UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

THAIS CARNEIRO SANTOS RODRIGUES

INVESTIGACAO DA LEPTOSPIROSE EM CASCAVEIS Crotalus durissus
collilineatus MANTIDAS EM CATIVEIRO

UBERLANDIA

2015



THAIS CARNEIRO SANTOS RODRIGUES

INVESTIGACAO DA LEPTOSPIROSE EM CASCAVEIS Crotalus durissus
collilineatus MANTIDAS EM CATIVEIRO

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Medicina Veterinaria-
UFU, como parte das exigéncias para obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias Veterinarias no Programa de Poés
Graduacao em Ciéncias Veterinarias (PPGCV/UFU).

Orientador: Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos

Area de concentracdo: Saide Animal

UBERLANDIA

2015



Dados Internacionais de Calalogagio na Publicagdio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

K696
2015

Rodrigues, Thais Carneiro Sanlos, 1989-

Investigagiio da leptospirose em cascavéis Crofalus  durissus
collilineatus mantidas em cativeiro / Thais Carneiro Santos Rodrigues. -
2015.

60t @il

Orientador: André Luiz Quagliatlo Sanlos.

Dissertagiio (mestrado) - Universidade Federal de Uberlindia,
Programa de Pds-Graduaciio em Ciéncias Veterindrias,

Inclui bibliogralia.

1. Veterindria - Teses. 2. Bioquimica - Teses, 3. Leptospirose em
animais - serpentes - Teses. 4. Microscopio ¢ microscopia - Teses.
5. Zoonose - Teses. 1. Santos, André Luiz Quagliatto. 1I. Universidade
Federal de Uberlindia, Programa de Pds-Graduagiio em Ciéncias
Velerindrias. 1. Tiulo.

CDLU: 619




A minha familia, amigos e colegas de profiss&o.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, amigos e namorado pelo apoio incondicional em todas as

etapas do meu desenvolvimento académico.

Ao Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos que acreditou no desenvolvimento desse
trabalho e a todos os integrantes do LAPAS/UFU (Laboratério de Ensino e Pesquisa

em Animais Silvestres).

A Prof. Dra. Anna Monteiro Correia Lima e equipe do Laboratério de Doencas

Infectocontagiosas que foram fundamentais para realizacdo da pesquisa.

Ao Prof. Dr. Anténio Vicente Mundim e Danielle S. Vieira que auxiliaram em toda a

pesquisa bioquimica.

A técnica Graciele Freitas Cardoso que realizou o manejo e contencdo das

serpentes, e a colaboragdo da Profa. Dra. Vera Lucia de Campos Brites.

Ao professor Ednaldo Carvalho Guimardes que orientou as analises estatisticas do

trabalho.

A CAPES, FAPEMIG, CNPq e Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV/UFU)
pelo apoio financeiro.



RESUMO: A leptospirose € uma zoonose de importancia em saude publica global e
pode acometer praticamente todos os grupos de vertebrados, inclusive répteis.
Esses animais podem atuar no ciclo epidemiolégico da doenca mantendo e
disseminando o agente causador no ambiente. A leptospirose € pouco conhecida em
serpentes e, por isso, objetivou-se estudar a ocorréncia da doenga nesses animais.
Para isso, foi avaliada a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em Crotalus
durissus collilineatus mantidas em cativeiro e as sorovariedades mais frequentes
nesses animais, utilizando o teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM). Também
foram avaliadas as alteragcbes nas concentracfes de constituintes bioquimicos
plasmaticos nas serpentes reagentes, relacionadas com o titulo de anticorpos
apresentado na SAM. Quase 90% das cascavéis utilizadas nesse estudo foram
reagentes no teste sorolégico com triagem de 1:25 e os sorovares mais frequentes
foram Javanica, Andamana e Patoc. Os titulos mais frequentes foram 25 e 50, mas
houve titulos de até 1600. Apesar de aparentemente saudaveis, a avaliacdo dos
parametros bioquimicos indicou inflamacdo e infeccdo mesmo nos animais com
titulos de anticorpos considerados baixos para mamiferos (<50). As cascaveéis com
titulos altos apresentaram quadros mais graves que aquelas com titulos menores,
sugestivos de lesdo renal grave e indicios de doenca hepatica, que sdo lesbes
caracteristicas da leptospirose. Serpentes de cativeiro podem atuar como fontes de
infeccdo de leptospiras para humanos e outros animais e por isso, é fundamental
gue a doenca seja conhecida e controlada em criadouros. A avaliacdo bioquimica de
répteis reagentes no teste soroldgico pode ser importante para o diagnéstico da

infeccdo por Leptospira spp. nesses animais.

PALAVRAS-CHAVE: Bioquimica plasmatica, Leptospira, Serpentes, Soroaglutinacao

Microscopica, Zoonose ocupacional.



LEPTOSPIROSIS IN RATTLESNAKES Crotalus durissus collilineatus KEPT IN
CAPTIVITY

ABSTRACT: Leptospirosis is a zoonosis of global public health importance and can
affect all groups of vertebrates, including reptiles. These animals can play a role in
the epidemiological cycle of the disease spreading and keeping the causative agent
in the environment. Leptospirosis is little known in snakes and this study was
designed to cover the gaps in the occurrence of the disease in these animals. The
occurrence of anti-Leptospira spp. antibodies in rattlesnakes Crotalus durissus
collilineatus kept in captivity was evaluated and the most common serotypes in these
animals were determined using the Microscopic Agglutination Test (MAT). Changes
in concentrations of plasma biochemical constituents in positive snakes were also
evaluated, depending on the antibody titre presented at MAT. Almost 90% of the
rattlesnakes used in this study were positive to the serological test and the most
common serotypes were Javanica, Andamana and Patoc. The most common titres
were 25 and 50, but there were titres as high as 1600. Captive snakes can act as
important sources of leptospira infection for humans and so it is critical that the
disease is recognized and controlled. Although apparently healthy, alterations in
biochemical parameters indicated inflammation and infection in animals with low
antibody titres. Rattlesnakes with high titres showed signs of severe kidney damage
and liver disease, which are common in leptospirosis. The biochemical assessment

of positive MAT reptiles may be important to diagnose the infection in these animals.

KEYWORDS: Leptospirosis, Microscopic aglutinattion test, Occupacional zoonosis,
Plasmatic biochemistry, Snakes.
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1 CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1 LEPTOSPIROSE

A leptospirose é uma zoonose reemergente de grande importancia em saude
publica global. Ocorre em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, nas &reas
rural e urbana (VINETZ, 2001). Nos ultimos anos, diversos surtos foram registrados,
principalmente em paises de clima tropical e umido (VIJAYACHARI, SUGUNAN e
SHRIRAM, 2008). Em algumas areas da China, Sul da Asia, Africa e Américas do
Sul e Central, a doenca € endémica (DUTTA e CHRISTOPHER, 2005). Os surtos
geralmente estdo associados a chuvas fortes e inundagdes e frequentemente afetam
moradores de periferias, turistas que visitam areas com pouco controle sanitario e
pessoas que tém contato com animais infectados (VINETZ, 2001; LAU et al., 2010).

De acordo com Bharti et al. (2003), na maioria dos paises afetados, a
incidéncia da doenca é subestimada devido a falta de diagnéstico e de notificagdes,
mas sabe-se que ocorrem mais de um milhdo de casos graves de leptospirose
humana anualmente em todo o mundo (ADLER et al., 2001), porém o numero de
casos em animais é desconhecido (HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS,
2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2003) estima que a incidéncia da
infeccdo varie de 0,1 a 1/100.000 pessoas em areas de clima temperado e paises
desenvolvidos e de 1 a 100/100.000 em climas tropicais umidos e paises em
desenvolvimento. Em surtos epidémicos, a incidéncia da doenga pode chegar a mais
de 100/100.000 pessoas e a taxa de mortalidade é significativa (BHARTI et al.,
2003). Ainda assim, a leptospirose € uma doenca pouco estudada, pouco conhecida
e subdiagnosticada (WHO, 2003).

Trata-se de uma infeccado bacteriana causada por espiroquetas do género
Leptospira, da familia Leptospiraceae, ordem Spirochaetales (FAINE et al., 1999).
Existem mais de 260 sorovares de leptospiras patogénicas e 60 sorovares
considerados sapréfitas (ADLER et al., 2011). Ha mais de 13 espécies, mas a maior
parte dos sorovares patogénicos € classificada em Leptospira interrogans e
Leptospira borgpetersenii, enquanto Leptospira biflexa agrupa o0s sorovares
sapréfitas (ADLER et al., 2011).
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Os sorovares patogénicos se alojam nos tubulos renais proximais de
hospedeiros carreadores e sao excretados na urina (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).
Ja os sorovares saprofitas existem no ambiente, principalmente no solo e em aguas
superficiais (ADLER et al.,, 2011). Algumas espécies de animais sao tidas como
principais carreadoras de certos sorovares, atuando como reservatorios naturais,
mas essa associacdo ndo é absoluta (WHO, 2003). Um sorovar pode infectar
diversas espécies, assim como uma unica espécie pode atuar como hospedeiro de
varios sorovares (WHO, 2003).

As leptospiras podem infectar praticamente todos os grupos de animais
vertebrados, sendo que os mamiferos apresentam maior significado epidemiolégico
(BADKE, 2001), jA que muitos atuam como reservatorios naturais da bactéria
(HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011). A doenca representa um
importante problema de saude animal, podendo afetar animais domésticos,
selvagens e de producdo (WHO, 2003). Causa grandes perdas econOmicas em
sistemas de producdo animal, principalmente por reducdo na producdo de leite,
abortos e infertilidade (BENNETT, CHRISTIANSEN e CLIFTON-HADLEY, 1999;
GROOMS, 2006). No Rio de Janeiro (RJ), por exemplo, é a principal infeccdo
causadora de problemas na producdo de pequenos ruminantes (MARTINS et al.,
2012).

Em ecossistemas rurais e urbanos, os principais reservatorios de leptospiras
sdo roedores sinantropicos, especialmente ratazanas e ratos de esgoto (BADKE,
2001). Nesses animais, ha evidéncias de equilibrio na relacdo hospedeiro-parasita
de forma que animais acometidos ndo apresentam sinais clinicos da infeccdo, mas
eliminam o agente etiologico no meio (ADLER e MOCTEZUMA, 2010). Varias
espécies animais (incluindo humanos, mais raramente) podem ser carreadores
renais de leptospiras por longos periodos, o que € fundamental para a persisténcia e
epidemiologia da doenca (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

As espiroquetas sdo capazes de penetrar ativamente nas mucosas, pele
lesada ou pele integra umedecida (IMPPAZ, 1997) e a transmissdo da leptospirose
se da principalmente de forma indireta, por meio de exposi¢édo a agua, solo umido ou
vegetacdo contaminada com urina de animais infectados (ETTINGER e FELDMAN,
2004). A transmissao direta ocorre pelo contato proximo com urina, sangue, tecidos
ou 6rgdos de animais infectados, e ja foi evidenciada transmissao transplacentaria

ou ainda através do leite e por ingestéo de alimentos contaminados (BRASIL, 1995),
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inalacdo de aerossoOis contaminados e pelo trato genital de animais domeésticos
(HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).

A transmissao da doenca de humano para humano é rara e, quase sempre, a
urina de animais infectados € a fonte de infeccéo (seja de maneira direta ou indireta)
(BHARTI et al.,, 2003). A leptospirose € também caracterizada como doenca
ocupacional, sendo associada principalmente aos trabalhadores da produc¢é&o animal
e agricultura, veterinarios, pessoas que trabalham com roedores selvagens ou
sinantropicos e pessoas que tém contato com esgoto (ADLER e MOCTEZUMA,
2010; HARTSKEERL, COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).

No Brasil, houve duas epidemias de leptospirose humana em 1996, uma em
Salvador, Bahia (KO et al., 1999) e outra no Rio de Janeiro (RJ), onde a doenca é
endémica (BARCELLOS e SABROZA, 2001; MARTINS e LILENBAUM, 2013). Em
Salvador, 326 casos da doenca foram registrados, sendo que 15% resultaram em
Obito e 23% necessitaram de tratamento de suporte agressivo, incluindo didlise (KO
et al., 1999). Desses pacientes, 46% haviam recebido diagndstico de dengue, o que
dificultou o tratamento correto, que poderia diminuir a mortalidade (KO et al., 1999).
Segundo Souza et al. (2011), no ano de 2007, os custos hospitalares para
tratamento de casos confirmados de leptospirose no Brasil foram de R$ 831,5 mil.

Além dos custos com tratamento e prejuizos na produgdo animal, a
leptospirose pode gerar importante impacto social nas populacfes afetadas, ja que
0s surtos epidémicos geralmente ocorrem em comunidades pobres, com menor
acesso a servicos de saude e saneamento basico, causando reducao da capacidade
de trabalho em longo prazo e, com isso, reducéo de poder socioecondmico (LAU et
al., 2010). E quase certo que as atuais mudancas climéaticas, o aumento da
ocorréncia de inundacdes, o crescimento da populacdo e a urbanizacdo levardo a
um aumento no numero de casos de leptospirose em todo o mundo e sao
necessarios maiores estudos para compreender a epidemiologia da doenca e evitar

gue ocorram maiores danos (LAU et al., 2010).
1.2 APRESENTACAO CLINICA
De maneira geral, nos mamiferos domésticos, apos a entrada das leptospiras

patogénicas no organismo ha um periodo de incubacdo de dois a cinco dias antes

que essas atinjam a corrente circulatoria. A bactéria se multiplica rapidamente no
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sangue e em praticamente todos os 6rgéos e tecidos (CORREA e CORREA, 1992).
Por isso, pode causar sintomatologia variada, mas lesa principalmente as células
hepaticas, renais e esplénicas (ROSE, 1966). Os mecanismos patogénicos pelos
quais as leptospiras causam danos ao hospedeiro ainda ndo sao bem conhecidos.
A leptospiremia pode durar aprocimadamente trés dias e nesse periodo pode haver
febre e anemia por destruicdo de hemacias (ETTINGER e FELDMAN, 2004). Ocorre
a colonizacéo dos rins e as espiroquetas persistem no epitélio tubular renal, sendo
eliminadas na urina (leptospiuria) por tempo indeterminado (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

Os sinais clinicos séo inespecificos e variam de acordo com os 6rgdos em
gue houve multiplicacdo da bactéria, do estado imunolégico do hospedeiro e dos
sorovares envolvidos, mas € comum a ocorréncia de lesdes hepaticas e renais.
Geralmente relata-se febre, anorexia, oliguria, anuria, vomito, desidratacao,
conjuntivite, ictericia (por retencdo biliar), insuficiéncia renal aguda e hepética,
diarreia sanguinolenta, debilitacdo e Ulceras e hemorragias gastricas e intestinais
(CORREA e CORREA, 1992). Quadros reprodutivos podem estar presentes, sendo
comuns abortos, natimortalidades, morte em neonatos e maceragdo fetal. As
infeccdes hiperagudas causam leptospiremia macica, choque e 6bito. Os achados
hematol6gicos e bioquimicos variam, mas geralmente indicam lesdo hepatica e
renal, podendo haver leucocitose, trombocitopenia, uremia, aumento da
concentracdo sérica de creatinina e de enzimas hepaticas e bilirrubina (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

Dentre os achados de necropsia, observa-se principalmente ictericia e
hemorragia pulmonar além de alteracdes macroscépicas hepaticas e renais
(TOCHETTO et al., 2012). Cita-se também a ocorréncia de petéquias na pleura,
peritdnio, mucosas nasal e oral e hipertrofia de baco e linfonodos (CORREA e
CORREA, 1992; JONES et al., 1997). Podem ocorrer ainda hemorragias e edemas
de vérios 6rgdos como miocardio, bexiga, pancreas e vesicula biliar (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

Na histologia dos rins de caes com leptospirose, Tochetto et al. (2012)
relataram graus variados de nefrose tubular e nefrite intersticial ndo supurativa. Ja
na histologia do figado, citaram principalmente dissociagdo dos cordbes de
hepatdcitos, colestase intra-canalicular e necrose hepdatica. Na histologia do pulmao,

hemorragia e edema alveolares foram frequentes.
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Em humanos, a severidade da doenca varia muito, principalmente
dependendo da idade, estado imunolégico e sorovar infectante. Pode apresentar
sinais leves ou ainda caracterizar infeccdo grave, com faléncia renal e hepatica,
acometimento pulmonar, hemorragias e até obito (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).
Muitos pacientes humanos podem apresentar apenas febre em quadros agudos de
leptospirose (BHARTI et al., 2003).

1.3 DIAGNOSTICO

A leptospirose é uma doenca de dificil diagndstico clinico e laboratorial, e por
isso é pouco reconhecida e severamente negligenciada (HARTSKEERL,
COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011). Enquanto o diagnéstico clinico é dificultado
pela grande variedade de sinais, os testes laboratoriais podem ser trabalhosos e
requerem laboratorios equipados e profissionais especializados (HARTSKEERL,
COLLARES-PEREIRA e ELLIS, 2011).

A partir de suspeita clinica e analise do histérico do paciente, a confirmacéo
da doenca pode ser feita por meio de métodos indiretos ou diretos (GOMES, 2011).
Os testes diretos detectam a presenca do organismo, ou seu DNA, em tecidos e
fluidos do hospedeiro. Dentre eles, destacam-se a microscopia de campo escuro,
imunofluorescencia, cultura, histopatologia com corantes especificos e a reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR). Ja os testes indiretos identificam anticorpos contra a
bactéria no sangue ou liquido cefalorraquidiano e sdo os mais utilizados para
diagnosticar a leptospirose em animais em todo o mundo. Dentre esses, destacam-
se a soroaglutinacdo microscépica e diversos testes imunoenzimaticos (BOLIN e
ALT, 1999).

O teste de soroaglutinagdo microscopica, também conhecido por SAM, é o
meétodo sorologico “padrao ouro” para diagnoéstico da leptospirose, sendo a técnica
de referéncia indicada pela Organizacéo Mundial de Saide (WHO, 2003). E utilizado
em todo o mundo e a presenga de anticorpos € indicada pela aglutinacdo de
leptospiras em diferentes diluigbes de amostras de soro. Os antigenos utilizados
para o teste sdo cepas padréo de Leptospira, mantidas por repiqgues semanais em
meios de Stuart, Fletcher, e Ellinghausen (EMJH) mantidas em estufa bacteriolégica.

A bateria de antigenos deve incluir representantes dos sorogrupos mais

comuns na regido ou espécie em estudo (BRASIL, 1995). De maneira geral, séo
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consideradas reagentes aquelas amostras que apresentam aglutinacdo em diluicdes
iguais ou superiores que 1:100. Essas deverdo ser reavaliadas frente ao sorotipo
reagente, a fim de que seja obtido o titulo de aglutininas (GOMES, 2011).

E um método de alta especificidade e sensibilidade. Porém, ha possibilidade
de reacdo de aglutinacdo cruzada com um sorovar que nao aquele que esta
causando a infeccdo. A ocorréncia de reacbes cruzadas é possivel devido
proximidade antigénica entre os varios sorovares do género Leptospira (GOMES,
2011).

Geralmente, o diagnostico da leptospirose é estabelecido quando h& deteccao
de titulos altos de anticorpos, associado a sintomatologia compativel com a doenca,
mas nao existe consenso quanto ao titulo a partir da qual deve-se considerar o
animal positivo. A interpretacdo dos titulos encontrados na SAM € complicada e
diversos fatores devem ser levados em consideracédo. Hospedeiros de manutencéo
podem exibir resposta imunolégica baixa a infeccdo e, portanto, titulos baixos ou
nulos. O mesmo pode ocorrer em bovinos que acabaram de abortar, em animais
recém-infectados ou em infeccdes cronicas (BOLIN e ALT, 1999).

Deve se considerar também que o sorovar infectante pode ndo estar entre os
utilizados no teste e, assim, o resultado sera falso-negativo. Por isso, resultados
negativos ndo eliminam a possibilidade da doenca. Da mesma forma, resultados
positivos ndo necessariamente indicam infeccdo atual, uma vez que o0s anticorpos
podem permanecer na circulacdo sanguinea por longos periodos ap0s o contato
com as leptospiras (WHO, 2003). Além disso, a vacinacdo pode produzir titulos
baixos ou altos por varios meses, dependendo da resposta de cada animal
imunizado (BOLIN e ALT, 1999).

1.4 LEPTOSPIROSE EM ANIMAIS SELVAGENS E REPTEIS

Muitos mamiferos selvagens, inclusive mamiferos aquaticos, ja foram
identificados como carreadores de leptospiras e a participagdo desses animais na
epidemiologia da doenca é indiscutivel (HARTSKEERL e TERPSTRA, 1996; ADLER
e MOCTEZUMA, 2010). Segundo Hartskeerl e Terpstra (1996), quase todos os
mamiferos selvagens podem ser considerados possiveis disseminadores da
leptospirose. Em geral, estes animais comportam-se como portadores

assintomaticos e permanentes de varios sorovares de leptospiras e por isso, atuam
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como fontes perenes de infecgdo para humanos e outros animais (SANTA ROSA et
al., 1980; THE WORLD ZOO CONSERVATION STRATEGY, 1993). No Brasil
estudos epidemioldgicos sobre infec¢do por Leptospira spp. em animais selvagens
sao escassos (GIRIO, 1999; LINS e LOPES, 1984).

Apesar de quase todo o conhecimento sobre a leptospirose estar associado a
infeccdo em mamiferos, sabe-se que anfibios, répteis e aves podem desempenhar
papéis importantes como reservatorios e mantenedores de leptospiras no ambiente
(DESVARS, CARDINALE e MICHAULT, 2010). Poucos estudos foram realizados
buscando estudar a doenca nos répteis e a sua participagdo na cadeia
epidemioldgica € incerta, mas existem relatos de serpentes peconhentas e nao
peconhentas (SANTA ROSA et al., 1980; ESTEVES et al.,, 2005), testudines
(ALVES-JUNIOR, 2013) e crocodilianos (FEUER e DOMASH-MARTINEZ, 2011)
sorologicamente positivos. Sabe-se muito pouco sobre a ocorréncia da leptospirose

nesses animais e quase nao ha informac6es sobre a sua apresentacao clinica.

1.5 Crotalus durissus collilineatus (AMARAL, 1926)

As serpentes sdo amplamente distribuidas em quase todo o mundo e habitam
principalmente as regides temperadas e tropicais. No Brasil existem 381 espécies
de serpentes, agrupadas em dez familias (BERNILS e COSTA, 2012). Dessas,
apenas duas sao peconhentas, sendo a familia Viperidae de maior importancia em
salude publica por causar o maior numero de acidentes ofidicos (MELGAREJO-
GIMENEZ, 2002).

Sdo animais de grande importancia ecolégica, socioeconbmica e
farmacéutica, frequentemente criadas em cativeiro (MARTINS e MOLINA, 2008).
Além da produgcdo de soros antiofidicos e medicamentos, as serpentes s&o
amplamente utilizadas em zooldgicos, centros de pesquisa, criadouros
conservacionistas, criadouros comerciais e como animais de companhia
(MELGAREJO-GIMENEZ, 2002).

No Brasil, a criacdo de serpentes peconhentas para producdo de soros
antiofidicos se iniciou nos primeiros anos do século XX, no Instituto Butantan, e
estima-se que a instituicdo receba quase 15 mil serpentes por ano. De fato, o
namero de ofidios em cativeiro no pais € muito grande, ja que é necessaria boa

representatividade de venenos no pool de imunizagcédo dos equideos para producao
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dos soros e, por isso, existem serpentarios que abrigam centenas de animais
(MELGAREJO-GIMENEZ, 2002; COSTA et al, 2005). No Instituto Butantan,
predomina a criacdo de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus (COSTA et al.,
2005).

No Brasil, o0 género Crotalus € representado pela espécie Crotalus durissus
(BOLDRINI-FRANCA et al., 2009). Os acidentes crotalicos correspondem a
aproximadamente 8% dos acidentes ofidicos registrados no Brasil e apresentam o
maior coeficiente de letalidade. No Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia de 1999 a 2003, esses acidentes corresponderam a cerca de 30% dos
casos (NUNES et al., 2014).

A subespécie Crotalus durissus collilineatus tem distribuicdo ampla nas
regides sudeste, central e nordeste do pais (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009). Pode
ser encontrada nos estados de Rondénia, Mato Grosso, Goias, Bahia, Minas Gerais,
Sao Paulo e estende-se até o sul do Parand (HOGE e ROMANO, 1978/79 citado por
VALLE e BRITES, 2012). E frequente em éreas alteradas do Triangulo e Alto
Paranaiba, em Minas Gerais, sendo encontrada na cidade de Uberlandia até mesmo
em areas urbanas (BRITES e BAUAB, 1988). Nessa cidade, a maior parte dos
encontros com C. durissus collilineatus ocorre em ocupacdes agricolas e de
pastagens, principalmente em plantacdes de milho e café (VALLE e BRITES, 2012).

A Lista de Répteis da Sociedade Brasileira de Herpetologia (BERNILS e
COSTA, 2012) relaciona a subespécie Crotalus durissus collilineatus e menciona um
ponto de vista diferente para a taxonomia de duas subespécies de Crotalus durissus,
em que alguns pesquisadores sugerem que C. d. collilineatus e C. d. cascavella
sejam sindnimos de C. d. terrificus (WUSTER et al., 2005).
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RESUMO: A leptospirose é uma zoonose de importancia em saude publica em todo
0 mundo e pode acometer praticamente todos os grupos de vertebrados, inclusive
répteis. E pouco estudada em serpentes e, por isso, objetivou-se investigar a
ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp. em 64 Crotalus durissus collilineatus
de cativeiro, aléem de determinar os sorovares mais frequentes nesses animais,
utilizando o teste de soroaglutinacdo microscépica. Dessas, 56 amostras foram
reagentes (87,5%) e houve reagbes aos 22 sorovares utilizados no estudo. O

sorovar mais frequente foi Javanica (83,92%), seguido de Andamana (60,71%) e
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Patoc (51,78%), que ocorreram em 47, 34 e 29 animais, respectivamente. Os titulos
variaram de 25 a 1600, sendo os titulos 25 (40,09%) e 50 (47,82%) os mais
frequentes. Houve titulos altos como 1600, para os sorovares Whitcomb e Panama,
e 800, para o sorovar Patoc, mesmo sem apresentacdo de sintomatologia clinica.
Deve-se atentar para a possibilidade de serpentes de cativeiro atuarem como fontes
de infeccdo de leptospiras para humanos e outros animais. Por isso, é fundamental

gue a doenca seja prevenida e controlada no ambiente de cativeiro.

Palavras-chave: Leptospirose, Répteis, Serpentes, Sorologia, Zoonose.

2.1 INTRODUCAO

A leptospirose é a zoonose de maior distribuicdo mundial (Jamshidi et al.,
2009) e tem grande importancia em satde publica e animal (Faine et al., 1999). E
causada por espiroquetas do género Leptospira, capazes de afetar praticamente
todos os grupos de animais vertebrados (Badke, 2001). Essas bactérias possuem
diversas variedades patogénicas e saprofitas, que sdo classificadas em sorogrupos.
Cada sorogrupo possui uma série de variedades, denominadas sorovares (Adler e
Moctezuma, 2010). Um Unico animal pode ser hospedeiro de varios sorovares e um
mesmo sorovar pode infectar varios hospedeiros (Quinn et al., 2005).

Sabe-se que muitas espécies de mamiferos domésticos e selvagens atuam
como hospedeiros naturais ou acidentais de diversos sorovares de leptospiras.
Entretanto, a participacdo de répteis na manutencao e dissemina¢do do patdégeno no
ambiente € pouco conhecida (Lindtner-Knific et al., 2013). Esses animais podem
desempenhar papéis importantes no ciclo epidemioldgico da doenca, mantendo o
agente infeccioso no ambiente e transmitindo-o para outros animais (Glosser et
al.,1974; Lindtner-Knific et al., 2013).

De acordo com Hyakutake et al. (1980), as serpentes podem constituir
importantes reservatérios naturais de leptospiras, principalmente devido a sua dieta,
geralmente baseada em roedores, que Sd0 0s principais reservatorios do patdégeno
no ambiente (Faine et al., 1999). Nos ofidios, a leptospirose geralmente ndo esta
associada a sintomatologia clinica (Wallach, 1983), mas j& foi relatada a ocorréncia

de alteracdes renais em uma serpente infectada (Abdulla e Karstad, 1962).
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O numero de serpentes criadas em cativeiro tem aumentado
consideravelmente e além de tornarem-se animais de companhia, ha um grande
namero de criadouros para fins cientificos e comerciais. Apesar de ndo haver relatos
da transmissao de leptospirose de répteis para humanos (Ebani e Fratini, 2005), é
importante pesquisar a ocorréncia da zoonose nesses animais para evitar o risco de
exposicdo ao agente causador da doenca (Silva et al., 2009). Bidlogos, médicos
veterinarios e tratadores de serpentes também podem sofrer risco de infeccéo
(Ebani e Fratini, 2005).

A incidéncia de diferentes sorovares em populagcdes humanas depende
fortemente dos hospedeiros reservatorios presentes na regido em questdo e dos
sorovares que eles carregam (Bharti et al., 2003). Assim, estabelecer quais espécies
animais atuam como hospedeiros de leptospiras em determinada area é
fundamental para o controle e prevencao da leptospirose (WHO, 2003; Desvars et
al., 2010). Por isso, objetivou-se avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira
spp. em cascaveéis Crotalus durissus collilineatus de cativeiro, além de determinar os
sorovares mais frequentes nos animais do criadouro estudado, utilizando o teste de

Soroaglutinagdo Microscopica (SAM).

2.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados mediante a aprovacdo do Comité
de Etica na Utilizagdo de Animais - CEUA/UFU (protocolo 120/14), assim como
liberac@o do IBAMA (licenca SISBIO namero 46845).

2.2.1 Animais e area de estudo

Foram utilizadas 64 amostras de soro sanguineo de C. durissus collilineatus
adultas, machos e fémeas, clinicamente saudaveis, pertencentes ao Setor de
Répteis (Criadouro Conservacionista — Finalidade Cientifica) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Todas as cascavéis foram encaminhadas ao criadouro
pelo IBAMA, Policia Ambiental, Laboratorio de Zoonoses (prefeitura de Uberlandia)
ou por membros da comunidade, por serem encontradas em areas rurais e
periurbanas nas regibes do Triangulo Mineiro e Alto-Paranaiba (MG). Séao

alimentadas a cada 15 dias com camundongos Mus musculus, variedade albina,
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mantidos no préprio Setor e tinham acesso a agua ad libitum. N&ao ha rigido controle
de roedores sinantrépicos e em duas ocasides foi constatada a ocorréncia de Rattus

rattus (rato de telhado) no criadouro.

2.2.2 Coleta do material

Os espécimes de C. d. collilineatus foram contidos manualmente por técnicos
treinados, utilizando ganchos e colchdo de espuma, como indicado por Francisco
(1997) e Goulart (2004). ApGs prévia assepsia com alcool 70%, coletou-se 2ml de
sangue por puncao do plexo venoso vertebral, descrito por Zippel et al. (2001), entre
0 0sso occipital e o atlas, com agulhas hipodérmicas descartaveis 13x4,5mm e

seringas descartaveis de 5ml.

Figura 1: Coleta de sangue de Crotalus durissus collilineatus por pun¢édo do plexo

venoso vertebral. Uberlandia, 2014.

Imediatamente apds a coleta, o sangue foi transferido para tubos sem
anticoagulante e, apos a formacdo do coagulo, centrifugado a 2.500 rotacGes por
minuto, durante 10 minutos, para obtencdo de amostras de soro que foram
colocadas em microtubos identificados individualmente. Em seguida, foram
armazenados a -20°C até a realizacdo da SAM.
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2.2.3 Soroaglutinacdo microscopica

A SAM foi realizada no Laboratério de Doencas Infectocontagiosas da UFU,
utilizando-se um painel de 22 sorovares (Tabela 1). Estabeleceu-se como triagem a
diluicdo de 1:25, que foi utilizada em crocodilianos por Rossetti et al. (2003). Para
isso, foram utilizadas placas de poliestireno com fundo chato e colocou-se em cada
poco 23uL de solucéo salina 0,9%, 2uL do soro de cada animal, e 25uL de antigeno
(cada um dos 22 sorovares), resultando em 50 pL de solucao final.

A solugédo final foi levemente agitada manualmente e acondicionada a
temperatura ambiente por uma hora. ApGs esse periodo, procedeu-se a leitura em
microscopia de campo escuro, com objetiva e ocular de 10x, diretamente nos pocos
da placa. Foram consideradas reagentes as amostras em que houve aglutinacéo de
mais de 50% do campo, conforme especificado pelo Ministério da Saude (Brasil,
1995).

As amostras reagentes na prova de triagem foram submetidas a titulacao de
anticorpos. Para isso, 0 soro de cada amostra passou por diluicbes seriadas (1:50,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200), e acrescentou-se 50uL dos sorovares
para os quais houve reacao na diluicdo inicial de 1:25. A leitura foi realizada assim
como na prova inicial, apés o mesmo periodo de descanso em temperatura
ambiente. O titulo de cada amostra foi a maior diluicdo em que houve aglutinacao

de 50% ou mais do campo (Brasil, 1995).
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Tabela 1: Espécies, sorogrupos e sorovares de Leptospira spp. utilizados no teste de

soroaglutinacdo microscépica, Uberlandia, 2014.

Espécie Sorogrupo Sorovar

L. biflexa Andamana Andamana
L. interrogans Autumnalis Autumnalis
L. interrogans Australis Australis

L. interrogans Bataviae Bataviae

L. interrogans Australis Bratislava

L. interrogans Canicola Canicola

L. kischneri Cynopteri Cynopteri

L. interrogans Icterohaemorrhagiae = Copenhageni
L. interrogans Djasiman Djasiman

L. interrogans Grippotyphosa Grippotyphosa
L. interrogans Sejroe Hardjo

L. interrogans Hebdomadis Hebdomadis
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
L. borgpetersenii Javanica Javanica

L. noguchii Panama Panama

L. biflexa Semaranga Patoc

L. interrogans Pomona Pomona

L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes

L. interrogans Djasiman Sentot

L. borgpetersenii Tarassovi Tarassovi

L. borgpetersenii Celledoni Whitcombi

L. interrogans Sejroe Wolffi

Fonte: Baranton, 2006

2.2.4 Analise estatistica

O teste Binomial para Duas Proporcdes, realizado no programa BioEstat 5.0

(Ayres et al., 2007), foi utilizado para determinar os sorovares e titulos mais
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frequentes nas serpentes estudadas. Diferencas significantes foram inferidas em p
<0,05.

2.3 RESULTADOS

Das 64 amostras testadas, 56 (87,5%) foram positivas a pelo menos um
sorovar, 51 (91,07%) amostras reagiram a dois ou mais sorovares e duas amostras
aglutinaram todos os sorovares testados, com excec¢do do sorovar Sentot. Houve
reacoes a todos os sorovares utilizados no estudo e o sorovar mais frequente nas C.
d. collilineatus foi Javanica, seguido de Andamana e Patoc, que ocorreram em 47
(81,50%), 34 (60,71%) e 29 (51,78%) amostras, respectivamente. O numero de
amostras consideradas positivas para cada sorovar e as diferencas estatisticas de
frequéncia de cada um deles é mostrado na Figura 2. Os titulos variaram de 25 a
1600, sendo os titulos 50 (47,82%) e 25 (40,09%) os mais frequentes (Figura 3). Os
titulos mais elevados foram para os sorovares Whitcomb (1600), Panama (1600) e
Patoc (800).
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Figura 2: Numero de amostras de soro de Crotallus durissus collilineatus reagentes

para cada um dos 22 sorovares utilizados no teste de soroaglutinacdo microscépica.
Uberlandia, 2014.
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Figura 3: Frequéncia de cada titulo no teste de soroaglutinagdo de amostras de soro

de Crotallus durissus collilineatus. Uberlandia, 2014.
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2.4 DISCUSSAO

Os sorovares mais frequentes nas Crotalus durissus collilineatus podem
causar leptospirose em humanos. Andamana e Patoc sdo considerados variedades
saprofitas (L. biflexa), mas essa classificacdo tem sido discutida j& que sabe-se que
sdo capazes de causar doenca (Shenberg et al., 1975). O sorovar Andamana foi
originalmente isolado de humanos (Taylor e Goyle, 1930 citado por Hyakutake et al.,
1980) e pode causar meningites fatais (Corréa et al., 1964). Patoc foi identificado
como causador de leptospirose aguda em criancas no Rio de Janeiro (Cruz et al.,
1994) e o sorovar Javanica afeta humanos e bovinos na india (Natarajaseenivasan
et al., 2011), sendo comum no sudeste da Asia (WHO, 2011).

A ocorréncia desses sorovares em serpentes evidencia a sua importancia
como possiveis fontes de infeccdo para humanos. Nao existem relatos da
transmissao direta de Leptospira spp. de serpentes para humanos, mas esses
ultimos podem se infectar por contato com o ambiente em que 0s répteis vivem
(Ebani e Fratini, 2005). Por isso, profissionais que fazem manejo de animais
selvagens em cativeiro, como tratadores, veterinarios e biélogos de zooldgicos e
criadouros de serpentes, estdo mais susceptiveis a esse tipo de infeccéo.

Segundo Feuer e Domash-Martinez (2011), nos Estados Unidos, nove
tratadores de crocodilianos contrairam leptospirose ap6s contato com os animais e
alguns precisaram de hospitalizacdo. A transmissdo das leptospiras pode ter
ocorrido de maneira direta (dos répteis para as maos dos profissionais) ou mais
provavelmente de maneira indireta, por exposi¢do a agua contaminada com urina de
animais em leptospilria. Esses autores também relataram um caso de leptospirose
humana apdés contato com carcaca de crocodilo no estado da Flérida.

Veen et al. (2012) destacaram a importancia da criacdo de protocolos de
controle e prevencdo de zoonoses como a leptospirose em zooldogicos,
principalmente para evitar a transmissdo da doenca para as profissionais gravidas.
Segundo esses autores, grande parte dos tratadores de animais selvagens de
cativei ro sdo mulheres jovens e, durante a gravidez, estdo mais propensas a
infeccdo devido ao enfraquecimento do sistema imune. A leptospirose pode causar
aumento da taxa de aborto espontaneo, problemas placentarios e ictericia neonatal
(Puliyath e Singh, 2012).
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Todas as cascavéis estavam aparentemente saudaveis mesmo apresentanto
titulos de anticorpos altos, como 1600. Biscola et al. (2011) afirmaram que tanto
serpentes de vida livre quanto serpentes mantidas em cativeiro podem ser
hospedeiras de varios sorovares de leptospiras sem apresentar sintomatologia
clinica. A auséncia de apresentacdo clinica dificulta a identificacdo de animais
hospedeiros do patégeno e, por isso, pode facilitar a transmissdo para humanos e
outras serpentes.

Diferente de mamiferos, répteis raramente apresentam sinais clinicos de
afecgdes renais (Miller, 1998). Ao realizar infeccao experimental de serpentes com o
sorovar Pomona, Abdulla e Karstad (1962) observaram nefrite intersticial em um
animal. J& Biscola et al. (2011) relataram problemas reprodutivos em jararacas
(Bothrops) soropositivas para o sorovar Hardjo.

Todas as cascaveis deste estudo eram mantidas em cativeiro. Ambientes
estressantes, concentragdo de grande numero de animais, agrupamento de
diferentes espécies e erros de manejo sdo condi¢des que facilitam a multiplicacdo e
transmissdo de patdégenos em répteis cativos. Todos esses fatores reduzem a
capacidade de resposta imune e aumentam as chances de desenvolvimento de
doencas como a leptospirose. O estabelecimento de praticas de saneamento e
higiene pessoal pode minimizar os riscos de transmissao (Rataj et al., 2011). Além
disso, é fundamental que sejam realizados exames soroldgicos periodicamente para
gue se conheca a ocorréncia da zoonose no plantel, jA que em serpentes, o0s
exames fisicos podem ser insuficientes.

Também devem passar por testes diagnosticos 0s animais que serao
introduzidos nos plantéis ou levados para residéncias como animais de companhia.
Na maioria dos criadouros de serpentes, parte dos animais é retirada de vida livre ou
resultante do cruzamento de animais de vida livre com serpentes nascidas em
cativeiro (Rataj et al., 2011) e a introdugcao de animais hospedeiros de Leptospira
spp. pode ser uma importante forma de transmissdo da leptospirose nesses
serpentarios. As serpentes podem se infectar por contato direto com animais
hospedeiros de leptospiras, ou ainda pela ingestdo de agua contaminada
(Hyakutake et al., 1980).

As cascavéis utilizadas no presente estudo foram retiradas de vida livre e
habitavam areas rurais ou periurbanas antes de serem confinadas. Portanto, existe a

possibilidade de que alguns animais tenham entrado em contato com leptospiras em
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seu ambiente natural e introduzido esse agente no criadouro, contaminando outras
serpentes.

Roedores sao reservatorios naturais dos sorovares Javanica, Andamana e
Patoc (Shenberg et al., 1975; Priya et al., 2007), frequentes nas serpentes deste
estudo. Por isso, deve-se considerar também a possibilidade de que essas
cascaveéis tenham sido expostas a Leptospira spp. ao ingerirem presas infectadas, ja
gue no criadouro ndo héa controle de roedores sinantropicos. Essa possibilidade de
transmissdo pela cadeia alimentar em serpentes também foi sugerida nos estudos
de Andrews et al. (1965) e Hyakutake et al. (1980). No zoolégico de Jodo Pessoa,
Paraiba, nenhum réptil foi positivo na SAM (triagem de 1:100), e os autores do
trabalho relacionaram esse resultado ao tipo de alimentacdo oferecida aos animais,
sendo camundongos advindos de biotério com rigido controle sanitario (Brasil,
2011).

Existem poucos estudos sobre a ocorréncia de anticorpos contra leptospiras
em serpentes e ndo foram encontradas pesquisas sobre a doengca em C. durissus
collilineatus. Até onde se sabe, rea¢cdes aos sorovares Djasiman, Cynopteri, Sentot e
Whitcomb ainda n&o foram descritas em serpentes. Entretanto, 0os outros para 0s
quais houve sororreacdo no presente estudo ja foram relatados nesses animais
(Andrews et al., 1965; Hyakutake et al., 1980; Stanchi et al., 1986; Calle et al., 2001;
Biscola et al., 2011; Lindtner-Knific et al., 2013).

Mais da metade das serpentes desse estudo foi sororreagente para o sorovar
Andamana. Hyakutake et al. (1980) sugeriram gque esses répteis podem atuar como
reservatérios do sorovar, devido a alta frequéncia de animais positivos para essa
variedade de leptospira. Esses autores também isolaram Andamana do rim de um
ofidio.

Existem relatos de serpentes que apresentaram titulos altos na SAM, de até
3200 (Biscola et al., 2011) e 6400 (Hyakutake et al.,1980). Ja Calle et al. (2001)
encontraram titulos mais baixos, de 100 e 200 em sucuris (Eunectes murinus) na
Venezuela. Os titulos mais baixos, como 0s que ocorreram com maior frequéncia
neste estudo, podem indicar infeccbes recentes, anticorpos remanescentes de
infeccbes antigas, resposta de anticorpos a leptospiras presentes nas presas
ingeridas ou reacdes cruzadas contra sorovares que nao foram testados na SAM
(Calle et al., 2001). Os titulos altos, como as de 800 e 1600 podem indicar doenca

aguda.



35

N&o existem estudos sobre o ponto de corte que deve ser utilizado na
sorologia de répteis e nem sobre os titulos padrées nesses animais. Por isso,
qualquer titulo, mesmo os mais baixos, pode ser importante e representar doenca
mesmo sem apresentacdo de sinais clinicos. Os mecanismos de resposta do
sistema imunologico de serpentes ainda ndo foram completamente descritos, mas
sabe-se que podem manter leptospiras patogénicas ativas em seu organismo
mesmo sem demonstrarem titulos detectaveis de anticorpos nas provas soroldgicas
(Minette, 1983).

2.5 CONCLUSOES

Quase 90% das cascavéis C. durissus collilineatus deste estudo entraram em
contato com leptospiras e algumas apresentaram titulos altos mesmo sem mostrar
sintomatologia clinica. Esses animais podem atuar como hospedeiros de
manutencdo de sorovares de leptospiras e por isso, deve-se atentar para a
possibilidade de serpentes de cativeiro atuarem como fontes de infeccdo de
leptospiras para humanos e outros animais e a importancia da leptospirose como

zoonose ocupacional.
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CAPITULO 3 - ALTERACOES BIOQUIMICAS PLASMATICAS EM Crotalus
durissus collilineatus SORORREAGENTES PARA LEPTOSPIROSE

RODRIGUES, T. C. S.:; SANTOS, A. L. Q. LIMA, A. M. C?% BRITES, V. L. C.3
VIEIRA, D. S.*: MUNDIM, A. V*.

!Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS), Universidade
Federal de Uberlandia (UFU). Avenida Amazonas 2245, Jardim Umuarama, 38.405-
302, Uberlandia-MG, Brazil.

’Laboratério de Doencas Infectocontagiosas, Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). Rua Ceard, s/n, Bloco 2D, Sala 33, Campus Umuarama, 38.405-315,
Uberlandia-MG, Brazil.

3Setor de Manutencdo de Répteis, Instituto de Biologia, Universidade Federal de
Uberlandia (UFU). Rua Ceara, s/n, Bloco 2D, Campus Umuarama, 38.405-315,
Uberlandia-MG, Brazil.

*Laboratério Clinico Veterinario, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal de Uberlandia. (UFU), Av. Mato Grosso 3289, Bloco 2S, Campus
Umuarama, Uberlandia, MG 38405-314, Brazil.

RESUMO: O diagnostico da leptospirose em serpentes € dificultado pela falta de
estudos sobre a doenca nesses animais. Objetivou-se determinar as alteracdes
bioquimicas plasmaticas em cascaveéis Crotalus durissus collilineatus reagentes no
teste de soroaglutinacdo microscépica (SAM) com triagem de 1:25 e avaliar se a
presenca de anticorpos contra Leptospira spp. pode indicar infeccdo e alteracdes
bioguimicas nesses animais. Além disso, buscou-se estudar as diferencas
bioquimicas dependendo do titulo de anticorpos na SAM e com isso e somar
informacdes para interpretacéo do teste sorolégico nas serpentes. Foram utilizadas
48 C. d. collilineatus dividas em 3 grupos: negativas na SAM, positivas com titulos
<50 e postivas com titulos 2100. Foram dosadas as concentragfes plasméticas de
proteinas totais, albumina, globulinas, relacdo albumina/globulinas, &cido urico,

creatinina, ureia, ALT, GGT, fosfatase alcalina e ferro em processador automatico.



42

Apesar de aparentemente saudaveis, a avaliacdo dos parametros bioquimicos das
cascavéis sugere que as serpentes reagentes para leptospirose possam apresentar
inflamacédo e infeccdo mesmo com titulos de anticorpos considerados baixos para
mamiferos. As serpentes com titulos altos apresentaram alteracbes que indicam
quadros mais graves que aquelas com titulos menores, como lesdo renal grave e
indicios de doenca hepética, que sdo caracteristicos da leptospirose. A avaliagdo
bioquimica de répteis reagentes para o teste sorolégico pode auxiliar o diagndstico
da infeccdo por Leptospira spp. ja que esses animais raramente apresentam

sintomatologia clinica.

Palavras-Chave: Bioquimica clinica, Cascavel, Leptospira, Répteis, Soraglutinacédo

microscopica.

3.1 INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose pouco conhecida em répteis e bastante
estudada nos mamiferos, causando principalmente lesGes hepaticas e renais (Rose,
1966) e sintomatologia inespecifica e variada, dependendo dos 6rgdos afetados
(Corréa e Corréa, 1992). Geralmente relata-se febre, anorexia, oliguria, andria,
vomito, desidratacdo, ictericia e hemorragias gastrointestinais, além de quadros
reprodutivos (Ettinger e Feldman, 2004).

Na maior parte das vezes, o diagnostico da doenca é feito pela associacao
dos sinais clinicos ao resultado de provas laboratoriais, como o teste de
soroaglutinacdo microscopica (SAM). Esse teste é utilizado em todo o mundo e
indica a presenca e titulos de aglutininas contra Leptospira spp. no soro de animais
infectados. Nos mamiferos domésticos, sdo consideradas reagentes as amostras
com titulos iguais ou superiores a 100. A interpretacdo desses titulos é complicada e
diversos fatores devem ser levados em consideracao (Bolin e Alt, 1999; Gomes,
2011).

Resultados positivos nem sempre indicam infec¢cdo atual, pois os anticorpos
podem permanecer na circulacdo sanguinea por longos periodos ap0s o contato
com as leptospiras (WHO, 2003). Em mamiferos, titulos baixos podem ser

encontrados em hospedeiros de manutengdo, animais recém-infectados ou em
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infecgbes crbnicas. Titulos altos associados a sintomatologia compativel indicam
doenca atual (Bolin e Alt, 1999).

Nos répteis, o diagnostico da leptospirose € ainda mais dificil. Tanto
serpentes de vida livre quanto serpentes mantidas em cativeiro podem ser
hospedeiras de varios sorovares de leptospiras sem apresentar sintomatologia
clinica (Biscola et al., 2011). Além disso, a falta de estudos sobre os titulos nesses
animais prejudica a sua interpretacdo (Rossetti et al., 2003) e ndo se sabe a partir de
qual titulo deve-se considerar ocorréncia de infecao.

O estudo da bioquimica sanguinea pode ser importante para conhecer o
estado de saude desses animais (Hidalgo-Vila et al.,, 2007) e, associado ao
resultado do teste soroldgico, diagnosticar a leptospirose. Apesar do aumento do
namero de pesquisas sobre os valores de biquimica de répteis, ainda se sabe muito
pouco sobre esses parametros e sua interpretacdo (Bryant et al., 2012). Nesses
animais, a concentracdo de constituintes plasmaticos pode variar de acordo com as
condicbes ambientais e adaptacdes fisiolégicas dos répteis, tornando dificil
estabelecer os significados clinicos de variacdes (Nardini et al., 2013).

Nos mamiferos, os achados biquimicos de animais com leptospirose indicam
lesdo renal e hepatica. Geralmente sdo relatados uremia e aumento da
concentracdo sérica de creatinina, enzimas hepéticas e bilirrubina (Ettinger e
Feldman, 2004). As alteracdes mais frequentes nos répteis acometidos pela doenca
ndo sdo conhecidas.

Baseado na falta de informacgOes sobre o tema objetivou-se determinar as
alteracdes bioquimicas plasméaticas em cascaveéis Crotalus durissus collilineatus
positivas no teste de soroaglutinacdo microscopica e assim, avaliar se a presenca de
anticorpos contra Leptospira spp. pode indicar infeccdo e desenvolvimento de
quadros patolégicos nesses animais. Além disso, buscou-se estudar as diferencas
bioquimicas dependendo do titulo de anticorpos na SAM.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Animais e grupos amostrais

Sessenta e quatro cascaveis C. durissus collilineatus pertencentes ao Setor

de Reépteis (Criadouro Conservacionista — Finalidade Cientifica) da Universidade



44

Federal de Uberlandia (UFU) passaram por teste de soroaglutinagcdo microscopica
(SAM) para diagnéstico de leptospirose (Rodrigues et al., ndo publicado). Foram
consideradas positivas as amostras que aglutinaram na diluicdo de 1:25 e os titulos
variaram de 25 a 1600. A partir do resultado desse teste, foram selecionadas 48
serpentes divididas igualmente em trés grupos: animais negativos na SAM, positivos
com titulo menor ou igual a 50 (<50) e positivos com titulo maior ou igual a 100
(=2100).

Todas as serpentes eram adultas, de ambos o0s sexos, clinicamente
saudaveis, com boa condi¢do corporal e aparentemente bem hidratadas. Foram
encaminhadas ao criadouro pelo IBAMA ou pela Policia Ambiental, por terem sido
encontradas em areas periurbanas nas regides do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba (MG). A cada 15 dias, foram alimentadas com camundongos criados no
biotério do proprio Setor e tinham acesso a agua ad libitum. A pesquisa teve
aprovacdo do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais - CEUA/UFU (anélise final
120/14), assim como liberacdo do IBAMA (licenca SISBIO namero 46845).

Foram realizadas coletas de sangue e andlises de parametros bioguimicos
plasmaticos das serpentes a fim de avaliar as possiveis alteracfes causadas pela
infeccdo em cada grupo de animais positivos (titulos <50 e =100) quando
comparados com o grupo de animais negativos. Para minimizar as alteragdes
bioquimicas causadas por diferencas no manejo, localizacdo geografica, época do
ano, alimentacdo e forma de coleta do sangue, as serpentes foram mantidas nas

mesmas condi¢cdes de criacao.

3.2.2 Amostras

As serpentes foram contidas manualmente utilizando ganchos, como indicado
por Francisco (1997) e Goulart (2004), de maneira a permitir livre acesso a cabeca
do individuo. A colheita do sangue (2mL) foi realizada apds prévia assepsia com
alcool 70%, por puncédo do plexo venoso vertebral, descrito por Zippel et al. (2001),
entre 0 0sso occipital e o atlas, com agulha 0,45 x 13mm e seringa de 5mL. As
amostras foram armazenadas em tubos de 3mL contendo heparina litica, e
posteriormente centrifugadas a 720g durante cinco minutos em centrifuga Baby 2-
Fanem para a obtenc¢&o do plasma. Todos os animais estavam em jejum de 15 dias

para realizacao da coleta.
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3.2.3 Andlises bioquimicas

As analises bioquimicas foram processadas colorimetricamente em
Analisador Automatico de Bioquimica Chemwell (Awareness Technology®, Inc),
previamente calibrado com calibra H e aferido com soro controle qualitrol H. Os
pardmetros bioquimicos analisados foram: proteinas totais (método biureto),
albumina (método verde de bromocresol), globulinas (célculo: proteina total-
albumina), relacdo albumina/globulinas (relacdo A/G) (calculo: albumina/globulinas),
acido urico (método enzimatico Trinder), creatinina (método picrato alcalino), uréia
(método enzimético UV), ferro (método Ferrosina), alanina aminotransferase (ALT)
(método Cinético UV IFCC), gama glutamiltransferase (GGT) (método Szasz

modificado) e fosfatase alcalina (FAL) (método Bowers e Mc Comb modificado).

3.2.4 Anélises estatisticas

O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente ao acaso, com 16
repeticOes, totalizando 48 observagdes. Testou-se a normalidade dos residuos de
cada variavel utilizando o teste de Anderson-Darling (significancia de 5%), com a
finalidade de definir o tipo de teste a ser aplicado em cada caso. Usou-se analise de
variancias e teste de Tukey para as variaveis com distribuicdo normal e teste de
Kruskal-Wallis para aquelas que ndo atendiam aos pressupostos da analise de
variancias. Esses procedimentos foram realizados com o objetivo de avaliar a
ocorréncia de diferenca estatistica entre cada grupo e também foi adotado
significancia de 5%.

Os procedimentos de analise de normalidade de residuos e testes de Kruskal-

Wallis foram feitos por meio da ferramenta Action (2014) (www.portalaction.com.br)

que utiliza o programa R (R Development Core Team, 2014). Ja para analise de
variancia e teste de Tukey foi utilizado o software SISVAR (Ferreira, 2011). Todos 0s
procedimentos de andlise estatistica utilizados foram descritos por Banzatto e
Kronka (1989), Triola (1999) e Ayres et al. (2007).


http://www.portalaction.com.br/
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3.3 RESULTADOS

As concentracdes (médiatdesvio padrdo) dos constituintes bioquimicos
avaliados constam na Tabela 1. As variaveis albumina, proteina total, globulina,
relacdo A/G, acido Urico e creatinina tiveram distribuicdo normal e, por isso, foi
aplicado o teste de andlise de variancia seguido de teste de Tukey. As demais
variaveis passaram pelo teste de Kruskal-Wallis por ndo terem distribuicdo normal.

Os valores plasmaticos de albumina foram maiores nos animais negativos na
SAM do que nos animais com titulos altos (p<0,05), mas ndo houve diferenca
dependendo dos titulos e nem entre animais negativos e com titulos mais baixos
(p>0,05). A concentracdo de proteina total foi maior no grupo de animais com titulos
<50 que no grupo de animais negativos (p<0,05) e ndo houve diferenga entre os
animais negativos e os com titulos 2100 e nem entre os grupos de diferentes titulos
(p>0,05). As concentracfes plasmaticas de globulinas foram maiores nos animais
reagentes do que nos animais negativos (p<0,05) e nao houve diferencas entre os
grupos de titulos diferentes (p>0,05) (Tabela 1).

A relacdo A/G foi menor nos animais reagentes que nos negativos (p<0,05) e
nao sofreu alterac6es dependendo dos titulos (p>0,05). J& o valor de acido urico foi
maior nas serpentes com titulos 2100 do que naquelas com titulos <50 ou negativas
(p<0,05). Esse constituinte teve valores estatisticamente iguais nos animais
negativos e com titulos baixos (p>0,05). Ndo houve diferenca estatistica entre as
concentragbes plasméticas de creatinina, ureia, ferro, ALT, GGT e FAL entre os
grupos independente da presenca de anticorpos contra Lepstospira spp. ou titulos
(p>0,05) (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentracdes (média = desvio padrdo) dos constituintes bioquimicos
plasmaticos de Crotalus durissus collilineatus ndo reagentes, reagentes com titulos
<50 e reagentes com titulos 2100 no teste de soroaglutinacdo microscopica (SAM).
Uberlandia, 2014.

Constituintes bioquimicos N&o reagentes Titulos <50 Titulos 2100
(unidade) (n=16) (n=16) (n=16)
Albumina (g/dL) 1,33+0,24° 1,15£0,27%®  0,97+0,40°
Prot. total (g/dL) 5,07 + 0,79 2 6,15+0,68° 565+1,62%
Globulina (g/dL) 3,74+0,79 2 5,00+054°  468+1,30°
Relacéo A/G (A/G) 0,37+0,10° 0,23+0,05%  0,20+0,052
Ac. Urico (mg/dL) 0,90 + 0,46 @ 1,55+1,00%  2,96+1,38"
Creatinina (mg/dL) 0,52+0,21 0,42+ 0,26 0,40+ 1,38
Uréia (mg/dL) 10,98 + 14,81 8,31 + 4,46 5,96 + 3,50
Ferro (ug/dL) 99,68 + 61,40 122,62 +60,62 99,66 + 69,09
ALT (U/L) 11,93+11,32 12,81+12.21 8,50 + 5,40
GGT (U/L) 12,10 * 6,53 9,89 + 6,33 9,76 + 8,95
FAL (U/L) 93,05 +4506 86,93+34,45 58,46 + 32,12

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

3.4 DISCUSSAO

De maneira geral, a analise das proteinas plasmaticas € uma importante
ferramenta para avaliar o estado de saude de um réptil (Lawton, 2005) e nesse
estudo as alteracdes nas concentracbes de albumina, globulinas e relacdo A/G
foram relevantes. Os animais com titulos 2100 mantiveram os valores de proteinas
totais iguais aos dos animais negativos, 0 que sugere que a reducdo dos valores de
albumina tenha sido compensada pelo aumento das globulinas. Ja no grupo com
titulos <50 houve aumento da concentragdo de proteina total, que pode ter ocorrido
pelo aumento das globulinas somado a manutengcédo dos valores fisiologicos de

albumina. Nos dois grupos reagentes houve elevacdo das concentracdes de
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globulinas acompanhada de reducao na relagédo A/G. Segundo Cray et al. (2001) e
Stahl (2006) essas alterac¢des indicam inflamagéo e infec¢do em répteis.

A albumina atua na manutencdo da pressdo oncotica e € produzida pelo
figado. Quedas em sua concentracdo podem ser causadas por reducdo na absorcéo
de aminoécidos (méa nutricdo, anorexia ou doengas intestinais), reducdo em sua
producdo (doencgas hepaticas) ou perdas proteicas (doencas intestinais, doencas
renais ou hemorragias) (Eatwell et al., 2014). Como as C. d. collilineatus desse
estudo alimentavam-se com a mesma periodicidade e ndo apresentavam alteracfes
intestinais, acredita-se que o menor valor de albumina nos animais com titulos altos
seja relacionado a danos hepaticos e renais, que sdo comuns na leptospirose.
Segundo Eatwell et al. (2014), a hipoalbuminemia pode gerar edemas e ascite, mas
esses sinais nao foram percebidos nesse estudo.

Diferente do que ocorre em mamiferos, o &cido Urico é o principal produto do
metabolismo de proteinas excre tado por répteis terrestres. E produzido no figado e
a excrecdo ocorre pelos rins. Em condi¢cdes normais apenas pequena parte passa
para 0 sangue, mas elevacdes plasmaticas desse metabodlito sdo comuns apds a
alimentacado de répteis carnivoros ou em animais com desnutricdo grave, devido ao
aumento do catabolismo de compostos nitrogenados (Knotek et al. 2011; Eatwell et
al., 2014). A hiperuricemia também pode decorrer de diminuicdo na taxa de
excrecdo por reducdo do fluxo sanguineo renal em casos de desidratacdo ou
faléncia renal aguda (Eatwell et al., 2014).

Segundo Lawton (2005), para que haja elevacao da concentracdo plasmatica
de &cido Urico é necessario que mais de 60% da funcéo renal esteja comprometida.
JA4 que as seprentes desse estudo ndo estavam desnutridas ou desidratadas e
passaram por breve jejum antes da coleta do sangue, o aumento nos valores de
acido arico no grupo de cascaveéis com titulos 2100 pode sugerir lesdo renal severa.
Essa elevacdo também pode estar relacionada a bacteremias (Miller, 1998),
reforcando a suspeita de infecao ativa nesse grupo.

Répteis com lesBes renais graves raramente apresentam sinais clinicos e
podem parecer saudaveis (Miller, 1998), assim como as cascaveis desse estudo.
Quando presentes, os sinais de nefropatias podem incluir anorexia, caquexia,
aumento dos rins a palpacdo, edemas, entre outros (Ramsay e Dotdon, 1995). A
avaliacdo dos parametros bioquimicos plasmaticos pode ser importante no

diagnéstico dessas patologias, principalmente se interpretados levando em
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consideracao o histético do paciente e a suspeita clinica (Stahl, 2006; Eatwell et al.,
2014). Segundo Wallach (1983), a leptospirose geralmente ndo estd4 associada a
sintomatologia clinica em serpentes, mas Abdulla e Karstad (1962) observaram
nefrite intersticial em um animal inoculado experimentalmente com leptospiras.

Uréia e creatinina ndo sdo parametros Uteis para avaliar a funcdo renal nos
répteis nem mesmo em casos de faléncia dos rins (Miller, 1998; Eatwell et al., 2014).
Esses constituintes tém producao e excrecao baixas e variaveis e 0 aumento em sua
concentracdo plasmatica pode indicar desidratacdo (Lawton, 2005). Os valores de
uréia e creatinina foram iguais em todos os grupos desse trabalho, indicando que
todas as cascavéis estavam normohidratadas.

ALT, GGT e FAL sao enzimas encontradas no figado, rins e diversos outros
tecidos. Diferente do que ocorre em mamiferos e aves, sdo pouco especificas e por
isso, pouco Uteis para avaliar a funcdo hepética de répteis. Elevacdes nessas
enzimas nem sempre indicam lesbes hepéticas ou renais e mesmo em caso de
hepato ou nefropatia podem nao estar alteradas (Stahl, 2006; Anderson et al., 2013;
Eatwell et al., 2014). FAL e ALT foram encontradas em concentra¢des altas nos rins
de serpentes Elaphe obsoleta quadrivitatta, mas acredita-se que em caso de lesdo
renal essas enzimas sejam excretadas na urina e ndo aumentem sua concentragao
no sangue (Ramsay e Dotdon, 1995).

O ferro tem papel fundamental em diversas funcdes celulares (Ciuraszkiewicz
et al., 2007) e pode ser importante também no controle de infec¢cdes. Em um estudo
realizado por Grieger e Kluger (1978) foi observado que lagartos infectados
experimentalmente com bactérias Aeromonas hydrophila tiveram queda das
concentracbes seéricas de ferro, assim como ocorre em mamiferos. Segundo
Garibaldi (1972) e Weinberg (1974) (citados por Grieger e Kluger, 1978), o
crescimento de algumas bactérias esta relacionado a disponibilidade de ferro no
hospedeiro. O papel desse mineral nas infec¢des de répteis ndo é bem conhecido,
mas sugere-se que a reducdo dos seus valores séricos diminua o potencial de
desenvolvimento de bactérias (Grieger e Kluger, 1978). Ao contrario do que se
esperava, ndo houve diferencas nas concentracfes de ferro plasmatico entre as C.

d. collilinetaus reagentes e ndo reagentes para o teste sorolégico de leptospirose.
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3.5 CONCLUSOES

Apesar de aparentemente saudaveis, a avaliacdo dos parametros bioquimicos
de C. durissus collilineatus sugere que as serpentes reagentes no teste de
soroaglutinacdo microscopica possam apresentar inflamacéo e infeccdo mesmo com
titulos de anticorpos considerados baixos para mamiferos. Por isso, sugere-se que
seja utilizado o titulo 1:25 para triagem da SAM nessa espécie.

C. d. collilineatus com titulos =100 alteracdes bioquimicas que sugerem a
ocorréncia de lesdo renal grave e doenca hepatica, que sdo caracteristicas da
leptospirose. A avaliacdo bioquimica de répteis positivos para o teste sorologico
pode ser importante para o diagnoéstico da infeccdo por Leptospira spp., em
associacdo ao teste de soroaglutinacdo microscopica, jA que esses animais
raramente apresentam sintomatologia clinica. Para isso, sugere-se que as
concentracbes de albumina, proteina total, globulinas e acido (rico sejam

analisadas, além da relacédo A/G.
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ANEXO A - Parecer do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais

OJ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e P6s-Graduacéo
Comisséao de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA)
Rua Ceara, S/N - Bloco 2T, sala 113 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VolP) 3423;

e-mail:ceua@propp.ufu.br; www.comissoes propp.ufu_br

ANALISE FINAL N° 014/15 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 120/14

Projeto Pesquisa: “Leptospirose em cascavéis Crotalus durissus collilineatus
de cativeiro e de vida livre.”.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. André Luiz Quagliatto Santos.

O protocolo néo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatorio final.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 28 de janeiro de 2015.

Prof. Dr. César Augusto Garcia
Coordenador da CEUA/UFU
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ANEXO B - Autorizacgédo para atividades com finalidade cientifica SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 46845-1 | Data da Emissao: 11/11/2014 23:09 [ Data para Revalidagao*: 11/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Thais Camneiro Santos Rodrigues CPF: 016.100.276-55

Titulo do Projeto: LEPTOSPIROSE EM CASCAVEIS Crotalus durissus colliineatus DE CATIVEIRO E DE VIDA LIVRE

Nome da Instituicdo : Universidade Federal de Uberlandia CNPJ: 25.648.387/0001-18

Cronograma de atividades

L#] Descricao da atividade | Inicio (mes/ano) | F'm (mes/ano)

[1_| Estudo da ocorréncia de leptospirose em cascaveis Crotalus durissus colilineatus 11272014 | 1272018

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou ]undxca estrangeira. em todo o territorio nacional. gue impliquem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes bmlog:cos e mmerals pecas megrantns da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que s2 destinem a0 estudo, a difus3o ou 3 pesquisa, 25130 sujeitas a autorizacio do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquzsador mular e os membros de sus equipe da necessidade de obter as anuenc»as prewstas em outros instrumentos legais, bem
5 |ceme do consennmento do responsavel pela drea, publica ou privada. onde sera realizada a atividade, inciusive do orgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal. ou do proprietdrio, arrendatério, posseiro ou morador de drea dentro dos limites de unidade de conservacio
faderal cujo processo de regularizacio fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utizado para os fins pravistos na Instrugao Normativa ICMBio n* 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica ests Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O ial bioldgico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbite do ensino superior.

4 A autorizac3o para envio 3o exterior de matenal biclogico nao consignade devers ser requerida por meio do enderego eltronico www.ibama.gov.br {Servigos on-line -
Licenca para importacio ou exportacio de flora e fauna - CITES e n3o CITES).

[e] mular de Ilcen;a ou autorizagao & 05 membros da sua equipe deverac optar por metodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 |ao grupo taxondmico de interesse, evitando 3 morte ou dano sngnlfcattvo a3 outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que n3o comprometa a viabilidade
de populagbes do grupo taxondmico de interesse em condigdo in situ.

[s] btular de autorzagao ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da Iegtslacao vigente, ou quando da inadequacao,
6 | omissdo ou falsa descngao de |nfonnacoes relevantes que subsidiaram a expedic3o do ato, poderd. mediante decisdo motivada, ter a autorizagio ou icenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado apreendido nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

Estz documento nao dispensa o cumprlmento da legislacao que dispoe sobre acesso a componente do patnmomo geneuco existents no terrtono nacional, na

7 | plataforma continental & na zona econdmica exclusiva, ou 3o conhacimento tradicional associado 30 patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecg3o e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informacoes em www.mma.gov.bricgen.

g | Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAD, o pesquisador titular desta autorizacdo devers contactar a administracao da unidade 3 fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicbes, as condicdes para realizagdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

T)Esta Autorizacao nao contempla a coleta in sifu de exemplares de Crofalus dunssus collilinealus, posto que dos setenta(7pjexemplares a
serem utilizados no estudo,alguns sdo criundos de vida livre repassados ao Hospital Veterinario da UFU pelo IBAMA e POLICIA

1 AMBIENTAL/MG, sendo que os exemplares de cativeiro ja pertencem ao plantel do Setor de Manut mfao de Reépteis do Instituto de Biologia da
UFU, registrade no IBAMA sob n®301283,na medalidade Criadouro Consesvacionista da Fauna Silvestre com Fins Cientificos (IN Ibama
169/2008) 2)A proponente devera atualizar o campo FORMACAQO ACADEMICA/TITULACAQ,do seu LATTES,no tocante ao seu vinculo de

pos-graduanda junto & UFU.

Equipe

# Nome Fungao CPF Doc. Identidad Nacionalidade
1 | ANNA MONTEIRO CORREIA LIMA RIBEIRO Coordenador Laboratorio de [ gop 500 405,93 | 5420105 SSP-MG Brasileira

Coencas Infecto Contagiosas
. . Executor das analises de -
2 | Danislle Souza Vieira patologia clinica 101.144.386-41 13738870 ssp-MG Brasileira
3 | Andre Luiz Quaglhiatto Santos Coordenador do projeto 028.4758.228-95 8334281 SSP-SP Brasileira

Este documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (vaww.icmbio.gov.br/sisbio).

codigodeautentcassosssssssss 1NN
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacdo e Informacédo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 46845-1 l Data da Emissao: 11/11/2014 23:09 | Data para Revalidagdo*: 11/12/2015

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacdo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no praze de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisso.

Dados do titular

Nome: Thais Cameiro Santos Rodrigues CPF: 016.100.276-55
Titulo do Projeto: LEPTOSPIROSE EM CASCAVEIS Crotalus durissus colliineatus DE CATIVEIRO E DE VIDA LIVRE
Nome da Instituicdo : Universidade Federal de Uberlandia CNPJ: 25.648.387/0001-18
Coordenador Setor de
4 | Vera Lucia de Campos Brites Répteis do Instituto de 236.115.066-04 M-131.0683 SSP-MG Brasileira
Biologi
5 | Antonio Vicente Mundim g:;ﬁ:?:gﬁfn';:?““m 98 1138726.136-3¢ | M-048994 SSP-MG Brasilsira
Locais onde as atividades de campo serdo executadas
# Municipio | UF_[Descricao do local | Tipo |
1 | UBERLANDIA |MG | Unwersidade Federal de Uberlandia | Fora de UC Federal |
Atividades X Taxons
[F] Afividade I Taxons ]
[1_[ Coletaftransporte de amostras biologicas ex situ | Crotalus durissus |
Material e métodos
[1_[Amostras biokogicas (Repteis) [Sangue, Frap de tecido/orgao, Secrecao |
[2 | Método de captura/coleta (Repteis) | Coleta manual |

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino [ Tipo Destino |
|1 [ Universidade Federal de Uberl3ndi: | |

Este documento (Auterizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Noermativa n° 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (vaww.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticacédo: 93868364 m | ‘l‘ml’ml“" “ |’
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 46845-1 | Data da Emissdo: 11/11/2014 23:09 I Data para Revalidagdo™*: 11/12/2015

* De acordo com o art. 23 da IN 03/2014, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Thais Cameiro Santos Rodrigues IEPF: 016.100.276-55

Titulo do Projeto: LEPTOSPIROSE EM CASCAVEIS Crotalus durissus colliineatus DE CATIVEIRO E DE VIDA LIVRE

Nome da Instituicdo : Universidade Federal de Uberlandia l CNPJ: 25.648.387/0001-18

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacd@o. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colecdes Biolégicas (CCBIO).
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Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Auterizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (vaww.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 93868364 IV”"I”"'H'“" “ |’
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