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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma zoonose de ampla distribuigdo geografica e relevancia para a saude
publica e veterindria, cuja participacao dos equinos na epidemiologia da doenga ainda nao
estd completamente esclarecida. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil
hematologico e bioquimico de equinos assintomaticos expostos a Leishmania spp.,
contribuindo para a compreensao da infeccao subclinica nessa espécie. Foram avaliados 112
equinos clinicamente saudaveis, machos e fémeas, provenientes de uma sociedade rural
localizada na regido Centro-Norte do Estado do Parand. Os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica, incluindo frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal,
avaliacdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar e presenca de edema. O diagndstico
soroldgico foi realizado por meio do ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), utilizando
antigenos de Leishmania amazonensis, Leishmania infantum e Leishmania braziliensis. Das
112 amostras analisadas, 31 (27,67%; 31/112) apresentaram sororreatividade para pelo menos
um dos antigenos testados. As amostras reagentes foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR), utilizando primers direcionados ao DNA do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp., sendo detectado DNA do parasito em 21 (67,74%;
21/31) dos animais soropositivos. A avaliacdo hematologica e bioquimica foi realizada nos 31
equinos reagentes ao ELISA, incluindo hemograma completo e andlises séricas de ureia,
creatinina, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e enzimas hepaticas. Os
animais nao apresentaram alteracdes clinicas sugestivas de leishmaniose, mantendo os
parametros fisicos dentro dos limites fisiologicos para a espécie. Os pardmetros
hematologicos permaneceram, em sua maioria, dentro dos intervalos de referéncia, embora
alguns animais tenham apresentado valores eritrocitarios proximos ao limite inferior. Da
mesma forma, os parametros bioquimicos avaliados ndo demonstraram alteracdes
significativas compativeis com comprometimento hepatico ou renal associado a infecg¢do. A
analise integrada dos achados clinicos, hematologicos, bioquimicos e diagnosticos indicou
auséncia de repercussdes sistémicas compativeis com a forma clinica da doenga. Os
resultados demonstram a exposi¢ao de equinos a infecgcdo por Leishmania spp. evidenciando a
circulagdo do parasito na regido estudada e destacando a importdncia da inclusdo dessa

espécie em investigacdes epidemioldgicas da leishmaniose. Além disso, reforgam a



necessidade de estudos adicionais para esclarecer o papel dos equinos na manutengao do ciclo

epidemioldgico da infecgdo.

Palavras-chave: leishmaniose equina; hematologia; bioquimica sérica; qPCR; epidemiologia.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a zoonotic disease with wide geographic distribution and significant
relevance to both public and veterinary health. However, the role of equids in the
epidemiology of the disease remains poorly understood. This study aimed to characterize the
hematological and biochemical profile of asymptomatic horses exposed to Leishmania spp.,
contributing to the understanding of subclinical infection in this species. A total of 112
clinically healthy male and female horses from a rural society located in the North-Central
region of the State of Parand, Brazil, were evaluated. Animals underwent clinical
examination, including assessment of heart rate, respiratory rate, rectal temperature, mucous
membrane status, capillary refill time, and the presence of edema. Serological diagnosis was
performed using an indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with antigens of
Leishmania amazonensis, Leishmania infantum, and Leishmania braziliensis. Of the 112
samples analyzed, 31 (27.67%; 31/112) were seroreactive to at least one of the tested
antigens. Reactive samples were further analyzed by quantitative real-time polymerase chain
reaction (qQPCR) using primers targeting the kinetoplast DNA (kDNA) of Leishmania spp.,
and parasite DNA was detected in 21 (67.74%; 21/31) seropositive animals. Hematological
and biochemical evaluations were performed on the 31 ELISA-reactive horses and included a
complete blood count, serum urea, creatinine, total bilirubin, direct bilirubin, indirect
bilirubin, and liver enzyme analyses. The animals showed no clinical signs suggestive of
leishmaniasis, and physical examination parameters remained within normal physiological
ranges for the species. Most hematological parameters were within reference intervals,
although some horses presented erythrocyte values close to the lower reference limit.
Similarly, the biochemical parameters evaluated did not reveal significant alterations
indicative of hepatic or renal impairment associated with infection. The integrated analysis of
clinical, hematological, biochemical, and diagnostic findings indicated the absence of
systemic manifestations compatible with the clinical form of the disease. These results
demonstrate the exposure of horses to Leishmania spp., evidencing parasite circulation in the
studied region and highlighting the importance of including this species in epidemiological
investigations of leishmaniasis. Furthermore, the findings reinforce the need for additional
studies to clarify the role of horses in the maintenance of the epidemiological cycle of the
infection.

Keywords: equine leishmaniasis; hematology; serum biochemistry; gPCR; epidemiology.
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1.1 Introducao

A leishmaniose constitui um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios do género Leishmania, transmitidos principalmente por insetos flebotomineos.
Considerada uma importante zoonose e classificada pela Organizagdo Mundial da Saude
como uma Doenga Tropical Negligenciada (DTN), apresenta ampla distribui¢do em regides
tropicais e subtropicais, afetando humanos e diferentes espécies animais (WHO, 2025;
Akhoundi et al., 2016). Em equinos, a infeccdo por Leishmania spp. tem sido descrita em
diferentes paises, incluindo o Brasil, com relatos envolvendo principalmente infecgdes
assintomaticas ou manifestagdes cutaneas localizadas (Fernandez-Bellon et al., 2006;
Mhadhbi; Sassi, 2020). Estudos desenvolvidos em equideos demonstram a ocorréncia da
infeccdo em cavalos, burros, mulas e poneis, sugerindo a exposi¢ao frequente desses animais
ao parasito em areas endémicas (Benassi et al., 2018; Nascimento et al., 2024; Soares et al.

2013; Truppel et al., 2014.

Apesar do crescente nimero de relatos, a participagdo epidemiologica dos equideos na
dindmica de transmissdo da leishmaniose ainda permanece pouco esclarecida. A auséncia de
sinais clinicos evidentes na maioria dos animais dificulta o diagnéstico rotineiro e favorece a
subnotificacdo da infec¢do (Limeira et al., 2019; Mhadhbi e Sassi 2020). No estado do
Parand, esse cendrio ganha relevancia visto que a leishmaniose tegumentar americana
apresenta carater endémico, constituindo um importante problema de saude publica. A doenga
encontra-se amplamente distribuida no territério paranaense, com maior concentracdo de
casos nas regioes Norte, Noroeste e Centro-Norte do estado, areas que reunem condigdes
ambientais favoraveis ao desenvolvimento dos flebotomineos vetores, incluindo fragmentos
florestais, elevada umidade e intensa interface entre ambientes rurais e urbanos (Monteiro et
al., 2009; Sesa-PR, 2025). Conforme os dados epidemioldgicos persiste a circulacao ativa do
parasito no estado, tendo sido registrados 7.849 casos de leishmaniose tegumentar americana
e 36 casos de leishmaniose visceral humana no periodo analisado entre 2001 e 2022 (Ferreira,

2024).

Nesse contexto de transmissdo ativa, a identificagdo de diferentes espécies animais
naturalmente expostas ao parasito torna-se fundamental para a compreensdo da dindmica
epidemioldgica da doenca e para o desenvolvimento de estratégias de vigilancia em areas

endémicas. Para tanto, a utilizagcdo de métodos laboratoriais e complementares torna-se
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indispensavel para a identificacdo correta desses portadores assintomaticos. Diante disso, a
presente revisdo teve como objetivo realizar uma revisdo narrativa da literatura sobre a
leishmaniose em equinos, sintetizando os principais aspectos epidemiologicos, como
distribuicao geografica e fatores de risco e laboratoriais, incluindo métodos diagnosticos
diretos e sorologicos, a fim de compilar o conhecimento disponivel, identificar lacunas

cientificas e contribuir para a vigilancia sanitaria e clinica desses animais.
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1.2 Revisao da Literatura

1.2.1 Etiologia e Epidemiologia Geral da Leishmaniose

A leishmaniose constitui um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozoarios digenéticos do género Leishmania, sendo considerada uma das zoonoses
parasitarias de maior impacto mundial. A enfermidade esta presente em mais de 100 paises
distribuidos pelas regides tropicais, subtropicais e mediterraneas, afetando milhdes de pessoas
e animais. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, estima-se que entre 700 mil e um
milhdo de novos casos ocorram anualmente, configurando-se como uma das principais
doengas tropicais negligenciadas devido a sua ampla distribui¢do geogréfica, elevada carga de
morbidade e forte associacdo com condi¢des socioecondmicas desfavoraveis, como pobreza,
urbanizagdo desordenada, desmatamento e deficiéncia de saneamento basico (Alvar et al.,

2012; WHO, 2025).

Do ponto de vista etiologico, o género Leishmania compreende mais de 50 espécies
descritas, das quais pelo menos 21 apresentam potencial patogénico para humanos e
diferentes espécies animais. Esses protozoarios possuem ciclo bioldgico heteroxénico,
desenvolvendo-se na forma promastigota no trato digestério de flebotomineos vetores e na
forma amastigota intracelular em células do sistema fagocitario mononuclear dos hospedeiros
vertebrados. Nas Américas, as espécies de maior importancia epidemioldgica incluem a
Leishmania infantum, que atua como o principal agente da leishmaniose visceral zoonotica, e
a Leishmania braziliensis, associada classicamente a leishmaniose tegumentar americana

(Akhoundi et al., 2016).

A ocorréncia e a distribuicdo dessas espécies influenciam diretamente os padrdes
clinicos da doencga e a dindmica de transmissdo entre vetores, hospedeiros e reservatdrios
(Burza et al., 2018). Essa complexa interagdo define o papel bioldgico de cada espécie. Os
caes sao reconhecidos como os principais reservatorios domésticos da L. infantum, enquanto
diversas outras espécies animais atuam apenas como hospedeiros incidentes ou acidentais,
tornando-se infectadas sem necessariamente desempenhar papel relevante na manutencao do

ciclo de transmissao (Dostalova e Volf, 2012).
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1.2.2 O Desafio da Infec¢cao Assintomatica

Embora a leishmaniose seja endémica em quase uma centena de paises, os dados
oficiais subestimam drasticamente a real magnitude da doenca. Esta discrepancia deve-se, em
grande parte, a falhas no diagnostico e, sobretudo, a vasta populacao de individuos humanos e
animais assintomaticos ndo diagnosticados (Michel et al., 2011; Singh et al., 2014). Apesar de
a populagdo assintomatica representar a maior propor¢ao de individuos infectados, ndo existe
um consenso absoluto na comunidade cientifica quanto a definicao exata desta condigdo, nem
sobre os meios mais acurados para detectar um portador silencioso da infec¢do (Hasker et al.,
2013). Alguns autores definem o portador assintomatico como um individuo clinicamente
saudavel, residente em area endémica, que apresenta positividade em pelo menos um teste
molecular, sorologico ou celular, ao passo que outros investigadores exigem a combinacao de
multiplos testes para confirmar este estado de infec¢do latente (Torrellas et al., 2014; Owen et

al., 2021).

O reconhecimento e a monitorizagdo da populagdo assintomatica sdo de vital
importancia para a saide publica e veterindria por duas razdes centrais. Primeiramente, estes
individuos, incluindo potenciais reservatdrios animais, podem atuar como fontes silenciosas
do parasito, mantendo o risco continuo de transmissao para o vetor flebotomineo (Stauch et
al., 2011; Michel et al.,, 2011; Singh et al., 2014). Em segundo lugar, a compreensao
aprofundada dos multiplos fatores imunolégicos e fisiolégicos que impedem o
desenvolvimento clinico da doenca pode fornecer subsidios cruciais para reduzir a taxa de
transmissdo a partir deste reservatorio oculto. Esse entendimento auxilia diretamente no
estabelecimento de critérios diagnosticos padronizados e metodicamente rigorosos para o

controle da enfermidade (Hasker et al., 2013; Owen et al., 2021; Torrellas et al., 2014).

1.2.3 Cenario Epidemiolégico no Estado do Parana

O Estado do Parand ¢ historicamente considerado uma drea endémica para a
leishmaniose tegumentar americana, apresentando transmissao persistente em diversas
regides, particularmente naquelas associadas a fragmentos florestais e atividades
agropecuarias (Bassotto, 2020). A doenga encontra-se amplamente distribuida no territorio
paranaense, com maior concentracdo de casos nas regides Norte, Noroeste e Centro-Norte,

areas que reunem condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento dos flebotomineos
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vetores, como elevada umidade e intensa interface entre ambientes rurais e urbanos (Monteiro

et al., 2009; Sesa-PR, 2025).

Por outro lado, a leishmaniose visceral, anteriormente considerada ausente no estado,
passou a ser registrada a partir da tltima década. Os primeiros registros ocorreram na regiao
de Foz do Iguacgu, onde foram identificados o vetor Lutzomyia longipalpis, casos caninos
autoctones e, posteriormente, casos humanos da doenga (Chiyo, 2022; Thomaz-Soccol et al.,
2018). Dados epidemioldgicos consolidados demonstram a persisténcia da circulagdo
parasitaria no estado, tendo sido registrados 7.849 casos de leishmaniose tegumentar
americana e 36 casos de leishmaniose visceral humana no periodo entre 2001 e 2022

(Ferreira, 2024).

Neste contexto, a identificacdo de diferentes espécies animais naturalmente expostas
ao parasito torna-se relevante para a vigilancia epidemiologica. Para os equinos, a
epidemiologia no Parana merece destaque devido a crescente evidéncia da circulagdo de
Leishmania spp. em diferentes regides do estado. Embora os cavalos nao sejam considerados
reservatorios primdrios, investigagdes estruturadas t€ém demonstrado a ocorréncia de animais
soropositivos e positivos em testes moleculares (Benassi et al., 2018; Truppel et al., 2014).
Esses achados reforcam a importdncia dos equinos como sentinelas epidemiologicas,
especialmente em ambientes rurais e periurbanos onde ha estrita interagdo entre vetores,

animais domésticos ¢ seres humanos (Vedovello Filho et al., 2021).

1.2.4 Leishmaniose em Equinos e Espécies de Leishmania Associadas

A leishmaniose equina ¢ considerada uma enfermidade emergente e ainda pouco
compreendida quando comparada a doenca em caes e seres humanos. A susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania spp. varia consideravelmente entre as espécies hospedeiras;
enquanto os cdes frequentemente desenvolvem infeccdo sistémica grave, os equinos tendem a
apresentar infec¢do predominantemente assintomatica ou restrita a manifestagdes cutaneas
localizadas (Benassi et al., 2018; Limeira et al., 2019). Quando presentes, as lesdes sdo
caracterizadas por nodulos, papulas e ulceras solitarias, localizadas principalmente na cabeca,
membros e regides com menor cobertura pilosa (Limeira et al., 2019; Martinez-Saez et al.,

2023).
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Historicamente, Leishmania (Viannia) braziliensis tem sido a espécie mais associada a
infeccdo equina no Brasil, sobretudo em casos de leishmaniose cutinea (Limeira et al., 2019).
Entretanto, investigagdes recentes t€ém demonstrado a ocorréncia de infec¢do natural por
Leishmania infantum em equinos assintomaticos residentes em areas endémicas para
leishmaniose visceral, sugerindo que a infec¢do pode ocorrer de forma silenciosa e persistente

(Benassi et al., 2018; Escobar et al., 2019).

Adicionalmente, a detec¢ao de anticorpos contra Leishmania amazonensis em equinos
tem sido relatada em triagens soroldgicas, embora o papel especifico dessa espécie na
infeccdo equina permaneca pouco esclarecido. A utilizagdo simultdnea de antigenos de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum em painéis de diagndstico permite uma avaliagdo
mais abrangente da exposicdo em dreas onde diferentes agentes etioldgicos coexistem
(Limeira et al., 2019). Confirmando essa premissa no cendrio regional, foi observada no
Parand uma frequéncia de reatividade soroldgica de 22,32% para L. amazonensis, seguida por
15,18% para L. braziliensis e L. infantum, evidenciando a exposi¢do concomitante dos
equinos a multiplos determinantes etiologicos (Lopes et al., 2021). Embora os equinos nao
sejam atualmente reconhecidos como reservatorios comprovados, a constante deteccdo de
anticorpos ¢ DNA parasitario em animais clinicamente saudaveis (Escobar et al., 2019; Pala et
al., 2024) destaca a necessidade de compreender melhor o papel epidemioldgico da espécie

sob a perspectiva da Satude Unica.
1.2.5 Patogenia e Resposta Imunologica: Equinos versus Caes

A manifestagdo da leishmaniose varia drasticamente entre as espécies de mamiferos,
sendo o cdo (Canis familiaris) e o equino (Equus caballus) exemplos contrastantes de
patogenia e competéncia imunologica. A resisténcia ou susceptibilidade ao parasito ¢
determinada primariamente pelo direcionamento da resposta imune do hospedeiro. O controle
do parasito depende da ativacdo de uma resposta imune celular do tipo Thl, caracterizada pela
produg¢do de citocinas pro-inflamatorias, como o Interferon-gama (IFN-y), que ativa

macrofagos para a destrui¢do intracelular das amastigotas (Reis et al., 2006).

Nos equinos, a capacidade de manter a infeccdo sob um carater predominantemente
subclinico ¢ atribuida a uma resposta celular robusta e eficiente, com marcante participacao
dos linfocitos T CD8+ citotdxicos no controle da carga parasitaria. Enquanto os linfocitos T

CD4+ coordenam a resposta imune, as células CD8+ atuam diretamente na eliminacao de
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células infectadas e na secre¢ao de citocinas leishmanicidas (Pinelli et al., 1995; Miller et al.,
2006). Esse mecanismo impede a disseminacdo sistémica acentuada do protozodrio,
limitando-o a tecidos periféricos ou a niveis tdo reduzidos que impossibilitam a ocorréncia de

danos organicos determinaveis (Fernandez-Bellon et al., 2006).

Ao confrontar os aspectos patogénicos e imunologicos dessas duas espécies,
evidencia-se um nitido contraste em seus modelos biologicos. O modelo canino caracteriza-se
por um perfil clinico dominantemente visceral, sist€émico e severo, gerado por um desvio
humoral associado a exaustao celular. Esse quadro resulta em uma elevada carga parasitéria e
dissemina¢do multiorganica cronica, com intenso acometimento de Orgdos internos vitais

como a medula 6ssea, baco, figado e rins (Reis et al., 2006; Freitas et al., 2012).

Por outro lado, o modelo equino expressa-se de maneira inversa, destacando-se pelo
perfil subclinico, assintomatico ou cutaneo localizado. Essa condi¢do ¢ mediada por uma
resposta celular robusta com ativacdo expressiva de linfocitos T CD8+, o que propicia uma
carga parasitaria reduzida e controlada de forma periférica. Essa adaptacdo evolutiva e
imunolégica impede a ocorréncia de danos internos e favorece o estado de portador
assintomatico, garantindo a manutencao da homeostase organica. Dessa forma, a auséncia de
alteragOes laboratoriais marcantes nesses animais nao indica a auséncia do parasito, mas sim
uma contengdo eficiente da infec¢ao (Benassi et al., 2018; Limeira et al., 2019; Mhadhbi e

Sassi, 2020).

1.2.6 Alteracoes Hematologicas e Bioquimicas na Leishmaniose

Os exames hematologicos e bioquimicos séricos constituem importantes ferramentas
auxiliares na avaliacdo do comprometimento sistémico causado pela infec¢ao por Leishmania
spp. Embora ndo sejam especificos para a confirmacdo etiologica, tais exames auxiliam na
determina¢do do progndstico, na investigacdo de diagndsticos diferenciais e no
monitoramento organico (Solano-Gallego et al., 2009. No que tange ao perfil hematolégico,
as alteragdes variam drasticamente conforme a espécie hospedeira. Em caes com leishmaniose
visceral, sdo frequentemente descritas anemia normocitica normocromica nao regenerativa,
decorrente de inflamagdo cronica e supressao medular, além de trombocitopenia e leucocitose

ou leucopenia, dependendo do grau de envolvimento da medula 6ssea (Paltrinieri et al., 2010).
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Em contrapartida, na espécie equina, a maioria dos estudos relata auséncia de
alteracdes hematologicas significativas, especialmente em animais assintomaticos. Foi
observado que equinos soropositivos mantém valores de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
leucocitos e plaquetas estritamente dentro dos intervalos de referéncia para a espécie,
reforcando a hipotese de que a infeccdo subclinica cursa sem repercussdes sistémicas

importantes (Benassi et al., 2018; Limeira et al., 2019).

Sob a perspectiva do perfil bioquimico renal e hepatico, a ureia e a creatinina sao os
marcadores padrdo para a avaliagdo da fun¢do renal. Na leishmaniose canina, o aumento
dessas variaveis devido a glomerulonefrite mediada por imunocomplexos constitui uma das
principais causas de oObito (Paltrinieri et al., 2010), ao passo que nos equinos, o
comprometimento renal associado a infec¢do por Leishmania spp. € uma condi¢do raramente
descrita (Solano-Gallego et al., 2009; Benassi et al., 2018). Quanto a integridade hepatica e
muscular, as enzimas aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
fosfatase alcalina (FA) auxiliam na detec¢do de lesao hepatocelular ou colestase induzida pelo
parasito no modelo canino (Koutinas, 2014). Para os equinos, a AST e a creatina quinase
(CK) sao preferencialmente utilizadas para avaliar a integridade hepatica e muscular,
respectivamente. Em cavalos clinicamente saudaveis, variagdes discretas dessas enzimas sao
comumente associadas ao exercicio fisico, manejo ou conten¢ao, sem necessariamente indicar

processos patologicos infecciosos (Thrall et al., 2012).

Ademais, as particularidades do metabolismo da bilirrubina nos equinos apresentam
caracteristicas fisiologicas singulares que exigem cautela na interpretacdo do perfil
bioquimico, diferenciando-se de outras espécies domésticas. A bilirrubina ¢ o produto final do
catabolismo da fracdo heme da hemoglobina, resultante da destrui¢do fisiologica ou
patologica de eritrocitos senescentes pelo sistema fagocitdrio mononuclear (Kaneko et al.,
2008). Nos cavalos, a maior parte da bilirrubina total circulante em condigdes de normalidade
¢ composta pela fracao ndo conjugada ou indireta. A captagao hepatica da bilirrubina indireta
para posterior conjugacdo com o dcido glicurénico ¢ um processo fisioldogico que compete
diretamente com o transporte de 4cidos graxos livres. Qualquer estado de privagao alimentar,
jejum transitorio, anorexia ou estresse acentuado pode resultar em uma elevagdo rapida e
significativa dos niveis de bilirrubina sérica, fenomeno denominado hiperbilirrubinemia de
jejum (Divers e Reed, 2018; Thrall et al., 2022). Portanto, nesta espécie, a ictericia ou o

aumento isolado da bilirrubina total as custas da fracdo indireta ndo mimetizam
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necessariamente processos hemoliticos ou colestase grave como ocorre em caes € gatos;
variacdes discretas a moderadas refletem frequentemente apenas flutuagdes na ingestdo
calorica ou estresse metabolico (Stockham; Scott, 2021). Para a confirmagdo fidedigna de
quadros hemoliticos em cavalos, torna-se indispensavel correlacionar os niveis de
bilirrubinemia com os indices eritrocitarios globais, incluindo a contagem global de hemacias,

o hematdcrito e a dosagem de hemoglobina.
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1.4 Objetivo

O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil hematolégico e bioquimico de
equinos assintomaticos expostos a Leishmania spp. na regido Centro-Norte do Estado do
Parana. Para isso, buscou-se identificar a taxa de sororreatividade (ELISA) para diferentes
espécies do parasito (L. amazonensis, L. infantum e L. braziliensis), confirmar a presenca do
DNA parasitario por qPCR e correlacionar esses diagndsticos com as avaliagdes clinicas,
hemograma e biomarcadores de funcao renal e hepatica, contribuindo para o entendimento da

infeccdo  subclinica e do  papel epidemioldégico da  espécie  equina.
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CARACTERIZACAO HEMATOLOGICA E BIOQUIMICA DE EQUINOS

ASSINTOMATICOS  SORORREAGENTES  PARA  LEISHMANIA  SPP.
PREVIAMENTE AVALIADOS POR ELISA E QPCR.

KIKUTIL, Jessica Suemi Almeida !

QUESSADA, Ana Maria 2

RESUMO

A leishmaniose ¢ uma zoonose de ampla distribuicdo geografica e relevancia para a saude
publica e veterindria, cuja participagao dos equinos na epidemiologia da doenga ainda nao
estd completamente esclarecida. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o perfil
hematolégico e bioquimico de equinos assintomdticos expostos a Leishmania spp.,
contribuindo para a compreensdo da infec¢do subclinica nessa espécie. Foram avaliados 112
equinos clinicamente saudaveis, machos e fémeas, provenientes de uma sociedade rural
localizada na regido Centro-Norte do Estado do Parand. Os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica, incluindo frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria, temperatura retal,
avaliagdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar e presenga de edema. O diagnostico
soroldgico foi realizado por meio do ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA), utilizando
antigenos de Leishmania amazonensis, Leishmania infantum e Leishmania braziliensis. Das
112 amostras analisadas, 31 (27,67%; 31/112) apresentaram sororreatividade para pelo menos
um dos antigenos testados. As amostras reagentes foram submetidas a reagdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (QPCR), utilizando primers direcionados ao DNA do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp., sendo detectado DNA do parasito em 21 (67,74%;
21/31) dos animais soropositivos. A avaliacdo hematologica e bioquimica foi realizada nos 31
equinos reagentes ao ELISA, incluindo hemograma completo e andlises séricas de ureia,
creatinina, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e enzimas hepaticas. Os
animais ndo apresentaram alteracdes clinicas sugestivas de leishmaniose, mantendo os
parametros fisicos dentro dos limites fisiologicos para a espécie. Os parametros
hematologicos permaneceram, em sua maioria, dentro dos intervalos de referéncia, embora
alguns animais tenham apresentado valores eritrocitarios proximos ao limite inferior. Da
mesma forma, os pardmetros bioquimicos avaliados ndo demonstraram alteragdes
significativas compativeis com comprometimento hepatico ou renal associado a infecgao. A
analise integrada dos achados clinicos, hematologicos, bioquimicos e diagnosticos indicou
auséncia de repercussdes sistémicas compativeis com a forma clinica da doenca. Os
resultados demonstram a exposi¢ao de equinos a infec¢cdo por Leishmania spp. evidenciando a
circulagdo do parasito na regido estudada e destacando a importdncia da inclusdo dessa
espécie em investigacoes epidemioldgicas da leishmaniose. Além disso, reforcam a
necessidade de estudos adicionais para esclarecer o papel dos equinos na manutencao do ciclo
epidemioldgico da infecgao.

Palavras-chave: leishmaniose equina; hematologia; bioquimica sérica; qPCR; epidemiologia.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a geographically widespread zoonosis with significant relevance to public
and veterinary health, although the involvement of equines in the epidemiology of the disease
remains not fully understood. This study aimed to characterize the hematological and
biochemical profiles of asymptomatic horses exposed to Leishmania spp., contributing to the
understanding of subclinical infection in this species. A total of 112 clinically healthy horses,
both male and female, from a rural society located in the North-Central region of the state of
Parand, Brazil, were evaluated. The animals underwent clinical evaluation, including heart
rate, respiratory rate, rectal temperature, mucous membrane assessment, capillary refill time,
and presence of edema. Serological diagnosis was performed using an indirect enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) with antigens from Leishmania amazonensis, Leishmania
infantum, and Leishmania braziliensis. Out of the 112 samples analyzed, 31 (27.67%; 31/112)
showed seroreactivity to at least one of the tested antigens. The reactive samples were
subjected to quantitative real-time polymerase chain reaction (qQPCR) targeting the kinetoplast
DNA (kDNA) of Leishmania spp., and parasite DNA was detected in 21 (67.74%; 21/31) of
the seropositive animals. Hematological and biochemical assessments were carried out on the
31 ELISA-reactive horses, including a complete blood count and serum analyses of urea,
creatinine, total bilirubin, direct bilirubin, indirect bilirubin, and liver enzymes. The animals
did not exhibit clinical changes suggestive of leishmaniasis, maintaining their physical
parameters within the physiological limits for the species. Hematological parameters
remained largely within reference intervals, although some animals presented erythrocytic
values close to the lower limit. Similarly, the biochemical parameters evaluated showed no
significant alterations compatible with hepatic or renal impairment associated with the
infection. Integrated analysis of clinical, hematological, biochemical, and diagnostic findings
indicated an absence of systemic repercussions compatible with the clinical form of the
disease. The results demonstrate the exposure of equines to Leishmania spp. infection,
highlighting the circulation of the parasite in the studied region and emphasizing the
importance of including this species in epidemiological investigations of leishmaniasis.
Furthermore, they reinforce the need for additional studies to clarify the role of equines in
maintaining the epidemiological cycle of the infection.

Keywords: equine leishmaniasis; hematology; serum biochemistry; qPCR; epidemiology.



110

111
112
113
114
115
116
117

118
119
120
121
122
123

124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

134
135
136
137
138
139
140

33

Introducio

A leishmaniose compreende um complexo de doencas infecciosas causadas por
protozodarios do género Leishmania, transmitidos primordialmente por insetos flebotomineos.
Considerada uma importante zoonose e classificada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) como uma Doenga Tropical Negligenciada (DTN), a enfermidade apresenta ampla
distribuicao em regides tropicais e subtropicais, afetando significativamente tanto a populagao
humana quanto diferentes espécies de animais silvestres e domésticos (Who, 2025; Akhoundi

etal., 2016).

Em equinos, a infeccdo por Leishmania spp. tem sido descrita em diversos paises,
incluindo o Brasil, com relatos que mimetizam principalmente infec¢des assintomaticas ou
manifestagdes cutaneas localizadas (Fernandez-Bellon et al., 2006, Mhadhbi; Sassi, 2020).
Estudos recentes corroboram a ocorréncia da infec¢do em cavalos, burros, mulas e poneis, o
que sugere uma exposi¢ao frequente desses animais ao parasito em areas endémicas (Soares et

al., 2013; Truppel et al., 2014; Benassi et al., 2018; Nascimento et al., 2024).

No cenario nacional, o estado do Parana destaca-se pela endemicidade da leishmaniose
tegumentar americana (LTA), configurando um relevante problema de satide publica. A
doenca encontra-se amplamente disseminada no territdrio paranaense, exibindo maior
concentragdo de casos nas regides Norte, Noroeste e Centro-Norte dreas caracterizadas por
condi¢des ambientais favordveis ao desenvolvimento dos vetores, tais como a presenca de
fragmentos florestais, elevada umidade e uma intensa interface entre os ambientes rural e
urbano (Monteiro et al., 2009; Sesa-PR, 2025). Dados epidemiologicos historicos evidenciam
a persisténcia da circulacdo do parasito no estado, tendo sido registrados 7.849 casos de LTA
e 36 casos de leishmaniose visceral (LV) humana no periodo entre 2001 e 2022 (Ferreira,

2024).

Apesar do crescente numero de relatos sobre a infecgdo em animais de grande porte
nessa € em outras regides, a exata participagao epidemiologica dos equideos na dinamica de
transmissdo das leishmanioses permanece pouco esclarecida. A prevaléncia de cursos
subclinicos e a auséncia de sinais clinicos evidentes na maioria dos animais infectados nao
apenas dificultam o diagnostico de rotina, mas também favorecem a subnotificacdo da
infeccdo nessas espécies (Limeira et al.,, 2019; Mhadhbi; Sassi, 2020). Desse modo, a

identificacdo e caracterizagao de diferentes espécies animais naturalmente expostas ao
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parasito tornam-se fulcrais para a compreensdo da dindmica epidemioldgica local e para o

desenvolvimento de estratégias eficientes de vigilancia em saude.

Diante desse panorama e da necessidade de aplicar métodos laboratoriais sensiveis
para a identificagdo de infeccdes inaparentes, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar o perfil clinico, hematologico e bioquimico de equinos assintomaticos expostos a
Leishmania spp. na regido Centro-Norte do Estado do Parand, diagnosticados por meio da

associacao de métodos soroldgicos e moleculares (QPCR).

2.1 MATERIAIS E METODOS

2.2 Animais e local do estudo

O presente estudo caracteriza-se como um estudo retrospectivo observacional, desenvolvido a
partir da analise secundaria de dados obtidos por Lopes et al. (2021), provenientes de um
estudo previamente conduzido com equinos da regido Centro-Norte do Estado do Parana.
Foram utilizados os dados clinicos, epidemiologicos, sorologicos e moleculares gerados pelos
autores, bem como as amostras bioldgicas armazenadas, para a realizacdo da avaliagdo

hematoldgica e bioquimica proposta nesta dissertagao.

O estudo original de Lopes et al. (2021) incluiu 112 equinos clinicamente saudaveis
provenientes de uma sociedade rural localizada na area urbana de um municipio da regido
Centro-Norte do Estado do Parand, considerada area endémica para leishmaniose. Os animais
permaneceram alojados em baias de aproximadamente 9 m?, com alimentagdo, dgua e

suplementagdo mineral fornecidas conforme manejo rotineiro da propriedade.

A populagdo foi composta por 112 equinos, sendo 84 machos e 28 fémeas, pertencentes as
racas Quarto de Milha (n = 98), sem raga definida (n = 9), Paint Horse (n = 3) e Crioula (n =
2), conforme descrito por Lopes et al. (2021).

2.3 Exame clinico

Todos os dados referentes ao exame clinico foram obtidos do estudo previamente publicado
por Lopes et al. (2021). Antes da coleta das amostras bioldgicas, os animais foram submetidos

a avaliacdo clinica geral, incluindo frequéncia cardiaca, frequéncia respiratdria, temperatura
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retal, coloracdo das mucosas, tempo de preenchimento capilar e presenca de edema.
Conforme descrito pelos autores, nenhum animal apresentou sinais clinicos compativeis com

leishmaniose ou outra enfermidade sistémica.

2.4 Diagnostico sorologico para Leishmania spp.

O diagnostico soroldgico utilizado nesta dissertacdo foi previamente realizado por Lopes et al.
(2021), por meio do ensaio imunoenzimdtico indireto (ELISA), empregando antigenos de
Leishmania amazonensis, Leishmania infantum e Leishmania braziliensis, conforme
metodologia descrita pelos autores. As amostras foram processadas em duplicata, sendo o

ponto de corte determinado por curva ROC (Receiver Operating Characteristic).

Dos 112 equinos avaliados, 31 apresentaram sororreatividade para pelo menos um dos
antigenos testados. Esses animais constituiram a populagdo utilizada para as analises

hematologicas e bioquimicas desenvolvidas no presente estudo.

2.5 Diagnostico molecular para Leishmania spp.

As amostras sororreagentes foram previamente submetidas a reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa em tempo real (QPCR), conforme protocolo descrito por Lopes et al. (2021). A
extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen®), seguida da
amplificacdo do DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. empregando os primers
descritos por Reis et al. (2013).

Entre os 31 equinos soropositivos, 21 apresentaram amplificacdo positiva para DNA de

Leishmania spp., confirmando a infec¢cdo molecularmente.

As amostras soropositivas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
em tempo real (qQPCR), conforme protocolo descrito por Lopes et al. (2021). O DNA foi
extraido a partir de amostras de soro utilizando o kit QIAamp® DNA Mini Kit (Qiagen®,
Alemanha). Foram consideradas positivas as amostras com valor de Ct < 37. Entre os 31
animais soropositivos, 21 (67,34%) apresentaram amplificacdo positiva para DNA de

Leishmania spp.
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2.6 Avaliacao hematoldgica e bioquimica

A etapa experimental do presente trabalho consistiu na caracterizagdo do perfil hematologico
e bioquimico dos equinos sororreagentes para Leishmania spp.. Para essa finalidade, foram
selecionados exclusivamente os 31 animais positivos no ELISA identificados por Lopes et al.
(2021), sendo realizadas as andlises hematoldgicas e bioquimicas das respectivas amostras
biologicas. A avaliagdo hematologica e bioquimica constituiu a etapa experimental do
presente estudo e foi realizada exclusivamente nos 31 equinos reagentes ao ELISA para

Leishmania spp.

Foram selecionados para as andlises laboratoriais apenas os animais soropositivos, uma vez
que o objetivo do estudo foi caracterizar o perfil hematologico e bioquimico de equinos

assintomaticos expostos a infec¢ao.

As andlises hematologicas foram realizadas em analisador hematologico veterinario
automatizado da marca Mindray®, sendo avaliados o nimero de hemécias, concentragao de
hemoglobina, hematocrito, indices hematimétricos, contagem total e diferencial de leucdcitos
e numero de plaquetas. A contagem diferencial leucocitaria foi confirmada por avaliagdo

microscopica de esfregacos sanguineos corados.

As analises bioquimicas séricas foram realizadas em analisador bioquimico semiautomatico
Contec BC300® (Contec Medical Systems, China), utilizando métodos enzimaticos e
colorimétricos para determinacdo das concentracdes séricas de ureia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST), creatina quinase (CK), bilirrubina total, bilirrubina direta e
bilirrubina indireta. Os resultados obtidos foram interpretados com base nos intervalos de

referéncia descritos por Thrall et al. (2012) para a espécie equina.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Frequéncia de positividade para Leishmania spp.

Entre os 112 equinos avaliados, 31 (27,7%; 31/112) apresentaram sororreatividade
para Leishmania spp. pelo ELISA. Dentre estes, 21 (67,7%; 21/31) também foram positivos
na qPCR, confirmando a presenca de DNA do parasito (Tabela 1). A frequéncia observada
demonstra exposicao significativa dos equinos ao agente em uma area endémica do Norte-

central do Parana.
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Resultados semelhantes foram descritos por Martinez-Sédenz et al. (2023), que

observaram soropositividade de 27,5% em cavalos clinicamente saudaveis na Espanha.

Estudos realizados no Brasil também demonstram que equinos frequentemente apresentam

infeccdo assintomdtica, com deteccao soroldgica e molecular do parasito na auséncia de

manifestagdes clinicas evidentes (Cerqueira et al., 2003; Feitosa et al., 2012; Benassi et al.,

2018). A positividade observada reforga a hipotese de que equinos possam participar da

epidemiologia da leishmaniose como hospedeiros expostos ao parasito, embora seu papel

como reservatorio ainda nao esteja completamente esclarecido.

Tabela 1. Resultados do ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) utilizando antigenos
de Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania infantum, e da PCR
quantitativa em tempo real (QPCR) realizada em amostras de soro de equinos atletas
provenientes da regido Norte-Central do Estado do Parana, Brasil (n=112).

Amostra
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89 + +
91 +

94 + +
105 + + +
115 + + +
124 + +

Total (%) 25 (22,32%) 17 (15,18%) 17 (15,18%) 21 (67,34%)
Legenda: (+) indica amostras reagentes ao ELISA e/ou positivas na qPCR.
Abreviaturas: ELISA = ensaio imunoenzimatico indireto (enzyme-linked immunosorbent assay); qPCR =

reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (quantitative polymerase chain reaction
Fonte: Adaptado de Lopes et al. (2021)

3.2 Sororreatividade aos diferentes antigenos de Leishmania spp.

A utilizagdo de antigenos de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum permitiu
identificar reatividade sorologica frente a diferentes espécies de importancia epidemioldgica
no Brasil. A maior frequéncia de reacdo foi observada para L. amazonensis (22,3%), seguida
por L. braziliensis (15,2%) e L. infantum (15,2%). A detec¢do de anticorpos contra diferentes
espécies deve ser interpretada com cautela, uma vez que reagdes cruzadas entre antigenos de
Leishmania spp. sdo frequentemente descritas em ensaios sorologicos. Entretanto, esses

resultados evidenciam exposi¢do dos animais a ambientes favoraveis a circulagdo do parasito.

Entre as espécies avaliadas, Leishmania braziliensis ¢ historicamente a mais
frequentemente associada a leishmaniose equina no Brasil, sobretudo em casos de
manifestagdes cutaneas (Yoshida et al., 1990; Limeira et al., 2019). Por outro lado, a detecc¢ao
de L. infantum em equinos tem despertado crescente interesse devido a sua importancia na
epidemiologia da leishmaniose visceral zoonoética e a demonstracdo de infec¢ao natural em
animais assintomaticos residentes em areas endémicas (Escobar et al., 2019). Em contraste, a
participagdo de L. amazonensis na infeccdo de equinos permanece pouco elucidada, uma vez
que existem poucos estudos avaliando especificamente essa espécie nessa populacao (Limeira
et al., 2019; Akhoundi et al., 2016). Dessa forma, a identificacdo de sororreatividade para
diferentes espécies de Leishmania reforga a necessidade de estudos adicionais para esclarecer
a susceptibilidade dos equinos, a dindmica da infeccdo e sua possivel participacdo na

manuten¢ao do parasito em areas endémicas (Martins et al., 2025).

3.3 Série vermelha

Os parametros da série vermelha permaneceram, em sua maioria, dentro dos intervalos

de referéncia para a espécie equina. A contagem média de hemadcias, a concentracdo de
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267 hemoglobina e o hematdcrito apresentaram valores compativeis com a normalidade,
268  sugerindo auséncia de alteragdes eritrocitarias clinicamente relevantes nos animais avaliados
269  (Tabela 2). Embora cinco equinos (16,1%) tenham apresentado contagem de hemacias abaixo
270 do limite inferior de referéncia e um animal (3,2%) tenha apresentado hematocrito
271 discretamente reduzido, os valores médios observados ndo caracterizaram quadro anémico na
272 populagdo estudada (Tabela 2). Os indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM
273  permaneceram predominantemente dentro dos intervalos fisioldégicos para a espécie,
274  indicando manutencdo das caracteristicas morfologicas e da concentracdo de hemoglobina dos
275  eritrocitos. Apenas dois animais (6,5%) apresentaram valores discretamente elevados de

276 HCM e CHCM, sem significado clinico aparente.

277 Os resultados observados sdo semelhantes aos descritos por Benassi et al. (2018),
278  Limeira et al. (2019) e Martinez-Sdenz et al. (2023), que relataram auséncia de alteragdes
279  eritrocitarias relevantes em equinos naturalmente infectados por Leishmania spp.
280  Diferentemente do observado em cdes com leishmaniose visceral, nos quais a anemia
281  constitui uma das alteragdes hematologicas mais frequentes e esta associada a mecanismos
282  como inflamagdo cronica, hemolise imunomediada e alteragdes da medula 6ssea, a infecgao
283  em equinos parece apresentar repercussao hematologica limitada (Solano-Gallego et al., 2009;

284  Paltrinieri et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2020).

285  Tabela 2. Parametros eritrocitarios de equinos assintomaticos positivos para Leishmania
286  spp. (n = 31), expressos em média + desvio padrao, valores de referéncia e frequéncia de
287  animais fora dos intervalos de referéncia.

Parametro Média + Referéncia (Thrall Abaixo da Acima da
DP et al., 2022) referéncia n (%) referéncia n (%)
Hemacias 7,60 + 68-129 5 (16,1%) 0 (0%)
(x10¢/uL) 0,72
Hemoglobina 13,15 + 11,0-19,0 0 (0%) 0 (0%)
(g/dL) 1,16
Hematécrito 36,36 += 32-53 1(3,2%) 0 (0%)
(%) 2,53
VCM (fL) 48,06 =+ 37-58 0 (0%) 0 (0%)
3,01
HCM (pg) 17,35 + 13-19 0 (0%) 2 (6,5%)
0,96
CHCM (g/dL) 36,15 + 31-38 0 (0%) 2 (6,5%)

1,24
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3.4 Leucograma e plaquetas

Os resultados do leucograma e da contagem plaquetaria dos equinos assintomaticos positivos

para Leishmania spp. encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Leucograma e contagem plaquetaria de equinos assintomaticos positivos para
Leishmania spp. (n =31)

Parametro Média + Valores de Abaixo da Acima da
DP referéncia® referéncia n (%) referéncia n (%)
Leucdcitos totais 9.354 + 5.400-14.300 0 (0,0) 0(0,0)
(/nL) 1.928
Neutrofilos 119+ 108  0-100 ND** ND**
bastonetes (/uL.)
Neutroéfilos 4.816 + 2.260-8.580 0 (0,0) 0(0,0)
segmentados (/uL) 1.164
Linfécitos (/pnL) 3.700 = 1.500-7.700 0 (0,0) 0(0,0)
1.201
Mondcitos (/pL) 475+ 190  0-1.000 0 (0,0) 0 (0,0)
Eosindfilos (/nL) 219+ 196  0-1.000 0 (0,0) 0 (0,0)
Basofilos (/pL) 24 + 54 0-290 0 (0,0) 0 (0,0)
Plaquetas (/nL) 117.994+  100.000— 0 (0,0) 0 (0,0)
40.087 350.000

Fonte: Dados da pesquisa.
Valores de referéncia segundo Thrall et al. (2022).
** ND = ndo determinado individualmente.

Os parametros leucocitarios apresentaram valores compativeis com os intervalos de
referéncia descritos para a espécie equina. As médias de leucocitos totais, neutrofilos
segmentados, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos permaneceram dentro dos limites
fisiologicos (Tabela 3), ndo evidenciando alteracdes hematologicas sugestivas de processo
inflamatério sist€émico ou resposta infecciosa exacerbada (Thrall et al., 2022; Stockham:;
Scott, 2011). A contagem média de neutrofilos bastonetes apresentou valor discretamente
acima do limite de referéncia. Entretanto, esse achado ocorreu na auséncia de leucocitose e
sem aumento concomitante dos demais pardmetros leucocitarios, o que dificulta sua
interpretagdo como indicativo de resposta inflamatoria relevante (Thrall et al., 2022; Weiss;
Wardrop, 2010). Os resultados observados sdao semelhantes aos descritos por Escobar et al.
(2019), que avaliaram equinos naturalmente infectados por Leishmania infantum e nao
identificaram alteracdes hematoldgicas relevantes associadas a infeccdo. De modo
semelhante, outros estudos realizados em equinos naturalmente infectados por Leishmania

spp. descrevem que a infec¢do geralmente ocorre de forma assintomatica, com pouca ou
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nenhuma repercussdo sobre o leucograma (Benassi et al., 2018; Limeira et al., 2019;

Martinez-Saenz et al., 2023).

A contagem plaquetéria também permaneceu dentro dos intervalos de referéncia para a
espécie (Tabela 3), ndo sendo observadas evidéncias de trombocitopenia ou alteragdes
compativeis com disturbios hemostaticos. Esses achados diferem do frequentemente descrito
em caes com leishmaniose visceral, nos quais anemia, trombocitopenia e alteracdes
leucocitarias sao achados hematologicos comuns, atribuidos a inflamagao crénica, deposi¢cao
de imunocomplexos e alteracdes medulares (Solano-Gallego et al., 2009; Paltrinieri et al.,

2010).

Em contrapartida, estudos realizados em equinos naturalmente infectados por
Leishmania spp. descrevem, de modo geral, auséncia de alteragdes hematologicas relevantes,
sugerindo que a espécie apresenta capacidade de limitar as repercussdes sistémicas da
infeccdo (Benassi et al.,, 2018; Escobar et al., 2019; Limeira et al., 2019). Os resultados
obtidos também estdo de acordo com a revisao sistematica realizada por Limeira et al. (2019),
que descreveu a leishmaniose equina como uma enfermidade predominantemente benigna e

frequentemente associada a auséncia de alteragdes clinicas e laboratoriais relevantes.

Em relagdo ao perfil bioquimico (Tabela 4), as médias de AST (236,6 U/L), ALT (9,0
U/L), ureia (36,1 mg/dL), creatinina (1,6 mg/dL), CK (120,9 U/L) e bilirrubinas mantiveram-
se compativeis com os valores fisiologicos descritos para equinos higidos (Kaneko et al.,
2008; Stockham & Scott, 2011), sugerindo auséncia de comprometimento sistémico
importante nos animais avaliados. Entretanto, altera¢cdes pontuais foram observadas em
alguns individuos, incluindo aumento de AST, GGT, CK, ureia e bilirrubinas (Tabela 4). A
elevagdo da AST foi observada em 19,3% dos animais (6/31), enquanto a GGT apresentou
valores acima do intervalo de referéncia em 32,2% dos animais (10/31), incluindo um
individuo com aumento acentuado da enzima (340 U/L). Em equinos, aumentos séricos de
AST e GGT podem estar associados a alteracdes hepatocelulares, exercicio fisico intenso,
lesao muscular, manejo frequente, estresse ou alteragdes metabolicas transitorias (Divers;
Reed, 2018; Thrall et al., 2022). Entretanto, no presente estudo, ndo foi observada associagdo
consistente entre essas alteracdes e aumentos concomitantes de outros marcadores hepaticos,

como bilirrubinas dificultando atribuir tais achados exclusivamente a infec¢do por Leishmania

spp.
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Tabela 4. Perfil bioquimico sérico de equinos assintomaticos positivos para Leishmania
spp. (n =31).

Parimetro Média =+ Min.— Valores de Abaixo da Acima da
DP Max. referéncia*  referéncia n (%) referéncia n (%)

AST (U/L) ?2?’2 * 25-515 226-366 12 (38,7) 6 (19,3)

. 36,1 £
Ureia (mg/dL) 152 15-107 21-51 2(6,4) 2(6,4)
Creatinina
(me/dL) 1,6 0,4 0,7-2,6 1,2-1,9 309,7) 5(16,1)

23,1+

GGT (U/L) 506 3-340 4,3-134 2(6,4) 10 (32,3)
CK (U/L) ééof * 23-541 38-386 5(16,1) 1(3,2)
Bilirrubina total 1,44+  0,88-
(me/dL) 0.33 218 0,5-2,0 0(0,0) 2(6,4)
Bilirrubina direta 0,51+  0,24—
(mg/dL) 0.09 0.66 0,0-0,6 0 (0,0) 4(12,9)
Bilirrubina 0,92+  0,43- 0.2-1.4 0(0.0) 3(9.7)

indireta (mg/dL) 0,35 1,88

Fonte: Dados da pesquisa.
DP: desvio padrdo. AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama-glutamil transferase; CK: creatina quinase.
*Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) e Thrall et al. (2012).

O animal que apresentou elevacao marcante de GGT também ndo demonstrou
alteragdes clinicas compativeis com hepatopatia significativa ou aumento concomitante
expressivo das demais enzimas hepaticas, impossibilitando determinar com precisdo a origem
da alteragdo. Dessa forma, ndo se pode descartar a influéncia de fatores individuais, alteragdes
metabolicas transitdrias ou até processos subclinicos ndo relacionados diretamente a
leishmaniose. Elevacdes isoladas de GGT em equinos podem ocorrer sem manifestagcdo
clinica evidente, especialmente em situagdes de estresse metabdlico ou alteragdes
hepatobiliares discretas (Divers e Reed, 2018).

A creatina quinase (CK) apresentou aumento em apenas 3,2% dos animais (1/31),
sendo observado valor expressivo (541 U/L) (Tabela 4). A CK ¢ considerada marcador
sensivel de lesdo muscular aguda em equinos, podendo elevar-se apos exercicio, contengdo
fisica, trauma muscular, transporte ou aplica¢do intramuscular de medicamentos (Thrall et al.,
2012). Assim, o aumento isolado observado provavelmente esteve relacionado a injuria
muscular pontual e ndo necessariamente ao processo infeccioso.

A ureia apresentou elevagdo em 6,4% dos animais (2/31) (Tabela 4), sem associagdo

consistente com aumento da creatinina. Esse padrdo sugere influéncia de fatores pré-renais,
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como desidratacdo leve, dieta hiperproteica ou aumento do catabolismo proteico, nao
caracterizando comprometimento renal primario (Kaneko et al., 2008; Thrall et al., 2012).
Além disso, nao foram identificadas alteragdes laboratoriais compativeis com insuficiéncia
renal ou lesdo renal significativa.

As concentragdes de bilirrubina total, direta e indireta mantiveram-se, em sua maioria,
dentro dos valores de referéncia (Tabela 5), refor¢ando a auséncia de hemolise significativa
ou disfuncao hepatica relevante (Divers; Reed, 2018; Thrall et al., 2012). Entretanto,
variagoes individuais foram observadas, sendo que dois animais (6,4%) apresentaram
elevagdo da bilirrubina total, quatro (12,9%) da fracao direta e trés (9,7%) da fracdo indireta
(Tabela 5). Em equinos, elevagdes discretas da bilirrubina, principalmente da fragdo indireta,
sdao relativamente comuns ¢ nem sempre indicam doenca hepatica ou hemolise, podendo
ocorrer em decorréncia de jejum prolongado, estresse, exercicio ou alteragdes de manejo

(Divers; Reed, 2018).

Tabela 5. Valores de bilirrubina em cavalos portadores de Leishmania spp. (n=31)

Animal Bilirrubina total Bilirrubina direta Bilirrubina indireta
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1,94 0,41 1,53*
0,91 0,48 0,43
1,05 0,43 0,62
1,12 0,53 0,59
0,88 0,40 0,48
2,12% 0,24 1,88*
1,63 0,56 1,07
1,43 0,63* 0,80
1,41 0,49 0,92
1,38 0,54 0,84
1,51 0,56 0,95
1,20 0,55 0,65
1,63 0,51 1,12
1,63 0,56 1,07
1,29 0,52 0,77
1,78 0,53 1,25
1,02 0,46 0,56
1,79 0,65* 1,14
1,33 0,59 0,74
0,96 0,44 0,52

1,68 0,37 1,31
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22 1,65 0,46 1,19
23 1,48 0,61* 0,87
24 1,87 0,66* 1,21
25 1,35 0,60 0,75
26 1,30 0,54 0,76
27 1,59 0,52 1,07
28 1,35 0,55 0,80
29 1,71 0,40 1,31
30 2,18% 0,46 1,72*
31 0,94 0,45 0,49
Média + DP 1,44 + 0,33 0,51 + 0,09 0,92 + 0,35
V.R. 0,5-2,0 0,0 - 0,6 0,2-1,4
* Valores acima do intervalo de referéncia para a espécie.
V.R.: Valores de referéncia segundo Kaneko et al. (2008) e Thrall et al. (2022).
A analise de correlagdo fortalece a interpretacdo de que as alteragdes observadas nao
estiveram associadas diretamente a infeccdo por Leishmania spp. Foi encontrada associagao

fraca entre os parametros eritrocitarios e a bilirrubina total, sendo r = 0,15 para hemdcias e r =
0,23 para hemoglobina (Figura 1), demonstrando auséncia de relacao linear significativa entre
reducao eritrocitaria ¢ aumento das bilirrubinas. Dessa forma, as variagdes observadas
provavelmente ocorreram de maneira independente da infeccdo, possivelmente relacionadas a
fatores fisiologicos individuais inerentes a espécie equina. Em quadros de hemolise ativa,
espera-se aumento mais expressivo das bilirrubinas, especialmente da fragdo indireta,
associado a reducao importante dos parametros eritrocitarios, o que nao foi observado no
presente estudo (Divers; Reed, 2018; Thrall et al., 2012). Além disso, a auséncia de alteracdes
concomitantes importantes nas enzimas hepaticas e nos marcadores renais reforca a baixa
probabilidade de lesdao organica significativa nos animais avaliados.

Figura 1. Relacdo entre contagem de hemdacias e niveis de bilirrubina total em equinos
assintomaticos positivos (n=31) para Leishmania spp

Figura 1 - Relacdo entre Hemacias e Bilirrubina Total
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Apesar das alteragdes pontuais descritas, ndo foi observado padrdo consistente de
comprometimento hepatico, renal ou muscular entre os animais avaliados. A auséncia de
alteracdes clinicas associadas, somada a falta de correlagdo entre os diferentes marcadores
bioquimicos, reduz a probabilidade de lesdo organica significativa associada a infecg¢ao por
Leishmania spp. Esses achados corroboram estudos recentes que descrevem equinos
naturalmente infectados como hospedeiros frequentemente assintomaticos, apresentando
infeccdo predominantemente subclinica e poucas alteragdes laboratoriais sistémicas (Benassi

et al., 2018; Martinez-Séaenz et al., 2023).

Figura 2. Relagdo entre concentragdo de hemoglobina e niveis de bilirrubina total em equinos
assintomaticos positivos (n=31) para Leishmania spp.

Figura 2 - Relagdo entre Hemoglobina e Bilirrubina Total
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Os demais parametros bioquimicos analisados também permaneceram, em sua
maioria, dentro dos limites fisioldgicos para a espécie equina (Tabela 4), corroborando
estudos recentes que descrevem a infec¢do por Leishmania spp. em equinos como
predominantemente subclinica, frequentemente associada a auséncia de alteragdes
laboratoriais sistémicas relevantes (Benassi et al., 2018; Martinez-Saenz et al., 2023). A
leishmaniose equina ¢ descrita principalmente como uma enfermidade de manifestacdes
cutaneas localizadas e baixa ocorréncia de envolvimento sistémico, diferindo
significativamente do quadro clinico frequentemente observado em cades naturalmente
infectados (Limeira et al., 2019).

A andlise descritiva dos pardmetros laboratoriais demonstrou baixa variabilidade entre
os animais estudados, indicando relativa homogeneidade da populagao avaliada. A média da

contagem de hemacias foi de 7,60 + 0,72 x10%uL e a de hemoglobina de 13,15 + 1,16 g/dL
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(Tabela 6). Em relacdo ao perfil bioquimico, a bilirrubina total apresentou média de 1,46 +
0,35 mg/dL, enquanto as fragdes direta e indireta corresponderam a 0,51 + 0,09 mg/dL e 0,95
+ 0,36 mg/dL, respectivamente. A comparagdo desses achados com os valores de referéncia
descritos por Kaneko et al. (2008), Thrall et al. (2022) e Divers e Reed (2018) demonstra que

os parametros permaneceram dentro dos limites fisiologicos para a espécie equina.

A analise descritiva dos parametros hematologicos e bioquimicos revelou uma baixa
variabilidade entre os animais avaliados, o que indica uma marcante homogeneidade
fisiologica na populagdo estudada. Conforme apresentado na Tabela 6, a contagem global de
hemaécias obteve média de 7,60 + 0,72 x 10%puL, enquanto a concentracdo de hemoglobina
tendeu a 13,15 + 1,16 g/dL. No perfil bioquimico, a bilirrubina total exibiu média de 1,46 +
0,35 mg/dL, com as fragdes direta e indireta correspondendo a 0,51 + 0,09 mg/dL e 0,95 +
0,36 mg/dL, respectivamente. Diante desses achados com os intervalos de referéncia
propostos por Kaneko et al. (2008), Thrall et al. (2012) e Divers e Reed (2018) confirma que a
totalidade dos parametros biomédicos permaneceu estritamente dentro dos limites fisiologicos

preestabelecidos para a espécie equina.

Tabela 6. Valores médios (£ desvio padrao) e comparagao dos parametros laboratoriais de
equinos positivos para Leishmania spp. (n = 31) com os valores de referéncia da espécie
equina.

PARAMETRO MEDIA =+ DP  VALORES DE REFERENCIA
Hemacias (x10%/pl) 7,60 + 0,72 6,0 — 12,0

Hemoglobina (g/dl) 13,15+ 1,16 11,0-17,0

Bilirrubina total (mg/dl) 1,46 + 0,35 0,5-2,0

Bilirrubina direta (mg/dl) 0,51 +£0,09 0,0-0,6

Bilirrubina indireta (mg/dl) \ 0,95+0,36 02-14

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP = desvio padrao.

Nota: Valores de referéncia para a espécie equina descritos por Kaneko et al. (2008), Thrall et al. (2012)

Essa homeostase laboratorial, mesmo diante da deteccio de DNA parasitario em
significativa amostragem, encontra-se um amparo na literatura sob a perspectiva imunologica.
Sabe-se que a resposta imune celular desempenha um papelnno controle adaptativo da
infeccdo por Leishmania spp., mediada predominantemente pela ativagdo coordenada de
linfécitos T e macréfagos. Esse direcionamento imunolégico € responsavel por conter a carga
parasitaria tecidual e, por conseguinte, sustentar o estado subclinico ou assintomatico do

hospedeiro (Reis et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2020). Desse modo, a eficiéncia desse
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mecanismo imunologico em equinos justifica a capacidade da espécie em tolerar o
parasitismo sem apresentar disfuncdes orgénicas, repercussdes hematologicas ou lesdes

parenquimatosas evidentes.

Sob a epidemiologia, a manuten¢do clinica e laboratorial qualifica os equinos como
elementos complexos na dindmica de transmissdo regional. Devido ao manejo e habitagdo,
esses animais encontram-se frequentemente expostos a vetores flebotomineos, a exemplo do
Lutzomyia longipalpis, que exibe um habito alimentar reconhecidamente oportunista. Embora
a elucidagdo do DNA do parasito por técnicas moleculares ndo seja suficiente para categorizar
os equideos como reservatorios primdrios ou mantenedores do ciclo, a higidez clinica
observada sugere que eles atuem como hospedeiros incidentais de alta resisténcia ou como
excelentes sentinelas epidemioldgicas (Barata et al., 2005; Burza et al., 2021; Martinez-Saenz
et al., 2023). Portanto, o monitoramento dessa espécie revela-se um indicador precoce da
circulagdo ativa do agente etioldgico em areas endémicas, complementando as acdes de

vigilancia em satude publica.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a infeccdo por Leishmania spp. nos equinos avaliados
ocorreu predominantemente de forma subclinica. Apesar da confirmacdo da infec¢do por
métodos sorologicos e moleculares, os animais ndo apresentaram alteragdes hematoldgicas ou
bioquimicas consistentes que pudessem ser diretamente associadas a presenca do parasito. Os
parametros eritrocitarios, leucocitarios, plaquetarios e bioquimicos permaneceram, em sua
maioria, dentro dos intervalos de referéncia para a espécie, indicando auséncia de

comprometimento sistémico relevante nos animais estudados.

As alteracOes laboratoriais observadas foram pontuais e ndo configuraram um padrao
compativel com disfun¢do hepdtica, renal, muscular ou hematoldgica associada a infecgdo.
Além disso, a fraca correlagdo observada entre os pardmetros eritrocitarios e as concentragdes
de bilirrubina sugere auséncia de evidéncias laboratoriais de hemolise relacionada a infec¢do
por Leishmania spp. nessa populacdo. Dessa forma, os achados reforcam que exames
hematologicos e bioquimicos de rotina apresentam utilidade limitada para a identificagdo de
equinos assintomaticos infectados, evidenciando a necessidade da utilizacdo de métodos
diagnosticos especificos, como testes sorologicos e moleculares, para a deteccao e

confirmacao da infecgao.
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5 ANEXOS

ANEXO A — DIRETRIZES PARA AUTORES (VECTOR-BORNE AND ZOONOTIC
DISEASES)

1. ESCOPO E POLITICA EDITORIAL

A revista Vector-Borne and Zoonotic Diseases ¢ um periddico internacional, revisado por
pares, focado em doengas transmitidas por vetores e zoonoses que afetam a saide humana e
animal. A publicacao aceita artigos originais de pesquisa, revisdes, comunicagdes curtas e
cartas ao editor que abordem fatores biologicos, ecoldgicos, epidemioldgicos e clinicos
relacionados a esses agentes.

2. TIPOS DE MANUSCRITOS

Original Research (Artigo Original): Relatos de pesquisas experimentais ou
observacionais completas e inéditas. Deve conter Introducao, Materiais ¢ Métodos,
Resultados, Discussao e Conclusoes.

Short Communications (Comunicacées Curtas): Relatos concisos de resultados
preliminares significativos ou estudos de escopo mais limitado, mantendo a mesma
estrutura de um artigo completo, porém de forma condensada.

Review Articles (Artigos de Revisao): Analises criticas e abrangentes sobre temas
atuais de relevancia dentro do escopo da revista. Geralmente solicitados por editores,
mas submissdes espontaneas sdo avaliadas.

3. PREPARACAO E FORMATACAO DO MANUSCRITO

Os arquivos devem ser enviados eletronicamente em formato Microsoft Word (.doc ou .docx),
observando os seguintes critérios de layout:

Fonte: Times New Roman ou Arial, tamanho 12.

Espacamento: Todo o texto (incluindo referéncias, tabelas e legendas) deve ter
espacamento duplo (2.0).

Margens: Margens padrao de 2,5 cm (1 polegada) em todos os lados.

Numeragio: As paginas e as linhas do texto devem ser numeradas consecutivamente
do inicio ao fim do arquivo para facilitar o processo de revisdo por pares.

4. ESTRUTURA DO TEXTO

O manuscrito deve ser organizado na seguinte sequéncia:

4.1. Pagina de Titulo (Title Page)

Titulo completo do artigo (conciso e informativo).
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Nome completo de todos os autores e suas respectivas afiliacdes institucionais.

Nome, endereco postal completo, telefone e e-mail do autor correspondente
(Corresponding Author).

Titulo corrente (Running Head) com no maximo 50 caracteres.

4.2. Resumo (Abstract) e Palavras-chave (Keywords)

Abstract: Deve ser estruturado ou de pardgrafo inico (conforme atualizagdo da
revista), contendo no méaximo 250 palavras. Deve resumir claramente os objetivos,
métodos, resultados principais e conclusdes do estudo.

Keywords: De 3 a 6 palavras-chave que facilitem a indexa¢ao do artigo, evitando
repetir termos ja presentes no titulo.

4.3. Corpo do Texto (Main Text)

Introduction: Breve contextualizacdo, justificativa e o objetivo claro do estudo.

Materials and Methods: Descri¢ao detalhada dos procedimentos, aprovagdo em
comités de ética animal/humana e as analises estatisticas utilizadas.

Results: Apresentacao clara dos dados obtidos, apoiada por tabelas e figuras, evitando
duplicar informacdes textualmente.

Discussion: Interpretacao dos resultados a luz da literatura cientifica, limitagdes do
estudo e implicagdes epidemioldgicas/clinicas.

4.4. Declaracoes Obrigatorias (Statements)

Acknowledgments (Agradecimentos): Meng¢ao a auxilios técnicos e agéncias de
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Figuras: Graficos, mapas e fotografias devem ser enviados em arquivos separados de
alta resolucao (minimo de 300 DPI para fotos e 1200 DPI para artes de linha), nos
formatos TIFF, EPS ou JPEG.
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DECLARAGAO DE USO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL GENERATIVA E INTEGRIDADE DE REFERENCIAS
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académico: [texto]"
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Nota de Responsabilidade: O(A) autor(a) reconhece que as ferramentas de IA generativa nao
cumprem os requisitos para receberem autoria ou coautoria deste trabalho, sendo sua utilizacdo de
total responsabilidade do(a) pesquisador(a) signatario(a).

2. Declaragdo de Integridade e Conferéncia de Referéncias
O(A) autor(a) declara, para os devidos fins de rigor académico, que:

1. Conferiu e validou individualmente todas as referéncias bibliograficas citadas ao longo
deste trabalho, garantindo que as fontes existem, sdo auténticas e foram consultadas.

2. Certificou-se de que o uso de IA generativa (caso tenha ocorrido) ndao gerou referéncias
falsas ou distorcidas (alucinagdes), assumindo total responsabilidade pela precisdo do
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