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RESUMO
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Programa de Pés-Graduagao em Bioquimica
Universidade Federal do Pampa

IDENTIFICACAO MOLECULAR E AVALIACAO CLINICA, BIOQUIMICA E
HEMATOLOGICA EM EQUINOS E CANINOS COM LEISHMANIOSE

Autora: Taiane Acunha Escobar
Orientadora: Vanusa Manfredini
Co-orientadora: Irina Libeck
Data e local da defesa: Uruguaiana, 31 de outubro de 2019.

A leishmaniose é uma enfermidade parasitaria infeciosa, de transmissdo vetorial,
causada pelos protozoarios do género Leishmania. Acomete diversas espécies
vertebradas, sendo o cdo, o principal reservatério urbano. Os equinos, especialmente em
contato com reservatérios ou vetores, podem ser infectados. Frente a situacdo
epidemioldgica da leishmaniose visceral (LV) em Uruguaiana, fronteira oeste do Rio
Grande do Sul, a qual é classificada como area de transmissdo da enfermidade, o
presente estudo teve finalidade de realizar a identificacdo molecular das espécies de
Leishmania em caninos e equinos, bem como avaliar sinais clinicos, alteracdes
hematoldgicas, bioquimicas e de estresse oxidativo dos animais infectados. Participaram
do experimento 127 animais (98 equinos e 29 caninos), de ambos 0s sexos com ragas e
idades variadas, entre novembro de 2016 e setembro de 2017, de regides urbanas e
periurbanas do municipio. Foi realizada anamnese e 0s animais foram submetidos a
avaliacdo clinica e coleta de sangue periférico. O diagndstico molecular, empregando
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foi realizado apés extracdo de DNA do
sangue, com dois pares de iniciadores: RV1/RV2 — os quais hibridizam a regido LT1 do
KDNA gerando um amplicon de 145 pb; e os iniciadores L5.8SR/LITSV — especificos
para a regido ITS2 do DNA ribossomal, gerando um amplicon de 750 pb. Estes
amplicons tiveram sua sequéncia determinada, a qual foi posteriormente utilizada para
inferéncia filogenética. As alteracdes hematoldgicas e bioquimicas foram avaliadas com
analisador hematologico (Sysmex KX-21N), contagem diferencial em laminas de
esfregaco e analisador bioquimico (Wiener CM 200) com Kkits comerciais Bioclin -
Quibasa. O dano oxidativo foi mensurado pelo emprego das técnicas de Peroxidagdo

lipidica e carbonilacdo de proteinas. O diagnostico molecular identificou 14 equinos e



15 caninos infectados por Leishmania spp.. Destes, foram determinadas as sequéncias
obtidas nos amplicons oriundos de 11 equinos e 14 caninos. A caracterizacdo molecular
revelou similaridade com: Leishmania infantum/ Leishmania chagasi, Leishmania
donovani e Leishmania major. As principais alteracbes clinicas e hematoldgicas
encontradas foram: lesGes de pele, nddulos, linfadenopatia, reducdo da quantidade de
hemécias e hematocrito, além de aumento da ureia em equinos. Nos cdes, observou-se
uma diminuicdo na quantidade de hemacias e linfocitose. N&o foram observadas
alteracdes nos marcadores de estresse oxidativo. Este trabalho foi pioneiro na
identificacdo e caracterizacdo de Leishmania spp. circulantes na regido da fronteira
oeste do Rio Grande do Sul, ap6s a classificacdo desta area como local de transmissao
da LV. Também, foram iniciadas as investigacdes sobre a infec¢do por Leishmania e a
avaliacdo das alteraces clinicas, hematoldgicas, bioguimicas e de estresse oxidativo em
equinos provenientes de areas com LVC no municipio. Pesquisas devem ser
intensificadas para reconhecer os diferentes hospedeiros e suas alteracoes clinicas, bem
como aprimorar as técnicas de identificacdo e caracterizagdo das espécies infectantes na
regido, que representa fundamental importancia epidemioldgica considerando a
localizagdo, Brasil/Uruguai/Argentina, para entdo reavaliar-se as medidas de controle e

prevencédo da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina. Leishmaniose equina. Doencas

Parasitarias. Métodos de Diagndstico. PCR.
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Leishmaniosis is a vector-borne infectious parasitic disease, caused by Leishmania
protozoa. It affects several vertebrate species, being the dog as the main urban reservoir.
Equines can also be infected, especially when in contact with reservoirs or vectors in
endemic areas. In view of the epidemiological situation of visceral leishmaniosis (VL)
in Uruguaiana, western border of Rio Grande do Sul, as the transmission area, this study
was carried out to perform molecular identification of Leishmania sp. in canines and
equines, as well as to evaluate clinical signs, haematological, biochemical and oxidative
stress disorders of infected animals. A total of 127 animals (98 horses and 29 canines)
of both genders with different breeds and ages, in the period ranging from November
2016 to September 2017, present either in urban and suburbs areas of the municipality,
participated in the experiment. Anamnesis was performed and the animals underwent
clinical evaluation and peripheral blood collection. The molecular diagnosis was
performed using Polymerase Chain Reaction (PCR) with DNA isolated from blood
samples, with two primer pairs: RV1 / RV2 - which hybridizes to KDNA LT1 region
(amplicon of 145 bp); and the L5.8SR / LITSV primers - specific for the 750 bp
ribosomal DNA ITS2 region. These amplicons had their sequences determined and used
for phylogenetic inference. Haematological and biochemical changes were assessed
with hematology analyzer (Sysmex KX-21N), differential smear slide count and
biochemical analyzer (Wiener CM 200) with commercial Bioclin - Quibasa kits. Lipid
peroxidation and protein carbonylation techniques were employed for oxidative damage

analysis. Molecular diagnosis identified 14 horses and 15 canines infected by



Leishmania spp.. From these, the amplicons obtained from 11 horses and 14 canines
were determined. Molecular characterization revealed similarity with: Leishmania
infantum / Leishmania chagasi, Leishmania donovani and Leishmania major. The main
clinical and haematological disorders were: skin lesions, nodules, lymphadenopathy, red
blood cells and hematocrit decrease, and increase of urea in horses. In dogs, there were
a decrease in the amount of red blood cells and lymphocytosis. No changes in oxidative
stress markers were observed. This work pioneered the identification and
characterization of Leishmania spp. circulating in the western border region of Rio
Grande do Sul, after identifying this area as the transmission area for VL. In addition,
investigations into the Leishmania infection and the evaluation of clinical,
hematological, biochemical and oxidative stress alterations in horses from areas with
CVL in the municipality were initiated. Research should be intensified to recognize the
different hosts and their clinical alterations, as well as to improve the identification and
characterization techniques of the infecting species in the region, which represents
fundamental epidemiological importance considering the location, Brazil / Uruguay /
Argentina, in order to re-evaluate the measures of control and prevention of

leishmaniosis.

Keywords: Canine visceral leishmaniosis. Equine leishmaniosis. Parasitic Disease.

Diagnostic Methods. Infection.
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APRESENTACAO

A presente Tese estd dividida em trés Capitulos. No Capitulo | encontram-se:
INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA, OBJETIVOS e METODOLOGIA
GERAL. O Capitulo Il representa a integra deste estudo com as se¢des INTRODUCAO,
MATERIAL E METODOS, RESULTADOS e DISCUSSAO, CONCLUSOES e suas
respectivas REFERENCIAS apresentadas sob a forma de dois artigos cientificos publicados
nos periddicos Transboundary and Emerging Diseases e BMC Veterinary Research. As
secdes, DISCUSSAO GERAL, CONSIDERAC}()ES FINAIS, PERSPECTIVAS PARA O
ESTUDO, REFERENCIAS GERAIS e ANEXOS encontram-se no Capitulo 111, sendo

apresentadas nas referéncias gerais somente as citacdes do Capitulo I.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo enfermidades de transmissdo vetorial e integram o grupo de
doencas infecciosas negligenciadas, uma vez que ocorrem em paises pobres,
subdesenvolvidos e atingem as popula¢es mais vulneraveis e com dificil acesso aos servi¢os
de satde (OrAs, 2019). Sao causadas por protozodrios, parasitos intracelulares obrigatérios do
género Leishmania, consideradas cronicas, graves, e potencialmente fatais para o homem
guando ndo se institui o tratamento adequado (PAHO, 2017b).

A leishmaniose visceral (LV) representa um grave problema de satde publica, devido
a sua magnitude e complexidade clinica, bioldgica e epidemioldgica. Por se tratar de uma
doenca negligenciada, requer um esforco coletivo e um compromisso compartilhado entre os
governos, as organizacOes, as instituicbes e a sociedade para seu controle (PAHO, 2017a; b).
Estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco de infec¢do e doenca e 12
milhes de pessoas infectadas, com incidéncia anual de 200.000 a 400.000 casos. E uma
zoonose endémica distribuida em mais de 98 paises, nos trépicos, subtropicos e mediterrano.
Nas Ameéricas, a LV é endémica em 12 paises, no periodo entre 2001 a 2017 foram
registrados 59.769 casos novos, resultando em uma média anual de 3.516 casos. Destes, 96%
(57.582) foram reportados pelo Brasil, o qual esta entre os 10 paises com o maior nimero dos
casos de leishmaniose cuténea (LC) e LV no ranking mundial (AKHOUNDI et al., 2016; PAHO,
2017b).

As areas de fronteiras estdo recebendo atencdo especial da Organizacdo Pan-
Americana de Salde, principalmente, nos aspectos epidemioldgicos das leishmanioses, uma
vez que muitos paises compartilham entre si 0s casos, ambientes, espécies de parasitos,
vetores e reservatorios (PAHO, 2017a). No Brasil, se observa uma gradativa expansdo da
enfermidade, antes restrita as zonas rurais do nordeste, que foram se expandindo para outras
regidbes com rapida urbanizagdo, devido a grande capacidade de adaptacdo do vetor a
ambientes distintos (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; WERNECK, 2010).

Até 2008, ndo havia relatos de ocorréncia no Rio Grande do Sul, no entanto, os
primeiros casos autoctones da leishmaniose visceral canina (LVC) foram notificados neste
ano, assim como o primeiro registro do vetor. Em humanos, o primeiro diagnostico ocorreu
em 2009, tornando o estado do Rio Grande do Sul uma area de transmissdo desse agravo
(DEBONI; BARBOSA; RAMOS, 2011). O municipio de Uruguaiana, na fronteira oeste, foi
classificado como area de transmissdo da LVC, com notificacbes de animais e humanos

infectados e presenca do vetor (DEBONI; BARBOSA; RAMOS, 2011). A enfermidade até entdo
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era desconhecida na regido, e ndo havia entendimento de quais fatores estariam relacionados
com o inicio da transmissdo entre cdes no municipio. Entretanto, a ampla disseminacéo da
infeccdo em todos os bairros da area urbana, impossibilitou a identificacdo de quais fatores de
risco foram predisponentes a instalacdo e permanéncia do vetor (ESCOBAR et al., 2018).

O cdo é o principal reservatorio e hospedeiro doméstico no ciclo de transmisséo, seu
papel é considerado fundamental para a expansdo da doenca em &reas endémicas (OTRANTO
et al., 2017). A incidéncia em humanos esta relacionada com a presenca do cdo, que pode
promover a manutencdo da infeccdo interespecifica devido a proximidade entre as duas
espécies, aumentando o risco de infeccdo para 0 homem (AsSHFORD, 1996). Além dos seres
humanos e cdes, ja foi identificada infeccdo por protozoarios do género Leishmania em
diversos mamiferos, incluindo primatas, marsupiais, edentados, roedores e equinos (DE
ARAUJO et al., 2013; MALTA et al., 2010; PAPADOGIANNAKIS et al., 2010; SANTIAGO et al.,
2007; SOARES et al., 2013).

Na Europa, existem descri¢cGes de equinos infectados por L. infantum na Grécia, em
Portugal, Espanha e Alemanha (KouAwm et al., 2010; ROLAO et al., 2005; SOLANO-GALLEGO
et al., 2003; KOEHLER et al., 2002). No Brasil, foram detectados anticorpos anti-Leishmania
(FEITOSA et al., 2012) e presenca de parasitos por meio de técnicas soroldgicas e moleculares,
com possivel infeccdo mista causada por L. infantum e L. braziliensis em equinos
provenientes de regides endémicas de Minas Gerais (SOARES et al., 2013). Na regido sul do
Brasil, no estado do Parand houve relatos de infeccdo por L. braziliensis em equinos
(TRuPPEL et al., 2014). As evidéncias de que equinos de areas endémicas para LVC e
leishmaniose visceral humana (LVH), sdo capazes de se infectar com Leishmania sp.,
reforcam a importancia da investigacdo da espécie, que atua como fonte de alimentacdo para
0s vetores ou participante do ciclo epidemiolégico (MUKHTAR et al., 2000; RoLAO et al.,
2005).

Deste modo, considerando a predisposicdo de infeccdo da espécie equina por
protozoarios do género Leishmania sp. em regibes endémicas, surgiram questionamentos
sobre a ocorréncia de infeccdo nessa espécie no Rio Grande do Sul, em uma regido de
fronteira com dois paises (Argentina e Uruguai) em que h& notificagdo de casos humanos e
caninos. O presente estudo teve finalidade de realizar a identificagdo molecular das espécies
de Leishmania em caninos e equinos, bem como avaliar sinais clinicos, alteracbes
hematoldgicas, bioquimicas e de estresse oxidativo dos animais infectados no municipio de

Uruguaiana fronteira oeste do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Os Protozoarios do género Leishmania

Nos primordios do século XIX, os pesquisadores Cunningham, Borovsky, Leishman,
Donovan, Wright, Lindenberg e Vianna, identificaram, em estudos independentes, os
parasitos causadores das leishmanioses. Ronald Ross nomeou o protozoario de Leishmania.
Em 1904, Cathoire e Laveran encontraram 0 parasito em criancas com anemia esplénica.
Nicole nomeou esta espécie como Leishmania infantum, devido ao diagnostico da
enfermidade em uma crianga (WHo, 2010). No Brasil, Carini e Paranhos (1909a e 1909b)
identificaram Leishmania em lesdes mucosas de pacientes em 1909, em uma regido no Mato
Grosso onde estava sendo construida uma estrada de ferro. Nos anos seguintes, foram
encontrados os parasitos em diferentes regides do mundo (Asia, India e Palestina) com
distintas caracteristicas clinicas e geograficas (WHo, 2010). Entretanto, recentemente foram
encontradas descri¢bes primitivas da doenca em escritos antigos datando 2.500 a.C, e
descobertas moleculares recentes de material arqueoldgico da mesma época (AKHOUNDI et
al., 2016).

Os parasitos Leishmania pertencem ao Reino Protozoa (Haeckel, 1866), Classe
Kinetoplastida (Honigberg, 1963 emend. Vickerman, 1976), Subclasse Metakinetoplastina
(Vickerman, 2004), Ordem Trypanosomatida (Kent, 1880), Familia Trypanosomatidae
(Doflein, 1901), Subfamilia Leishmaniinae (Maslov e Lukes 2012) e Género Leishmania
(Ross, 1903) (AKHOUNDI et al., 2016).

E um género de protozoarios que possui, reconhecidamente, grande nimero de
espécies descritas com elevada variabilidade comprovada nas analises filogenéticas
(CupoLILLO; BoOITE; PORROZZI, 2014). Desde a primeira descricdo do género Leishmania, o
namero de espécies tem variado, com muitas sendo descritas e algumas sendo consideradas
sinonimias. Contudo, todas, sdo parasitos heteroxénicos, agentes etiologicos de uma ampla
variedade de sindromes clinicas com formas viscerais, cutaneas (que podem evoluir para
formas metastaticas) e infecgdo da mucosa orofaringea em hospedeiros humanos (CUPOLILLO;
BoITE; PORROZZI, 2014).

O género Leishmania compreende aproximadamente 53 espécies (desconsiderando 0s
sinbnimos), as quais sdo divididas em subgéneros e complexos: Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania, Leishmania enriettii e Paraleishmania (Figura 1). Destas, 31 espécies sdo
conhecidas como parasitos de mamiferos (AKHOUNDI et al., 2016). Nas Américas, 15 dos 22
tipos patogénicos de Leishmania foram identificados em seres humanos (PAHO, 2017b).

Devido a diversidade genética desse género, as primeiras classificagdes eram baseadas
em caracteres extrinsecos, e datam do periodo entre 1916 e 1961. Atualmente, uma nova
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classificacdo foi proposta com base em dados moleculares combinados, que dividem as
espécies em duas principais linhagens filogenéticas (Figura 1), chamadas de Euleishmania e
Paraleishmania (AKHOUNDI et al., 2016). A secdo Euleishmania compreende quatro
Subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Leishmania enriettii. A secao
Paraleishmania inclui L. hertigi, L. deanei, L. herreri, L. equatorensis e L. colombiensis, bem
como o antigo Género Endotrypanum. Deste grupo, apenas L. colombiensis foi considerado
patogénico para humanos (AKHOUNDI et al., 2016; CuPOLILLO et al., 2000).

O Subgénero Leishmania subdivide-se em complexos, as espécies L. donovani, L.
infantum, L. chagasi e L. arcchibaldi estdo reunidas no Complexo L. donovani (LUKES et al.,
2007). Neste grupo estdo incluidas as espécies que circulam nas Américas, Africa, Asia e
Europa, o que justifica as referéncias desse Subgénero como do Novo e do Velho mundo,
conforme a regido geografica ao qual sdo observadas (CuPOLILLO; BOITE; PORROZzI, 2014).
Existe uma notavel similaridade genética entre as espécies L. infantum e L. chagasi. O status
da espécie L. chagasi esta sob discussao, pois se concluiu que no Novo Mundo, essa espécie é
a mesma que L. infantum, sendo identificada por L. infantum (L. chagasi) indicando a
possivel migracdo da enfermidade de paises europeus, onde o protozoario é L. infantum, para
as Américas, que é usualmente referida como L. chagasi (KuHLs et al., 2007; KUHLS et al.,
2011).

O Subgénero Viannia foi encontrado somente nas Ameéricas e corresponde a maioria
das espécies referidas ao Novo Mundo variando enormemente em seu grau de diversidade
(CupoLILLO; BOITE; PORROZZI, 2014).

O complexo de L. enriettii e os parasitos relacionados formam um grupo monofilético
gue muito provavelmente representa um novo Subgénero, L. martiniquensis foi descrito em
2014 como um agente causador de doencas humanas. Em 2015, introduziram-se espécies nao
identificadas de Leishmania em casos humanos em Gana (AKHOUNDI et al., 2016).

O Subgénero Sauroleishmania € uma excecdo, seus hospedeiros vertebrados sdo 0s
répteis, apesar disso, estd intimamente relacionado com o Subgénero Leishmania,
compartilhando um ancestral comum. Existem 19 espécies descritas e duas sem
nomenclatura, restritas ao velho mundo, na Asia e na Africa (COUGHLAN et al., 2017).

O Género Endotrypanum pertencente ao grupo Paraleishmania e é conhecido como
um parasito de preguicas que é transmitido por espécies de Lutzomyia nas Américas Central e
do Sul. Esses parasitos sdo encontrados nos eritrocitos de preguicas Choloepus e Bradypus.
Apenas duas espécies, E. schaudinni e E. monterogeii, foram descritas neste Género (FRANCO
et al., 2000).



Figura 1 - Classificacdo das espécies de Leishmania
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2.2 Aspectos estruturais dos Parasitos do Género Leishmania
Os protozoarios do Género Leishmania sdo parasitos hemoflagelados intracelulares
com reproducdo por divisdo binaria. Apresentam ciclo digenético com duas formas principais

distintas: promastigota e amastigota (Figura 2).

Figura 2 - Microscopia eletronica de transmissdo: Formas Promastigotas e Amastigotas de
Leishmania.

Promastigotas de Leishmania (V.) brazilie ici eta em cultura
axénica. Uma delas apresenta dois nGcleos (N), indicando inicio de divisdo celular. B —
Amastigotas de Leishmania (L.) amazonensis intracelulares com morfologia arredondada, flagelo
(F) curto localizado na bolsa flagelar, nicleo (N) e cinetoplasto (K). Fonte: Silva et al. (2014)

A forma promastigota (Figura 2A) ocorre no tubo digestorio do inseto vetor, mede
entre 16 a 40 um de comprimento e 1,5 a 3 um de largura, possui flagelo que se origina no
corpo basal do cinetoplasto e emerge na extremidade anterior celular, permitindo sua
mobilidade no intestino do inseto. No hospedeiro invertebrado, o parasito apresenta duas fases
de desenvolvimento. A fase promastigota prociclica, com morfologia celular alongada e
flagelo habitualmente mais curto que o corpo celular e a fase promastigota metaciclica, com
estrutura celular relativamente curta e arredondada e flagelo longo (duas a trés vezes maiores
gue o corpo celular) e grande mobilidade. Esta ultima é a fase final do desenvolvimento do
protozodario no inseto vetor e a forma infectante que serd inoculada no hospedeiro vertebrado
(OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005; SILVA et al., 2014).

A forma amastigota (Figura 2B) é intracelular obrigatoria das células do sistema
mononuclear fagocitario do hospedeiro mamifero, o tamanho varia de acordo com a espécie,
medindo entre 1,5 a 3 um x 3,6 a 5 um de diametro. Sdo ovoides ou esféricos, com flagelo
curto e interiorizado na bolsa flagelar, possuem o nucleo arredondado que ocupa

aproximadamente um terco do corpo do parasito. Sao providos de uma Unica mitocondria,
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com dupla membrana, distribuida pelo corpo celular que abriga o cinetoplasto na porcao
préxima a base do flagelo, em forma de bastonete (GONTIJ0; CARVALHO, 2003; SILVA et al.,
2014). O cinetoplasto é uma estrutura caracteristica dos protozoarios tripanossomatideos, e
possui 0 mais complexo DNA mitocondrial encontrado na natureza (AKHOUNDI et al., 2017;
LUKES et al., 2002).

Figura 3 - Organizacédo celular dos protozoarios tripamossomatideos

Vacuolo
contratil
Complexo
Bolsa de golgi
flagelar

Cinetoplasto

Glicossomo

Mitocondria

Acidocalcissomo

Fonte: Moreira (2010) Traduzido.

2.2.1 Genoma dos Parasitos do Género Leishmania

Os parasitos do género Leishmania possuem um genoma composto por dois DNAs
distintos (Figura 3), 0 DNA ribossomal ou nuclear e 0 DNA mitocondrial do cinetoplasto
(kDNA).
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O DNA ribossomal esté localizado no nucleo celular (Figura 2), apresenta as seguintes
regibes conservadas: SSU (Subunidade menor) e LSU (Subunidade maior) e regides
varidveis: ITS (Internal Transcribed Spacers), os espacadores transcritos internos, com alto
nivel de variacdo intra/interespecifica. Sdo extremamente utilizadas como marcadores
moleculares (Figura 4), com o emprego da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR).

Figura 4 - Organizacdo do locus do DNA ribossomal de Leishmania sp.

LITSR 5.858
g -
LS5.8S LTSV
L 1 ]
I T 1
300-350 bp 700-750 bp

Subunidades conservadas: SSU (subunidade menor) e LSU (subunidade maior) /
Subunidades variaveis: ITS1 e ITS2. Fonte: Lima (2010).

Todos os Kinetoplastidas flagelados possuem um Unico genoma mitocondrial
conhecido como DNA de cinetoplasto (KkDNA), que consiste em varios milhares de moléculas
de DNA ligadas entre si em uma rede concatenada, a qual compbe o cinetoplasto, e
corresponde entre 20% e 25% do DNA total. Os circulos de KDNA sdo de dois tipos: 0s maxi
circulos e os mini circulos (LUKES et al., 2002). Os maxicirculos codificam genes homologos
aos presentes no DNA mitocondrial de outros eucariotos. Possuem entre 20 e 50 cdpias por
células e geralmente tém intervalo de tamanho entre 20-40 kb, dependendo da espécie. Séo
considerados homogéneos nas sequéncias. Nos maxi circulos sdo codificadas subunidades do
sistema da cadeia respiratoria mitocondrial, uma subunidade ribossémica e duas subunidades
pequenas de rRNAs (12S e 9S). Em contraste com a maioria dos DNAs mitocondrias, 0
KDNA ndo codifica tRNAs (ALFONZO; THIEMANN; SIMPSON,1997; LUKES; HASHIMI; ZIROV,

2005). Os genes mais importantes dos maxi circulos sao brevemente descritos na Figura 5.
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Figura 5 - KDNA do maxi circulo e seu genes e fragmentos de cinco espécies de Leishmania:
L. major, L. donovani, L. amazonensis, L. braziliensis e L. tarentolae.
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Fonte: AKHOUNDI et al., (2017).

Os minicirculos compdem aproximadamente 95% do KDNA e codificam pequenas
moléculas de RNA, RNAs guia, que fornecem informacdes para edicdo de RNA de transcritos
codificados por maxicirculos (STUART et al., 2005). Os mini circulos contém
aproximadamente 10.000 copias por células, geralmente sdo quase idénticos em tamanho —
0,5 a 10 kb, dependendo da espécie, mas heterogéneos nas sequéncias (LUKES et al., 2002;
SILVA et al., 2014). Em todos os tripanossomatideos, aproximadamente 800 pb constituem o
mini circulo (Figura 6), sendo possivel identificar a presenga de uma regido variavel de 600
pb a 680 pb e uma regido conservada de 120 a 200 pb representadas na Figura 6 (CORTES,
2008; SIMPSON, 1987).

A regido variavel possibilita a distin¢do entre espécies e entre cepas (Figura 6). A
regido LT1 (fragmento com 145 pb) é especifica do complexo L. donovani (ALMEIDA et al.,
2013a; BIGELI; OLIVEIRA JUNIOR; TELES, 2012). Além disso, sdo utilizados iniciadores
intitulados "marcadores anénimos"”, estes sdo utilizados para a deteccdo e identificacdo de

Leishmania, mas ainda ndo sdo conhecidas as regides genéticas (AKHOUNDI et al., 2017).
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Figura 6 - Organizacgdo do mini circulo do KDNA de Leishmania spp.
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Diagrama esquematico da organizagdo do minicirculo de Leishmania spp. e localizagdo
dos marcadores para Leishmania sp.* e L. (L.) donovani?. Fonte: Gomes (2008).

A regido conservada do mini circulo do KDNA permite a diferenciacdo molecular ao
nivel de género e contém trés sequéncias de blocos conservados (conserved sequence blocks —
CSB): CSBel, CSB-Il e CSB-IlI (Figura 7), com comprimento variavel em todo o género
Leishmania (RAY, 1989).

Figura 7 - Mini circulos do KDNA de Leishmania e seus fragmentos das regides conservadas

— CBS (sequéncias de blocos conservados)

Leishmania Minicircle

o o, ~60bp
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Fonte: AKHOUNDI et al., (2017).
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2.3 Ciclo Biologico

Todos os membros do género Leishmania sdo parasitos heteroxénicos, sendo 0s
flebotomineos os hospedeiros invertebrados e os mamiferos e répteis os hospedeiros
vertebrados. Possuem ciclo digenético com duas formas distintas: promastigota nos
hospedeiros invertebrados e amastigota nos hospedeiros vertebrados (LAINSON; RYAN; SHAw,
1987).

No intestino dos vetores, durante o ciclo biolégico do parasito ocorre um processo
complexo envolvendo alteracdes comportamentais, morfoldgicas e bioquimicas, que diferem
entre as espécies de Leishmania (CORTES, 2008). A Figura 8 representa esquematicamente 0s
estagios do protozoario Leishmania sp. no tubo digestorio dos insetos vetores. As formas
amastigotas (1) inseridas no repasto sanguineo necessitam sobreviver a acdo das proteases
digestivas secretadas logo apds a ingestdo sanguinea. Entre dois e trés dias apds o repasto
sanguineo, estas formas, ja diferenciadas em promastigotas entram em contato com o tubo
digestorio depois da degradacdo da matriz peritrofica. Neste periodo geralmente séo
observadas as formas promastigotas prociclicas (2) e, posteriormente nectomonas (3). A partir
do segundo dia de transformacdo surgem as formas haptomonas (4), que se tornam
majoritarias no tubo digestério do quarto dia em diante. No terceiro dia, as formas
paramastigotas (5) surgem e se mantem em baixa concentracdo. Entre o quinto e o sétimo dia
apos a infeccdo, os parasitos migram para as partes bucais do flebotomineo. As formas
promastigotas metaciclicas (6), consideradas infectivas, surgem no quarto dia ap6s a infec¢éo
e se mantém sempre em baixa concentracdo em relacdo as demais formas promastigotas.
Porém, tais formas serdo encontradas principalmente na regido anterior do inseto, formando
um plug composto de um gel secretado de promastigotas na valvula estomodeal. Este plug
afeta a eficiéncia do repasto sanguineo, forcando o inseto a regurgitd-lo, com as formas
metaciclicas, na pele do hospedeiro vertebrado antes de se alimentar (TEMPONE; PITALUGA,
TRAUB-CSEKO, 2014).
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Figura 8 - Estagios do desenvolvimento de Leishmania sp. no tubo digestorio do flebotomineo

Fonte: TE|50N; PITALUGA; TRAUB-CSEKO (2014)

A perpetuacdo do ciclo biolégico e processo de transmissdo do protozoario ocorrem
por meio do repasto sanguineo. Os insetos vetores sdo infectados ao ingerir formas
amastigotas presentes nas células mononucleares fagocitarias parasitadas dos mamiferos
(Figura 9). Ap6s a ingestdo das formas amastigotas de Leishmania, as mesmas sao
direcionadas ao intestino médio, onde ocorre a diferenciagdo em formas promastigotas no
inseto vetor (Figura 8). Estas formas, com alta taxa de multiplicagdo no bolo alimentar,
possuem moléculas de lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie, que permitem a interagédo
com lectinas intestinais e, consequente, adesdo ao epitélio. A adesdo € importante, pois
garante o desenvolvimento completo do protozoéario, impedindo que seja eliminado junto com
o alimento, é uma etapa crucial na infeccdo dos flebotomineos pelas Leishmanias. Possibilita
a multiplicacdo e diferenciacdo das formas de Leishmanias e esta relacionada a
permissividade do vetor. Os parasitos incapazes de aderir ao epitélio intestinal do
flebotomineo serdo eliminados na excrecdo do bolo alimentar. Apos a fixacdo das formas
promastigotas, o parasito sofre metaciclogénese diferenciando-se até atingir a forma
promastigota metaciclica (Figura 8). Este processo perdura de 8 a 20 dias e é responsavel pela
geracdo das formas infectantes (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005; TEMPONE; PITALUGA;
TRAUB-CSEKO, 2014). Nesta fase ndo h& reproducdo, os parasitos perdem a capacidade de
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aderéncia ao epitélio digestorio, e migram para o esofago, faringe e probdscida, onde serdo
eliminadas durante o repasto sanguineo, atingindo as celulas do hospedeiro.

No momento em que a fémea flebotominea realiza o repasto sanguineo (Figura 9),
necessario para a maturacdo dos ovos, ocorre a inoculacdo simultdnea das formas
promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro mamifero. As formas promastigotas séo
rapidamente fagocitadas pelos macrdfagos, perdendo o flagelo livre e transformando-se em
amastigotas. Estas formas se multiplicam por divisdo binaria, provocando o rompimento das
células e infectando novos macréfagos (CorRTES, 2008). As formas amastigotas se
disseminam pelos sistemas linfatico e vascular dos hospedeiros, além atingirem também a

medula éssea, figado e baco (CHAPPuUIS et al., 2007).

Figura 9 - Ciclo de vida do protozoario Leishmania sp.

Ciclo no inseto vetor Ciclo no hospedeiro humano
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDc, 2018) — Adaptada

2.5 Os Vetores da leishmaniose visceral
2.5.1. Distribuicdo vetorial

Insetos flebotomineos sdo os principais vetores naturais das leishmanioses, estdo
agrupados na Ordem Diptera, Subordem Nematocera, Familia Psychodidae, Subfamilia
Phlebotominae (MARoOLI et al., 2013). Ja foram descritas aproximadamente 800 espécies de

fleb6tomos em diferentes regies do mundo (60% localizadas em regibes tropicais),
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entretanto, 98 espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo vetores comprovados ou
suspeitos de causar a transmissdo das leishmanioses (MARoLI et al., 2013; TEMPONE;
PITALUGA; TRAUB-CSEKO, 2014).

No Velho Mundo, 42 espécies de vetores sdo comprovados ou provaveis na
transmisséo, dos quais, 20 estdo envolvidas na transmisséo de L. infantum, seis na transmissao
L. donovani, sete na transmissdo de L. major, sete na transmissédo de L. tropica e trés na
transmissdo de L. aethiopica. Cada espécie de Phlebotomus parece estar relacionada a
transmissdo de uma unica espécie de Leishmania, exceto P. sergenti, a qual ja foi identificada
na transmissao de L. tropica e L. aethiopica. Entre os flebotomineos registrados no Novo
Mundo, 56 espécies, todas pertencentes ao género Lutzomyia, sdo envolvidas na transmissdo
de 15 espécies de Leishmania: L. infantum (= Leishmania chagasi), L.(V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis, L. mexicana, L. amazonensis, L. (V.) panamensis, L. (V.) peruviana, L. (V.)
lainsoni, L. (V.) shawi, L. (V.) naiffi, L. garnhami, L. pifanoi, L. (V.) lindenbergi, L.
venezuelensis e L. colombiensis. Em contraste com os Phlebotomus spp. do Velho Mundo,
algumas espécies de Lutzomyia sdo capazes de transmitir mais de uma espécie de Leishmania;
por exemplo, Lu. migonei foi identificado como vetor de quatro diferentes espécies de
parasitos (MARoLI et al., 2013).

No Brasil, foram identificadas aproximadamente 229 espécies de flebotomineos, 28%
do total de espécies conhecidas, com ocorréncia em todas as regiGes do pais. Entretanto, sao
considerados vetores de leishmaniose para humanos e animais no Brasil aproximadamente 30
espéecies (MARoLI et al., 2013). Destas, Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. whitmani foram
encontradas em todas as regides brasileiras e Lu. longiplapis foi descrita em todo o continente
americano, do México a Argetina, e esta presente em todo o territorio brasileiro, inclusive na
regido sul que até pouco tempo atras ndo era encontrada (DEBONI; BARBOSA; RAMOS, 2011;
TEMPONE; PITALUGA; TRAUB-CSEKO, 2014). Esta espécie relne fortes evidéncias quanto a sua
competéncia vetorial e esta intimamente ligada ao processo de expansdo da doenca, devido a
sua ampla distribuicdo geografica nas Américas (LAINSON; RANGEL, 2005). Em 2003, havia
registros de Lu. longipalpis em 21 estados e no Distrito Federal, exceto: Amazonas, Acre,
Amap4, Santa Catarina e Sergipe. Recentemente, nos estados do Acre, Amapa e Sergipe
houvera registros de Lu. longipalpis. Apenas nos estados do Amazonas e de Santa Catarina a
espécie nao foi identificada até 0 momento (BORGES et al., 2017; BRASIL, 2014; GALARDO et
al., 2013; JERALDO et al., 2012).

A primeira identificacdo da espécie Lu. longipalpis no Rio Grande do Sul foi no ano

de 2008 em S&o Borja, sudoeste do estado, apos o diagnostico da infeccdo em um céo
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(Souza; SANTOS; ANDRADE FILHO, 2009). Desde entdo, oito municipios j& registraram sua
presenca, todos eles na fronteira oeste: Barra do Quarai, Uruguaiana, ltaqui, Sdo Borja,
Garruchos, Pirap0, Porto Xavier, Porto Lucena. Nos municipios de Uruguaiana, Itaqui e Sao
Borja, ocorre transmissao urbana, devido ao ciclo de vida dos vetores na area urbana, tendo
como reservatorio os cdes domésticos. Viamdo, Porto Alegre e Santa Cruz do Sul ndo
registraram a presenca vetor Lu. longipalpis, entretanto, houve casos em canideos e em
humanos. Nestas regides, a transmissdo ocorre proximo ou em fragmentos de mata, sendo 0s
vetores pertencentes a fauna silvestre de flebotomineos (Cevs, 2017). Apos levantamento
entomologico, foram capturados 437 flebotomineos de duas espécies: Pintomyia fischeri e
Migonemya migonei, infectados por L. infantum, possivelmente novos vetores da
leishmaniose na regido de Porto Alegre (MAHMUD et al., 2019).

Nos paises fronteiricos com o Rio Grande do Sul - Brasil, a presenca de Lu.
longipalpis foi registrada pela primeira vez na Argentina em 1951 e ap6s em 2000, ambos na
Provincia de Missiones (SALOMON et al., 2001), mais tarde foram relatados casos de LVC e
houve captura do vetor em Clorinda, na fronteira com o Paraguai (SALOMON; ORELLANO,
2005). No ano de 2009, foram encontrados espécimes de Lu longipalpis na provincia de
Corrientes, em diferentes localidades banhadas pelos Rios Parana e Uruguai: ltuzaingd,
Virasoro, Santo Tomé, Garruchos, Riachuelo y Corrientes y Monte Caseros (SALOMON et al.,
2009). Santo Tomé e Garruchos fazem fronteira com municipios rio-grandenses que tiveram
aparicao do vetor no mesmo periodo, e Monte Caseros, faz fronteira com o Departamento de
Artigas — Bella Union Cuareim — Uruguai, as trés localidades separadas pelo Rio Uruguai.
Salomon et al. (2011) capturaram exemplares de Lu. longipalpis em Salto e Bella Union,
Uruguai, um ano apos a identificagdo do vetor na Argentina, fronteira com o Uruguai.

Perceber-se que a partir de 2008, quando surgiram os primeiros casos de LVC e LVH
no Rio Grande do Sul, a presenca do vetor e casos caninos e humanos aumentarem nas

fronteiras com Uruguai e Argentina, embora os relatos na Argentina fossem mais antigos.

2.5.2. Caracteristicas do vetor

Os flebotomineos sdo insetos de pequeno porte (2 a 3 mm), frageis, com o corpo
densamente coberto por finas cerdas e coloragdo castanho claro (Figura 10) (TEMPONE;
PITALUGA; TRAUB-CSEKO, 2014). Possuem atividade crepuscular ou noturna, durante o dia
ficam em repouso em ambientes sombreados e Umidos (BRASIL, 2014). Sao insetos

holometabolos, desenvolvendo-se a partir do ovo para quatro estagios larvares (L1 a L4), uma
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fase pupal e uma fase adulta (TEMPONE; PITALUGA; TRAUB-CSEKO, 2014). Apds a copula, as
fémeas colocam seus ovos sobre um substrato Umido no solo, com alto teor de matéria
organica e de baixa incidéncia luminosa, para garantir a alimentacdo das larvas. Ao se
desenvolverem, as larvas aumentam o metabolismo e o tamanho. Quando atingem o estadio
de pupa, fixam-se no substrato e ndo se alimentam, iniciando a metamorfose até o inseto
adulto. O periodo de desenvolvimento do ovo até o estagio de inseto adulto varia de 30 a 40
dias, de acordo com a temperatura do ambiente (SANTOS; SILVA; SOUZA, 2011).

O tubo digestdrio dos flebotomineos é especialmente importante tanto para a fisiologia
do inseto quanto para o aspecto vetorial da transmissdo da leishmaniose. A alimentagéo
sanguinea nos flebotomineos € necesséaria para o desenvolvimento dos ovos, por isso as
fémeas sdo hematofagas obrigatorias, com habitos ecléticos, podendo realizar o repasto
sanguineo em varias espécies de animais vertebrados, inclusive em humanos, entretanto, em
areas urbanas, o cdo parece ser a principal fonte de alimentacdo no ambiente doméstico. A
longevidade das fémeas é estimada em média de 20 dias. Na fase adulta, as espécies tém se
mostrado, ao longo dos ultimos 30 anos, altamente adaptadas as condicdes urbanas e
periurbanas (BRASIL, 2014; HARHAY et al., 2011; TEMPONE; PITALUGA; TRAUB-CSEKO,
2014).

Figura 10 — Repasto sanguineo da fémea adulta da espécie Lutzomyia longipalpis

Fonte: BRASIL (2014)

Apesar das evidéncias de que espécies de pulgas e carrapatos sejam infectados por
Leishmania, ainda ndo esta clara a atuacdo destas espécies como vetores. Segundo Coutinho
et al. (2005), carrapatos de caes infectados apresentaram 15,4% de taxa de infeccdo, sendo a

mesma, decorrente do repasto sanguineo das fémeas. Entretanto, Paz et al. (2010)
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constataram, a presenca de DNA do parasito em diversas culturas de Rhipicephalus
sanguineus e apenas uma forma flagelada em esfregago, indicando um baixo ndmero de
formas infectantes neste artropode. Para o0s autores, a manutencdo e multiplicacdo de
Leishmania nos carrapatos parece pouco provavel de acontecer, havendo a necessidade de
desenvolvimento de outros experimentos para elucidacdo da interagdo entre as espécies.

Na tentativa de verificar a possivel transmissdo de leishmaniose através de pulgas de
caes infectados a outros animais, foi realizada uma infeccdo experimental em 36 hamsters
(via oral e peritoneal). Os testes moleculares apresentaram resultados positivos em 16
amostras. Entretanto, quando realizada a investigacdo do parasito em esfregagos, estes
resultados foram negativos, os autores relataram a possibilidade de reagdes cruzadas com
Leptomonas (COUTINHO; LINARDI, 2007).

2.5.3. Héabitos alimentares do vetor

Nos ultimos anos, as pesquisas com insetos vetores tém ganhado um grande enfoque,
muitas desenvolvidas na tentativa de ampliar os conhecimentos sobre a interacdo inseto vetor-
parasita-hospedeiro. Afonso et al. (2012) enfatizaram que estudos relacionados aos habitos
alimentares dos vetores poderiam contribuir para um melhor entendimento da
ecoepidemiologia da LV, discutindo sua estreita associacdo com L. infantum e os
reservatorios.

Lu. longipalpis tem uma dieta variada, alimentando-se de uma diversidade de animais,
além dos reservatorios conhecidos, incluindo péassaros, gambés, cavalos, gatos, ovelhas,
roedores. A analise da preferéncia alimentar dos vetores em cidades do nordeste brasileiro
apontou maior ocorréncia de repasto sanguineo em passaros, cachorros e equinos (AFONSO et
al., 2012). A técnica de PCR revelou que 53,6% dos vetores capturados em quintais de
residéncias localizadas em Teresina, Piaui haviam se alimentado de galinhas (SANT’ANNA et
al., 2008). Da Silva Sales et al. (2015) identificaram que a maioria das fémeas de Lu.
Longipalpis possuiam no bolo alimentar DNA de humanos, seguido de galinhas, cées,
cavalos, ratos e gatos. Curiosamente, a maior parte das fémeas capturadas foi proxima a uma
cooperativa de frango, destas, 19,2% também apresentaram sangue de frango no bolo
alimentar.

As acbes de controle e prevencdo da leishmaniose estdo sempre voltadas para o
principal reservatorio doméstico conhecido, o cdo. Entretanto, ja foi relatado o ecletismo e a

alta antropofilia do vetor, fato, que suscita novos questionamentos sobre a importancia dos
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caes na epidemiologia da LV, bem como, do possivel papel do homem como fonte de
infeccdo (DE OLIVEIRA et al., 2008). Seguramente, o estudo do comportamento do repasto
sanguineo de vetores da LV pode auxiliar na compreensao das interacdes hospedeiro-vetor e,
possivelmente, contribuir para um melhor entendimento da dindmica de transmissdo das

Leishmanias (DA SILVA SALES et al., 2015)

2.6 Reservatorios e Hospedeiros Mamiferos

Os reservatorios habituais estdo relacionados as formas, ambientes silvestres e
urbanos, em que a cadeia epidemiolégica é conhecida. Primeiramente, a enfermidade foi
notificada nas zonas rurais com reservatdrios silvestres de espécies de carnivoros como
Lycalopex vetulus (raposa-do-mato), Cerdocyon thous (cachorro-do-mato), Speothos
venaticus (cachorro-do-mato-vinagre) e Didelphis albiventris (gambéas) (COURTENAY et al.,
1996; CURI; MIRANDA; TALAMONI, 2006; LoMBARDI et al., 2014). No Brasil, dentre 0s
canideos silvestres, a raposa (Cerdocyon thous) foi considerada reservatério natural da LV
(SHERLOCK, 1996).

Os reservatorios em ambientes urbanos sdo os canideos, sendo Canis familiaris
considerado o principal reservatorio e hospedeiro vertebrado doméstico do ciclo de
transmissdo da LV. Seu papel é considerado fundamental na expansdo da doenca em areas
endémicas (OTRANTO et al., 2017). A incidéncia da doenca em humanos esta relacionada com
a presenca do cdo, que pode promover a manutencdo da infeccdo interespecifica devido a
proximidade entre as duas espécies, aumentando o risco de infeccdo para o homem
(ASHFORD, 1996; SILVA et al., 2012; SOARES, 2012). Os cdes configuram a principal fonte de
infeccdo para os flebétomos devido ao alto grau de parasitismo na pele e a grande
susceptibilidade a infeccdo (HARHAY et al., 2011).

Os hospedeiros da LV participam ativamente da cadeia epidemioldgica e garantem a
manutencdo do agente etiologico (SOARES et al., 2013). No Novo Mundo, mais de 40 espécies
de mamiferos (de véarias ordens) sdo conhecidas como hospedeiros de Leishmania sp. em
diferentes ciclos de transmissdo (SOARES, 2012). Algumas espécies inseridas no género
Leishmania, dentre as quais aquelas de maior importancia em saude publica no continente
americano: L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis. Sdo parasitos multi-hospedeiros,
capazes de infectar uma ampla variedade de espécies (ROQUE; JANSEN, 2014a).

Roque Jansen (2014b) compilaram sete ordens de mamiferos que foram infectados por
diferentes espécies de Leishmania sp. nas Américas: Didelphimorphia, Pilosa, Cingulata,

Rodentia, Carnivora, Primata, Chiroptera. Primatas, incluindo Callicebus nigrifrons, Cebus
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xanthosternos, Leontopithecus crysomelas, Aotus nigriceps, Pithecia irrorata e Saguinus
imperator. Trés Primatas (Alouatta guariba) conhecidos como bugio marrom, mantidos em
cativeiro de vida livre procedentes de regido endémica, apresentaram infeccdo por L.
infantum, (LOMBARDI et al., 2014; MALTA et al., 2010) assim como marsupiais (SANTIAGO et
al., 2007) da espécie Didelphis spp., edentados Tamandua tetradactyla (De ARAUJO et al.,
2013) e roedores (PAPADOGIANNAKIS et al., 2010).

Os felinos, principalmente o gato doméstico, podem ser acometidos por leishmaniose,
sendo susceptiveis tanto a forma visceral quanto cutdnea, também estdo relacionados a
infeccdo em ambientes urbanos (CosTA et al., 2010). Na Espanha, Millan et al. (2011)
encontraram L. infantum em gatos selvagens, e no Brasil ja foram identificadas infeccGes em
felinos domésticos pelo mesmo agente etioldgico (PENNISI et al., 2015).

Vaérios estudos identificaram a infeccdo por L. infantum em animais de producéo e de
companhia, inclusive aqueles que estdo em criagdo no campo, como bovinos, ovinos, suinos e
caprinos (GAO et al., 2015; HAN et al., 2018; PAIXAO-MARQUES et al., 2019; ROHOUSOVA et
al., 2015)

A infeccdo por Leishmania sp. em equinos foi relatada em diferentes paises. O
primeiro caso conhecido foi em um animal na Argentina em 1927 (MAzzA, 1927). A partir
deste, foram diagnosticados outros casos em diversos paises, com uma variedade de espécies
responsaveis pela infeccdo, entre elas: L. siamensis nos Estados Unidos (Reuss et al., 2012).
L. infantum na Alemanha, Espanha, Portugal e Brasil (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006;
KOEHLER et al., 2002; LorPEs et al., 2013; SOARES et al., 2013), L. (Viannia) braziliensis e L.
chagasi no Brasil (FEITOsA et al., 2012; VEDOVELLO FILHO et al., 2008).

No continente europeu, as descri¢des de cavalos infectados por L. infantum apontam
esta espécie como o0 agente etioldgico da LV. Equinos que vivem em areas endémicas estdo
mais expostos a contrair a enfermidade (MUKHTAR et al., 2000; SOLANO-GALLEGO et al.,
2003). Foram relatados casos em Portugal, Espanha e Alemanha (FERNANDEZ-BELLON et al.,
2006; KOEHLER et al., 2002; RoLAO et al., 2005; SOLANO-GALLEGO et al., 2003). No Brasil,
foram detectados anticorpos anti-Leishmania sp. em equinos na cidade de Aracatuba (SP),
regido endémica para LVC e LVH (FEITOSA et al., 2012). Também houve relato da presenca
de L. infantum nesta espécie no estado de Minas Gerais, cujo diagnostico realizado em trés
animais detectou presenca de parasitos em lesGes e aspirado de medula Ossea, sendo a
identificacdo realizada por meio de técnicas soroldgicas e moleculares. O resultado do PCR

sugeriu uma infeccdo mista causada por L. infantum e L. braziliensis (SOARES et al., 2013).
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Cerqueira et al. (2003) sugeriram a participacdo dos equinos na cadeia epidemiologica
da leishmaniose, por serem comumente utilizados como meio de transporte ou de carga,
movimentando-se constantemente por diversas locais das regides endémicas. A espécie
constitui adequada fonte sanguinea para a alimentacdo dos flebdtomos, o que pode estimular a
proliferacdo dos vetores, aumentando a reproducdo, a densidade e elevando o risco de
transmissao do agente etioldgico.

2.7 Epidemiologia

As doengas transmitidas por vetores sdao limitadas por variaveis ambientais como
temperatura, umidade, uso do solo e vegetacdo. O ciclo de vida dos vetores, assim como dos
reservatorios e hospedeiros que participam da cadeia de transmissdo de doencas, esta
fortemente relacionado & dindmica ambiental dos ecossistemas onde vivem. Porém, além dos
fatores ambientais, existem outros que influenciam nesta dindmica, como os fatores
sociodemograficos, bioldgicos e médico-sociais (BARCELLOS et al., 2009).

A cadeia epidemioldgica da leishmaniose é tema de diversos estudos em diferentes
regides do mundo. A alta capacidade de adaptacdo aos mais variados ambientes, aliada a
grande diversidade de espécies de vetores e de protozoarios que podem causar a enfermidade,
bem como a diversidade de espécies de mamiferos que podem ser acometidos tonaram essa
afeccdo um problema de salde publica global, mostrando um aumento crescente nos casos na
ultima década (AKHOUNDI et al., 2016).

As leishmanioses sdo doencas de transmissdo vetorial e integram o grupo de doencas
infecciosas negligenciadas, uma vez que ocorrem nos paises mais pobres e atingem as
popula¢bes mais vulneraveis e com dificil acesso aos servigos de saude. Em relacdo a LV,
apresenta uma ampla distribuicdo global, mais de 90% dos casos ocorrem em seis paises:
india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul, Etiopia e Brasil (ALVAR et al., 2012; OpAs, 2019;
WHO, 2010). Estima-se que mais de 98 paises ja identificaram casos positivos, representando
a gravidade e os impactos na salde publica, pois anualmente sdo em média 12 milhdes de
pessoas infectadas e 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de infecgdo e doenca pelo
parasito. Nas Américas, a LV € endémica em 12 paises, no periodo entre 2001 a 2017 foram
registrados 59.769 casos novos, resultando em uma média anual de 3.516 casos. Destes, 96%
(57.582) foram reportados pelo Brasil, o qual esta entre os 10 paises com o0 maior numero dos
casos de ambas as formas de leishmanioses, LC e LV, no ranking mundial (AKHOUNDI et al.,
2016; PAHO, 2017b).
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O Brasil representa um dos maiores focos da doenga no mundo. Entre os anos de
1980 e 2005, foram notificados pelo Ministério da Saude 59.129 casos de LVVH no nordeste
brasileiro que gradativamente foram expandindo-se para outras regides (MAIA-ELKHOURY et
al., 2008). Ate o final da decada de 80, estava restrita as zonas rurais do nordeste do pais e 0
ciclo de transmissdo ocorria entre vetores e animais silvestres. Na década de 1990, a regido
nordeste concentrava 89% dos casos positivos de leishmaniose. A partir de entdo, verificou-se
a ocorréncia de uma nitida expansdo geografica para os estados mais ao sul do pais e franco
processo de urbanizacdo do vetor em regiGes distintas.

O Estado do Rio Grande do Sul era considerado &rea indene para LV até 2008. No
entanto, em outubro de 2008, foi diagnosticado um cdo residente no municipio de Séo Borja.
Nos meses seguintes, foram efetuadas capturas de vetores na cidade para corroborar a
autoctonia do caso canino, com a comprovacdo da presenca do vetor Lu. longipalpis. Em
janeiro de 2009, foi confirmado o primeiro caso humano autdctone no municipio (SEs, 2014).
No mesmo ano, a doencga passou a ocorrer em todas as regides do pais, sendo que a principal
condicdo de transmissibilidade nesses novos ambientes estava relacionada a adaptacdo do
vetor Lu. longipalpis ao peridomicilio (Cevs, 2010).

A Nota Técnica do Centro Estadual de Vigilancia em Salde do Estado do Rio Grande
do Sul identificou até abril de 2010 sete municipios com a presenca do vetor (Lu.
longipalpis), todos localizados na fronteira com a Argentina: Barra do Quarai, Uruguaiana,
Itaqui, Sdo Borja, Garruchos, Pirapé e Porto Xavier. Entretanto, atualmente segundo dados de
2019, foram encontrados vetores da LV em mais dois municipios no estado do Rio Grande do
Sul: Cacequi e Santa Maria (Figura 11). Também foram registrados 11 municipios com a
presenca de LVC, sendo que cinco dessas cidades fazem fronteira com o territério argentino
(Barra do Quarai, Uruguaiana, ltaqui, Sdo Borja e Porto Xavier), mais recentemente em
Cacequi. As cidades de S&do Borja e Uruguaiana foram incluidas como municipios
pertencentes a area de transmissdo, onde foram encontrados vetores e houve casos positivos
humanos e caninos autoctones, com caracterizacdo do parasito (Cevs, 2010; DEBONI;
BARBOSA; RAMOS, 2011; TARTAROTTI et al., 2011). Dos casos autoctones de LVH o Rio
Grande do Sul conta com 31 casos, distribuidos nos municipios de Sdo Borja, Uruguaiana,
Itaqui, Porto Alegre e Viamé&o, destes, 26 casos evoluiram para cura e cinco para obito.

Embora, ambas as formas da leishmaniose humana, LC e LV, estejam incluidas na
lista nacional de doencas e agravos de notificagdo compulsoria (BRASIL, 2017), os dados
encontrados ainda podem estar subnotificados. O Sistema de Informacdo de Agravos de

Notificacdo (SINAN) contém varios dados necessarios para o célculo dos principais
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indicadores epidemioldgicos e operacionais utilizados para a avaliacdo local, municipal,
estadual e nacional (BRASIL, 2017). No entanto, para que essas informagOes sejam
efetivamente Uteis ao monitoramento das acdes e permitam planejar e adotar as medidas de
prevencdo e controle das leishmanioses de maneira oportuna € imprescindivel que os dados
sejam fidedignos e completos, e que os profissionais de saude, tanto da rede publica quanto da
rede privada, estejam comprometidos em notificar os casos assim que diagnosticados.

Figura 11 - Situacdo epidemioldgica da leishmaniose visceral no Rio Grande do Sul - Agosto
de 2019
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Fonte: CEVS, 2019.

A urbanizagdo da LV no Brasil é multifatorial, estando associada a fatores ambientais,
bioldgicos do vetor e demograficos. Como principal fator ambiental, pode-se inferir o
desmatamento desordenado das zonas rurais que resultou na invasdo do ambiente
peridomiciliar pelos vetores. Estes ambientes, com a presenca dos vetores e grande popula¢éo
do cédo domeéstico susceptivel a infeccdo por L. infantum, contribuiram para a disseminacdo e
manutenc&o do ciclo peridomiciliar da endemia (ROSAS FILHO; SILVEIRA, 2007).

Algumas caracteristicas biologicas do vetor também propiciam disseminacdo da
doenca, especialmente a alta capacidade de adaptacdo a variadas condi¢cdes de temperaturas,
assim como sua permanéncia e reproducdo em diversos ambientes, fatores estes que
justificam a expansdo geografica da leishmaniose em todo territério brasileiro, desde climas

mais quentes como nas regides do nordeste até climas amenos no sul do pais. Em regides
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urbanas, o vetor é encontrado principalmente nas zonas de periferia, entretanto em alguns
municipios, a enfermidade apresenta uma distribuicdo mais ampla, além das zonas periféricas.
Os vetores sdo bem adaptados aos peridomicilios, intradomicilios, galinheiros, chiqueiros,
canis e paiois (ALVES; BEVILACQUA, 2004; BRAsIL, 2014).

Outra caracteristica peculiar é o ecleticismo dos habitos alimentares das fémeas
durante o repasto sanguineo, o que explica a grande quantidade de animais vertebrados
mamiferos que podem ser infectados pelo protozoario, e desta forma, tornando mais
complexo o entendimento da cadeia epidemiologica (BRASIL, 2014; SOARES, 2012).

Frente a essas condi¢des epidemioldgicas, o Ministério da Satde implementou, em
2006, o Programa de Controle da Leishmaniose Visceral e instituiu algumas metas para a
eliminacdo da doenca, incluindo o diagndstico e tratamento precoce dos casos humanos,
identificacdo e eutanasia dos cdes soropositivos, controle do inseto vetor e educacdo em
salde. Embora exista 0 programa, suas a¢fes apresentam pouco impacto sobre a situacéo
epidemioldgica da leishmaniose no pais. Os dados apontam uma grande expansdo do vetor e
dos casos diagnosticados dentro do territorio brasileiro, com significativo aumento anual.

Por ser uma enfermidade relativamente nova no estado, com casos diagnosticados a
partir da década de 2000, o sistema de controle e prevencdo esta em estruturacdo. Entretanto,
tem se observado um grande aumento de cées infectados, principalmente em areas urbanas.
Como a urbanizacdo da doenca € um fendbmeno recente, sdo escassas as informagdes sobre a
epidemiologia e as relacdes entre os componentes da cadeia de transmissdo nesse novo

cenario no estado do Rio Grande do Sul.

2.8 Formas Clinicas da leishmaniose visceral
2.8.1. Formas clinicas da leishmaniose visceral em humanos

A leishmaniose apresenta variadas manifestacGes clinicas intimamente relacionadas as
especies de vetor e parasito envolvidos na infec¢do. Adicionalmente, os sinais clinicos variam
conforme a resposta imunoldgica desencadeada pelo organismo do hospedeiro (CHAPPUIS et
al., 2007; DesJeux, 2004). A infeccdo em humanos é subdividida em trés quadros clinicos
distintos: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar
Post-kala-azar (PKDL), embora o individuo possa permanecer assintomatico por meses ou até
anos.

A apresentacdo clinica mais comum é a LC, a qual esti concentrada em nove paises
com 70 a 75% de incidéncia mundial: Afeganistdo, Algéria, Colémbia, Brasil, Siria, Etidpia,

Suddo do Norte, Costa Rica e Peru. E classificada em trés formas clinicas basicas:
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leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose cutanea
difusa (LCD). A LCL tem como principal manifestagdo uma lesdo ulcerada que se desenvolve
no local de inoculacdo do parasito. Em algumas situagdes, a infeccdo pode se desenvolver de
forma atipica, produzindo formas disseminadas ou difusas. Nessa apresentacdo clinica, 0s
parasitos sdo facilmente detectados, entretanto a resposta ao tratamento é dificultada, levando
a cronicidade da infeccdo e ao acometimento progressivo (AKHOUNDI et al., 2016; CHAPPUIS
et al., 2007; WHo, 2010).

A LV estéa prioritariamente concentrada em seis paises: india, Suddo do Sul, Sudio,
Brasil, Etiopia e Somalia. E a forma de acometimento que se localiza principalmente em
Orgdos e visceras do sistema linfohematopoiético, figado, baco, ganglios e medula 6ssea. Tem
apresentacdo clinica e sintomatologia variavel, é a forma mais grave e pode ser fatal quando
ndo tratada. Os principais sintomas sdo anemia, febre, hepatoesplenomegalia, manifestacdes
hemorragicas, linfadenomegalia, perda de peso, taquicardia, diarreia, tosse seca e desnutricao.
A PKDL manifesta-se em individuos portadores de LV, ap0s tratamento. E associada
tipicamente a infeccdo por L. donovani, porém nas Américas, foi reportada, excepcionalmente
em associacdo a infeccdo pelo virus HIV. (AKHOUNDI et al., 2016; BRASIL, 2014; CHAPPUIS et
al., 2007; WHo, 2010).

A classificagdo adotada para as formas clinicas da leishmaniose em humanos ndo se
aplica para infeccdo em outros mamiferos (ROQUE; JANSEN, 2014a).

2.8.2. Formas clinicas da leishmaniose visceral em animais domésticos
2.8.2.1 Caes

O quadro clinico dos cées infectados apresenta um espectro de caracteristicas que
varia do aparente estado sadio a um severo estagio final (BRAsSIL, 2014). Os animais
sintométicos, praticamente todos desenvolvem doenca visceral ou sistémica, sendo que 90%
também apresentam algum envolvimento cutaneo. A evolucdo da doenca € lenta e o inicio
insidioso, as manifestacdes clinicas estdo intrinsecamente dependentes do tipo de resposta
imunoldgica expressada pelo animal infectado (BRASIL, 2014).

Os sinais viscerais mais comuns sdo: linfadenopatia, emaciacao, sinais de insuficiéncia
renal (poliuria, polidipsia, vOmito), neuralgia, poliartrite, polimiosite; sendo que
aproximadamente um terco dos pacientes apresenta febre e esplenomegalia. Dentre 0s sinais
cutaneos pode-se citar hiperqueratose, descamacéo e eczema particularmente no espelho nasal
e orelhas, pequenas ulceras localizadas mais frequentemente ao nivel das orelhas, focinho,

cauda e articulacdes, pelagem seca e quebradica, perda de pelos. Nas fases mais avancadas
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pode-se observar onicogrifose, alopecia, dermatites, Ulceras de pele, ceratoconjuntivite,
apatia, edema de patas (Figura 12). Na fase final da infeccdo, ocorrem em geral a paresia das

patas posteriores, a caquexia, a inani¢do e morte.

Figura 12 — Sinais clinicos classicos da leishmaniose visceral canina

A — C8o com onicogrifose. B — Cdo com apatia, alopecia e lesdes cutdneas. C
— Céo com emagrecimento e apatia. D — Cao com emagrecimento,
ceratoconjuntivite lesdes de orelha. Fonte: Brasil (2014)

A pele dos cdes é a regido do corpo que mais manifesta sinais clinicos, local que
ocorre a primeira interacdo entre o parasito e o sistema imune. Também é o tecido onde se
encontra grande quantidade de formas amastigotas do parasito (CIARAMELLA et al., 1997).
Segundo Solano-Gallego et al. (2004), as lesdes de pele, alopecia e dermatites sdo comuns na
LVC, no entanto, a maioria dos cées infectados ndo apresenta sinal clinico, e mesmo na pele
clinicamente sadia pode haver presenca de parasitos. Sobretudo, a identificagdo dos animais
assintomaticos é um desafio enfrentado no diagndstico canino. Devido a este fato, Solano-
Gallego et al. (2004) alertaram para a relevancia desses animais no ciclo de transmissdo da
doenca. Nas regides Sul Americana e Mediterrdnea a maior parte dos cdes infectados
(soropositivos) é assintomatica, e mesmo assim, reservatérios do protozoario (OTRANTO et al.,
2009).

2.8.2.2 Equinos

A infeccdo por protozoarios do género Leishmania em equinos normalmente nao
apresenta indicios de acometimento sistémico, sendo mais encontradas as alteragdes cutaneas,

sem padrdo caracteristico (KOEHLER et al., 2002; MULLER et al., 2009). As manifestacGes
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clinicas variam entre péapulas ou nédulos na pele com apresentacdo solitria ou multipla
(Figura 13), que podem ser ulceradas, e s&o mais comumente presentes na cabeca, ouvidos,
pescoco, escroto e membros. Também € possivel encontrar lesdes cutaneas, do térax, das

axilas e dos flancos (MULLER et al., 2009).

Figura 13 - Equino com sinal clinico da infec¢cdo por Leishmania infantum - nddulo solitario
na regido dos olhos.

Fonte: SOLAGALLEG|03)

Sinais clinicos da infeccdo por L. infantum em equinos podem ser temporarios. Um
relato de equino, com confirmacdo da infeccdo apds deteccdo da presenca de formas
amastigotas e material genético de L. infantum, apresentou noédulo dérmico na regido dos
olhos, que ap6s remocéo evoluiu para ulceracdo na pele com mdltiplas lesGes. Foi observada
cicatrizagdo completa em seis meses, com cura espontanea (KOEHLER et al., 2002; ROLAO et
al., 2005; SoAREs et al., 2013).

No Brasil, recentemente, foram diagnosticados os primeiros casos de leishmaniose em
equinos pela infeccdo por L. infantum. No entanto, ja existiam relatos de equinos com lesGes
cuténeas, causadas pela espécie L. braziliensis. Os sinais clinicos aparentes incluiram lesdo
ulcerada grande, granulomatosa e exsudativa com um grau moderado de prurido, somado a
baixa condicdo corporal (Figura 14). Outro animal apresentou lesdes ulcerativas na regiao
vulvar e problemas locomotores (FEITOSA et al., 2012; SOARES et al., 2013; VEDOVELLO
FiLHO et al., 2008).
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Figura 14 - Equino com sinais clinicos de leishmaniose.

A- Animal com baixa condi¢do corporal. B — lesdo ulcerada granulomatos. Fonte: SOARES
etal. (2013)

Por outro lado, animais saudaveis, frequentemente expostos a infeccdo pelo
protozoario em areas endémicas e na presenca de cdes com LVC, também podem estar
infectados, apresentando resposta imunoldgica para L. infantum, mesmo sem manifestacdes
clinicas aparentes (CERQUEIRA et al., 2003; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; MULLER et al.,
2015).

Os resultados apresentados pelos diferentes autores na Europa, assim como no Brasil,
mostram que a enfermidade em equinos, assim como em outras espécies, pode causar uma
série de manifestacBes clinicas, ou até mesmo, manter o hospedeiro assintomatico. A
prevaléncia de infeccdo subclinica equina por L. infantum, em é&reas endémicas, é
consideravelmente maior que a doenga, como observado em outros animais como gatos e
cdes, (CARDOSO et al., 2010; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006), impactando diretamente no
diagnostico, que muitas vezes pode ser inconclusivo, tardio ou inexistente. Dessa forma, ha o
aumento no risco de infeccdo na populacdo humana e animal nas regifes endémicas,

propiciando a expansao destes protozodrios através de vetores infectados a regides indenes.

2.9 Biomarcadores associados com a infecgdo por Leishmania infantum — AlteracGes
hematologicas e bioquimicas

O resultado da infeccdo por L. infantum é uma consequéncia de interacdes complexas
entre 0 protozoario e o contexto imunoldgico e genético do hospedeiro. As manifestacGes
clinicas podem variar de infeccdo subclinica a doenca grave (MAIA; CAMPINO, 2018). A
identificacdo de biomarcadores da infec¢do por Leishmania sp., da doenga e de determinagéo
de um tratamento adequado representa uma ferramenta importante para auxiliar no

diagnéstico, monitoramento e no progndstico de caes infectados e doentes subclinicos (MAIA;
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CAMPINO, 2018). Essas informacgdes também podem ser extrapoladas para demais espécies
hospedeiras, ja que o padrdo de alteragdes clinicas pode ser semelhante nas variadas espécies
animais.

Em cées infectados assintomaticos ou sintomaticos com sinais clinicos leves, nos quais
a presenca de Leishmania foi confirmada por métodos diretos e que possuem anticorpos anti-
Leishmania negativos ou de baixo titulo, os pardmetros hematoldgicos e bioquimicos

geralmente ndo sdo alterados (PALTRINIERI et al., 2010; SOLANO-GALLEGO et al., 2009).

2.9.1 Alteracdes hematoldgicas

As células do sangue diferem umas das outras nas funcBes biologicas e nas
caracteristicas metabdlicas. Os leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos B,
linfcitos T e mondcitos) constituem a primeira linha de defesa do sistema imune. Maia
Campino (2018) relata que anormalidades laboratoriais sdo comuns em cdes com LVC, a
relacdo existente entre altas infestacfes parasitarias e alteracdes hematologicas € amplamente
estudada. As alteracOes patoldgicas presentes na medula Gssea de cdes com LVC podem
atingir a linhagem eritrocitaria, leucocitaria e trombocitaria levando o surgimento de
distdrbios hemostaticos que podem ocorrer devido a disfuncdo plaquetaria (CIARAMELLA et
al., 1997).

Cées sintomaticos apresentam como anormalidade hematoldgica mais comum, anemia
ndo regenerativa normocitica e normocrémica leve a moderada, tipica de uma doenca
inflamatoria cronica (PALTRINIERI et al., 2016; REIs et al., 2006). A anemia pode ser de causa
multifatorial, como sequestro esplénico e destruicdo de eritrdcitos, bloqueio de producdo na
medula, hemorragia, hemdlise, mecanismos imunes, infec¢cbes concomitantes e caréncia
nutricional. Outras alteracbes menos comuns sdo observadas nas populacfes de leucocitos
como: monocitose, linfopenia, eosinopenia ou leucopenia. O estresse oxidativo esta envolvido
na patogénese da anemia, observada em cdes, as espécies reativas de oxigénio (EROSs)
lesionam membranas celulares eritrocitarias causando peroxidacdo lipidica (LPO) e
predispondo as células a apoptose (CIARAMELLA et al., 1997; KOUTINAS; KOUTINAS, 2014;
PALTRINIERI et al., 2010; REIs et al., 2006).
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2.9.2 AlteracOes bioquimicas

As alteracbes bioquimicas podem estar presentes durante o curso da enfermidade, e
incluem elevacgdo dos niveis das aminotransferases (duas a trés vezes os valores normais), das
bilirrubinas e aumento discreto dos niveis de ureia e creatinina (BRASIL, 2014). Em cées,
alteracdes proteicas como hiperglobulinemia, hiperproteinemia, hipoalbuminemia e razéo
reduzida de albumina / globulina (A / G) tém sido associadas a progressdo da doenca, bem
como elevacdo dos parametros bioquimicos hepéticos e renais (CIARAMELLA et al., 1997;
KOUTINAS; KOUTINAS, 2014). As alteracdes na atividade funcional dos rins, representado pelo
aumento das concentracdes séricas de ureia e creatinina € um achado relativamente comum

em cdes portadores de LVC.

2.10 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é uma condicao bioldgica caracterizada pelo desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas e sua eliminacdo/neutralizacdo (HALLIWELL; WHITEMAN,
2004). Em condigdes fisiologicas, os radicais livres desempenham papel fundamental na
resposta imune e atuam como fatores de transcricdo na sinalizacdo celular, induzindo a
apoptose. No entanto, a producdo aumentada de espécies reativas, pode ocasionar dano a
biomoléculas, como lipideos de membranas, proteinas e material genético. Portanto, o
equilibrio oxidativo é determinante para o gatilho apoptdtico em células T, assim como, esta
envolvido nos processos concernentes a sua ativacdo, diferenciacdo, proliferacdo e funcao
celular (CHEN et al., 2006).

A formacdo de espécies reativas ocorre durante 0 metabolismo celular, em decorréncia
de atividade enzimatica, por diversos fatores como exposicdo a agentes externos: tabaco,
radiacOes, luz ultravioleta, produtos quimicos e farmacos. Além disso, o estresse oxidativo
tem sido atribuido a varias doengas inclusive as parasitarias. Pode-se medir o estresse
oxidativo por meio de diversos marcadores: como a glutationa reduzida e glutationa oxidada
(GSH/GSSH), o oxido nitrico (NO) e os produtos da LPO, como o0 malondialdeido (MDA).

A capacidade do corpo de neutralizar o estresse oxidativo depende do status e das
atividades de moléculas antioxidantes, incluindo a integridade de véarias enzimas que
requerem suprimento adequado de minerais como zinco, cobre, cobalto, selénio e manganés

(EVANS; HALLIWELL, 2001).
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2.10.1 Dano em Lipideos - Peroxidag&o Lipidica

Todas as membranas celulares sdo especialmente vulneraveis a oxidacdo devido a sua
alta concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados. Os danos ocasionados em lipideos sdo
frequentemente estudados, a LPO é uma consequéncia biologica importante em termos de
dano oxidativo celular (MELLO FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984). As principais espécies
reativas de oxigénio resultantes da LPO sd3o: o radical alcoxila (LOe ), radical peroxila
(LOOe) e o hidroperdxido (LOOH) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Observa-se um efeito citotoxico das espécies reativas formadas a partir da LPO sobre
os fosfolipidios constitutivos das membranas, devido a alteracdo da permeabilidade
modificando a fluidez e rigidez e até mesmo causando sua ruptura (CEMEK et al., 2010). Além
de outras acBes deletérias como: mutacdo do DNA, oxidacdo dos lipidios insaturados,
formagdo de residuos quimicos como o MDA e o comprometimento dos componentes da
matriz extracelular, proteoglicanos, colageno e elastina. A avaliacdo, pelo método quimico,
dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), principalmente o MDA, é
atil na investigacdo da peroxidacédo lipidica (LIMA; ABDALLA, 2001). A formagdo do MDA
ocorre através da decomposicdo de hidroperdxidos, produtos primarios da oxidacdo lipidica.

2.10.2 Dano em Proteinas — Carbonilacao

A oxidacdo de proteinas, carbonilacdo, € um dano comum que ocorre em alguns
residuos de aminoacidos (L-arginina, L-lisina, L-prolina e L-treonina), principalmente pelo
ataque de radicais Oy+- e *OH. A formacdo de residuos carbonilados em proteinas pode
ocorrer em resposta a conjugacgéo de produtos de LPO e deteccédo de acidos sulfénicos (WONG
et al., 2010) ou outros mecanismos como: a oxidacgdo do sitio catalitico, oxidacdo induzindo a
quebra da cadeia polipeptidica e a oxidacdo de aminoécidos. A principal consequéncia da
oxidacdo proteica é a geracdo de proteina carbonilada (PC) e possivel formacao de agregados
proteicos resultando no acumulo de proteinas oxidadas e consequentemente aumento de
disfuncéo celular. A determinacdo de PC é um marcador de dano oxidativo proteico (VALKO
et al., 2007)

2.10.3 Estresse oxidativo e a infeccdo por Leishmania spp.

Protozoarios do género Leishmania sdo capazes de invadir o sistema imunoldgico dos

hospedeiros e perpetuar a infeccdo. Apos a fagocitose, os macréfagos séo ativados e ocorrem
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varios processos celulares simultdneos com intuito de destruir o organismo invasor. O
processo de fagocitose requer um alto consumo de oxigénio que resulta na exploséo
respiratoria induzida pela enzima NADPH oxidase, aumento nas concentracfes celulares de
citocinas (IFN-y, TNF-a) ¢ consequentemente formagdo das EROs, como perdxido de
hidrogénio (H,0), hidroxila radical (-OH) e 6xido nitrico (NO) como mecanismo de defesa
do hospedeiro. Concomitantemente, ocorre a producdo de enzimas de degradacdo do
fagolisossomo, as quais induzem efeito citotoxico e acidificam o meio. Bem como a producao
de NO através da ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase, a L-Arginina presente nos
macrofagos atua na conversdo de nitrato a nitrito. Uma das principais funces dos macréfagos
é destruir organismos invasores, por meio da producdo de EROs (SERARSLAN; YILMAZ;
SOGUT, 2005; VAN ASSCHE et al., 2011).

Os tripamossomatideos de maneira geral, embora dentro dos macro6fagos expostos a
intermediarios oxigenados e nitrogenados toxicos, tém um eficiente sistema de defesa
antioxidante constituido de um tiol, a tripanotiona (T) e a tripanotiona redutase (TR), assim
como a capacidade de liberar oxido nitrico atraves da enzima éxido nitrico sintase constitutiva
(CNOS). As espécies do género Leishmania sdo um dos poucos protozoarios que sdo capazes
de sobreviver e se replicar neste ambiente hostil, embora apresentem sensibilidade as EROs,
possuem mecanismos que permitem inibir o desbalanco oxidativo (CASTRO-PINTO; FABRINO;
LEON, 2014; VAN ASSCHE et al., 2011).

Infecgdes por L. infantum na espécie canina, foram apontadas como um dos agravantes
para o desbalanco entre as EROs nos hospedeiros (ALMEIDA et al., 2013c; TORRECILHA et al.,
2016). Existem evidéncias de que, quando a infeccdo esta estabelecida, o parasito pode inibir
0 metabolismo de oxidagdo de neutrofilos e prolongar a sobrevivéncia celular, utilizando
assim neutréfilos como 'Cavalo de Trdia' nos estagios iniciais da infeccdo (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). No entanto, quando a doenca j& esta estabelecida em cées, ha
0 aumento da producdo de superoxido em neutréfilos, o que poderia contribuir
significativamente ao estresse oxidativo (CIARLINI et al., 2010).

Embora o estresse oxidativo tenha sido reportado em humanos e caninos infectados
pelos protozoarios do género Leishmania sp., a continuidade dessas investigacbes é
importante para a expansdo de conhecimentos acerca da fisiopatologia das respostas

inflamatdrias, o impacto clinico desse desbalango oxidativo na LV.
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2.11 Diagnostico

O Manual de Vigilancia Epidemioldgica da Leishmaniose, Visceral e Tegumentar
padronizou o diagnostico da LVC e LVH, os quais se fundamentam na deteccdo do agente
causal, baseando-se em técnicas imunoldgicas ou parasitologicas (BRASIL, 2014; SES, 2014).
Porém além dos testes oficiais existem outros que podem ser empregados no diagnostico.

Os testes laboratoriais de rotina mais utilizados sdo os imunolégicos, ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) e Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), os quais séo
baseados na detec¢do de anticorpos anti-Leishmania ou de antigenos especificos. Tais testes
sdo empregados em levantamentos soro epidemioldgicos, pois permitem a avaliacdo de um
grande nimero de amostras em um curto espaco de tempo (SOARES, 2012). Contudo, nas
técnicas sorologicas a presenca de reacfes cruzadas com outras espécies de parasitos da
Familia Trypanosomatidae, em especial Trypanosoma cruzi podem apresentar resultados
falsos positivos (INIESTA et al., 2002; MATOS et al., 2015). Também é utilizado o teste
imunocromatografico TR-DPP (Teste Rapido Dual Path Platform), como método de triagem,
o0 qual detecta anticorpos especificos de LVH e LVC. Este método destaca-se pela praticidade
da execucdo e interpretacdo dos resultados (SEs, 2014).

Uma limitacdo encontrada na utilizacdo das técnicas soroldgicas é o diagnostico de LV
em animais assintomaticos, pois frequentemente, nestes casos o0s testes soroldgicos nao
apresentam reatividade pela baixa carga de infeccéo, e consequentemente, pelos baixos niveis
de anticorpos (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; INIESTA et al., 2002).

Entre as técnicas laboratoriais, 0 método parasitologico € considerado de maior
especificidade para o diagnostico de LV, embora nem sempre este seja de facil execucgdo, pois
a coleta do material biolégico € invasiva (MATOS et al., 2015). O diagnoéstico parasitologico
busca a presenca de parasito, nas formas amastigotas, nos orgaos infectados, por meio das
técnicas de observagdo microscopica, cultura ou exame direto (CORTES, 2008). O material
bioldgico deve ser obtido preferencialmente da medula éssea, aspirado de linfonodos ou
biopsia hepatica (SES, 2014).

A técnica de PCR tem sido muito utilizada em pesquisas para o diagnostico da LVC e
LVH, embora ndo esteja prevista no manual como técnica oficial para o diagnostico de
leishmaniose. Este método permite a amplificacdo de sequéncias de DNA especificas do
parasito, mesmo em amostras bioldgicas com baixos niveis de infeccdo parasitaria,
apresentando viabilidade de diagndstico inclusive em animais assintométicos e soronegativos

nas técnicas imunoldgicas (INIESTA et al., 2002; SOLANO-GALLEGO et al., 2004).
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Amostras de aspirados ou biopsias de linfonodo, baco, medula 6ssea e figado
apresentam melhores resultados, contudo, amostras de sangue periférico, pele e conjuntiva
proporcionam uma colheita menos invasiva. Embora o PCR apresente maior sensibilidade no
diagnostico de LV, é pouco utilizada na rotina de laboratorios e ndo esta padronizada pelo
Ministério da Salde do Brasil por ser onerosa, inviabilizando inquéritos epidemiol6gicos
(QUEIROZ et al., 2010).

No Rio Grande do Sul, casos suspeitos para a LVC sdo avaliados pelo Laboratério
Central do Estado (LACEN), com realizacdo de triagem utilizando o TR-DPP e pela técnica
de ELISA, que é o teste confirmatdrio, ambos preconizados pela Nota Técnica do Ministério
da Saude N°1/11. Quando os dois testes sdo positivos, o cdo é considerado portador da doenca
(sintomatico ou assintomatico).

Diferentemente da infeccdo em humanos e caninos, que ja possuem padronizacdo nas
técnicas de diagndstico, para a deteccdo do parasito em outras espécies, como a equina,
utilizam-se os mais variados testes (soroldgicos, moleculares, culturas, biopsias). Os testes
soroldgicos e parasitologicos tém sido amplamente utilizados nessa espécie (BIGELI;

OLIVEIRA JUNIOR; TELES, 2012; FEITOSA et al., 2012; KouAM et al., 2010).

2.11.1 Marcadores Moleculares

Os métodos moleculares sdo amplamente empregados na detec¢do de Leishmania e
podem identificar o parasito ao nivel de género, complexo ou espécies, com a utilizacdo de
diferentes marcadores genéticos conforme o alvo desejado (AKHOUNDI et al., 2017; PITA-
PEREIRA et al., 2012).

Leishmania spp., assim como todos os tripanossomatideos, tém caracteristicas Unicas
de organizacdo gendmica, como genes sem introns e policistrons e pequenos Cromossomos
com alta densidade genética. Além disso, esses flagelados possuem uma Unica mitocondria
composta por uma organela denominada cinetoplasto, que contém uma grande rede de KDNA
(AKHOUNDI et al., 2017; LUKES et al., 2002). Assim, a deteccdo do parasito pode ser realizada
usando marcadores genéticos oriundos de DNA ndo cromossdémico, 0 KDNA, em regides
conservadas para 0 género Leishmania ou para espécies como Leishmania infantum (CORTES
et al., 2004; LE FiIcHouX et al., 1999; MICHALSKY et al., 2011; PANDEY et al., 2008). Embora
as regibes amplificadas dos minicirculos de kDNA sejam muito Uteis devido a alta
sensibilidade ao Género, o polimorfismo das sequéncias do KDNA pode ser um obstaculo

para a diferenciacdo interespecifica. A regido LT1, a qual é amplificade com os iniciadores
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RV1/RV2 em um fragmento de 145 pb, é altamente variavel e rica em A/T (adenina/timina),
que é comumente usada para diferir entre subclasses de minicirculos (CECCARELLI et al.,
2014; LACHAUD et al., 2002).

O DNA cromossdmico (DNA ribossomal - rDNA), localizado principalmente no
cromossomo 27, tem entre os diferentes componentes dos genes as regides ITS mais
variaveis, ideais para identificacdo de espécies (KUHLS et al., 2005; SCHONIAN et al., 2001). A
deteccdo das regides ITS especificas em fragmentos de DNA de Leishmania é realizada com
diferentes pares de iniciadores: LITSR-L5.8S, LITSV-LITSR e LITSV-L5.8SR, esses sdo
alguns dos iniciadores usados como alvo molecular (EL TAlI et al., 2000; EL TAlI et al., 2001).

Os alvos moleculares do KDNA e regides ITS foram anteriormente utilizados para a
deteccdo da infeccdo por Leishmania sp. em equinos assintomaticos da regido da fronteira
oeste, municipio de Uruguaiana, Rio Grande do Sul (ESCOBAR et al., 2019). Os detalhes das

condigdes de PCR estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1- Alvos moleculares das regides KDNA e ITS para diagnostico de Leishmania spp.

Regido Iniciadores Tamanho das Sequéncia dos iniciadores Andlise da plataforma Condigdes de

do Gene bandas (5'-3) BLAST amplificacdo
95°C/ 2 min, 95°C/ 20s,
ITS LITSV ACACTCAGGTCTGTAAAC . 53°C/30s, 72°/60s (34
1020 bp Trypanosomatidae sp. .
rDNA  LITSR CTGGATCATTT-TCCGATG cycles), 72°/6 min

(El Tai et al .,2000)
95°C/ 2 min, 95°C/ 20s,
ITS1 LITSR CTGGATCATTT-TCCGATG - 53°C/30s, 72°/60s (34
320 bp Trypanosomatidae sp. .
rDNA  L5.8S TGATACCACTTATCGCACT cycles), 72°/6 min
(El Tai et al ., 2001)
95°C/ 2 min, 95°C/ 20s,
ITS2 LITSV 700 bp ACACTCAGGTCTGTAAAC Leishmania sp. 53°C/30s, 72°/60s (34
rDNA  L5.8SR AAGTGCG-ATAAGTGGTA Trypanosoma sp. cycles), 72°/6 min
(El Taiet al., 2001)
. L 94°C/ 4 min, 94°C/ 30s,
Leishmania infantum,
LT1 RV1 CTTTTCTGGTCCCGCGGGT . . - 60°C/30s, 72°/30s (30
145 bp Leishmania donovani, .
kDNA RV2 CCACCTGGCCTATTTTACA - . . cycles), 72°/10 min
Leishmania major, :
. . . (Almeida et al., 2013a; Le
Leishmania amazonensis. . .
Fichoux et al., 1999; Silva

etal., 2017)

Fonte: Escobar et al. (2019) Adaptado

A sensibilidade das técnicas pode ser aumentada quando, como alvo de detecgdo do
parasito, sdo utilizadas sequéncias representadas em multiplas copias no genoma. A escolha
de regiBes conservadas ou variaveis presentes em tais alvos permite adaptar a especificidade

do PCR. Muitas vezes se faz necessario o acoplamento de outras ferramentas moleculares
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para a caracterizacdo do parasito. No caso de amplificacdo de regiBes de sequéncias variaveis,
podem ser empregadas outras metodologias como RFLP, hibridizacdo com sondas especificas
ou sequenciamento para a identificacdo do parasito em nivel de complexo ou espécie

(BRITTO; PITA-PEREIRA, 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo da presente tese foi realizar a identificacdo molecular, avaliacao clinica,
hematoldgica e bioquimica da leishmaniose em equinos e caninos no municipio de

Uruguaiana — RS.

3.2 Objetivos Especificos
1- Verificar a presenca de material genético de Leishmania sp. em amostras de sangue

periférico de equinos e caninos;

2- Realizar a caracterizagdo molecular dos fragmentos de DNA de Leishmania em

amostras de equinos e caninos para identificar as espécies infectantes;

3- Avaliar os aspectos clinicos dos animais naturalmente infectados.

4- Avaliar alteracdes no hemograma e na contagem de plaquetas totais dos animais

infectados;

5- Comparar os resultados das analises hematoldgicas entre os animais do grupo
infectado por Leishmania sp. e grupo ndo infectado;

6- Avaliar os parametros bioguimicos séricos, entre 0s grupos infectados e ndo infectados

diagnosticados pela técnica de PCR, correlacionando com formas assintomaticas e sintomaticas;

7- Determinar o dano oxidativo em biomoléculas de animais naturalmente infectados

com Leishmania sp. e comparar com os perfis dos animais do grupo ndo infectado;
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4 METODOLOGIA GERAL
4.1 Aspectos Eticos

O estudo foi conduzido em estrita conformidade com as recomendacdes das diretrizes
nacionais sobre experimentacdo animal (BRAsiIL, 2008). O protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade Federal do Pampa (CEUA -
UNIPAMPA), sob o nimero CEUA- 016/2016. Os sujeitos participaram do estudo (equinos e
caninos) com o consentimento oral de todos os tutores de ambas as espécies antes do inicio
das coletas de material bioldgico, bem como, das coletas de dados e das avaliacdes clinicas.

Os mesmos foram informados de que, a participagdo no estudo permitiria que 0s
pesquisadores realizassem um exame fisico e clinico completo e coletas de amostras
bioldgicas sanguineas, para o diagnostico da leishmaniose ou infec¢do por Leishmania spp.
Ainda, os tutores foram informados que a participacdo no estudo ndo traria complicacdes
legais e todas as informac0es coletadas seriam confidenciais. Ndo teriam nenhum custo, nem
receberiam vantagem financeira. No momento das coletas, foram fornecidos os nimeros de

telefone dos pesquisadores para esclarecimento de quaisquer davidas.

4.2 Populacéo de estudo

Participaram deste estudo 127 animais, dos quais no primeiro artigo foram incluidos
123 animais e no segundo artigo foram incluidos 124 animais. Os equinos e caninos eram de
ambos 0s sexos, com racas e idades variadas, no municipio de Uruguaiana, area de
transmissao de LV, localizado na fronteira oeste do Rio Grande do Sul (29° 44’ 58" S e 57° 5’
18” W), Brasil. O periodo de coletas de material bioldgico e avaliacdo clinica foi entre
novembro de 2016 e setembro de 2017.

Durante o desenvolvimento das coletas, tivemos a participagdo de uma equipe
multiprofissional, com médicos veterinarios e discentes do curso de Medicina Veterinaria,
veterinarios mestrandos e residentes, bem como profissionais da area da saude (enfermagem,
biologia e farmécia) que atuaram nas diversas etapas das coletas. Desde as anamneses,
avaliagcdes clinicas, coletas de materiais bioldgicos e orientagdes sobre a enfermidade e
métodos de prevencdo para os tutores dos animais.

A equipe do Projeto Carroceiro e Equipampa, ambos vinculados ao Curso de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do Pampa Campus Uruguaiana, atuou diretamente nas
coletas. Bem como na etapa de busca ativa por animais para participarem do experimento.
Todas as coletas foram pré-agendadas e divulgadas na comunidade onde seriam realizadas

para que os tutores pudessem participar. Os animais foram coletados através da adesdo de
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seus tutores ao estudo. No final de cada coleta os animais recebiam aplicacéo de vermifugos e
0s tutores eram orientados sobre cuidados gerais dos animais.

A populacgéo alvo do estudo foi composta por equinos de zona urbana e periurbana e
cdes que habitavam os mesmos locais dos equinos, preferencialmente foram escolhidos
aqueles animais que pertenciam ao mesmo tutor. A maioria desses equinos desempenhavam
atividades relacionadas a servigos urbanos como fretes e coleta de lixo para reciclagem.

Os animais foram avaliados para identificacdo da infeccdo por Leishmania sp.,
alteracdes clinicas, hematoldgicas e bioguimicas, bem como, o possivel dano oxidativo das
biomoléculas. O nimero amostral variou de acordo com as técnicas realizadas, devido a
impossibilidade de coleta ou falta de material biolégico de alguns sujeitos, especialmente nas

analises bioguimicas e hematologicas.

4.3 Amostras Clinicas

Avaliac0es clinicas e cutaneas foram realizadas para verificacdo da presenca de lesdes
de pele, do estado geral do animal, da consciéncia, do grau de hidratacdo, das mucosas ocular
e oral, dos linfondos, além de verificacdo do Tempo de Preenchimento Capilar (TPC), das
Frequéncias Cardiaca (FC) e Respiratdria (FR) e da Temperatura Corporal (TC).

As amostras de sangue foram obtidas por puncdo venosa da jugular, apds antissepsia.
Para cada animal foram coletadas amostras de sangue em tubos contendo EDTA e com gel
separador para realizacdo das analises moleculares (PCR), hematoldgicas, bioquimicas e de
estresse oxidativo.

Os animais foram separados em dois grupos - Grupo infectado por Leishmania sp. e

Grupo ndo infectado, de acordo com os resultados obtidos no PCR.

4.4 Andlises Estatisticas

As observacBes clinicas e laboratoriais dos grupos, a saber, Grupo infectado por
Leishmania sp. e Grupo ndo infectado, foram comparadas de acordo com a natureza da
variavel.

As varidveis quantitativas foram submetidas ao teste de normalidade, o teste de
Shapiro-Wilk foi usado para os grupos de cdes (Tabela 2) e Kolmogorov-Smirnov para 0s
grupos de equinos (Tabela 3). As variaveis com distribuicdo paramétrica foram submetidas ao
teste estatistico T Student. As variaveis com distribuicdo nao paramétrica foram transformadas

pelo Log (x + 1) e submetidas ao teste T Student, aquelas que apds transformacéo,
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apresentaram distribuicdo normal. O teste estatistico de Wilcoxon foi utilizado para as
variaveis ndo paramétricas mesmo apos a transformagdo. Ambos os testes foram utilizados
para avaliacdo de diferencas entre os grupos independentes.

As variaveis dicotdbmicas foram avaliadas por dispersédo de frequéncia e submetidas ao
teste do qui-quadrado (sexo, massa corporal, lesbes cutaneas, linfadenopatia, desidratacéo,
alteracdes das membranas mucosas oral e ocular). Os dados foram analisados no programa

computacional SPSS® para Windows, com p-value <0,05.
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Tabela 2- Teste de normalidade da populagdo canina - Shapiro-Wilk, valores de
probabilidade, brutos e ap6s transformacéo.

Valores de probabilidade (p)

Variaveis Teste de Normalidfili\j:)zéS Es;"iisstgco
Dados Brutos transformagéo
Tempo de Preenchimento Capilar (TPC) 0,000 0,000 Wilcoxon
Frequéncia Respiratoria (FR) 0,000 0,010 Wilcoxon
Frequéncia Cardiaca (FC) 0,879 - T student
Temperatura Corporal (TC) 0,005 0,007 Wilcoxon
Peroxidacao Lipidica (TBARS) 0,263 - T student
Carbonilacdo de Proteinas (Carbonil) 0,000 0,002 Wilcoxon
Eritrdcitos 0,168 - T student
Hematécrito (HCT) 0,259 - T student
Hemoglobina (HB) 0,157 - T student
Volume Corpuscular Médio (VCM) 0,035 0,026 Wilcoxon
Concentracdo Média da Hemoglobina Corpuscular (CMHC) 0,623 - T student
Plaguetas 0,001 0,244 T student
Leucdcitos 0,115 - T student
Neutréfilo Bastonete Absoluto 0,000 0,567 T student
Neutrofilo Bastonete Relativo 0,019 0,463 T student
Neutrofilo Segmentado Absoluto 0,429 - T student
Neutréfilo Segmentado Relativo 0,861 - T student
Eosindfilo Absoluto 0,000 0,000 Wilcoxon
Eosinofilo Relativo 0,000 0,004 Wilcoxon
Basdfilo Absoluto 0,000 0,000 Wilcoxon
Basofilo Relativo 0,000 0,000 Wilcoxon
Linfécito Absoluto 0,164 - T student
Linfocito Relativo 0,762 - T student
Mondécito Absoluto 0,001 0,610 T student
Monécito Relativo 0,000 0,078 T student
Relacdo Neutrdfilo/Linfécito 0,000 0,024 Wilcoxon
Relacdo Plaqueta/Linfocito 0,000 0,000 Wilcoxon
Aspartato aminotransferase (AST) 0,003 0,095 T student
Alanina aminotransferase (ALT) 0,023 0,772 T student
Gama glutamiltransferase (GGT) 0,227 - T student
Creatinina 0,870 - T student
Fosfatase Alcalina (FA) 0,150 - T student
Ureia 0,000 0,105 T student
Proteina Total 0,768 - T student
Albumina 0,431 - T student
Globulina 0,733 - T student
Gama Globulina 0,004 0,087 T student

Relagdo Albumina/Globulina 0,011 0,058 T student
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Tabela 3 — Teste de normalidade da populacdo equina - Kolmogorov-Smirnov, valores de
probabilidade, brutos e ap6s transformacéo.

Valores de probabilidade (p)

Variaveis Teste de Normalidzcri)z 5 Es;le—l(talissfteico
Dados Brutos transformacéo
Tempo de Preenchimento Capilar (TPC) 0,000 0,000 Wilcoxon
Frequéncia Respiratoria (FR) 0,000 0,000 Wilcoxon
Frequéncia Cardiaca (FC) 0,000 0,000 Wilcoxon
Temperatura Corporal (TC) 0,200 - T student
Peroxidacao Lipidica (TBARS) 0,000 0,000 Wilcoxon
Carbonilacdo de Proteinas (Carbonil) 0,000 0,000 Wilcoxon
Eritrdcitos 0,200 - T student
Hematécrito (HCT) 0,065 - T student
Hemoglobina (HB) 0,012 0,006 Wilcoxon
Volume Corpuscular Médio (VCM) 0,017 0,061 T student
Concentracdo Média da Hemoglobina Corpuscular (CMHC) 0,001 0,001 Wilcoxon
Plaquetas 0,000 0,041 Wilcoxon
Leucdcitos 0,002 0,057 T student
Neutréfilo Bastonete Absoluto 0,000 0,000 Wilcoxon
Neutrofilo Bastonete Relativo 0,000 0,000 Wilcoxon
Eosindéfilo Absoluto 0,008 0,200 T student
Eosinofilo Relativo 0,045 0,001 Wilcoxon
Basdfilo Absoluto 0,000 0,000 Wilcoxon
Basofilo Relativo 0,000 0,000 Wilcoxon
Linfécito Absoluto 0,000 0,156 T student
Linfocito Relativo 0,000 0,009 Wilcoxon
Mondécito Absoluto 0,000 0,000 Wilcoxon
Mondcito Relativo 0,000 0,000 Wilcoxon
Relacdo Neutrofilo/Linfécito 0,122 - T student
Relacdo Plaqueta/Linfocito 0,000 0,000 Wilcoxon
Aspartato aminotransferase (AST) 0,000 0,000 Wilcoxon
Gama glutamiltransferase (GGT) 0,000 0,000 Wilcoxon
Creatinina 0,034 0,002 Wilcoxon
Ureia 0,200 - T student
Proteina Total 0,059 - T student
Creatinoquinase (CK) 0,000 0,000 Wilcoxon
Albumina 0,200 - T student
Globulina 0,018 0,000 Wilcoxon
Gama Globulina 0,200 - T student

Relacdo Albumina/Globulina 0,200 - T student
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CAPITULO I
5 ARTIGO CIENTIFICO 1
Os resultados desta Tese, referentes aos objetivos especificos 1 e 2, estdo apresentados
sob a forma de um artigo cientifico (DOI: https://doi.org/10.1111/tbed.13361), publicado no
Periddico Transboundary and Emerging Diseases (Online ISSN:1865-1682), Qualis Capes
B1 na &rea CBII. As secfes Introducdo, Material e Métodos, Resultados e Discussdo e

Referéncias encontram-se no artigo a seguir.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Visceral leishmaniasis is an endemic zoonotic disease identified especially in devel-
oping territories. Brazil's northeast, southeast and midwest have been endemic for
several years; currently, the infection is spreading to the south. Dogs are the main
reservoirs; however, other mammal species have also been infected. Herein, we have
identified the infecting Leishmania species in dogs and horses from the south of Brazil,
a new outbreak of the infection. Blood samples were collected in the urban area of
Uruguaiana city. DNA was extracted from peripheral blood, kinetoplast DNA (kDNA)
and ribosomal DNA (rDNA) fragments were obtained by polymerase chain reaction
(PCR) and sequenced. Out of 123 samples, 25 of them (14 dogs and 11 horses) were
positive for Leishmania spp. Sequence alignment and phylogenetic analysis revealed
that the kDNA in positive samples was similar to four species previously reported:
L. infantum/L. chagasi, L. donovani, L. major. Despite kDNA minicircles regions are very
useful due to high sensitivity to Leishmania spp. DNA detection, the sequence poly-
morphism among minicircles can be an obstacle to interspecific differentiation. Our
results suggest that these strains are circulating in Brazil south region cross-border
and indicate the susceptibility of new outbreak for visceral leishmaniasis infection
in horses domiciled in endemic region for canine and human visceral leishmaniasis.

KEYWORDS
canine visceral leishmaniasis, equine, infectious disease, leishmaniasis

rapidly with reported cases in regions with well-defined seasons and
low temperatures, despite the adverse weather conditions for the

In American countries, visceral leishmaniasis (VL), endemic zoonotic
disease, remains a public health issue owing to its magnitude and
clinical, biological and epidemiological complexity. Brazil northeast,
southeast and midwest regions have been VL endemic for several
years. Until 2008, the southern region was indene, but nowadays
the pathogen has been expanding to the south, by the Argentina-
Uruguay cross-border. Rio Grande do Sul state had its first case in
2008, detected on a dog and later in humans (Deboni & Barbosa,
2011; Monteiro & Stainki, 2010). Since then, the infection spreaded

vector's adaptation and reproduction.

There is a notable gap in the dynamics of infection, mainly be-
cause it is an area where the two border countries (Argentina and
Uruguay) have already informed the presence of vector, infection in
humans and dogs (Salomén, Basmajdian, Fernandez, & Santini, 2011;
Salomon et al., 2009; Salomon & Sinagra, 2008). Considering the
great potential transmission of the infection in the three countries—
in the Brazilian south cross-border, where CVL and human cases
were increased, there is the possibility of being a new VL endemic

Transbound Emerg Dis. 2019;00:1-5.
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FIGURE 1 Phylogenetic tree of Leishmania spp. isolates from south Brazil, generated from Bayesian inference analysis of sequences of

the kDNA. The isolates were described in Supplementary item

region. The infection has been reported for a little more than a de-
cade in south Brazil, and so far, even with efforts among public agen-
cies, there is a notable lack of control measures as well as diagnosis
and treatment in the southern region.

As the canine visceral leishmaniasis (CVL) rose, in spite of adop-
tion of control actions, and the vector is already adapted to the en-
vironment conditions—as it has happened in cold weather European
countries—there was a growing concern regarding the possibility of
other mammal species also be infected. It would be perfectly possi-
ble that the equine species, in contact with reservoirs, become part
of the contamination chain as a probable host in this region. The in-
fection in horses has been reported in southeast Brazil previously
(Soares et al., 2013), thus, our work aimed to investigate the pres-
ence of Leishmania spp. parasites in domestic reservoirs and horses
from a new outbreak area of south of Brazil.

2 | MATERIALS AND METHODS

A total of 28 dogs (Canis familiaris) and 95 horses (Equus caballus)
of both genders coming from Uruguaiana city (29°44'58"S and
57°5'18"W) southwest of south Brazil, cross-border region with
Argentina and Uruguay countries, participated in the study from
November 2016 to September 2017. Most of equines were draught
animals and generally slept in the backyards of residences, close
to dogs (which had blood collected as well). The blood samples

were collected by venipuncture of the external jugular veinin EDTA
tubes.

DNA was extracted by salting-out technique (Joseph & David,
2001). The PCR amplification was carried out with two primer pairs
separately: RV1/ RV2 (LT1 kDNA) with 145 bp and L5.8SR/LITSV
(ITS2) with 750 bp size bands expected, to have a more precise
and accurate diagnostic test and PCR conditions were described
elsewhere (El Tai et al., 2001; le Fichoux et al., 1999). The reaction
mixtures adjusted in a final volume of 25 ul (25-50 ng of DNA),
2.5 U of Taqg DNA polymerase, 1X PCR buffer, 1.5 mM of MgCl,,
(Invitrogen, USA), 10 mM of each dNTP (dATP, dCTP, dGTP, and
dTTP) (Promega, EUA),10 pmol of each primer (IDT, EUA) and ul-
trapure water, were performed in thermocycler (Amplitherm
Thermal Cyclers). L. (L.) infantum chagasi (MOHM/BR/1974/PP75
and MOHM/BR/2002/LPC-RPV) and L. (L.) donovani (MOHM/
ET/1976/HU3) were used as positive controls while milli-Q water
was a negative control. The amplicons were visualized by electro-
phoresis in 1.5% agarose gelsin 1 x TAE-buffer staining with ethid-
ium bromide. Direct sequencing fragments of 145 bp (LT1 kDNA)
was performed by an automated sequencer ABI-Prism 3500 Genetic
Analyser (Applied Biosystems, USA) on both strands. After puri-
fication of amplified PCR fragments with the Purelink™ Quick Gel
Extraction and PCR Purification kit (Invitrogen, USA). Only positive
samples in both primers pairs were selected for direct sequencing.

The consensus sequences of forward and reverse se-
quenced fragments were obtained with Bioedit software. The
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alignment of consensus sequences with 23 published Leishmania
and Trypanosoma kDNA sequences (NCBI accession codes in
Table 1) was performed with the multiple sequence aligner
MAFFT v.7 and default parameters. The evolutionary model of
DNA substitution was inferred by jModelTest as GTR (General
Time Reversible) with Gamma distribution. The phylogenetic tree
was constructed by MrBayes with selected evolutionary model
and Trypanosoma evansi minicircle kDNA sequence (AY557604.1)
as outgroup. The inferred tree was calculated with 50,000,000
generations and had an average deviation score of 0.003885. The

tree visualization was generated with FigTree software.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The partial sequences of LT1 kDNA region (145 bp) of Leishmania
donovani complex and ITS 2 (750 bp) were effective to detect canine

TABLE 1 List of species sequences from GenBank, used in

phylogenetic reconstructions, associated with their hosts (habitat),

geographical origin, accession number and genetic region to the

kDNA
Accession Number  Specie Host Country of origin
AF 1184721 L. panamensis -
AF 088232.1 L. lainsoni =
AF 1037411 L. infantum Canine  Tunisia
AF 103740.1 L. infantum Human  Ukraine
R_AF 130467.1 L. guyanensis ' -
AF 168358.1 L. donovani Human  China
AF 169133.1 L. infantum Human  Algeria
AF 169138.1 L. chagasi &
AF 169139.1 L. infantum -
R_AF 308685.1 L. major Human  Israel
AF 308690.1 L. tropica Human  Iran
AF 3998221 L. donovani 2
AF 169137.1 L. chagasi Human  Panama
AJ 010077.2 L. donovani Human  Sudan
7352701 L. infantum 5
KM 555295.1 L. major Human  Israel
KM 555288.1 L. major Human  Israel
M87315.1 L. (Viannia) ’ -
braziliensis
M 94089.1 L. amazone- -
nesis
R_U77892.1 L. aethiopica =
AY 557604.1 T. evansi -
AY 1454371 L. Mexicana =
K01980.1 L. tarentolae -

Note: Strains selected in GenBank database for phylogenetic analyses
for comparison with the strains of this work.
*Complete sequences in GenBank.

fronsboindory and Enfeging O

and horse infection. Out of 25 from 123 samples analysed produce
PCR fragments, in both PCR, 14/28 (50%) dog blood samples and
11/95 (11.6%) horses. Leishmania spp. infection in domestic reser-
voirs of Uruguaiana city represents a higher infection rate than that
found inasurveyin Uruguay (22%) with L. infantum (Satragno & Faral-
Tello, 2017). The vectors have food preference for dogs and humans
(Macedo-Silva et al., 2014); however, other mammalian species, in-
cluding equines, may represent an alternative food source. Visceral
leishmaniasis has been investigated in southern Brazil for more than
a decade. There are currently humans and dogs case records in the
three border region (Brazil, Argentina and Uruguay) (Salomén et al.,
2011; Salomon et al., 2008; Satragno et al., 2017). We have found
Leishmania infection in equine peripheral blood in sites with CVL,
inferring the possibility that animals residing in endemic CVL areas
are at risk of being infected. The results revealed that Leishmania
infantum DNA and Leishmania major DNA were also identified in the
equine species (Supplementary File). Just like here, Leishmania infan-
tum DNA has already been detected in European horses and in Brazil
for the first time in Minas Gerais state (Gama et al., 2014; Rolao,
Martins, Jodo, & Campino, 2005; Soares et al., 2013; Solano-Gallego
et al., 2003). Leishmania major, from Old World, causes human cuta-
neous leishmaniasis in Asia and Africa. It was also identified in Iraq,
for the first time, from dog cutaneous lesions. In south Brazil, there
were no reports of infection until now (Al-Bajalan, Niranji, Al-Jaf, &
Kato, 2018).

Even though the amplified kDNA minicircle regions are very
useful due to high sensitivity to Leishmania spp. DNA detection, the
sequence polymorphism among minicircles can be an obstacle to
interspecific differentiation. The LT1 region, amplified in a 145 bp
fragment by RV1/RV2 primers, is located in a highly variable and A/T
rich region, which is commonly used to differ between minicircle
subclasses (Ceccarelli, Galluzzi, Migliazzo, & Magnani, 2014; Lachaud
et al., 2002). Therefore, according to the kinetoplast genotype, it is
possible to have more similarity between genotypes shared by dif-
ferent species (with potential cross-species amplification) than be-
tween the species themselves, leading to the formation of unspecific
clades in the phylogenetic tree (Ceccarelli et al., 2017; Yurchenko,
Kolesnikov, & Lukes, 2000). Among these, there is the monophyletic
cluster comprising L. mexicana, L. tarentolae and the horse sample
number 18. Other groups, however, are supported by Leishmania
phylogeny studies, as the cluster of L. panamensis, L. brasiliensis and
L. lainsoni; as well as the paraphyletic clade of L. infantum, L. chagasi
and L. donovani (Figure 1).

In this border region, where epidemiological triad (vector, aeti-
ologic agent and reservoir) is installed, it is highly recommended to
continue investigating, considering the great potential of transmis-
sion in the three countries due to the intense traffic of people and
animals. There were studies reporting that domestic canine reser-
voirs and humans were infected by the Leishmania infantum species,
but until this research, no other host species had been identified
with the Leishmania infection in this border region. Our results indi-
cate the horse susceptibility of infection in endemic areas for canine
and human visceral leishmaniasis, and here, we present the horse
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infection as a new outbreak. For this reason, it is most important to
clarify the role of thisanimalin the transmission cycle. Now, we need
to improve the phylogenetic analysis, characterization of these iso-
lates and to investigate the presence of dermotropic species in this
region to compare the pathogenic species found in southern Brazil
with those in other countries specially in the Old World.
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ID Vertebrate Consensus sequence BLAST description Query E- Ident Acess
Host cover value

POSitiVe COntrOl Strain TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCRAAATCGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA LEiShmania ChagaSi Strain MHOM/BR/74/PP75 kinetOpIaSt 98% AE-24 92% AF103739.1
AAA—TTGGGYCAAAAAT minicircle DNA, complete sequence '

18 HOI'SE TCTTTTYKGGTCCSGSGGGTAGGGGCGTTYTGMRAAAATGGAAAAATGGGTGCAGAAACCCCGTTCA LEiShmania infantum kinetoplaSt DNA’ non-prOtEin COding 99% 4E-40 93% AB678348
TTTT--TTGGCCAAAATT--mmsmrreommeeee GCCATTTTTGGG--CTCCGGG GCGGAAAA CTG- region, partial sequence, isolate: IranJWinf 1

28 Horse TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCRAAATCGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 98% 4E-25 86% 7328421
AAA--TYGGYCAAAAAT ----mmmemmmeemmcemmaee GCCAAAAATCRG--CTCCGGGGCG GAA AACTG-

49 2 Horse TCTTTTYTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCRAAATCGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA LeiShmania major Strain MHOM/IL/67/LV563 miniCirCIe’ 78% 2E-25 87% KM555295.

- AAA--WTYGGYCMAAAAW-----==mmmmmeeeeee GCCMAAWATYRRGYTTCCCGGGGSSMGGA AAMT COmpIete SeqUenCe; kinet0p|a5t 0 0 1

50—2 Horse TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCRAAATCGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 57% 4E-20 95% 732842.1
AAW---TYGGYCMAAAAT --------mmmmmmmmmeeee GCCMAAAATYSR GCTTCCCSGGGG SG GRRAAT-

52 Horse TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTTTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 98% 1E-25 86% 7328421
AAA---TCGGYCAAAAAT --------mmmmmmmmmmeael GCCAAAATTRGG--CTCCGGG GCGGR A AACTG-
TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCCAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA | eishmania infantum strain MCAN/TN/78/LEM78

59 Horse AAA--TCGGCAAAAAATTATWTTCCCCTTTTGGGCTTTAGCCAAAAATCCG--RCCCCC . . 60% 4E-26 94%  AF103741.1
GGGGCGAAAATA- kinetoplast minicircle DNA, complete sequence
TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTGTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA . . . - 0, R 0

60 Horse AR TGV CARAAT e CCCAAAAATYAG.CTTOE GOEGERA AACTG. Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 98% 4E-20 83% 732842.1

61 Horse TCTTTTYTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCRAAATTGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA Leishmania infantum strain MCAN/TN/78/LEM78 96% 7E-38 93% AF103741.1
AAA-TCEOCAAAAAAT -omommee oo GCCAAAAATCGG--TCCCGGG GCGEGA AATGG- kinetoplast minicircle DNA, complete sequence '

63 Horse TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTC- Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 75% 1E-19 88% 7328421
J.V.V.V- S, (oTcTc) 707.V.V.V.V.\) pRu—— GCCAAAAATCGG—CTCCCGGGGGCGAAAACTG
YCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCA . . . - 0 _ 0

65 Horse rceece R CCOAAAATTERS. TTECCCaaeaG iy Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 96% 6E-23 84% 732842.1

66 Horse TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA 76% 1E-20 88% 7328421

AAA---TCGGYCAAAAAT --------szmmmmmmeeeed GCCAAAAATCCG--CTCCYGGGGYGGAACKGG-
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2C_2 1394 D12
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17C_2_1395_B02

18C
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24C
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Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Dog

Bolita_2_1395_D02 Dog

YCTTTTTTGGTCCMRCGGGTAGGGGCGGTTTGCGAAATTGGAAAAAGGGGTGCAGAAATCCCGTTCT Leishmania major strain MHOM/IL/67/LV563 mInICIrCIG’
ASAG---KRGGTCAAAAAT CCAAAAWTCGG--CTCGCGGGCMGGAMACG-- COmpIete sequence; kinet0p|a5t

TCTTTTYTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCA . "
L.donovani (AJS-PEKIN) kinetoplast DNA
AAAA---TSGGTCAAAAAT ------mmmmmmnnas GCCCAAAAAWTYGGSTYYSGKGGYGRKMTA---
TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCMGRAATCCCGTTCT - . . .
Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA
MMAARTTTGGTCCAAAAAT ----memmmemmmmemmenes YCCCMMAACAAA--T ---memememememen
ACTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTTGGWAAAATKGGAGAAYTMGGGGGAGAAATWCWWTG

Leishmania major clone p kinetoplast sequence
KGAAAA---TYGGCAGAAAAT---- ARCKAAAAMAGG--CTTTGGGGARGGARMC---

CTTTTYTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTTTGCRAAATYGGAAAAATGGGTGCMGAAATCCCGTTCAA Leishmania donovani isolate MHOM/IQ/88/RTC6
AAA---TTGGYCMAAAAT -------mmmmmmmmmmeeeee GCCMAAAWTKRG—YTCCSGGGCSRGRAAT kinetop|ast minicircle sequence

TCTKTTCTGGTCCCGCGGGTMGGGGCGTTTCGCGAGGGTRGAAAAA-
GGCGGCAGAAATCCTGCTMAACAG---GWGGCCAAAAAT -------mmmmmmmmmeeeee CCCACAATTTGG--

CTTCCGGGGCWGTAAAG-- strain MHOM/ES/98/LLM-737, clone 102

Leishmania infantum kinetoplast partial minicircle DNA,

TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCGAAATCGGAAAAATGGGTGCAGRAATCCCGTTCAT
AAA---TTGGTCAAAAAT -----meemmmmmeemcneed GCCAAAAATCAG--CTCCGGGGCGGAAAACTG-

L.chagasi (AJS-PPECO) kinetoplast DNA

TCCTTTYCGTYCCSCGGGGCAGGCCTTTTAACAAGGTRRGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAM Leishmania infantum isolate MCAN/CN/90/SC  clone |

YAA---TCKGMCGAAAT G-----nnnnnmmmmmmmmneae GCTAAAKATTGG—CTCCTTGGCGGAAAAACTG minicircle’ partlal sequence; kinetoplast

CTTTTYTGGTCCCGSGGGTAGGGGCGTTTTGAAAAATYGGAAAAATGGGKGCMGRAATCCCGTTMAA Leishmania  donovani isolate  MHOM/SD/00/Khartoum
AAA---TSGGYCAAAAAT ------mmmmmmmmmmmeeod GGCAAAAAATCGGGTTCCCGGGGGGGGAAT--- kinetop|ast minicircle sequence

TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTYTGCGAAATCGGAAAAATGGGGGCAGAAATCCCGTTCA
AAAA---TTGGYCGAAAAT --------mrmmmmmmeeeo! GCCAATAATSRGGYCTCCGGGGCGGCAAATAG-

Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA

TCTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGGGGCGTTCTGCGAAATTGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCCGTTCAA | o : . .
AAA--TTGGY CAAAAAT r-mrmerceemerce GCCAAAAATSRG--CTCCSGGGCCGRAAAAT-- Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA

T('\i"I'I'TTCTG(.‘:\'{gg&%%(égGTAGGGGCG'I'I'\\(/(':I'((:BE(’:RAAATYGGAAAAATGGGTGCAGAAATCCYGYTI'CT Leishmania major (X2316) kinetoplast DNA
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Abstract

Background: Leishmaniosis, zoonosis that produces significant public health impacts, is caused by Leishmania
infantum. Canines are the main domestic reservoir and, besides humans, other species of mammals could be
infected when living in endemic areas. In this study, we detected equine Leishmania infantum infections in a canine
visceral leishmaniosis transmission area and evaluated the clinical, haematological, biochemical and oxidative stress
disorders. This study was conducted in Uruguaiana, Rio Grande do Sul, south of Brazil. Peripheral blood samples
were collected from 124 animals (98 horses and 26 dogs) of both genders and several breeds after they underwent
general and dermatologic examinations.

Results: Twenty five Leishmania infantum infected animals (20.16%), 14 horses and 11 dogs were detected by PCR
(Polymerase Chain Reaction) amplification of kinetoplast DNA regions with 96% homology to Leishmania infantum
(GenBank Accession No. L 19877.1). The clinical and haematological alterations of infected equines were skin
lesions, nodules, lymphadenopathy, decreased levels in red blood cells and haematocrit (p < 0.05) and increase in
urea serum concentration (p < 0.05), while CVL presented a decrease in red blood cells counts (p < 0.05), increase in
lymphocytes (p < 0.05), and decrease in neutrophil-lymphocyte ratio (p < 0.05). Oxidative stress markers of plasma
protein carbonyl and plasma lipid peroxidation were not statistically significant (p > 0.05) in both species.

Conclusions: To our knowledge, this has been the first leishmaniosis equine survey performed in south of Brazil,
caused by Leishmania infantum that were able to initially identify haematological and biochemical changes in the
species, even in asymptomatic animals. We present evidence supporting those findings of haematological and
biochemical changes could be related to infection. Surprisingly, the clinical manifestations of equine infection were
similar to those found in canine visceral leishmaniosis. The equine population could be play an important role in
the cycle of leishmaniosis in south Brazil and consequently indicates a great risk of public health. This evaluation of
infected animals is important to establish the clinical and laboratory parameters involved in the disease progression.

Keywords: PCR, Diagnosis, Clinical valuation, Haematology, Biochemical analysis, Horse, Dog

Background

Leishmaniosis is a zoonotic disease distributed globally,
capable of causing significant impacts on public health.
It has high lethality if untreated, as well as impossibility
of vector eradication and consequently, a proven trend
of expansion [1]. Visceral leishmaniosis (VL) is caused
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Full list of author information is available at the end of the article

by Leishmania infantum protozoa and affects humans,
as well as domestic dogs, which are the main reservoir
of this infection [2]. Currently, the disease is widespread
throughout Brazil. The disease was not endemic in Rio
Grande do Sul until 2008 when the first canine case was
diagnosed. Since then, seven municipalities on the cross
border with Argentina, neighbouring country, including
Sao Borja and Uruguaiana cities were transmission areas
for CVL with the vector Lutzomyia longipalpis has been
reported [3, 4].

@ The Author(s). 2019 Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http:/creativecommons.org/licenses/by/4.0¢), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http//creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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In view of epidemiological situation at the western
border of the state of Rio Grande do Sul, the identification
of possible host species of leishmaniosis is a challenging
and necessary task, since it is known that besides dogs,
dozens of wild and domestic mammals, including equines,
have already been identified to carry the infection in other
regions [5-7]. The challenge is due to the variability of
clinical signs in animals, in addition to the large number
of asymptomatic individuals. In China, asymptomatic
sheep infected with Leishmania infantum were suggested
to contribute to VL transmission [8].

Evidences of horses residing in endemic areas for canine
visceral leishmaniosis (CVL) and human visceral leishma-
niosis (HVL) were susceptible to become infected with
Leishmania infantum, only reinforce the importance of
researching species that act as a food source for vectors or
participants in the epidemiological chain [9]. Equine infec-
tion by the protozoan Leishmania infantum has been
reported in South America and Europe [6, 10-12]. Unlike
standardized human and canine diagnosis, parasitological,
molecular and serological tests are used for the detection
in other species, added to the clinical evaluation of the
individual [6, 13, 14]. Besides, the disease in horses, can
cause clinical manifestations (nodules, skin lesions), it can
be spontaneously cured, or the host immune system can
developing different mechanisms to evade or modulate
the immune response keeping the host asymptomatic and
hindering initial clinical evaluation and suspicion of infec-
tion [11, 12, 15, 16].

Haematological and biochemical markers of CVL have
been identified [17, 18] however, it remains unclear at
what extent the occurrence of clinical signs and varia-
tions in laboratory parameters can occur in horses. In
this way, complementary tests can be used associated
with diagnostic techniques, in order to secure more ac-
curate diagnosis of the disease while providing a view of
the individual’s condition at the moment of collection.

In Rio Grande do Sul state, south of Brazil, the west-
ern border region, the use of draft horses for agricul-
tural, farming and transportation activities are common.
In this transmission area for CVL, horses living in close
contact with humans and dogs, especially in the urban
area, can participate in the transmission cycle through
interaction with vectors. Because, they are excellent at-
tractions and blood supply for the feeding of sand flies,
thus stimulating the proliferation of these vectors [19].
There have been reports of infection in horses from en-
demic areas in other regions of the world, presumably
because they are in contact with domestic reservoirs and
vectors [13, 16, 20].

Leishmania infantum is not only pathogenic for ani-
mals, causes a serious disease in humans too, for this
reason, its important pay attention for the occurrence of in-
fection in potential reservoirs, especially in CVL endemic
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and transmission areas. The incidence rates of leishmanio-
sis in the human and canine population in the Rio Grande
do Sul western border evidences the urgent need to investi-
gate the infection in horses. Due to the lack of information,
that guided the research, the aims were evaluating the pres-
ence of clinical signs, haematological, biochemical and oxi-
dative stress disorders that may be present in equines
infected by Leishmania infantum in a CVL transmission
area.

Results

This study evaluated the clinical signs, haematological,
biochemical and oxidative stress of 124 animals (98
horses and 26 dogs) of both genders and several breeds,
from a CVL transmission area in the south of Brazil.
The animals tested in this experiment, lived in areas
with large amounts of organic matter, such as landfill
sites, where there were substrates necessary for the
multiplication of leishmaniosis vector. The draft horses
generally slept in the backyards of residences, belonging
to socio-economically deprived communities in semi-
urban areas. Owners of 30 horses reported some previ-
ous diseases or clinical signs, the main complaints were:
alopecia in different regions of the body and nasal dis-
charge. One animal had ataxia and another had torticol-
lis, four females were pregnant at the time of collection.

The PCR results, of kinetoplast DNA gene markers,
revealing a detection of Leishmania amplicons in 20.16%
samples. The direct sequencing fragments performed to
confirm the identity of protozoan species in these sam-
ples showed 96% homology to the Leishmania infantum
(GenBank Accession No. AF103741.1). The percent of
Leishmania infantum infected horses were 14.3%, 14
animals among 98 of total equine population of the
study. The molecular diagnosis of CVL showed 42.3% of
infected dogs (11 animals) living in the same areas of in-
fected horses.

Equine population was composed by 43 males (aged
0.5-24 years) and 55 females (aged 0.5-27 years). Accord-
ing to sex, the female Leishmania infantum infected
equines were 64.3%, whereas the male rate Leishmania
infantum infected equines was 35.7%. In the canine popu-
lation, compound by 13 males and 13 females, the highest
prevalence of CVL were recorded in females with 81.8%
(p<0.05).

Five infected equines were symptomatic (SyE), the
clinical alterations were skin lesions (#=3), nodules
(n=1), lymphadenopathy (n=1) (see Table 1) and nine
infected animals were without of clinical signs (AE). In
CVL, five infected dogs were SyD and six were AD, in
addition, the SyD group presented conjunctivitis. The
clinical signs frequency of Leishmania infantum infected
and control groups did not shows differences, most of
evaluated animals were not dehydrated (Table 1).
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Table 1 Clinical signs frequency of control group and Leishmania infantum infected group by Chi-square test
Control Group Leishmania infantum Infected p- value
Group
(N/%) (N/%)
Equine Samples Parameters
Low Body mass (n = 46) 14 (3043) 3(6.52) 1.00
Skin lesions (n=98) 15 (15.30) 3(3.00) 1.00
Lymphadenopathy (n =98) 2 (2.04) 1(1.02) 0.90
Dehydration (n =46) 4 (8.69) 0(0) 097
Eyes pale mucous membrane (n =55) 13 (23.63) 1(1.81) 040
Oral pale mucous membrane (n =45) 2 (444) 0(0) 1.00
Canine Samples Parameters
Low Body mass (n = 25) 5(20) 5(20) 0.67
Skin lesions (n = 26) 3(11.53) 2 (7.69) 1.00
Eyes pale mucous membrane (n = 24) 6 (25) 3(12.50) 1.00

Due to the lack of adequate structure for the animal’s
containment, in some occasions, the clinical evaluation
and parametric indices were performed on as many ani-
mals as possible (Table 1), as well as to some laboratory
analyses due to the obtaining of little biological material
at the time of collection.

The parametric indices of equine infected group show
an increase of HR (heart rate) while in the canine specie
the only change was body temperature (Table 2).

Results from equine haematological analysis, in see
Table 3, revealed that the number of RBC and HCT
were shorter in infected group than the CE group
(p<0.05). While in both groups MCV and MCHC
values were acceptable. The granulocyte absolute
counts (eosinophil and basophil) and monocytes

values were acceptable in both groups, although neu-
trophil showed an decrease values in Leishmania
infantum infected group (p <0.05) and relative baso-
phils had an increase in this group (p<0.05). The
same change in RBC rates was observed in the ca-
nine specie (p<0.05). The PLR values were shorter
(p < 0.05) and the lymphocytes (absolute and relative)
were higher in (p <0.05) canine infected group (see
Table 3).

The equine biochemical profile results of urea
serum concentration were significantly increasing
(p<0.05) in Leishmania infantum infected group.
This biochemical disorder was the only one found in
the infected group. Mean values of hepatic enzymes
(AST, GGT) were in agreement with the reference

Table 2 Comparison between parametric indices of control group and Leishmania infantum infected equines and canines

Control Group Leishmania infantum Infected p- value
Group
(X£SD) (X£SD)
Equine Samples Parameters
CRT (n=83) 1.89 + 043 2.00 + 000 036°
RR (n=94) 2159+ 10.86 18.15 + 550 030°
HR (n=95) 4410+ 1374 49.23 + 967 005>
BT (n=81) 36.97 +£ 095 37.06 £ 076 074°
Canine Samples Parameters
CRT (n=16) 1.75 £ 046 1.88 + 064 069 °
RR (n =24) 3520 + 33.94 2844 £ 926 085°
HR (n =25) 10240 + 344 6 10240 + 2093 1.00?
BT (n=23) 3873+039 3835+ 023 0.00 >

X Mean, SD Standard Deviation; *The difference was considered significant when P value less than 0.05; ® Student T test; ® Wilcoxon test; CRT Capillary Refill Time,

RR Respiratory Rate, HR Heart Rate, BT Body Temperature
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Table 3 Haematological profile in control group and Leishmania infantum infected equines and canines

Control Group Infected Group p- value Control Group Infected Group p- value

(X£SD) (X£SD) (X+SD) (X£SD)

Equine Samples Canine Samples
RBC ()(106 cells/uL) 751 £1.26 6.69 + 1.58 003 ™ 575+ 088 4.90 +0.81 0.02%
HCT (%) 36.76 £ 552 3247 £ 7.1 0.01 3847 £ 702 3338 £ 603 006°
Hb (g/dl) 1248 +1.81 11.21 £ 232 009 ° 13.00 + 286 1133 £ 220 012°
MCV (fl) 49.17 £ 335 4910 £ 5.01 0.86° 66.84 + 371 67.99 + 407 037°
MCHC (g/dl) 3401 £1.27 3469 + 1.30 0.06° 33.60 + 203 3390 + 134 024°
PLT (x10° cells/uL) 16351 £ 119.58 14550 + 72.07 081° 16930 + 101.58 18645 +139.86 078?
WBC (x10° cells/uL) 11.88 £ 327 11.23 £387 0367 13.87 £ 500 1857 £ 822 083°?
Absolute Neutrophils Rods (cells/pL) 34048+ 353.79 28843 + 22950 072° 1.764 + 2205 2231 £ 1220 009?
Relative Neutrophils Rods (%) 299 + 307 271+ 240 099° 11.73 £ 1097 1318 £ 744 030?
Absolute Neutrophils (cells/uL) 6.118 £ 2171 4774 + 1598 001 2 7.370 £ 2972 8.768 + 5270 044°
Relative Neutrophils (%) 5161 + 1042 4529 + 1424 one 5447 + 1818 4427 £ 1215 012°
Absolute Eosinophils (cells/pL) 460.75 + 31931 433,07 + 372,51 055° 39533 + 49966 511.82 + 68742 073°
Relative Eosinophils (%) 414 + 308 407 + 347 083° 2.80 + 352 264 +276 081°
Absolute Basophils (cells/pL) 9561 + 137.59 14864 + 161.38 009 ° 96.80 £ 19541 12645 £ 17093 049°
Relative Basophils (%) 0.80 + 1.07 1.21 £ 0.89 005 080+ 182 1.00 = 1.41 047°
Absolute Lymphocytes (cells/pL) 4444 + 1969 5.290 + 3.543 042°? 3.148 + 2093 5728 + 2531 0.00 >
Relative Lymphocytes (%) 36.99 + 10.78 4436 + 1448 008° 22.20 + 1097 3336 +£12.16 002
Absolute Monocytes (cells/uL) 410,63 + 36648 300.71 + 316.82 020° 1.097 + 90943 1.207 + 1.381 081°?
Relative Monocytes (%) 331+ 266 236+ 213 024° 1333+ 2177 555 +454 020°
PLR 004 + 003 003 + 0.02 062° 008 0.1 003 002 0.04™
NLR 168 +0.79 130+ 078 010° 478 +522 209 £1.13 0.06°

X Mean, SD Standard Deviation; *The difference was considered significant when P value less than 0.05; * Student T test; ® Wilcoxon test; Reference values for
equine specie: RBC: 6,5-12,5; HCT: 32-52; Hb: 11-19; MCV: 34-58; MCHC: 31-37; PLT: 100-600; WBC: 5.5-12.5; Neutrophils Rods: 0-100; Neutrophils: 2.700-6.700;
Eosinophil: 0-925; Basophil: 0-170; Lymphocytes: 1.500-5.500; Monocytes: 0-800; Reference values for canine specie: RBC: 5,5-8,5; HCT: 37-50; Hb: 12-18; MCV: 60-
67; MCHC: 32-37; PLT: 200-500; WBC: 6-17; Neutrophils Rods: 0-300; Neutrophils: 3.000-11.500; Eosinophil: 150-1.250; Basophil: 0-200; Lymphocytes: 1.000-4.800;

Monocytes: 150-1.350

values for the specie and total protein in both groups
were higher than reference limits, although there was
no statistical difference in the comparison between
them (see Table 4). In the canine species we did not
found significant changes in biochemical parameters
in infected animals (see Table 4 ).

The results reported of means + SD for oxidative
stress markers carbonyl levels and TBARS of were not
statistically significant (p > 0.05) in both equine and ca-
nine species (Fig. 1).

Discussion
The study revealed Leishmania infantum infection in
the equine species of Uruguaiana municipality’s semi-
urban regions as a new transmission CVL area in the
south of Brazil where they were exposed to the vector
and mainly inhabiting the same places as infected
canines.

These results agreed with findings of reported infected
horses in different endemic areas around the world,

including southeast Brazil [12]. Confirmation of
Leishmania infantum equine infection in this region
showed the urgency and importance of investigating
this animal species, taking them into account as a
mean of transportation (people and cargo) that circu-
lates throughout the city at any given time of the
day. From these findings we must evaluate the
equines’ interaction with the vector species, even the
degree of involvement of equines in the transmission
to other hosts which has yet not been defined as a
possible reservoir. They can also attract the vectors
[16] and might guarantee their maintenance through
the females feeding, contributing to the increasing
incidence of Leishmania infantum. On the other
hand, dogs, confirmed as domestic reservoirs, usually
remain restricted to smaller regions of town. They
do not cross the urban and semi-urban perimeter
like the horses.

The CVL clinically displays a wide range of nonspecific
symptoms, including skin lesions, which are present in
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Table 4 Biochemical profile in control group and Leishmania infantum infected equines and canines

Control Group Infected Group p- value Control Group Infected Group p- value

(X£SD) (X£SD) (X£SD) (X£SD)

Equine Samples Canine Samples
AST (UI/D) 243.60 + 12949 21864 + 4641 055° 783 +£ 386 1271 £9.19 0.28°
GGT (UIA) 20.77 £ 1249 1591 + 494 030" 557 + 207 6.17 £ 306 0687
Creatinine (mg/dL) 1.20 £ 026 122+ 031 096 ° 114 £ 025 1.15 £ 053 095°
Urea (mg/dL) 4831 + 1146 5752+ 1361 0.012* 2400 + 2.12 28.04 + 19.90 096 °
Total Protein (g/dl) 9.82 + 099 935+ 097 0142 655 + 0.94 7.16 £ 099 022°
CK (UI/L) 387.85 £ 21238 36591+ 17144 087" - -
ALB (g/dl) 4,08 + 049 4,06 + 0.50 091? 255 + 0.50 227 £ 037 023?
Globulin (g/dl) 573+121 529+ 1.16 028° 399 + 1.31 498 + 129 0.16°
Gamma Globulin 1881 + 3.81 1935 + 489 067 ¢ 115 £ 041 161 £ 092 031°
A/G 075 £ 022 063 +0.22 0.29° 075+ 042 049 +0.18 017°

X Mean, SD Standard Deviation; *The difference was considered significant when P value less than 0.05; > Student T test; ® Wilcoxon test. Reference values for
equine specie; AST: 120-480; GGT: 10-62; Creatinine: 0.96-1.3; Urea: 21.6-51; Total Protein: 5.8-8.7; CK: 40-280; ALB: 2.6 - 3.8; Globulin: 2.5 - 4.1; Gglobulin: No
reference values were found in the literature. A/G: 05-1.7; Reference values for canine specie: AST: 23-66; GGT: 1.2-6.4; Creatinine: 0.5-1.5; Urea: 15-65; Total

Protein: 5.4-7.1; ALB: 2.6 - 3.3; Globulin: 2.5 - 4.1; Gglobulin: 0.8-1.8; A/G: 05-1.7

most clinical cases [6], apathy, weight loss, enlarged
lymph nodes, hepatomegaly, splenomegaly, and others
[21]. Tegument and ocular signs, such as alopecia, hypo-
trichosis, exfoliate dermatitis, cutaneous and mucocuta-
neous ulcers, crusted scars, and onychogryphosis were
recorded too [22]. We evaluated horses in an attempt to
identify changes similar to those found in CVL. The
cases described here, showed that the majority of the in-
fected equines were without clinical signs, although SyE
infected animals presented some apparent signs such as:
skin lesions, nodules and lymphadenopathy, similar to
clinical signs detected in dogs from the same areas. The
clinical signs of leishmaniosis caused by L. infantum in
horses had been described like temporary signs, which

included nodules of variable size, in sometimes covered
by eroded or ulcerated epidermis [10, 12, 15]. Healthy
infected equines were reported in north Portugal and
Spain [20, 23]. The absence of clinical changes in equine
infection were related to a possible immunological abil-
ity to reduce parasitic load or which may be associated
with this pattern of temporary signs that the animals
present [6, 19]. Prevalence of equine subclinical Leish-
mania infantum infection, in endemic areas, is consider-
ably higher than that the disease, as observed in other
animals, cats and dogs [23, 24]. The ratios of symptom-
atic and asymptomatic dogs were similar, which requires
a careful attention because it is a transmission area and
little is studied about the dynamics of the disease in
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reservoirs and possible hosts, especially in regions, such
as the one in the study, which dogs have close contact
with horses.

Assessments of clinical and physical examination did
not show signs and alterations in the infected animals
except for HR that increased in infected group, but can-
not be attributed only to Leishmania infantum infection,
due to the physiological interference caused by the effort
in this index which may possibly have occurred due to
the short time interval between waiting for clinical
examination or even the activities performed by these
animals. Studies of infection in horses reported only the
clinical changes caused by lesions, nodules and ulcers
[12, 14, 19]. Alterations in parametric indices were not
reported yet, so with this first finding of cardiac abnor-
mality, we need to investigate the infected group to see
if this change can be predictive of infection. Contrari-
wise, the evaluated dogs did not present this alteration.

Although several influencing factors in these ani-
mals, such as nutritional deficiency, stress due to
heavy work, precarious conditions of animal health, it
was possible evidence some indicative changes of the
infection in haematological and biochemical tests.
RBC and HCT decreased in equine infected group, as
has been previously described in equine piroplasmosis,
another disease caused by two protozoans (Theileria
equi and Babesia caballi) in Egypt populations [25].
Perhaps protozoan’s infection in equines may present
the same pattern of haematological disorders. Simi-
larly, the canine infected group presented anaemia. In
CVL, Alterations in laboratory parameters, particularly
haematological, often reveal normocytic anaemia,
thrombocytopenia [26].

A significant reduction in neutrophils was observed
in equine infected group concomitant with uraemia.
Neutrophils are the main effector cells in mammalian
innate immunity; parasites like Leishmania infantum
can modify the oxidative metabolism and causes
apoptosis of neutrophils according to disease stage.
In very severe stage of CVL, were observed decrease
superoxide production and increased apoptosis asso-
ciated with uraemia [27]. Because little is known
about haematological changes in equine infection, it
is not possible infer these findings at a severe stage
of the infection, like in dogs. However, there are in-
dications that at this stage in which animals were in-
vestigated, apoptosis of neutrophils could explain
these reductions.

In humans, uraemia increases the rate of spontaneous
neutrophil apoptosis [28], as well, the higher rate of
spontaneous apoptosis and lower spontaneous viability
of neutrophils in uremic groups are similar to previous
studies in dogs [29, 30], similar to changes that we found
in horses.
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Deranged haematological and biochemical parame-
ters is a feature of VL in humans [31], that can be
used as an aid in HVL diagnosis and treatment. In
CVL has found haematological, biochemical and oxi-
dative markers, as well [29, 32]. In addition, the
spread of infection in other species requires detailed
scientific investigation to know the dynamics of the
disease. We started with this study the identification
of these alterations in equines to find establish prog-
nostic biomarkers that could facilitate diagnosis,
prophylactic and therapeutic procedures, since as in
the other mammalian species, in the equines also
there is a great variation of clinical signs and the pos-
sibility of not presenting any sign either.

Oxidative stress has been attributed to several parasitic
diseases in the canine species, including infections
caused by Leishmania infantum [29, 32]. It was not pos-
sible identify changes in oxidative stress markers levels
in analysed groups, however, it'’s a clear limitation of the
present study, because these parameters are difficult to
assess when it comes to samples from uncontrolled indi-
viduals, and especially when they are under adverse con-
ditions of nutritional, hydration and physiological status.

As expected, was found a higher level of infection
in dogs, in comparison with equine specie, since the
region is a potential CVL transmission area and the
main reservoir was in contact with vectors and other
mammals. In Parana state, Brazil, another study
showed a similar rate of Leishmania braziliensis
(16.6%) infection in horses by PCR diagnosis [13].
The characterization of populations of infected dogs
is important to identify the main parameters associ-
ated with the development of VL [17, 33], attending
as an initial parameters for the investigation of the
VL development in other mammalian species.

Results of sequencing kDNA regions indicate the pres-
ence of Leishmania infantum, in Blast search, the se-
quences finds regions of similarity between biological
sequences of Leishmania infantum infecting horses and
dogs in this CVL transmission area. The infection of L.
infantum was been reported in Europe [10, 11, 14, 15],
in Brazil, the infection in horses have been identified as
well [12]. The European [14, 15, 20, 23] and Brazilian re-
ports of VL infection in horses in are restricted to sero-
logical and molecular evaluation, without evidences of
haematological, biochemical and oxidative stress changes
in this specie [12, 16].

Conclusions

Our results showed the occurrence of infection by Leish-
mania infantum through molecular diagnosis in 14.3%
equines and in 42.5% canines. Surprisingly, the clinical
manifestations of equine infection were similar to those
found in CVL. We present evidence supporting those

77



Escobar et al. BMC Veterinary Research (2019) 15:381

values of HCT, RCB, neutrophil and urea changes in the
equine species that could be related to infection. These
results may aid in the identification of infected horses in
endemic areas or in the transmission of CVL. It is sug-
gested that the infected animals have a clinical follow-up
during as well as the control of parasite load to assess
whether haematological changes and identify which lym-
phocytes are acting on the immune response of the
infection in order to relate to the absence of clinical
signs. This evaluation of infected animals is important to
establish the clinical and laboratory parameters involved
in the evolution of the disease. To our knowledge, this
has been the first leishmaniosis equine survey performed
in south Brazil, caused by Leishmania infantum that
were able to initially identify haematological and bio-
chemical changes in the species, even in asymptomatic
animals.

Methods

Study population

Ninety-eight mixed-breed equines and 26 canines of
both genders were enrolled in the study. All the ani-
mals came from Uruguaiana municipality (29° 44’
58” S and 57° 5" 18" W), south of Brazil [1], which
is a transmission area for VL and CVL. The collec-
tions on the individually-owned animals were carried
out from November 2016 to September 2017. The
subjects (equines and canines) were tested simultan-
eously in order to obtain a sample of animals living
in the same environment, including the same owner,
whenever possible. These animal samples were col-
lected in residences of urban and semi-urban areas,
whose volunteer owners used those horses as mean of
transportation of people and cargo. After blood col-
lection, the animals received an application of de-
wormer and were returned to their guardians.

Since the clinical signs, haematological, biochemical
and oxidative stress alterations in CVL were described in
other regions of Brazil, the canine specie was included to
allow mean comparisons with the equine infection. The
experiment started with animal’s anamnesis, the owners
were asked about the place where the animals lived, the
purpose of using the horses, as well as their health his-
tory, age and gender. At the time of collection, horses
and dogs were submitted to general clinical evaluation
to verify presence of skin and lymph node changes,
body condition, hydration status, and physical exam-
ination (mucosal evaluation, capillary filling time, re-
spiratory rate, heart rate and body temperature).
Infected dogs were clinically classified as symptomatic
(SyD) and asymptomatic (AD) according to the pres-
ence or absence of canine leishmaniosis signs (skin le-
sions, nodules, lymphadenopathy and conjunctivitis).
Non-infected dogs were considered as control group
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(CD). The infected equines were classified with the
same criteria, symptomatic equine (SyE), asymptom-
atic equine (AE) and non-infected group was named
Control Equine (CE).

Biological samples

The blood collection was by venepuncture of the ex-
ternal jugular, after carefully antisepsis, with anti-
coagulant EDTA (ethylene diamine tetraacetic acid)
for molecular (PCR - Polymerase Chain Reaction) and
haematological analyses and without anticoagulant for
biochemical and oxidative stress analyses. The anti-
coagulant samples were frozen until the time of ana-
lyses and the samples without anticoagulant were
centrifuged at 3000rpm for 10min and the serum
frozen in aliquots.

Molecular diagnosis

DNA from blood samples and from promastigotes of L.
(L.) infantum chagasi (MOHM/BR/1974/PP75) was ex-
tracted using the technique by salting out [34], the volume
of blood (300 pL) was standardized. The DNA purified was
submitted to PCR using primers for Leishmania infantum
that had been designed to amplify a 145 bp fragment of the
conserved region of kinetoplast DNA minicircles (kDNA)
[18]. Reaction mixtures were prepared in a final volume of
25 uL, containing 8 pL de DNA template, 200 uM dNTP
(deoxynucleotide) (Promega, Madison, EUA), 10 pmol of
each primer (IDT, Coralville, EUA), 1x buffer solution, 1.5
mM MgCl,, 25U of Taq DNA polymerase (Invitrogen,
Waltham, USA) and 8 pL of ultrapure water. The amplifi-
cation conditions were as follows by Almeida et al. (2013)
[18]. DNA of L. (L.) infantum chagasi (MOHM/BR/1974/
PP75) kindly provided by Leishmania collection of the
Oswaldo Cruz Institute (CLIOC - FIOCRUZ), was used as
a positive control, while deionized water was used as a
negative control for all molecular techniques. The ampli-
cons were examined through electrophoresis on a 1.5%
agarose gel stained with ethidium bromide and visualized
on an Alphalmager gel documentation system with UV
light.

The molecular diagnosis of infection in equine and ca-
nine samples was confirmed by direct sequencing frag-
ments of Leishmania parasites, performed by an automated
sequencer ABI-Prism 3500 Genetic Analyser (Applied Bio-
systems, USA), after purification of amplified PCR frag-
ments with the Purelink™ Quick Gel Extraction and PCR
Purification kit (Invitrogen, USA).

Haematological, biochemical and oxidative stress
analyses

The parameters evaluated in haemogram included
Erythrogram: red blood cell count (RBC), haematocrit
(HCT), haemoglobin (Hb) concentration and red cell
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indices; mean corpuscular volume (MCV), mean cor-
puscular haemoglobin concentration (MCHC) platelet
count (PLT); Leukogram: white blood cell count (WBC),
granulocytes (Neutrophils, Eosinophils, Basophils); lympho-
cytes, monocytes, platelet-lymphocyte ratio (PLR) and
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR). Complete blood counts
were performed by an automatic cell counter (Sysmex KX-
21N, Roche®) followed by differential count and platelet
count blade using the Quick Panoptic kit.

Furthermore, in vitro biochemical diagnostics were
performed using an automatic biochemistry analyser
(Wiener CM 200) Specific commercial kits (Bioclin -
Quibasa) were used according to the manufacturers of
hepatic enzymes: aspartate aminotransferase (AST) and
gamma glutamyltransferase (GGT); renal enzymes: cre-
atinine and urea; total protein, creatine kinase (CK), al-
bumin (ALB), globulin, gamma globulin and albumin
globulin ratio (A/G).

Oxidative stress markers were quantified by plasma
protein carbonyl [35, 36] and plasma lipid peroxidation-
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) [37]. All
analyses were performed in duplicates.

Statistical analyses

Animals were divided into Leishmania infantum in-
fected Group and Control Group, as the results of
PCR, for the statistical analyses. The values are
expressed as mean + SD for the Leishmania infantum
infected Group and the Control Group separately.
The quantitative variables were submitted to the nor-
mality test, Shapiro-Wilk test was used for canine
samples and Kolmogorov-Smirnov for equine sam-
ples. Student T test was applied to normal distribu-
tion variables and Wilcoxon test was applied for
non-parametric variables after transformation by Log
(x + 1), both statistical tests were used to evaluate dif-
ferences between independent groups. The dichotom-
ous variables were evaluated by frequency dispersion
and submitted to the Chi-square test (low body mass,
skin lesions, lymphadenopathy, dehydration, yes and
oral pale mucous membrane changes, gender). Data
were analysed using the SPSS® for Windows comput-
ing program, significance was set at p-value < 0.05.
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CAPITULO I
7 DISCUSSAO GERAL

Nas Ameéricas, 11 espécies de Leishmania dermotropicas causam doenca em humanos
e oito espécies acometem animais. A espécie Leishmania infantum é o agente etiologico da
LV. No Brasil, at¢ 0 momento, foram identificadas e isoladas sete espécies dermotrdpicas e
uma visceral (AKHOUNDI et al., 2016; BRASIL, 2007; MAURICIO et al., 1999).

A leishmaniose € investigada no sul do Brasil ha mais de uma década, com relatos de
casos de LVC nos territérios fronteiricos brasileiro e argentino. No Uruguai, foi descoberto
um surto autéctone de LVC em 2015 (SALOMON et al., 2008; DEBONI; BARBOSA; RAMOS,
2011; SATRAGNO et al., 2017). Atualmente, existem registros de casos nos trés paises da
regido de fronteira e, no Rio Grande do Sul, 0s casos estdo se expandindo para o centro do
estado (CEVS, 2019). Devido ao intenso trafego de pessoas e animais nessa regido de fronteira,
faz-se necessario identificar as espécies em circulacdo e outros hospedeiros mamiferos no
ciclo epidemiolégico.

A escolha da populacdo de estudo ocorreu devido a necessidade de identificacdo de
possiveis hospedeiros capazes de se infectar com o parasito em regides endémicas para LVC.
Somada a uma caracteristica regional e cultural, na qual a espécie equina é comumente
utilizada em diversas atividades econémicas com intensa circulacdo na zona urbana e
periurbana, além do contato com outros animais, incluindo os reservatérios da leishmaniose e
0s seres humanos. Em contrapartida, todas as etapas do experimento foram desenvolvidas
também com cdes, além dos equinos, com intuito de se manter um parametro para oS
resultados encontrados, ja que esta espécie ¢ amplamente estudada.

O estudo revelou a infecgdo por Leishmania infantum na espécie equina das regifes
periurbanas do municipio de Uruguaiana, nova area de transmissdao da LVC no sul do Brasil,
0s quais foram expostos ao vetor e habitavam, principalmente, os mesmos locais dos cées
infectados. Os resultados encontrados neste trabalho concordaram com os relatos de equinos
infectados em diferentes &reas endémicas em todo o mundo, incluindo o sudeste do Brasil
(SoARES et al., 2013). A confirmacéo da infeccdo por Leishmania infantum em equinos nesta
regido revelou a urgéncia e a importancia de investigacdo, levando em consideracdo que esses
animais sdo usados como meio de transporte (pessoas e carga), que circulam pela cidade a
qualquer hora do dia. Por outro lado, os cdes, confirmados como reservatorios domésticos,
geralmente permanecem restritos a regides menores da cidade. Eles ndo circulam por todo

perimetro urbano e periurbano como 0s equinos.
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Foram encontradas amostras infectadas por Leishmania sp. em cdes e equinos por
métodos moleculares com dois alvos distintos: as sequéncias parciais de ITS 2 e KDNA, com
a intencdo de se obter um diagnostico mais preciso. As ferramentas moleculares foram
eficazes para detectar LVC e a infec¢cdo em equinos no municipio de Uruguaiana, Brasil.
Como esperado, foi encontrada uma taxa de infeccdo maior em cées, em comparagdo com a
espécie equina, uma vez que a regido € uma area potencial de transmissdo de LVC e o
principal reservatdrio estd em contato com vetores e outros mamiferos.

A taxa de infecdo em reservatorios domésticos no estudo foi maior do que a
encontrada no pais vizinho Uruguai (22%) considerando a mesma espécie (SATRAGNO et al.,
2017). Em equinos domiciliados na mesma regido de cées positivos, foi observada uma taxa
de infeccdo de 11,6%, semelhante ao observado no Parana, Brasil, para a infeccdo por
Leishmania braziliensis (16,6%) em equinos (TRuPPEL et al., 2014). Os vetores tém
preferéncia alimentar por cdes e humanos, mas outras espécies de mamiferos, incluindo
equinos, podem representar uma fonte alternativa de alimentos, permitindo que o DNA do
protozodario seja detectado no sangue periférico, inferindo a possibilidade de que animais
residentes em areas endémicas para LVVC estdo em risco de serem infectados (AFONSO et al.,
2012; DA SILVA SALES et al., 2015; MACEDO-SILVA et al., 2014).

A diversidade de espécies de Leishmania spp. no sul do Brasil é pouco conhecida,
considerando que a classificacdo de regido endémica no sul é recente, estudos desenvolvidos
até o momento relatam que reservatorios domésticos caninos e humanos foram infectados
pela espécie Leishmania infantum (Cevs, 2017; TARTAROTTI et al., 2011). Até esta pesquisa,
nenhuma outra espécie infectante havia sido identificada.

O estudo genético de cepas de Leishmania, através do sequenciamento e analise
filogenética das amostras positivas, sugere que Leishmania infantum/ Leishmania chagasi,
Leishmania donovani e Leishmania major estdo circulando nessa area nas espécies equina e
canina. Assim como no sul do Brasil, a infecgdo em equinos por Leishmania infantum ja foi
detectada na Europa (GAMA et al., 2014; KOEHLER et al., 2002; RoLAO et al., 2005; SOLANO-
GALLEGO et al., 2003).

Sequéncias de L. major também foram identificadas em amostras de cdes e equinos.
Esta espécie, de paises do Velho Mundo, causa leishmaniose cutanea humana (LCH) na Asia
e Africa e foi identificada a partir de lesdes cutaneas de cdes pela primeira vez no Iraque (AL-
BAJALAN et al.,, 2018). No Brasil, Leishmania major-like recebeu esse nome ap0s a
identificacdo nos isolados do Novo Mundo que tinham um perfil genotipico e fenotipico
semelhante ao L. major (MOMEN et al., 1985). Este foi o primeiro relato de infeccdo por
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Leishmania que encontrou fragmentos de DNA semelhantes a L. major nessa regido
fronteirica do sul do Brasil.

Os relatos europeus e brasileiros de infec¢do por L. infantum em equinos séo restritos
a avaliacdo soroldgica e molecular, sem evidéncias de alteragdes hematologicas, bioquimicas
e de estresse oxidativo nessa espécie. Aqui, foram apresentados os primeiros indicios de que a
infeccdo na espécie equina pode desencadear alteracBes fisiologicas e clinicas nos
hospedeiros. A LVC apresenta varias alteracdes clinicas inespecificas, incluindo lesGes
cutaneas, presentes na maioria dos casos clinicos (MULLER et al., 2015), apatia, perda de
peso, linfonodos aumentados, hepatomegalia e esplenomegalia (BARROSO et al., 2015).
Também foram registrados sinais oculares e tegumentares como alopecia, hipotricose,
dermatite esfoliada, Ulceras cutdneas e mucocutaneas, cicatrizes com crostas e onicogrifose
(LiMA et al., 2014).

Os casos aqui descritos mostraram que a maioria dos equinos infectados nao
apresentava evidéncias clinicas, embora observaram-se alteracGes aparentes como: lesdes de
pele, nddulos e linfadenopatia, em alguns animais infectados, semelhantes as detectadas em
cdes com LVC das mesmas areas. Os sinais clinicos de leishmaniose causados por L. infantum
em equinos foram descritos como sinais temporarios, que incluiam nédulos de tamanho
variavel, as vezes cobertos por epiderme erodida ou ulcerada (KOEHLER et al., 2002; ROLAO
et al., 2005; SOARES et al., 2013). Equinos assintomaticos foram relatados no norte de
Portugal e na Espanha (FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; LoPES et al., 2013). A auséncia de
alteracdes clinicas na infeccdo equina estava relacionada a uma possivel capacidade
imunolégica de reduzir a carga parasitaria ou associada ao padrdo de sinais temporarios que
0s animais apresentaram (CERQUEIRA et al., 2003; MULLER et al., 2015).

As avaliacOes do exame clinico e fisico ndo mostraram sinais e alteracdes nos animais
infectados, exceto para a FC que aumentou no grupo infectado, mas ndo pode ser atribuida
apenas a infeccdo por L. infantum, devido a interferéncia fisioldgica causada pelo esforco, que
pode possivelmente ocorrer devido ao curto intervalo de tempo entre a espera pelo exame
clinico e pelas atividades realizadas por esses animais. As altera¢fes nos indices paramétricos
ainda ndo foram relatadas; portanto, o achado de anormalidade cardiaca, indica a necessidade
de se estudar detalhadamente o grupo infectado para investigar se alteragdes na FC podem
predizer infeccdo por Leishmania sp.

Embora existam varios fatores de influéncia nesses animais, como deficiéncia
nutricional, estresse devido ao trabalho pesado e condig¢fes precérias de saude, foi possivel

evidenciar algumas mudangas indicativas da infeccdo em testes hematologicos e bioquimicos.



84

Os eritrocitos e os hematdcritos apresentaram-se diminuidos no grupo infectado dos equinos.
Na piroplasmose equina, a qual também é uma doenca causada por protozoarios (Theileria
equi e Babesia caballi), esses achados foram descritos (MAHMOUD et al., 2016). Dessa forma,
a infeccdo por protozoarios em equinos pode apresentar 0 mesmo padrdo de distarbios
hematoldgicos.

Foi observada uma reducdo significativa nos neutréfilos no grupo infectado equino
concomitante a uremia. Os neutrdfilos séo as principais células efetoras da imunidade inata de
mamiferos; parasitos como L. infantum podem modificar o metabolismo oxidativo e causar
apoptose de neutrofilos de acordo com o estagio da doenca. A diminuicdo da producdo de
superoxido e 0 aumento da apoptose associados a uremia foram observados em casos severos
da LVC, (ALMEIDA et al., 2013b) Como pouco se sabe sobre alteracbes hematoldgicas na
infeccdo equina, ndo é possivel inferir esses achados a um estagio grave da infec¢do, como em
caes. No entanto, ha indicacdes de que, nesta fase em que os animais foram investigados, a
apoptose de neutrofilos poderia explicar essas reducdes.

Em humanos, a uremia aumenta a taxa de apoptose espontanea de neutréfilos, bem
como, leva a uma menor viabilidade espontanea de neutréfilos. Em grupos urémicos de caes,
foram encontradas as mesmas alteracdes, semelhantes ao observado em nesse estudo, no
grupo de equinos infectados (ALMEIDA et al., 2013c; COHEN; RUDNICKI; HORL, 2001; SILVA
etal., 2013).

Parametros hematoldgicos e bioquimicos desequilibrados sdo uma caracteristica da
LV em seres humanos que podem ser usados como auxilio no diagnoéstico e tratamento dessa
enfermidade. Na LVC, também foram encontrados marcadores hematoldgicos, bioquimicos e
oxidativos ( ALMEIDA et al., 2013; SARKARI et al., 2016; TORRECILHA et al., 2016). Além
disso, a propagacdo da infeccdo em outras espécies requer investigacdo cientifica detalhada
para conhecer a dindmica da doenga. Com este estudo, foi iniciada a identificacdo dessas
alteracdes em equinos na busca de biomarcadores prognosticos capazes de facilitar o
diagnostico, os procedimentos profilaticos e terapéuticos, uma vez que, como nas demais
espécies mamiferas, nos equinos existe variacdo de sinais clinicos ou a possibilidade de
auséncia dos mesmos.

O estresse oxidativo tem sido atribuido a véarias doencas parasitarias nas espécies
caninas, incluindo infecgdes causadas por L. infantum (ALMEIDA et al., 2013c; TORRECILHA
et al., 2016). N&o foi possivel identificar alteracdes nos niveis de marcadores de estresse
oxidativo nos grupos analisados, no entanto, essa é uma limitacdo clara do presente estudo,

pois esses parametros sdo dificeis de avaliar quando se trata de amostras de individuos nao
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controlados e, principalmente, quando estdo em condigdes adversas do estado nutricional,
hidratagdo e fisiologico, visto que os animais estudados pertenciam a populacdo de baixa
renda e eram na maior parte utilizados para transporte de cargas e de pessoas no perimetro
urbano.

A partir dessas descobertas, deve-se avaliar a interacdo dos equinos com as espécies
vetoriais, até o grau de envolvimento na transmissdo para outros hospedeiros. Eles também
podem atrair os vetores (FEITOSA et al.,, 2012) e garantir sua manutencdo através da
alimentacdo das fémeas, contribuindo para o aumento da prevaléncia de L. infantum.

Nesta regido de fronteira, a qual esta instalada a triade epidemioldgica (vetor, agente
etiologico e reservatorio), a continuidade da investigacdo da infeccdo em diferentes
hospedeiros é extremamente necessaria, assim como, a identificacdo de espécies patogénicas
de Leishmania, principalmente levando em consideracdo o potencial de transmissdo da
infecgdo nas fronteiras dos trés paises, Brasil, Uruguai e Argentina. Os resultados indicaram a
suscetibilidade de infeccdo em equinos domiciliados em areas endémicas. Por esse motivo, é

muito importante esclarecer o papel desse animal no ciclo de transmissdo da doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu a identificacdo das espécies do Género Leishmania circulantes na
regido da fronteira oeste do Rio Grande do Sul, e comprovou a susceptibilidade dos equinos a
infeccdo em areas de transmissdo de LVC e LVH.

As espécies Leishmania infantum, Leishmania chagasi e Leishmania major foram
identificadas nas analises moleculares. L. infantum e L. chagasi, ambas do complexo L.
donovani e caracterizadas como sinonimias, sdo as espécies causadoras da leishmaniose
visceral, enfermidade notificada em humanos e cdes no municipio de Uruguaiana e nos paises
fronteiricos. J&, a espécie L. major ainda ndo havia sido identificada e caracterizada em
animais hospedeiros e vetores na regido. A identificacdo de cepas da espécie L. major requer
investigacdo aprofundada para a comprovacao da possibilidade de infeccdo por esta espécie
causadora de formas cutaneas. Os resultados da analise filogenética, aqui relatados, incitam a
necessidade de dar seguimento a caracterizacdo das cepas encontradas.

A comparacdo da infeccdo entre as espécies canina e equina identificou maior
prevaléncia em cdes, embora nos equinos a taxa de infec¢do tenha sido semelhante aos
resultados de regides endémicas do pais. Este foi o primeiro estudo que relacionou a infec¢éo
por Leishmania spp. e as alteracBes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas e de estresse
oxidativo com o intuito de estabelecimento de padr@es clinicos e laboratoriais para a infeccao
e a evolucdo da doenca em equinos. As manifestacfes clinicas corroboraram com os achados
em cdes das mesmas areas de estudo, as alteracdes hematoldgicas foram identificadas em
ambas as espécies e nos equinos somente houve uma alteracdo bioquimica evidenciada. N&do
foram observadas alteragcfes de estresse oxidativo entre os animais infectados.

Estes relatos foram o inicio da constatacdo de que a regido é forte candidata a se tornar
uma area endémica para LV, apesar do pouco tempo de instalacdo do vetor e de notificacdes
de casos caninos e humanos. Os achados expdem a urgéncia do desenvolvimento de outros
estudos para identificagdo das possiveis especies hospedeiras e do seu papel no ciclo
biolégico, incluindo, especialmente, a pesquisa de habitos alimentares dos vetores
encontrados na regido. Os equinos infectados por Leishmania infantum residentes em areas de
transmissdo podem desempenhar um papel importante no ciclo epidemioldgico da
leishmaniose no sul do Brasil e, consequentemente, indicar um grande risco de saude publica.
A ampliacdo dos conhecimentos sobre os hospedeiros permitird o aprimoramento de medidas

de controle e prevencao da infeccéo.
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Figura 15 - Leishmaniose em equinos e caninos no municipio de Uruguaiana - RS.

Leishmaniose em equines e canines

URUGUAIANA - RS |:>
Area de transmissio de leismaniose

Uruguai

;\/ / 'V .’
[ Municipios com vetor iLutzomyia longipaipis) g/

B Municipios sem veto

0 0 0 160 Km
v = necesadade - capturas entomolégicas e e ’
W Municiphoscom casos caninos - LVC s
& Municipiozcom casos humanos - LVH b
— — — —

URUGUAIANA - RS

Bairros com identificacdo de in

feccdio por Leishmania sp.
ascarenhas
Argentina &c :‘,"m Bl
- \

: Santd Antonio,
z p Jéquei Clube

i vistai i g ] santana

s
N\

. T Gigade Novs R . R
Francisca Tarragé Uruguaiana N, : Santo Indcio T
\ e e

S3o Miguel e g -

s Distrito Rodavisrio
Cidade Alegria ‘
Cabo Luis Quevedd  Alexandre
Zachia Ipiranga y pal s
Vila Jilia Aeroporto
Jardim do Salso &
Tabajara Brites Rio Branco'

Salsode Baxo  ‘ynigo das Vilas

2 Alteragdes clinicas nos animais infectados por L.
infantum
» Equinos infectados

Espécies de Leish

ia nos hospedeiros
vertebrados em Uruguaiana — RS, Brasil.

= Equinos = Caninos

8
7
3 3 o
1
N ,
L. infantum

L. chagasi L. donovani

Fonte: A Autora

m Caninos infectados

5
3 3 3
2
1 1
iE N
grecimento Lesedes cutd
L. major

Mucosa ocular

Linfadenopatia
hipocorada



88

PERSPECTIVAS PARA O ESTUDO

Nesta sessdo estdo listadas algumas das perspectivas, a partir dos resultados obtidos

neste estudo.

- Realizar acompanhamento mensal dos animais infectados avaliando estado clinico,

hematoldgico e bioquimico ao longo do periodo de infeccéo;
- Continuar a investigacdo do dano oxidativo em biomoléculas de animais naturalmente
infectados com Leishmania sp. com um nimero maior de animais e controle das condicdes de

coleta.

-> Determinar a atividade das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), superoxido dismutase

(SOD) e glutationa peroxidase (GPx) nos eritrocitos dos animais;

-> Utilizar outras técnicas de caracterizacdo molecular das cepas infectantes;

-> Capturar os vetores nos domicilios;

- Avaliar os habitos alimentares de vetores encontrados na regido para identificacdo de
novos hospedeiros;
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