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RESUMO

Investigagdes sobre a sanidade e a inter-relagdio homem-animal-meio ambiente possibilitam o registro de
agentes etioldgicos de carater zoonotico, como € o caso dos arbovirus e, em relagdo aos primatas ndo-humanos
(PNH), a Amazonia se destaca por possuir uma rica diversidade desses animais que podem ser hospedeiros em
potencial para arbovirus. Nesse aspecto, o trabalho objetivou avaliar a ocorréncia de arboviroses em PNH
cativos no Estado do Para. Para tanto, foram utilizadas amostras de sangue de 43 espécimes oriundos de duas
instituicdes mantenedoras no Estado do Para. Os soros foram analisados no Laboratorio de Arbovirologia e
Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas, Estado do Pard. Foi usado o teste de Inibicdo de
Hemaglutinagdo e teste de neutralizag@o. Das analises, 25 (58,14%) apresentaram positivos para um ou mais
dos 19 arbovirus testados, sendo 68% (17/25) fémeas e 32% (8/25) machos. Aos resultados, 71,43% (20/28) dos
animais que compartilhavam o mesmo recinto, e 33,33% (5/15) dos que habitavam na quarentena foram
positivos. Também, das 25 amostras soropositivas para arbovirus, 20 (80%) tiveram rea¢des monotipicas e 12
(48%) heterotipicas para Flavivirus. Apenas uma amostra apresentou titulagdo > 1280 para arbovirus
Oropouche, sendo submetida ao teste de neutralizagdo, cujo resultado do Indice de Logaritmico de > 1,9 sendo
considerada positiva, sugerindo que tal primata apresenta uma infeccdo recente. A presenca de anticorpos para
os principais arbovirus de ocorréncia na Amazonia em PNH, devido a expressdo da imunidade, sugere que tais
animais foram infectados pelos virus em alguma fase de vida, podendo manter um ciclo enzodtico.
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1 INTRODUCAO

Os Arbovirus sdo microorganismos virais que ocorrem de forma endémica ou epidémica
(LEAO, 1997), as familias que podem acometer tanto humanos quanto animais sdo: Flaviviridade,
Reoviridae, Rhabdoviridae, Bunyaviridae e Togaviridae (RUTS, 2012).

Seus registros geralmente envolvem um ambiente silvestre, sendo transmitido atravésda picada
de artrépodes hematdfagos ou de hospedeiro invertebrado para invertebrado por via transovariana ou
sexual (LEAO, 1997). Os animais silvestres infectados por arbovirus sdo normalmente assintomaticos,
porém em humanos, a sintomatologia dependera da natureza do virus, causando desde febre benigna &
encefalites, podendo levar ao 6bito (CLETON et al., 2002; CASSEB et al., 2013).

Esses microorganismos exibem uma ocorréncia preferencial em regides tropicais e
subtropicais, no Brasil, ocorrem 210 tipos diferentes de arbovirus, onde 200 foram isolados pela
primeira vez na regido Amazonica, sendo que 34 sdo patogénicos para humanos (AZEVEDO et al.,
2007; VASCONCELOS et al., 2010).

A Amazonia possui mais de 100 espécies e subespécies de primatas (KIERULFF et al., 2005)
e, devido a essa grande diversidade, ainda ha muito a ser esclarecido sobre a ecologia e sanidade desses
animais (MELLO, 1995; DINIZ, 1997), o que vem a contribuir para o desconhecimento desses serem
potenciais hospedeiros para doengas zoonoticas e assim estabelecerem um ambiente enzootico. Deste
modo, o presente estudo teve como objetivo avaliar a presenga de anticorpos para arbovirus em

primatas nao-humanos (PNH) de cativeiros no Estado do Para.

2 METODOLOGIA

A pesquisa foi aprovada pelo SISBIO n°® 40309-1 ¢ pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal Rural da Amazonia n® 032012-301. Foram examinados 43 animais
entre jovens e adultos (15 animais de quarentena e 28 de recintos compartilhados), pertencentes as
familias: Cebidae, Aotidae, Atelidae e Pitheciidae, oriundos de duas instituicdes mantenedoras de
fauna silvestre no Estado do Para.

Para a colheita de sangue cada animal foi capturado com auxilio de pugéd e em seguida contido
fisicamente. Em alguns casos foi necessario o uso de sedativos (Ketamina 10mg/kg, Midazolan 0,2
mg/Kg e Levomepromazina 0,2 mg/Kg) por via intramuscular (CUBAS, 2007). A colheita foi Gnica
realizada na veia femoral direita ou esquerda, utilizando seringa e agulha estéreis, num volume de 2 a
5 mL de sangue por animal, segundo porte/espécie animal e, posteriormente centrifugado para a
obtencdo do soro, que foi acondicionado em eppendorf a -20 °C, permanecendo armazenado até o
processamento sorologico.

O processamento e analise sorologica das amostras de sangue para ocorréncia de Arbovirus foi

realizado pelo Laboratério de Arbovirologia e Febres Hemorrdgicas do Instituto Evandro Chagas
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(IEC). Para tal procedimento optou-se pelo teste de inibi¢ao da hemaglutinacao (IH), sendo realizado
segundo a técnica descrita por Clark e Cassals (1985) e adaptada para microplacas por Shope (1963),
utilizando um painel com 19 antigenos diferentes de arbovirus de maior ocorréncia na Amazdnia

(Tabela 1).

Tabela 1 - Painel de antigenos de arbovirus utilizado no teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo

FAMILIA/GENERO
Togaviridae Flaviviridae Bunyaviridade
(Alphavirus) (Flavivirus) (Orthobunyaviru (Phlebovirus)
VEEE VFA VGS)UA VICO
VWEE VILH VTAC -
VMAY VSLE VMAG -
VMUC VCPC VUTI -
- VBUS VCAR -
- VROC VORO -
- - VCAT -
Virus Belém -

VEEE: Virus da encefalomielite equina leste; VWEE Virus da encefalite equina oeste; VMAY': Virus Mayaro; VMUC:
Virus Mucambo; VFA: Virus da febre amarela; VILH: Virus Ilhéus; VSLE: Virus da encefalite Saint Louis; VCPC: Virus
Cacipacore; VBUS: Virus Bussuquara; VROC: Virus Rocio; VGUA: Virus Guaroa; VTAC: Virus Tacaiuma; VMAG:
Virus Maguari; VUTI: Virus Utinga; VCAR: Virus Caraparu; VORO: Virus Oropouche; VCAT: Virus Catd; Virus Belém;
VICO: Virus lcoaraci.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2023.

Os soros foram previamente tratados com acetona PA para possibilitar a concentra¢do das
proteinas e a retirada de inibidores naturais, assim como adsorvido com hemacia de ganso para
remog¢ao de hemaglutininas inespecificas. Apds tratamento, os soros foram triados (titulo 1:20), com
as amostras positivas tituladas (1:40 a > 1:1280).

O teste de neutralizag¢ao (TN) foi utilizado para os soros que apresentaram reacao cruzada de
uma mesma familia e género no teste de IH, empregando dilui¢des constantes de soro e dilui¢des
seriadas de dez vezes do virus (CASALS, 1967). Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram o indice logaritmico de neutralizagdo (ILN) maior ou igual a 1,8 DL50/0,02 mL.

Os dados obtidos foram tabulados e analisados pelo programa estatistico SAS (2000), através

do Teste Exato de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Dos animais, 58,14% (25/43) exibiram positividade para um ou mais dos arbovirus testados.

As fémeas apresentaram maior soropositividade (68%) que os machos (32%), havendo diferenca
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estatistica significativa. Quanto ao tipo de recinto, 33,33% (5/15) eram de quarentena e 71,43% (20/28)
de recintos compartilhados (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado do teste de Inibicdo de Hemaglutinagdo em primatas ndo-humanos mantidos cativos em institui¢des
no Estado do Para, conforme o sexo e o recinto em que habitavam.

NUMERO DE PRIMATAS | ARBOVIRUS POSITIVO (%)
Sexo
Macho 21 32 (8/25)
Fémea 22 68 (17/25)
Recinto
Quarentena 15 33,33 (5/15)
Recinto compartilhado | 28 71,43 (20/28)

Fonte: Elaborada pelos autores, 2023.
Ainda se verificou soropositividade >20 no teste de IH para arbovirus em sete espécies de PNH que sdo: Atelles marginatus,

Atelles paniscus, Cebus albifrons, Chiropotes albinasus, Chiropotes Satanas, Leontopithecus chrysomelas e Sapajus apella
(Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia de soropositividade para arbovirus conforme a espécie de primata ndo-humano.

ARBOVIRUS(%)

Espécie EEE | WEE | MAY | MUC ILH ICO | SAO | CAC | BUS | ORO | Flavivirus
Atelles marginatus | 2,33 2,33 2,33 2,33 4,66
Atelles panicus 2,33 2,33 6,99
Cebus Albifrons 4,66 2,33
Chiropotes 2,33
albinasus
Chiropotessantanas| 2,33 2,33 4,66
Leontopithecus 6,99 2,33
chrysomelas
Saimiri sciureus 2,33
Sapajus apella 2,33 2,33 2,33 2,33 9,32
TOTAL 6,99 2,33 2,33 2,33 1165 | 699 | 233 | 233 | 6,99 | 233 27,96

EEE = encefalite equina lesta; WEE = encefalite equina oeste; MAY = mayaro; MUC = mucambo; ILH = ilhéus; ICO
icoaraci; SAO = sdo luiz; CAC = cacipore; BUS = bussquara; ORO = oropouche. Fisher = 0,0005648; P=0, 0,2810.
Fonte: Elaborada pelos autores, 2023.

Das 25 soropositivas para arbovirus, 12 (48%) tiveram reagdes heterotipicas para Flavivirus e
20 reagdes monotipicas (80%) para EEE, WEE, MAY, MUC, ILH, SAO, BUS, ORO e ICO (Tabela
4).
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Tabela 4 - Resultado da titulagao do teste de IH para espécies de arbovirus em primatas ndo-humanos cativos em municipios
do Estado do Para.

ARBOVIRUS
Titulacdo HI | Flavivirus| [EE WEE MAY MUC | ILH |SAC CA( BUS | ORO [ICQTOTAL
resultado E
n % Inf%|n|%|n % n|%|n|{%|n|%|n|%|n|%[n|%|n|%|n|%
20 - - 214, |- - 1112, (-|-|-|-21]2, |12 |3|6,|]-|-|-1]-18118
6 3 3 3 9 ,6
6 3 3 3 9 4
40 - - 112,012, |-|-112|12,|-|-|-1-]-1-"1-|-|-1-121]4,15/11
3 3 3 6 ,6
3 3 3 6 5
80 - - e T e e e e e e e I e e T R T A A IR N 7 B A 78
3 33
3
160 - - o T AT N I B BT N T A I I T R A I R I A S A
3 33
3
320 - - e T e e e I e B A I B I I T T i R R R I B A 7
3 33
3
1280 - - e T e e e e R e e e O A AT R I A A 7 I I I A 7
3 33
3

Nesse estudo, apenas uma amostra foi positiva para o arbovirus Oropoche em Atelles
marginatus se apresentou com titulacdo de IH > 1280, sendo submetida para o teste de Neutralizagao,
cujo resultado do indice de logaritmico de neutralizacdo (ILN) foi de > 1,9 sendo consideradas
amostras positivas com ILN > 1,7. Assim, podendo sugerir que tal PNH apresenta uma infecgao recente
para ORO.

Os arbovirus podem estar presentes em todos os representantes das ordens dos vertebrados
(MURRAY et al., 2006). Nesse cenario, a Amazonia recebe destaque por possuir uma grande
diversidade de fauna tanto de invertebrados hemat6fogos como de vertebrados silvestres, o que torna
a regido AmazoOnica a maior reserva de arbovirus do mundo (TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997;
VASCONCELOS et al., 2001).

O alto percentual (58,14%) de PNH reagentes a presenca de anticorpos para os principais
arbovirus de ocorréncia na Amazonia, demonstra que tais animais foram infectados em alguma fase de
sua vida. Particularmente, a ocorréncia de Flavivirus nas amostras analisadas ¢ um indicativo da
circulacao do mesmo entre PNH no Estado do Para. Onde algumas espécies desses virus apresentam
neurotropismo em humanos. Lembrando que os arbovirus podem circular entre animais domésticos e
no homem de forma inaparente, de modo que manisfestagdes clinicas podem ocorrer quando estes
entram em contato com nichos silvestres em que os arbovirus circulam ativamente (FIGUEIREDO,

2000).
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Poucos estudos envolvendo o tema em PNH foram feitos no Brasil. Laroque et al. (2014)
observaram que 46 de 100 (46%) animais apresentaram soropositividade para arbovirus em Cebus
albidinosus, ja em Cebus flavius de quarentena, ndo houveram casos positivos (0/31), sugerindo que
os PNH cativos que estao conglomerados estejam menos suscetiveis a vetoragao de mosquitos. O fato
foi verificado na presente pesquisa, onde houve uma diferenca significativa nos resultados, sendo uma
positividade de 33,33% (5/15) para animais mantidos em quarentena, e 71,43% (20/28) para os
mantidos em recinto, indicando uma diferenca na circula¢do do virus, tendo em vista que animais de
quarentena obtiveram pouco tempo de captura quando comparados aos animais de recintos.

Batista et al. (2012), no Estado do Mato Grosso do Sul, avaliaram 62 espécimes silvestres,
dentre elas, Allouata caraya, Callicebus donacophilus e Sapajus apela, com 48,65% de positividade
para ORO, MAY, Alphavirus e Flavivirus no teste de IH. Resultado semelhante ao obtido no presente
estudo. Estudos em Cebus libidinosos do nordeste brasileiro mostrou positividade sorologica para
arbovirus no teste de IH, para as espécies: EEE, WEE, MAY, MUC, YF, ILH, SLE, ROC ¢ ORO, sendo
que em um animal proveniente da cidade de Belém/Par4 foi isolado o WEE (LAROQUE et al., 2014).
Experimentos com PNH infectados artificialmente pelo virus Ilhéus, exibiram o desenvolvimento de
uma alta porcentagem de mortalidade nesses animais (PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1994).

Assim como, o presente estudo verificou positividade soroldgica para os arbovirus com reagdes
monotipicas para os virus EEE, WEE, MAY, ILH, ICO, SAO, BUS, ORO e heterotipicas para
Flavivirus, em representantes da familia cebidae: S. apella, Atelles marginatus, A. paniscus, Cebus
albifrons, Saimiri sciureus, Leontopithecus chrysomelas. Resultados inéditos para as cinco Ultimas
espécies de cebideos e, para Chiropotes satanas e C. albinasus com EEE, e a tltima espécie de
chiropotidae com ICO e Flavivirus. Convém ressaltar que o virus Oropouche da famila Bunyaviridae
que no presente estudo teve ocorréncia de 2,33% e alta titulagcdo no teste de HI (1280) ¢ considerado a
segunda espécie, dentre os arbovirus, que causa infec¢do sist€émica aguda febril em humanos na zona
urbana brasileira, sendo uma zoonose viral emergente (MURPHY, 1998). Seu ciclo pode ser silvestre
com animais assintomaticos para tal virose destacando PNH e cingulatas, e no urbano os principais
vetores sdo os Culicoides sp. e Culex p. (LEAO, 1997).

Um espécime estudado, 4. marginatus assintomatico, proveniente de apreensao de resgate de
fauna e que apo6s quarentena passou a conviver em recinto de visitagdo com outros da mesma espécie,
apresentou ILN de >1,9, sugerindo que tal animal, quando virémico, pode servir como uma potencial
fonte de infec¢do, caso haja o invertebrado hematofago, para os demais PNH, assim como para os

visitantes e trabalhadores dos zooldgicos.
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4 CONCLUSAO

A presenca de anticorpos para os principais arbovirus de ocorréncia na Amazonia em primatas
ndo-humanos, devido a expressdo da imunidade especifica, sugere que tais animais foram infectados
pelos virus em alguma fase de sua vida, podendo estar mantendo um ciclo enzootico.

Além disso, foi observado durante o estudo, um espécime de A. marginatus assintomatico
proveniente de resgate que, posteriormente, foi direcionado ao recinto de visitagdo, e devido a sua
condicdo de saude, criou-se a hipotese de que caso haja o invertebrado hematéfago vetor, este animal,
quando virémico, pode server como uma potencial fonte de ingec¢do tanto para outros animais como
para seres humanos visitantes evidenciando a necessidade de estudos sobre as arboviroses em primatas
nao humanos cativos, tendo em vista o potencial zoondtico de diversas espécies desses virus € o método
de transmiss@o em animais que vivem em recinto compartilhado.

Também, este foi o primeiro registro de evidéncia da circulagdo do Flavivirus para a espécie
Atelles marginatus no Estado do Pard, o que evidencia a adaptacdo do virus para espécies diferentes,

justificando novas pesquisas.
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