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RESUMO

NOSSA, DANIELA NERIS, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, julho de 2020.
Anticorpos contra Leptospira spp. em Jacaré-do-papo-amarelo, Caiman
latirostris, e em Jacaré-do-pantanal, Caiman yacare, em vida livre e cativeiro.
Orientadora: Ana Carolina Srbek-Araujo.

A Leptospirose esta diretamente relacionada com habitats aquaticos e, portanto,
pode-se supor que o0s crocodilianos estejam especialmente expostos a esses
patdgenos, podendo ser potenciais espécies-sentinela dos ambientes que habitam.
Assim, o presente estudo teve como objetivo: (i) determinar a ocorréncia de contato
de individuos das espécies Caiman latirostris e Caiman yacare com Leptospira spp.
em vida livre e em cativeiro, (ii) verificar se 0 contato com o agente etioldgico coincide
com alteracGes na saude dos individuos, e (iii) indicar fatores ambientais que podem
aumentar o risco de infeccao. Para tal, foram capturados 14 individuos de C. latirostris
de vida livre e 11 C. latirostris oriundos de cativeiro, provenientes do ES, e 22 C.
yacare de vida livre, originarios do MS. Os animais passaram por avaliacdo clinica,
biometria, sexagem e coleta de sangue. As amostras de sangue foram analisadas
com base no hemograma, dosagem bioquimica e Teste de Aglutinagdo Microscoépica
para deteccdo de anticorpos contra Leptospira spp. (23 antigenos). Das amostras
analisadas, oito (17,0%) foram consideradas reagentes e oito sorovares de trés
espécies de Leptospira spp. apresentaram maior reatividade. As amostras reagentes
foram igualmente divididas entre C. latirostris de cativeiro (n=4; 36,4%) e C. yacare
(n=4,; 18,2%). Os animais reagentes se encontravam clinicamente higidos. Entre os
parametros analisados, apenas leucdcitos totais apresentaram aumento significativo
em individuos reagentes quando analisadas todas as amostras em conjunto. Os
parametros testados ndo apresentaram alteracdes quando as duas espécies foram
analisadas separadamente. A taxa de animais reativos foi alta, embora menor do que
o relatado na literatura, variando entre 35,2% e 100% em vida-livre e de 73,6% a
95,7% em cativeiro. Os sorovares reagentes correspondem aqueles ja descritos na
literatura, salvo o sorovar Shermani (L. santarosai) que ainda néo havia sido relatado
em crocodilianos neotropicais. A presenca de anticorpos indica que em algum
momento os individuos reagentes entraram em contato com o agente infeccioso, o
gual pode estar presente no solo e na agua. Entretanto, ndo é possivel afirmar que os
espécimes estavam doentes, visto que ndo houve variacbes nos parametros
hematoldgicos e bioquimicos entre animais reagentes e ndo reagentes nas duas
localidades, o que pode indicar que sejam casos de infec¢do passada. Propde-se que
locais com menor porcéo de agua, com agua parada (ou sem renovacao periédica, no
caso de cativeiro) e maior densidade de jacarés sejam fatores que podem aumentar
o risco de infeccéo de crocodialianos por Leptospira spp., ressaltando que o0 manuseio
e a ingestdo de carne de jacaré sem os devidos cuidados sanitarios pode ser uma
fonte de contaminacao e via de infecgédo importante para humanos.

Palavras-chave: Crocodilianos, Doenca infecciosa reemergente, Leptospirose,
Saude Unica, Zoonose.



ABSTRACT

NOSSA, DANIELA NERIS, M.Sc, University of Vila Velha — ES, July 2020. Antibodies
against Leptospira spp. in Broad-snouted caiman, Caiman latirostris, and in
Yacare caiman, Caiman yacare, in free-ranging and captive. Advisor: Ana Carolina
Srbek-Araujo.

Leptospirosis is directly related to aquatic habitats and, therefore, it can be assumed
that crocodilians are especially exposed to these pathogens and may be potential
sentinel species in the environments they inhabit. Thus, the present study aimed to: (i)
determine the occurrence of contact between individuals of the species Caiman
latirostris and Caiman yacare with Leptospira spp. in free-living and in captivity, (ii)
verify if the contact with the etiological agent coincides with changes in the health of
individuals, and (iii) indicate environmental factors that may increase the risk of
infection. For this purpose, 14 individuals of free-living C. latirostris and 11 C. latirostris
from captivity, from ES, and 22 free-living C. yacare, from MS, were captured. The
animals underwent clinical evaluation, biometrics, sexing and blood collection. Blood
samples were analyzed based on blood count, biochemical dosage and Microscopic
Agglutination Test to detect antibodies against Leptospira spp. (23 antigens). Of the
analyzed samples, eight (17.0%) were considered reagents and eight serovars of three
species of Leptospira spp. showed higher reactivity. The reagent samples were equally
divided between C. latirostris in captivity (n=4; 36.4%) and C. yacare (n=4; 18.2%).
The reactive animals were clinically healthy. Among the parameters analyzed, only
total leukocytes showed a significant increase in reactive individuals when all samples
were analyzed together. The tested parameters did not change when the two species
were analyzed separately. The rate of reactive animals was high, although lower than
that reported in the literature, ranging from 35.2% to 100% in free-living and from
73.6% to 95.7% in captivity. The reagent serovars correspond to those already
described in the literature, except for the Shermani serovar (L. santarosai), which had
not yet been reported in neotropical crocodilians. The presence of antibodies indicates
that at some point the reactive individuals came into contact with the infectious agent,
which may be present in the soil and in the water. However, it is not possible to state
that the specimens were sick, since there were no variations in hematological and
biochemical parameters between reactive and non-reactive animals in both locations,
which may indicate cases of past infection. It is proposed that places with a smaller
portion of water, with still water (or without periodic renewal, in the case of captivity)
and higher density of alligators are factors that may increase the risk of infection of
crocodilians by Leptospira spp., emphasizing that the handling and eating alligator
meat without proper health care can be a source of contamination and an important
route of infection for humans.

Keywords: Crocodilians, Leptospirosis, One Health, Reemerging infectious disease,
Zoonosis.
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INTRODUCAO

Com o avanco da urbanizacao, algumas espécies da fauna e da flora, que antes viviam em
seus habitats naturais, agora passam a habitar também ambientes antropicos (Guetté et al.
2017). Considerando a urbanizagcdo como a soma de processos temporais e padrdes espaciais
que ocorrem no planeta como um todo, ela altera ndo apenas 0 ambiente, mas também 0s
organismos nele residentes (Wu 2014). Os processos temporais (ano, década, seculo) e os
padrdes espaciais (local, regido, globo) relacionados as paisagens urbanas variam
geograficamente em funcdo de diferencas nos ambientes fisicos, aspectos socioeconémicos e
politicas de uso da terra (Wu 2014). Em funcédo desta complexidade de fatores, ndo existe um
padréo de resposta para o efeito da urbanizacdo sobre as espécies silvestres em geral e as

espeécies que agora habitam regides urbanas, onde antes ndo eram comumemente encontradas,



ja foram classificadas como “tolerantes urbanas” (Conole e Kirkpatrick 2011). Estudos mais
recentes, entretanto, trazem a sinantropia como a resposta temporal e espacial das espécies a
urbanizacdo, considerando a urbanizagdo como um filtro que favorece caracteristicas
particulares e especificas de determinadas espécies (Aronson et al. 2014; Guetté et al. 2017).
As espécies sinantropicas sdo aquelas que apresentam capacidade de coabitar com
humanos (Johnston 2001), podendo apresentar uma associacdo tao estreita com a habitacdo
humana que seu habitat natural original pode ser em alguns casos desconhecido (Oksanen e
Vuorisalo 2017). Entretanto, diferem-se das espécies domésticas, as quais 0s humanos criam e
cuidam com finalidade de companhia, produgdo de alimentos ou transporte (Silva et al. 2013).
Klausnitzer (1998) propds cinco classificagfes para a sinantropia, podendo ser “obrigatoria”
(espécies que vivem apenas em habitats antropizados e que muitas vezes sdo cosmopolitas),
“facultativa” (onde o habitat antropogénico ¢ usado pela espécie, mas ela também pode
ocorrer em ambientes naturais), “permanente” (espécies que passam o ciclo de vida inteiro em
habitats antropogénicos), “temporaria” (espécies que vivem sazonalmente em habitats
antropogeénicos) e “parcial” (espécies que vivem regularmente em habitats antropogénicos,
mas apenas por um periodo determinado devido a alguma finalidade especifica como, por
exemplo, aninhamento). A sinantropia é observada em diferentes grupos animais, estando
estes representados por espécies generalistas, como sapos (Classe Amphibia) (Mollov e
Velcheva 2015), pombos (Classe Aves) (Rothenburger et al. 2017), gambas (Silva et al. 2013)
e pequenos roedores (Classe Mammalia) (Rothenburger et al. 2017), além de varias espécies
pertencentes as Classes Insecta (Ramos et al. 2016) e Arachnida (Garcia-Villafuerte e
Brescovit 2019). Devido a reducédo e a modificagdo dos habitats naturais em decorréncia de
desmatamentos e do avanco de atividades agropecuarias e industriais associadas a expansdo
da ocupacdo humana, os jacares estdo se tornado cada vez mais proximos dos centros
urbanos, induzindo-os a um comportamento sinantrdopico facultativo e permanente (Coutinho

et al. 2013; Farias et al. 2013).



O jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) e o jacaré-do-pantanal (Caiman yacare)
sdo representantes da Sub-classe Archosauria, Ordem Crocodylia, Familia Crocodylidae e
Subfamilia Alligatoridae (Rueda-Almonacid et al. 2007; Luz 2012). Séo espécies altamente
dependentes do meio externo, ja que sua determinacdo sexual e seu metabolismo estdo
associados a temperatura do ambiente em que vivem (Rueda-Almonacid et al. 2007). Devido a
sua participacdo em diferentes niveis troficos da cadeia alimentar, o que varia conforme a fase
do ciclo de vida, os jacarés desempenham um importante papel no controle das populacdes de
suas presas e contribuem para a eliminacao de individuos mais velhos, debilitados ou doentes,
mantendo as populac¢des saudaveis (Freitas-Filho 2008). Além disso, em fungdo do seu habito
de vida incluir ambientes terrestres e aquaticos, eles mobilizam nutrientes entre esses dois meios
(Rueda-Almonacid et al. 2007). Assim, apresentam uma importante participacdo no fluxo
energético dos ambientes em que vivem, uma vez que as excretas liberadas no ambiente
enriquecem o meio, favorecendo o crescimento de algas e outros microrganismos em ambientes
aquaticos, o que contribui para o aumento da produtividade bioldgica (Rueda-Almonacid et al.
2007). Adicionalmente, podem estar associados ao controle bioldgico de alguns parasitos,
considerando que os jacarés se alimentam de caramujos em todas as fases da vida e que esses
moluscos comumente sdo hospedeiros de doencas de alta importancia na medicina humana e
veterinaria (Coutinho et al. 2013; Rueda-Almonacid et al. 2007).

Os jacarés sofrem importantes pressfes antropicas e, dentre elas, a caca e a perda e
fragmentacéo de habitats se destacam (Costa et al. 2008; Verdade et al. 2010). A presséo de
caca é relativamente alta em algumas regides do Brasil e pode afetar negativamente as
populacgdes silvestres, aspecto preocupante para a conservacao das espécies (Campos et al.
2010; Nobrega et al. 2017; Yves et al. 2018). A reducao do tamanho das populacoes,
associada a fragmentacgéo dos habitats, pode impedir ou diminuir o fluxo de individuos entre
as areas e, consequentemente, diminuir a variabilidade genética das espécies localmente. A

perda de variabilidade genética faz com que as espécies reduzam a capacidade de se



adaptarem a mudancas ambientais, podendo ficar também mais susceptiveis a patdgenos e
contaminantes, comprometendo a viabilidade das populac¢des (Verdade et al. 2010).

Os crocodilianos séo geralmente resistentes a doencas infectocontagiosas, ressaltando
gue 0 soro sanguineo desses animais possui fatores antibacterianos de potente e amplo
espectro (Merchant 2003). Entretanto, sob estresse, a imunidade natural desses animais pode
ficar fragilizada e o individuo fica mais suscetivel a infec¢Ges (Merchant 2003).
Adicionalmente, devido a sua posicao de topo de cadeia em ambientes aquéticos, os jacarés
sdo mais expostos a bioacumulagdo por metais pesados, 0s quais se acumulam em tecidos e
o6rgdos (Rueda-Almonacid et al. 2007). Como consequéncia, conforme aumenta a
concentracdo de metais no organismo do individuo, sdo observados sinais como letargia,
anorexia, perda de peso, baixo crescimento e até morte, 0s quais podem ser sinais comuns de
bioacumulagdo a longo prazo, principalmente por mercario, metal ndo essencial mais
encontrado em crocodilianos (Campbell 2003). Além da contaminagdo por metais, C.
latirostris é sensivel a pesticidas e herbicidas, uma vez que substancias presentes nestes
compostos, tais como a Atrazina, Endossulfdo e Glifosato, podem imitar a acdo de esteroides
sexuais, atuando como interferentes enddcrinos e afetando a reproducéo dessa espécie (Poletta
et al. 2009; Rey et al. 2009). Apesar das ameagcas, 0 risco de extin¢do de C. latirostris e C.
yacare foi avaliado em nivel global e as duas espécies estdo categorizadas como Menos
Preocupante (Crocodile Specialist Group 1996a; Crocodile Specialist Group 1996b), sendo
esta a mesma categoria proposta para ambas espécies em territorio brasileiro (Coutinho et al.
2013; Farias et al. 2013). No Espirito Santo, estado que conta com lista regional de espécies
ameagcadas de extingdo, C. latirostris encontra-se Em Perigo (Bérnils et al. 2019).

Devido ao fato de crocodilianos serem longevos, carnivoros de nivel superior e estarem cada
vez mais presentes em ambientes antropizados, C. latirostris e C. yacare podem ser
potencialmente utilizados como espécies-sentinela da satide ambiental, servindo como

sinalizadores dos riscos associados aos ambientes em que vivem, como o surgimento de



doencgas ou contaminacdes e intoxicacOes que refletem as condigdes do ambiente (Stoker et al.
2003; Rey et al. 2006; Beldomenico et al. 2007; Poletta et al. 2008; Rey et al. 2009; Poletta et

al. 2009; Reif 2011; Poletta et al. 2011).

Agentes infecciosos zoonoticos e crocodilianos
A emergéncia e a reemergéncia de doengas infecciosas zoonéticas se correlacionam
fortemente com a densidade populacional humana e sdo impulsionadas por diversos fatores
antropogénicos (Wilcox e Colwell 2005; Morse et al. 2012; Gebreyes et al. 2014). A expansao
da agricultura e aspectos socioecondmicos e politicos, como o aumento de viagens e comércio
internacional, desigualdade social, pobreza, conflitos, fome e falta de vontade politica
(Gebreyes et al. 2014) séo alguns dos fatores predisponentes para o surgimento de doencas.
Nas ultimas décadas, o planeta Terra enfrentou mais de 15 surtos zoondticos e/ou vetoriais,
tanto virais (por exemplo, Hantavirose, Ebola [EVD], Gripe Aviaria [H5N1 e H7N9], Virus
Zika, Sindrome Respiratoria Aguda [SARS], Influenza A [H1N1]), com destaque para a
recente pandemia de COVID-19 (Rothan e Byrareddy 2020), quanto bacterianas (como a
Sindrome Hemolitico-Urémica por Escherichia coli e Tuberculose) (Gebreyes et al. 2014;
Zumla e Hui 2019). Geralmente, a transmissao de doencas infecciosas apresenta variacéo
anual na incidéncia e a situagdo é ainda mais complexa se consideradas doencas transmitidas
por roedores e artropodes, j& que esses reservatorios sao susceptiveis a mudangas sazonais
(Gebreyes et al. 2014). Doencas desse tipo, com alta taxa de transmisséo, podem resultar em
um enorme numero de mortes em um Unico surto e podem gerar perdas econdémicas
exorbitantes (Gebreyes et al. 2014).

Os animais silvestres tém uma evidente importancia na propagacao de doencas
infecciosas zoondticas, ja que eles sdo reservatorios naturais de agentes etioldgicos deste
grupo de enfermidades (Brasil et al. 2013). O contato de crocodilianos com humanos e

animais domésticos pode representar riscos, tanto aos jacarés, que passam a ocupar areas com



elevado grau de degradagdo ambiental, com exposi¢do a contaminantes, enfermidades
infecciosas e parasitarias e injurias (Filogonio et al. 2010, Coutinho et al. 2013), quanto aos
animais domésticos e humanos (Cupul-Magafa et al. 2005). Pessoas podem se infectar com
agentes infecciosos e parasitarios dos crocodilianos por meio do contato com ninhos e ovos
(Nébrega et al. 2019) ou pelo manejo de animais, além do consumo da carne contaminada de
jacarés cacados (Silva et al. 2020). Ressalta-se ainda o risco de eventuais acidentes
envolvendo crocodilianos (Cupul-Magafia et al. 2005), como ataques e mordeduras ja
relatados na Oceania (Caldicott et al. 2005), na América do Norte (Langley 2005; Shepherd e
Shoff 2014) e no continente Africano (Lamarque et al. 2009). Esses riscos sdo potencializados
pelo fato de C. latirostris, assim como outros crocodilianos, apresentarem um grande
potencial econdémico relacionado a venda de carne para a industria alimenticia e de pele usada
na producdo de acessorios de vestuario, entre outros produtos (Verdade 2001; Filho et al.
2020). Devido a esse grande potencial da espécie, sistemas basicos de manejo de jacarés
foram desenvolvidos ao longo dos anos e aliam o aproveitamento econémico a conservagao
de populagdes silvestres remanescentes (Souza et al. 2014). Estes sistemas séo basicamente a
caca controlada (harvest), a criacdo em cativeiro de filhotes a partir da coleta de ovos em
ambiente natural (ranching) e a criacdo na qual todas as etapas do ciclo de vida ocorrem em
cativeiro, desde a reproducdo até o abate (farming) (Filho et al. 2020). Além dos sistemas de
criacdo com fins produtivos, existem mantenedores de fauna silvestre com propésitos
conservacionistas que mantém espécimes em cativeiro, sendo proibida sua reproducao
(IBAMA 2008). Como todo sistema de cativeiro, as condigdes sanitarias e de enriquecimento
ambiental sdo muito importantes para a saude dos animais a longo prazo, evitando o
surgimento de doencas comportamentais e infectocontagiosas (Cruz 2014; Neto 2014), assim

como surtos de zoonoses emergentes e reemergentes.



Leptospirose em crocodilianos

A Leptospirose € uma doenca zoonotica bacteriana reemergente, com distribuicdo mundial,
causada por microrganismos representantes da Ordem Spirochaetales, Familia
Treponemataceae e género Leptospira (Quinn et al. 2005). S&o bactérias gram-negativas
espiraladas e dotadas de grande motilidade, sendo veiculadas em meios liquidos, a exemplo
da urina de animais infectados (Quinn et al. 2005). E uma doenca que acomete seres
humanos, animais domesticos e silvestres (Plank e Dean 2000) e esta associada com periodos
de alta pluviosidade, ocorrendo principalmente em paises tropicais e subtropicais (Quinn et al.
2005). A infeccdo pode acontecer por meio de ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados
com urina de animais em leptospirdria ou pela penetracdo do agente etiolégico presente em
agua contaminada por meio de erosdes na pele ou mucosas higidas (Enrietti 2001). Mineiros,
agricultores, pescadores e trabalhadores que estdo em constante contato com areas de risco
apresentam um maior indice de infeccdo (Plank e Dean 2000; Enrietti 2001). Entretanto,
atividades de lazer e esporte relacionadas a agua também oferecem oportunidade para
infecgdo, como j& foi descrito nos Estados Unidos, onde vérios participantes de um Triatlo
foram infectados com Leptospira spp., provavelmente durante a etapa da natagdo (CDC
1998).

Segundo Costa et al. (2015), cerca de 1,03 milh&o de casos e 58.900 mortes por
Leptospirose ocorrem no mundo a cada ano. Esta doenca esta altamente associada com
saneamento basico inadequado nas areas urbanas. No Brasil, a migrac¢do da populacéo rural
para areas urbanas e o crescimento populacional desordenado resultou na formacao de
grandes favelas que ndo possuem saneamento adequado, o que eleva o potencial de exposicéo
a infecgdes (Ko et al. 1999). Muitas variaveis, como a prevaléncia entre os hospedeiros, 0
volume de urina contaminada eliminada e a densidade local dos hospedeiros definem a carga
de patogenos excretados no ambiente (Mason et al. 2016; Barragan et al. 2016; Barragan et al.

2017). Os pequenos roedores ainda séo os principais transmissores de Leptospirose.
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Entretanto, apds a infeccdo, a Leptospira spp. se concentra nos rins e tratos genitais dos
hospedeiros, de onde pode ser langada no ambiente via urina (William 2014). Desse modo,
qualquer humano ou animal infectado pode potencialmente infectar outros hospedeiros
potenciais, diretamente ou indiretamente, a partir da contaminacgdo do ambiente (Barragan et
al. 2017). Em locais nos quais predominam pequenos animais (roedores e caes errantes, por
exemplo), como nas &reas urbanas, o risco de infecgdo humana est4 associada a densidade
destes animais e a prevaléncia da doenga nestes hospedeiros. Em areas rurais, as familias que
vivem em estreita proximidade com animais de producédo, em geral mamiferos, podem estar
expostas a um maior risco de infeccdo, ja que a Leptospira spp. pode estar presente no
ambiente de manejo (Barragan et al. 2016; Barragan et al. 2017).

Um grande numero de espécies de mamiferos pode se infectar com Leptospira spp.,
variando conforme a cepa ou sorovar envolvido, bem como a idade, a saude e o status de
imunidade do individuo infectado (Sullivan 1974; Evangelista e Coburn 2010), havendo
também relatos da presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em répteis (Andrews et al.
1965; Glosser et al. 1974; Hyakutake et al. 1980; Stanchi et al. 1986; Calle et al. 2001;
Lindtner-Knific et al. 2013; Rodrigues et al. 2016). Abdulla e Karstad (1962) realizaram uma
infeccdo experimental de serpentes (Thamnophis sirtalis) pelo serovar Pomona e verificaram
que um dos animais apresentou nefrite e, apos seis meses, espiroquetas ainda foram
encontradas nos rins. Evidéncias de Leptospira spp. em serpentes (Biscola et al. 2011),
testudines (AlvesJunior 2013) e crocodilianos (e.g. Paz et al. 2009; Bauso et al. 2020) foram
obtidas usando testes de diagnostico, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), embora
ainda sejam necessarios estudos que comprovem se 0s repteis sao ou ndo um hospedeiro
capaz de transmitir a Leptospira spp. (Fornazari 2017). Uma vez que a Leptospirose esta
diretamente relacionada com habitats aquaticos, pode-se supor que 0s répteis aquaticos
estejam mais expostos a esses patogenos (Ebani 2017). Assim, crocodilianos podem ser

possiveis reservatorios e/ou hospedeiros de manutencéo da Leptospira spp., uma vez que a
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bactéria apresenta distribuicdo cosmopolita, compartilhando biomas e areas proximas aos
locais de vida desses animais, tanto na natureza quanto em cativeiro (Fornazari 2017). Apesar
disso, a ocorréncia de Leptospira spp. em crocodilianos ainda é um assunto pouco explorado.
Rosetti (2013) registrou pela primeira vez a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. em C.
latirostris e C. yacare oriundos de cativeiro e de vida livre na Argentina. Oliveira (2014)
confirmou a deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. em Caiman crocodilus de vida livre
no Brasil. No estudo de Pérez-Flores et al. (2016), também utilizando o teste soroldgico,
animais de vida livre das espécies Crocodylus acutus e Crocodylus moreletii foram reagentes
no México. Mais recentemente, a deteccdo de Leptospira spp. por teste molecular também foi
confirmada em C. latirostris de cativeiro no Brasil (Paz et al. 2019) e em cativeiro e vida livre
na Argentina (Bauso et al. 2020).

Para um melhor entendimento da epidemiologia da Leptospirose e elaboracdo de
planos estratégicos de controle dessa enfermidade, o estudo mais aprofundado da doenca em
espécies que estdo em contato direto e indireto com humanos e animais domésticos é de
extrema importancia. Assim, o presente estudo teve como objetivo: (i) determinar a
ocorréncia de contato de individuos das espécies C. latirostris e C. yacare com Leptospira
spp. em vida livre e em cativeiro, (ii) verificar se o contato com o agente etioldgico coincide
com alteracBes na saude dos individuos, e (iii) indicar fatores ambientais que podem aumentar

0 risco de infecgéo.

METODOS
Area de estudo
Para realizacdo do presente estudo, foram consideradas amostras coletadas de trés areas,

sendo duas localizadas no estado do Espirito Santo e outra no Mato Grosso do Sul (Figura 1).
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Figura 1. Localizacdo das areas de estudo no Espirito Santo (A) e em Mato Grosso do Sul

(B), com detalhe do Complexo ArcelorMittal Tubardo (AMT; C), do Criatério C.L. (CCL; D)

e do Passo do Lontra (PNL; E).
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Complexo ArcelorMittal Tubardo (AMT): IndUstria siderurgica localizada no
municipio de Serra, Espirito Santo (23° 13,41 74>* S - 40° 15,04’ 72°> W), bioma Mata
Atlantica. A &rea total do complexo abrange cerca de 1.400 ha, dos quais 700 ha s&o de area
industrial e o restante é coberto por areas de reflorestamento, com predominio de espécies
exoticas, e em diferentes estagios de sucessdo ecoldgica. Dentro da area de reflorestamento
existem sete lagoas artificiais, todas com influéncia antrépica direta ou indireta em diferentes
graus (Figura 2). As lagoas em geral apresentam sinais evidentes de eutrofizagdo, sendo que
duas delas (lagoas 2 e 3) recebem efluentes de esgoto doméstico da comunidade do entorno e
estdo em estado hipereutrofico. As outras lagoas ndo recebem efluentes domésticos e
industriais diretamente. Os corpos d’agua amostrados foram as lagoas 2, 4, 5 e 6, com espelho
d"agua estimado de aproximadamente 34.917 m2, 63.987 m?, 33.380 m2 e 60.317 m?,
respetivamente. A média do nimero de individuos contabilizados nas lagoas amostradas no
AMT em levantamento realizado entre 2015 e 2017 foi de 71,5 animais (variando de 22 a 95
espécimes), sendo estimados mais de 300 jacarés para a area como um todo (Projeto Caiman,

dados ndo publicados).
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Figura 2. Complexo ArcelorMittal Tubardo (AMT).

Criatério C.L. (CCL): Mantenedor de fauna silvestre com propdsito conservacionista,
localizado em Cachoeiro de Itapimirim, Espirito Santo (20° 52' 59,88" S - 41° 06' 06,69" W),
bioma Mata Atlantica. O recinto onde os jacarés ficam tem 2.500 m2 de area total, sendo
composto por um lago artificial com renovacdo de dgua e area para termorregulacao e
nidificacdo composta por vegetacao florestal em estagio avancado de regeneracédo (Figura 3).
A renovacdo da agua era feita esporadicamente, sem controle e monitoramento da qualidade
da 4gua. O CCL tem uma populacdo de 35 espécimes de C. latirostris de ambos os sexos e

tamanhos variados.
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Figura 3. Criatorio C.L. (CCL).

Passo do Lontra (PLN): Area rural com vegetagéo florestal conservada localizada em
Corumba, Mato Grosso do Sul, mais precisamente na regido do Passo do Lontra (19° 04’
48,737 S —57° 30’ 35,92” W), bioma Pantanal. A regido conta com lagoas rasas marginais ao
Rio Miranda e brejos dispostos ao longo da Estrada Parque MS-184, cobrindo uma extenséo
de 44 km entre a BR-262 e a MS-228 (Figura 4). Nao ha estimativas de densidade de C.

yacare no PLN.
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Figura 4. Passo do Lontra (PLN).

Captura e contengao
A captura de individuos foi realizada conforme acessibilidade dos espécimes, nas trés areas de
estudo, consistindo em uma amostragem por conveniéncia.

Complexo ArcelorMittal Tubardo (AMT): As capturas foram realizadas entre junho de
2014 e janeiro de 2017, no periodo da noite (22h as 3h). Com a utilizacdo de uma lanterna de
55 Watts ligada a uma bateria automotiva de 12V, os animais eram avistados e ofuscados para
aproximacdo da equipe a bordo de uma embarcacdo de aluminio de 4,2 m de comprimento,
com motor nautico de popa de 25hp, em velocidade constante. A captura dos espécimes era
realizada com lago cervical acoplado a uma haste flexivel. Animais com menos de 1 m de

comprimento eram capturados manualmente. A contencéo fisica dos animais foi feita por



17

meio da imobilizacdo da boca com fita adesiva (Rueda-Almonacid et al. 2007). Foram
capturados 14 espécimes de C. latirostris no AMT.

Criatorio C.L. (CCL): As capturas foram realizadas em mar¢o de 2017, durante o dia
(8h as17h). Para se aproximar dos animais, a equipe utilizou uma embarcacdo de madeira de 3
m de comprimento e realizou a captura com lago cervical acoplado a uma haste flexivel.
Assim como no AMT, os animais foram submetidos a contengdo da boca com fita adesiva.
Foram capturados 11 espécimes de C. latirostris no CCL.

Passo do Lontra (PLN): As capturas foram realizadas em julho de 2017, ao longo do
dia (8h as 17h) e durante a noite (22h as 3h). Em ambos periodos, a equipe caminhava na
margem das lagoas e brejos e se aproximava a pé, com a utilizacdo de uma lanterna de 55
Watts com bateria propria, visualizando e ofuscando os animais. A captura foi feita com lago
cervical acoplado a uma haste flexivel, no caso de animais maiores, e 0s menores que 1 m
eram capturados manualmente. Apos a captura, os espécimes eram contidos com fita adesiva
na boca. Foram capturados 22 espécimes de C. yacare no PLN. Um dos individuos foi
capturado ap6s avistamento ocasional realizado na margem do Rio Miranda.

As atividades do presente estudo foram devidamente autorizadas via Sistema de
Informag&o e Autorizacdo da Biodiversidade do ICMBIo (SISBio n° 48537) e foram
aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA-

UVV, Protocolo n°® 394-2016).

Marcagao

A marcacéo dos individuos foi feita por meio do implante de microchip subcutaneo na regido
da escapula direita, segundo proposto por Dixon e Yanosky (1999). A higienizacao da pele foi
feita previamente com alcool iodado e os implantes inseridos com aplicador descartavel.
Dessa forma, cada animal recebeu uma numeracéo Unica e os espécimes foram amostrados

uma Unica vez.
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Biometria e sexagem
Nos individuos adultos, a sexagem foi feita por meio da manipulacéo digital da cloaca, com o
animal em decubito dorsal, introducdo do dedo em angulo de 90° em relagdo ao corpo do
animal, até o teto da cloaca, e, em seguida, exposic¢ao do érgdo sexual, no caso dos machos
(Ziegler e Olbort 2007). Em filhotes, devido ao tamanho dos espécimes, foi utilizado um
espéculo nasal, que possui valvas paralelas e permite o afastamento das paredes da cloaca,
para visualizacdo do 6rgdo reprodutor (Ziegler e Olbort 2007).

Para biometria, mensurou-se o comprimento rostro-cloacal (CRC; em cm) com fita
métrica e aferiu-se o peso (em kg) dos espécimes com balanga digital (precisao de 0,1 g).
Com base no CRC, os individuos foram classificados em trés classes de tamanho: pré-pubere

(<40 cm), pabere (40-90 cm) e maduro (>90 cm) (Coutinho et al. 2005).

Avaliacgdo clinica

A avaliacdo clinica incluiu um conjunto de parametros relacionados a satde aparente do
animal, a qual foi classificada como boa, média ou ruim. Esta classificacéo foi realizada a
partir de uma avaliacdo visual feita pelo(a) Médico(a) Veterinario(a) no momento do exame
fisico (Huchzermeyer 2003) e durante os procedimentos até a soltura. Os parametros de saude
aparente avaliados foram comportamento (ativo ou apatico), o escore corporal (bom, médio
ou ruim), a coloragdo da mucosa cloacal (normocorada, hipocorada ou hipercorada) e o tempo
de preenchimento capilar (observado em mucosa cloacal), além da inspecdo de anomalias,

feridas e lesdes ou descoloracao da pele (Huchzermeyer 2003).

Coleta de sangue
Apos assepsia com alcool iodado, utilizando-se agulhas hipodermicas de 25,0 x 0,8 mm e

seringas descartaveis, foram coletadas amostras sanguineas no seio venoso occipital dos
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animais (Figura 5). Para coleta das amostras, respeitou-se o volume equivalente a, no
méaximo, 0,5% do peso corporal do animal (Campbell 2015). As amostras coletadas eram
divididas em um tubo com heparina sddica e em outro tubo sem anticoagulante, sendo ent&o

acondicionadas em recipiente isotérmico (4 a 8°C) para envio para laboratorio.

Figura 5. Coleta de sangue em seio venoso occipital de jacaré.

Anélises laboratoriais

As amostras de sangue (tubo com heparina sédica) foram encaminhadas para analise do
hemograma em até 6 horas apos a coleta em campo. No laboratério, 0 soro (amostra sem
anticoagulante) foi devidamente separado para uso em exame biogquimico e uma parte foi
congelada a -20°C para posterior analise de anticorpos anti-Leptospira spp. (Almosny 2014;

Campbell 2015).
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Hemograma

As amostras de sangue foram diluidas a 1:100 em solucéo de Natt e Herrick e a contagem
total de hemécias, leucocitos e trombocitos foi realizada na cdmara de Neubauer (Campbell
2015). A contagem diferencial de leucdcitos foi feita a partir da leitura de lamina em
microscopio Optico, apds ser corada pelo método Pandtico Rapido®, e foram contadas 100
células para diferenciagdo leucocitaria (Thrall 2015). Para determinacéo do hematdcrito, foi
realizada a centrifugacdo a 11.000 RPM em centrifuga especifica para o microtubo utilizado
e, em seguida, foi feita a leitura em escala propria.

A dosagem de hemoglobina foi feita pelo método de cianometahemoglobina utilizando
10 uL de sangue total + 2,5 mL de reagente (Labtest®). O produto da reagado foi centrifugado
para remocéo dos lisados celulares e a leitura foi feita em cubetas quadradas de 10 mm em
espectofotdmetro (Quimis Q898DPT) utilizando-se filtro de 540 nm (Almosny 2014;
Campbell 2015).

A partir da obtencdo dos valores de hemaécias totais, hematdcrito e hemoglobina foi
realizado o célculo para determinacdo do volume corpuscular médio (VCM), utilizando-se a
formula “VCM = hematocrito / n® de hemacias x 10”, e da concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), considerando a formula “CHCM = hemoglobina / hematdcrito x
100” (Almosny 2014).

O hemograma dos espécimes de C. latirostris foram feitos no Instituto de Diagndstico
Animal (IDAN - Vila Velha, ES) e as analises dos C. yacare foram feitas a campo, em

laboratorio movel do Projeto Caiman.

Exame bioquimico
Os valores bioquimicos sericos foram determinados por meio de analise colorimétrica
espectrofotomeétrica e cinética enziméatica em analisador automatico AU2700 Beckman

Coulter®, previamente calibrado utilizando soro bovino. Foram utilizados kits (Labtest®) de
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acordo com as recomendac0es do fabricante. Os parametros escolhidos para dosagem foram:
Proteinas totais, Globulina, Albumina e Fosfatase Alcalina (FA), para perfil hepatico, e Uréia,
Creatinina, Acido Urico, Calcio, Fosforo e Gamaglutamiltransferase (GGT), para perfil renal.
Apenas amostras dos especimes de C. latirostris foram encaminhadas para exame
bioguimico. Nao foram realizadas provas bioquimicas das amostras de C. yacare devido a
impossibilidade de resfriamento do soro (-20°C) em campo.

O exame bioquimo dos espécimes de C. latirostris foi realizado no Instituto de

Diagnostico Animal (IDAN).

Teste de Aglutinacdo Microscopica

Para deteccédo de anticorpos anti-Leptospira spp. empregou-se o Teste de Aglutinagéo
Microscopica (MAT), de acordo com Galton et al. (1965) e Cole et al. (1973). Foi utilizada
uma colecédo de 23 antigenos vivos, entre amostras de referéncia e estirpes autdctones isoladas

no Brasil (Tabela 1).

Tabela 1. Antigenos do género Leptospira spp., listados de acordo com espécie, sorogrupo,
sorovar e cepa, utilizados no Teste de Aglutinacdo Microscépica (MAT) para deteccdo de

anticorpos em jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) e jacaré-do-pantanal (Caiman

yacare).
Espécie Sorogrupo Sorovar Cepa
Australis Australis Ballico
Autumnalis Autumnalis Akyiami
L. interrogans Bataviae Bataviae Van Tienem
Australis Bratislava Jez Bratislava

Canicola Canicola Hond Utreeht IV
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Icterohaemorrhagiae Copenhageni M-20
Icterohaemorrhagiae  Icterohaemorrhagiae RGA
Sejroe Hardjoprajitno Hardjopratitno
Hebdomadis Hebdomadis Hebdomadis
Pomona Pomona Pomona
Pyrogenes Pyrogenes Salinem
Djasiman Sentot Sentot
Ballum Castellonis Castellon -3
Sejroe Hardjobovis Sponselee
- Javanica Javanica VeldradtBataviae -46
borgpetersenii
Tarassovi Tarassovi Perepelitsin
Celledoni Whitcombi Whitcombi
Cynopteri Cynopteri 3522C
L. kirschneri Grippotyphosa Grippotyphosa Moskva-v
Autumnalis Butembo Butembo
Sejroe Guaricura BOV-6
L. santarosai
Shermani Shermani 1342-K
L. noguchi Panama Panama Cz-214

O soro sanguineo foi diluido na propor¢éo 1:50 em solucéo salina de Sdrensen (pH

7,4). Em seguida, 50 uL das diluigdes das amostras foram depositados em microplacas de

poliestireno contendo 96 pocos e, posteriormente, 50 uL do antigeno foi adicionado aos

pocos, atingindo-se a diluicdo 1:100 (Galton et al. 1965; Cole et al. 1973). As microplacas

foram incubadas a 28°C por no minimo duas horas para a realiza¢ao da leitura e interpretacéo.

Como controle para a validagéo do teste, cada antigeno foi analisado microscopicamente

quanto a sua viabilidade, pureza e auto aglutinacdo (Galton et al. 1965; Cole et al. 1973).
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A leitura das microplacas foi realizada por meio de microscopia de campo escuro para
observacao de aglutinagdes, sendo consideradas reagentes apenas as amostras que
apresentavam no minimo 50% de leptospiras aglutinadas na diluicdo 1:100 (Galton et al.
1965; Cole et al. 1973). As amostras reagentes nesta primeira etapa (triagem) foram
novamente testadas para definir o titulo final de aglutinacdo. Para a titulacdo, as amostras
foram diluidas de forma seriada na razdo dois em solucdo salina Sérensen (pH 7,4) e
acrescentado 50 uL do antigeno que foi reagente na triagem. A incubacdo das microplacas e
leitura do teste decorreram como descrito anteriormente, considerando como titulo final a
reciproca da maior diluicdo da amostra em que se observou 50% ou mais de leptospiras
aglutinadas (Galton et al. 1965; Cole et al. 1973). Todos 0s sorovares reagentes na segunda
etapa foram considerados agentes infectantes provaveis das espécies de jacarés estudadas.

As andlises para deteccdo de anticorpos anti-Leptospira spp. foram realizadas no
Laboratdrio de Zoonoses Bacterianas (LZB) do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Salide Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade de S&o Paulo (USP).

Andlise de dados

Para avaliar se a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. tem relacdo com a alteracdo de
parametros hematoldgicos e bioquimicos, foram empregados o Teste t (variaveis continuas) e
o0 Teste de Mann-Whitney (varidveis discretas — contagem de células). Para isso, foi realizada
a comparacao de dados considerando dois grupos: individuos reagentes e individuos néo
reagentes quanto a presenca dos anticorpos. As analises foram realizadas considerando o
género Caiman como um todo e cada uma das espécies estudadas separadamente. Para C.
latirostris, foi realizada de forma exploratoria a comparacgéo entre os individuos néo reativos
de AMT e CCL para verificar se consistiam em uma mesma amostra estatistica. Devido a

diferencas significativas entre os dois conjuntos de dados (detectadas para 10 dos 18
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parametros analisados; para detalhes, ver Resultados), as comparagOes foram realizadas
considerando cada populacdo separadamente. O nivel de significaAncia para rejei¢do da
hipotese de nulidade de igualdade entre os conjuntos de valores foi p < 0,05 (Zar 2019). As

analises foram realizadas no programa BioEstat (versao 5.3; Ayres et al. 2007).

RESULTADOS

Foram coletadas e analisadas 47 amostras sanguineas de jacarés, sendo 14 amostras de C.
latirostris de vida livre (29,8%), 11 de C. latirostris oriundos de cativeiro (23,4%) e 22 de C.
yacare de vida livre (46,8%). Oito animais (17,0%) foram reagentes para anticorpos anti-
Leptospira spp. e oito sorovares apresentaram reatividade (Australis, Autummalis,
Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Pyrogenes, Shermani, Cynopteri), com titulos
entre 100 e 400 (Tabela 2). As amostras reagentes foram igualmente divididas entre C.
latirostris de cativeiro (n=4; 36,4% do grupo e 16,0% da espécie) e C. yacare (n=4; 18,2%).
No CCL, um individuo apresentou reacdo a duas espécies de Leptospira spp., enquanto os
demais responderam a uma Unica espécie, totalizando quatro sorovares reagentes (Tabela 2).
No PLN, um jacaré apresentou reacdo para trés espécies, dois individuos apresentaram
resposta a duas espécies e um animal respondeu a apenas uma espécie de Leptospira spp.,
totalizando seis sorovares reagentes (Tabela 2). Os sorovares Icterohaemorrhagiae (L.
interrogans) e Cynopteri (L. kirschneri) foram comuns as duas localidades estudadas (Tabela
2). Dos animais reagentes, 62,5% eram fémeas, 50% foram classificados como maduros,
37,5% como puberes e 12,5% como pré-puberes (Tabela 3). Apenas um individuo dos 47
capturados (2,1%) apresentou salde aparente ruim (C. latirostris) e ndo estava clinicamente

higido (Tabela 3). Esse animal, entretanto, ndo foi reagente para o microrganismo testado.
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Tabela 2. Titulacdo soroldgica de individuos de jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) de cativeiro e jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) de

vida livre reagentes a antigenos do género Leptospira spp., listados de acordo com a espécie e 0 sorovar.

L. interrogans L. santarosai L. kirschneri
Espécie ID
Australis  Autumnalis  Copenhageni  Icterohaemorrhagiae Pomona  Pyrogenes Shermani Cynopteri
1 400 400
2 100
C. latirostris
3 100
4 100
5 200 200 100 400
6 100 200 100 200
C. yacare
7 100 100

8 100




Tabela 3. Dados referentes ao sexo, classe etaria e avaliagdo clinica dos individuos de jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) de cativeiro e

jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) de vida livre, reagentes e ndo reagentes a antigenos do género Leptospira spp. em teste de soroaglutinacao

microscopica.

Caracteristicas

C. latirostris

C. yacare

reagentes ndo reagentes reagentes ndo reagentes
Macho 1 3 2 13
Sexo Fémea 3 4 2 2
Indeterminado 0 0 0 3
Pré-pubere 0 0 1 1
Classe etaria Pubere 2 4 1 4
Maduro 2 3 2 13
Bom 4 7 4 17
Avaliacao clinica Médio 0 0 0 0
Ruim 0 0 0 1
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Para o Animal 1 ndo foi possivel determinar qual o sorovar infectante mais provavel,
uma vez que ambos reagentes apresentaram maiores titulos (Tabela 2). Os Animais 2, 3,4 e 8
apresentaram titulo mais baixo e para apenas um sorovar, o que pode ser devido a uma reagdo
inespecifica (Tabela 2). O Animal 5 foi reagente para quatro sorovares, sendo 0 mais provavel
0 sorovar Cynopteri devido ao titulo mais alto (Tabela 2). Os Animais 6 e 7 também foram
reagentes para mais de um sorovar, mas nao foi possivel determinar o sorovar mais provavel
devido a obtencdo de pares de titulagbes com valor semelhante (Tabela 2).

A frequéncia da reagédo dos sorovares variou entre os animais analisados, sendo:
Australis = 2 animais — titulo 100 (2); Autummalis = 1 animal — titulo 400 (1); Copenhageni =
1 animal — titulo 100 (1); Icterohaemorrhagiae = 4 animais — titulo 100 (3) — 200 (1); Pomona
=1 animal — titulo 200 (1); Pyrogenes = 2 animais — titulo 100 (1) - 200 (1); Shermani = 3
animais — titulo 100 (2) — 200 (1); Cynopteri = 2 animais — titulo 400 (2) (Tabela 2).

Quando comparados os parametros do hemograma dos individuos de ambas as
espécies em conjunto, apenas os leucdécitos de jacarés reagentes sofreram variagao,
apresentando aumento significativo (U=88,500; p=0,028) em relacédo aos animais que nao
foram reagentes a Leptospira spp. no teste soroldgico (Tabela 4). Em C. latirostris, 0s
parametros do hemograma e do exame bioquimico sanguineo ndo apresentaram alteragdes
significativas entre os individuos reagentes e ndo reagentes, o que também foi observado para
0s parametros do hemograma de C. yacare (p > 0,05 em todos os casos; Tabela 4). Na
comparacao entre as populacgdes de C. latirostris (AMT e CCL), os parametros Hemacia total
(U=21,000; p=0,037), Hemoglobina (U=22,500; p=0,048), VCM (t=-2,708; d.f.=19;
p=0,014), Leucdcitos totais (U=13,000; p=0,007), Proteinas totais (t=-2,483; d.f.=19;
p=0,023), Albumina (t=-3,967; d.f.=16; p=0,001), Gamaglutamiltransferase (t=-2,231;
d.f.=16; p=0,040), Acido Urico (t=3,764; d.f.=16; p=0,002), Calcio (t=2,122; d.f.=16;
p=0,049) e Fosforo (t=-4,268; d.f.=15; p=0,001) apresentaram-se significativamente

diferentes entre os individuos ndo reagentes ao agente etioldgico da Leptospirose (Tabela 4).
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Destes parametros, apenas Hemacia total, Acido Urico e Célcio apresentaram maiores valores

no AMT (Tabela 4).
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Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos e bioquimicos (média + desvio padrdo) dos individuos de jacaré-do-papo-amarelo (Caiman latirostris) de vida

livre (Complexo ArcelorMittal Tubardo - AMT) e de cativeiro (Criatorio C.L. - CCL) e de jacaré-do-pantanal (Caiman yacare) de vida livre (Passo

do Lontra - PLN) reagentes (+) e ndo reagentes (-) a antigenos do género Leptospira spp. em teste de soroaglutinacdo microscapica.

Caiman latirostris

Caiman yacare

Parametros AMT CCL
+ -
- + -
N 14 04 07 04 18
Hemograma
Hemécia (milh6es/mm3) 0,61 +0,26 0,49 +0,16 0,43+0,10 0,47 +0,16 0,44 +0,16
Hemoglobina (g/dl) 8,02 + 2,80 11,30 + 1,65 10,39+ 2,11 9,08+1,74 9,65+ 4,34
Hematdocrito (%) 22,40 £ 7,65 29,70 £ 2,75 25,80+ 4,41 17,50 + 2,52 19,80+5,4
VCM (fl) 392,58 + 107,76 596,67 + 124,38 566,93 + 189,97 411,17 + 155,05 524,33 + 231,16
HGM (pq) 181,66 + 141,41 241,47 + 44,05 248,37 + 50,43 210,44 + 80,53 243,01 + 139,26
CHCM (g/dI) 39,03 + 13,52 36,88 + 5,64 39,14 + 5,86 52,05 + 7,72 4734 + 17,27
Leucocitos (/mms3) 5.815 + 2.592 12.375 £ 2.505 9.900 + 2.985 7.375+2.430 7.627 + 3.808
Trombacitos (/mm3) 127.000 + 63.646 206.500 £ 10.106 176.286 + 82.766 136.625 + 152.651 256.701 + 357.466
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Bioquimica

Proteinas totais (g/dl)
Globulina (g/dl)
Albumina (g/dl)

FA (UIN)

GGT (UIN)
Uréia (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)
Acido Urico (mg/dl)
Célcio (mg/dl)

Fasforo (mg/dl)

3,89 +1,60
2,69+1,12
1,44 + 1,05
17,88 + 23,22
5,61+ 3,53
13,01 + 23,32
0,35+0,25
167+111
10,90 + 1,34

4,56 + 1,38

5,25+0,91
3,45+0,81
2,10+0,14
16,98 + 6,72
7,00+ 1,15
3,98 1,44
0,25+ 0,05
4,50 + 0,80
12,72 + 1,53

7,83+1,94

5,49 +0,70
3,20+0,78
2,03+0,35
13,30 + 5,59
9,97 £4,78
4,67 +1,40
0,28 + 0,06
3,94 +1,45
12,23+ 1,24

7,97 £ 0,65

Legenda: VCM = Volume Cospuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corspuscular Média; CHCM = Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular

Média; FA = Fosfatase Alcalina; GGT = Gamaglutamiltransferase.
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DISCUSSAO

A frequéncia de invidividuos sororeagentes a Leptospira spp. no presente estudo pode ser
considerada relativamente alta em locais com confirmagédo de contato com o agente (36,4%
no cativeiro e 18,2% em vida livre), o que se observou para ambas as espécies de
crocodilianos amostradas. Entretanto, quando comparada com dados disponiveis na literatura,
foi observada uma menor ocorréncia de animais reagentes (Rossetti et al. 2003; Oliveira
2014; Pérez-Flores et al. 2016; Paz et al. 2019; Bauso et al 2020). A espécie de Leptospira
com mais amostras reagentes neste estudo foi L. interrogans, com seis sorovares (Australis,
Autummalis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Pyrogenes), tendo sido obtidas
reacOes também para as espécies L. santarosai (sorovar Shermani) e L. kirschneri (sorovar
Cynopteri). No Brasil, nos estados de Goias e Mato Grosso, individuos de C. crocodillus de
vida livre também foram sororeagentes a Leptospira spp., com uma taxa de ocorréncia de
68,7% e 86,0%, respectivamente, e as espécies mais frequentes foram L. biflexa (sorovar
Patoc), L. interrogans (sorovar Pyrogenes) e L. borgpetersenii (sorovar Tarassovi),
ressaltando que um dos grupos testados reagiu a praticamente todos os 22 sorovares testados
(Oliveira 2014). Recentemente, também no Brasil, no estado da Bahia, C. latirostris oriundos
de cativeiro foram 95,7% considerados reagentes a anticorpos anti-Leptospira spp. e a espécie
com maior ocorréncia foi L. kirschneri (sorogrupo Grippotyphosa), seguida por L. interrogans
(sorogrupo Djasiman) (Paz et al. 2019). Além do teste soroldgico, a confirmacdo da presenca
da L. interrogans também foi obtida por diagnéstico molecular (Paz et al. 2019). Na
Argentina, na provincia Chaco, individuos de C. latirostris e C. yacare oriundos de cativeiro e
de vida livre foram testados e 80,7% apresentaram titulos sorologicos contra Leptospira spp.,
sendo 94,0% reagentes para L. weilii (sorovar Sarmin) e o restante para L. borgpetersenii
(sorovar Javanica) e L. interrogans (sorovares Pyrogenes e Copenhageni) (Rossetti et al.
2003). Néo houve diferenca significativa entre as especies analisadas (C. latirostris com

83,3% e C. yacare com 80,0%), mas houve um maior nimero de casos reagentes entre 0s
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individuos de vida livre (95,6%), em comparagdo com 0s animais cativos (75,0%) (Rossetti et
al. 2003). Também na Argentina, um estudo na provincia de Santa Fé, apontou uma maior
ocorréncia de anticorpos em C. latirostris de cativeiro (73,6%), em relacdo aos de vida livre
(35,2%), e a principal espécie foi L. interrogans (sorovares Pyrogenes, Icterogaemorrhagiae e
Canicola) (Bauso et al. 2020). No mesmo estudo, a presenca da Leptospira também foi
determinada por diagnoético molecular em um individuo oriundo de cativeiro (Bauso et al
2020). No México, no estado de Quintana Roo, considerando as espécies Crocodylus actus e
Crocodylus moreletii de vida livre, resultado reagente foi obtido para 100% dos espécimes
testados e a espécie com maior frequéncia foi L. kirschneri (sorogrupo Grippotyphosa)
(Pérez-Flores et al. 2016). No conjunto de estudos citados, a frequéncia de crocodilianos
sororeativos a Leptospira spp. em vida livre variou entre 35,2% e 100%, enquanto em
cativeiro a variacgéo foi de 73,6% a 95,7%, sendo os valores obtidos no presente estudo
aproximadamente a metade das menores taxas registradas na litetarura para cada caso.
Ressalta-se que o0s sorovares reagentes registrados no presente estudo correspondem aos
sorovares ja descritos na literatura como potencialmente ocorrentes em crocodilianos
neotropicais, salvo o sorovar Shermani (L. santarosai) que é apresentado pela primeira vez no
grupo estudado.

Os resultados aqui apresentados sugerem que o sistema de cativeiro pode ser um
ambiente mais favoravel ao surgimento de doencgas (frequéncia de invidividuos sororeagentes
duas vezes maior do que em vida livre), ressaltando que o nivel de estresse dos animais pode
estar aumentado e que as condic¢des nutricionais e sanitarias nem sempre sao adequadas. Com
isso, tambem se eleva o risco de transmissdo de patdgenos zoonéticos, como € 0 caso da
Leptospira. Destaca-se assim a importancia da adocdo de medidas de biosseguranca e higiene
adequadas para a manutencao de animais em cativeiro, independente da finalidade da criacéo,

incluindo a renovacéo periodica da agua dos recintos (discutido posteriormente). Além disso,



33

a realizacdo de exames de rotina nos animais do plantel e o uso da sorologia nos animais que
estdo em quarentena é essencial para avalia¢do do risco de transmissdo de doencas.

Todos os individuos reagentes para anticorpos anti-Leptospira spp. no presente estudo
apresentavam saude aparente boa. Os primeiros sinais clinicos de doen¢a em crocodilianos
sdo geralmente inespecificos, principalmente na natureza, e incluem sinais como anorexia e
letargia, podendo evoluir para 6bito (Nevarez 2019). Répteis em cativeiro e em vida livre,
mesmo que sejam assintomaticos, podem abrigar e excretar um grande nimero de diferentes
patdgenos que podem determinar infeccdes em seres humanos (Ebani e Fratini 2005). As
bactérias sdo os principais agentes zoon6ticos, como Salmonela spp., por exemplo, que é um
agente etiolégico comum na microbiota de répteis, causadora de doenca grave em humanos,
cuja transmissdo ja estd bem definida (Mughini-Gras et al. 2016). Entretanto, informagdes
sobre a disseminacdo de outras zoonoses graves e cada vez mais comuns aos repteis (como a
Leptospirose) ainda sdo escassas (Ebani e Fratini 2005). Cepas patogénicas de Leptospira spp.
tém a capacidade de formacdo de biofilmes em ecossistemas aquaticos, o que facilita a
sobrevivéncia da bactéria e pode ser um dos principais fatores que controla a sobrevivéncia e
a transmissao desse microrganismo no ambiente (Ristow et al. 2008). Ristow et al. (2008)
sugerem que elas também podem se manter cronicamente em animais reservatorios, atraves
da formacédo de agregados celulares que colonizam a regido proximal dos tdbulos renais.
Pouco ainda se sabe sobre o grau de patogenicidade da Leptospira spp. em crocodilianos e a
falta de amostragem e a dificuldade de detectar mortalidades na natureza podem refletir em
uma falsa baixa incidéncia de patologias nessas populagdes (Bauso et al. 2020). Ha relato, por
exemplo, de um individuo de Crocodylus moreletii com alta titulacdo reagente (1:3200) para
Leptospira spp. que apresentou baixa condicéo corporal e menor peso em relagdo aos outros
individuos do mesmo tamanho (Perez-Flores et al. 2016). Os altos niveis de anticorpos
encontrados em alguns animais sugerem processos recentes de infecgdo, mas amostras

emparelhadas devem ser obtidas para determinar se ha um aumento ou diminuicao nos titulos
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para uma melhor comprovacdo da doenca (Bauso et al. 2020). Por outro lado, baixos titulos
de anticorpos poderiam ser residuais de uma infeccdo passada ou de uma infeccéo recente,
onde os anticorpos ainda estariam aumentando (Bauso et al. 2020). Neste sentido, sugere-se
que os individuos reagentes no presente estudo tenham entrado em contato com a Leptospira
spp. em algum momento passado, 0 que pode ser atribuido ao fato do ambiente onde estdo
inseridos estar contaminado pela bactéria. Ressalta-se ainda o fato de ndo haver variagdes
significativas nos pardmetros hematol6gicos e bioquimicos entre animais reagentes e nao
reagentes nas duas localidades, o que reforca a proposicao de serem casos de infe¢do passada.
Conforme citado, a comparacao de parametros do hemograma e dosagem bioquimica
de individuos reagentes e ndo reagentes da mesma espécie ndo evidenciou alteragdes
significativas entre os animais, porém, quando o hemograma foi comparado para todo o grupo
(C. latirostris e C. yacare juntas), os Leucdcitos totais de jacarés reagentes apresentaram-se
mais elevados em relacdo aos que ndo foram reagentes. Uma contagem elevada de leucdcitos
pode indicar infecgdo ou inflamacdo associada a doengas infectocontagiosas, sendo essa
elevacdo maior em casos agudos, embora sejam geralmente reduzidas e mais sutis quando 0s
casos sdo cronicos (Wilkinson e Divers 2020). Dito isso, 0 aumento de leucécitos sugere que
estes animais estdo em contato com agentes infecciosos, contudo, ndo se pode afirmar que 0s
individuos estejam doentes, evidenciando a importancia de fazer um acompanhamento e
monitoramento dos individuos em estudos futuros a fim de compreender melhor a
patogenicidade da Leptospira spp., bem como de outros agentes, em C. latirotris e C. yacare.
Exame hematoldgico em répteis € uma das ferramentas mais validas para avaliar a
resposta a doencas ou a terapias e pode ser uma ferramenta valiosa na avaliagdo de um
paciente (Campbell 2015). Entretanto, além da espécie e de condicdes fisiologicas dos
individuos (estado nutricional, sexo e condi¢éo reprodutiva, por exemplo), as condigdes
ambientais externas (como temperatura, estacdo do ano, regido geografica, habitat e sistema

de criacdo) tambem influenciam os componentes do sangue de répteis (Stacy et al. 2011).
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Dessa forma, valores de referéncia de espécimes de vida livre normalmente sdo utilizados
como um guia geral na interpretacdo de resultados de exames e apresentam uma melhor
eficacia se os valores de referéncia sdo comparados entre individuos mais proximos
filogeneticamente e que estdo submetidos a fatores externos ambientais comuns (Stacy et al.
2011). Em geral, os resultados obtidos nesse estudo acompanham os parametros encontrados
na literatura para as espécies C. latirostris e C. yacare (Troiano et al. 1996; Zayas et al. 2011,
Vieira et al. 2003) e se apresentam dentro dos valores de referéncia sugeridos para C.
latirostris por Zayas et al. (2011). Entretanto, ressalta-se a importancia de uma melhor
definicdo de valores de referéncia para ambas espécies. Neste sentido, ressalta-se que 0s
individuos ndo reagentes de duas populacfes da mesma espécie (C. latirostris) e com
diferentes origens (cativeiro e vida livre) apresentaram diferenca significativa para 55,6% dos
parametros relacionados ao hemograma e a dosagem bioquimica sérica no presente estudo.
Assim, no momento da avaliagdo, definicdo e/ou comparacéo de valores de referéncia de C.
latirostris, é necessario levar em consideracdo as peculiares de cada local, uma vez que
condicdes e fatores externos estéo estritamente relacionados com a fisiologia dos grupos
estudados e podem alterar os parametros hematoldgicos e bioquimicos.

A transmissdo da infeccdo por Leptospira spp. ja foi classificada como sendo
dependente da densidade (Brockie 1977; Caley e Ramsey 2001). Brockie (1977) relata que a
densidade da populagéo de pequenos roedores varia sazionalmente conforme disponibilidade
de alimento e essa variagdo de tamanho populacional estaria diretamente associada com a
prevaléncia de anticorpos contra L. ballun e L. copenhageni nos roedores. Caley e Ramsey
(2001) determinaram que a densidade de populacGes de gambaés influenciaria diretamente a
contaminacéo de bovinos e recomendaram a castracdo dos gambas a fim de diminuir a taxa de
transmisséo. Por outro lado, Montiel-Arteaga et al. (2015) observaram que a prevaléncia de
individuos de Cynomys ludovicianus reagentes para L. interrogans (sorovar Canicola) e L.

borgpetersenii (soroavr Tarassovi) ndo foi positivamente relacionada com a densidade
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populacional desse roedor. No presente estudo, apenas individuos de C. latirostris de
cativeiro e C. yacare de vida livre apresentaram anticorpos anti-Leptospira spp. e, com base
nas carateristicas das areas de estudo, sugere-se que sejam fatores de risco para a transmissdo
desta doenca nas espécies estudadas: a densidade dos crocodilianos em corpos d’agua com a
presenca do agente, em associacdo com a densidade dos agentes infecciosos e com
peculiaridades dos ambientes em que se encontram. No estudo de Rosetti et al. (2003), houve
uma menor frequéncia de animais reativos cativos, em relacéo aos de vida livre, e inferiu-se
que essa menor frequéncia poderia ter sido devido a troca de 4gua das piscinas que ocorriam
em dias alternados, enquanto a alta frequéncia obtida nos animais de vida livre devia-se ao
ambiente onde foram capturados (lagoas rasas, com &gua quente e calma), que seria o
ambiente perfeito para manter esse tipo de bactéria. Divergindo do que foi inferido por Rosetti
et al. (2003), no trabalho de Oliveira (2014) ndo houve diferenca estatistica entre a frequéncia
de animais reativos em cativeiro e vida livre. Por outro lado, no trabalho de Bauso et al.
(2020), a porcentagem de animais reativos selvagens (35%) foi significativamente menor do
que a dos animais cativos (74%). Os autores sugerem que isso era um fato ja esperado, devido
as altas densidades e temperaturas envolvendo as instalacdes de criacdo intensiva (Bauso et al.
2020). Neste sentido, ressalta-se que o CCL (36,4% de espécimes reagentes), por apresentar
pequeno tamanho de corpo d’agua, proporciona uma maior concentracdo de bactérias e as
tornam mais disponiveis para infeccdo de novos individuos, o que pode ser agravado pela
troca esporadica de agua e maior densidade de animais. A regido do Pantanal, por sua vez, por
ser uma planicie sazonalmente inundavel, se caracteriza pelo ciclo de seca e cheia. As plantas
e 0s animais sdo adaptados as suas enchentes e secas anuais, onde o0s periodos de seca
pronunciada pressionam os animais domesticos e silvestres a se concentrarem nas
proximidades de pocas de agua e canais de drenagem na busca de alimento e 4gua (Santos et
al. 2007). As coletas no PLN (18,2% de espécimes reagentes) foram realizadas durante a

estacao de seca e, assim como no estudo de Rosetti et al. (2003), os animais estavam muito
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mais adensados em corpos d’agua rasos e aquecidos, favordveis para a bactéria, o que pode
favorecer a contaminacgdo dos animais. Um fato interessante € que o individuo capturado no
Rio Miranda, proximo ao ambiente de brejo onde foram capturados animais reagentes a
Leptospira spp., apresentou resultado ndo reagente, o que pode reforcar que a transmisséo em
crocodilianos esteja associada as caracteristicas do ambiente, além da densidade de
hospedeiros e do agente infeccioso. No caso da AMT (auséncia de espécimes reagentes),
embora a lagoa 2 receba efluentes de esgoto doméstico e 0s animais possam transitar entre as
lagoas, os corpos d’agua sdo maiores do que os amostrados nas outras areas, o que diminui a
densidade populacional dos animais e poderia diluir a concentracdo bacteriana, diminuindo
consequentemente a probabilidade de infecgdo. Assim, propdem-se que locais com uma
menor porcao de dgua, com agua parada (ou sem renovacao periodica, no caso de cativeiro) e
maior adensamento populacional de crocodilianos favoregam a infecgéo por Leptospira spp.
(fatores de risco), o que também pode ocorrer em outras doencgas com ciclo semelhante.

A partir dos dados obtidos, ndo foi possivel identificar, com base no hemograma ou no
perfil bioquimico (renal e hepético), parametros que indicassem resposta de C. latirostris e C.
yacare ao agente etioldgico da Leptospirose. 1sso pode ser devido ao fato dos quadros
infecciosos ndo serem recentes (infecgdo passada), conforme discutido anteriormente. Apesar
disso, com a detec¢do de anticorpos anti-Leptospira spp. é possivel indicar a presenca da
Leptospira spp. no ambiente em que 0s animais vivem, sugerindo que os crocodilianos sejam
potenciais espécies-sentinela do ambiente. Desta maneira, 0 presente estudo alerta para o risco
da transmissédo de Leptospirose pelo contato com Caiman spp., salientando que a utilizacédo de
Equipamento de Protecédo Individual (EPI) é essencial no caso de profissionaiss que estdo em
contato direto com agua, solo e animais em condicao de cativeiro ou vida livre. Na Florida, de
1995 a 1998, aproximadamente nove pessoas contrairam Leptospirose e as vitimas
trabalhavam com jacarés de vida livre, sendo que a maioria teve contato com ninhos também

(Hord 1998). Ha alguns anos, também na Florida, um policial estadual apresentou sintomas
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iniciais da doenca 10-14 dias apds a remogdo de uma carcaca de jacaré de vida livre sem o
uso de luvas (Feuer e Domash-Martinez 2011). No6brega et al. (2019) também abordaram o
perigo do contato entre humanos e jacarés ao manipular ninhos de C. latirostris sem o uso de
EPI devido & presenca de bactérias zoondticas nos ovos e na estrutura dos ninhos. Ao avaliar
0 perigo zoondtico em vida livre, a caca ainda é o principal fator de risco para 0s
crocodilianos e para os humanos. A lei brasileira (Lei n® 5.197, de 3 de janeiro de 1967,
alterada Lei n® 7.653, de 12 de fevereiro de 1988) proibe a caca, contudo, a existéncia da lei
ndo garante a auséncia destas atividades e a caca de crocodilianos ainda é uma atividade
comum no Brasil (e.g. Alves et al. 2012; Chagas et al. 2015). Ressalta-se que 0 manuseio € a
ingestdo da carne de crocodilianos sem os devidos cuidados sanitarios pode ser uma fonte de
contaminacdo (No6brega et al. 2017; Silva et al. 2020) e via de infec¢do importante para os

humanos, podendo levar ao estabelecimento de novos ciclos de zoonoses.

CONCLUSAO

Com o presente estudo foi possivel determinar que C. latirostris cativos e C. yacare de vida
livre clinicamente higidos podem ter tido contato com trés espécies de Leptospira spp. e oito
diferentes sorovares, ressaltando que um dos sorovares reagentes nao havia sido registrado em
crododilianos neotropicais até 0 momento. A frequéncia de animais sororeagentes foi maior
em cativeiro, embora os valores obtidos nos dois ambientes tenham sido menores em relagéo
ao detectado em outras localidades. Com base nas caracteristicas dos locais amostrados,
sugere-se que a dindmica dos ambientes (dgua parada ou sem renovacao periédica) e o
tamanho do corpo d’agua, que por sua vez afeta a densidade dos animais e da bactéria, sejam
fatores de risco para a infecgcdo de crocodilianos pelo agente da Leptospirose. Recomenda-se
que em estudos futuros seja realizada a comparacédo de dados clinico-laboratoriais de
individuos que apresentam a manifestacao clinica da doencga para que assim se possa

compreender melhor como a Leptospira spp. atua no organismo de crocodilianos. Para mais,
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para melhor compreensao da ocorréncia, epidemiologia e patogenicidade da Leptospirose em
crocodilianos de vida livre, recomenda-se 0 monitoramento de populagdes selvagens com o
uso de ferramentas moleculares para deteccdo de Leptospira spp. em amostras de sangue,
urina e 4gua para avaliacdo do risco de transmisséao e a analise de amostras emparelhadas de
soro para determinar o0 aumento ou a diminuic¢do nos titulos de anticorpos, além da analise da
patologia clinica dos animais para indicar o grau de acometimento da doenca nos individuos.
O monitoramento da salde da vida selvagem gera informagdes que beneficiam muito a saude
pablica, além da satde animal e a conservagdo do meio ambiente. A Leptospirose € um
problema zoondtico mundial e novos planos de agdo para satde publica devem ser
estabelecidos levando-se em consideracdo a ecologia da doenca para que se possa atuar
apropriadamente em sua prevencdo e controle, ao invés de se posicionar apenas em resposta

aos surtos quando eles ocorrem.
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