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RESUMO

A leishmaniose visceral € uma zoonose, causada por protozodarios pertencentes ao
género Leishmania, transmitidos por flebotomineos, sendo o cdo domeéstico o principal
reservatorio urbano no Brasil. Nestes animais, a hipergamaglobulinemia causada em
resposta a infecdo, favorece a deposicdo de imunocomplexos que desencadeia o
surgimento dos sinais clinicos como: dermatites, artrites, glomerulonefrite
imunomediada, oftalmopatias, linfoadenomegalias, diarreia, além de
hepatoesplenomegalia. Sabe-se que a 25-hidroxivitamina-D pode modular a resposta
inata e adaptativa em mamiferos e sua deficiéncia pode aumentar a suscetibilidade a
infecdo. Sendo assim o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de 25-
hidroxivitamina-D em caes com infecdo natural por Leishmania infantum relacionando
as manifestacdes clinicas nestes pacientes. Para tanto, foram utilizados soros de 43
animais, divididos em dois grupos: Grupo |, composto por 10 animais, negativos ao
teste imunocromatografico, e Grupo Il, composto por 33 animais, reagentes ao teste
imunocromatografico e positivos para presenca de formas amastigotas de L. infantum
na biopsia de medula 6ssea. A mensuracdo dos niveis de 25-hidroxivitamina-D foi
realizada pelo método de quimioluminescéncia. Os resultados evidenciaram que
houve variacao entre 20 - 52 ng/mL no Grupo | e de <3 — 176 ng/mL no Grupo I, sendo
gue 39,39% dos caes deste grupo apresentaram hipovitaminose com niveis abaixo de
20 ng/mL. O unico sinal clinico identificado nos animais do Grupo | foi dermatite
descamativa (20%). Por outro lado, no Grupo Il foi possivel observar onicogrifose
(69,69%), linfoademegalia (51,51%), dermatite descamativa (60,60%), alopecia
(63,63%), dermatite nodular (24,24%) dermatite ulcerativa (48,48%), dermatite
pustular (6,06%), paroniquia (6,06%), conjuntivite (12,12%), uveite (9,09%),
problemas articulares (30,30%) epistaxe (3,03%). Os niveis séricos de 25-
hidroxivitamina-D dos animais pertencentes aos dois grupos nao diferiram
significativamente em relacdo ao sexo e a faixa etaria. Os dados observados neste
estudo sugeriram que apesar de existir predominancia da onicogrifose nos animais
com niveis séricos de 25-hidroxivitamina-D menores que 20 - 50 ng/mL e dermatite
descamativa em animais com niveis séricos maiores que 50 ng/mL, novos estudos
deverdo ser realizados para avaliar a participagdo de 25-hidroxivitamina-D na
patogénese destes quadros clinicos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, Calcitriol, zoonose.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a zoonosis caused by protozoa belonging to the genus Leishmania,
transmitted by sandflies, with the domestic dog being the main urban reservoir in Brazil. In
these animals, the hypergammaglobulinemia caused in response to infection favors the
deposition of immune complexes that triggers the appearance of clinical signs such as:
dermatitis, arthritis, immune-mediated glomerulonephritis, ophthalmopathies,
lymphadenopathy, diarrhea, in addition to hepatosplenomegaly. It is known that 25-
hydroxyvitamin-D can modulate the innate and adaptive response in mammals and its
deficiency can increase susceptibility to infection. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the serum levels of 25-hydroxyvitamin-D in dogs with natural infection by
Leishmania infantum relating to the clinical manifestations in these patients. For this
purpose, sera from 43 animals were used, divided into two groups: Group |, composed of
10 animals, negative to the immunochromatographic test, and Group Il, composed of 33
animals, reagents to the immunochromatographic test and positive for the presence of
amastigote forms of L. infantum on bone marrow biopsy. The measurement of 25-
hydroxyvitamin-D levels was performed by the chemiluminescence method. The results
showed that there was a variation between 20 - 52 ng/mL in Group | and <3 - 176ng/mLm
in Group I, with 39.39% of the dogs in this group had hypovitaminosis with levels below
20ng/mL. The only clinical sign identified in Group | animals was desquamative dermatitis
(20%). On the other hand, in Group Il it was possible to observe onychogryphosis (69.69%),
lymphadenopathy (51.51%), desquamative dermatitis (60.60%), alopecia (63.63%), nodular
dermatitis (24.24%) ulcerative dermatitis (48.48%), pustular dermatitis (6.06%), paronychia
(6.06%), conjunctivitis (12.12%), uveitis (9.09%), joint problems (30.30%) epistaxis (3.03%).
Serum levels of 25-hydroxyvitamin-D in animals belonging to the two groups did not differ
significantly in terms of sex and age. The data observed in this study suggested that despite
the prevalence of onychogryphosis in animals with serum levels of 25-hydroxyvitamin-D less
than 20 - 50 ng/mL and desquamative dermatitis in animals with serum levels greater than
50 ng/mL, further studies should be carried out. be performed to evaluate the participation
of 25-hydroxyvitamin-D in the pathogenesis of these clinical conditions.

Key-words: Canine visceral leishmaniasis, calcitriol, zoonosis
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1. Introducéao

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose negligenciada, que tem protozoarios
do género Leishmania como agentes etiolégicos (SILVA et al., 2016). De origem rural, a
enfermidade vem se urbanizando devido a expansdo das cidades, desmatamento e
modificacdes antropicas, sendo o cdo o principal reservatorio urbano da doenga no Brasil
(ABRANTES et al., 2018). Ao serem infectados por Leishmania infantum os animais podem

desenvolver a leishmaniose visceral canina (LVC) (BRASIL,2014).

A principal forma de transmissdo deste agente é vetorial, através do repasto
sanguineo de insetos fémeas de flebotomineos (WHO, 2016). No Brasil, as principais
espécies transmissoras sdo o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi (AGRA et al., 2016;
ANDRADE-FILHO et al., 2017; SILVA et al., 2019).

Em céaes, geralmente a infeccdo por Leishmania sp. favorece a resposta imune
mediada por células do tipo Th2, que produz citocinas inflamatérias, que por sua vez ativam
a proliferacéo de linfocitos B e estes mediam a producao de anticorpos anti- Leishmania. E
irdo inibir ainda a resposta mediada por Thl, considerada protetiva contra a infeccéo
(FREITAS et al., 2012; IKEDA-GARCIA e MARCONDES, 2014; BRASILEISH, 2018).

Tanto humanos, quanto os cées infectados, podem permanecer assintomaticos por
longos periodos ou por toda a vida (MACHADO et al., 2020). O equilibrio entre a resposta
celular mediada por Thl e a humoral mediada por Th2 é que ira determinar o surgimento
das manifestacdes clinicas (ORDEIX et al., 2017), sendo mais comuns entre 0s animais:
emagrecimento progressivo, caquexia, linfoadenomegalia, onicogrifose, dermatite
furfuracea, dermatite ulcerativa, alopecia, Ulceras em ponta de orelha e plano nasal
(ROSARIO et al., 2018), blefarite, uveite, conjuntivite, nefropatias (EGUCHI et al., 2017).

Entretanto, as células de defesa como macrofagos, mondcitos e células dendriticas
apresentam receptores para a vitamina D, a qual além de seu papel ja bem definido no
sistema musculoesquelético, na regulacdo de calcio e fosforo e também como precursora
de horménios esteroidais (VDR) (TEIXEIRA et al., 2018). E sugerido que em sua forma
circulante a 25-hidroxivitamina-D, atue como cofator em reacdes nas células T e B,
catalisando a producédo de citocinas pro-inflamatorias derivadas de Thl (RODRIGUEZ-
CORTEZ et al., 2017; ZAFALON et al., 2019) além de aumentar a formacéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO) (LIU et al., 2006).



Diferente de outros mamiferos, os cdes ndo sdo capazes de sintetizar vitamina D
através da absorcdo de raios ultra violeta (WEIDNER e VERBRUGGHE, 2016) e sua
deficiéncia tem sido identificadas em animais com doencgas infecciosas (RODRIGUEZ-
CORTES et al., 2017), enteropatias crénicas, pancreatite, neoplasias, polineurites e doenca
renal cronica (ZAFALON et al. 2019; HUST, HOMER e MELLANBY, 2020, KURZBARD,
BACKUS e YU, 2021).

Devido ao seu papel no sistema imune e sua relacdo com a resposta imune
adaptativa, este estudo visa analisar os niveis séricos da vitamina D em animais
naturalmente infectados por L. infantum em relac&o ao surgimento ou ndo de sinais clinicos

caracteristicos da enfermidade.
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2. Reviséo de literatura
2.1 Agente etiol6gico e taxonomia

As leishmanioses tém como agente etioldgico o protozoario intracelular obrigatorio
pertencente ao Reino Protista, Subreino Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo
Mastigophora, Classe Kinetoplastida, Ordem Trypanosomatida, Familia Trypanosomatidae
e género Leishmania Ross (1903), sendo divididos ainda em dois subgéneros principais:
Leishmania, Viannia e Sauroleishmania (Ticha et al., 2021). Atualmente sdo conhecidas
cerca de trinta espécies que podem ser responsaveis pela infeccédo, dentre elas podemos
citar Leishmania infantum, a principal espécie causadora da LVC (CUPOLILLO et al., 2014;
FIOCRUZ, 2013; LAISON, 2010; REGUERA et al., 2016).

2.1.1 Morfologia

De ciclo de vida dimorfico, apresenta uma fase movel flagelada (Figura 1),
denominada promastigota, que € encontrada no vetor, sendo a forma infectante do parasito,
de acordo com a espécie seu tamanho varia entre: 16 a 40 por 1,5 a 3 pm (CARNEIRO,
2014).

) Y '. Y, C A
TR =) % G

Figura 1 Formas promastigotas de Leishmania sp. obtidas a
partir de cultura celular. Fonte: Levy (2009).

A forma amastigota € encontrada parasitando o hospedeiro vertebrado (Figura 2),
estas por sua vez sdo arredondadas de nucleo central, medindo entre 1,5 a 2 por 2,5 a 5
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um (JUNIOR, et al, 2021). Em ambas as formas é possivel observar além do nucleo, o
cinetoplasto, organela que possui DNA préprio e esta ligada a Unica mitocondria existente
(CARNEIRO, 2014).

Figura 2 Leishmania sp. parasitando macrofago em amostras
de medula. Seta preta: Formas amastigotas. Setas
vermelhas: nucleo e cinetoplasto. Aumento de 100x. Fonte:
Bonatti (2022).

2.2. Hospedeiros susceptiveis

Os mamiferos sdo susceptiveis a infeccado por Leishmania sp., porém na maioria dos
casos o0 homem € um hospedeiro acidental. Os canideos séo os principais hospedeiros de
L. infantum. Originalmente a doenca ocorre em ambientes silvestres e rurais em areas de
mata que favorecem o desenvolvimento do vetor, no ciclo silvestre os reservatorios naturais
do parasito sdo o cachorro-do-mato (Cerdocyon thous), o lobo-guara (Chrysocyon

brachyurus) a raposa-do-campo (Lycalopex vetulus).

Outros animais como marsupiais (Didelphis albiventris) ( AZEVEDO et al., 20211,
GONTIJO e MELO, 2004), equinos (Equus caballus) (BENASSI et al., 2018), asininos
(Equus asinus) (LEONEL et al., 2021) e morcegos (Molusso pretiosus, Nyctinomops
macrotis, Lasiurus cinereus) (CASTRO et al., 2020; VIEIRA et al., 2022) também s&o

susceptiveis a infeccao.
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No Brasil, em areas urbanas, o cao (Canis lupus familiaris) apresenta importante
papel como reservatorio do agente, devido a sua frequente proximidade com os humanos
(SILVA et al., 2013) e por apresentar alto parasitismo cutaneo, quer seja em animais
sintométicos ou assintomaticos, neste sentido estima-se que cerca de 50% dos animais
nao apresentam nenhum sinal clinico (SILVA, 2007; CORTES, 2012). O parasito também
pode infectar gatos, mas o papel destes ultimos na manutencéo do ciclo urbano da doenca
ndo esta bem definido (MAIA E CAMPINO,2012; PIRAJA et al., 2013).

2.3. Vetores

No Brasil os vetores de L. infantum s&o insetos hemat6fagos do género Lutzomyia
(BRASIL, 2006). Séo insetos dipteros (Ordem Diptera; Familia Psychodidae; Subfamilia
Phlebotominae) (ALENCAR e FIGUEREDO, 2018), conhecidos como mosquito-palha,
birigui e tatuquiras, que tem como habitat ambientes de matas, tmidos e com abundancia
de matéria organica, sendo facilmente encontrado no peridomicilio (REGO e SOARES,
2021; RODRIGUES et al., 2021).

Desde a década de 80 tem havido uma urbanizacdo da enfermidade devido a
invasdo do homem em ambientes de mata, fazendo com que o vetor esteja presente em
areas rurais e urbanas (MENDES et al., 2020), bem como o crescimento desordenado das
cidades sob condicbes insalubres (AGRA et al., 2016; BRAZIL, 2013; SALOMON et al.,
2015)).

Os flebotomineos machos se alimentam de seiva de plantas, porém as fémeas fazem
repasto sanguineo obrigatoriamente para que haja maturacdo dos seus ovos, possuem
atividade crepuscular e noturna, passando o dia em locais escuros e Umidos, protegidos de
predadores (BRASIL, 2014).

As principais espécies responsaveis pela transmissdo da L. infantum no Brasil sdo
Lu. longipalpis e Lu. cruzi (BRITO et al., 2014). No entanto, espécie como Lu. migonei ja foi
encontrada naturalmente infectada por L. infantum no municipio de Sao Vicente Ferrer,
interior de Pernambuco e também no estado do Rio de Janeiro (GUIMARAES et al., 2012).
Guimaraes et al. (2016) também demonstrou experimentalmente que L. infantum pode se
desenvolver em Lu. migonei de maneira semelhante a maneira que se desenvolve em Lu.

longipalpis, sugerindo que a espécie pode ter papel na transmisséo de leishmaniose.
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Em localidades que possuem casos humanos e animais notificados ja foram
identificadas outras espécies que podem estar envolvidas na transmissao vetorial como Lu.
evandroi que foi identificada em Garanhuns-PE (UBIRAJARA FILHO et al., 2020).

2.4. Ciclo bioldgico

O ciclo de vida de Leishmania spp. é denominado heteréxeno, ou seja, ha uma
alternancia entre as fases do protozoario em um hospedeiro vertebrado e um inseto vetor
(BRASIL, 2014; MOTTA et al., 2021). Ao realizar um repasto sanguineo em um animal
previamente infectado, a fémea do Lutzomyia sp. ingere macréfagos contendo formas
amastigotas de Leishmania sp. (JUNIOR et al., 2021; VIOL et al., 2014), no intestino destes
insetos ha o desenvolvimento do parasito até a forma promastigota infectante, estes
escapam apos romperem a membrana peritréfica que envolve a refeicdo de sangue e se
multiplicam livremente (CAMPOLINA et al., 2020).

Ao realizar um novo repasto o vetor ira inocular as formas promastigotas do parasito
no hospedeiro vertebrado, este por sua vez é fagocitado por macrofagos, mas séo
resistentes a acdo do fagolisossoma. Ha entédo a diferenciacdo das formas promastigotas
em amastigotas, estando estas disponiveis para que um novo ciclo se inicie (Figura 3)
(SILVA, 2007).
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Figura 3 - Ciclo biolégico de Leishmania (L.) infantum. Fonte: adaptado de Harhay et al
(2011).
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Embora ocorra em menor escala a transmissao sexual e vertical tem sido descrita
como uma via importante principalmente em locais onde o vetor ndo foi identificado (SILVA
et al., 2009; TURQETTI et al., 2013). Riera e Valladares, (1996) foram os primeiros
pesquisadores da identificar formas amastigotas em cultura de sémen proveniente de

animais infectados, ja Silva et al., (2009) demonstrou a transmissao venérea de L. infantum.

2.5. Epidemiologia

A LVC é uma doenca grave, que tem maior ocorréncia na bacia do mediterraneo,
Ameérica Latina, Africa e Asia (VEGUERA et al., 2016). Estima-se que a prevaléncia da
doenca em paises endémicos chegue a cerca de 10% da populacdo canina, porém estudos
sorolégicos demonstraram prevaléncia variada entre paises da Europa, com cerca de
19,5% de prevaléncia no sul da Espanha (VELEZ et al., 2019) e 20% em Portugal (CORTES
et al., 2012).

Estima-se que milhdes de cdes estejam infectados na América Latina. Este nimero
€ impreciso, pois muitos paises ndo possuem programas de vigilancia e controle, bem como
nao possuem estudos para identificar esses animais. Além disto os métodos de deteccéo
empregados, como a sorologia, podem apresentar nimero subestimados, pois € um
método de sensibilidade e especificidade variada (MARCONDES e DAY, 2019).

A leishmaniose encontra-se em expansao na Argentina, Paraguai e Brasil (GRILL e
ZURMENDI, 2017). Estudos realizados em paises latino-americanos obtiveram diferentes
frequéncias, como 44,44% na Argentina (Solomon et al., 2008), 22% no Uruguai
(SATRAGNO et al.,2017) e 26% no Paraguai (PORTILLO, BENITEZ e ACOSTA, 2011).

No Brasil a LVC encontra-se em expansao por todo o territério nacional, o pais tem
importantes focos em algumas regibes metropolitanas, como ocorre em Belo Horizonte
(XAVIER et al., 2006), Teresina (SILVA et al., 2012) e Fortaleza, nesta ultima no ano de
2013 Rodrigues et al., identificou uma prevaléncia de 10,48%. Em Pernambuco estima-se
que 2,5% da populacéo canina esteja infectada, mas esse numero varia de acordo com o
local estudado (DANTAS-TORRES E BRANDAO-FILHO, 2006; LINS et al., 2018).

Na regido centro-oeste Ribeiro et al. 2019 identificou uma prevaléncia de 55% de
cées soro reagentes em area periurbana no Distrito Federal, enquanto no Mato Grosso uma

prevaléncia de 14% foi registrada por Carvalho et al. (2020).
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Mais recentemente também foram registrados casos autéctones na regidao Sul nos
estados do Rio Grande do Sul (HIRSCHMANN et al., 2014; RIBOLDI et al.,2018) e Parana
(DIAS et al., 2020).

A modificacdo na epidemiologia da enfermidade esta relacionada principalmente as
pressfes antropicas nos ambientes rurais e periurbanos, que tém sido ocupados de forma
desordenada e sem planejamento, expondo os animais domésticos e o homem a condi¢des
favoraveis a infeccdo (DANTAS-TORRES e BRAN DAO-FILHO, 2006; MISSAWA et al.,
2008).

Além dos fatores ambientais, como locais proximos a areas de preservacao e com
presenca de flebotomineos (KATAGIRI et al., 2021), as condi¢cdes socioecondmicas e 0s
habitos de vida sdo importantes na epidemiologia da doenca, que acomete principalmente

a populacdo mais pobre (BRASIL, 2014).

2.6. Imunopatogenia

A LVC é uma doenca cronica, progressiva e sistémica (SOLANO-GALLEGO et al.,
2011), apos o parasito infectar o organismo do hospedeiro, havera a liberagdo de moléculas
quimiotaticas, vasoativas e que além de iniciar a resposta inflamatéria irdo ativar a
diapedese das células de defesa (MOTTA, 2021). O parasito em seguida sera fagocitado
por células fagociticas mononucleares, primeiramente os neutréfilos (e em seguido por
macréfagos, no interior dos quais ha o desenvolvimento da forma promastigota para a forma
amastigota (PETERS et al., 2008).

Devido a inibicdo do sistema complemento do hospedeiro, causada pela presenca
de glicofosfoglicano (LPG) e proteina quinase da Leishmania (LPK-1) na membrana celular
do parasito, as células imunes ndo conseguem eliminar as amastigotas (SILVA, 2007).
Desta maneira, os parasitos se multiplicam no interior das células de defesa até que estas
se rompam e através da corrente sanguinea e linfatica outros érgéos sao infectados (SILVA
e WINCK, 2018), como medula Osseas, baco, figado, rins, olhos o que caracteriza a
cronicidade da enfermidade (SCHIMMING e PINTO e SILVA, 2012; SILVA, 2007).

Frente a infeccao por Leishmania sp. serdo requeridas tanto a resposta imune inata
qguanto a adaptativa (FERREIRA et al., 2014). Sabe-se, porém, que em cées a resposta

adaptativa, com a ativagéo de linfécitos B e producédo de anticorpos sera favorecida. Diante

17



disse o organismo requer da imunidade inata células T-helper 1 (Thl) e T-helper 2 (Th2),
ambos secretardo citocina e interleucinas e o equilibrio entre essas respostas ira interferir
na progressdo ou regressdo da doenca (BURNHAM et al., 2020; MARIN-GARCIA e
LLOBAT, 2022).

A Thl esta relacionada a resposta celular mediada por linfocitos T CD4", que ira
secretar a interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL-12), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alpha) e interferon- gama (IFN-Y) (GIUNCHETTI et al., 2019). Estas estdo diretamente
relacionadas a eliminacéo intracelular do parasito, através da producéo de 6xido nitrico
(NO) e espécies reativas de oxigénio (ROS) no interior dos macrofagos, o que ira levar a
apoptose do parasito (LIU et al., 2006; BURNHAM, et al., 2020; MARIN-GARCIA e
LLOBAT, 2022).

Esta via é relacionada ao controle da infeccéo, ocorrendo principalmente em animais
assintomaticos (ORDEIX et al., 2017; TODOLI et al., 2010). Solano-Gallego et al., (2016)
demonstrou que os niveis de INF- Y sdo significativamente mais altos em animais
assintomaticos ou com sinais clinicos leves e moderados, quando comparados a animais
com doenca severa, além de apresentarem menor producdo de anticorpos anti-Leishmania
e parasitemia mais baixa. Cées da raca Ibiza Hound s&o considerados resistente a doenca,
analises imunoldgicas identificaram alta producdo de INF-Y e baixa ou nenhuma producéo
de anticorpos, além de alta quantidade de linfécitos T CD*3 e células mononucleares
expressando TLR (BURNHAM et al., 2020).

Além destes fatores, em animais resistentes a infeccao ou assintomaticos, também
tem sido observada uma grande quantidade de células T CD4* e CD8*, demonstrando um
equilibrio entre citocinas proé-inflamatérias intracelulares que aumentam a capacidade
leishmanicida dos macréfagos (GIUNCHETTI et al., 2019). Além disto os receptores Toll-
like (TLRs) desempenham também um importante papel de reconhecimento do patégeno
no hospedeiro ativando sinalizacdo em cascata que pode induzir ou suprimir a expressao

de genes que irdo mediar a resposta inflamatéria (ORDEIX et al., 2017).

J& as células Th2 tem o papel inverso na progressédo da doenga, visto que estas
células irdo produzir interleucina- 4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-10 (IL-10) e
Fator de crescimento beta (TGF-B) estes irdo induzir a producdo de anticorpos especificos

para a doenca nos linfécitos B, entre eles IgG, 1gG1, IgG2, IgA e IgM (RODRIGUEZ-

18



CORTES et al., 2010) o que geralmente ocorre nos animais que apresentam quadro clinico
grave (GIUNCHETTI et al.,2019).

2.7 Sinais Clinicos

O periodo de incubacao da LVC é bastante variavel, podendo surgir sinais clinicos
em alguns meses ou apenas apos anos, porém a média varia de 3 a 7 meses (BRASIL,
2014). Os primeiros sinais apresentados pelos cdes geralmente sdo inespecificos como:
febre, apatia, perda de peso e linfoadenomegalia, que sdo comuns a outras doencas
infecciosas e podem retardar o diagnéstico precoce (LIMA et al, 2013; SCHIMMING e
PINTO e SILVA 2012; SILVA, 2007). Freitas et al. (2012), em um estudo com 85 animais
86,6% apresentavam mais de um sinal clinico caracteristico da doenca, sendo mais

frequente a caquexia.

A clinica da LVC se manifesta de diversas formas e os cdes podem ser
aparentemente sadios, com sinais clinicos localizados ou gravemente doentes com
prognéstico ruim (BURNHAM et al., 2020; FERREIRA et al., 2014; VIOL et al., 2014). Sendo
0s animais classificados em assintomaticos, se ndo apresentarem nenhum sinal clinico da
enfermidade, oligossintomaticos, quando apresentam sinais inespecificos como
linfoadenopatia, perda de peso e pelagem opaca e polissintomaticos quando apresentam
0s sinais ja citados e outros mais caracteristicos da enfermidade como a onicogrifose,

alteracGes dermatoldgicas, oculares, articulares (BRASIL,2014).

O surgimento dos diversos sinais clinicos, sédo relacionados a inflamacao
piogranulomatosa nos principais 6rgéos alvos do parasito (SILVA, 2007). Sendo os mais
comuns linfoadenomegalia, caquexia, hiporexia, letargia, esplenomegalia, hepatomegalia,
mucosas hipocoradas, nefropatias, febre, vomito diarreia, artrite, dermatite esfoliativa,
lesdes ulcerativas na pele, alopecia, dermatite nodular, dermatite pustular, onicogrifose,
ceratoconjuntivite, uveite, blefarite, epistaxe, polidria e polidipsia (SOLANO-GALLEGO et
al., 2011).

No cdo além dos 6rgdos viscerais, até 90% dos animais infectados apresentam
algum sinal clinico relacionado a pele (SCHIMMING e PINTO e SILVA, 2012) sendo comum
o desenvolvimento de Ulceras crostosas, que acometem focinho, orelhas, regido periorbital,

acompanhadas ou ndo de dermatite furfuracea, e alopecia local ou generalizada (SILVA,
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2007), hiperqueratose, pelo seco, opaco, quebradico e onicogrifose (SCHIMMING e PINTO
e SILVA, 2012).

Por ser o maior 6rgdo do corpo e apresentar multiplos padrdes de les@es, a pele é
importante no diagnoéstico e acompanhamento da progresséo da doenca (QUEIROZ et al.,
2010). Através de imunocitoquimica é possivel a quantificacdo de queratindcitos,
macréfagos, células T e células de Langerhans e relaciona-los ao tipo de leséo
desenvolvida pelo animal. Sendo também um dos locais de escolha para coleta de material
para citologia diagndstica, onde podem ser observadas formas amastigotas do parasito
(SILVA, 2007).

Grande parcela dos animais infectados desenvolve linfoadenomegalia devido ao
estimulo de proliferacéo de linfécitos B, plasmacitos, histiécitos, macrofagos, tendo como
consequéncia a producédo de anticorpos mediada por Th2 (SALZO, 2008; SCHIMMING e
PINTO e SILVA, 2012). Os anticorpos produzidos em resposta a esse estimulo podem
formar imunocomplexos sollveis e circulantes, que se depositam tecidos e érgaos diversos
causando diversos danos (FREITAS et al., 2012).

As lesBes oftdlmicas sdo comuns em animais infectados, mas raramente sédo a
gueixa principal, ou aparecem como unico sinal clinico. As alteracdes mais comuns sao
ceratoconjuntivite, uveite, corioretinite, também ja foi relatado a presenca de nddulos em
conjuntiva ocular (EGUCHI et al., 2017). Os imunocomplexos também podem se depositar
nas articulagdes causando artrites, assim como as proprias formas amastigotas podem ser

encontradas no liquido sinovial dos infectados (Silva et al., 2014).

Ao longo da progresséo da doenca a deposicdo de imunocomplexos nos glomérulos
podem levar a doenca renal crénica (DRC), que leva a comprometimento da funcao renal
por glomerulonefrite e nefrite intersticial, causando proteindria e aumento da pressao
arterial (FREITAS et al.,, 2012). Também é comum nesses animais azotemia renal,
culminando muitas vezes em sindrome nefrgtica, com aumentos nos niveis de ureia e
creatinina, representando um mau prognostico para os animais (SILVA, 2007; SOLANO-
GALLEGO et al., 2011).

Quanto as alteracdes hematimétricas, em relacdo a série eritrocitaria, as mais
comuns sdo: anemia regenerativa ligeira a moderada, geralmente normocitica e

normocrémica, que por vezes pode ser hemolitica (QUINTALVA et al., 2021). Na série
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leucocitaria podem ocorrer tanto leucocitose, quanto leucopenia, associadas a linfopenia,
neutrofilia e neutropenia. Também sdo notadas alteracdes relacionadas as plaquetas,

geralmente trombocitopenia, também ha reducao da fibrindlise (FREITAS et al., 2012).

No perfil bioquimico sérico normalmente sdo detectadas alteracfes relacionadas a
producdo de anticorpos e aos principais 6rgaos viscerais atingidos pela doenca, sendo as
principais:  hiperproteinemia, hiperglobulinemia (beta e/ou gamaglobulinemia),
hipoalbuminenia, causando uma diminuic&o a relacéo albuminas: globulinas (MOTTA et al.,
2021). Observa-se também um aumento das atividades das enzimas hepéticas: Alanina
aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST) e Fosfatase Alcalina (FA)
(FREITAS et al., 2012).

2.8. Vitamina D

Fisiologicamente classificada como um horménio esteroide, a vitamina D também é
conhecida como Colecalciferol (Vitamina D3, de origem animal) e Ergocolecalciferol
(Vitamina D2, de origem vegetal) (GALVAO et al., 2013). Nos humanos é produzida
principalmente na pele, apds exposicdo aos raios UV, porém nos caes, a vitamina € obtida
quase que exclusivamente pela alimentacdo, ndo havendo variacdo sazonal nos niveis
séricos de vitamina D destes animais ao longo do ano (MARTORI et al., 2021; WEIDNER
e VERBRUGGHE, 2017).

Apbs a ingestdo da vitamina D3, esta liga-se a proteina de ligacdo sérica a vitamina
D (DBP), também conhecida como GC-globulina, sendo transportada para o figado, onde
ocorre 0 processo conhecido como hidroxilacao através da acdo das enzimas hidroxilase
CYP2R1 e citocromo P450 27A1, onde um radical OH se liga na posi¢ao 25, formando a
25-hidroxicalcifero (YANG et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018).

ApOs este processo para atingir sua forma ativa a vitamina precisa passar por mais
uma hidroxilagéo sob a agéo da enzima citocromo P450 27B1, desta vez no rim, se tornando
a 1,25-Di-hidroxicalciferol, conhecida como calcitriol (WEIDNER e VERBRUGGHE, 2017).

Os niveis de vitamina D podem ser mensurados através de diversos tipos de
exames, entre eles: cromatografia liquida associada a espectrofotometria de massa,
cromatografia liquida de alta presséo (HPLC), quimioluminescéncia e ELISA (DE CASTRO,

2011), onde sdo mensurados os niveis de 25- hidroxicalciferol, pois apesar de ndo ser a
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forma ativa da doenca, € a forma circulante mais estavel e abundante da vitamina D,
possuindo uma meia vida que varia entre 10 dias a 3 semanas (WEIDNER e
VERBRUGGHE, 2017), sendo niveis abaixo de 20 ng/mL considerado como hipovitaminose
(RODRIGUEZ-CORTEZ et al., 2017).

A vitamina D tem seu papel ja bem definido no sistema musculoesquelético, na
regulacédo de calcio e fésforo (YANG et al., 2013) e também como precursora de hormonios
esteroidais. Além dos distlrbios desses sistemas, a hipovitaminose tem sido relacionada a:
doencas infecciosas, enteropatias crénicas (JORGENSEN et al., 2013), pancreatite,
neoplasias, polineurites e doenca renal cronica (ZAFALON et al., 2019; HUST, HOMER e
MELLANBY, 2020, KURZBARD, BACKUS e YU,2021).

A regulacdo da producao de calcitriol ocorre por meio de feedback negativo dos
niveis do proéprio calcitriol, estando envolvidos também os niveis plasmaticos de fésforo,
calcio e paratorménio. Para cumprir sua funcao biolégica o calcitriol necessita se ligar ao
VDR- Vitamina D receptor, um receptor nuclear presente em diversas células como:
linfécitos, células B e T, macrofagos, células Natural Killers, células dendriticas, do epitélio

intestinal, tibulo renal, osteoclastos e osteoblastos (MARQUES et al., 2010).

O VDR atual como fator transcricional de genes e torna a vitamina D capaz de regular
a expressao de genes através de cascata de sinalizacdo, por acao direta ou interagdo com
regides promotoras de genes responsivas a vitamina D, ou ainda com interacdo com fatores
de transcricdo (MACHADO et al., 2021; WEIDNER e VERBRUGGHE, 2017).

A vitamina D também atua como cofator nas respostas das células B e T, catalisando
a producéo de citocinas pro-inflamatorias derivadas de Thl e Thl7 além de secrecao de
IgG17 (RODRIGUEZ-CORTEZ et al., 2017; ZAFALON, et al., 2019), ja as células B quando
expostas a vitamina D diminuem sua taxa de proliferacao, o que reforca que esta apresenta
um papel importante provavelmente na imunidade inata, sendo a vitamina mais eficiente
em animais com padréo de resposta imune Thl, como ocorre nos murinos (MARTORI et
al., 2021).

A vitamina D ird também mediar a ativacéo dos receptores da familia Toll-like (TLR),
gue integram o sistema inato e possuem resposta antimicrobiana, através da producéo de
espécies reativas de oxigenio (ROS) e modulacdo de expressdo de citocinas
(RODRIGUES-CORTES et al., 2017).
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A acao da vitamina D em outros organismos infecciosos, como a Mycobacterium sp
demonstram que o TLR-2 ativa células apresentadoras de antigenos e aumenta a
expresséao de genes catelicidina, y-defensina 445, e CYP27B1, que por sua vez aumentam
a producdo de VDR e peptideos antimicrobianos. Dentre estes ultimos o peptideo BMAP-
28, da familia das catelicidinas, demonstrou efeitos anti-Leishmania e propriedades
imunomoduladoras em culturas in vitro ( MARTORI et al., 2021, RODRIGUEZ-CORTEZ et
al., 2017).

2.9. Diagnéstico

Nos ultimos anos foram feitos muitos avancgos no diagndstico de LVC, visando validar
métodos de alta especificidade e sensibilidade, evitando que animais saudaveis sejam
diagnosticados erroneamente, mas ainda ha uma grande dificuldade em obter um
diagnéstico preciso, pois nenhum método é capaz de determinar o tempo de infec¢éo e os
resultados podem variar entre os exames, pois existem caracteristicas que podem modificar
os resultados (PINTO et al.,, 2016). Os métodos de diagndstico se dividem em trés:

parasitologico, soroldgico e moleculares.

O exame direto é realizado ap0s coletas de material bioldgico do animal suspeito, a
puncédo ou aspiracao € realizada em 6rgaos como: baco, figado, medula 6ssea, linfonodos
e também citologia esfoliativa de pele (MAIA e CAMPINO, 2008; SILVA, 2012). O material
colhido pode ser utilizado para realizacdo de esfregaco em laminas e identificacdo de
formas amastigotas em microscopio Optico. A sensibilidade deste diagndstico vai depender
do 6rgéo onde foi realizado a coleta, variando de 53 a 86% na medula 6ssea, 53 a 65% em
linfonodo e podendo chegar a 98% em baco (LIMA et al., 2013; QUEIROZ et al., 2010;
FARIA e ANDRADE, 2012).

Uma caracteristica da LVC é a hipergamaglobulinemia que ir4 causar um aumento
na quantidade de anticorpos, tornando-os detectaveis por inUmeras técnicas que se
baseiam na reacdo antigeno-anticorpo. Estas séo técnicas menos invasivas, pois Sao
realizadas a partir de amostras sanguineas.C como desvantagem podemos citar
principalmente a possibilidade de reagbes cruzadas entre parasitos de morfologia
semelhante, no caso de Leishmania sp. Podemos citar as reagdes que ocorrem
principalmente com o Trypanosoma cruzi e hematozoéarios como Babesia sp. e Erlichia sp.,

a reacdo de producdo de anticorpos geralmente € intensa em animais sintomaticos,

podendo o titulo variar durante as fases inicial e final da doenca. Niveis altos de anticorpos,
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que variam de 3 a 4 vezes o limiar do teste, conhecido como cut-off, em laboratérios de
referéncia sdo considerados como positivos para diagndéstico de leishmaniose (LEISHVET,
2018).

O Ensaio Imunoenzimético (ELISA), é atualmente a técnica utilizada como
confirmatorio de diagnostico de LVC no Brasil. Este apresenta como facilidade a
possibilidade de analisar varias amostras ao mesmo tempo, podendo também ser utilizados
varios tipos de antigenos (MAIA e CAMPINO, 2008; FARIA e ANDRADE, 2012). E um teste
gue consiste em uma reacao antigeno- anticorpo, que geralmente esta conjugado em uma
placa, que confere uma reacdo colorimétrica que € detectada por um leitor de
espectrofotometro (O'CONNOR, 2015; SILVA, 2016).

Os testes imunocromatograficos surgiram na década de 1960 para tentar suprir a
necessidade de um método que fosse seguro, sensivel, de répida realizacdo e nado
dependesse de uma infraestrutura laboratorial, visando a facilidade para os clinicos
veterinérios e realizacdo de testes a campo. Outra facilidade destes testes é que eles
podem ser realizados com sangue total, soro, ou outras amostras, como aspirado de
medula 6ssea (GRIMALDI et al., 2012; PINTO et al., 2016; SILVA et al., 2016).

Um dos testes mais utilizados na rotina e que também € o recomendado como exame
de para diagnodstico de triagem da LVC no Brasil, € o Dual Path Platform (TR-DPP®-
Leishmaniose Visceral Canina). O Teste utiliza uma combinacdo de proteina A conjugada
a ouro coloidal e antigenos recombinantes k28 ligados a uma membrana de nitrocelulose
para deteccdo de anticorpos caninos anti-Leishmania (BIOMANGUINHOS, 2011). A
sensibilidade do teste varia entre diversos estudos sendo encontrados sensibilidade de
57,45% (SILVA, 2016) a 98% (GRIMALDI, 2012). Atualmente a recomendac¢éo € o uso do
TR-DPP da Bio-Manguinhos como método de triagem e o ELISA como método
confirmatorio (BRASIL, 2011).

A reacdo em cadeia de polimerase PCR, tem sido amplamente utilizada no
diagnostico da leishmaniose, apods a extracdo do DNA do parasito este é amplificado e
permite a deteccdo do agente, pode ser um método qualitativo (QUEIROZ et al., 2010) ou
guantitativo (RAMOS et al., 2013) a depender do tipo de exame realizado. A chance de
reacdo cruzada € rara e pode ser minimizada de acordo com o gene especifico a ser
identificado. E um método considerado de alta especificidade proximo a 100% e
sensibilidade que varia entre 38% e 76% (LIMA et al., 2013), além de apresentar a
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vantagem de poder ser realizado a partir de variados tipos de amostras como: sangue,
medula, pele, linfonodo e secrecéo conjuntival, uma desvantagem para este tipo de exame
ainda é seu alto custo para os tutores (BENASSI et al., 2017; DI PIETRO et al., 2020).

3.0bjetivos
3.1. Objetivo Geral

Avaliar os niveis séricos de vitamina D em animais naturalmente infectados por

Leishmania infantum relacionando-os aos sinais clinicos.
3.2. Objetivos Especificos

e Comparar os niveis séricos de vitamina D em animais higidos e em animais
naturalmente infectados por L. infantum;

e Associar niveis séricos de vitamina D ao sexo e as faixas etarias de céaes
naturalmente infectados por L. infantum;

e Relacionar os niveis de 25-hidroxivitamina-D com o aumento dos sinais

clinicos apresentados pelos caes naturalmente infectados por L. infantum.
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Niveis séricos de 25-hidroxivitamina-D em céaes com infeccdo natural por
Leishmania infantum (Nicollle, 1908)

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de 25-hidroxivitamina-D em caes
naturamente infectados por Leishmania infantum relacionando as manifestagdes clinicas
nestes pacientes. Foram utilizados soros de 43 animais, divididos em dois grupos: Grupo |,
composto por 10 cées, negativos ao teste imunocromatografico, Grupo Il, com 33 animais,
reagentes ao teste imunocromatografico e positivos para formas amastigotas de L. infantum
na biopsia de medula éssea. Os niveis de 25-hidroxivitamina-D foram mensurados por
guimioluminescéncia. Os resultados evidenciaram variacao entre 20 - 52 ng/mL no Grupo |
e de <3 — 176 ng/mL no Grupo II, sendo que 39,39% dos cées deste grupo apresentaram
hipovitaminose, com niveis abaixo de 20 ng/mL. Os animais do Grupo | apresentaram
dermatite descamativa. No Grupo Il foi observado onicogrifose, linfoademegalia,
dermatites, alopecia, paroniquia, oftalmopatias, artrites, diarreia. Os niveis de 25-
hidroxivitamina-D néo diferiram significativamente em relacdo ao sexo e faixa etaria nos
grupos | e Il. Os dados deste estudo sugeriram que apesar da predominancia de
onicogrifose nos animais com niveis séricos de 25-hidroxivitamina-D menores que 20 - 50
ng/mL e dermatite descamativa em animais com niveis séricos maiores que 50 ng/mL,
novos estudos sao necessarios para avaliar a participacdo de 25-hidroxivitamina-D na
patogénese destes quadros clinicos.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral canina, zoonose, calcitriol, hipovitaminose.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the serum levels of 25-hydroxyvitamin-D in dogs
naturally infected with Leishmania infantum relating to the clinical manifestations in these
patients. Sera from 43 animals were used, divided into two groups: Group |, composed of
10 dogs, negative to the immunochromatographic test, Group Il, with 33 animals, reagent to
the immunochromatographic test and positive for amastigote forms of L. infantum in the
bone marrow biopsy. Levels of 25-hydroxyvitamin-D were measured by
chemiluminescence. The results showed a variation between 20 - 52 ng/mL in Group | and
<3 - 176 ng/mL in Group I, with 39.39% of the dogs in this group showing hypovitaminosis,
with levels below 20 ng/mL. Group | animals had desquamative dermatitis. In Group I,
onychogryphosis, lymphademegaly, dermatitis, alopecia, paronychia, ophthalmopathies,
arthritis, diarrhea were observed. Levels of 25-hydroxyvitamin-D did not differ significantly
in terms of sex and age group in groups | and Il. The data from this study suggested that
despite the predominance of onychogryphosis in animals with serum levels of 25-
hydroxyvitamin-D less than 20 - 50 ng/mL and desquamative dermatitis in animals with
serum levels greater than 50 ng/mL, further studies are needed to evaluate the participation
of 25-hydroxyvitamin-D in the pathogenesis of these clinical conditions.

Key-words: Canine visceral leishmaniasis, zoonosis, calcitriol, hypovitaminosis.
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Introducéo

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma zoonose parasitaria emergente que
atinge entre 2% a 50% da populacdo canina nos paises endémicos (Rombola et al., 2021).
Os protozoarios do género Leishmania sp. sdo responsaveis por esta enfermidade
transmitida principalmente de maneira vetorial através do repasto sanguineo de fémeas dos
insetos flebotomineos (Brasil,2014). De origem rural, a doenca tem sofrido mudancas na
sua epidemiologia devido as modificacfes antropicas e expansao das cidades brasileiras,
com urbanizacdo desordenada. Desta forma, o cdo doméstico passou a ter maior
importdncia nestas éareas densamente povoadas por ser considerado o principal

reservatorio urbano do parasito (Abrantes et al., 2018).

Uma vez infectado por L. infantum, o organismo do animal desencadeia respostas
imunes inata e adaptativa. A relacdo entre estas respostas € determinante para o
surgimento dos sinais clinicos, que estao relacionados a inflamacao piogranulomatosa que
0 parasito causa nos principais 6rgdos-alvo da doenca (ORDEIX et al., 2017). Em cées, a
resposta imune mediada por células T-helper 2 (Th2) é favorecida frente a infec¢cdo o que
resultard na producdo de citocinas inflamatérias que iréo ativar a proliferacédo de linfécitos
B e producdo de anticorpos, que irdo se depositar em diferentes érgaos, além de inibir a
resposta mediada por células T-helper 1 (Thl) que ativard a resposta imune celular

considerada protetiva contra a infeccao (Freitas et al.,2012).

O diagnéstico da LVC muitas vezes é dificil pois os sinais clinicos séo inespecificos
e comuns a outras enfermidades, sendo os principais: onicogrifose, linfoadenopatia, febre,
dermatites: descamativa, pustular, ulcerativa e nodular, caquexia, hiporexia,
esplenomegalia, hepatomegalia, diarreia, vomitos, problemas articulares e oftalmicos
(Solano-Gallego et al.,, 2011) além de alteracdes hematimétricas e bioquimicas

relacionadas ao processo inflamatoério vascular, hepatico e renal (Quintavalla, et al 2011).

Estudos tem demonstrado que o papel da vitamina D vai além do metabolismo do
calcio e fosforo, estando relacionada a varios processos envolvendo diversas células que
possuem receptores para a vitamina D (VDR), como por exemplo, células dendriticas,
macrofagos, células T CD4+, CD8+, interferindo na resposta inflamatéria através da

transcricdo de genes (Weidner e Verbrugghe, 2017).
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Para cdes a vitamina D € obtida exclusivamente através da alimentacdo, a
Associacdo de Controle Alimentar Oficial Americana recomenda que para a manutencao
de cées adultos deve haver um acréscimo de 500-5000 Ul de vitamina D por matéria seca
de racgdo, ainda existem poucos estudos avaliando o papel da vitamina no metabolismo
extra esquelética em caes e ndo ha um parametro definido para os niveis séricos de 25
(OH) D (Weidner e Verbrugghe, 2017).

Apesar da relacdo da leishmaniose com a inflamag&o em diversos 6rgaos, a relacédo
entre a infeccdo e o status dos niveis séricos de vitamina D nesses animais ainda néo esta
bem estabelecido. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de 25-
hidroxivitamina-D em cées naturalmente infectados por L. infantum e relacionar aos sinais

clinicos caracteristicos da doenca.

Materiais e métodos

Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o nimero: 8764010520.

Animais e processamento das amostras de soro

O estudo foi realizado a partir de um banco de soros de cées de diferentes racas,
idades e sexo, provenientes da Regido Metropolitana de Recife (RMR).

Foram selecionados 43 soros apo6s analise das fichas clinicas individuais de primeiro
atendimento dos animais e obtencéo de dados referentes a raca, sexo, idade, sinais clinicos
e informacdes sobre coleta de amostras bioldgicas.

Os soros dos foram divididos em dois grupos: Grupo | (Gl), composto por 10
amostras, para o qual foi utilizado como critério de inclusdo o teste imunocromatografico
para Leishmaniose visceral canina nao reagente. O Grupo Il (Gll), composto por 33 soros,
para o qual o critério de inclusdo foi o teste de triagem imunocromatografico reagente e

exame parasitoldgico de medula 0ssea positivo para formas amastigotas de Leishmania sp.
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Dosagem de 25-hidroxivitamina-D

Para os grupos Gl e GIl foram avaliados os niveis de 25-hidroxivitamina-D em
laboratorio privado. Para a quantificacdo de 25-(OH)-D, pelo método de
guimiluminescéncia, foi utilizada uma aliquota de soro de 500pul. As amostras de soro foram
processadas no analisador de imunodiagndstico UniCelDxI 800 (BeckmanCoulter) e o kit
de ensaio Acess 25 (OH) Vitamin D total (BeckmanCoulter) para Sistemas de Imunoensaio
Access 2, de acordo com as especificacdes do fabricante, para obter os niveis séricos de
25-(OH)-D.

Niveis de vitamina D <20 ng/mL foram considerados como hipovitaminose, =20
ng/mL e <50ng/mL como insuficiéncia e acima de 50ng/mL como suficiéncia, segundo
Rodriguez-Cortez et al., (2017), niveis acima de 169 ng/mL como hipervitaminose
Nachreiner et al. (2014).

Analise de dados

Os dados foram analisados por estatistica descritiva. O Teste-G foi utilizado para
comparar os niveis sericos de vitamina D nos grupos Gl e Gll, bem como, para associar 0s
niveis de vitamina D ao sexo, as faixas etérias e aos sinais clinicos apresentados pelos
cdes naturalmente infectados por L. infantum.

O nivel de significancia foi de 5%. As analises foram realizadas utilizando o software
BioEstat versao 5.3 (Ayres et al., 2007).

Resultados

O grupo Gl foi composto por 60% (6/10) de fémeas e 40% (4/10) de machos. Todos
0s animais (100%) estavam na faixa etaria entre 2 e 8 anos e ndo possuiam raca definida
(SRD). Por outro lado, o grupo de animais positivos (Gll) foi composto por 45,45% (15/33)
de fémeas e 54,55% (18/33) de machos. Em relacdo as faixas etarias dos animais
componentes do Gll, 15,15% (5/33) tinham até dois anos, 69,69% (23/33) de dois a oito
anos e 15,15% (5/33) apresentavam idade acima de 8 anos. Quanto as ragas, 54,55%
(18/33) dos animais eram SRD, enquanto que, 9,09% (3/33) eram Daschund, 6,06% (2/33)
Maltes e 3,03% (1/33) pertenciam a cada uma das racas: Beagle, Boiadeiro Australiano,

Border Collie, Fox Paulistinha, Labrador, Pinscher, Pitbull, Poodle, Pug e Samoieda.
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Entre as racas de GIl, os Maltés, o Pug e dois Daschund apresentaram
hipovitaminose D (38,46%), e um Daschund apresentou insuficiéncia. Os sinais clinicos
desses animais foram variados, porém todos apresentaram onicogrifose. Entre os animais
com suficiéncia de vitamina D 69,23% (9/13) pertenciam a racas puras nos quais 88,88%

(8/9) apresentaram dermatite descamativa e ulceracéao.

Os valores de vitamina D obtidos entre os grupos estudados apresentaram
variacdes. Dentre os animais do Gl, os niveis séricos variaram entre 20 ng/mL e 52,2 ng/mL,
portanto a maioria dos animais com insuficiéncia da vitamina D e um com suficiéncia. Os
cées agrupados no Gll apresentaram valores inferiores a 3 ng/mL até 176 ng/mL. Vale
ressaltar que destes, 39,39% (13/33) apresentaram hipovitaminose com niveis abaixo de
20ng/mL (Teste-G = 22,0082 p < 0,0001) (Tabela 1).

As frequéncias absolutas e relativas de animais de ambos 0s grupos, relacionadas
com 0s niveis séricos de vitamina D baseados em Rodriguez-Cortez et al., (2017) e
Nachreiner et al. (2014) estéo descritas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Frequéncias absolutas (FA) e relativas (FR%) de animais pertencentes aos

grupos Gl e Gll com diferentes niveis séricos de 25(OH)D.

GRUPOS FA (FR%)
<20 ng/mL 220 ng/Ml > 50 ng/mL
25(0OH)D <50 ng/mL 25(0OH)D
25(0OH)D
Gl - 9 (90) 1 (10)
Gll 13 (39,39) 7(21,21) 13 (39,39)
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Tabela 2. Frequéncias absolutas (FA) e relativas (FR%) quanto ao sexo e idade dos

animais dos Grupos Gl e Gll em relacdo aos niveis séricos de vitamina D.

Sexo Faixa etaria FA (FR%)
Niveis séricos de vitamina D (ng/mL)
<20 ng/mL 220- <50 ng/mL >50ng/mL
Gl Gll Gl Gl Gl Gl
<2 anos - 1(3,03) - 1(3,03)
Fémea 2-8 anos - 5(15,15) 5(83,33) 3(9,09) 1(16,66) 3(9,09))
>8 anos - 2 (6,06) - - - -
<2 anos - 2 (6,06) - - - 1 (3,03)
Macho 2-8 anos - 3(9,09) 4 (100) 3(9,09) - 6 (18,18)
>8 anos - 1 (3,03) - - - 2(6,06)

N&o houve diferenca estatistica em relacédo aos niveis de vitamina D entre machos
e fémeas do grupo Gl (Teste-G = 0,7139; p = 0,3981) e também no grupo Gll (Teste-G =
1,7996 p = 0,4067). Quando comparados os animais nao infectados (Gl) com os infectados
por L. infantum (GII) houve diferenca estatistica em relacéo aos niveis de vitamina D e o
sexo dos animais avaliados (Teste-G = 9,5864; p = 0,0083) com predominancia de machos

com suficiéncia de vitamina D (GllI).

Em relacéo a idade, a predominancia de animais foi para a faixa etaria de 2 a 8 anos
e sem diferenca estatistica em relacdo aos niveis de vitamina D (Teste-G = 2,5705; p =
0,6321).

Dentre os animais do Gl, 20% (2/10), eram fémeas e apresentavam sinais clinicos
sugestivo de LVC, como dermatite descamativa e estavam dentro da faixa de nivel sérico
de 20-50 ng/mL de 25 (OH)D.

No Gl todos os animais apresentavam sinais clinicos da doenca (100%; 33/33), dos

quais 96,96% (32/33) desenvolveram mais de um sinal clinico de LVC.

Os principais sinais clinicos identificados nos animais do GIl foram:
linfoadenomegalia (51,51%), dermatite descamativa (60,60%), alopecia (63,63%) dermatite

ulcerativa (48,48%), dermatite nodular (24,24%) dermatite pustular (6,06%), onicogrifose
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(69,69%), paroniquia (6,06%), conjuntivite (12,12%), uveite (9,09%), problemas articulares
(30,30%), epistaxe (3,03%). Foi observado que os animais do grupo GIll com niveis de

vitamina D <20ng/mL e niveis de =20 — <50 ng/mL apresentaram predominancia de

onicogrifose, enquanto que em animais com niveis > 50ng/mL houve predominancia de
dermatite descamativa (Teste-G = 34,3212 p < 0,0001) (Tabela 3)

Tabela 3. Frequéncias absolutas (FA) e relativas (FR%) de animais infectados por L.

infantum (GlII) e sinais clinicos apresentados de acordo com os niveis séricos de 25 (OH)D

em ng/mL.
SINAIS FA (FR%)
CLINICOS <20 ng/mL 220 ng/mL > 50 ng/MI Total
25(0OH)D <50 ng/mL  25(OH)D
25(0OH)D
Onicogrifose 13/13 (100) 5/7 (71,42)  5/13 (38,46) 25/33 (75,75)
Linfoadenomegalia 10/13 (76,92)  4/7 (57,14) 3/13 (23,07) 17/33 (51,51)
Alopecia 11/13 (84,61) 4/7 (57,14)  6/13 (46,15) 21/33 (63,63)
Dermatite descamativa  7/13 (53,84)  4/7 (57,14) 9/13 (69,23) 20/33 (60,60)
Dermatite ulcerativa 5/13 (38,43) 3/7 (42,85) 8/13 (61,53) 16/33 (48,48)
Dermatite pustular 1/13 (7,69) 1/7 (14,28) 2/33 (6,06)
Dermatite nodular - 4/7 (57,14) 4/13 (30,76)  8/33 (24,24)
Conjuntivite 3/13 (23,07)  1/7 (14,28) 4/33 (12,12)
Uveite 2/13 (15,38)  1/7 (14,28) 3/33 (9,09)
Paroninquia - 1/7 (14,28) 1/13 (7,69) 2/33 (6,06)
Epistaxe 1/13 (7,69) - 1/33 (3,03)
AlteracOes articulares 4/13 (30,76)  2/7 (28,57) 4/13 (30,76) 10/33 (30,30)

Discussao

A maioria dos cées do grupo Gl apresentaram insuficiéncia de vitamina D, que pode

estar relacionado a uma alimentacdo pobre neste nutriente. Em relagdo ao grupo Gill,

39,39% dos animais apresentaram hipovitaminose com niveis abaixo de 20 ng/mL (Teste-
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G = 22,0082 p < 0,0001). Os baixos niveis de vitamina D observados causa preocupacao

devido a sua grande importancia na manutencéo do fortalecimento do sistema imunoldgico.

Sabe-se que na pele de caes ndo sdo encontrados metabdlitos intermediarios da
vitamina D como o D,7-desidrocolesterol, sendo a vitamina D obtida essencialmente da
alimentacédo e ndo ha um controle rigoroso na industria de racées (Wiedner e Verbrugge,
2016), deste modo, embora os animais do Gl sejam caes negativos pra Leishmania sp., 0s
mesmos sao provenientes de abrigos, no qual os animais ndo tem acesso muitas vezes a

uma dieta equilibrada e com racao de boa qualidade.

Os animais do grupo GlI, pertenciam a tutores diferentes e recebiam alimentagcdes
diversas, o que pode contribuir para a ampla variacdo dos valores de 25 (OH) D

encontrados neste grupo (< 3ng/mL a 176 ng/mL).

Além da alimentacdo outras enfermidades podem ter relagdo ao consumo de
vitamina D, como desordens musculoesqueléticas, insuficiéncias hepaticas e renais
(Peixoto et al., 2012). A hipovitaminose D pode ser associada a progressdo de doencas
infecciosas, relacionadas provavelmente a processos inflamatorios, ja que esta atua na
ativacado de macrofagos induzida por interferon-Y', que agem em sinergismo a expressao
de receptores de vitamina D na presenca da vitamina (Ehrchen et al., 2007; Rosa et al.,
2013).

Estudos demonstram que animais infectados pelo protozoario Babesia rossi,
apresentam niveis de 25(OH)D inferiores a animais saudaveis e que ha uma relagcdo com
a gravidade da enfermidade, sendo a hipovitaminose néo relacionada a danos hepaticos
ou renais, 0 que sugere que em processos infeciosos a deficiéncia esté relacionada ao

processo inflamatorio (Dvir et al., 2019).

Estes fatores podem influenciar para que os niveis séricos da vitamina D em alguns
animais estejam proximo ao limite inferior para as necessidades caninas, Martori et al.
(2021) demonstrou que apesar dos niveis de vitamina D diminuirem ao longo da progressao
da LVC e que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre animais infectados ou

nao.

Apesar de ndo serem reagentes para Leishmania sp., 20% dos animais do Gl
apresentaram dermatite descamativa, um sinal clinico inespecifico que pode acometer

animais infectados, porém nao é patognomoénico da enfermidade e esta presente em outras
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doencas que acometem a pele dos animais como dermatofitose, demodicose, dermatite
atopica, hipersensibilidade alimentar, desordens nutricionais, doencas autoimunes (Alves,
2013).

Dentre os animais do Gll, os principais sinais clinicos identificados foram as
alteracdes dermatolégicas que incluem além das dermatites furfuraceas, ulcerativas,
nodulares e papulares, a alopecia, corroborando com os achados de Schimming e Pinto e
Silva, 2012 e Assis et al. (2010) que identificou esses sinais em 71,6% dos animais
oligossintomaticos e 100% dos animais polissintomaticos e de Moreira et al. (2016) em que

70% dos animais apresentavam sinais dermatologicos.

Nesta avaliacdo 84,84% (28/33) dos animais que apresentaram ao menos uma leséo
dermatoldgica, também obtiveram niveis séricos de vitamina D abaixo de 50 ng/L, sendo

que 36,36% (12/33) apresentaram niveis abaixo de 20ng/mL.

Nos animais do Gll, as principais lesdes dermatoldgicas identificadas entre os
animais com hipovitaminose D foram a alopecia e dermatite descamativa. Havendo uma
diminuicdo destes sinais em animais que apresentam sufiencia da vitamina. Estes sinais
clinicos se relacionam a varia¢cdes dos mecanismos de defesa da pele, no quais as lesdes
alopécicas estao relacionadas a presenca de células de Langherans e queratinécitos MIIC
[I*, infiltrado de células T e parasitos na pele (Silva, 2007). J& a dermatite descamativa tem
sido associada a resposta celular mediada por linfécitos CD3*, CD4*, CD8*, CD21*, CD45
0 que pode estar relacionado a uma resposta imune mais efetiva do animal mediado por
Thl (Azevedo e Marcili, 2020).

Ja na pele que apresenta lesdes nodulares ndo houve presenca de células MIIC,
porém um padrao de infiltrado significativo de parasitos e macréfagos (Silva, 2007), os
animais deste estudo que apresentaram hipossufiencia D ndo desenvolveram ndodulos,
porém 0s animais 0S animais que apresentaram acima de 50 ng/mL de 25 (OH)D
desenvolveram, o que pode sugerir que a vitamina D ndo influencie no surgimento deste

sinal clinico.

Na dermatite ulcerativa € encontrado histologicamente um padréo de inflamacéo
intermediaria com presenca de neutrofilos, ,macrofagos, eosinofilos e linfocitos (Azevedo e
Marcili, 2020; Silva, 2007) nos animais estudados ndo houve diminuicdo do surgimento
destes sinal clinico relacionado a suficiéncia da vitamina D.
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A onicogrifose foi o segundo sinal clinico mais observados nos animais de GlI. Tanto
a onicogrifose quanto a paroninquia sofreram influéncia em relacdo a hipovitaminose D,
enquanto que 100% dos animais com deficiéncia desenvolveram onicogrifose, apenas
38,46% dos animais com niveis séricos acima de 50ng/mL desenvolveram o sinal clinico.
A onicogrifose foi o sinal mais frequente encontrado por Figueredo et al., (2014) e o segundo
mais frequente de acordo com Azevedo et al., (2008) estando associado a presenca do

parasito e reacdo inflamatoria local.

Nos animais infectados por L. Infantum sugere-se deficiéncia de vitamina D devido
ao alto consumo da vitamina, através da ativacdo de células T devido ao proceso
infalmatoério. Além destas, outras células envolvidas na imunidade como mondcitos,
macréfagos e células dendriticas possuem receptores VDR (Machado et al., 2020) que irdo
catalisar a producdo de citocinas proé-inflamorias, havendo uma rapida conversdo de

25(0OH) na forma ativa da vitamina. (Rodriguez-Cortez et al., 2017; Zafalon, et al., 2019).

A linfoadenomegalia é encontrada frequentemente entre os animais infectados,
ocorrendo devido a proliferacao linfoplasmohistiocitaria que ocorre nos 6rgaos linfoides
(Silva, 2007; Silva E Winck, 2018), os valores encontrados neste estudo 51,51%, sendo
que 76,92% dos animais com hipovitaminose D também apresentou esse sinal, sédo
superiores aos encontrados por Assis et al. (2010), no qual 50% dos animais apresentaram
o sinal clinico, porém foi observado uma diminuicdo da porcentagem de animais de acordo
com 0 aumento sérico da vitamina apenas 23,07% dos animais com niveis acima de

50ng/mL desenvolveram este sinal.

Quantos as oftalmopatias os animais que apresentaram niveis séricos da 25 (OH) D
acima de 50ng/mL n&o desenvolveram sinais clinicos como como conjuntivite e uveite. Os
animais com lesdes oculares lesbes, geralmente desenvolvem um padrdo inflamatério
linfoplasmocitico, sendo muitas vezes encontrado o0 parasito na conjuntiva dos animais
infectados (Eguchi et al.,2017).

Uma das principais manifestacdes clinicas da LVC é hepatomegalia devido a reacdo
inflamatoria granulomatosa crénica, podendo causar insuficiéncia hepéatica nos animais e
como consequéncia diminuicdo da hidroxilagdo que ocorre no figado através da acao da
enzima citocromo P450 27A1, onde um radical OH se liga na posi¢ao 25, formando a 25-
hidroxicalciferol (Silva, 2007; Weidiner e Verbrugghe, 2017).
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Casanova et al. (2019) identificou através de imuno-histoquimica de trato
gastrointestinal que cdes com doenca inflamatéria intestinal (DIl) podem estar infectados
por Leishmania spp. e o trabalho de Gow et al. (2011) , demonstrou que animais com DlII
podem desenvolver hipoalbuminemia e baixos niveis de 25-hidroxivitamina D, pois a DBP
€ uma globulina que pertence a superfamilia das proteinas de ligacdo da albumina, a
hipoalbuminemia é uma alteracdo comum em animais com leishmaniose (Motta et al., 2021)
0 gque sugere que e 0 mMesMoO mecanismo possa causar hipovitaminose em animais com

esta doenca.

Devido a reacdo de hipergamaglobulinemia desenvolvida por animais com LVC,
algumas enfermidades podem se desenvolver, como por exemplo a doenca renal cronica
(DRC), que é desencadeada devido a degeneracdo tubular, nefrite e glomerulonefrite,

causada pela deposicado de imunocomplexos nos rins (Silva e Winck, 2018).

A DRC, pode levar os animais a quadros de hipoparatireoidismo secundario renal,
pois estes animais irdo apresentar menores concentracfes de metabolitos intermediarios
da vitamina D, devido a menor converséo de calcidiol em calcitriol, além de nos casos de
proteindria haver grande perda da proteina ligadora de vitamina D, o que pode justificar os
baixos niveis séricos de vitamina D em animais com LVC associada a DRC (Silva, 2007,
Silva e Winck, 2018, Peixoto et al., 2012).

Concluséo
Apos avaliacdo dos niveis séricos de 25 (OH)D dos animais infectados por L.

infantum, foi observado que animais com hipovitaminose D e niveis séricos até 49,99 ng/mL
apresentaram maior desenvolvimento de onicogrifose.

Atualmente os modelos de estadiamento da LVC n&o levam em consideracdo a
mensuracao dos niveis séricos da vitamina D. Este poderia ser incluido visto que a vitamina
D atua cofator em processos inflamatérios em diversos tecidos envolvidos na patogénese
da LVC, além de sua relacdo com células do sistema inume inato e adaptativo. Sendo assim
esta mensuracgao poderia auxiliar o clinico de pequenos animais a melhorar sua conduta e

acuracia de prognostico frente a infeccao.
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Para melhor relacionar a intensidade e o desenvolvimento de sinais clinicos em
relacdo aos niveis séricos da vitamina D novos estudos sdo necessarios para acompanhar
e avaliar a variacdo destes niveis séricos de acordo com a progressado da doenca ao longo
do tempo.
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