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RESUMO

A expansdo urbana sobre éareas naturais favorece a presenca de espécies
generalistas e sinantropicas, capazes de se estabelecer em fragmentos florestais
inseridos no ambiente urbano. No entanto, a proximidade entre animais silvestres,
seres humanos e seus animais domésticos pode gerar consequéncias imprevisiveis
para a saude dessas populagdes. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
infeccdo por Leishmania spp. em gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris),
provenientes de fragmentos florestais de Campo Grande - MS, em seus aspectos
patologicos e epidemiologicos. Para tal, foram capturados 23 gambas, entre abril e
dezembro de 2023. Durante a necropsia, fragmentos de baco, pele, figado e medula
Ossea foram coletados para as andlises molecular e histopatologica. Para as analises
bioquimicas e hematoldgicas foi utilizado o sangue total. O exame molecular
(cPCR/KDNA) detectou DNA de Leishmania spp. em 95,6% dos animais, e em todos
os tecidos avaliados, com maior presenca nos 6érgaos linfoides. A reacdo de PCR em
tempo real (SSU18S rRNA) para L. infantum realizada com DNA de medula 6ssea foi
positiva em 19 animais, com uma sequéncia (cobertura 99% e identidade 100%)
depositada no GeneBank. As andlises hematologicas e bioquimicas revelaram
variacdes nos niveis de linfécitos, mondcitos, ureia e proteinas totais, separadamente,
e de acordo com o grau de valores referentes aos da literatura. As alteracdes
histopatoldgicas observadas no figado e rins foram leves e inespecificas. No exame
histopatologico da pele e dos tecidos linfoides ndo foram encontradas lesdes, nem
mesmo formas amastigotas caracteristicas de Leishmania spp. Estes achados
sugerem que o gamba-de-orelha-branca possa possuir mecanismos fisiol6gicos
capazes de controlar a infec¢do, os quais devem ser investigados, uma vez que nao
foram visualizadas formas amastigotas nos tecidos, apenas DNA de L. infantum. Com
o resultado dessa possivel resisténcia, pode-se hipotetizar que o gamba-de-orelha-
branca pode ter um importante papel no cendrio epidemiolégico da leishmaniose

visceral em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

Palavras-chave: 1. Didelphis albiventris; 2. Leishmania spp.; 3. Parametros

bioquimicos; 4. Parametros hematoldgicos; 5. Saude Animal.



ABSTRACT

The expansion of urban areas into natural environments favors the presence of
generalist and synanthropic species, which are able to establish themselves in forest
fragments within the urban landscape. However, the proximity between wildlife,
humans, and their domestic animals can lead to unpredictable health consequences
for these populations. This study aimed to evaluate Leishmania spp. infection in white-
eared opossums (Didelphis albiventris) from forest fragments in Campo Grande, MS,
focusing on pathological and epidemiological aspects. A total of 23 opossums were
captured between April and December 2023. During necropsy, samples of the spleen,
skin, liver, and bone marrow were collected for molecular and histopathological
analyses, while whole blood was used for biochemical and hematological evaluations.
The molecular test (cPCR/KDNA) detected Leishmania spp. DNA in 95.6% of the
animals, with all analyzed tissues testing positive, particularly the lymphoid organs.
Real-time PCR (SSU18S rRNA) for L. infantum, performed using bone marrow DNA,
was positive in 19 animals, with one sequence (99% coverage and 100% identity)
deposited in GenBank. Hematological and biochemical analyses revealed variations
in lymphocyte, monocyte, urea, and total protein levels, both individually and in
accordance with reference values in the literature. Histopathological alterations
observed in the liver and kidneys were mild and nonspecific. No lesions or amastigote
forms characteristic of Leishmania spp. were found in the histopathological
examination of the skin and lymphoid tissues. These findings suggest that the white-
eared opossum may possess physiological mechanisms capable of controlling the
infection, which should be further investigated, as no amastigote forms were observed
in the tissues only L. infantum DNA was detected. Given this potential resistance, it
can be hypothesized that the white-eared opossum may play a significant role in the
epidemiological scenario of visceral leishmaniasis in Campo Grande, Mato Grosso do
Sul.

Keywords: 1. Didelphis albiventris; 2. Leishmania spp.; 3. Biochemical parameters;

4. Hematological parameters; 5. Animal Health.



1. INTRODUCAO

Com a crescente influéncia humana no ambiente natural, algumas espécies de
animais silvestres, especialmente aquelas com maior plasticidade ecologica,
passaram a ocupar areas urbanas ou periurbanas. Essa proximidade os expfe a
muitos perigos como atropelamentos, envenenamentos e maior suscetibilidade a
agentes infecciosos. Além disso, 0 estreito contato com seres humanos pode
representar sérios problemas para salude publica, tornando necessario 0
monitoramento da fauna urbana, pois as alteracbes ambientais impactam as
interacdes ecologicas entre espécies (DALZOCHIO et al., 2017).

A fragmentacdo dos ambientes naturais, resultante da expansdo das areas
urbanas, tem proporcionado o convivio e a interacdo entre animais domésticos,
silvestres e seres humanos, favorecendo a transmissdo de agentes infecciosos
parasitarios entre espécies (DASZAK et al., 2000). Esse contato pode comprometer
a saude dos animais silvestres, uma vez que a exposi¢cao a novos patdogenos pode
gerar impactos fisiolégicos negativos, afetando sua homeostase e resultando em
perda de apetite e comprometimento do desenvolvimento (POULIN e COMBES,
1999). O estado de emaciacao, caracterizado por um peso abaixo dos padrdes ideais,
estd diretamente relacionado a imunossupressao, tornando 0S animais mais
vulneraveis a coinfec¢cdes (MACHADO et al., 2018; BELDOMENICO, 2009). Esses
fatores reforcam a necessidade da realizacdo de exames complementares, como 0s
hematoldgicos e bioquimicos, para monitorar com precisdo a saude desses animais
(CREMONESI et al., 2021).

Na América Latina, os protozoarios do género Leishmania representam um
desafio significativo para a saude publica, impactando seres humanos e também os
animais domeésticos e silvestres (DA SILVA et al., 2024). Avaliacdes clinicas e
patolégicas sdo de grande importancia, para avaliar espécies que participam do seu
ciclo de transmisséo, pois sao parasitos, que podem provocar graves alteracoes
fisiologicas em seus hospedeiros (DE MACEDO et al., 2021). Entre os hospedeiros
silvestres, destaca-se o gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris), que com
frequéncia é associado ao ciclo de transmissdo de Leishmania infantum. Portanto,
compreender seus padrdes fisiologicos e possiveis alteracbes patoldgicas é

fundamental para elucidar o papel dessa espécie na epidemiologia da leishmaniose.



2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da infeccao por Leishmania spp. na satde de gambas-de-

orelha-branca que vivem em areas urbanas de Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

2.1 Objetivos especificos

e Descrever os valores hematologicos e bioquimicos de gambés que
oriundos de fragmentos florestados em Campo Grande / MS;

e Avaliar a influéncia da infeccdo por Leishmania spp. nos parametros
hematolégicos e bioquimicos de gambas que vivem fragmentos
florestados em Campo Grande / MS;

e Investigar a relacdo entre os niveis das enzimas hepaticas, renais e
muscular esquelética com as alteracdes teciduais em rins, figado e
musculoesqueléticas;

e Investigar as alteracdes histopatolégicas e a presenca de formas
amastigotas de Leishmania spp. em baco, linfonodos e pele de gambéas
provenientes de fragmentos florestados em Campo Grande / MS.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Fragmentacao florestal e os impactos na fauna urbana

A urbanizagdo em biomas altamente diversos, como o Cerrado, favorece o
surgimento de diversos microecossistemas urbanos, nos quais varias espécies de
animais silvestres passam a ocupar novos nichos, persistindo nessas areas
modificadas pelo homem. Porém, a intervengcdo humana nesses ambientes torna
dindmica e instavel a relacdo entre o meio, 0s parasitos e seus hospedeiros. Isto
porque a manutencéo do ciclo de vida dos parasitos depende de sua adaptacdo aos
recursos biéticos e abidticos disponiveis, inclusive quando os animais ficam restritos
a fragmentos florestais reduzidos (DASZAK et al., 2000).

Nesses ambientes urbanos, a biodiversidade se relaciona entre si e com 0
meio, nele, os mamiferos silvestres desempenham um papel relevante na
manutenc¢ao das populacdes de vetores artropodes como carrapatos e mosquitos. Os
gambas, com seus habitos alimentares onivoros, contribuem para o equilibrio
ecolégico e, ao mesmo tempo, atuam como hospedeiros de diversas espécies de
parasitos, influenciando diretamente na dinAmica das doencas transmitidas nesse
meio (DASZAK et al., 2000). Da mesma forma que os mamiferos, os parasitos
também desempenham func¢des importantes na estruturacdo das comunidades, pois
infectam uma ampla variedade de hospedeiros, podendo influenciar tanto na extingao
de determinadas espécies quanto nos processos de especiacdo. Assim, compreender
e identificar seus ciclos de vida é fundamental para a prevengdo e controle de
zoonoses, Vvisto que muitas dessas enfermidades graves e até letais, afetam tanto a
saude animal quanto humana (OSTFELD & KEESING 2000; MOLYNEUX 2003).

A fauna e a flora sofrem grande impacto nesse contexto de urbanizacao
acelerada, que interfere na natureza reduzindo ou substituindo os habitats naturais
por areas construidas, causando graves problemas de desequilibrio ambiental. Além
do risco de extingéo ou proliferacdo de espécies, essas drasticas mudancas levam a
alteracdes comportamentais, fisiologicas e até genéticas nos animais, forcando-os a
se adaptar as novas condi¢gbes ambientais. De forma semelhante, a selecdo natural
pressiona a dominancia de patégenos que também se ajustam ao ambiente

modificado influenciando a dinamica das doencas emergentes (RANDOLPH et al.,



2009; WALSH et al., 2013; ESTRADA-PENA et al., 2014). Além disso, a urbanizacéo
desordenada pode facilitar a introducédo de espécies exoticas sem nenhum controle,
resultando em grave desequilibrio ecoldgico, afetando a biodiversidade local e a
dindmica das interac6es ecoldgicas (MCKINNEY et al., 2008; FAETH, 2011).

As transformacfes antropogénicas alteram a estrutura dos sistemas naturais e
modificam a dinamica das doencas, aumentando o risco de emergéncias sanitarias
para humanos e animais (WHITE et al., 1989b). Nesse contexto, os movimentos de
dispersdo de mamiferos silvestres urbanizados facilitam o contato entre vetores
artrépodes, seus patdégenos, populacdo humana e seus animais domésticos,
promovendo a transmissao bidirecional de patogenos (TOMASSONE et al., 2018).
Além disso, a conectividade ecoldgica entre diferentes habitats pode criar corredores
biolégicos que contribuem para a disseminacdo de doencas emergentes e
reemergentes (SHULTZ et al., 2023).

Quando existe uma aproximacdo ou mesmo uma convivéncia, o estado de
saude de animais silvestres e domésticos interfere diretamente na vida humana, uma
vez que doengas zoonoticas podem ser transmitidas por contato direto, vetores
artrépodes ou até mesmo pelo ambiente contaminado (WENDTE et al., 2011). Séo
fatores, que exigem e tornam essencial a realizacdo de estudos mais aprofundados
sobre o comportamento e a relacdo entre animais silvestres, parasitos e vetores, que
desempenham seu papel no ciclo de transmissao de diversas doencas infecciosas
(RENDON-FRANCO et al., 2014; SHWAB et al., 2018). Mas, para realmente
compreender bem o ciclo de transmissdo desses parasitos, € preciso considerar
também, aspectos ambientais, climéaticos e antropicos (HANSSON et al., 1988).

A utilizacéo do solo, dos recursos hidricos, aliados, ao avanco da agricultura,
pecuaria e a fragmentacao de habitats influenciam significativamente na prevaléncia
e distribuicdo dos parasitos, servindo como indicadores alarmantes da saulde
ecoldgica, humana e da vida urbana e silvestre (DASZAK et al., 2000). Nesses
ambientes, parasitos transmitidos por vetores como Leishmania spp. e Rickettsia spp.,
tém se reproduzido intensamente em animais selvagens (TOMASSONE et al., 2018).
Sao fatos, que tornam imprescindivel a implementacdo de programas de vigilancia e
controle que integrem a saude animal, humana e ambiental, promovendo abordagens
holisticas como a proposta de “Saude Unica” (One Health) (KALMAR et al., 2023).

Para garantir a eficacia dessas iniciativas, € preciso investir em estratégias de

educacédo e conscientizagdo da populacdo sobre a importancia da conservagao dos



habitats naturais e a prevencdo de doencas zoonoéticas (GONTIJO & MELO 2004).
Além disso, a aplicacdo de politicas publicas que promovam a sustentabilidade
ambiental e a protecéo da biodiversidade, sédo essenciais para minimizar os impactos
negativos da urbanizacgéo e das atividades humanas sobre a fauna e os ecossistemas
(FAILLOUX et al., 2015). Tendo em vista, que o cuidado com a preservacdo do meio
ambiente e da saude animal sdo pontos chave para o bem-estar de espécies
silvestres, que vivem proximas ou dentro das cidades, assim como a humanos em
contato com as mesmas (CLEAVELAND et al., 2002).

3.1.1 Gamba-de-orelha-branca (Didelphis albiventris)

O gamb& € um marsupial considerado importante dispersor de sementes,
podendo assim, auxiliar na manutencdo ecoldgica e na preservacdo de arvores
nativas ameacadas pelo desmatamento (TALAMONI e DIAS 1999). Possuindo, habito
generalista que lhe confere certa versatilidade de adaptacéo, essa espécie amplia sua
distribuicdo geografica, se fazendo presentes em certas regides apds a chegada do
homem, sendo portanto comumente encontrado adaptado as areas antropizadas, o
que o torna um animal sinantrépico (ALESSIO et al., 2005). A aproximacéo destes
animais as residéncias e fazendas, certamente ocorre pela facil obtencéo de recursos
que favorecem sua alimentacdo e reproducdo (CACERES et al., 2002; PARERA,
2002). A presenca de gambéas nas &reas residenciais tem seus aspectos positivos,
uma vez que desenvolvem uma importante funcdo nos servicos ecologicos
participando no controle de algumas variedades de pragas, pois, costumam se
alimentar de baratas, aranhas, serpentes, escorpides e carrapatos (CACERES et al.,
2002), inclusive o carrapato da espécie Amblyomma sculptum, vetor da bactéria
Rickettsia rickettsii, que com sua picada transmite febre maculosa em humanos, uma
grave doenca que pode levar a ébito (COTES-PERDOMO et al., 2023, HORTA et al.,
2010).

Por sua facilidade de adequacdo em uma grande variedade de habitats, o gamba-
de-orelha-branca tornou-se uma espécie que se dispersou pela América do Sul,
estando presentes desde a Colémbia e Guiana Francesa até o norte da Argentina,
exceto na bacia amazonica (CERQUEIRA e TRIBE, 2007). No Brasil, € encontrado
principalmente nas regides nordeste, centro-oeste e sul do pais. Na natureza séao

encontrados em florestas, savanas, cerrados, campos e regides com presenca de



bacias hidrogréaficas (CACERES et al., 2002; FLORES, 2007). E s&o considerados
com baixo risco de extincdo, porém, € um dos animais nativos com maior indice de
atropelamento nas rodovias brasileiras (ICMBio, 2018).

Por ter habitos solitarios e noturnos, os D. albiventris costumam sair pela noite
em busca de alimentos (CASSELA e CASSERES, 2006; MACHADO et al., 2010).
Durante o dia, procuram abrigo em troncos ocos de arvores ou tocas. E em areas
urbanas, costumam se refugiar dentro das residéncias, principalmente nos forros
(TALAMONI e DIAS, 1999). Mesmo sendo animais predominantemente terrestres,
sobem em arvores em busca de alimento e protecdo. Seu habito alimentar onivoro e
generalista, permite uma dieta composta por frutos, flores, invertebrados, pequenos
vertebrados, néctar, goma de arvores e ocasionalmente por animais em
decomposicdo (PAGLIA et al., 2012). Alguns individuos, que vivem préximos a centros
urbanos consomem também restos de alimentos produzidos por humanos
(TALAMONI e DIAS, 1999). No entanto, a busca por alimento varia muito, pois
depende dos recursos do ambiente, da palatabilidade, do retorno energético e do
forrageamento (LESSA; GEISE, 2010).

Os gambas-de-orelha-branca sao animais de médio porte, podendo atingir de
30 a 44 centimetros de comprimento, com cauda variando entre 30 e 49 centimetros
e massa corporal entre 500 g e 2,8 kg (EMMONS e FEER, 1997). Possuem cauda
longa e preénsil, coberta por pelos até a metade, enquanto que sua extremidade é
nua (AURICHIO, 2006, SIGRIST, 2012). Suas caracteristicas externas ainda incluem
orelhas brancas e pelagem grisalha no dorso, com pelos negros nas extremidades e
trés faixas pretas na cabeca, sendo uma central (THOMAS et al., 2016).

As espécies do género Didelphis sdo muito resistentes e altamente capazes de
se adaptar aos ambientes urbanos e periurbanos (ALMEIDA et al., 2008). No entanto,
nesses novos ambientes, seu comportamento natural de animal silvestre é afetado
pelas mudancas, elevando sua suscetibilidade a infec¢des por parasitos e colocando
em risco sua saude e a de outros, e uma vez, que entra em contato com animais
domeésticos favorece a disseminacao entre as diferentes espécies (MALTA e LUPPI,
2006). Inicialmente, a infecgdo por Leishmania spp. era registrada com predominancia
em animais silvestres, entre 0s quais estdo roedores, primatas, procionideos,
ungulados e os marsupiais (SHAW, 2003). Atualmente, com a reducdo dos habitats
naturais e a presenca da fauna silvestre nos centros urbanos, a infeccdo por

Leishmania spp. tem se expandido com mais rapidez para as areas periurbanas e



urbanas (WHO, 2002). Visto que, o contato frequente de animais silvestres como o
gamba-de-orelha-branca com animais domésticos, e o encontro com flebotomineos
nesses espacos, pode estar contribuindo para esse processo, favorecendo a
disseminacgao da infeccdo (QUINTAL et al., 2011).

3.2 Leishmania spp.

A leishmaniose é uma doenca infecciosa parasitaria sistémica grave e vetorial
causada por mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania, que afeta
tanto animais quanto seres humanos (NESS et al., 2022). A cada ano, aumenta o
namero de novos casos descritos e notificados, gerando grandes problemas de salude
publica em diversas regibes (DE CAMARGO et al., 2006). Esse numero tende a
aumentar, se acrescentar os casos nao diagnosticados ou ndo notificados. Na
Ameérica Latina, o Brasil € o pais com o maior nimero de registros de casos humanos,
sendo associados a varias espécies de Leishmania (NINA et al., 2023).

As leishmanias compdem dois grandes grupos: 0 grupo das que causam a
leishmaniose tegumentar (leishmaniose cutanea, mucocutanea e cutanea difusa), e o
grupo das que causam a leishmaniose visceral (que acomete figado, baco, e medula
0ssea) (CLEMENTE et al., 2018). Sendo o grupo da leishmaniose visceral composto
pelas leishmanias do complexo Leishmania donovani, que compreende Leishmania
donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi (CAMARGO-NEVES, 2007).

Tanto animais silvestres quanto sinantropicos e domésticos podem ser
infectados, tornando-se possiveis hospedeiros e/ou reservatérios de diversas
Leishmania spp. O D. albiventris inspira preocupacao, pois pode assumir um papel
significativo nesse ciclo, ja que se adapta tanto a ambientes selvagens quanto a areas
peridomésticas rurais e urbanas. Sua constante movimentacdo na interface urbano-
florestal, e sua ampla distribuicdo pode favorecer a manutencéo e transmisséo da
Leishmania spp. no ciclo peri-domiciliar em muitas regides, expondo a populacdo
humana e seus animais ao risco de infecgdo (CARDOSO, 2015).

Nos animais domésticos, especialmente em cées, é possivel observar reacdes
clinicas exacerbadas fazendo dos cdes um modelo valioso para o estudo das lesdes
da Leishmaniose Visceral (LV) (REIS et al., 2009; SANTANA et al., 2018; SILVA et
al., 2012; ANDRADE et al., 2014; LIMA et al., 2014). Em humanos, os diferentes
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padrbes de resposta inflamatéria no figado estdo associados a manutengcdo ou



resisténcia ao tratamento da LV (DUARTE et al., 2008). Alguns pacientes apresentam
hipertrofia e hiperplasia celular, com macréfagos infiltrados por células mononucleares
no parénquima hepatico, além de fibrose pericelular (DUARTE et al.,1987; EL HAG et
al.,1994).

Alteracbes hepaticas semelhantes as encontradas em humanos também séo
observadas em cées com a infeccéo por Leishmania spp. Nesses animais, podem ser
identificadas alteracfes inflamatorias, com hiperplasia e hipertrofia das células de
Kupffer (GIUNCHETTI et al., 2008). Além disso, na pele, os achados histopatolégicos
indicam inflamacdo moderada ou nodular, acompanhada de infiltrado inflamatério,
independentemente da presenca de parasitos ou da evidéncia de infeccdo (DOS
SANTOS et al., 2004). A medida que o parasito se dissemina pelo organismo, os
ganglios linfaticos, sdo os primeiros tecidos linfoides a serem afetados, e estes
tornam-se indicadores importantes para entender o processo de infeccdo (COSTA et
al., 2018).

No baco, a alteracdo mais evidente é a esplenomegalia e a presenca de
macréfagos infectados por Leishmania spp. em seus compartimentos. Algumas
alteracdes incluem granulomas associados, periesplenite e mudancas progressivas
nas populacdes de leucocitos (ANDRADE e ANDRADE, 1966; SANTANA et al., 2008).
Com o desenvolvimento da infeccdo, o organismo enfrenta alteracdes mais
significativas, como a reatividade linfoide no baco, que pode levar ao rompimento do
tecido (POULAKI, PIPERAKI e VOULGARELIS, 2021).

3.2.1 Leishmaniose em gambas

Estudos de infeccdo natural e experimental com espécies zoonoéticas de
Leishmania spp. em Didelphis spp., confirmam a participacdo desses marsupiais nos
ciclos de transmissdo da Leishmania spp., em ambitos silvestres e peridomiciliares
urbanos (BEZERRA-SANTOS et al., 2021).

Flebotomineos fémeas infectadas podem transmitir o parasito ao se alimentar
do sangue de gambas e de outros hospedeiros suscetiveis, incluindo humanos, caes
e gatos (BAUM et al., 2013; MACEDO-SILVA et al., 2014). Assim como 0s outros
animais, os gambas utilizados como fonte de alimento, podem tornam-se hospedeiros

e intermediarios na transmissao da Leishmania spp. para humanos, caes e outros



animais em areas silvestres, rurais e também urbanas (CARRANZA-TAMAYO et al.
2016).

Na dindmica de transmissdo de doengas, 0 ambiente desempenha um papel
determinante, com diversos fatores influenciando a propagacéo e a ocorréncia de
patdgenos. Entre esses fatores, destacam-se a paisagem, os tipos de habitat, as
barreiras geograficas e os fatores antropogénicos. Mudancas no uso da terra, por
exemplo, podem ter implicagbes significativas para a abundancia e a distribuigéo
desses parasitos (VANWAMBEKE et al., 2007). Além disso, a urbanizacéo altera as
condicBes ambientais de maneira a modificar padrées de paisagem, o que favorece a
disseminacdo de doencas e afeta a transmissdo e a prevaléncia de patdgenos
(GILOT-FROMONT et al., 2012; CARVER et al., 2012).

Os patdgenos prevalentes em ambientes urbanizados impactam as populacdes
animais significativamente nestes locais intensamente reduzidos, ja que ali, as
densidades populacionais de algumas espécies podem ser muito mais altas do que
em areas silvestres rurais. O que explica porque as espécies de Leishmania spp. tém
se espalhado com mais e maior facilidade em &reas urbanas, onde as interacdes sédo
mais intensas entre animais silvestres e domésticos favorecendo sua disseminacao
(DASZAK et al., 2000; POWER et al., 2004).

Embora seja relevante compreender as alteracGes patolégicas em gambas
naturalmente infectados por Leishmania, a literatura sobre o tema ainda é escassa,
especialmente no que se refere as descricbes das lesdes observadas, que sdo, em
sua maioria, baseadas em estudos experimentais e desatualizados. Em estudos
experimentais, gambas infectados com L. donovani (ou L. infantum) apresentaram
macrofagos carregados de amastigotas em figado, baco e linfonodos, e todos os 13
animais morreram em 32 dias (WHITE et al., 1989b). Em outro estudo, a infeccao por
Leishmania também resultou na presenca de amastigotas nos 6rgdos, e embora o
tratamento leishmanicida tenha suprimido os parasitos, a doenca foi fatal para os
animais (WHITE et al., 1989a).

Recentemente, a abordagem saude unica tem ampliado a analise da
epidemiologia da leishmaniose, considerando uma perspectiva mais abrangente de
estudos e resultados (PALATNIK-DE-SOUSA e DAY 2011). Porém, é necessario
expandir a pesquisa ndo apenas sobre as caracteristicas de um unico patégeno em
uma unica espécie, mas também sobre a propagacao de patdgenos entre diferentes

espécies. Por isso, mesmo sendo em pequena escala, além dos gambas, outros
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animais também tém sido investigados quanto ao seu papel na transmissdo da doenca
(ROQUE et al., 2010). Esta abordagem integrada, é extremamente necessaria para
uma compreensdo mais ampla das dindmicas epidemiolégicas, e para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de controle e prevencdo de doencas em

ambientes naturais e antropizados (LEWIS et al., 2017).

3.3 Avaliacéo da saude dos animais silvestres

Os conceitos de saude animal e a definicdo de parametros de referéncia para
0 que € considerado "normal" estdo intimamente ligados a compreensdo e ao
monitoramento da saude dos animais. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a saude animal vai além da auséncia de doencas, abrangendo aspectos como
bem-estar fisico e mental, incluindo nutricdo adequada, auséncia de estresse crdnico
e oportunidades de interacdo social (OMS, 2020). Embora essa definicdo seja
amplamente aplicavel a animais domésticos e de producao, sua extensao aos animais
silvestres requer consideracdes especificas, dado que suas condi¢cbes de vida e
interacdo com o ambiente natural séo significativamente diferentes. Para avaliar a
salde desses animais, é essencial estabelecer valores de referéncia para parametros
bioquimicos e fisiolégicos, frequentemente chamados de valores "normais”, que
variam entre espécies e sao influenciados por fatores como métodos de coleta e
condi¢cdes ambientais (TRYLAND, 2006).

A definicdo de "normal” deriva da norma latina, significando guia ou regra, e é
extremamente importante na interpretacdo de dados de saude animal, pois permite
distinguir entre estados saudaveis e patoldgicos. Esses valores de referéncia ajudam
a identificar condicbes de saude, e fornece dados que sdo essenciais para 0
monitoramento continuo da saude e do ambiente de vida selvagem (DOSOO et al.,
2012). A coleta de dados abrange nao apenas animais doentes, mas também
individuos saudaveis, apresentando uma visdo abrangente do estado de conservacgéo
e saude das populagdes selvagens (TRYLAND, 2006).

Portanto, para garantir a sustentabilidade ambiental e a saude publica, é
imprescindivel a ado¢do de uma abordagem integrada, que inclua o monitoramento
regular, a gestao eficaz e a prevencdo de doencas em animais selvagens. Isso ndo
apenas mantém a biodiversidade e o equilibrio dos ecossistemas, mas também ajuda

na identificacdo de desequilibrios, que possam indicar problemas de saude ou
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ambientais, mais amplos (COX, 2001; ARAUJO et al., 2003; RYSER-DEGIORGIS,
2013).

E fato, que os animais silvestres sofrem com a influéncia do ambiente externo
sobre o local em que vivem, e a saude desses animais pode ser avaliada com base
na capacidade de adaptacdo as mudancas a que sao submetidos (STEPHEN, 2014).
Essas mudancas, resultantes tanto de acbes antropicas quanto de fendmenos
naturais, refletem de diversas formas nos individuos e nas populagbes. Nos
individuos, os impactos podem ser observados por meio de sinais clinicos, medidas
corporais ou analises laboratoriais. J& em nivel populacional, os reflexos podem incluir
alteracdes no comportamento reprodutivo, mudancas no relacionamento com o
habitat e variacbes em parametros demograficos, como densidade populacional e
distribuicdo (PACIONI et al., 2013; MACEDA-VEIGA et al., 2015; MAYOR et al., 2017).

Para a medicina veterinaria e para a biologia, duas ferramentas de grande
importancia para a realizacdo do monitoramento da saude de animais silvestres, sédo
0s exames de hematologia e bioquimica sérica. Com o auxilio da hematologia, é
possivel observar sinais da presenca de infec¢cdes e inflamacfes por meio da
contagem celular, assim como a presenca de anemia, por meio da avaliacdo dos
niveis de hemacia, hematdcrito e hemoglobina (MACEDA-VEIGA et al., 2015).

Com a utilizacdo da bioquimica sérica, obtém-se dados que se podem
guantificar analitos presentes no plasma sanguineo, tornando possivel realizar com
maior precisao o diagndéstico de possiveis doencas metabdlicas, presentes em tecidos
e 6rgaos especificos. Assim, ao avaliar os resultados, juntamente com as informacdes
quantitativas (regido, espécies, sexo e idade), se contribui para a criagdo do perfil
clinico e nutricional destes animais (DE MACEDO et al., 2021). Para a realizacéo da
interpretacédo dos resultados dos exames hematologicos e bioquimicos, leva-se em
conta o intervalo de referéncia para as diferentes espécies, este padréo é obtido com
os valores de 95% dos animais saudaveis da populacdo avaliada (FRIEDRICHS et
al., 2012).

No entanto, a quantidade reduzida de estudos, acerca dos perfis hematologicos
e bioquimicos das espécies de mamiferos silvestres, dificulta interpretar e padronizar
os valores de referéncia, seja pela dificuldade da logistica para obten¢édo de amostras,
transportes e realizacdo das avaliagdes ou devido ao fato de muitos dos dados obtidos

serem de animais em situacao de cativeiro (CAMPBELL, 2015).
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3.3.1 Andlises bioguimicas e hematoldgicas

Para avaliar a saude de animais, é indispensavel o uso do teste de hemograma,
uma vez que este fornece varias informacdes como a presenca de infecgdes,
condi¢Bes nutricionais e outros importantes indicadores de saude. O hemograma
permite obter variaveis hematologicas e quimicas presentes no sangue, que sao
fundamentais para uma andlise detalhada (GAJBHIYE e AATE, 2023). Esse teste é
usado principalmente para a detec¢do de anemia, que muitas vezes esta associada a
distirbios secundéarios decorrentes de causas primarias como a leishmaniose
(MAZET et al., 2000; TRUMBLE et al., 2006).

Através do eritrograma, € possivel observar a série vermelha do sangue e
avaliar grau, tipo e causa da anemia. Uma das etapas dessa avaliagdo é a estimativa
do tamanho das hemacias, utilizando o indice hematimétrico: Volume Globular Médio
(VGM) ou Volume Corpuscular Médio (VCM). Outros indices essenciais incluem a
Concentragcdo de Hemoglobina (Hb), Contagem Global de Hemécias (CGH) e
Hematdcrito (Ht). Os parametros como niveis de bilirrubina total, hemoglobina,
contagem de neutrdfilos e plaquetas ajudam a identificar possiveis causas da anemia.
A contagem de hemacias, determina a quantidade de hemécias no volume sanguineo,
enquanto que o hematdcrito, indica o percentual ocupado pelas hemacias no sangue
(TIETZ, 2008; NUNES, 2023).

O leucograma, parte do hemograma, é uma ferramenta essencial para avaliar
a série branca do sangue, composta pelos leucdcitos, células fundamentais na defesa
imunolégica. Essa analise auxilia na identificacdo de alteragBes patolégicas que
comprometem as defesas do organismo, como a leucopenia, caracterizada pela
reducdo do numero de leucdcitos no sangue, muitas vezes associada a infec¢des ou
outras condi¢des. Por outro lado, a leucocitose, definida pelo aumento da contagem
de leucécitos, pode ter diversas causas, desde processos infecciosos até estresse
fisico ou emocional intenso, além de doencas malignas e ndo malignas (LATIMER E
RAKICH, 1989).

Além de avaliar a contagem total de leucécitos (Le), o leucograma permite a
analise diferencial das diferentes subpopulagbes de glébulos brancos como
neutrofilos, linfocitos, eosindfilos, basofilos e mondcitos. Cada uma dessas células
possui funcbes especificas na resposta imunoldgica, e pode apresentar alteracdes

caracteristicas em diferentes infec¢cdes. No contexto da leishmaniose, os mondcitos
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podem ser de patrticular interesse, pois essas células fagocitarias desempenham um
papel central na resposta inflamatoéria ao parasito. A presenca aumentada ou alterada
de mondcitos na corrente sanguinea pode ser um indicativo de processos
inflamatérios e imunologicos relacionados a infeccao (TIETZ, 2008; NDREPEPA,
2021).

Na bioquimica sérica, diversas alteracdes observadas em rins e figado
(KANEKO, 1989; KIM; WYCKOFF, 1991), sé&o detectadas pelos indicadores
enziméaticos de funcionamento destes 6rgdos. Marcadores como ureia e creatinina
elevados indicam comprometimento renal, enquanto que as enzimas hepaticas TGP
e a fosfatase alcalina, podem apresentar elevacdes devido a lesdes hepaticas e
inflamacdes associadas as parasitoses (NUNES, 2023; JOHNSON, 2012). A
observacéo dessas alteracdes é importante para o diagndéstico e monitoramento das
doencas (MILLAN, 2006).

As enzimas transaminases sdo encontradas em varios tecidos, principalmente
no figado, desempenhando a importante funcdo de transferir grupos amina entre
aminoacidos e cetoacidos (ALVIM et al., 2022). A transaminase piravica (TGP) é uma
enzima predominante no citoplasma das células hepaticas, e esta presente em menor
guantidade nos rins, coracdo, musculosesqueléticos, pancreas e eritrocitos (KUMAR,
2018). A enzima transaminase oxalacética (TGO) se encontra presente tanto no
citoplasma quanto nas mitocondrias, e em diversos tecidos, como
musculosesqueléticos, rins e cérebro, com uma concentracdo especialmente alta no
coracao e no figado (BARBOSA, 1997; TIETZ, 2008).

Enzimas como a TGO e TGP apresentam elevagfes nos niveis séricos quando
a integridade celular hepatica é comprometida, sendo a TGP mais especifica para o
figado (SRIVASTAVA et al., 2007). Em alta concentragao hepatica, a TGP ¢ liberada
na corrente sanguinea em resposta a lesdes celulares, o que geralmente indica dano
hepatico. O aumento da TGP tende a persistir por mais tempo do que o aumento da
TGO. Esse processo possivelmente resulta de dano tecidual direto, como a leséo da
membrana plasmatica, que leva ao extravasamento de proteinas, ou a necrose
celular. Quadros inflamatorios e lesbes hepéaticas podem desencadear o aumento
simultdneo dos niveis séricos de TGP e TGO no organismo (NDREPEPA, 2021;
ALVIM et al., 2022).

A fosfatase alcalina (FA) € uma glicoproteina dimérica com funcao hidrolitica,

gue atua na remocao de grupamentos fosfato de diversas moléculas, catalisando a
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hidrolise de fosfomonoésteres em pH alcalino. Classificada como uma ectoenzima, a
FA estd amplamente distribuida no organismo com significativa presenca no figado,
intestino, placenta, rins e ossos de mamiferos. No figado, a FA é especialmente
concentrada nos canaliculos biliares. Essa enzima desempenha valioso papel nas
células epiteliais intestinais, por estar envolvida na manutencdo da integridade da
barreira intestinal e na defesa contra microrganismos patogénicos. A FA se apresenta
em varias isoformas, incluindo 0ssea, intestinal, hepética, placentaria e renal
(KANEKO, 1989; KIM; WYCKOFF, 1991; MILLAN, 2006; FISHER et al., 2001; KUHN
et al., 2020; NUNES, 2023).

As andlises de ureia e creatinina sdo amplamente reconhecidas, como 0s
principais biomarcadores para a avaliacdo da funcao renal (ANDRADE et al., 2017).
A creatinina, formada pela desidratacdo da creatina e fosfocreatina no tecido
muscular, é excretada pelos glomérulos renais, sendo um indicador-chave do
funcionamento renal (MORAES, 2013). Sua producdo é constante e diretamente
proporcional & massa muscular, mas seus niveis podem variar devido a funcéo renal,
dieta e condicbes de saude. Niveis elevados podem indicar insuficiéncia renal,
desidratacdo, aumento da ingestéo de proteinas ou doencas musculares (MACHADO
et al., 2019).

O produto final do metabolismo das proteinas € a ureia, que reflete a funcao
renal por meio de sua excrec¢ao pelos rins. Niveis séricos elevados de ureia podem
sugerir insuficiéncia renal, desidratacdo ou uma dieta rica em proteinas, além de
estarem associados a outras condi¢cbes, como insuficiéncia cardiaca congestiva
(SINGH et al., 2014). A medicdo combinada de ureia e creatinina € amplamente
utilizada como teste de funcao renal, sendo que a relacdo entre essas substancias
auxilia na diferenciacdo entre causas pré-renais e pos-renais, para 0 aumento dos
residuos nitrogenados nao proteicos (SALAZAR, 2014). Na leishmaniose, ambos os
marcadores podem apresentar elevacdes devido ao comprometimento renal, uma vez
gue a infeccdo pode desencadear glomerulonefrite, resultando em insuficiéncia renal
(RIGO et al., 2013; DE ALCANTARA et al., 2018). Clinicamente, o aumento de ureia
e creatinina indica uma reducdo na capacidade dos rins de filtrar e excretar os
residuos do sangue, sinalizando um agravamento da funcao renal (FREITAS et al.,
2012).

A liberacéo da creatina quinase (CK) do tecido para 0 sangue esta associada

a ruptura da membrana das células musculares. Apds uma lesdo, a CK néo entra
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diretamente na corrente sanguinea, em vez disso, ela € liberada para a linfa atraves
do fluido intersticial, e eventualmente, chega a circula¢do sanguinea. E uma enzima
com predominéncia no cérebro, no musculoesquelético e no coracdo (AUJLA; PATEL,
2022). Atualmente, a concentracdo plasmética de CK é amplamente utilizada como
um método para avaliar o estresse fisico. Embora a CK seja um dos principais
indicadores bioquimicos estudados para detectar lesGes musculares, também esta
sendo empregada na prevencao de tais lesdes. Assim, os niveis elevados de CK no
plasma sanguineo, podem indicar a presenca de danos nas fibras musculares
(ABREU et al., 2015).

Em relacdo as proteinas plasmaticas, seu aumento pode ocorrer em casos de
desidratacdo devido a perda de liquidos, e em resposta a estimulagdo do sistema
imunolégico como em situa¢des de vacinacdo, doencas autoimunes e inflamacéao
cronica (CAMPELO, 2008). A hiperproteinemia, associada & resposta imune
inflamatoria, pode levar a hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, reagindo entdo, com
um aumento de proteinas no sangue (ECKERSALL, 2008).

No organismo humano, a principal proteina circulante é a albumina, que
desempenha funcfes vitais como o transporte de substancias, medicamentos, e
contribui significativamente para a manutencao da presséao coloidosmatica do plasma
(MAZZAFERRO e EDWARDS, 2020). O figado € o unico érgdo responsavel pela
producdo da proteina de albumina, uma das menores e mais abundantes no plasma.
Essa proteina é essencial para a correta distribuicdo dos liquidos corporais entre 0s
compartimentos intravascular e extravascular. Quando encontrada em niveis baixos,
sua causa pode ser por conta de sindrome nefrotica, doencgas hepaticas ou perda de
proteinas através dos rins. (DIAZ GONZALEZ & SCHEFFER, 2003; SOUZA, 2019).

A concentracdo de globulinas pode ser calculada, subtraindo a quantidade de
albumina da concentracgdo total de proteinas séricas (ECKERSALL, 2008). A reducéo
nos niveis de globulinas pode ser decorrente de imunodeficiéncias, tanto congénitas
guanto adquiridas (RAMASAMY, 2023). Ja a hiperglobulinemia, pode surgir em casos
de desidratacdo ou em resposta a processos inflamatoérios, devido ao aumento de
proteinas de fase aguda. A elevagéo das imunoglobulinas é provocada por estimulos
antigénicos em inflamagbes cronicas ou como resultado de distarbios
linfoproliferativos (JOHNSON, 2012).

Na leishmaniose, € comum encontrar o aumento de proteinas totais, atribuido

ao incremento das globulinas que estdo associadas a resposta imune crénica (ALI,
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2013). Paralelamente, a albumina pode apresentar niveis reduzidos devido a perda
de proteinas pelos rins, caracteristica da sindrome nefrotica ou 0 comprometimento
hepético na producéo de proteinas (WANG, XING e ZHANG, 2019). O desequilibrio
entre albumina e globulinas resulta em uma relacao invertida, com globulinas elevadas
e albumina baixa (CASTRO et al., 2012).

As alteracdes bioquimicas refletem em processos como inflamacgéo cronica,
comprometimento hepatico e lesdo renal, destacando a complexidade da resposta
inflamatéria sistémica a infeccdo (CIARAMELLA et al., 2005; FREITAS et al., 2012;
SILVA et al.,, 2018). A correlacdo entre os sinais clinicos da leishmaniose como
alopecia, anemia, desidratacdo e as alteracdes laboratoriais contribui para uma
compreensao mais detalhada dos efeitos sistémicos da infecgédo (LIMA et al., 2014;
DA SILVA et al., 2018).

3.3.2 Técnicas de diagnoéstico de Leishmania spp.

A leishmaniose é uma doenca sistémica grave, com alta letalidade, e sua
manifestac@o clinica depende muito da resposta imunolégica de cada individuo a
infeccdo e da forma como ela evolui em seu organismo. Por ser dificil diagnostica-la,
além da avaliacao clinica, o diagndstico pode ser complementado por exames
laboratoriais, como os testes de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio
Imunoenzimatico (ELISA), que detectam os niveis de anticorpos circulantes a partir
do soro sanguineo (PEREZ, 2015).

O diagnéstico da infeccao por Leishmania spp. é desafiador, devido as suas
manifestacdes clinicas que se assemelham com as de outras enfermidades infecto-
contagiosas. Além disso, alguns animais podem ser assintomaticos ou apresentar
sintomas inespecificos, aumentando o0 risco de resultados falso negativos
(SRIVASTAVA et al., 2011). Para um resultado mais preciso, € necessario recorrer ao
diagndstico molecular, que permite a detec¢do do material genético do parasito. Essa
abordagem oferece uma identificacdo mais rapida e dependendo do teste utilizado,
pode ser mais sensivel e especifica em comparacdo a outros métodos, além da
capacidade de caracterizar os microrganismos envolvidos na infec¢cdo. Assim, por
meio de diferentes amostras clinicas, € possivel distinguir qual espécie infectou o
animal (LACHAUD et al. 2002, SCHOONIAN et al. 2003, SARAIVA et al. 2010).
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A técnica de Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) desempenha um papel
determinante no diagnostico molecular da Leishmania spp., oferecendo alta
sensibilidade e especificidade na detecgédo do DNA do parasito. Um dos alvos mais
utilizados € o DNA do cinetoplasto (KDNA), uma regido repetitiva e abundante no
genoma da Leishmania spp., que facilita a amplificacio mesmo em amostras com
baixa carga parasitaria (FERREIRA et al., 2010). A identificacdo do kDNA permite
distinguir diferentes espécies de Leishmania spp., 0 que é essencial para 0 manejo
clinico e terapéutico da doenca. O uso de amostras clinicas como sangue, aspirado
de linfonodos e medula 6éssea torna 0 método versatil e aplicavel em diversos estagios
da infeccéo (BIGELI et al., 2012).

Apébs a amplificacdo pela PCR, a identificacdo da espécie de Leishmania spp.
pode ser complementada pelo sequenciamento do DNA amplificado, aumentando a
precisdo do diagndstico em estudos laboratoriais e pesquisas epidemioldgicas.
Contudo, é importante considerar que, dependendo dos primers utilizados, o
sequenciamento pode ser desnecessario em algumas situacfes, especialmente em
contextos clinicos, onde a rapidez do diagndstico é essencial para a tomada de
decisdo (DE ALMEIDA et al., 2011). Embora a PCR e 0 sequenciamento oferecam
alta sensibilidade e especificidade, sua aplicacdo ainda enfrenta desafios
relacionados a infraestrutura laboratorial e custos. Mas ainda que seja desafiador, &
imprescindivel o uso desses métodos que séo tao valiosos para a detec¢do precoce
e a caracterizacdo do parasito em casos assintomaticos ou com manifestacdes
clinicas inespecificas, contribuindo dessa forma, para a reducéo de diagnosticos falso-
negativos (ALBUQUERQUE et al., 2017; CASTRO et al., 2020).
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RESUMO

O avanco da urbanizacao e a consequente modificacdo dos habitats naturais tém favorecido a
domiciliacdo e proliferacdo de dipteros, vetores de Leishmania spp. que causa a leishmaniose,
uma doenca sistémica e letal, além de intensificar a interacdo entre seus possiveis reservatorios
domésticos e silvestres. No Mato Grosso do Sul, a presenca de Leishmania spp. foi detectada
em diversas espécies de mamiferos silvestres, como quatis, morcegos e gambés-de-orelha-
branca (Didelphis albiventris) oriundos de areas urbanas. Este estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia da infeccdo por Leishmania spp. nos pardmetros bioquimicos e
hematoldgicos de D. albiventris que viviam em areas florestais urbanas de Campo Grande, MS.
Foram capturados 23 gambas entre abril e dezembro de 2023, em seis areas na cidade. Apds 0s
animais serem anestesiados, foi coletado sangue para as analises bioquimicas e hematologicas.
Durante a necropsia, foi feita a coleta de fragmentos de baco, pele, figado e medula 6ssea para
as andlises molecular e histopatoldgica. O diagnostico molecular identificou DNA de
Leishmania spp. em 95,6% dos animais, com maior positividade nos 6rgdos linfoides como
medula 6ssea e baco. A andlise bioguimica revelou diferencas significativas nos niveis de
proteinas totais, albumina, fosfatase alcalina e ureia. As alteracfes histopatolégicas foram
discretas, sem evidéncias de Leishmania spp. nos 6rgdos linfoides ou na pele. No figado, foi
observada leve vacuolizagdo de hepatdcitos e infiltrado inflamatdrio. Os resultados sugerem
que os gambas-de-orelha-branca podem atuar como reservatorios de Leishmania spp., com
possiveis implicacbes para a epidemiologia da Leishmaniose em &reas urbanas de Campo

Grande, MS.

Palavras-chave: 1. Leishmaniose; 2. Marsupial; 3. Leishmania spp.; 4. Parametros

bioquimicos; 5. Diagnéstico molecular.
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INTRODUCAO

Nas areas endémicas, o avango da urbanizagdo e a modificacdo do habitat natural criam
condicOes favoraveis para a proliferacdo de dipteros vetores (WILKE et al., 2019), e facilitam
a interacdo entre os reservatorios domesticos e silvestres, como os cées, e 0s mamiferos que
vivem em pequenas areas silvestres proximas ou dentro das cidades. Essa é uma dindmica, que
contribui para a manutencdo das Leishmania spp. em é&reas periurbanas e urbanas
(MENEGATTI et al., 2020; DE MACEDO et al., 2023a). No Mato Grosso do Sul, estudos
moleculares detectaram Leishmania em mamiferos silvestres como quatis (DE MACEDO et
al., 2023b), morcegos filostomideos (DA SILVA e TORRES, 2024) e gambéas-de-orelha-branca
(HUMBERG et al., 2012; NANTES et al., 2021).

Evidenciar as interacdes entre a fauna silvestre, os humanos e seus animais domésticos
é essencial para o controle de doencas infecciosas e parasitarias (GONZALEZ-CRESPO et al.,
2023). Os exames laboratoriais sdo fundamentais para o diagndstico, por fornecer dados
fisiologicos valiosos para a satde dessas espécies (JAIN NC., 1993). E a histopatologia permite
identificar lesdes causadas por parasitos como as amastigotas de Leishmania spp. em érgdos
vitais (LIMA et al., 2004; DA SILVA et al., 2024).

O gambaé-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) tornou-se uma espécie abundante,
devido aos seus habitos generalistas e a sua habilidade em se adaptar a diferentes habitats e
ambientes urbanos (BARRERA-NINO e SANCHEZ, 2014; BEZERRA-SANTOS et al., 2021).
E por viverem transitando entre as areas florestais e residenciais, os D. albiventris s&o relatados
como potenciais participantes nos ciclos de transmissédo da Leishmania spp., em ambientes
silvestres e urbanos (BEZERRA-SANTOS et al., 2021). Este estudo objetivou avaliar a
influéncia da infecgéo por Leishmania spp. nos parametros bioquimicos e hematoldgicos de D.

albiventris provenientes de fragmentos florestais de Campo Grande, Mato Grosso do Sul.
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MATERIAL E METODOS

Area de estudo
As coletas foram realizadas no periodo de abril a dezembro de 2023, em seis locais da
cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. As &reas de coletas foram: Caranda Clube;

Centro de Educacdo Ambiental (CEA) Anhandui; CEA Imbirussu; CEA Polonés; Chécara

Coqueiral e Mata do Surucua (Figura 1).

Figura 1. Mapa da cidade de Campo Grande, MS, indicando em vermelho as &reas de coletas
dos gambés-de-orelha-branca 1. Caranda Clube; 2. Centro de Educacdo Ambiental (CEA)
Anhandui; 3. CEA Imbirussu; 4. CEA Polonés; 5. Chacara Coqueiral e 6. Mata do Surucua.

Coleta de materiais bioldgicos dos gambas-de-orelha-branca

Os procedimentos foram realizados de acordo com a licenca aprovada pela Comissao

de Etica, no Uso de Animais da Universidade Catélica Dom Bosco (CEUA/UCDB),
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n° 031/2020, e autorizado pelo Sistema de Autorizagdo de Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO/IBAMA), N° 89586-1.

Foram feitas anotagdes das informacbes como sexo, peso, idade estimada e resultado
do exame fisico de cada animal. Os gambés foram anestesiados com Cetamina (20mg/kg) e
Xilazina (2mg/kg). A coleta de sangue foi realizada pela via caudal, utilizando seringas de 3
ml e agulhas hipodérmicas (20x8). As amostras de sangue coletadas, foram armazenadas em
tubos com ativador de coagulo, com gel separador (tampa amarela) e tubos de EDTA (tampa
roxa). Ap6s homogeneizados, os tubos contendo o sangue e/ou soro sanguineo foram
refrigerados até que chegassem ao laboratério de andlises clinicas incubado na Universidade
Catolica Dom Bosco, LabDOC.

No Laboratério de Anatomia Patolégica da UCDB, os animais foram eutanasiados de
acordo com o protocolo disponibilizado pela UNIFESP (CEUA, 2019). Durante a necropsia,
foram coletados fragmentos de baco, figado, medula 6ssea, pele abdominal e armazenados em
alcool absoluto para o diagnostico molecular. Para o exame histopatologico foram coletados
fragmentos de baco, linfonodos, pele, rim, figado, musculoesquelético e fixados em formol

10%.

Diagnostico Molecular

O DNA gendmico de cada tecido coletado foi extraido, utilizando o kit DNeasy Tissue &
Blood (QIAGEN®). A concentragdo e qualidade das amostras de DNA foram obtidas por
espectrofotometria (Biodrop® Denville Scientific Inc. Holliston, MA 01746). A viabilidade do
DNA extraido foi atestada por meio da Reacdo da Cadeia em Polimerase convencional (CPCR),
usando os oligonucleotideos IRBP F (5 TCC AAC ACC ACC ACT GAG ATC TGG AC 3°)
e IRBP R (5 GTG AGG AAG AAA TCG GAC TGG CC 3’) que amplificam uma sequéncia

de 227 pares de bases (pb) do gene que codifica a proteina de ligagdo, a retindides inter-
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fotorreceptores, de acordo com Ferreira et al. (2010). Em seguida as amostras de DNA foram
submetidas a uma cPCR de triagem para a deteccdo de Leishmania spp., utilizando os
oligonucleotideos RV1 (5 CTT TTC TGG TCC CGC GGG TAG G 3*) e RV2 (5 CCA CCT
GGG CTA TTT TAC ACC A 3’), que amplificam um fragmento de 145 pb presente no
cinetoplasto (kDNA), de acordo com Bigeli et al. (2012).

As amostras de medula 6ssea positivas na cPCR do kDNA foram entdo, submetidas a
uma PCR em tempo real - nested PCR para L. infantum (Ln-PCR) do gene SSU18S rRNA, com
os oligonucleotideos R221 (5 GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3°), R332 (5° GGC CGG
TAA AGG CCG AAT AG 3’°) e R332 (5 GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG 3") para a
primeira reagdo (603 pb) e R223 (5 TCC CAT CGC AAC CTC GGT T 3’) e R333 (5’ AAA
GCG GGC GCG GTG CTG 3’°) e R333 (5" AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3°) para a
segunda reacdo (350 pb), conforme Castro et al. (2020).

Todas as reacOes foram realizadas em termociclador (Gene Amp PCR System 9600,
Applied Biosystems®, Foster City, CA), e os produtos de PCR foram visualizados através de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Kasvi®, Brasil) corado com GelRed Nucleic Acid Stain
(Biotium®, EUA). Para sequenciamento, os produtos amplificados pela Ln-PCR foram
purificados usando o kit ExoSAP-IT (Qiagen®, EUA) e processados em plataforma Big Dye
(versdo 3.1, Applied Biosystems®, EUA). As sequéncias obtidas foram analisadas pela
ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e comparadas com sequéncias
homologas depositadas no GenBank, permitindo a identificagdo precisa das espécies de

Leishmania.

Hematologia e bioguimica
Os tubos contendo as amostras sanguineas foram armazenados sob refrigeracéo,

permanecendo até o inicio das analises laboratoriais. Para as andlises bioquimicas, foram
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determinadas as concentracdes séricas de fosfatase alcalina (FA), transaminase piravica (TGP),
transaminase oxalacética (TGO), ureia, creatinina, albumina e proteinas totais, utilizando
andlise espectrofotométrica (Brasmed®, Brasil) e Kits comerciais Biotech® e Gold®. Os
valores de globulina foram calculados como a diferenca entre as proteinas totais e os niveis de
albumina (CASTRO et al., 2012).

As andlises hematoldgicas incluiram o hemograma completo para avaliacdo de
leucacitos (Le), hemécias (He), hemoglobina (Hb), volume globular (VG), volume corpuscular
médio (VCM), concentracdo corpuscular média de hemoglobina (CCMH) e plaquetas. E a
contagem celular foi realizada manualmente, utilizando a técnica de macrodilui¢cdo em solucdo
diluente especifica e a cAmara de Neubauer. Para a contagem de leucdcitos, utilizou-se a
solucdo de Turk, enquanto a solucdo de NaCl a 0,9% foi empregada para as hemaécias. A técnica
de esfregaco sanguineo foi aplicada para a diferenciacdo e contagem especifica de leucécitos.
Os resultados hematoldgicos e bioquimicos foram apresentados por meio de estatistica

descritiva, incluindo média * desvio padrédo, além dos valores minimo e maximo observados.

Analise histopatoldgica

Os tecidos fixados em formol a 10% foram clivados em fragmentos de 3 mm a 5 mm,
acondicionados em cassetes e encaminhados ao Centro Técnico Histopatoldgico de Curitiba
para 0 preparo e coloragdo das laminas com Hematoxilina e Eosina (HE). As laminas
histologicas foram analisadas na Universidade Catolica Dom Bosco em Campo Grande-MS,
utilizando-se o microscopio optico composto de luz Carl Zeiss Microscopy GmbH (MOC)
modelo Axio Scope Al e capturadas com o auxilio do software Zen. As imagens dos tecidos
foram fotografadas por uma camera colorida Axiocam 503 acoplada ao MOC.

Rins, figado, musculoesquelético, baco, linfonodos e pele foram analisados

individualmente e as alteragdes classificadas em regressivas, circulatdrias, inflamatorias e de
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reparo (BINKOWSKI 2013). Foi investigada a presenga de formas amastigotas de Leishmania
spp. em baco, linfonodos e pele. A intensidade das alteragdes, foram classificadas em ausente

(0) leve (focal-1), moderada (multifocal a coalescente-2) ou intensa (extensiva-3).

RESULTADOS

Foram capturados em seis diferentes areas localizadas no municipio de Campo Grande
- MS, um total de 23 gambés-de-orelha-branca. No exame fisico desses 23 animais, ndo foram
constatados sinais clinicos caracteristicos da infec¢éo por Leishmania spp.

Foi detectado pelo KDNA, o DNA de Leishmania spp. em 22 dos 23 (95,6%) animais
amostrados. E o teste molecular dos diferentes tecidos, demonstrou que as maiores taxas de
positividade ocorreram nos érgdos linfoides: medula 6ssea e baco (Tabela 1). Dos animais
amostrados, 11 espécimes apresentaram positividade na pele, e os mesmos 11 individuos

apresentaram também DNA de Leishmania spp. em 6rgéos linfoides.
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O resultado do teste molecular dos diferentes tecidos, esta demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Resultado do teste molecular (KDNA - RV1/RV2) para Leishmania spp. em
diferentes tecidos de gambéa-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) (n=23) amostrados em
Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Os resultados estdo expressos pelo nimero de animais
positivos para Leishmania spp., seguido pelo percentual de positividade.

TECIDO INDIVIDUOS POSITIVOS
Medula 6ssea 19 (83%)
Baco 16 (70%)
Figado 13 (57%)
Pele 11 (48%)

A sequéncia obtida na Ln-PCR do animal UCDB 580 (acesso GenBank PQ095891),
quando comparada a sequéncia de L. infantum depositada no GenBank XR_ 001203206,
mostrou uma cobertura de 99% e uma identidade de 100%.

As analises hematimétricas ou valores hematoldgicos gerais encontrados nos animais
amostrados estdo expressos ou apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos parametros hematoldgicos de 23 gambéas-de-orelha-
branca (Didelphis albiventris) capturados em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. (He:
Hemécias; VG: Volume Globular; Hemoglobina; VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM:

Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média).

PARAMETRO  MEDIA (mm3) DESVIO PADRAO  MIN. MAX.
He (g/dL) 3 1,57 1.200.000  7.080.000
VG (%) 35 5,86 23 46
Hemoglobina (g/dL) 9,35 3,26 5,50 19,90
VCM (fL) 140,97 73,64 11,70 333,3
CHCM (g/dL) 335,87 404,31 17,70 2.029
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Os valores médios e desvio padrdo do leucograma dos 23 animais amostrados estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Média e desvio padrdo dos parametros do leucograma de 23 gambas-de-

orelha-branca (Didelphis albiventris) capturados em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. (Le:

contagem total de leucdcitos; Neutrofilos; Linfécitos; Mondcitos; Eosinofilos; Basofilos).

LEUCOGRAMA MEDIA (mm3) DESVIO PADRAO  MIN. MAX.
Le (10x3/mm?3) 8,95 4,84 1.500 18.900
Neutréfilo (10x3/mm?®) 4,48 3,23 90 13.608
Linfocito (10x%/mm?3) 3,50 2,67 525 13.160
Mondcito (10x3/mmd) 0,01 0,05 0 254
Eosindfilo (10x3/mmd) 0,75 0,80 0 3.360
Basofilo (10x3/mm?) 0,11 0,21 0 752

A analise descritiva exploratoria dos resultados da série branca mostrou valores que

diferiram significativamente (outliers) para linfécitos, mondcitos e baséfilos (Figura 2).
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Figura 2: Outliers encontrados para linfécitos, mondcitos e basofilos de gambas-de-orelha-

branca (Didelphis albiventris) capturados em Campo Grande, MS.

O resultado dos testes de bioquimica sérica dos animais esta demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Média e desvio padrdo dos parametros bioquimicos séricos de 23 gambéas-de-orelha-

branca (Didelphis albiventris) capturados em Campo Grande, Mato Grosso do Sul. (TGP:

Transaminase Piravica; TGO: Transaminase Oxalacética; FA: Fosfatase Alcalina; CK:

Creatine Kinase (creatina quinase); PT: Proteina Total; ALB: Albumina).

ENZIMAS MEDIA F?A'\ES;{/ "&% MIiN MAX.
TGP (UI/L) 34,56 19,68 6 73
TGO (UI/L) 234,82 114,9 50 445
FA (UI/L) 282,26 350,5 102 1.650
CREATININA (umol/L) 2,58 1,34 0,40 5,10
UREIA (mmol/L) 104,56 100,11 6 410
CK (U/L) 4.883,34 2.444,74 218 9.559
PT (g/dL) 4,68 2,43 0,10 9
ALB (g/dL) 1,94 0,99 0,90 5,50
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A andlise descritiva exploratoria dos resultados dos parametros bioquimicos mostrou
valores que diferiram significativamente (outliers) para proteinas totais, alboumina, fosfatase

alcalina e ureia (Figura 3).

FA value mean: 282.26 sd: 350.51 UREIA value mean: 104.57 sd: 100.12
5

300
1
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1
«| °

_
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Figura 3: Outliers encontrados para PT (proteinas totais), TGO (Transaminase Oxalacética),
FA (Fosfatase Alcalina) e Ureia de gambas-de-orelha-branca (Didelphis albiventris) capturados
em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

De um modo geral, as alteracBes histopatoldgicas nos tecidos analisados foram leves e
discretas. No baco, linfonodos e pele ndo foram encontradas alteracbes sugestivas de
leishmaniose, também nédo foram encontradas formas amastigotas nos tecidos. No figado, foi
detectado a presenca de alguns hepatdcitos com vacuolizacdo (hidropica e gordurosa), e
presenca de pequenos focos de células inflamatérias do infiltrado misto, em espacgo-porta
(Figura 4). E no rim, o resultado revelou presenca de pouca quantidade de material proteico
fibrilar no interior de alguns tabulos e glomérulo, e vacuolizacdo de células epiteliais de alguns
tibulos renais (Figura 5). No tecido muscular esquelético ndo foram observadas alteracdes

histopatologicas.
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Figura 4: Fotomicrografia de figado de gambéa-de-orelha-branca mostrando hepatdcitos com
vacuolizagdo gordurosa (seta amarela), e presenca de pequenos focos de células inflamatorias
do infiltrado misto, em espaco-porta (seta verde). Coloracdo de Hematoxilina e eosina.



213
214

215
216
217

218
219

220
221

222

223

224

225

226

227

228

43

Figura 5: Fotomicrografia de rim de gamba-de-orelha-branca mostrando presenca de pouca

quantidade de material proteico fibrilar no interior de alguns tabulos renais (seta vermelha) e
glomérulo (seta amarela) e vacuolizagdo de células epiteliais de alguns tabulos renais (seta
verde). Coloracéo de Hematoxilina e eosina.

DISCUSSAO

Os resultados moleculares mostraram positividade em 95,6% dos animais amostrados,
indicando que os gambas-de-orelha-branca que vivem em fragmentos florestais urbanos de
Campo Grande estdo sendo afetados pelo cenario epidemiolégico da leishmaniose visceral. A
positividade de DNA de Leishmania spp. na pele de 11 gambas-de-orelha-branca demonstra
que esses animais possivelmente atuam como hospedeiros finais e colaborando com o ciclo.

Observou-se neste estudo, que a presenca do DNA de L. infantum foi predominante no
baco e na medula déssea, 0 que era esperado, devido a preferéncia do parasito por tecidos

linfoides para coloniza¢do e multiplicacdo (MAIA et al., 2009). A presenca do DNA de
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Leishmania detectada em medula Ossea reforca a eficicia deste tecido para diagndstico
molecular. Esse achado, contrasta com o relato de alguns estudos como o de Solano-Gallego et
al. (2004), que consideram a medula 6ssea menos adequada para PCR, possivelmente devido a
menor carga parasitaria presente na medula 6ssea ou a distribuicdo do parasito em outros
tecidos.

A auséncia de amastigotas e de alteracBes histopatoldgicas caracteristicas como
granulomas, observadas com frequéncia no cdo, humanos e modelo murino (SANTANA et al.,
2008; ROQUE et al., 2010), sugere que o D. albiventris ndo seja um hospedeiro adequado para
o0 desenvolvimento de L. infantum. Estudos murinos indicam que a formacao de granulomas é
fundamental no controle da infec¢do, fendbmeno aparentemente ausente nos gambas analisados,
ponderando dessa forma ser uma resposta imunoldgica ainda desconhecida (ENGWERDA e
KAYE, 2000; STANLEY e ENGWERDA, 2007; HERMIDA et al., 2018).

Os outliers encontrados para algumas células da série branca, como linfcitos,
monacitos e basofilos, bem como para algumas enzimas séricas como PT, ALB, FA e ureia,
estdo dentro da normalidade, uma vez que dentro de um grupo ou populacao, existem enormes
variacOes individuais. Considerou-se entdo, que para obter uma analise robusta dos resultados
hematoldgicos e bioguimicos, 0 nimero amostral deveria ser maior, ou seja, ter uma quantidade
suficiente de amostras para retirar 0s outliers das analises estatisticas.

Os resultados do presente estudo mostraram leucopenia em varios animais, diferindo do
reportado por Nantes et al. (2019), que observaram leucocitose em infec¢es naturais em D.
albiventris com Leishmania spp. Essa discrepancia pode estar relacionada ao fato de os animais
estarem igualmente infectados naturalmente com as espécies de tripanosomatideos, interferindo
no estado de salde dos gambas, ou mesmo outros fatores ambientais, o que pode refletir em um
quadro de imunossupressdo associada a infeccdo por Leishmania spp., tornando-os mais

suscetiveis a infec¢Bes secundarias.
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A comparagdo com parametros de outros estudos, sugere uma variabilidade que pode
estar relacionada a diferencas na dieta, habitats e as condigdes de saude geral dos animais,
reforcando a importancia de estudos locais mais aprofundados, para a compreenséo de tais
variagdes e sua influéncia sobre a satde dos mesmos (CASAGRANDE et al. 2009; NANTES
etal., 2021; OROZCO, 2022).

Como ndo foram observadas alteracBes hepéticas e renais significativas na
histopatologia de amostras de D. albiventris, capturados em fragmentos florestais de Campo
Grande, pode-se entéo, considerar que os valores aparentemente elevados de FA, TGO, ureia e
creatinina sejam apenas por fatores fisiol6gicos, ou que possivelmente esse aumento na resposta
enzimatica possa ser um indicador precoce de estresse hepatico e renal antes de manifestagdes

clinicas mais evidentes (LIMA et al., 2014; NDREPEPA, 2021; ALVIM et al., 2022).

CONCLUSAO

Evidenciou-se com este estudo, que a infeccdo por Leishmania spp. em gambas-de-
orelha-branca (Didelphis albiventris) ndo resultou em alterac6es significativas nos parametros
hematoldgicos, bioquimicos e patoldgicos, demonstrando que esta espécie de marsupial possa
ter alguns mecanismaos fisiologicos que estariam controlando o parasitismo. Como ndo foram
visualizadas formas amastigotas nos tecidos, apenas DNA de L. infantum, pode-se hipotetizar
que esta espécie de marsupial possa ter participacdo na epidemiologia das leishmanioses como

hospedeiro final.
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