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RESUMO

ANTICORPOS ANTI-Leishmania spp. EM EQUINOS DE AREAS DO RIO
GRANDE DO SUL COM DIFERENTES CLASSIFICACOES EPIDEMIOLOGICAS
QUANTO A TRANSMISSAO DE LEISHMANIOSE VISCERAL

AUTORA: Gabriela de Freitas Daudt
ORIENTADORA: Fernanda Silveira Flores Vogel

Os protozoarios do género Leishmania sdo o0s agentes etiolégicos da
leishmaniose, mantidos em reservatorios silvestres e urbanos. A importancia do
estudo da leishmaniose em equinos esta relacionada ao fato desses animais, assim
como 0s cdaes, estarem em contato direto com 0os humanos e, em alguns casos,
poderem desenvolver a doenca clinica. Considerando a escassez de dados quanto a
deteccdo de Leishmania spp. em equinos na regido Sul do Brasil e os estudos
sugerindo a participacdo da espécie no ciclo epidemiolégico da doenca, o objetivo
dessa dissertacao foi investigar a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. em
amostras de soro de equinos provenientes de areas com diferentes classificacdes
epidemioldgicas quanto a ocorréncia de leishmaniose visceral (LV) no Rio Grande do
Sul. Para a pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp., amostras de soro de 436
cavalos foram submetidas a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) na diluicdo
de 1:40 e utilizando formas promastigotas de uma cepa padrdo de Leishmania
infantum como antigeno. As amostras foram classificadas de acordo com a origem
(areas de transmissédo de LV ou areas silenciosas) e local de criacdo dos cavalos (area
urbana ou campo). Anticorpos anti-Leishmania spp. foram detectados em 9,17% das
amostras. A maior frequéncia de deteccdo ocorreu nos animais das areas de
transmissao de LV (29,41%), seguido pelos animais de areas silenciosas, onde nao
h& transmissdo comprovada da doenca (6,49%). As frequéncias de deteccdo de
anticorpos em equinos de tracdo e de campo foram de 9,46% e 8,8%,
respectivamente. Esses resultados mostram que Leishmania spp. esta circulando no
Rio Grande do Sul, tanto em areas com transmissao, quanto em areas consideradas
silenciosas. O estudo também sugere que 0s equinos possam atuar como
reservatorios, apesar de ainda serem necessarios mais estudos investigando a
patogénese, a epidemiologia da infeccdo por L. infantum na espécie e o seu papel na
transmissao do protozoario entre humanos e animais.

Palavras-chave: Sorologia. Leishmania spp. Cavalos. Leishmaniose visceral.
Frequéncia de deteccéo.



ABSTRACT

ANTIBODIES ANTI-Leishmania spp. IN HORSES FROM AREAS WITH VARIED
VISCERAL LEISHMANIASIS TRANMISSION STATUS IN RIO GRANDE DO SUL

AUTHOR: Gabriela de Freitas Daudt
ADVISOR: Fernanda Silveira Fléres Vogel

Protozoans of the Leishmania genus are the etiological agent of leishmaniasis
that are maintained in wild and urban reservoirs. The importance of studying
leishmaniosis in horses is due to their closely contact with humans, as dogs, and to
being able to develop clinical disease. Considering that the data on Leishmania spp.
detection in horses in the South Brazil is limited and the studies suggesting that horses
participate in the leishmaniasis epidemiology, this dissertation aimed to investigate the
presence of anti-Leishmania spp. antibodies in serum samples of horses from areas
with different occurrence of visceral leishmaniasis (VL) transmission. Serum samples
of 436 horses were diluted (1:40) and tested by Indirect Fluorescent Antibody Test
(IFAT) for antibodies against Leishmania spp. using a Leishmania infantum strain as
antigen. Samples were classified according to the origin (visceral leishmaniasis
transmission or silent areas) and housing type and purpose of the horses (traction or
farming). Antibodies anti-Leishmania spp. were detected in 9,17% of the samples. The
highest detection frequency was reported in animals from transmission areas
(29.41%), followed by the silent areas (6.49%). The frequency of antibodies detection
was 9,46% and 8,8%, to traction and to farming horses, respectively. These results
revealed that Leishmania spp. is circulating in both evaluated regions. It also suggests
that horses may act as reservoirs, but further studies are required to clarify the
pathogenesis and epidemiology of Leishmania spp. infection in horses and their role
in spreading leishmaniasis between humans and animals.

Keywords: Serology. Leishmania spp. Horses. Visceral leishmaniasis. Frequency of
detection.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma enfermidade infecciosa de carater agudo ou crdnico,
causada por protozodrios do género Leishmania, que sdo parasitas intracelulares
obrigatorios das células do sistema fagocitico mononuclear, apresentando uma forma
promastigota no tubo digestivo do inseto vetor e outra amastigota nos tecidos dos
vertebrados (BRASIL, 2014).

Tem distribuicdo mundial e compreende uma importante zoonose, mantida em
reservatorios silvestres e urbanos. No Brasil, a transmissédo do protozoario ocorre por
meio da picada de flebotomineos conhecidos como mosquitos-palha, do género
Lutzomyia, em especial Lutzomyia longipalpis, sendo que a doenc¢a pode apresentar-
se clinicamente sob as formas cutédnea, mucocutanea e visceral, que, humanos, €
potencialmente fatal se ndo tratada (WHO, 2010; MAROLI et al., 2013).

Além de acometer os humanos, a leishmaniose visceral também afeta
mamiferos domeésticos. Cées infectados sdo os principais reservatérios em areas
urbanas, sendo que a infec¢do nesses animais € mais prevalente e a enzootia canina
tem precedido a ocorréncia de casos humanos (LIMEIRA et al., 2019; BRASIL, 2014).
Estudos vém sendo desenvolvidos para identificar outras espécies de animais que
possam participar do ciclo do protozoario, das quais destacam-se 0s equinos.

Segundo Limeira et al. (2019), a importancia do estudo da leishmaniose em
equinos esta relacionada ao fato desses animais, assim como 0s caes, estarem em
contato direto com os humanos, podendo desenvolver a doenca clinica. Varios
estudos realizados no Brasil e em outros paises mostram resultados positivos na
pesquisa direta e indireta por Leishmania spp. em espécies de equinos (BENASSI et
al., 2018; VEDOVELLO FILHO et al., 2008; GAO et al., 2015; KENUBIH et al., 2015;
KOEHLER et al., 2002; LOPES et al., 2013; MUKHTAR et al. 2000; ROHOUSOVA et
al., 2015; TRUPPEL et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2017; EVERS et al., 2017;
FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; KOUAM et al., 2010; FEITOSA et al., 2012;
SGORBINI et al., 2014).

A presenca dos equinos em areas peridomiciliares associada a de cées,
aumenta o risco de transmissdo do protozodrio por serem atrativos ao vetor e
contribuirem para sua manutencdo como fonte de alimento (XIMENES et al. 1999;

OLIVEIRA et al.,, 2012). ApOs as primeiras evidéncias de equinos infectados por
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Leishmania spp. em 1927, na Argentina, autores vém sugerindo que cavalos, burros
e mulas possam atuar como hospedeiros acidentais ou mesmo reservatérios de
Leishmania spp., desempenhando um papel importante na epidemiologia da
leishmaniose. As manifestagfes clinicas dos equinos infectados séo lesfes cutaneas,
contudo, relatos como o de Benassi et al. (2018), identificaram equinos positivos para
Leishmania spp. de forma assintomatica.

Considerando a escassez de dados quanto a deteccdo direta e indireta de
Leishmania spp. em equinos no Rio Grande do Sul, que sdo usualmente restritas a
areas endémicas para leishmaniose visceral (LV), a patogenicidade da enfermidade e
0s estudos gque sugerem a participacdo dessas espécies no ciclo epidemioldgico da
doenca, torna-se importante o levantamento de dados referentes ao contato de
equinos com o agente, principalmente em areas de transi¢céo epidemiol6égica ou onde
a transmissao da doenca estd em expansdo. Assim, o objetivo dessa dissertacao foi
investigar a presenca de anticorpos anti-Leishmania spp. em amostras de soro de

equinos de areas silenciosas e de transmissao de LV no Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROTOZOARIO LEISHMANIA E A LEISHMANIOSE

Em meados do século 19, Cunningham, Borovsky, Leishman, Donovan, Wright,
Lindenberg e Vianna identificaram de forma independente o protozoario causador da
leishmaniose, que foi nomeado genericamente de leishmania por Ronald Ross (WHO,
2010). Essa doenca € uma zoonose de grande importancia para a saude publica, com
crescente nimero de casos em humanos e animais, principalmente em areas tropicais
e subtropicais, incluindo América Central, do Norte e do Sul, bacia do Mediterraneo,
sudeste da Europa, Oriente Médio, Centro e Sudeste da Asia, india, Africa e Australia
(AKHOUNDI et al., 2016; BIRAL et al., 2021).

Quanto a classificacdo do agente Leishmania, apesar da divisdo em
subgéneros e agrupamentos de espécies definidos como “complexos” por Lainson e
Shaw ter ganhado ampla aceitacéo, existem discordancias quanto as composicoes
dos grupos e, mesmo com a introducdo de métodos moleculares, ainda nado foi
possivel classificar todas as espécies descritas (AKHOUNDI et al.,, 2016). A
classificagdo mais atual, que propde a divisdo do género Leishmania em quatro
subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e Mundinia. Ainda, espécies que
ndo se encaixam em nenhum desses grupos, ficaram classificadas como
Paraleishmania (AKHOUNDI et al., 2016; ESPINOSA et al.,2016).

A classificacdo em Leishmania e Viannia se da pelo padrao de desenvolvimento
do protozoario no intestino do inseto vetor. O subgénero Viannia esta restrito ao Novo
Mundo, enquanto Leishmania ocorre no Novo e no Velho Mundo (AKHOUNDI et al.,
2016). Inicialmente, as espécies eram classificadas de acordo com caracteristicas
geograficas, biologicas e clinicas. Contudo, a partir da década de 70, critérios
imunoldgicos, bioguimicos e genéticos passaram a ser utilizados para determinagéo
das espécies, levando a um esquema taxondmico desenvolvido pela Organizacao
Mundial da Satde em 1990 (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007).

Os novos métodos de deteccdo, isolamento e identificacdo molecular
resultaram em um grande aumento no nimero de espécies descritas, como € indicado
na figura 2. Atualmente, existem 53 espécies reconhecidas, 29 no Velho Mundo, 20

no Novo Mundo, sendo trés comuns em ambos (L. siamensis, L. martiniquensis, e L.
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infantum) e uma espécie reconhecida na Australia (L. australiensis) (AKHOUNDI et
al., 2016). Dessas, cerca de 20 espécies sao conhecidas por serem patogénicas para
humanos e animais (DANTAS-TORRES, 2007).

Figura 1 — Classificacdo taxondmica do género Leishmania

Class Kinetoplastida

Order ‘ Trypanosomatidae ‘

|

Secti
(Cel‘;x:lt(:,;1 ‘ Paraleishmania ‘
I

| [ | |
(SSul:)bg;:::) ‘ Leishmania | ‘ Sauroleishmania | | Viannia | Mundinia Endotrypanum
5 species 2 species

(L. enrietti complex)

18 species 21 species 9 species
Species L. tropica L. adleri L. braziliensis | Sspecies L. herreri E. schaudinni
L. major L. hoogstraali L. guyanensis L. enrietti L. hertigi E. monterogeii
L. donovani : L. lainsoni L. siamensis :

L. infantum : L. macropodum

Fonte: Adaptado de Klatt et al. (2019).

As infeccbes por Leishmania spp. em humanos apresentam basicamente trés
formas clinicas, de acordo com a localizacdo do parasito nos tecidos: leishmaniose
visceral, cutdnea e mucocutanea. A LV é uma doenca geralmente crbnica, grave,
potencialmente fatal se ndo tratada. A leishmaniose cutanea se caracteriza por lesées
dermatoldgicas localizadas e geralmente autolimitantes, enquanto a mucocutanea
incialmente apresenta lesdes na pele que posteriormente invadem as mucosas (WHO,
2010). No Brasil, as principais espécies do género Leishmania causadoras das formas
cutdnea e mucocutanea sao L. brazilensis, L. guyanensis e L. amazonensis, enquanto
o agente da leishmaniose visceral € L. infantum (WHO, 2010; ANVERSA et al., 2018)

Em humanos a apresentacdo mais comum é a forma cutanea, sendo que a
maioria dos casos ocorre em paises das Américas, na bacia do Mediterraneo e no
oeste de Asia, principalmente no Afeganistdo, Ird, Arabia Saudita, Siria, Argélia,

Tunisia, Brasil, Colémbia, Costa Rica e Peru. Quanto a leishmaniose visceral, mais
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de 90% dos relatos concentram-se em sete paises: Bangladesh, india, Nepal, Etiépia,
Quénia, Sudao e Brasil (ALVAR et al., 2012).

Essa classificacdo da leishmaniose em visceral e cutanea, observada em
humanos, ndo é constatada na infeccdo em outros mamiferos. Cées infectados com
L. infantum apresentam manifestacdes viscerais e cutaneas (ROQUE; JANSEN,
2014). A leishmaniose canina € uma doenca sistémica, geralmente de carater crbnico,
que pode causar: anemia, linfadenomegalia generalizada, hepatoesplenomegalia,
perda de peso, lesBes cutaneas, renais, oftalmicas, digestivas, locomotoras e
neurolégicas (MARCONDES; ROSSI, 2013).

Na leishmaniose canina, inicialmente, os parasitos estao presentes no local da
picada e, posteriormente, ocorre a infeccdo de visceras e distribuicdo através da
derme, sendo que o aparecimento das manifestacdes clinicas vai depender da
imunocompeténcia do organismo. Quando ha evolugcdo aguda e grave do quadro, 0
animal pode vir a 6bito em poucas semanas. Em alguns cdes, a doenca pode
permanecer latente, sendo que, no Brasil, a forma assintomatica da doenca

representa 40 a 60% de uma populagédo soropositiva (BRASIL, 2014).

2.2 CICLO BIOLOGICO

Durante o ciclo, que é demonstrado na figura 2, os protozoarios do género
Leishmania passam por dois estagios: uma fase extracelular no hospedeiro
invertebrado e uma fase intracelular em um hospedeiro vertebrado (BANULS; HIDE;
PRUGNOLLE, 2007). Os hospedeiros invertebrados ou vetores sdo pequenos insetos
da subfamilia Phlebotominae, especialmente os dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia (MAROLI et al., 2013).

As fémeas dos flebotomineos sdo hematéfagas, necessitando do sangue para
o desenvolvimento dos ovos. Dentro do vetor, o protozoario assume a forma
promastigota, que € extracelular, alongada e mével, com um flagelo livre. As formas
promastigotas se multiplicam no intestino da fémea do flebotomineo e migram para a
por¢cdo anterior, onde se transformam em formas promastigotas metaciclicas (forma
infecciosa nao replicativa), que penetram a pele do hospedeiro vertebrado pela

probdscide do inseto durante o repasto sanguineo.
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Nos hospedeiros vertebrados, que sdo mamiferos em geral, o protozoario é
fagocitado por macréfagos, permanecendo em vacuolos parasitoforos em sua forma
amastigota, que é ovalada e ndo possui flagelo (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE,
2007). As formas amastigotas replicam ativamente por fissdo binaria no interior dos
macrofagos, levando a ruptura celular, infeccdo de novas células fagociticas e
expansdo para outros tecidos (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007).

Figura 2 — Ciclo biolégico de Leishmania spp.

Flebotomineo injeta formas
promastigotas na pele do
hospedeiro durante o repasto

sanguineo

Promastigotas sdo
+&- -\ fagocitadas por macréfagos
\’q |
.'\_ ., )

—~

intestino e migram para a )

2 o X ﬂ
probdscide Q\ { €
N

Amastigotas replicam no g

Promastigotas se transformam
em amastigotas no interior dos
macréfagos

D 2\
Mamiferos %\

Amastigotas se transformam

: Flebotomineos
em promastigotas no -

intestino /_/-'
s /;‘v'\) -
/ QO & . 7 &
@, & 509/ ST 0%\
i £) o 0.0
Ingestdo da &/ @, - ({om%g
célula infectada v S — Vg o
Flebotomineo ingere macréfagos Amastigotas se multlpllclam,
infectados com amastigotas causando a ruptura da célula
durante o repasto sanguineo infectada. e alcancam outras

células e tecidos

Fonte: Adaptado de Esch e Petersen (2013).

2.3 HOSPEDEIROS E RESERVATORIOS

As espécies do género Leishmania sé@o parasitos muito eficazes e capazes de
provocar infecces naturais em diferentes ordens de mamiferos. A capacidade que os
hospedeiros mamiferos tém de manter esse protozoario depende de diversos fatores
como a densidade e longevidade da populagao, a duragédo da infeccéo, localizagéo
dos protozoarios dentro do hospedeiro e o seu estado imunoldgico. O termo
reservatorio deve ser restrito as espécies que conseguem fazer a manutencao,

amplificacéo e disseminacéo do agente a partir do vetor (DANTAS-TORRES, 2007).
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Os seres humanos costumam ser hospedeiros acidentais de Leishmania spp.
Dentre os carnivoros, caes e gatos estao intimamente relacionados aos humanos. Os
cdes sdo importantes reservatérios urbanos de L. infantum na América do Sul, apesar
de poderem ser infectados por outras espécies do género (DANTAS-TORRES, 2009).
A importancia dos felinos domésticos na epidemiologia da leishmaniose também vem
sendo discutida (PENNISI et al., 2013).

No Brasil, o cdo doméstico é considerado o principal reservatério urbano de L.
infantum devido a alta suscetibilidade a infeccdo, ao parasitismo pelo vetor
frequentemente observado e, principalmente, devido a sua proximidade com o
homem, tanto em 4&reas rurais quanto urbanas. Assim, a presenca de caes
soropositivos em habitagdes humanas € vista como fator de risco para infec¢éo por L.
infantum, principalmente considerando que a enzootia canina tem precedido a
ocorréncia de casos humanos (DANTAS-TORRES, 2007; BRASIL, 2014). Em
ambiente silvestre, os reservatorios sdo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (BRASIL, 2014).

A importancia do cdo na epidemiologia da doenca ndo se da apenas pela alta
prevaléncia de infeccdo, mas também pelo elevado numero de animais
assintomaticos, que pode chegar a 80% da populacéo infectada (DANTAS-TORRES,
2007; MARCONDES; ROSSI, 2013). Esses animais assintomaticos sdo altamente
competentes para estabelecer infeccdo em flebotomineos e, muitas vezes, ndo sdo
detectados pela auséncia de sinais clinicos ou pelos falsos-negativos em exames
sorologicos, demonstrando papel importante na manutencao do ciclo epidemiolégico
da doenca (MARCONDES; ROSSI, 2013; LAURENTI et al., 2013).

Em gatos, ocorrem casos esporadicos da doenca, normalmente em areas onde
h& cédes e humanos afetados, ou em gatos provenientes dessas areas. A leishmaniose
felina por L. infantum vem sendo registrada nos ultimos 20 anos no Brasil e na Europa,
sendo que as lesdes de pele sdo a manifestacéo clinica mais frequente, e, por vezes,
0 Unico achado nos animais. Aumento dos linfonodos, perda de peso,
comprometimento ocular, estomatites e letargia sdo as manifestacdes ndo cutaneas
mais comuns (PENNISI et al., 2013). Contudo, a importancia epidemioldgica dos gatos
no ciclo da leishmaniose ainda néo foi totalmente elucidada, assim como a de outros
animais nos quais o protozoario ja foi detectado, como os equinos (DANTAS-
TORRES; BRANDAO FILHO, 2006).
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Ainda, o papel de outras espécies domésticas, como aves e equinos, no ciclo
urbano da leishmaniose visceral vem sendo discutido. Sabe-se que a galinha
doméstica € uma espécie muito atrativa para os flebotomineos e para alguns
carnivoros silvestres, como C. thous, podendo favorecer a presenca de vetores e
reservatorios conhecidos de L. infantum nos ambientes domésticos (DANTAS
TORRES; BRANDAO FILHO, 2006). Assim como as galinhas e os cées, 0s equinos
sao parasitados pelos vetores da leishmaniose e estdo em contato direto com 0s
humanos em &reas urbanas, periurbanas e rurais, além de haverem registros de
doenca clinica nesses animais (LIMEIRA et al., 2019).

Quanto as espécies do género Leishmania causadoras da leishmaniose
tegumentar americana (LTA), os cdes ndo atuam como principais reservatorios,
exceto pela Leishmania peruviana. Para L. braziliensis, € mais provavel que atuem
como hospedeiros acidentais, exceto em foco domiciliares e peridomésticos, onde
animais domeésticos e sinantropicos aumentam o risco de transmissdo (DANTAS-
TORRES, 2007).

Como o ciclo de transmissédo da LTA € primariamente rural e normalmente
associado ao acesso de pessoas em areas florestadas, € provavel que os mamiferos
silvestres sejam o0s reservatorios naturais de L. braziliensis (DANTAS-TORRES,
2007). Ja foram registrados como hospedeiros e potenciais reservatorios naturais
algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados, quirdpteros e canideos
silvestres. Sao numerosos o0s registros de infeccdo em animais domésticos,
entretanto, ndo ha evidéncias cientificas que comprovem o papel destes animais como
reservatorios (BRASIL, 2017).

2.4 INFECCAO EM EQUINOS

O primeiro registro de um equino infectado por Leishmania spp. ocorreu em
1927, na Argentina. O animal apresentava lesbes cutaneas ulceradas e oculares.
Outros casos similares foram relatados no Brasil e na Venezuela e diagnosticados
como leishmaniose cutanea, com a identificacéo de L. braziliensis por caracterizacéo
bioquimica (RAMOS-VARA et al., 1996).

Outros casos de leishmaniose equina passaram a ser descritos, também em

mulas e jumentos, principalmente em areas endémicas para leishmaniose canina e
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humana na América do Sul. A partir da década de 90, o niumero de relatos aumentou
tanto em areas endémicas quanto indenes, apesar de ainda representarem uma
quantidade pequena de casos quando comparado a outras espécies como caes e
gatos (GAZZONIS et al., 2020).

Varias espécies do género Leishmania podem atuar como agentes etiol0gicos
da leishmaniose equina. Nos relatos em que foi possivel realizar a identificacdo, as
principais espécies envolvidas foram L. infantum, L. braziliensis e L. siamensis
(LIMEIRA et al., 2019). Os casos clinicos em equinos, independentemente da espécie
de Leishmania envolvida, estdo associados com manifestacdes cutaneas
caracterizadas por nodulos ou papulas, solitarios ou multiplos, com tendéncia
ulcerativa. Normalmente localizam-se na cabeca ou nos membros e,
esporadicamente, no pescoco, 6rgaos genitais, abdémen e térax (GAZZONIS et al.,
2020).

A lesbes dérmicas costumam ter severidade moderada, com caracteristica
autolimitante, regredindo em alguns meses, 0 que vai de acordo como a proposi¢cao
de que a resposta imune dos equideos contra o parasito é efetiva (FERNANDEZ-
BELLON et al., 2006). Contudo, estudos como os de Benassi et al. (2018)
descreveram a identificacdo de animais positivos para Leishmania sp. sem nenhuma
alteracdo clinica.

Quanto ao vetor, pesquisadores concluiram que espécies de Lutzomyia
também se alimentam em equinos (XIMENES et al. 1999; AFONSO et al. 2012;
BARATA et al. 2005; MISSAWA et al. 2008). E possivel que a atracio se deva a
grande extensdo corporal desses animais, que permite uma maior area de
alimentacdo, e a presenca frequente de cavalos nas proximidades das zonas
domésticas. Embora os equinos ainda ndo sejam considerados reservatérios, sua
presenca em areas peridomiciliares associada a de cées, aumenta o0 risco de
transmissao do protozoario por serem atrativos ao vetor e contribuirem para sua
manutencdo como fonte de alimento. Outro ponto importante é que o vetor utiliza
acumulo de matéria organica, como fezes animais volumosas, para abrigarem-se
(XIMENES et al. 1999; OLIVEIRA et al., 2012).

Desde o primeiro relato na Argentina, estudos vem levantando a possibilidade
do que equideos possam ser hospedeiros acidentais ou reservatorios de Leishmania

spp., participando de alguma forma do ciclo da leishmaniose em ambientes
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peridomiciliares, principalmente devido a presenca de equinos infectados em areas
endémicas para leishmaniose humana ou canina. Para confirmar se esses animais
realmente podem atuar como reservatérios, é necessario realizar estudos de
infectividade e xenodiagnéstico (TRUPPEL et al., 2014).

2.4.1 Diagnostico

O diagndstico da leishmaniose normalmente é realizado por meio do sangue
periférico ou por biépsias de lesbes de pele, linfonodos ou outro tecido infectado.
Como os sinais clinicos em equinos sdo muito semelhantes aos de outras doencas,
como sarcéide, carcinoma de células escamosas, pitiose e habronemose, é
recomendada a confirmacao diagnostica através da deteccéo das formas amastigotas
nas lesbes pela observacdo microscopica, todavia ainda existem poucos casos em
que foi possivel o isolamento do protozoario de lesdes de equinos infectados
(LIMEIRA et al., 2019; MHADHBI; SASSI, 2020).

Segundo o Ministério da Saude (2014), as provas sorolégicas sao alternativas
de diagndstico laboratorial da leishmaniose. Para inquéritos em saude publica tém
sido realizadas as técnicas de Reacado de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio
Imunoenzimético (ELISA), que detectam os niveis de anticorpos circulantes. Apesar
da RIFI poder apresentar reacdo cruzada, principalmente entre Leishmania spp. e
Trypanossoma spp., a técnica tem sido amplamente utilizada. No caso da Leishmania
spp., @ amostra é considerada sororreagente quando for positiva em diluicdo de 1:40
Ou superior.

Métodos moleculares, como a PCR, seguida ou ndo por analise de
sequenciamento, sdo aplicados para confirmacdo diagnostica e identificacdo da
espécie de Leishmania infectante, ainda que a obtencdo de um resultado de PCR
negativo devido a baixa carga parasitaria nao possa descartar a presenca de infecgéo.
Discordancias entre os resultados dos diferentes testes em casos clinicos e
subclinicos podem sao observados em alguns estudos (VEDOVELLO FILHO et al.,
2008; KENUBIH et al., 2015; MHADHBI; SASSI, 2020; MUKHTAR et al., 2000).

A presenca de anticorpos indica contato prévio com o parasito, enquanto que a
deteccdo do DNA confirma que o parasito esta circulando no hospedeiro. A sorologia

positiva associada ao PCR negativo acontece em casos em que o equideo foi exposto
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previamente & Leishmania spp., ou a infeccdo estd em fase cronica e ndo ha
protozoario circulante. Entretanto, a PCR positiva e sorologia negativa, provavelmente
séo obtidas em infec¢des agudas, visto que a analise é de IgG, ou quando ou animal
tem alguma deficiéncia imunolégica. (TRUPPEL et al., 2014).

Estudos realizados no Brasil e em outros paises mostram resultados positivos
na pesquisa direta e indireta por Leishmania spp. em espécies de equinos (BENASSI
et al., 2018; VEDOVELLO FILHO et al., 2008; GAO et al., 2015; KENUBIH et al.,
2015; KOEHLER et al., 2002; LOPES et al.,, 2013; MUKHTAR et al. 2000;
ROHOUSOVA et al., 2015; TRUPPEL et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2017; EVERS
et al., 2017; FERNANDEZ-BELLON et al., 2006; KOUAM et al., 2010; FEITOSA et al.,
2012; SGORBINI et al., 2014). Os resultados do estudo de Fernandez-Bellon et al.
(2006) indicam que equinos podem sofrer exposicdo ao parasito e desenvolver
resposta imune contra protozoarios do género Leishmania sem apresentar
manifestacdes clinicas, sendo que a dificuldade em detectar anticorpos nos testes
sorologicos sugerem que a resposta humoral especifica contra o protozoario é
inconsistente.

Contudo, Solano-Gallego et al. (2003) e Roléo et al. (2005), detectaram IgG em
cavalos com diagnostico de leishmaniose e, ainda que os resultados da resposta
humoral e celular obtidos variem, os niveis de atividade imunoldgica variados indicam
que em areas de transmissao 0s equinos também sdo expostos ao protozoario. Além
disso, animais podem permanecer infectados por longos periodos antes de
apresentarem sorologia positiva e a remisséo espontanea pode ocorrer, dificultando a
deteccao de anticorpos especificos (LOPES et al., 2016).

Benassi et al. (2018) realizaram diagndstico molecular e sorolégico em
quarenta equinos sem nenhuma manifestacdo clinica indicativa de leishmaniose e
obtiveram 100% de amostras de sangue positivas para PCR, porém apenas 2,5%
apresentaram sorologia positiva. Além disso, os estudos de soroprevaléncia de
anticorpos anti-Leishmania spp. no Brasil e no mundo demonstram diferentes
resultados, que variam entre 0,3% (KOUAM et al., 2010) e 40,43% (SOARES et al.,

2013), sendo a maioria realizada em areas endémicas para a leishmaniose canina.

2.5 LEISHMANIOSE VISCERAL NO RIO GRANDE DO SUL
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A deteccdo de espécies de alta patogenicidade para humanos, como L.
infantum, em equinos é preocupante, visto que os vetores de leishmaniose os utilizam
como fonte de repasto sanguineo, ainda que ndo haja comprovacao da infeccao de
flebotomineos a partir desses animais (LIMEIRA et al., 2019). No continente
americano, a leishmaniose visceral compreende a forma mais severa da doenca e &
potencialmente fatal se ndo tratada. A espécie causadora, L. infantum, é transmitida,
principalmente, por L. longipalpis.

No Brasil, até 1980, era restrita as areas rurais do Nordeste, e entdo passou a
se expandir para outras regides, incluindo as periferias de centros urbanos (CRUZ et
al., 2021; GONTIJO; MELO, 2004a). Entre 1980 e 1990, a doenca tornou-se endémica
nas regioes Norte, Sudeste e Centro-Oeste (PASQUALI et al., 2019). A regido Sul
permaneceu livre até 2008, quando foi registrado o primeiro caso autdctone de
leishmaniose visceral canina e identificado pela primeira vez o vetor L. longipalpis (DA
SILVA et al. 2011; SOUZA et al., 2009). No ano seguinte, ocorreu o primeiro caso de
leishmaniose visceral humana, registrado em S&o Borja, no interior do Rio Grande do
Sul (DEBONI et al. 2011). A partir de entdo, casos importados e autoctones vem sendo
registrados pelo estado.

Atualmente, as localidades do estado sao classificadas pelo Centro Estadual
de Vigilancia em Saude (CEVS) quanto ao risco de ocorréncia e transmissao da
doenca em cées e humanos. Sao consideradas areas de transmissao (canina e/ou
humana) onde ja foram registrados casos autdctones, ou seja, onde a transmissao ja
foi comprovada. As areas silenciosas sdo aquelas onde ndo ha registro de casos
autoctones. Ainda existem as areas vulneraveis, em que ndo ha casos autoctones,
mas que sS&80 municipios contiguos aos municipios com casos de leishmaniose
visceral, que possuem fluxo migratério intenso ou que fazem parte de um mesmo eixo
viario dos municipios com casos da doenca, e as areas receptivas, onde, a partir de
inquéritos epidemioldgicos, verificou-se a presenca de L. longipalpis ou L. cruzi
(BRASIL, 2014).

Considerando o numero de registros de deteccdo de Leishmania spp. em
equinos pelo mundo e os estudos sugerindo a participacdo desses animais no ciclo
epidemioldgico da leishmaniose, torna-se necessario o levantamento de dados
referentes a exposi¢cao dos equinos ao protozoario, principalmente em areas onde a

transmissdo da doenca esta em expansdo. Neste contexto, essa dissertacao,
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apresentada na forma de um artigo cientifico, teve como objetivo investigar a presenca
de anticorpos anti-Leishmania spp. em amostras de soro de equinos de areas
classificadas como silenciosas e de areas de transmissao de leishmaniose visceral no
Rio Grande do Sul.
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Abstract
Purpose
Considering that the data on Leishmania spp. detection in horses in the South Brazil
region is limited, we aimed to investigate the presence of anti-Leishmania spp.
antibodies in serum samples of horses from areas with different occurrence of visceral

leishmaniasis transmission.

Methods

Serum samples of 436 horses were tested by Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT)
for antibodies against Leishmania spp. The horses originated from areas where
visceral leishmaniasis transmission was proven (transmission areas) and from areas

in that the transmission was not established (silent areas).
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Results
Antibodies anti-Leishmania spp. were detected in 9,17% of the samples. The highest
detection frequency was reported in animals from the visceral leishmaniasis
transmission area (29.41%), followed by the silent areas (6.49%). In traction horses a
higher frequency of antibodies was detected (9.46%) comparing to farming horses
(8.8%).

Conclusion

The results of this study revealed that Leishmania spp. is circulating in both evaluated
regions, areas where the visceral leishmaniasis transmission is established and areas
where it is not. It also suggests that horses are reservoirs and may act as sentinels.
Further studies are required to clarify the pathogenesis and epidemiology of
Leishmania spp. infection in horses and their role in spreading leishmaniasis between

humans and animals.

Key words: antibody detection, equine, leishmania, epidemiology

Introduction

Leishmaniasis is an important zoonotic and chronic disease widely distributed.
It is caused by intracellular protozoans of the Leishmania genus transmitted to hosts
through the bite of phlebotomine vectors. Three main forms of the disease affect
humans and domestic mammals: visceral, cutaneous, and mucocutaneous [30]. In the
Americas, visceral leishmaniasis is the most severe form that can be potentially fatal if
left untreated. This form is caused by Leishmania infantum and is transmitted by
Lutzomyia longipalpis [17, 8].

In Brazil, visceral leishmaniasis was restricted to Northeast rural areas until
1980, when it expanded to other regions, including the peripheries of urban centers
[8]. Between the 1980s and 1990s, the disease became endemic in the North,
Southeast, and Central-West [23]. It reached the Suthern region in 2008 when the first
autochthonous case of canine visceral leishmaniasis was reported [28] and the vector
L. longipalpis was detected for the first time [27]. The following year, the first case of

the disease in humans was recorded in Sao Borja, a city in Rio Grande do Sul state

[9].
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This protozoan is maintained in wild and urban reservoirs. Foxes and
marsupials are well-known wild hosts, whereas dogs are the main urban reservoir of
canine leishmaniasis, playing a vital role as domestic hosts and presenting clinical
signs of the disease [17]. Nevertheless, Limeira et al. [18] suggested that horses can
also be infected with Leishmania spp., develop the disease, and act as reservoirs,
mainly for being in close contact with dogs and humans. That horses could be
Leishmania spp. reservoirs has been supported by studies reporting the detection of
Leishmania spp. DNA in horse blood and tissue samples using PCR [3, 11, 15, 24, 26,
29]. Furthermore, anti-Leishmania spp. antibodies were detected in horse serum
samples using serological analysis [3, 4, 13 — 16, 19, 21, 22, 25, 26, 29].

Studies investigating the direct and indirect detection of Leishmania spp. in
horses in Brazil are scarce. Previous studies have suggested that horses could play a
role in Leishmania spp. epidemiology. To better understand horses as potential
reservoirs, it is important to study horse exposure, especially in areas with increased
leishmaniasis occurrence. Thus, the objective of this study was to investigate the
presence of anti-Leishmania spp. antibodies in serum samples of horses from areas
with different occurrence of visceral leishmaniasis transmission in Southern region of

Brazil.

Material and methods
Samples

Serum samples of horses coming from municipalities located in different regions
of Rio Grande do Sul state were analyzed in a search for anti-Leishmania spp.
antibodies. The studied regions are classified according to the occurrence of visceral
leishmaniasis transmission by “Centro Estadual de Vigilancia em Saude do Rio
Grande do Sul” (personal communication). Visceral leishmaniasis transmission areas
are the those that transmission was proven and is established and in silent areas
transmission was not proven. Among the 436 samples, 51 were from a visceral
leishmaniasis transmission area and 385 from a silent area. The samples were
obtained from the bank of serum of the Parasitic Diseases Laboratory (Universiade
Federal de Santa Maria) and ClinEq (Universidade Federal de Pelotas).

The samples were grouped into two categories based in the housing type of

horses and their purpose: “traction” refers to working or transport horses from urban



26

areas (n=243) and “farming” refers to breeding or working horses from rural areas
(n=193).

Antibodies detection

Anti-Leishmania spp. antibodies were detected using an Indirect Fluorescent
Antibody Test (IFAT). Immunofluorescence slides were sensitized with L. infantum
[strain 10C/L2906 (MHOM/BR/2002/LPC-RPV)]. The sera samples were diluted at
1:40 in phosphate-buffered saline (PBS). Following dilution, samples were added to
the slides and incubated in a humid chamber at 37 °C for 50 min. Commercial
fluorescein-labeled anti-horse IgG diluted 1:100 in PBS was added to the slides as the
secondary antibody, and the slides were incubated for the second time in humid
chamber at 37 °C for 50 min. Fluorescence was evaluated using a dark-field
microscope (Optiphase INV403F) at 400x magnification. Positively tested and non-
reactive horse serum samples were added to each slide as positive and negative

controls, respectively. Samples exhibiting fluorescence were considered positive.

Results

Among the 436 serum samples analyzed, 40 (9,17%) tested positive, indicating
the presence of anti-Leishmania spp. antibodies. Animals from the visceral
leishmaniasis transmission area had the highest frequency of antibodies comparing to
the animals from the silent areas.

Screening the data regarding to the housing type and purposes of the horses
suggested that antibodies frequency was higher in samples from traction than that from
farming horses (Table 1). When we analyzed the results by housing type and purpose
of the horses and their region, the detection frequency was highest in the visceral
leishmaniasis transmission area, irrespective of the animal housing type and purpose.
The detection frequency was highly similar between traction and farming horses in the

silent area (Table 1).

Discussion
To investigate Leishmania spp. circulation in horses we used serology to test
for anti-Leishmania spp. antibodies in serum samples of horses from two areas with

different occurrence of visceral leishmaniasis transmission. The sera were tested at a
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1:40 dilution, which is considered a suitable cut-off titer for serological diagnosis of
Leishmania ssp. by IFAT and suggested as resulting in specific responses in serum
samples from horses [3, 16, 18, 26].

Since Feitosa et al. [12] reported a seroprevalence of 14.59% in horses from an
endemic canine visceral leishmaniasis area in S&o Paulo state using ELISA,
serological studies have been conducted in Brazilian regions assessing the exposure
of horses to Leishmania spp. The antibody frequency detected in the present study
(9.17%) was lower than that reported by Ferreira et al. [14] in Maranh&o (13%), Truppel
et al. [29] in Parana (11%), Oliveira et al. [22] in Minas Gerais (22.7%), and Biral et al.
[4] in Distrito Federal (47.93%). However, it was higher than that observed by Benassi
et al. [3] for S&o Paulo (2.5%). Notably, these studies were performed using different
inclusion criteria and varying sample sizes. Different horse populations vary in terms
of risk factors that impact the risk of infection by Leishmania spp. Thus, comparing
these data might not be appropriate.

The frequency of horses infected with Leishmania spp. in the studied
populations may have been higher because the search for protozoan DNA in blood
samples by PCR was not performed in this study. Truppel et al. [29] and Benassi et al.
[3] detected a higher number of animals that tested positive for Leishmania spp. by
PCR than by serological assays. According to these authors, this difference could be
related to the infection phase, the presence of the protozoan in blood circulation, and
the immune status of the animals. For example, Fernandez-Bellon et al. [13] discussed
the difficulty of detecting anti-Leishmania spp. antibodies in horses. They suggested
that horses develop a weakly specific humoral response against the protozoan,
prolonging their infection period without seroconversion or that antibodies
concentrations remain below the detection threshold of the tests.

Concerning the housing type and purpose of the animals, a higher antibody
detection frequency was observed in samples of traction (9,46%) than in farming
horses (8,8%). Despite this variation, this data demonstrates the circulation of the
protozoan in both urban and rural areas. Biral et al. [4] detected a seroprevalence of
47.93% in traction horses from Distrito Federal and suggested that animals living in
urban areas have a higher probability of being exposed to an infected vector. Carvalho
et al. [5] suggested that proximity to horses increases the risk of dogs getting infected
with Leishmania spp. The opposite might also occur, as indicated by Biral et al. [4].
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Despite not evaluating traction equines from urban areas, Gazzonis et al. [16] and
Lopes et al. [19] observed a higher seroprevalence in equines used for recreational
purposes than horses used for farming or sport. These authors did not directly relate
the purpose and management of the animals to the spread of infection. They did,
however, suggest that the places where horses are housed and the epidemiological
conditions in those places may have influenced the number of infected animals.
Notably, traction horses evaluated in the present study were animals living in
peripheral neighborhoods, thus the environmental conditions, including the presence
of open-air garbage dumps and stray dogs, may have favored the spread of infection.

The antibody detection frequency varied among the evaluated regions, being
higher in the visceral leishmaniasis transmission area. It was classified like that by
“Centro Estadual de Vigilancia em Saude do Rio Grande do Sul” (personal
communication) because in this region, authochthonous cases have been reported in
humans and dogs, proving and establishing the occurrence of visceral leishmaniasis
transmission [6, 7, 10]. These cases may be related to a significant spread of the agent
and may explain the higher detection rate in this area compared to that in the other. In
Italy, Gazzonis et al. [16] tested horses from two areas for antibodies against anti-
Leishmania spp. The total detection rate was 13.9%; however, in the region with the
highest canine visceral leishmaniasis prevalence, the seroprevalence in horses was
higher (15.3%) than in the region with the lowest occurrence (12.2%). However, this
difference was not statistically significant. The authors suggest that variation in
seroprevalence in horses between lItalian regions is related to infection pressure and
human and dog leishmaniasis occurrence in each area.

The antibody frequency obtained in samples of horses from the municipality of
Santa Maria, included in the visceral leishmaniasis transmission area, was higher than
the seroprevalence of dogs in the same municipality (unpublished work). Considering
that visceral leishmaniasis cases in humans are preceded by canine cases [5], it is
acceptable to suggest that horses, similar to dogs, may act as sentinels to indicate
protozoan circulation. An aspect contrasting this possibility is that Leishmania spp.
infection in horses is subclinical; therefore, serological or molecular techniques are
required to identify the agent using antibodies or DNA detection. Furthermore, the
results indicated the presence of anti-Leishmania spp. antibodies in horses from

regions not considered as transmission visceral leishmaniasis areas. We could provide
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evidence of previous exposure to the agent and highlight the fact that we observed
seropositive horses in these regions, with limited or no records of leishmaniasis cases
in humans or dogs.

The results of the present study indicate that horses exposed to the vector can
be infected by Leishmania spp. This is supported by studies that have reported that
phlebotomines [1, 2, 20], L. longipalpis specifically [31] use horses as a blood source.
The authors suggest that the attraction is due to the large size of horses and carbon
dioxide exposure. Therefore, the presence of horses in residential neighborhoods may
increase the risk of protozoan transmission by attracting the vector and contributing to

vector maintenance as a food source.

Conclusion

In this study, we used serology to establish that horses living in areas with
different occurrence of visceral leishmaniasis transmission in Southern region of Brazil,
both transmission and silent areas, are exposed to Leishmania spp. Thus, the results
of this study highlight the importance of horses as Leishmania spp. hosts (and potential
reservoirs) owing to: (i) natural susceptibility of these animals to infection, (ii) vector
feeding habits, and (iii) proximity of horses to dogs and humans. Furthermore, horses

may act as sentinels to indicate protozoan circulation.
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Table 1 Detection frequency of antibodies anti-Leishmania spp. by indirect fluorescent antibodies test
(IFAT) in serum samples of horses from two regions, with different occurrence of visceral leishmaniasis

transmission, classified as traction and farming horses according to their housing type and purpose.

Traction horses Farming horses Total
Positives Negatives Positives Negatives Positives Negatives
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Visceral leishmaniasis 9/22 13/22 6/29 23/29 15/51 36/51
transmission area (40,91) (59,09) (20,69) (79,31) (29,41%) (70,59)
Silent area 14/221 207/221 11/164 153/164 25/385 360/385
(6,33) (93,66) (6,71) (93,29) (6,49) (93,50)
23/243 220/243 17/193 176/193 40/436 396/436
Total (9,46) (90,53) (8,80) (91,19) (9,17) (90,82)

Abbreviation: n, number of samples
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo indicam que equinos expostos ao vetor L.
longipalpis podem ser infetados por Leishmania spp. e demonstram a presenca de
anticorpos anti-Leishmania spp. tanto em cavalos de areas silenciosas quanto em
cavalos de areas de transmisséo de leishmaniose visceral do Rio Grande do Sul. Ou
seja, cavalos vivendo em areas do Rio Grande do Sul com diferentes caracteristicas
epidemiologicas quanto a transmissdo e ocorréncia de leishmaniose visceral estéo
expostos a Leishmania spp. e apresentam anticorpos contra o agente. Esses dados
fortalecem a ideia de que os equinos podem atuar como hospedeiros, e potenciais
reservatérios, do protozodrio devido a: i. sua susceptibilidade natural & infeccéo; ii.
viverem em proximidade com cdes e humanos e iii. atrairem e servirem de fonte
alimentar para o vetor.

O estudo também indica a necessidade de investigacbes mais detalhadas
envolvendo a patologia da doenca nesses hospedeiros, principalmente quanto a
ocorréncia de lesbes viscerais e impacto da resposta imune frente ao aparecimento
de sinais clinicos, além de salientar a importancia de estudos soroepidemiologicos
para monitorar e investigar a exposicdo dos equinos a Leishmania spp.,
especialmente em areas endémicas, visto que sua participacdo na transmissao ainda

nao é confirmada.
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