sobre leishmaniose no instituto
Pasteur na Tunisia, encontraram um novo protozoario em tecidos (células do baco e
figado) do roedor Ctenodactylus gundi, e inicialmente acreditaram se tratar de um
piroplasmideo. Simultaneamente, Alfonso Splendore, no Brasil, encontrou o0 mesmo
parasito em células do baco, pulméo e em alguns leucocitos da espécie de coelhos
Oryctogalus cuniculus. Pelas caracteristicas morfolégicas que o parasito apresentava,
e pela espécie onde foi encontrado, recebeu o nome de Toxoplasma gondii por Nicolle
e Manceaux (Toxo=arco; plasma=vida) (DUBEY, 2022).

Toxoplasma gondii possui grande importancia veterinaria e médica e embora
tenha uma ampla distribuicdo mundial, e talvez o maior nimero de hospedeiros que
qualquer outro parasito, ha apenas uma espécie, T. gondii, no género Toxoplasma
(DUBEY, 2008). A primeira transmissdo reconhecida foi a congénita, em 1939, em
gue trés patologistas em Nova lorque identificaram T. gondii em uma menina que
desenvolveu crises convulsivas aos trés dias de idade e foram identificadas lesées em
ambos os olhos. A crianga morreu com apenas um més de idade e, ao realizar a
necropsia, T. gondii foi encontrado livre e intracelular em les6es de encefalomielite e

retinite na crianca (DUBEY, 2022). Mais tarde, descobriu-se que infec¢des congénitas
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sdo comuns em muitas espécies de animais, como, por exemplo, ovelhas, cabras e
roedores (DUBEY, 2008).

Em 1941, foi relatada a toxoplasmose em uma crianga de seis anos que estava
assintomatica e foi atingida com um taco de beisebol. O menino desenvolveu uma dor
de cabeca em dois dias, convulsdes, dando entrada no hospital no sétimo dia e faleceu
no 30° dia. O cérebro e a medula espinhal foram removidos para exame
histopatolégico e prova bioldégica em camundongos, onde isolaram T. gondii. Este
isolado recebeu as iniciais RH da crianca hospedeira e € uma das cepas mais
estudadas em todo o mundo (DUBEY, 2008).

Foi sugerido por Weinman e Chandler (1954), para justificar a infeccéo
generalizada em homens e animais no mundo, que a transmissao poderia acontecer
através da ingestdo de carne malcozida. No ano de 1965, num experimento com
criancas de um sanatério em Paris, foram comparadas as taxas de infeccéo por T.
gondii antes e depois da admissdo na instituicdo. Apés a admisséo, a taxa de
aquisicdo anual, que era de 10% passou a ser de 50%, apoés adicionar duas por¢oes
de carne bovina malcozida ou carne de cavalo a dieta e uma taxa anual de 100% ap0s
a adicdo de costeletas de cordeiro. Esse fato ilustrou a alta prevaléncia de T. gondii
em ovelhas, além da importancia da ingestdo de carne malcozida na transmisséo da
toxoplasmose (DUBEY, 2008).

Apesar de a transmissao congénita e por ingestdo de carne crua ou malcozida
explicar parte da transmisséo, ndo explica infeccdo generalizada em vegetarianos e
herbivoros. No ano de 1965, Hutchison, um bidlogo em Glasgow, descobriu a
infectividade de T. gondii associada a fezes de gato. No entanto, apenas em 1970, o
conhecimento do ciclo biolégico de T. gondii foi completado pela descoberta da fase
sexuada do parasito no intestino delgado de gatos. Foram encontrados nas fezes de
gato oocistos de T. gondii que foram caracterizados morfologicamente e
biologicamente (DUBEY, 2008).

2.3. CICLO BIOLOGICO

O ciclo biologico do Toxoplasma gondii (Figura 1) é complexo e para a
adequada profilaxia € necessaria sua compreensdo. O parasito possui trés formas

infectantes: taquizoitos, bradizoitos (dentro de cistos teciduais) e esporozoitos (dentro
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de oocistos esporulados), que se diferenciam de acordo com as fases do ciclo
(DUBEY, 2022).

O parasito infecta hospedeiros mamiferos terrestres, aquaticos e aves, e estes
animais sédo considerados hospedeiros intermediérios, uma vez que apenas estagios
assexuados se desenvolvem. Os estagios sexuados de T. gondii sdo visualizados
apenas nas células intestinais em membros da familia Felidae, considerados, desta
forma, os hospedeiros definitivos (DUBEY, 2022).

Felideos, ndo somente os domésticos, podem eliminar oocistos de T. gondii
juntamente com as fezes, apd6s a ingestdo de qualquer uma das trés formas
infecciosas do parasito. O periodo pré-patente varia de acordo com o estagio de T.
gondii ingerido. O inicio de excrecdo de oocistos pode variar de trés a dez dias apés
a ingestdo do parasito em sua forma de cistos, mais de 18 dias quando ingerido na
sua forma de oocisto e a forma taquizoito (ATTIAS, et al., 2020; DUBEY, 2022).

O felideo, como outros carnivoros e onivoros, pode se infectar ao ingerir tecidos
de suas presas contendo cistos teciduais, ou oocistos liberados por outro felideo no
ambiente, contendo esporozoitos. Apds a ingestdo, a parede dos cistos e oocistos €
rompida no estbmago, devido a acdo do pH baixo e de enzimas proteoliticas, liberando
os bradizoitos ou esporozoitos respectivamente. As células intestinais sédo invadidas
pelo parasito onde ele se reproduz sexuadamente dando origem aos oocistos
liberados no lumen intestinal (DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY, 2022).

Uma vez liberados no ambiente, os oocistos esporulam em dois a cinco dias
dependendo de fatores como temperatura, umidade e oxigena¢ao, processo que o
torna infectivo pela presenca de dois esporocistos contendo quatro esporozoitos cada.
Estes oocistos esporulados sdo extremamente resistentes as condicdes ambientais e
permanecem viaveis na agua ou em condi¢des secas por varios meses (ATTIAS, et
al., 2020; DUBEY, 2022).

O oocisto liberado no ambiente é uma importante forma de disseminacgéo da
doenca, podendo alcancar os mais diversos hospedeiros intermediarios (DUBEY,
2022). Da mesma forma que para hospedeiros definitivos, nos intermediarios os
oocistos ingeridos através da agua ou alimentos contaminados rompem-se pela acédo
das enzimas digestivas liberando os esporozoitos no hospedeiro. Estes dividem-se
rapidamente nos enterécitos e linfonodos associados e dédo origem aos taquizoitos,
sendo esta forma responsavel pela disseminac¢éo do parasito na circulagdo sanguinea
e linfatica (DUBEY, 2022).
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Ao alcancar a circulacao, o parasito atinge os tecidos, sendo o sistema nervoso
central e musculaturas esqueléticas e cardiaca os de maior prevaléncia, onde
eventualmente se encista. Um Unico cisto pode abrigar centenas de bradizoitos e essa
é considerada a fase cronica da toxoplasmose. Importante ressaltar que a fase extra
intestinal também ocorre nos felideos, tornando-os também hospedeiros
intermediarios (DUBEY, 2022).

Hospedeiros definitivos felideos

=

Carne infectada
ingerida malcozida

Oocistos liberados
com as fezes

Cistos teciduais ingeridos

Oocisto
ndo esporulado

}

@
V4

Oocistos em

Taquizoitos transmitidos Toxoplasma gondii em alimento, agua e
através da placenta tecidos animais solo

S

—

Ingeridos por
hospedeiros
intermediarios
Oocisto

esporulado
l - (, ’ |

Feto infectado Hospedeiros intermediarios

Alimento, agua, frutas e outros vegetais contaminados ingeridos

Figura 1: Ciclo biologico de Toxoplasma gondii, adaptado de Dubey (2022).
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2.4. TOXOPLASMOSE EM PRIMATAS NEOTROPICAIS

A toxoplasmose é relatada em varias espécies de primatas de vida livre
(SANTANA et al., 2020). No entanto, os fatores de risco para a infec¢ao por T. gondii
em primatas neotropicais ainda sado pouco compreendidos, mas a ingestdo de
oocistos de alimentos, frutas e agua € considerada a principal fonte de infeccao
(DUBEY, 2022). Pequenos roedores, que também fazem parte de sua alimentacao,
podem ser fonte de infec¢do através da ingestdo de cistos em seus tecidos. Outros
vetores mecanicos presentes em sua dieta, como baratas, minhocas e besouros, ja
foram relatados (DUBEY, 2022).

As mudancas climaticas podem influenciar de forma indireta 0 comportamento
dos primatas e na forma de como patégenos podem se espalhar pelas populacdes.
Existe uma relacdo direta das alteracdes de clima com a fenologia das plantas, como
por exemplo frutificacdo e floracdo (VISSER; AMBOS, 2005) e, como consequéncia,
esses animais buscam outras fontes de alimentos, alterando sua dieta. Estas
mudancas podem influenciar a cadeia epidemiolégica de doencas e,
consequentemente, o estado infectivo de determinadas espécies hospedeiras
(CARRILO-BILBAO et al., 2021).

Primatas neotropicais sdo animais altamente suscetiveis a toxoplasmose.
Nesses individuos, quando em cativeiro, a doenca se manifesta de forma sistémica e
hiperaguda a aguda, de tratamento dificil que evolui de forma répida para oébito,
estando associada a surtos de alta letalidade (RODRIGUES-OLIVEIRA et al., 2022).
Pouco se sabe sobre fatores que que levam a alta suscetibilidade dos primatas
neotropicais com relagcédo a toxoplasmose, mas a diversidade genética de cepas de T.
gondii infectando primatas € considerada um destes fatores. Dentre 0s primatas
neotropicais, a espécie mais resistente € o macaco-prego (Sapajus sp.), diferente do
macaco-de-cheiro (Saimiri sciereus) que € a espécie considerada mais suscetivel a
infeccéo e pode morrer sem sinais clinicos obvios (DUBEY et al., 2021).

As raz0es para essas diferengas na suscetibilidade néo sé&o claras, no entanto
o parasitismo é um fendmeno evolutivo, e a patogenicidade e especificidade podem,
assim, sofrer alteraces ao longo dos anos. Desta forma, os habitos arboricolas das
espécies de primatas neotropicais reduziram o contato desses animais, ao longo de

sua evolucdo, com as fezes de felinos e, consequentemente, com oocistos de T.
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gondii, resultando no ndo desenvolvimento de resisténcia a toxoplasmose
(EPIPHANIO; CATAO-DIAS, 2003; MINERVINO et al., 2017).

2.4.1. Manifestacdes Clinicas

A doenca se apresenta nas formas clinicas aguda ou crénica, que dependem
da interacdo parasito-hospedeiro. Fatores como tipo de cepa envolvida e a sua
patogenicidade influenciam juntamente com o estado imunolégico e a espécie
acometida pelo parasito, a fim de determinar como a infec¢céo ocorrera no hospedeiro
(CASAGRANDE et al., 2013; DUBEY, 2022).

Toxoplasma gondii é responsavel por causar doenca sistémica grave, a morte
muitas vezes € aguda, em alguns casos em um periodo de um a dois dias e com sinais
inespecificos como depresséo e inapeténcia. A forma neuroldgica ocorre raras vezes
com sinais de ataxia, depressdao, inclinacdo da cabeca, movimentacdo em circulos,
anorexia e paresia (JOHNSON-DELANEY, 2009). Outros sintomas clinicos relatados
sdo apatia, dispneia, hipotermia, secrecao nasal serosanguinolenta ou espumosa,
anorexia e @mese (EPIPHANIO; CATAO-DIAS, 2003).

Os achados patolégicos clinicos em primatas neotropicais infectados com T.
gondii podem incluir elevacfes nos valores de enzimas hepéticas e renais, um perfil
de hemograma e bioquimico por estresse, além de sugestdo de inflamacéo
generalizada. Embora a doenga possua um curso agudo, causando morte imediata, 0
tratamento pode ser uma tentativa. Utilizam-se sulfas parenterais e cuidados de
suporte, mas de modo geral ndo sdo eficazes (JOHNSON-DELANEY, 2009). Além
desses farmacos, utilizam-se anti-inflamatérios ndo esteroidais e a associacao entre
sulfametoxazol-trimetropim com a estreptomicina que se encaixa como potencial
terapia para toxoplasmose em primatas neotropicais. No entanto, o combate a

infeccdo utilizando esses farmacos ndo tem sido eficaz (MOREIRA et al., 2022).

2.4.2. Prevencéo

A prevencéao ainda é a melhor forma de impedir a infec¢céo, principalmente em

colbnias que ndo séo de vida livre. Deve-se evitar o acesso de felideos em areas
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habitadas por primatas, além de realizar um controle de qualidade na alimentacéo e
agua fornecidas, principalmente em animais que vivem em cativeiro (JOHNSON-
DELANEY, 2009).

2.4.3. Diagnadstico

O diagndstico nessas espécies, principalmente em individuos de vida livre, é
um desafio em razdo do curso agudo da doenca. Ele pode ser realizado por meio de
testes sorologicos como o Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT), ELISA para
deteccdo de anticorpos IgM e IgG (YBANES et al., 2020; DUBEY, 2022) e RIFI
(DUBEY, 2022). O exame histopatoldgico associado a técnica de imuno-histoquimica
€ uma opcao, e para a deteccdo do DNA do parasito no tecido utiliza-se o método de
Reagéo em Cadeia Polimerase (PCR) (DUBEY, 2022).

A eficacia e validade dos testes sorolégicos para deteccao de anti-T. gondii em
primatas neotropicais naturalmente infectados ainda €é pouco conhecida.
Determinadas espécies podem morrer antes da producdo de anticorpos e, em
consequéncia disso, ndo ha tempo para diagnostico sorolégico, como observado em
pesquisa para a espécie macaco-de-cheiro (DUBEY et al., 2021). Por outro lado,
macacos-prego (Sapajus sp.) sao naturalmente mais resistentes para a infeccéo por
T. gondii e em estudo com infeccdo experimental, anticorpos foram detectados tanto
por RIFI quanto por ELISA ap6s um intervalo de 13 dias pos-infec¢do (BOUER et al.,
2010).

Como a doenca causa morte aguda nesses animais, 0s achados patolégicos
sao identificados posterior & morte e em diferentes 6rgaos: pulmdes, figado, baco,
linfonodos, intestino e cérebro. A necrose é uma alteracdo tecidual secundaria
resultante da replicacdo e ruptura das células hospedeiras pelos taquizoitos. Em
casos de infeccbes cronicas, observam-se cistos teciduais em locais como cérebro,
musculatura esquelética e cardiaca (CASAGRANDE et al, 2013; DUBEY, 2022).

Estudos sorolégicos em populacdes silvestres de primatas neotropicais sao
relevantes e geram mais dados para a compreensao da relacdo entre primatas
silvestres e patdgenos, como o T. gondii, além de colaborar para o conhecimento
epidemioldgico nas diferentes regides. Ademais, € necessario monitorar 0os animais

na natureza, em especial aqueles capturados e realocados para esforcos de
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conservacao das espécies (MOLINA et al.,, 2017), em especial os micos-ledes-

dourados que sao individuos ameacados em extingao.

2.5. SUBFAMILIA CALLITRICHIDAE (GRAY, 1821)

Os calitriquideos sdo pequenos primatas neotropicais da familia Cebidae e
subfamilia Callitrichnae, conhecidos popularmente como saguis e micos e com 43
espécies distribuidas em seis géneros: Callithrix, Leontopithecus, Mico, Saguinus,
Cebuella e Callimico. Sdo encontrados desde o Panamé4 até o sul do Brasil, no estado
do Parand, e unicamente algumas espécies de Saguinus ndo ocorrem no territorio
brasileiro (BICCA-MARQUES et al., 2011).

Sao consideradas espécies que possuem habitos arboricolas e diurnos, dieta
onivora, unhas em forma de garra (com excecdo do polegar), cauda longa e nado
preénsil (BICCA-MARQUES et al., 2011). O tamanho corporal é variado, desde 0s
desenvolvidos Lentontopithecus sp., que podem ultrapassar 600 gramas, até Cebuella
pygmacea, considerado o menor primata neotropical do mundo, com peso médio de
110 gramas (CALOURO et al., 2015; PASSOS et al., 2018).

2.5.1. Leontopithecus rosalia (Linnaeus, 1766)

Os micos-lebes-dourados (micos-ledes) (Figura 2), como sdo conhecidos
popularmente, possuem a pelagem como sua principal caracteristica, apresentando
coloracdo totalmente vermelho-dourado e a face quase nua, cercada por uma juba.
Podem ainda apresentar uma variagcdo entre o dourado e laranja, com marrom ou
preto em regido de cauda e nos membros pélvicos. A pele da face, dos pés e das
maos em geral é rosada, porém em alguns individuos apresenta-se de forma
enegrecida. Apresentam também tufos nas orelhas, nos pulsos e nos membros
pélvicos (BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011; RUiZ-MIRANDA et al., 2016).
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Figura 2: Familia de micos-ledes-dourados (Leontopithecus
rosalia). Fonte Dietz e colaboradores (2019).

A estimativa de vida dessa espécie é de 20 anos, seu peso médio, quando
adultos, varia entre 550 e 600 gramas (fémeas 361-794 g e machos 437-710 g) e
tamanho médio, da regido de cabeca a cauda, € de 60 cm. Possuem bracos, maos e
dedos mais alongados, provavelmente como adaptacdo ao forrageio de presas
escondidas em espacos estreitos, como orificios de troncos, galhos, cipos e bromélias
(BICCA-MARQUES; SILVA; GOMES, 2011; RUIZ-MIRANDA, 2016; RUIZ-MIRANDA;
GRATIVOL; OLIVEIRA, 2008; VERONA; PISSINATTI, 2014).

A dieta dessa espécie é variada e possui influéncia direta da disponibilidade
sazonal na composicdo e propor¢cao dos itens, sendo composta por frutos e flores,
néctar, insetos, aranhas, lesmas, caramujos, anfibios, ovos de aves e pequenos
vertebrados, como lagartos da espécie Tropidurus torquatus (COIMBRA-FILHO;
MITTERMEIER, 1977).

As quatro espécies de micos-ledes, endémicas do Brasil, encontram-se “‘em
perigo” (L. rosalia, L. chrysomelas — mico-ledo-da-cara-dourada e L. chhrysopygus —
mico-ledo-preto) ou “criticamente em perigo” (L. caissara — mico-ledo-da-cara-preta)
de extincdo, como consequéncia da degradagcdo de seu bioma, a Mata Atlantica
(RUIZ-MIRANDA et al., 2019).

Apo6s séculos de desmatamento de seu habitat natural, que inicialmente se
estendia pela planicie costeira do estado do Rio de Janeiro e até mesmo o estado do

Espirito Santo, a populacao foi reduzida e isolada em pequenos fragmentos florestais
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circundados por pastos, em uma area de apenas 0,4% da original. O comércio ilegal
de animais silvestres e a exportacdo para zoologicos também foram fatores
importantes para a reducdo da populacdo, que chegou proximo a extingdo com
apenas 200 individuos em vida livre. Por esses motivos, o L. rosalia ja esteve
criticamente ameacado de extin¢do (COIMBRA-FILHO; MITTERMEIER, 1977; RUIZ-
MIRANDA et al., 2016; RUIZ-MIRANDA et al., 2019).

No ano de 2003, a espécie foi reclassificada com relagdo ao status de
conservacao, descendo um nivel na categoria de ameaca. Essa mudanca foi resultado
de trés décadas de pesquisa e programas de conservacdo, com atuacao desde a
protecdo da populacdo selvagem original e translocaces de grupos isolados, até
programas de reproducdo em cativeiro e reintroducdes ao habitat natural (RUIiz-
MIRANDA; GRATIVOL, 2008).

As acdes de conservacao para L. rosalia foram responsaveis pela criagcdo, em
1974, da primeira reserva biologica (ReBio) do Brasil, a ReBio Poc¢o das Antas, e pela
ReBio Unido em 1998 e da Area de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o
Joao/Mico-Ledo-Dourado (APA-BRSJ), contribuindo assim para a preservagao de
outras espécies da Mata Atlantica do Rio de Janeiro (RUIZ-MIRANDA; GRATIVOL,
OLIVEIRA, 2008).

A Associacdo Mico-Ledo-Dourado realizou um altimo senso no ano de 2023,
onde foram observados que aproximadamente 4.800 individuos da espécie
(MENEGASSI, 2023) estavam organizados em grupos e distribuidos em treze
unidades de manejo que estao localizadas em diferentes fragmentos de Mata Atlantica
na bacia hidrogréfica do rio Sdo Jodo, localizado na regido centro-norte do Rio de
Janeiro, que abrange os municipios Casemiro de Abreu, Silva Jardim, Rio Bonito,
Cabo Frio, Rio das Ostras e Macaé. Em propriedades privadas, além das duas ReBio,
estdo inclusos fragmentos de florestas da APA-BRSJ — Area de Prote¢do Ambiental
da Bacia do Rio S&o Jodo/Mico-Ledo-Dourado (2232038 ’S e 4216041 “W) (Figura 3)
(RUIZ-MIRANDA et al., 2019).
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Figura 3: Mapa da posicio geografica da Area de Prote¢cdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo&o/Mico-

Ledo-Dourado e das Unidades de Manejo (Dietz e colaboradores, 2019).

2.5.2. Callithrix spp. (Erxleben, 1977)

O género Callithrix (Erxleben, 1977) apresenta seis espécies (Figura 4) sendo

todas endémicas do Brasil: Callithrix aurita, C. flaviceps, C. geoffroyi, C.

jacchus, C.

kuhlii, e C. penicillata. As espécies C. aurita, C. flaviceps, C. geoffroyie e C. kuhlii

ocorrem somente na Mata Atlantica, enquanto C. jacchus ocorre na Mata Atlantica e

Caatinga, e o C. penicillata, na Caatinga e Cerrado (REIS et al., 2011).
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Figura 4: Espécies de calitriquideos do Brasil.
Adaptado de Nash (2009).

Sé&o primatas de pequeno porte chegando entre 250 a aproximadamente 450
gramas de massa corpérea e 22 a 35 gramas quando recém-nascidos. Seu
comprimento total da cabeca e corpo é de 250 milimetros em média, com a cauda
medindo em torno de 280 milimetros (REIS et al., 2011). Apresenta expectativa de
vida livre em torno de 10 anos, e em cativeiros podem ultrapassar 15 anos (NOWAK,
1999). A presenca de ornamentos na cabeca como tufos, cristas, jubas e bigodes é
uma caracteristica marcante dessa espécie. Possuem também garras, ao invés de
unhas, tanto nos membros toracicos, quanto nos pélvicos (VERONA; PISSINATTI,
2006).

Callithrix sp. sdo primatas frugivoros e insetivoros, no entanto, quando esses
alimentos se encontram escassos, 0 néctar e exsudados de plantas (goma, resinas e
latex) séo utilizados como substitutos, além de alimentar-se também de flores,
sementes, moluscos, ovos de aves e pequenos vertebrados (RYLANDS, 2000;
NUNES, 2006). Os exsudados sao ricos em carboidratos, minerais e agua,
representando uma importante fonte de energia durante todo o ano, sendo mais
procurados nas épocas de escassez de outros alimentos (PERACCHI et al., 2006).

A espécie C. penicillata (Geoffroyi, 1812) é popularmente conhecida como
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mico-estrela, sagui-do-cerrado ou sagui-de-tufos-pretos (RYLANDS et al., 2012).
Apresentam distribuicdo geogréafica no Centro-Oeste brasileiro, nos Estados de
Tocantins, Goias, no Nordeste do Mato Grosso do Sul e em parte da Bahia, Minas
Gerais e Norte de S&o Paulo. Callithrix jacchus é chamado de sagui-comum, saguli-
do-nordeste ou sagui-de-tufo-branco (NUNES, 2006). Ocorre na regido Nordeste do
Brasil, nos Estados do Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas e no Norte e Oeste do Estado da Bahia (OLIVEIRA et al., 2015).

A hibridacdo é uma condicdo do resultado do cruzamento entre individuos de
diferentes espécies (SILVA, 2018). Casos de hibridacéo entre as espécies de Callithrix
tém sido relatados a partir da década de 1970 (COIMBRA-FILHO et al.,, 1993).
Callithrix jacchus e C. penicillata sdo duas espécies de saguis de biomas distintos que
se hibridizam na zona de encontro de suas areas de abrangéncia (ALONSO et al.,
1987). O encontro dessas espécies pode acontecer de forma natural, por meio das
zonas de contato, ou de forma antropogenizada, onde existe presenca da interferéncia
humana, que acontece por meio da introducdo de espécies exoticas e/ou por meio da
modificacdo do habitat (SILVA, 2018). A hibridacao dessas duas espécies no Estado
do Rio de Janeiro ndo se enquadra como regido fitoecoldgica, anulando qualquer
hipétese de zona de transi¢ao natural, visto que ambas as espécies sao exoticas para
a regido (FERRAZ, 2015).

2.6. HIBRIDOS Callithrix penicillata E Callithrix jacchus COMO POTENCIAL
ESPECIE INVASORA NA AREA DE OCORRENCIA DO MICO-LEAO-
DOURADO

O estado do Rio de Janeiro é um dos mais afetados pela introducao dos saguis,
com a presenca de hibridos C. penicillata x C. jacchus em 13% de seus municipios.
Num levantamento feito na década de 80 pela equipe da Associacdo Mico-Ledo-
Dourado, foram realizadas solturas por 6rgdos ambientais na regido da Bacia do Rio
S&0 Jodo, com mais de 60 animais em cada (DE MORAIS JUNIOR et al., 2008; RUIZ-
MIRANDA et al., 2011).

Na APA, os saguis estdo espalhados em fragmentos de Mata Atlantica de
diferenciados tamanhos, em sua maioria ocupados pelos micos-leGes-dourados

(RUIZ-MIRANDA et al., 2019). Esse fato € um problema, tendo em vista que 0s
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Callithrix e os Leontopithecus competem por recursos, principalmente quando estes
nao estdo em abundancia, podendo acarretar sua escassez. ISso ocorre porque a
densidade populacional em fragmentos florestais € maior ou igual a dos micos,
principalmente nos menores, e apresenta uma tendéncia para o crescimento pelo
sucesso da introducéo errbnea da espécie na regido (RUIZ-MIRANDA et al., 2006; DE
MORAIS JUNIOR, 2010).

2.7. EPIDEMIOLOGIA DA TOXOPLAMOSE EM PRIMATAS NEOTROPICAIS

A soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em hospedeiros varia de maneira
espacial e temporal, sendo influenciada diretamente pelo clima. Episédios de maior
soroprevaléncia em humanos, coelhos, ruminantes selvagens e gatos domeésticos sao
observados durante periodos com temperaturas elevadas ou alta precipitagdo. A
presenca de gatos domeésticos e selvagens em uma determinada area interfere
diretamente no risco de infeccdo, e esse fator € influenciado principalmente pela
atividade humana, como a abundante presenca de roedores, interacfes territoriais,
estresse ambiental, vegetacao e caracteristicas da paisagem (NIEHAUS et al., 2020).

Entre primatas neotropicais, a doenga varia conforme a espécie acometida.
Este contraste ocorre devido as diferencas na ecologia e comportamento. Na
subfamilia Callitrichidae (Saguinus, Leontopithecus, Callithirx) pode ocasionar quase
100% de mortalidade, o que resulta em soroprevaléncia reduzida, contribuindo para
um diagnostico tardio, especialmente em populacdes de vida livre (CATAO-DIAS; et
al., 2013).

Os géneros Saimiri e Aotus pertencentes da familia Cebidae e Ateles e Alouatta
da familia Atelidae podem apresentar sinais de toxoplasmose aguda a grave, com
mortalidade entre 20 e 80%, proporcionando uma soroprevaléncia de 15-16%. Em
controvérsia entre as espécies de primatas neotropicais, os Cebus sp. sdo, em sua
maioria, subagudos e moderados com a taxa de mortalidade baixa, o que confere
titulos de IgG altos e persistentes com a soroprevaléncia variando de 28 a 79% em
primatas de cativeiro e 30% em animais de vida livre (CATAO-DIAS et al., 2013;
BOUER et al., 2010; NIHAEUS et al., 2020).
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2.7.1. No Brasil

No Brasil, 19 estudos foram realizados para investigar a soroprevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em primatas neotropicais, tanto de vida livre, quanto nos que
sao mantidos em zooldgicos ou em cativeiro (Tabela 1). Nestes estudos, 19 espécies
e 2 géneros foram analisados, dentre os quais cinco calitriquideos. O MAT foi o teste
mais utilizado, seguido por IHAT, IFAT, ELISA. Mais da metade das analises
demonstrou uma prevaléncia maior ou igual a 50%, mas entre os calitriquideos estes
niveis foram abaixo dos 20%. Todos os estudos foram realizados apés 1999 e
englobam as cinco regifes do pais, sendo seis no nordeste, trés no sudeste, dois no
norte e apenas 1 no sul e no centro-oeste. No estado do Rio de Janeiro (tabela 2),
quatro estudos foram realizados e a prevaléncia variou entre 4,5% e 76,2%, sendo
este alto percentual entre cebideos (Cebus sp.); entre calitriquideos este indice nao

ultrapassou 4,5% (Callithrix sp.).

2.7.2. Rio de Janeiro

No Estado do Rio de Janeiro, temos raros relatos de estudos
soroepidemioldgicos em primatas neotropicais (Tabela 2). Ressalta-se um realizado
em uma populacao de Lenontopithecus chrysomelas de vida livre, no qual ndo foram

encontrados anticorpos anti-T. gondii (MOLINA et al., 2017).
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Tabela 1. Levantamento soroepidemiolégico para toxoplasmose em primatas neotropicais no Brasil.

Espécie Estado Ox%ﬁr:;o POS((L}(:)\/OS Teste n Autor e Ano
Alouatta benzebul Para Vida Livre 16,6% MAT 6 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Alouatta caraya Para Vida Livre 44,4% MAT 9 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Sao Paulo Vida Livre 20% MAT 5 Da Silva et
al (2014)
Sao Paulo Vida Livre 75% MAT 20 Molina et al
(2009-2011) (2014)
Minas Gerais Zoolégico 0% ELISA/IFAT/ 4 De Paula
IHA (2020)
Alouatta guariba Minas Gerais Zooloégico 0% ELISA/IFAT 2 De Paula et
IHA al (2020)
Aotus azarae Para Vida Livre 12% MAT 25 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Aotus trivirgatus Para Vida Livre 50% MAT 2 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Ateles maginatus Séo Paulo Zoolégico 40% MAT 5 Marujo et al
(2017)
Para Vida Livre 75% MAT 4 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Ateles paniscus Para Zoolégico 66,6% MAT 3 Minervino et
al (2010)
Para Vida Livre 90% MAT 11 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Brachyteles Sao Paulo Zoologico- 25% MAT 4 Marujo et al
arachnoides Captura (2017)
Callithrix penicillata Sao Paulo Vida Livre 16,6% MAT 48 Molina et al
(2009-2011) (2014)
Lagothrix lagotricha Para Vida Livre 50% MAT 6 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Leontopithecus Minas Gerais Zooloégico 0% ELISA/IFAT 1 De Paula et
chrysomelas IHA al (2020)
Bahia Vida Livre 2,72% MAT 147 Lordelo
(2021)
Leontopithecus Minas Gerais Zooloégico 0% ELISA/IFAT 2 De Paula et
chrysopygus IHA al (2020)
Leontopithecus Minas Gerais Zooloégico 0% ELISA/IFAT 15 De Paula et
rosalia IHA al (2020)
Leontopithecus sp. Para Vida Livre 100% MAT 1 Minervino et
al (2017)
Saimiri ustus Para Vida Livre 20% MAT 5 Minervino
(1999-2006) (2017)
Sapajus apella Minas Gerais Zoolégico 50% ELISA 6 De Paula et
al (2020)
Alagoas/Pernambuco Cativeiro 80% MAT 5 Ferreira et al
Paraiba/Rio Grande do (2015)
Norte
Para Vida Livre 78,6% MAT 70 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Rio Grande do Norte Zoolégico 61,9% MAT 21 Minervino et
al (2010)
Rio Grande do Sul Zooloégico 100% IHAT 1 Grumann et
al (2017)
Sao Paulo Vida Livre 8,3% MAT 36 Da Silva et
al (2014)
Minas Gerais Zoolégico 50% ELISA/IFAT/ 6 De Paula et
IHAT al (2020)
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Sapajus flavius Alagoas/Pernambuco Cativeiro 55,6% MAT 9 Ferreira et al
Paraiba/Rio Grande do (2015)
Norte
Sapajus libidinosus Goias Cativeiro 10% MAT 10 Carneiro et
al (2014)
Alagoas/Pernambuco Cativeiro 85,3% MAT 116  Ferreiraetal
Paraiba/Rio Grande do (2015)
Norte
Sergipe Zooloégico 21,4% MAT 14 Pimentel et
al (2009)
Sapajus nigritus Para Vida Livre 100% MAT 2 Minervino et
(1999-2006) al (2017)
Paraiba Zooloégico 100% MAT 5 Feitosa et al
(2018)
Rio Grande do Sul Zoolégico 100% IHAT 17 Grumann et
al (2017)
Sapajus sp. Alagoas/Pernambuco Cativeiro 75% MAT 4 Ferreira et al
Paraiba/Rio Grande do (2015)
Norte
Sapajus Séo Paulo Zoolégico- 100% MAT 1 Marujo et al
xanthosternos Captura (2017)
Sergipe Zooloégico 75% MAT 4 Pimentel et
al (2009)
Variadas Séo Paulo Zoolégico 56,9% IFAT 209 Bouer et al
(2010)
Amazonas Vida Livre 0% MAT 35 Elias et al
(2022)
Sé&o Paulo Vida Livre/ 16,3% MAT 49 De Moura et
Cativeiro al (2021)

Linhas sombreadas em vermelho mostram espécies de calitriquideos.

Tabela 2. Levantamento soroepidemiolégico para toxoplasmose em primatas neotropicais no estado
do Rio de Janeiro.

Espécie Cidade Origem Positivos Teste N Autor e Ano

do Animal (%)
Alouatta caraya Guapimirim Cativeiro 100% IFAT 1 Moreira (2022)
Callithrix sp. Seropédica IBAMA* 4,5% IHA 22 Pires et al (2012)
Cebus sp. Seropédica IBAMA* 76,19% IHA 21 Pires et al (2012)
Leontopithecus Niteroi Vida Livre 0% MAT 126 Molina et al (2017)
chrysomelas
Variadas Rio de Janeiro Cativeiro 46,7% MAT 77 Villar-Echarte (2021)

*IBAMA: animal recolhido pelo 6rgéo de prote¢cdo ambiental.

Linhas sombreadas em vermelho mostram espécies de calitriquideos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. ETICA

Os procedimentos descritos nesta pesquisa foram aprovados pelo Comité de Etica
de Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(CEUA - UENF) sob o numero de protocolo 522 (Anexo 1), e pelo 6rgdo ambiental sob
o numero de licenca SISBIO 35931-8 e SISBIO 17409.

3.2. LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAS

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Sanidade Animal (LSA) da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) com amostras de
soros de micos-ledes-dourados (Leontopithecus rosalia) e saguis hibridos (Callitrix
penicillata x Callitrhix jacchus) provenientes da Area de Protecdo Ambiental da Bacia
do Rio S&o Jodo/Mico-ledo-dourado no Estado do Rio de Janeiro (Figura 4). Por se
tratar da regido endémica do mico-ledo, a APA corresponde a area de atuacdo da
Associacdo do Mico-Ledo-Dourado (AMLD), que a divide em 13 unidades de manejo
(UM), que envolve as Reservas Bioldgicas (Rebio) Poco das Antas e Unido, e

fragmentos florestais dentro de propriedades particulares.
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Figura 5. Mapa da Area de Protegdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jo4o/Mico-ledo-dourado, no
Estado do Rio de Janeiro, Brasil, com a localizacdo dos locais de captura dos micos-
ledes-dourados (Leontopithecus rosalia) e saguis hibridos (Callithrix penicillata x C.
jacchus).

Foram recebidas 297 amostras de soro de micos-ledes-dourados e 66 saguis, bem
como as informacdes sobre localizacdo, classe etaria, data de coleta e sexo de cada
animal. As amostras dos micos-ledes foram coletadas entre os anos de 2019 e 2023
e fazem parte do banco de amostras bioldgicas da AMLD. As amostras de saguis
hibridos foram obtidas durante um estudo da salde destes animais, em novembro de
2020 (AFONSO, 2023).

Foram avaliadas amostras de dez locais de captura, sendo eles Aldeia 1 e 2,
Boqueirdo, Cambucaes, Imbau 1, 2 e 3, Poco das Antas, Rio Vermelho e Unido (Figura
5). Para obtencdo das amostras, micos e saguis foram levados para o laboratorio da
sede da AMLD, onde foram anestesiados e avaliados por médicos veterinarios.
Amostras de sangue, foram coletadas por meio de puncao da veia femoral, utilizando-
se agulhas 25 x 0,7mm, e seringas de plastico de 3mL. As amostras foram
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armazenadas em tubos sem anticoagulante e centrifugadas durante cinco minutos a
velocidade de 350 g. O soro obtido foi fracionado e transferido para tubos de
microcentrifuga e armazenados a -20°C. No LSA, os soros congelados recebidos
foram armazenados a -20°C até a realizagdo do teste soroldgico.

3.3. TESTE DE AGLUTINACAO MODIFICADO (MAT)

O teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) foi realizado segundo o protocolo
previamente estabelecido por Dubey e Desmonts (1987). Uma solucdo de antigeno
contendo taquizoitos de T. gondii da cepa RH fixados em formalina, tamp&o borato,
corante azul de Evans e 2-B-mercaptoetanol foi adicionada (25 pyL por pocgo) a
microplacas em forma de U de 96 pocos, seguido pela adi¢do 1:1 das amostras de
soro diluidas na proporcao de 1:25 em PBS. As placas foram incubadas a 37 °C por
12 horas. Amostras de soros controle positivos e negativos foram incluidas em cada
reacdo. As amostras foram consideradas negativas quando um botdo azul foi
observado no fundo do poco e positivas quando foi observado um fundo limpo. Para
titulacdo de anticorpos das amostras positivas foi realizada a diluicdo seriada de 1:25
a 1:3200 e as mesmas submetidas ao mesmo protocolo para defini¢cdo do titulo final

de cada primata positivo.

3.4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sorolégicos, titulos e dados dos animais foram tabulados e
submetidos ao Teste Qui-Quadrado para verificar a existéncia de associagéo
significativa entre as variaveis qualitativas estudadas, usando um nivel de significancia
de 5% (SAS — Statistical Analysis System, University Edition).
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4.1. MICOS-LEOES-DOURADOS (Leontopithecus rosalia)
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Foram analisadas 297 amostras de soro, e em 15 (5,05%) foram detectados

anticorpos anti-T. gondii, com titulo maximo de 1:25. Na analise estatistica, foi

demonstrado que né&o existe correlacdo significativa entre a prevaléncia de anticorpos

anti-T. gondii e o0 sexo, classe etéria e local de captura (p>0,05) (Tabela 3). Houve

correlacao significativa (p<0,05) entre a prevaléncia e as esta¢gOes do ano (Tabela 3),

sendo outono o periodo de maior prevaléncia (p=0,004; 16,66 %).

Tabela 3. Resultados do teste Qui-quadrado para analise dos
potenciais fatores associados
anticorpos anti-Toxoplasma gondii em micos-ledes-
dourados (Leonthopithecus rosalia) da Area de
Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o Jodo/Mico-

Ledo-Dourado, estado do Rio de Janeiro.

a presenca de

. Negativo Positivo *
Fatores Categoria N % N % P
Sexo Machos 135 94,07 8 593 0,718
Fémeas 143 9511 7 4,89
Classe etéria Juvenil 63 9524 3 4,76 0,905
Subadulto 44 93,18 3 6,82
Adulto 169 9468 9 532
Local de captura Aldeia 1 32 100 O 0 0,096
Aldeia 2 39 9231 3 7,69
Boqueirdo 1 100 O 0
Cambucaes 7 100 O 0
Imbau 1 73 9315 5 6,85
Imbau 2 38 9737 1 2,63
Imbau 3 48 93,75 3 6,25
Poco das Antas 9 100 O 0
Rio Vermelho 22 100 O 0
Unido 9 6667 3 3333
EstacBes do ano Verédo 26 96,15 1 3,85 <0,05
Outono 66 83,34 11 16,66
Inverno 102 98,04 2 196
Primavera 84 9881 1 1,19

* Nivel de significancia <0.05.

Linha sombreada em vermelho, estacdo mais prevalente.
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4.2. SAGUIS HIBRIDOS (Callithrix penicillata x C. jacchus)
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Foram analisadas 66 amostras de soro, e em trés (4,55 %) foram detectados

anticorpos anti-T. gondii, com titulo maximo de 1:25. Na analise estatistica, foi

demonstrado que néo existe correlacdo significativa entre a prevaléncia de

anticorpos anti-T. gondii e 0 sexo e local de captura (p>0,05) (Tabela 4). Houve

correlacao significativa (p<0,05) entre a prevaléncia e a classe etaria (Tabela 4),

sendo subadulto a faixa de maior prevaléncia (p=0,041; 40 %).

Tabela 4. Resultados do teste Qui-quadrado para analise dos
potenciais fatores associados a presenca de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii
hibridos (Callithrix penicillata x C. jachuus) da Area
de Protecdo Ambiental da Bacia do Rio S&o
Jo&o/Mico-Ledo-Dourado,

em saguis

Estado do Rio de

Janeiro.
. Negativo  Positivo «
Fatores Categoria N % N_ % P
Sexo Machos 28 9655 1 3,45 0,687
Fémeas 34 9445 2 555
Classe etaria Subadulto 5 60 2 40 <0,001
Adulto 55 98,18 1 1,82
Local dacaptura Aldeial 23 91,30 2 8,70 0,715
Aldeia 2 4 100 O 0
Imbaul 15 100 O 0
Imbau2 13 92,31 1 7,69
Imbau 3 7 100 O 0

* Nivel de significancia <0.05.

Linha sombreada em vermelho, classe etaria mais prevalente.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo é uma relevante contribuicdo para melhor compreenséo
sobre a epidemiologia da toxoplasmose em primatas neotropicais, principalmente em
populacdes de vida livre, assim como em uma espécie ameacada de extincdo (mico-
ledo-dourado, L. rosalia). Os soros foram obtidos de um banco de amostras da AMLD,
localizada no estado do Rio de Janeiro. E importante ressaltar a relevancia do nimero
de amostras analisadas nesta pesquisa para animais de vida livre. Isto foi possivel
gracas ao monitoramento da espécie L. rosalia pela referida associacdo, um
importante trabalho de preservacdo destes animais, ameacados de extincdo. Em
paralelo, foi possivel analisar a prevaléncia de T. gondii da espécie hibrida de saguis
invasores, C. penicillata x C. jacchus, introduzida de forma ndo planejada nesta regiao
(DE MORAIS JUNIOR et al., 2008; RUIZ-MIRANDA et al., 2011).

Este é o primeiro estudo sorologico no Brasil a avaliar a prevaléncia de
anticorpos anti-T. gondii em L. rosalia de vida livre, e 0 maior numero de animais da
mesma espécie ja testados em primatas neotropicais. Somente um estudo soroldgico
fez este tipo de avaliacdo na referida espécie, mas este foi feito com um namero de
amostras de apenas 15 animais e em um zoologico de Minas Gerais; todos
soronegativos (DE PAULA et al.,, 2020). Em saguis hibridos de vida livre, este é
também o primeiro relato de prevaléncia para anticorpos anti-T. gondii.

Vinte e um estudos soroepidemioldgicos foram realizados para avaliar a
prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em primatas neotropicais no Brasil, destes
apenas seis em calitriquideos (Tabela 1 e 2), o que demonstra a relevancia de
pesquisas nesta familia com alta mortalidade por T. gondii (EPIPHANIO et al., 2000;
JUAN-SALLEZ et al., 1998; MARIANO et al., 2024; MELO et al., 2020; OLIVEIRA et
al., 2022; PERTZ et al., 1997). Analises deste tipo podem ser importantes para melhor
compreensao da cadeia epidemiolégica da toxoplasmose em primatas neotropicais
de vida livre e pode fornecer subsidios para identificacdo de pontos criticos de contato
com o parasito.

Vinte e uma espécies/géneros de primatas neotropicais foram submetidas a
analises soroepidemiolégicas; a grande maioria utilizou o MAT. Mais da metade
destas pesquisas identificou prevaléncias iguais ou maiores que 50%, mas entre as
seis espécies/géneros de calitriquideos avaliados os indices ndo ultrapassaram 16,6%

(Tabelas 1 e 2). Um estudo feito por Minervino et al. (2017) demonstrou 100% de
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prevaléncia nesta subfamilia, mas o n foi de apenas 1. Apenas quatro das nove
analises realizadas em espécies desta subfamilia apresentaram resultados
soropositivos: Leontopithecus sp. (100%; n=1), C. penicillata (16,6%; n=48), Callithrix
sp. (4,5%; n=22), L. chrysomelas (2,72%; n=147) (Tabelas 1 e 2).

Dentre os espécimes de L. rosalia avaliados na presente pesquisa, 5,05%
(15/297) foram soropositivos para anticorpos do tipo IgG anti-T. gondii. No estado do
Rio de Janeiro, estudos envolvendo esta espécie ainda séo inexistentes, porém uma
investigacdo soroepidemioldgica em L. chrysomelas (mico-ledo-de-cara-dourada) do
Parque Estadual da Serra da Tiririca, feita por Molina et al. (2017), ndo identificou
soropositivos (0/126), discordando, desta maneira, da porcentagem encontrada para
0 género. Importante ressaltar que a espécie L. chrysomelas é nativa do Sul da Bahia
e, portanto, considerada invasora. A infec¢ao por T. gondii em animais deste género
pode ser influenciada pela localizacdo das reservas, disponibilidade de alimento ou
presenca do hospedeiro definitivo na area estudada. Embora as porcentagens sejam
distintas, ainda assim séo esperados resultados negativos ou baixos quando tratamos
de primatas neotropicais devido a alta mortalidade.

No estudo de Molina et al. (2017) em L. chrysomelas, as populacdes
investigadas sdo de animais de vida livre e, também, habitam areas de protecao
ambiental. Em um fragmento florestal, localizado em Niter6i e proximo a um grande
centro urbano, esses animais tinham contato com a populagédo humana local e animais
domésticos, além de diversas vezes entrarem nas residéncias e terem o habito de
revirar o lixo. Além disso, também tiveram contato com gatos domésticos que
porventura entravam no fragmento florestal; estudos realizados nestas areas
identificaram soropositividade de gatos domésticos (IGREJA et al., 2021). Na APA-
BRSJ alguns fragmentos sdo também localizados préximos a fazendas e rodovias
(RAMIREZ, 2022). Assim, 0s animais possuem contato com seres humanos, tendo
sido, inclusive, observados gatos domésticos dentro da reserva (COMUNICACAO
PESSOAL), além de felideos silvestres como o gato-maracaja (Leopardus wiedii) e a
onga-parda (Puma concolor) (BRASIL, 2008). Felideos s&o hospedeiros definitivos do
parasito e capazes de liberar oocistos juntamente com suas fezes. Outros estudos
sdo necessarios para avaliar a infec¢édo de felideos na APA-BRSJ e seu real potencial
para disseminacdo de oocistos no ambiente em que os primatas habitam.

Molina et al. (2017) afirmam, em sua pesquisa sorologica, que 0s 126 micos-

lebes-da-cara-dourada ndo apresentavam anticorpos anti-T. gondii por dois motivos:
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auséncia de contato com o parasito e/ou animais que tiveram contato morreram antes
da soroconversdo. Em nosso estudo, a baixa porcentagem de soropositivos ja &
esperada por se tratar de uma espécie de primata neotropical, cujos hébitos
arboricolas reduzem bastante o contato com o solo e/ou fontes hidricas contaminadas
com oocistos. Aqui, cabe salientar mais uma vez que a amostragem robusta de micos-
lebes de nossa pesquisa favorece uma interpretacdo mais fiel da situacao
epidemioldgica da colénia. As 297 amostras representam 6,19% do total de 4.800
micos-lebes da APA-BRSJ.

No Brasil, outros estudos soroldgicos foram realizados envolvendo
Leontopithecus sp., no entanto, apenas um envolvendo o Leontopithecus rosalia foi
feito por De Paula et al. (2020) em um zoolégico de Minas Gerais e neste nenhum dos
individuos testados (0/15) apresentaram soropositividade para anti-T. gondii. Uma
ampla investigacdo de anti-T. gondii foi feita em Leontopithecus chrysomelas na
Bahia, onde 2,72% (4/147) apresentaram anticorpos anti-T.gondii no teste soroldgico
MAT, em concordéancia com a baixa soropositividade que encontramos na presente
pesquisa. De Paula et al. (2020), no mesmo zooldgico citado anteriormente, também
realizaram testes em dois Leontopithecus chrysopygus (mico-ledo-preto), nao
obtendo soropositividade (0/2) nos primatas avaliados. Esses resultados, incluindo os
da presente pesquisa, nos permitem inferir que o baixo indice de soropositividade em
primatas neotropicais deve-se a maior suscetibilidade das espécies, que na maioria
dos casos morre subitamente.

A sensibilidade e especificidade dos testes soroldgicos € fundamental para
confiabilidade e comparacéo dos resultados. Em especial para a toxoplasmose, MAT
e IFAT séo dois testes consagrados quando comparados ao teste ouro de Sabin-
Feldman. O Teste de Aglutinacdo Modificado (MAT) foi escolhido, dentre os demais
testes utilizados comercialmente, por ser um método extremamente sensivel para
detectar anticorpos do tipo IgG anti-T. gondii (DUBEY, 2022).

Conforme descrito anteriormente, o MAT foi o teste mais empregado em
pesquisas epidemiologicas em primatas neotropicais no Brasil. Assim, os resultados,
oriundos do mesmo ensaio, podem ser melhores se comparados aos estudos prévios.
Tendo em vista esta alta sensibilidade, o MAT permite discernir reacdes fracas que
nao seriam detectadas por outros testes soroldgicos. Foi 0 caso das amostras de
micos-lebes e saguis hibridos testados neste trabalho. Com base nessa leitura,

sugere-se que em algum momento os primatas testados podem ter tido contato com
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uma cepa avirulenta ou uma carga parasitaria muito baixa, apresentando titulos 1:25
em todas as analises.

Comparando a pesquisa sorologica feita por De Paula et al. (2020), na qual ndo
foram encontrados micos-ledes-dourados soropositivos para a toxoplasmose com a
investigacdo realizada no presente estudo, onde foram encontrados 15 micos-leGes
soropositivos, embora com uma reacéao fraca e baixa frequéncia, € possivel inferir que
animais de vida livre estdo mais suscetiveis a infeccdo do que os que habitam
zoolégicos. Fatores que contribuem para a auséncia de soropositividade no referido
zoologico sdo o controle de felideos nas proximidades dos recintos de animais,
evitando dessa forma o contato com oocistos, e 0 controle da dieta e agua ofertada
aos animais, impedindo o consumo de cistos teciduais em carnes por meio do seu
cozimento, bem como a higienizacdo de frutas e vegetais ofertados, impedindo a
infeccdo pela ingestdo de oocistos. Sobre a situacdo de prevaléncia ha APA-BRSJ,
estudos futuros que monitorem e identifiquem as causas de potenciais mortes subitas
na reserva poderéo esclarecer a origem da baixa prevaléncia.

No entanto, ainda com relag&o ao estudo realizado por De Paula et al. (2020)

A alta susceptibilidade da familia de calitriquideos em desenvolver infeccbes
graves e surtos fatais esta associada a evolucdo das espécies na qual, por seus
hébitos arboricolas, n&o tiveram contato com fezes de felideos, ou até mesmo com o
solo onde os oocistos estao presentes, principalmente em areas ndo degradadas
(CATAO-DIAS et al, 2013; LORDELO, 2021). A auséncia desse contato resultou em
uma falha do sistema imunoldgico na formacao de anticorpos anti-T. gondii, impedindo
dessa forma a formac&o de uma resposta imunoldgica eficaz (CATAO-DIAS et al.,
2013; DUBEY, 2022). Por esse motivo, em trabalhos com estudos soroldgicos, a
reacdo € fraca, com titulos baixos, concordando com o encontrado na populacéo de
individuos avaliada.

Na presente investigacdo, foi detectada baixa soroprevaléncia com relacdo aos
saguis (Callithrix penicillata x C. jacchus) (3 de 66; 4,55%), assim como nos estudos
realizados, nos quais também determinaram que a soropositividade desse género &
baixa (DE MOURA et al., 2022; MOLINA et al., 2014; PIRES et al., 2012). A baixa
porcentagem é explicada, assim como nos micos-ledes, pela sensibilidade a infeccéo,
pois quando entram em contato com o parasito desenvolvem manifestagdes clinicas
gue causam mortalidade de quase 100% da populacéo (ELIAS et al., 2022; MOLINA

et al., 2017). Ainda sao escassos estudos envolvendo a detecgéo de anticorpos anti-
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T.gondii em saguis de vida livre, principalmente no Rio de Janeiro, sendo necessarias
novas investigacfées em um maior nimero de animais.

Rodrigues-Oliveira et al. (2022) realizou uma pesquisa por diagnostico
histopatolégico em saguis (Callithrix sp.) encontrados mortos nas regides
metropolitanas do estado do Rio de Janeiro. Neste estudo retrospectivo entre os anos
de 2019 a 2022, detectou 1,6% de animais positivos para toxoplasmose (16/1001),
comprovando a baixa frequéncia de positividade e o curso fatal da doenca em
calitriquideos. Este resultado € interessante, pois pode ser indicio de que as
prevaléncias detectadas para calitriquideos representem mais do que um resultado
direto da alta mortalidade. Os animais foram encontrados mortos em areas
urbanizadas, onde o contato com fezes de felinos é frequente, aumentando a
exposicdo ao T. gondii. Na presente investigacdo soroldgica realizada em saguis
hibridos, a porcentagem também foi baixa em consonancia com o observado por
Rodrigues-Oliveira et al. (2022), demonstrando que os habitos dessa espécie ainda
dificultam o contato com o parasito (DUBEY et al., 2021).

No Rio de Janeiro, um surto com mortes subitas de primatas neotropicais foi
descrito na literatura (SCHIFFLER et al., 2023). Em contrapartida, uma pesquisa feita
no zooldgico da cidade demonstrou uma alta soropositividade nos primatas
neotropicais avaliados, apontando para uma resisténcia em alguns individuos dessa
espécie. Entre esses individuos sdo esperados padrdes de infecgBes distintos
variando desde infec¢des agudas e crbnicas como é o caso do género Sapajus sp. e
Cebus sp. que estéao listados nas infecgcbes crénicas por T. gondii e por esse motivo,
pela presenca numerosa de primatas dessa espécie. A porcentagem de individuos
soropositivos (30/36) foi alta no estudo (VILLAR-ECHARTE et al., 2021), diferente dos
calitriquideos, que como relatado, a doenca possui carater agudo e fatal para a
maioria dos animais da espécie. Por esse motivo, encontra-se uma baixa
soroprevaléncia, pois existe uma auséncia de resposta imunoldgica a tempo de ser
detectada. Muito animais morrem antes da soroconversédo e consequentemente do
sorodiagnostico (SCHIFFLER et al., 2023).

A alimentacdo dos micos-ledes-dourados e saguis inclui frutas maduras, néctar e
presas animais. Os frutos maduros s&o mais preferidos em relacao aos verdes pelos
individuos e o néctar € um importante recurso sazonal utilizado quando os frutos estao
escassos. Pequenos vertebrados, artropodes e caracois constituem a maioria das

presas consumidas (KIERULFF et al., 2012) e os primatas costumam beber agua que
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acumula em galhos, troncos ou bromélias (RUIZ-MIRANDA et al.,, 1999). Essas
caracteristicas alimentares reduzem o contato desses animais com o0 solo onde
encontram-se oocistos de T. gondii e esse fato, corrobora com a baixa porcentagem
de animais infectados. Por outro lado, as presas citadas podem ser vetores mecanicos
para oocistos. Interessante incluir, a possibilidade cada vez mais real de répteis serem
hospedeiros intermediarios de T. gondii. Estudos recentes identificaram o parasito em
tecidos de serpentes e quelbnios, e apesar de estudos nesta linha serem escassos,
pequenos répteis infectados podem ser presas destes primatas, desta forma, ndo
devem ser descartados como transmissores do parasito (AZIZ; AZIZ, 2020;
FERREIRA et al., 2020; FEITOSA et al., 2018).

Os calitriquideos possuem forte caracteristica de transferéncia de alimento de
adultos para juvenis (TROISI, 2021). Os micos-ledes-dourados fornecem ativamente
alimentos aos jovens e outros membros do grupo, e os adultos vocalizam para
oferecer alimento para os mais jovens (RUIZ-MIRANDA et al., 1999). Essa
caracteristica comportamental da espécie restringe nos animais da classe etaria
infante e juvenil o ato de explorar o ambiente, pois ndo buscam alimentos com
frequéncia. Este fato explicaria os animais que foram soropositivos para anticorpos
anti-T. gondii neste estudo, sendo eles todos na classe etaria juvenil avancado,
subadulto e adultos, que é o estagio em que esses animais ja possuem a capacidade
de forragear e como consequéncia exploram mais o ambiente em que vivem,
buscando alimentos (RUIZ-MIRANDA et al., 1999). Embora ndo exista uma diferenca
significativa para a ocorrer a infeccdo, com relacéo a classe etaria, observamos um
percentual de infeccdo maior em animais adultos e subadultos na investigacao.

Assim como o0s micos-leGes-dourados, 0s saguis também possuem um esquema
de forrageamento de cooperacgdo, que é a caracteristica da familia Calitrichidae no
qual os individuos adultos oferecem alimentos aos mais novos por serem menos
eficientes (FUENTE et al., 2021). Como consequéncia disto, os mais velhos exploram
mais 0 ambiente em busca de alimentos (TROISI, 2021). Essa afirmacéo corrobora
com os achados neste estudo com relagao a classe etaria, demonstrando que nenhum
animal considerado infante e juvenil foi soropositivo, diferente dos subadultos e
adultos em que foram detectados anticorpos anti-T. gondii, com uma diferenca
significativa para a infecgdo em animais subadultos. Importante ressaltar, entretanto,
gue a amostragem para animais subadultos foi muito baixa e pode ter influenciado os

resultados da analise estatistica (2 de 5 animais positivos; 40%).
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Estacdes Umidas e quentes tendem a aumentar a capacidade do oocisto em
esporular e se tornar infectante, além de permanecer no ambiente por meses e anos
(DUBEY, 2022). Nihaeus et al. (2020) confirmou que para primatas neotropicais a
auséncia de precipitacdo esta relacionada com a soropositividade. Entre 0os micos-
ledes-dourados (Leontopithecus rosalia), observou-se que a soropositividade foi
significativamente alta no outono, periodo de estacdo seca. Podemos afirmar que a
soropositividade aumenta, pois sdo épocas do ano em que os alimentos e fontes de
agua se tornam mais escassos e 0s animais sdo obrigados a descer das copas de
arvores e atravessar os fragmentos florestais em pasto, pela auséncia de corredores,
em busca de alimentos, aumentando as chances de infec¢do. Ademais, o clima que
precede essas estacfes secas € chuvoso e quente, contribuindo para a esporulacao
e disseminacao dos oocistos no ambiente.

Os felideos sé@o hospedeiros definitivos de T. gondii, sendo os Unicos capazes de
excretar oocistos no ambiente (DUBEY, 2022). Foram observados dentro da APA, em
especifico na Reserva da Unido, uma variedade de felideos silvestres os quais sdo
gato-do-mato-pequeno (Leopardus guttulus), jaguatirica (Leopardus pardalis), gato-
maracaja (Leopardus wiedii), onca-parda (Puma concolor) e gato-mourisco (Puma
yagouaroudi), (MAYER, 2019) que podem eliminar oocistos contaminando essa
regido, aumentando a probabilidade de infeccdo dos primatas neotropicais ali
residentes. Pesquisas futuras correlacionando a presenca desses felideos, ou até os
felinos domésticos dentro da area de protecédo sdo necessarias para considerar essa

ocorréncia como um fator de risco para a infeccdo dos animais.
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6. CONCLUSAO

Houve baixa soropositividade com titulos minimos em micos-ledes-dourados
(Leontopithecus rosalia) e saguis hibridos (Callithrix penicillata x Callithrix jacchus).
Foi observado que entre individuos desta espécie ndo existe uma correlacdo
significativa entre sexo, classe etéaria e locais de captura com a infeccdo por T. gondii.
Em contrapartida, o fator estacéo do ano foi significativo, demonstrando relacao direta

com a infeccdo desses animais.

Observou-se baixa soropositividade com titulos minimos entre saguis hibridos C.
penicillata x C. jacchus e foi demonstrado uma relagdo entre a infecgéo e a classe
etaria, na qual individuos subadultos estdo mais expostos ao T. gondii. Os outros
efeitos analisados como sexo e locais de captura ndo foram apontados como fatores

de risco.

S&80 necessarias mais pesquisas soroldgicas e moleculares para determinar a
presenca de T. gondii nessa area, assim como a avaliacdo de outros fatores de risco
e identificacdo de cepas circulantes para uma melhor compreensdo de como a

epidemiologia da doenca acontece.
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