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Introducao

A leishmaniose ¢ uma doenga zoondtica causada por
protozoarios do género Leishmania, que parasitam uma
variedade de mamiferos, como os cées, o ser humano e alguns
animais silvestres, e possui como vetor os dipteros do género
Lutzomya, conhecidos popularmente como ‘mosquito-palha’
(Azevedo et al., 2019). No Brasil, destacam-se dois tipos
principais: a Leishmaniose Tegumentar e a Leishmaniose
Visceral. A principal diferenga entre eles ¢ o impacto que
causam no hospedeiro. A Leishmaniose Tegumentar,
predominantemente em 4reas rurais, provoca lesdes
problematicas ou mucosas, mas ndo ¢ letal. J4 a Leishmaniose
Visceral afeta 6rgdos internos, como o figado, o bago ¢ a
medula dssea, e, se ndo tratadas especialmente, pode ser fatal
(Ministério da Saude do Brasil, 2021).

Ja foi descrito um numero notavel de infecgdes por Leishmania
spp. em animais silvestres, como os quatis-de-cauda-anclada
(Nasua nasua), inclusive, em parques urbanos de Campo
Grande, regido endémica para Leishmaniose Visceral
(Macedo et al., 2023). Estudos apontam que uma maneira
eficaz para identificagao da infec¢@o nestes animais € por meio
da Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR),
como em um estudo desenvolvido na cidade de Foz do Iguacu,
Parand, utilizando 284 amostras de carnivoros selvagens e
detecgdo por cPCR, onde foram apontadas a infecgo de 74,3%
das amostras analisadas (Moraes et al., 2020).

Metodologia

O estudo foi realizado a partir da analise da presenga
Leishmania sp. em amostras de sangue quatis-de-cauda-
anelada (Nasua nasua), coletadas no Parque estadual do Prosa,
um fragmento florestal urbano localizado na cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul (Fig. 1). As amostras foram
armazenadas em -20°C até o processo de triagem. Todo o
material pertence ao banco de amostras do grupo INSANA
HUNA da Universidade Catélica Dom Bosco (UCDB), com
respaldo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) de

n° 004/2023. A extragdo de DNA foi realizada com kit DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen), seguindo as diretrizes do fabricante.
A concentragdo e integridade do DNA extraido foram
avaliadas com um espectrofotometro (Nanodrop).

Paraa triagem das amostras via Reag¢do em Cadeia da
Polimerase convencional (cPCR), foram utilizados os primers
RV1 e RV2, que geram um fragmento de aproximadamente
145pb da sequéncia LT1, localizada no DNA do cinetoplasto
(kDNA) de Leishmania spp. A reagdo de PCR foi performada
utilizando 5U/uL. de Taq DNA polymerase (Thermo Fisher),
Buffer 10x, MgCI2 50mM, (ANTP) 10mM, 10pmol de cada
primer, 150ng de DNA de cada individuo, controle positivo
contendo isolado de Leishmania infantum e controle negativo
contendo agua ultrapura, ajustados em um volume final de
20uL de reagdo. O protocolo foi adaptado de estudo publicado
por Bigeli et al. (2012), em ciclagem se iniciando com
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo por 94°C, anelamento a 58°C, extensao inicial a
72°C, extensdo final a 72°C por 10 minutos, e 4°C por 10
minutos. Os produtos de PCR amplificados foram observados
em gel de agarose a 1,5%.

Figura 1. Mapa de localizacdo do Parque Estadual do Prosa
(PEP), em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Local de
coleta de material bioldgico (sangue) de quatis.

Fonte: Proprio Autor (2024).
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Resultados e Analise

Entre as 19 amostras analisadas, 16 foram identificadas
como positivas para Leishmania sp., utilizando os primers
RV1 e RV2 para a regido dos minicirculos de DNA do
cinetoplasto (kDNA). Um niimero alarmante, totalizando
uma prevaléncia de 84,2% de individuos positivos dentre a
populagdo de quatis amostrada. Por sexo, no entanto, ndo
houve diferenca entre os animais positivos, com o mesmo
numero (8) de machos e fémeas parasitados dentre a
populag@o, equalizando os positivos em 50%. Na figura 2, ¢
possivel observar em gel de agarose a 1,5% as
amplificagdes, indicando as amostras positivas. Observa-se
também a presenca de dimeros, processo onde o primer
selecionado acaba por se anelar no primer correspondente
(forward e reverse).

Figura 2. Gel de agarose a 1,5% com amplificagdes de
Leishmania sp. via cPCR. M: Marcador de peso molecular
de 50pb Ludwig; 251 até 277: amostras de sangue de quatis;
C+: controle positivo de isolado de L. infantum; C-: controle
negativo contendo agua ultrapura.
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Fonte: Proprio Autor (2024).

Os primers utilizados no estudo (RV1 e RV2), apresentaram
alta sensibilidade na detecgéo, ja tendo sido utilizados em
estudos que possuiam cdes domésticos como hospedeiros
(Gongalves et al., 2016). Os resultados obtidos indicam que
a cPCR ¢ uma ferramenta eficaz na deteccao de Leishmania
spp., mesmo em amostras de sangue.

Consideracoes Finais

Descrito como area endémica, Campo Grande, Mato Grosso
do Sul, demonstra grande preocupagdo com a infecgdo em
quatis. Neste trabalho, observamos uma alta prevaléncia de
quatis infectados por Leishmania sp. no Parque Estadual do
Prosa. Considerando que os fragmentos florestais urbanos
sdo encontrados proximos a habitagdes humanas, e até
mesmo propicia o contato direto de humanos com os animais
infectados (como o contato obtido em parques urbanos), os
animais infectados influenciam para a maior infec¢do em
animais domésticos, como cdes, que consequentemente
influenciam no aumento de casos de infec¢do em humanos.
Outrossim, a PCR Convencional se mostrou uma excelente
ferramenta na detec¢do de DNA de Leishmania, mesmo que
o sangue ndo seja considerado o melhor tipo de material
bioldgico para tal andlise. Os primers utilizados, RV1 e
RV2, sdo altamente sensiveis e corroboram nossos

(1 |]

BB INSTITUTO FEDERAL
M Mato Grosso do Sul

BW Campus Campo Grande

resultados, indicando a relevancia do diagnéstico molecular
e proporcionando um olhar mais amplo para os mamiferos
silvestres atuando como reservatdrios da leishmaniose na
capital.
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Saiba quais sao os tipos, os sintomas e a transmissio das
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