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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € um complexo de doencas causadas por protozoarios
tripanossomatideos de diferentes espécies do género Leishmania, as quais séo
transmitidas pela picada de insetos flebotomineos e possuem os canideos como
principais reservatorios. Compreendem parasitos multi-hospedeiros de carater
zoonotico que sdo mantidos por uma grande diversidade de espécies de mamiferos
na natureza (OPAS, 2021). Sdo doencas infecciosas, ndo contagiosas que
possuem sintomatologia variada, e as manifestacdes clinicas em humanos e
animais sao subdivididas em leishmaniose cutanea, muco-cutédnea e visceral. A
enfermidade € uma zoonose grave, dada a sua incidéncia e alta letalidade, e que
consiste em um problema de salde publica preocupante, que acomete
principalmente populacdes de paises em desenvolvimento (ALVAR et al., 2012).

No Brasil, até o fim da década de 80, a leishmaniose estava restrita as zonas
rurais, e a transmissao ocorria entre vetores e animais silvestres. No entanto, tem-
se notado mudancas importantes no padrdao de transmissdo e na década de 90
observou-se um nitido processo de urbanizacdo da enfermidade, além da sua
expansao geografica para os estados mais ao sul do pais (ALVES e BEVILACQUA,
2004).

Segundo o relatério do Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente
e Instituto Internacional de Pesquisa Pecuaria (PNUMA, 2020), cerca de 60% das
enfermidades que infectam humanos tém origem em um animal. Entre todas as
novas e emergentes doencgas infecciosas, cerca de 75% séo transmitidas de uma
espécie intermediaria animal para humanos. Ainda, segundo o documento, em
torno de 80% dos patdégenos que contaminam animais possuem mais de um
hospedeiro, incluindo humanos.

A fauna silvestre, portanto, pode representar uma grande fonte de
informacgdes em locais que ainda nao foram estudados (THOMPSON, KUTZ e
SMITH, 2009). A identificacdo de protozoarios como Leishmania spp. nestes
animais tem grande importancia no monitoramento das doengas em uma
determinada regido e ajuda a estabelecer indicadores ambientais, permitindo a
identificacdo das areas de risco a infeccdo, pois estes atuam como marcadores
epidemioldgicos para a presenca dos microrganismos (CANTEROS et al., 2004).

Portanto, com este trabalho, objetivou-se pesquisar, através da Reagcdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), a presenca de DNA de Leishmania spp. em
mamiferos silvestres da microrregido de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil.
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2. METODOLOGIA

Coleta de animais

Carcacas de animais silvestres mortos por atropelamento foram coletadas
nas rodovias das cidades pertencentes a microrregido de Pelotas, no sul do Rio
Grande do Sul, Brasil. Optou-se, preferencialmente, por animais com visceras
preservadas e ndo expostas, com tempo estimado entre uma e sete horas. Os
animais coletados foram embalados em sacos plasticos, etiguetados com espécie,
sexo, data, cidade e local onde foram encontrados e transportados em caixas
isotérmicas com gelo para o Laboratério do Grupo de Estudos em Enfermidades
Parasitarias da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), aonde foram
necropsiados. Também foram utilizadas carcacas de animais silvestres que vieram
a 6bito, durante o periodo do experimento, provenientes do Nucleo de Reabilitacdo
da Fauna Silvestre (NURFS) e Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS),
além de amostras provenientes de animais silvestres necropsiados no Laboratério
Regional de Diagnostico (LRD), ambos da UFPel. Fragmentos dos tecidos como
baco, figado, rim, coracdo, pulmao, linfonodos, medula éssea e sangue de todos
os animais foram amostrados e congelados a —20°C até a realizacdo das analises
moleculares.

Extracdo de DNA e detecg&o molecular

As extracfes de DNA foram realizadas com kits comerciais: PetNAD™
Nucleic Acid Co-Prep Kit para o sangue e ID Gene™ Spin Universal Extraction Kit
para tecidos, segundo instru¢cdes do fabricante. O DNA foi quantificado em
espectrofotometro de luz UV (NanoDrop®), para avaliar a sua qualidade mediante
mensuracao de sua pureza (260 nm/280 nm) e concentracdo em nanogramas por
microlitros (ng/uL), e estocado a -20 °C até a realizagdo da PCR. Para identificar a
presenca de DNA de Leishmania spp., a PCR foi realizada usando os seguintes
primers: LITSR (5 CTGGATCATTTTCCGATG 3) e L58S (%
TGATACCACTTATCGCACTT 3’) amplificando um fragmento de aproximadamente
340pb da regido ITS1, segundo RANASINGHE et al. (2015) e conferido na
ferramenta BLAST. Nas reacdes, foram utilizados 2,0 yL de DNA (50 pL) e o mix
contendo 2,0 yL de dNTP (2,5mM), 0,5 pL cada iniciador (10mM), 2,5uL solugéo
tampéo (10X), 0,75 uL MgCI2 (560 mM), 0,25 uL de Taq DNA polimerase (5U/uL), e
17 uL de agua ultrapura, totalizando 25 pyL. As amplificagbes, em termociclador
convencional, foram: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35
ciclos a 95°C por 20 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto e
extensao final de 72°C durante 10 minutos. Como controle positivo foi utilizado o
DNA da cepa de Leishmania braziliensis cedida gentilmente pelo Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria da Universidade Federal de Santa Maria. Como controle
negativo foi utilizado agua ultrapura. Os produtos amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose a 1,5% corados com brometo de etideo
(0,5ug/mL) e visualizados em luz ultravioleta. Utilizou-se o padrdo de peso
molecular de 100pb.

Consideracfes éticas

A coleta de animais silvestres atropelados foi autorizada pelo Sistema de
Autorizacdo e Informagfes sobre Biodiversidade do Ministério do Meio Ambiente
sob matricula n® 82632-3 e o projeto foi liberado pela Comiss&o de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Pelotas (processo n°® 23110.046990/2022-02).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, amostras de 24 animais (1 Hydrochoerus hydrochaeris, 1
Leopardus geoffroyi, 10 Didelphis albiventris, 1 Procyon cancrivorus, 4 Cerdocyon
thous, 1 Conepatus chinga, 1 Lepus europaeus, 2 Mazama gouazoubira, 1
Euphractus sexcinctus, 1 Dasypus novemcinctus, 1 Cavia aperea) foram
analisadas. Destes, todos foram negativos para Leishmania na técnica de PCR.

Cerca de 70 espécies de mamiferos no mundo, incluindo humanos, podem
ser considerados hospedeiros vertebrados de Leishmania. Animais infectados com
este protozoario pertencem as ordens Carnivora, Cingulata, Chiroptera,
Didelphimorphia, Lagomorpha, Pilosa, Primata e Rodentia. Os roedores, além de
formarem a ordem mais diversificada, sdo 0 grupo mais explorado em relagcéo as
infeccbes por Leishmania, ja que Nessa ordem foram registradas infeccfes pela
maior diversidade de espécies do protozodrio. Isso pode ser devido ao fato de
varias razoes, principalmente a sua grande abundancia em ambientes antropizados
e em nichos ecolégicos onde flebotomineos se reproduzem. Os carnivoros sédo
geralmente designados como reservatorios de diferentes espécies de Leishmania
e estudos demonstram que cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) e tatu (Dasypus
novemcinctus) sado considerados potenciais reservatorios de alguns desses
protozodrios. Ainda, considerando que o0s gatos domésticos sdo potenciais
reservatorios de Leishmania, compreender se felinos silvestres em vida livre
participam dos ciclos de transmisséo € importante para uma melhor compreenséo
desta zoonose no ambiente silvestre e mais estudos devem ser realizados (AZAMI-
CONESA et al., 2021; OPAS, 2021).

A familia Didelphidae também é considerada potencial reservatério e tem
importancia na manutencado do patégeno no ambiente (OPAS, 2021). MACEDO et
al. (2019) encontraram uma prevaléncia de 34% (17/50) deste protozodario em
Didelphis albiventris provenientes da mesma regido do presente estudo. Este
tripanossomatideo também foi descrito neste mesmo hospedeiro em outros estados
do pais (QUINTAL et al., 2011; HUMBERG et al., 2012). Neste sentido, segundo
FINNIE (1986), os animais pertencentes ao género Didelphis sdo extremamente
adaptaveis aos mais diferentes ambientes, como florestas e em meio a civilizacao
humana. Além disso, sdo némades, sendo dificil definir seu territorio, pois
percorrem longas distancias e permanecem em uma area por periodos
relativamente curtos, facilitando assim a disseminacao de patdégenos.

Apesar de todas essas informacdes, ainda ndo ha relatos da presenca do
vetor responsavel pela transmissao do patdégeno na regido estudada, portanto,
acredita-se que o fato de ndo haver amostras positivas, até 0 momento, também
se deve ao nao contato do hospedeiro com o vetor infectado.

A magnitude do problema de saude das leishmanioses e sua complexa
epidemiologia aponta a necessidade da identificagéo de todos os elos da cadeia de
transmissdo, com a finalidade de implementar estratégias efetivas de controle.
Assim, a compreensao de cada foco de transmissdo é fundamental para apoiar
estratégias eficazes e sustentaveis para a vigilancia das leishmanioses.

4. CONCLUSOES
Conclui-se que, até o presente momento, 0 protozodario pesquisado néo foi

encontrado entre os mamiferos silvestres estudados na microrregido de Pelotas,
RS, Brasil.
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