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RESUMO

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA IN'FEC(;AO POR Leishmania spp. EM
GATOS-DOMESTICOS

AUTOR: Gabriela Hartmann
ORIENTADOR: Rafael Almeida Fighera

As leishmanioses sdo um grupo de doencas cronicas, em sua maioria zoonoticas, que estdo entre
as doencas transmitidas por vetores de maior importancia no contexto da satde publica mundial.
Em todos os hospedeiros susceptiveis, sdo causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania, transmitidos principalmente por meio da picada de vetores invertebrados
infectados pertencentes a subfamilia Phlebotominae, com as espécies Lutzomyia spp. e
Phlebotomus spp. sendo as de maior relevancia na transmissdo. Na medicina veterinaria, a
leishmaniose canina € a mais amplamente estudada devido ao papel do cdo como principal
reservatorio urbano de L. infantum, agente etiolégico da leishmaniose visceral em humanos,
assim como pela importancia da leishmaniose na medicina canina. Os gatos sempre foram
considerados refratarios a infec¢do. Entretanto, o papel do gato-domeéstico no ciclo bioldgico
desses patdgenos vem sendo questionado a partir de um aumento do numero de casos de
leishmaniose felina, assim como de relatos de infec¢do por Leishmania spp. na espécie nos
ultimos anos. Assim, os objetivos desse trabalho foram a confeccdo de uma revisdo
bibliogréafica sobre leishmaniose felina, assim como uma triagem soroepidemiolédgica por meio
da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) de amostras de soro 389 gatos submetidos a
necropsia, a fim de compreender se 0s gatos estdo sendo expostos a Leishmania spp., apesar de
nédo haver casos conhecidos de leishmaniose felina na regido de estudo, a despeito de ser uma
area de transmissdo de L. infantum. Aspectos epidemioldgicos desses gatos foram obtidos,
como sexo, estado reprodutivo, faixa etaria, raca, comprimento e coloracdo/padrao de pelagem,
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e/ou virus da leucemia felina (FeLV)
foram coletados e correlacionados com a soropositividade na RIFI. A frequéncia de deteccdo
de anticorpos anti-Leishmania spp. nos gatos testados foi de 11,05% (43/389), com associa¢do
estatistica positiva entre a soropositividade e a coloracdo de pelagem dentro do espectro laranja
com amplas partes brancas, com p=0.044 e OR=2.47 (1 - 6.13) e negativa em relacdo a infeccédo
pelo FeLV, com p=0.01 e OR=0.38 (0.18 — 0.79). Nao foram encontradas outras correlacées.
Com isso, conclui-se que o0s gatos estdo sendo expostos a Leishmania spp., de maneira que
estudo moleculares complementares serdo Uteis futuramente na diferenciacdo entre exposicao
e infeccdo ativa nesses gatos. Adicionalmente, espera-se que as informagdes descritas auxiliem
na rotina diagnostica de clinicos e patologistas veterinarios, a fim de que conhegcam a doenca,
sua patogénese e lesdes/manifestacdes clinicas associadas, assim como o diagndstico,
tratamento e prevencdo, devido a leishmaniose felina ser uma doenga emergente no mundo
todo.

Palavras-chave: Leishmaniose felina. Leishmanioses. Doencas transmitidas por vetores.
Reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI).



ABSTRACT

EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF Leishmania spp. INFECTION IN DOMESTIC
CATS

AUTHOR: Gabriela Hartmann
ADVISOR: Rafael Almeida Fighera

Leishmaniasis are a group of chronic diseases, mostly zoonotic, which are among the vector-
borne diseases of greatest importance in the global public health context. In all susceptible
hosts, these diseases are caused by flagellated protozoa of the genus Leishmania, transmitted
mainly through the bite of invertebrate vectors belonging to the subfamily Phlebotominae, with
Lutzomyia spp. and Phlebotomus spp. being the most relevant species in the transmission. In
veterinary medicine, canine leishmaniasis is the most widely studied due to the dog's role as the
main urban reservoir host of L. infantum, the etiological agent of human visceral leishmaniasis,
as well as for the importance of leishmaniosis in canine medicine. Cats have always been
considered refractory to infection. However, the role of the domestic cat in these pathogens'
biological cycle has been questioned due to an increase in feline leishmaniasis case numbers,
as well as the published reports of Leishmania spp. infection in this species in the last few years.
Thus, the scope of this work was to make a review of feline leishmaniasis and a
seroepidemiological screening study using the indirect immunofluorescence antibody test
(IFAT) of 389 serum samples from cats submitted to necropsy, to understand whether the cats
are being exposed to Leishmania spp., despite that no cases of feline leishmaniosis are known
in the study region, regardless of being an area of L. infantum transmission. Epidemiological
data of these cats, such as gender, reproductive status, age group, breed, length and coat
color/pattern, feline immunodeficiency virus (FIV), and/or feline leukemia virus (FeLV)
infection were collected and correlated with IFAT seropositivity. The frequency of anti-
Leishmania spp. antibody detection in the tested cats was 11.05% (43/389), with a positive
statistical association between seropositivity and coat color within the orange spectrum with
wide white parts cats, with p=0.044 and OR=2.47 (1 — 6.13) and a negative association was
found concerning FeLV infection, with p=0.01 and OR=0.38 (0.18 — 0.79). No other
correlations were found. Therefore, it is possible to conclude that cats are being exposed to
Leishmania spp.. Complementary molecular studies will be useful in the future for
differentiating between exposure and active infection in these cats. Additionally, it is expected
that the described data will be helpful in the diagnostic routine of veterinary clinicians and
pathologists, promoting awareness regarding the disease, its pathogenesis and associated
lesions/clinical manifestations, as well as the diagnostic pathways, treatment, and prevention,
due to feline leishmaniasis being an emerging disease worldwide.

Keywords: Feline leishmaniosis. Leishmaniasis. Vector-borne diseases. Indirect
immunofluorescence antibody test (IFAT).
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1 INTRODUCAO

No contexto da salde publica mundial, as leishmanioses estdo entre as doencas
transmitidas por vetores com maior nimero de casos no mundo, atras apenas da malaria e da
filariose linfatica (elefantiase) (PENNISI et al., 2013). A maioria dos casos de leishmanioses,
tanto em humanos quanto em animais, séo observados em regides de vulnerabilidade social,
com condigdes de moradia e saneamento basico precérias (esgotos a céu aberto e auséncia de
manejo de residuos). Dietas pobres, desmatamento e mudancgas nas condi¢cdes ambientais
relacionadas as mudancas climaticas também sdo apontados como fatores de risco para a
infeccdo por Leishmania spp. (WHO, 2023). Apesar de serem consideradas endémicas em 88
paises localizados em quatro continentes (LANGONI, 2016), a maioria dos casos em humanos,
em todas as suas formas — visceral, tegumentar e mucocutanea —, sao registrados nas Américas
(principalmente Brasil, Bolivia e Peru), na Bacia do Mediterraneo, no Norte, Leste e Sudeste
do continente Africano (com a maioria dos casos concentrados na Argélia, Suddo, Etiopia e
Somélia), no Oriente Médio (principalmente Iraque e Iémen) e nas regides Central e Sudeste
da Asia (india, Bangladesh e Nepal) (WHO, 2023). A distribuicdo geografica da doenca é
associada a presenca do vetor invertebrado: principalmente Lutzomyia spp. no Novo Mundo e
Phlebotomus spp. no Velho Mundo (NASCIMENTO et al., 2021).

Atualmente, os estudos a respeito desse grupo de doencas sdo de grande interesse na
perspectiva da saude Unica, devido ao carater zoonotico da maioria delas (DOS SANTOS et al.,
2021), de maneira que dentre as mais de 20 espécies de Leishmania ja identificadas, apenas L.
donovani é exclusivamente antroponética, ou seja, ndo tem parte de seu ciclo em nenhum
hospedeiro ndo humano (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022; WHO,
2023). Dentro dos estudos das leishmanioses ha medicina veterinaria, a leishmaniose canina é
inquestionavelmente a mais estudada, devido ao papel do cdo como principal reservatorio
urbano de L. infantum, o agente causador da leishmaniose visceral em humanos, que também é
responsavel pela maioria dos casos de infeccdo e doenca debilitante grave em animais
domésticos (BRIANTI et al., 2019; PENNISI et al., 2013).

Diferentemente, por muitos anos, os gatos-domésticos foram considerados refratarios a
infeccdo, de maneira que a possivel relevancia da espécie foi negligenciada dentro do ciclo da
doenca em ambientes urbanos endémicos (ABRAMO et al., 2021). Dessa maneira, a infecgcdo
pode passar despercebida e, inclusive, ser subestimada nas populacdes felinas (NAPOLI et al.,
2022). Entretanto, o nimero de relatos de casos envolvendo a espécie felina vem aumentando

em éreas endémicas de todo o mundo, principalmente na América do Sul, sul da Europa, e Asia
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ocidental (PEREIRA; MAIA, 2021), sendo que a maioria dos relatos séo oriundos do continente
europeu, principalmente de paises mediterraneos (88,9%) (GARCIA-TORRES et al., 2022).
Atualmente, entende-se que 0s gatos sdo susceptiveis as mesmas espécies de Leishmania que
cdes e humanos que habitam as mesmas regides geograficas (PENNISI et al., 2013).

Apesar do cdo ser o principal reservatdrio de L. infantum, a maioria dos cdes infectados
ndo exibem sinais clinicos ou apresentam apenas apds longos periodos infectados, e mesmo
assim sdo fontes de infeccao para os flebotomineos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022).
Da mesma maneira, estudos realizados nos ultimos anos demonstram que apesar da doenca
clinica ndo ser tdo comum em gatos quanto em cées, as taxas de infec¢Bes subclinicas séo por
vezes subestimadas, de maneira que os gatos podem agir como hospedeiros ocultos. Sendo
assim, o papel da espécie no ciclo biologico desses patdgenos ainda vem sendo investigado,
considerando a capacidade de manter a infeccdo persistente e a capacidade de infeccdo dos
flebotomineos (PENNISI et al., 2015). Dessa maneira, € provavel que gatos possam representar
uma fonte de infeccéo alternativa (MIGLIAZZO et al., 2014).

A leishmaniose felina causada por L. infantum é considerada uma doenca emergente
(PENNISI; PERSICHETTI, 2018), portanto, o interesse acerca da infec¢éo de gatos domésticos
por Leishmania spp., assim como de outras doencas transmitidas por vetores na espécie vem
crescendo (NAPOLI et al., 2022). A despeito disso, ainda ha escassez no conhecimento a
respeito das caracteristicas clinicas, de resposta imune, da anatomopatologia, manejo e
tratamento de gatos infectados, assim como mecanismos de susceptibilidade ou resisténcia dos
gatos perante a infeccdo quanto em relacdo aos cdes (BRIANTI et al., 2019). Assim, as
informagdes a respeito da leishmaniose felina s&o baseadas no que se sabe a respeito da
leishmaniose em cées, em alguns estudos descritivos e relatos de casos, assim como em
experiéncias pessoais de profissionais renomados de areas endémicas (PENNISI et al., 2015).

No Brasil, a infeccdo por Leishmania spp. em gatos domésticos ja foi descrita em 14
estados, demonstrando acentuada amplitude regional na frequéncia de deteccdo de anticorpos,
com resultados que variam de 0 a 54% (COURA et al., 2018; NASCIMENTO et al., 2021). Na
regido Sul, estudos soroepidemioldgicos foram conduzidos nos estados de Santa Catarina e
Parand, com frequéncia de deteccdo de anticorpos anti-Leishmania spp. de 6,6% e 8,5%,
respectivamente, nos gatos testados (DE MATOS et al., 2018; PEDRASSANI et al., 2019). No
Rio Grande do Sul, apenas um estudo foi realizado em gatos na regido da fronteira com a
Argentina e Uruguai (Uruguaiana e Barra do Quarai) utilizando a PCR de sangue e suabes

conjuntivais para deteccdo de material genético de Leishmania spp., entretanto, nenhuma das



13

amostras foram positivas (PRADELLA et al., 2022). Apesar do estudo, a soroprevaléncia na
espécie felina é desconhecida no estado.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram a confeccdo de uma revisédo de literatura a
respeito da leishmaniose felina, assim como a realizacdo de um inquérito soroepidemioldgico
por meio da reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para determinar se os gatos de uma
regido de transmissdo recente de L. infantum estdo sendo expostos a Leishmania spp. Na
revisao, foram abordados aspectos epidemioldgicos, clinicos, diagnosticos e terapéuticos, a fim
de auxiliar os clinicos, anatomopatologistas e patologistas clinicos que atuam na medicina

felina, por se tratar de uma doenca emergente, apesar de ainda pouco conhecida na espécie.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEISHMANIOSE FELINA

A primeira descri¢do da infec¢do natural por Leishmania sp. em gatos foi na Argélia,
em 1912 (MAIA; NUNES; CAMPINO, 2008). Desde entdo, infeccBes clinicas ou subclinicas
por Leishmania spp. tém sido reportadas por todo o mundo, principalmente em éareas de
circulacdo desses patdgenos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012; PENNISI et al., 2013).
Acredita-se que o numero de relatos de casos de infeccdo por Leishmania spp. e leishmaniose
na espécie felina venham aumentando nos Gltimos anos devido aos avancos da medicina felina,
ao aperfeicoamento das técnicas diagnosticas, assim como pela ampla utilizacdo de coleiras
repelentes em cées nas regides endémicas, fazendo com que, possivelmente, os flebotomineos
diversifiquem mais as espécies em que realizam o repasto sanguineo (ABRAMO et al., 2021;
PENNISI et al., 2015).

A infeccdo por Leishmania spp. €, por vezes, responsavel pelo desenvolvimento de
doencas cronicas graves e fatais, tanto em cdes quanto em gatos. Entretanto, em éareas
endémicas, a maioria dos gatos expostos ao patdégeno nao desenvolvem a doenca clinica,
permanecendo com infecg¢Bes subclinicas e, portanto, agindo como reservatorios silenciosos
(BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Supostamente, gatos podem ter uma importancia
maior como reservatérios em localidades em que a populacdo de gatos de rua €
significativamente maior do que a de cdes (PENNISI et al., 2015). Entretanto, a proporcéo de
gatos infectados € comumente menor do que a de cdes em uma mesma regido geografica
(BRIANTI et al., 2019). A vista disso, conjectura-se que 0s gatos servem como uma espécie de

reservatorio secundario, e que na auséncia de cdes infectados em uma determinada regido
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geogréfica, ndo haveria a manutencdo do agente apenas com a presenca dos gatos (PENNISI et
al., 2015).

A infeccdo ou exposicao as Leishmania spp. ja foi detectada em niveis populacionais
em uma serie de estudos por todo 0 mundo por métodos diretos ou indiretos. As prevaléncias
descritas sdo amplamente variaveis, com valores que vdo desde O a superiores a 70%. Tais
resultados variam de acordo uma série de fatores, como nimero e qualidade das amostras
coletadas, técnicas utilizadas (assim como divergéncias nos valores de cut-off ou gene alvo
escolhido), caracteristicas individuais da populacdo amostral e status endémico da regido
amostral (PEREIRA; MAIA, 2021; PENNISI et al., 2015).

Assim como em humanos, nos quais as taxas de coinfec¢cdo com HIV sdo altas (WHO,
2023), coinfeccdes por FIV, FeLV, Toxoplasma gondii, Candidatus Mycoplasma
haemominutum e Hepatozoon felis, assim como casos de peritonite infecciosa felina (PIF)
concomitante s&o descritos (ABRAMO et al, 2021; MARCONDES et al., 2018; ORTUNO, et
al., 2023). Comorbidades sdo observadas em 50 a 66% dos gatos doentes (GARCIA-TORRES
et al., 2022; PENNISI, 2015; PENNISI; PERSICHETTI, 2018) e a doenca clinica geralmente
estd associada a coinfeccBes por agentes imunossupressores, como FIV (coinfeccdo mais
frequente [37,7% dos casos]), ou com outras condi¢bes imunossupressivas (56,3% dos casos)
(FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020), como cancer (PENNISI et al, 2015), corticoterapia
prolongada, diabetes mellitus, senilidade e prenhez (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).
Entretanto, manifestacdes clinicas também podem ser observadas em gatos sem doencas de
base (BRIANTI et al.,, 2019). Adicionalmente, a amplitude de idade do diagndstico da
leishmaniose em gatos é de 2-21 anos (PENNISI; PERSICHETTI, 2018), sendo que a média
de idade € de 7,9 anos e 77,7% dos gatos infectados tém acesso a rua (GARCIA-TORRES et
al., 2022).

A transmissdo do parasito ocorre por meio da picada do vetor invertebrado, sendo essa
a Unica forma descrita na espécie. Estudos demonstram que gatos podem estar entre as
preferéncias alimentares dos flebotomineos e, experimentalmente, podem inclusive servir de
fonte de infeccdo (PENNISI et al., 2015). Outros meios de transmisséo ndo vetoriais ja descritos
em cées e humanos, principalmente horizontais (transfusdo sanguinea, venérea ou por mordida)

ndo foram comprovados para gatos (PENNISI, 2020).

2.1.1 Interagdo agente e vetor
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O género Leishmania (ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae) é composto
por protozoarios digenéticos, de ciclo dixeno, em que as suas formas amastigotas residem no
citoplasma das células do sistema monocitico-macrofagico (e outras células de origem
mieloide, como neutrofilos) (PENNISI, 2020; TOEPPA; PETERSEN, 2020), do hospedeiro
vertebrado, enquanto suas formas flageladas (promastigotas) residem no trato digestivo dos
vetores invertebrados (flebotomineos) (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022;
DOSTALOVA; VOLF, 2012; PENNISI et al., 2013). As espécies pertencentes ao género sao
agentes etioldgicos de um grupo de doencas conhecidas como leishmanioses nos individuos
susceptiveis, que incluem humanos e animais (DOSTALOVA; VOLF, 2012). Os reservatorios
variam de acordo com cada espécie de Leishmania e localidade geogréfica, englobando animais
domésticos, animais selvagens e humanos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

O ciclo do agente no vetor invertebrado ocorre dentro do trato digestivo, com locais de
multiplicacdo diferentes para os subgéneros Leishmania e Viannia, os dois subgéneros de maior
relevancia nas espécies domésticas e em humanos. O subgénero Leishmania multiplica-se na
porcdo anterior e média do trato digestivo (desenvolvimento suprapil6rico), enquanto no
subgénero Viannia, a multiplicacdo ocorre na porcao posterior (desenvolvimento peripilorico)
(DOSTALOVA; VOLF, 2012; LANGONI, 2018). Para gatos domésticos, sete espécies de
Leishmania ja foram identificadas (PENNISI; PERSICHETTI, 2018), a maioria pertencentes
ao subgénero Leishmania, e apenas uma ao subgénero Viannia, sendo L. infantum aquela com
0 maior numero de relatos, e tendo distribuicdo mundial. No Brasil, outras espécies relatadas
incluem L. amazonensis e L. (V.) braziliensis, a ultima também ja descrita acometendo gatos
na Guiana Francesa. Outras espécies identificadas foram L. venezuelensis na Venezuela, L.
major em Portugal e na Turquia, L. tropica na Asia ocidental e L. mexicana nos Estados Unidos
e Venezuela (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; PEREIRA; MAIA, 2021).

Os vetores invertebrados sdo os flebotomineos (Ordem Diptera, Familia Psychodidae, e
subfamilia Phlebotominae), pequenos insetos com cerca de 1,5 a 2 mm de comprimento,
raramente excedendo 3 mm. No Brasil, sdo conhecidos popularmente como “mosquitos-palha”,
“tatuquira” ou “birigui”, encontrados principalmente em regides tropicais e subtropicais
(BRASIL, 2014; DOSTALOVA; VOLF, 2012). S&o insetos com habitos crepusculares e
noturnos, mais ativos nas estacdes quentes, mas que em diversas localidades da America Latina
podem ser ativos durante o ano todo. Adicionalmente, ndo sdo espécies de voos longos, de
maneira que raramente excedem 1 km de distancia do criatério. Alguns flebotomineos também
sdo transmissores de outros patdgenos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012). Mais de 30
espécies de flebotomineos séo envolvidas na transmissdao das leishmanioses (MONDOLFI et
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al., 2019), sendo que os dois géneros de maior relevancia na transmissao das leishmanioses sao
Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2012). Brumptomyia spp., Micropygomyia spp., Pintomyia spp., e Psathyromyia
spp. também sdo apontadas como vetores (MONDOLFI et al., 2019).

No Brasil, Lu. longipalpis e Lu. cruzi sdo apontadas como vetores no ciclo da
leishmaniose visceral (BRASIL, 2014) e Lu. (Nyssomyia) flaviscutellata, Lu. (Nyssomyia)
whitmani, Lu. umbratilis, Lu. (Nyssomyia) intermedia, Lu. wellcomei e Lu. (Migonemyia)
migonei da leishmaniose tegumentar americana (LTA). O papel de Lu. (Nyssomyia) neivai e
Lu. (Pintomyia) fischeri como possiveis vetores competentes tém sido questionado devido as
espécies serem frequentemente encontradas em ambientes peridomiciliares nas areas de
transmissdo de LTA (BRASIL, 2017). Experimentalmente, Lu. (Nyssomyia) neivai demonstrou
capacidade vetorial na transmissdo de L. braziliensis (LAVITSCHKA, 2017). A capacidade
vetorial das espécies de flebotomineos estd diretamente associada a habilidade das formas
promastigotas de Leishmania spp. de se ligarem a receptores especificos em seu trato
gastrointestinal (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012).

Ao realizarem o repasto sanguineo em hospedeiros infectados, as fémeas dos
flebotomineos ingerem sangue com macréfagos contendo as formas amastigotas do parasito.
Amastigotas sdo formas redondas a ovaladas, com 2,5 a 5 um de comprimento e 1,2 a 2 um de
largura. Na microscopia, ao serem corados com corantes de rotina, possuem um nucleo
basofilico e uma estrutura em formato de bastdo que cora mais intensamente (quinetoplasto)
(BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2012), uma massa condensada de DNA mitocondrial,
diretamente conectada ao corpo basal, de onde o flagelo se estende quando ocorre a
diferenciacdo nas formas flageladas. Na amastigota, o flagelo é rudimentar e envolvido pela
bolsa flagelar (SUNTER; GULL, 2017). Essas formas se multiplicam por fissdo binaria até
romperem o macréfago e entdo infectarem novas células (BANETH; SOLANO-GALLEGO,
2012).

Dentro do trato digestivo do vetor, sob a influéncia de fatores como a diferencga de
temperatura e pH, as formas amastigotas sofrem mudancas em sua morfologia, transformando-
se em promastigotas prociclicas, formas flageladas, mas com baixa motilidade, que iniciam a
replicacédo. Essas formas sdo separadas do trato digestivo do vetor por uma estrutura chamada
matriz peritrofica que envolve o sangue obtido no repasto sanguineo. Apos 48-72 horas, as
promastigotas prociclicas tornam-se nectomonas, que por terem flagelos bem desenvolvidos,
sdo altamente moveis. As promastigotas nectomonas entdo rompem a matriz peritréfica e

adentram a por¢do media do trato digestivo do flebotomineo, onde se aderem para evitar que
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sejam eliminadas pela defecagdo juntamente ao contetdo do repasto. Posteriormente, migram
para a por¢éo anterior do trato digestivo, onde se diferenciam em leptomonas, que iniciam um
novo ciclo de replicacdo. Por fim, as leptomonas migram e colonizam a valva estomodeal e se
diferenciam em promastigotas metaciclicas (metaciclogénese), a forma infectante, a qual é
inoculada no hospedeiro vertebrado (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022;
DOSTALOVA; VOLF, 2012; SUNTER; GULL, 2017).

2.1.2 A resposta imune

A relacdo entre a resposta imune e desenvolvimento de sinais clinicos ainda nao é bem
elucidada na espécie felina, mas diferencas espécie-especificas nas respostas imunes inata e
adaptativa podem ser responsaveis pela menor prevaléncia da infeccdo por Leishmania spp. e
leishmaniose na espécie quando em comparagdo aos cdes (FERNANDEZ-GALLEGO et al.,
2020). Se o0 hospedeiro ira resistir ou sucumbir a infeccdo depende de uma série de fatores como
dose do indculo e viruléncia do parasito (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Entretanto,
a habilidade de arquitetar uma resposta imune adequada ou inadequada é o fator mais
importante no desenvolvimento da doenga clinica ou no controle da infec¢do por Leishmania
spp. em todas as espécies susceptiveis, sendo que as células T, por meio da expressdo de
citocinas, ttm um papel fundamental no processo de destruicdo dos parasitos pelos macrofagos
(PRIOLO et al., 2019). Apesar do padrdo da resposta imunoldgica em relacdo a severidade da
doenca ainda ndo ser completamente compreendido na espécie felina, gatos expostos a L.
infantum montam uma resposta imune celular protetiva que nao é proporcional a producéo de
anticorpos, assim como ocorre nas outras espécies (PENNISI, 2020).

Os neutrdfilos sdo a primeira linha de defesa frente a infeccdo por Leishmania spp., com
papel importante na resposta imune inata, de maneira que apos a inoculacdo, essas células
podem destruir os parasitos por meio da fagocitose e “burst” oxidativo, assim como recrutar e
ativar macrofagos por meio da expressao de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interferon-
gama (IFN-y). Apesar dessa importancia inicial dos neutréfilos, os macrofagos sdo os principais
hospedeiros de Leishmania spp. no organismo do hospedeiro susceptivel (TOEPPA,;
PETERSEN, 2020). Ao serem inoculadas por meio do repasto sanguineo no hospedeiro
susceptivel, as formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas pelos macrofagos teciduais
residentes na pele, transformam-se em amastigotas e se multiplicam no interior de vacutolos
parasitoforos no citoplasma dessas células. Em seguida, os macrofagos infectados migram para

os linfonodos regionais e a partir dai sdo disseminados sistemicamente, principalmente para o
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baco e medula 6ssea. Apos um periodo de incubacdo, macréfagos teciduais parasitados ficam
disponiveis na pele e o individuo torna-se fonte de infeccdo para flebotomineos (BANETH,;
SOLANO-GALLEGO, 2022).

Em cdes, espécie em que a resposta imune é bem conhecida, os macrofagos e células
dendriticas apresentam antigenos de Leishmania spp. para as células T CD4+, que modulardo
aresposta imune. Se a resposta imune predominante for por células T auxiliares do tipo 1 (Th1),
baseada na producéo de IFN-y, TNF-a ¢ interleucina-2 (IL-2), os macrofagos serdo ativados em
células efetoras, permitindo a producéo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS)
e, consequentemente, as formas amastigotas serdo destruidas dentro dos vacuolos parasitoforos
e a infeccdo serd debelada (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Entretanto, o protozoério
é capaz de inibir a formacdo de ROS e, consequentemente, sua destrui¢do. O reconhecimento
do parasito por meio de receptores especificos, como receptores do tipo Toll (TLR)
(expressados na superficie de macrdfagos, células dendriticas e mondcitos) e outros receptores
de padrdo molecular associado a patdégenos (PAMPs) sinaliza para vias que regulam
negativamente a producdo de IL-12, citocina necessaria para o desenvolvimento de uma
resposta de Thl CD4+ efetiva, com expressdo de TNF-a e IFN-y, além de IL-2, que induzird a
proliferacdo de mais Thl CD4+. Essa sequéncia de eventos é contrariada pela producdo de
antioxidantes (superdéxido dismutase) pelo parasito, que ameniza a destruicdo intracelular e
promove o seu crescimento, assim como pela reducdo na transcricdo de TLR ao longo do curso
da doenca (TOEPPA; PETERSEN, 2020).

Se a resposta arquitetada for predominantemente Th2, a producéo de I1L-4, IL-10, I1L-13
e fator de crescimento transformador beta (TGF-B) diminui a resposta imune celular ao passo
em que aumenta a producdo de anticorpos, permitindo a susceptibilidade a infeccdo e a
progressdo da doenga com a disseminacgéo de L. infantum (PRIOLO et al., 2019). Conforme a
doenca progride, a resposta, que antes era baseada em células T, se transforma em uma resposta
regulatdria, com expressdo de citocinas regulatérias como IL-10, que diminui a producéo de
células T CD4+, desregulando o equilibrio entre a resposta protetiva e o desenvolvimento da
doenca clinica. Essa troca da resposta se deve a expresséo de citocinas (principalmente IL-10)
e exposicao prolongada ao antigeno, que leva a exaustdo de células T (aumento da expressao
de proteina da morte celular programada-1 [PD-1]), reduzindo a secrecdo de INF-y e
proliferacéo de linfocitos (TOEPPA; PETERSEN, 2020).

Com a diminuicdo da producdo de células T CD4+, ocorre a predominancia de uma
resposta imune humoral pela diferenciacdo de linfocitos B em plasmadcitos, permitindo a

sobrevivéncia e replicagdo do agente. A superproducéo de 1gG faz com que essas moléculas de
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imunoglobulinas se liguem a antigenos de Leishmania spp., de maneira que esses
imunocomplexos se depositam nos tecidos e induzem a producdo de IL-10 (BANETH;
SOLANO-GALLEGO, 2022; TOEPPA; PETERSEN, 2020). Nas infec¢des subclinicas em
cdes, também ha um aumento na proliferacdo de células T citotoxicas CD8+, que levardo a
destruicdo dos macréfagos parasitados por Leishmania spp. (TOEPPA; PETERSEN, 2020).

Em gatos, poucos estudos j& foram realizados para uma melhor compreensdo da resposta
imune. Em uma area endémica, ap0s estimulo com antigenos de L. infantum, Priolo et al. (2019)
demonstraram que gatos que habitavam areas endémicas produziram IFN-y. Em caes, a
producdo dessa citocina € associada as formas mais brandas da doenca e a ndo producéo a
doenga severa (PRIOLO et al., 2019). Em outro estudo realizado pelo mesmo autor, foi
detectada uma frequéncia de anticorpos de 24,3% em gatos e 27,1% em cées e, nessa mesma
populacdo, 20% dos cées e 16% dos gatos produziram IFN-y ap0os estimulagdo com antigenos
de L. infantum, mas a concentracdo média do IFN-y produzido pelos cdes foi até quatro vezes
maior que em gatos. Todos o0s caes e gatos que produziram IFN-y ndo apresentavam parasitemia
e a titulacdo de anticorpos era zero ou baixa, enquanto os pacientes com alta carga parasitaria e
titulacdo de anticorpos nao produziram apos a estimulacdo, indicando que na espécie felina
também possa haver um predominio da resposta imune humoral quando a infecgdo é bem-
sucedida (PRIOLO et al., 2022).

2.1.3 Sinais clinicos

A leishmaniose felina geralmente se manifesta principalmente sob a forma de uma
doenca cutanea, ndo pruriginosa, por vezes com envolvimento visceral, que acomete gatos de
todas as idades, sem predilecdo por sexo (MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016; PENNISI
et al., 2013). A maioria dos gatos que desenvolvem a doenga possuem outra condigdo
debilitante de base, como infeccdo pelo FIV ou FeLV, carcinomas de células escamosas (CCE)
cutaneo, diabetes mellitus, pénfigo folidceo, demodicose, estdo sob corticoterapia prolongada
ou terapia com outros farmacos imunossupressores (PIMENTA et al.,, 2015). Sinais
dermatoldgicos sdo observados em 69,8% a 75% dos gatos doentes (FERNANDEZ-
GALLEGO et al., 2020; GARCIA-TORRES et al., 2022; PEREIRA; MAIA, 2021), sendo que
31,3% a 62,1% desses gatos apresentam manifestacfes exclusivamente dermatoldgicas, ao
passo que 37,9% apresentam sinais sistémicos concomitantemente (ABRAMO et al., 2021;
FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; GARCIA-TORRES et al., 2022; PENNISI, 2015).
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A forma visceral ocorre quando ha o envolvimento de outros tecidos e drgéos além da
pele, como medula dssea, baco, linfonodos, figado, rins e olhos (PIMENTA et al., 2015).
Linfadenomegalia, acometimento oftalmoldgico e de cavidade nasal sdo as anormalidades
sistémicas mais frequentemente associadas a infeccdo por Leishmania spp. na espécie felina
(ABRAMO et al., 2021; FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; GARCIA-TORRES et al.,
2022; PENNISI, 2015). Gengivoestomatite cronica ou Ulceras/nddulos na mucosa oral, assim
como em junc¢des mucocutaneas, também séo frequentemente relatados (PENNISI, 2015).

Pela leishmaniose felina ndo ser uma doenca muito conhecida, as dermatites causadas
pela infeccdo por Leishmania spp. podem passar despercebidas, sem uma suspeita diagndstica
e, portanto, necessitam de uma investigacdo completa (NAVARRO et al., 2010). Dentre as
lesbes dermatologicas, dermatites nodulares ou papulares, com nodulos/papulas geralmente
alopécicos, intactos, ulcerados ou crostosos, frequentemente pequenos, ndo pruriginosos e ndo
dolorosos, variavelmente macios, Unicos ou multiplos, sdo observadas em 38% a 72,7% dos
gatos com infecgOes cutaneas (ABRAMO et al., 2021; MAULDIN; PENNISI et al., 2015;
PETERS-KENNEDY, 2016; PEREIRA; MAIA, 2021). Dermatites ulcerativas/erosivas
ocorrem em 21% a 36,4% dos casos, sendo que as Ulceras podem ser multifocais ou focais,
superficiais ou profundas, e comumente complicadas por infec¢Ges bacterianas, de maneira que
pode haver crostas hematicas ou acimulo de material purulento na superficie (ABRAMO et al.,
2021; PENNISI et al., 2015).

As dermatites descamativas/crostosas ndo sao a manifestacdo mais comum em gatos
(21% dos casos), em 0posi¢do ao gque € observado nos cées, haja vista que essa é a manifestacao
cutadnea mais comum na espécie. As lesbes cutaneas sob a forma de alopecia sdo ainda menos
frequentemente reportadas, ocorrendo em cerca de 12% dos casos. Outros sinais
dermatolégicos menos comumente descritos sdo onicogrifose, cistos hemorragicos,
despigmentacdo, prurido, papulas/pustulas, hiperqueratose dos coxins e ma condicdo da
cobertura pilosa (ABRAMO et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2021; HEADLEY et al., 2019;
NAPOLLI et al., 2022; PENNISI et al., 2013; PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA, 2021).
Esses sinais incomuns geralmente sdo associados a outras doencas cutdneas concomitantes,
como demodicose, dermatite alérgica a picada de pulga, pénfigo folidceo ou cancer de pele,
basicamente CCE (PENNISI et al., 2015). LesGes verrucosas vegetantes também ja foram
descritas (MONDOLFI et al., 2019).

Em relacéo a distribuicdo das lesGes dermatologicas, 55,5% a 90,9% ocorrem na cabeca,
principalmente na regido auricular, nasal (espelho, ponte e plano nasal, assim como a transi¢ao

mucocutanea das narinas), labial (incluindo filtro) e palpebral. Lesdes nos membros séo
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observadas em 22,2% a 30,3% dos casos, geralmente na porcdo distal, regido interdigital e
coxins (ABRAMO et al., 2021; MONDOLFI et al., 2019; PENNISI, 2015; PENNISI et al.,
2015; RIVAS et al., 2018; RUFENACHT et al., 2005; TRAINOR et al., 2010; VIDES et al.,
2011). Mais comumente, lesGes sob a forma de nddulos afetam apenas a face, a face e as
extremidades e/ou os coxins e as ulceracfes acometem o plano nasal, porcdo distal dos
membros, regiGes perioculares e areas de apoio, ou sdo generalizadas. A dermatite esfoliativa
geralmente é generalizada (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020). Também séo descritas
lesGes acometendo a cauda, dorso, pescoco, regides interescapular e abdominal, entretanto, ndo
sdo locais frequentes (ABRAMO et al., 2021). Os sinais cutdneos podem se manifestar
concomitantemente as lesdes mucocutaneas (PENNISI et al., 2015).

Figura 1 — Dermatites nodulares e ulcerativas em gatos infectados por Leishmania sp.

Fonte: A, C e D — Dr. Robério Gomes Olinda; B — Dr. Rafael Almeida Fighera.

Na forma cutanea nodular, os principais diagnésticos diferenciais incluem: sarcoide
felino, mastocitoma, fibrossarcoma, tumores de células basais, carcinoma bowenoide, linfoma,

criptococose, esporotricose, histoplasmose, micobacterioses, granuloma nodular estéril e
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granuloma eosinofilico (PENNISI et al., 2015; TRAINOR et al., 2010). Quando os nodulos
acometem as pélpebras, cistadenomas apocrinos, melanoma e xantoma também devem ser
incluidos nos diferenciais (PEREIRA et al., 2019). Na forma ulcerativa, CCE, esporotricose,
ulcera indolente, dermatite ulcerativa idiopatica, dermatite por picada de mosquito,
micobacteriose atipica, lepra felina, vasculite cutanea e eritema multiforme também devem ser
considerados diferenciais. Por fim, nos casos de dermatite esfoliativa/crostosa, deve-se
descartar dermatofitose, pénfigo folidceo, dermatite herpética, IUpus eritematoso, dermatite
esfoliativa associada ao timoma, complexo adenite sebacea/foliculite mural e alopecia
paraneoplasica (PENNISI et al., 2015; RUFENACHT et al., 2005; TRAINOR et al., 2010).

Acometimento oftalmoldgico ocorre em 30% a 37,5% dos casos. Nesses casos, a leséo
mais comumente associada a infeccdo por Leishmania spp. em gatos € a uveite, unilateral ou
bilateral. Conjuntivite (proliferativa ou nao) e blefarite (nodular, ulcerativa, crostosa ou
alopécica) também sdo comuns e frequentemente associadas a quemose. Outras alteracGes
descritas sdo opacidade e edema de cornea, panuveite, uveite e iridociclite pseudotumorais,
glaucoma, Ulcera de cornea, incluindo “UGlceras em melting” com perfuracédo total da cornea e
coriorretinite com ou sem exoftalmia. Frequentemente, muitos desses sinais ocorrem
concomitantemente (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; FERNANDEZ-GALLEGO et
al., 2020; GARCIA-TORRES et al., 2022; NAPOLI et al., 2022; PENNISI et al., 2013;
PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA, 2021; PIMENTA et al., 2015). Clinicamente, gatos
com essas lesbes costumam apresentar epifora, fotofobia, blefaroespasmo, hiperemia
conjuntival e descarga ocular serosa, mucosa ou mucopurulenta (MADRUGA et al., 2018;
PIMENTA et al, 2015; VIDES et al., 2011). Na presenca de uveite, deve-se descartar outras
causas infecciosas, como FIV, FeLV, coronavirus felino (FCoV) associado a PIF, T. gondii,
Bartonella spp., doencas fngicas, neoplasicas ou sindrome paraneoplasica, assim como uveites
idiopaticas (PENNISI et al., 2015).

Manifestagdes orais também séo frequentemente associadas a infec¢éo por Leishmania
spp. em gatos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; PENNISI et al., 2013), geralmente sob
a forma de gengivoestomatites crénicas (25% dos casos), estomatites proliferativas, nodulares
ou ulcerativas (18,8% a 21% dos casos) focais, multifocais ou difusas e/ou glossites (4% a
12,5% dos casos) (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; MESTRINHO; TRAVANCINHA;
SOBRAL, 2022; MIGLIAZZO et al., 2014; PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA, 2021,
VIDES et al., 2011). Essas les6es podem ser dolorosas e facilmente sangrantes & manipulag&o.
Adicionalmente, gatos com lesdes de cavidade oral podem apresentar halitose e disfagia
(MESTRINHO; TRAVANCINHA; SOBRAL, 2022). Quando h& envolvimento oral, o
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principal diagndstico diferencial é o complexo gengivoestomatite cronica felina (PENNISI et
al., 2015).

Sinais respiratdrios crénicos como esforgo respiratorio, estertores de trato respiratdrio
superior, espirros, descarga nasal unilateral ou bilateral, sibilos, dispneia e taquipneia sdo
observados em 12,7% dos casos (GARCIA-TORRES et al., 2022; PENNISI et al., 2013;
PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA, 2021; VIDES et al., 2011). Também pode haver
aumento de volume difuso da regido nasal. Esses sinais clinicos podem estar associados a rinites
granulomatosas induzidas pela infeccdo por Leishmania spp. (ALTUZARRA et al., 2018;
ARENALES et al., 2018; BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; LEAL et al.,, 2018;
MIGLIAZZO et al., 2014). Nesses casos, linfoma, adenocarcinoma, osteossarcoma,
fibrossarcoma, sarcoma histiocitico, plasmocitoma e hamartomas vasculares de cavidade nasal
devem ser levados em consideracdo como diagnosticos diferenciais, além de rinites
granulomatosas por outros agentes como Cryptococcus spp., Sporothrix spp., Aspergillus spp.
e Nocardia spp. (ALTUZARRA et al., 2018; ARENALES et al., 2018).

Alteraces sistémicas podem ser observadas em 55,5% a 70,4% dos gatos (GARCIA-
TORRES et al., 2022; VIDES et al., 2011). O aumento dos linfonodos é um dos sinais clinicos
ndo cutaneos mais frequentemente relatados (ABRAMO et al., 2021; PENNISI et al., 2013;
PENNISI et al., 2015), descrito em 27% a 52,6% dos casos (PEREIRA; MAIA, 2021; VIDES
et al., 2011). A linfadenomegalia pode ser em um Unico linfonodo ou multicéntrica. Quando o
unico sinal observado é linfadenomegalia, tanto solitaria quanto generalizada, os principais
diagnosticos diferenciais sdo linfoma, metastases de leucemia ou de outras neoplasias, infeccédo
pelo FIV, PIF, bartonelose, micobacteriose, toxoplasmose, criptococose ou outras micoses
sisttmicas (PENNISI et al., 2015).

Outros sinais sistémicos inespecifico como desidratacdo (presente em 52,6% dos casos),
letargia (25% dos casos), perda de peso (21% a 36,8% dos casos), anorexia ou inapeténcia (21%
dos casos) sdo frequentes (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; PENNISI et al., 2013;
PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA, 2021; VIDES et al., 2011). Adicionalmente, pode
haver hipertermia em 12% dos casos, palidez de mucosa em 10%, hepatomegalia em 4% a
12,5%, esplenomegalia em 4 a 6,3%, nefromegalia em 6,3%, ictericia e vomitos em 4%,
diarreia, atrofia muscular e distenséo abdominal em 2% dos casos (FERNANDEZ-GALLEGO
et al., 2020; PENNISI, 2015; PEREIRA; MAIA, 2021). Diarreia cronica pode estar associada
a doenca renal crénica (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022) ou, incomum & raramente, a

sindrome da ma absor¢do (PENNISI, 2015) ou gastroenterite granulomatosa induzida por
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Leishmania spp. (TABAR et al., 2022). Esporadicamente, pode haver caquexia, hipotermia,
poliuria e polidipsia, porém, sdo incomuns (PENNISI et al., 2013; PENNISI et al., 2015).

Alguns sinais clinicos por vezes considerados inespecificos como polidria e polidipsia,
vomitos e desidratacdo podem estar relacionados a doenca renal crénica que em alguns casos
pode ser desenvolvida decorrente de uma glomerulonefrite por imunocomplexos secundaria a
infeccdo por Leishmania spp. em gatos (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; PENNISI et
al.,, 2013; PENNISI, 2015). Além de azotemia e anormalidades na urinalise, uma
hipoalbuminemia pode ser detectada nos exames bioquimicos nesses casos, tendo em vista que
a insuficiéncia glomerular pode levar a proteinaria. Ademais, a resposta inflamatéria em si
também diminui a producdo de albumina pelo figado (BANETH; SOLANO-GALLEGO;
2022). Outros sinais incomuns a raros ja descritos sdo ataxia, sangramento vaginal (PEREIRA,;
MAIA, 2021), abortos (PENNISI et al., 2013; PENNISI et al., 2015), edema de face associado
a paniculite granulomatosa (MATRALIS et al., 2023) e secrecdo e aumento de volume da
glandula mamaéria secundéaria a mastite granulomatosa responsiva ao antimoniato de meglumina
(PEREIRA et al., 2019).

2.1.4 Diagnostico

O diagndstico da leishmaniose felina pode ser desafiador, principalmente em areas
indenes (PIMENTA et al., 2015), entretanto, algumas questdes sdo essenciais para que se
suspeite de leishmaniose em gatos-domésticos. Uma anamnese completa deve levar em
consideracao a localizacdo geografica em que o paciente habita, a endemicidade, o historico de
viagens em regides ndo endémicas, o risco de exposicao aos flebotomineos, o possivel uso de
repelentes e o convivio com cées ou outros animais domésticos (GARCIA-TORRES et al. 2022;
NASCIMENTO et al.,, 2021). Além disso, o gato deve apresentar sinais clinicos e
anormalidades clinicopatolégicas consistentes (GARCIA-TORRES et al. 2022).

A confirmacéo da suspeita pode ser feita por meio de técnicas diretas, como citologia,
histopatologia, imuno-histoquimica (IHQ), cultura e reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando para isso amostras de pele, conjuntiva, linfonodos, bago, sangue e medula dssea
(PENNISI et al., 2013; PEREIRA; MAIA, 2021; PIMENTA et al., 2015). O humor aquoso
também pode ser utilizado quando héa lesdes oculares (MADRUGA et al., 2018). Métodos de
deteccdo de anticorpos também podem ser utilizados, como a rea¢do de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e 0 ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Menos comumente, 0 western
blotting e a aglutinacdo direta e indireta também sdo utilizados (PEREIRA; MAIA, 2021).
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Frequentemente, multiplas técnicas sdo utilizadas concomitantemente para o diagndstico
definitivo (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022).

O exame citoldgico ¢é utilizado como primeira linha no diagndstico em 44,4% dos casos
(GARCIA-TORRES et al., 2022), devido a eficacia, simplicidade de execucao e baixo custo do
exame, de maneira que as formas amastigotas de Leishmania spp. séo visualizadas em 93,9%
dos casos (ABRAMO et al., 2021). Para isso, pode-se utilizar da pungao por agulha fina (PAF),
aspirativa (PAAF) ou ndo aspirativa, impressdo ou raspagem das lesdes cutaneas e conjuntivais,
ou PAF de outros oOrgaos acometidos, como linfonodos, medula dssea, baco e figado
(FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; PEREIRA; MAIA, 2021). A bidpsia pode ser guiada
pelo ultrassom no caso de PAF de 6rgdos abdominais parenquimatosos (NAPOLI et al., 2022).
Geralmente, as laminas preparadas a partir das amostras obtidas sdo coradas pelo Giemsa ou
outros kits de corantes rapidos de rotina (panéticos) que permitam a visualizacdo dos
amastigotas sob microscopia de luz (NASCIMENTO et al., 2021; PENNISI, 2020). Na maioria
dos casos em que ndo € possivel visualizar o parasito na citologia, sdo utilizados a
histopatologia, com ou sem a realizacdo da técnica de IHQ, e/ou a PCR convencional ou
quantitativa em tempo real (QPCR) de amostras teciduais variadas (ABRAMO et al., 2021).

Assim como em cdes, amostras de bidpsia de lesbes cutdneas ou mucocutaneas,
linfonodos e medula 6ssea de gatos sintomaticos geralmente apresentam alta carga parasitaria
na histopatologia, IHQ e gPCR (PENNISI; PERSICHETT]I, 2018). O exame histopatoldgico é
utilizado em 31,7% dos casos, geralmente com o intuito de confirmar os achados citol6gicos
(FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; GARCIA-TORRES et al., 2022). Apos a fixacdo dos
espécimes de bidpsia no formol tamponado a 10%, as amostras sdo processadas e embebidas
em parafina para posterior emblocamento. Para a confec¢do das laminas séo seccionadas fitas
de 2-4 um a partir dos blocos de parafinas utilizando um micrétomo rotativo e, por fim, esses
fragmentos sdo corados por meio da técnica de rotina de hematoxilina e eosina (HE). Na
microscopia de luz, além do infiltrado inflamatdrio associado ao agente, 0s amastigotas também
podem ser visualizados (NASCIMENTO et al., 2021; NAVARRO et al., 2010). O diagnostico
definitivo nesses casos pode ser confirmado por meio da IHQ, que evidencia os amastigotas
nos tecidos por meio da utilizacdo de anticorpos monoclonais ou soro hiperimune heter6logo
de cdo ou coelho como anticorpo priméario (PENNISI; PERSICHETTI, 2018), sendo util
principalmente em amostras contendo poucas formas parasitarias visiveis (NASCIMENTO et
al., 2021).

Adicionalmente, como métodos diretos (parasitologicos) ha relatos da utilizagdo da

cultura parasitologica, em que fragmentos das lesdes ou de amostras de linfonodos e medula
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Ossea sdo cultivados em meio bifasico Novy-MacNeal-Nicolle (NNN), com o intuito de
demonstrar formas promastigotas. Entretanto, essa técnica ndo é muito utilizada rotineiramente
no diagnostico por ser pouco sensivel e devido ao crescimento lento (NASCIMENTO et al.,
2021). Mais comumente, os métodos moleculares sdo utilizados para confirmacdo do
diagndstico parasitologico. Esses métodos incluem principalmente as diferentes técnicas de
PCR, sendo a convencional e a gPCR as mais utilizadas. Utilizando a PCR, o material genético
do parasito pode ser amplificado a partir de amostras de pele, linfonodos, baco, sangue e medula
0ssea (PEREIRA; MAIA, 2021). Os principais alvos para isso incluem o gene da glicose-6-
fosfato-desidrogenase (G6PD), o DNA ribossémico (rDNA) e, especialmente, o DNA do
quinetoplasto (kDNA) (NASCIMENTO et al., 2021). Apesar de amplamente utilizada, a
positividade na PCR é menor na espécie felina em comparacdo com os cées, portanto, ndo deve
ser utilizada como unico método diagndstico (PENNISI et al., 2015).

A sorologia é utilizada como método diagndstico em 76,2% dos casos (GARCIA-
TORRES et al., 2022). As técnicas mais utilizadas na rotina sdo a RIFI e o ELISA, sendo a
RIFI mais sensivel na detec¢do das formas subclinicas e infeccBes recentes e o ELISA altamente
sensivel na deteccdo de anticorpos em pacientes clinicamente doentes (NASCIMENTO et al.,
2021; PENNISI; PERSICHETTI, 2018). A frequéncia de deteccdo de anticorpos pelo ELISA
frequentemente é mais alta do que pela RIFI e os resultados podem ser influenciados por alguns
fatores envolvendo a metodologia adotada, como o antigeno utilizado no teste (NASCIMENTO
etal., 2021).

Os resultados de sorologia sdo altamente variaveis por ndo existir uma padronizacao
para a espécie, tanto em relacdo as diluicBes quanto aos pontos de corte utilizados. Por exemplo,
os valores de cut-off para RIFI variam de 1:2 a 1:100 nas publicacgdes, por isso, os resultados
de estudos sorologicos podem nem sempre equiparaveis. Da mesma maneira, sabe-se que
guando as amostras de soro sdo pouco diluidas, ha chance de ocorrerem reacdes cruzadas
(principalmente entre as espécies de Leishmania e Trypanosoma) (PENNISI, 2015). Por isso,
0 LeishVet, uma associacdo cientifica de pesquisadores da leishmaniose na medicina
veterinaria, preconiza o uso de um valor de cut-off de 1:80 na RIFI, baseado em controles
positivos e negativos (PENNISI, 2015; PENNISI et al., 2015; PENNISI; PERSICHETTI,
2018). E recomendado que o resultado da sorologia seja associado as técnicas de diagnostico
diretas, visto que dependendo do momento da coleta, o resultado pode ser falso-negativo, com

a auséncia de anticorpos ou titulacdo abaixo do ponto de corte (PFIMENTA et al., 2015).
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2.1.4.1 Anormalidades clinicopatoldgicas

Assim como nos cédes, anemia e hiperproteinemia por hipergamaglobulinemia séo
achados frequentes na leishmaniose felina (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022; NAPOLI
et al., 2022), assim como resultados laboratoriais associados a insuficiéncia renal, como
proteindria e azotemia (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Os achados mais frequentes
divergem nos trabalhos, de maneira que Pennisi et al. (2015) e Pennisi (2015) descrevem a
anemia normocitica normocrémica como anormalidade mais comumente observada. Apesar de
ndo ser a alteracdo mais comum em outras descri¢fes, a anemia ndo regenerativa € um dos
achados mais consistentes da doenga, de maneira que Fernandez-Gallego et al. (2020)
observaram anemia normocitica normocrémica em 37,5% dos casos e Garcia-Torres et al.
(2022) e Pereira e Maia (2021) descreveram anemia (geralmente normocitica normocrémica)
em 33,3% e 31% dos casos, respectivamente.

Quando h& suspeita de leishmaniose felina, o proteinograma, realizado através da
eletroforese das proteinas, € um dos exames mais importantes no diagnostico (URBANI et al.,
2020), visto que a hiperproteinemia é descrita por muitos autores como a anormalidade
clinicopatoldgica mais frequente, geralmente associada a hiperglobulinemia (BANETH;
SOLANO-GALLEGO, 2022; FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; GARCIA-TORRES et
al.,, 2022; PEREIRA; MAIA 2021). A frequéncia da hiperproteinemia varia de 36%
(FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; PEREIRA; MAIA, 2021) a 46,3% (GARCIA-
TORRES et al., 2022), com hiperglobulinemia descrita em 31% dos casos (PEREIRA; MAIA,
2021), sendo a hipergamaglobulinemia responsavel por esse aumento em 71% (GARCIA-
TORRES et al., 2022) a 84% (PEREIRA; MAIA, 2021) dos casos. Pennisi (2015) também
descreve a hipergamaglobulinemia como um dos dois achados mais frequentes na leishmaniose
felina. Essa gamopatia € policlonal em 85,7% a 100% dos casos, semelhante ao que € observado
em cdes (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; SAVIOLI et al., 2021), mas com descri¢des
pontuais de gamopatia monoclonal (MESTRINHO; TRAVANCINHA; SOBRAL, 2022). Uma
diminuicdo da relagdo albumina:globulina também ¢ descrita (URBANI et al., 2020).

Assim como em cdes, em que a hiperglobulinemia e gamopatia s&o observados na
maioria dos casos (PENNISI et al., 2013), a leishmaniose felina sempre deve ser levada em
consideracdo quando h& hipergamaglobulinemia (NAPOLI et al., 2022). Alguns autores
inclusive consideram esse achado como um marcador de leishmaniose na espécie (PEREIRA;
MAIA, 2021). Entretanto, essa gamopatia geralmente é mais sutil do que em cées, devido a

menor producgéo de anticorpos dos gatos frente ao agente (MARCOS et al., 2009). Além disso,
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deve-se levar em consideracdo que os resultados de exames podem ser influenciados por
enfermidades concomitantes. Hiperglobulinemia com gamopatia também pode ser observada
em infeccBes virais cronicas, principalmente na PIF, assim como em bacterioses ou micoses
sistémicas, complexo gengivoestomatite cronica felina, doenca inflamatoria intestinal e
neoplasias como linfoma ou mieloma multiplo (PENNISI et al., 2015).

Outros achados também descritos incluem proteindria em 15,2% a 25% dos casos,
azotemia (14,9% a 21%), hipoalbuminemia (6,3% a 19,1%), neutrofilia (12,5% a 19%),
aumento de a-2-globulina (18,8%), trombocitopenia (16,6% a 17%), hiperproteinemia(5% a
12,5%), hiperbilirrubinemia (5% a 12,5%), leucocitose (10%), leucopenia (10%), neutropenia
(3% a 8,3%), hiperglicemia (6,3% a 8%), eosinofilia (6,25% a 7%), hipofosfatemia (3% a
6,3%), hiperfosfatemia (3% a 6,3%), elevacao dos niveis de ALT (3% a 6,3%) e de CK (3% a
6,3%), bilirrubinuria (4%), glicosuria (4%), elevacédo dos niveis de AST (3%) e linfopenia (2%)
e monocitose (2%) (GARCIA-TORRES et al., 2022; FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020;
PEREIRA; MAIA, 2021). Pancitopenia pode ser vista incomumente (GARCIA-TORRES et
al., 2022; MARCOS et al., 2009; PENNISI, 2015).

2.1.4.2 Achados citol6gicos e anatomopatoldgicos

Em gatos, as informacdes disponiveis na literatura relacionadas aos achados
histopatolégicos da leishmaniose sdo escassas quando em compara¢do ao que se sabe das lesdes
induzidas por Leishmania spp. em cdes, sendo baseadas principalmente em relatos de casos
esporadicos com a descricdo histopatologica das lesdes encontradas. Apenas um estudo
descritivo voltado aos achados histopatologicos de uma série de casos foi realizado até hoje por
Navarro et al. (2010). Histologicamente, na maioria das vezes, as lesbes encontradas na espécie
felina consistem em dermatites granulomatosas nodulares a difusas com numerosas formas
amastigotas intra-histiociticas e variavel quantidade de linfocitos e plasmdcitos (figura 2 A)
(MAULDIN; PETERS-KENNEDY, 2016). Frequentemente também ha acantose,
hiperqueratose, necrose e ulceracdo da epiderme (NAVARRO et al. 2010; PENNISI et al.,
2015; RIVAS et al., 2018; TRAINOR et al., 2010). Entretanto, outros padrdes inflamatérios ja
foram descritos. Na citologia, as lesdes geralmente sdo compostas por um denso acumulo de
macrofagos contendo numerosas formas amastigotas, as quais caracterizam-se como estruturas
intracitoplasmaticas arredondadas, com 2-4 pm de diametro, com nucleo evidente e
perpendicular a uma estrutura em formato de bastédo (quinetoplasto) (HEADLEY et al., 2019;
MIGLIAZZO et al., 2014; RIVAS et al., 2018).
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Navarro et al. (2010) descreve lesdes oculares (conjuntivite, blefarite e ceratite),
cuténeas e mucocutaneas compostas principalmente por um infiltrado granulomatoso difuso.
Os anexos cutaneos podem ser circundados pelo mesmo infiltrado inflamatorio. Esse infiltrado
perianexial, assim como perivascular, também ja foi observado por outros autores em um caso
de blefarite nodular linfoplasmocitica e granulomatosa (PIMENTA et al., 2015). O padrdo
difuso de dermatite granulomatosa também ja foi descrito associado a numerosas estruturas
intracitoplasmaticas com morfologia consistente com formas amastigotas de Leishmania spp.,
etiologia confirmada posteriormente por IHQ. As formas amastigotas também podem ser
observadas livres na derme (RIVAS et al., 2018). Em alguns casos semelhantes de perifoliculite
granulomatosa também havia hiperplasia sebacea e dilatacdo de ductos sebaceos e infundibulo.
Por vezes, a juncdo dermoepidérmica é preservada (zona Grenz) (NAVARRO et al. 2010).
Geralmente, linfdcitos, plasmdcitos, neutréfilos, mastocitos e eosinofilos podem ser observados
entremeados no infiltrado em maior ou menor grau (NAVARRO et al., 2010; PIMENTA et al.,
2015; RIVAS et al., 2018).

Figura 2 — (A) Exame citolégico — puncéo por agulha fina de linfonodo em gato com leishmaniose — formas
amastigotas de Leishmania sp. no citoplasma de macréfagos. Giemsa. Obj. 40x. (B) Exame histopatolégico —

espécime de biopsia de pele de gato com leishmaniose — dermatite granulomatosa e linfoplasmocitica associada a

estruturas com morfologia consistente com amastigotas de Leishmania sp. HE. Obj. 20x.

o, IC

Fonte: Dr. Robério Gomes Olinda.

Lesdes ulcerativas nas orelhas, regido nasal e periorbital induzidas por L. mexicana ja

foram descritas em gatos no Texas. Histologicamente as lesdes eram difusas ou nodulares e
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compostas por macrofagos espalhados pela derme entremeados por neutréfilos, linfécitos,
plasmaocitos e mastocitos. Semelhante ao que foi descrito por Navarro et al. (2010) e Pimenta
at al. (2015), acumulos de linfécitos, plasmacitos e, em menor grau, eosinéfilos circundavam
vasos sanguineos. As formas amastigotas, com 2-4 um de didmetro, eram numerosas e
localizavam-se no citoplasma de macrofagos, dentro de espacos arredondados e vazios
(vacutolos parasitoforos), e por vezes livres na derme, como descrito por Rivas et al. (2018).
Essas formas ndo coravam por GMS (Grocott-Gomori’s methenamine silver) ou por PAS
(&cido periddico de Schiff), mas coravam pelo Giemsa na maioria dos casos (TRAINOR et al.,
2010). LesGes histopatoldgicas semelhantes foram encontradas por Riifenacht et al. (2005) em
um gato com um nédulo cuténeo ulcerado na regido do tarso.

Um infiltrado linfoplasmocitico na juncdo dermoepidérmica e circundando os anexos
cutaneos (dermatite de interface liquenoide), entremeado por alguns neutrofilos e, em menor
namero, macréfagos contendo poucas formas amastigotas em seu citoplasma ja foi descrito,
mas é um padrdo incomum associado a infecgdo por Leishmania spp. na espécie felina, em que
geralmente prevalece a inflamacdo granulomatosa. Outro padrdo ja descrito consistia em um
infiltrado granulomatoso difuso com numerosos eosinofilos, hiperplasia da epiderme,
espongiose, microvesiculas contendo eosindfilos e figuras em chama (achados consistentes com
complexo granuloma eosinofilico felino), o que pode ser sugestivo de uma reacdo de
hipersensibilidade. Entretanto, um padrdo incomum de lesdo associado a infeccdo por
Leishmania spp. ndo pode ser descartado (NAVARRO et al. 2010).

Rifenacht et al. (2005) relatou o caso de um gato com lesBes crostosas, ulcerativas e
eritematosas nas orelhas e no plano nasal com evolugéo de trés anos. A histopatologia revelou
que as lesbes consistiam em pustulas intraepidérmicas contendo neutréfilos intactos e
queratindcitos acantoliticos, assim como um infiltrado perivascular de linfocitos, achados
indicativos de pénfigo foliceo. Entretanto, o gato apresentava sorologia alta para Leishmania
spp., assim como DNA do parasito detectado pela PCR, sendo o primeiro relato de um gato
com pénfigo foliceo e infeccdo por Leishmania spp. concomitantes (RUFENACHT et al.,
2005). Uma dermatite pustular focal intraepidérmica também ja foi descrita associada a
infeccdo por Leishmania spp. por outros autores (PIMENTA et al., 2015).

Ocasionalmente, a lesdo cutanea pode ser uma dermatite granulomatosa, com
macrofagos espumosos e células gigantes multinucleadas contendo numerosas formas
amastigotas em seu citoplasma, entremeados por infiltrado linfocitico leve ou ausente. Esse
padrdo de inflamagdo com células gigantes multinucleadas também pode ocorrer em lesdes

oftalmoldgicas. Entretanto, mais comumente, as lesdes oftalmoldgicas sdo compostas por uma
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inflamacdo granulomatosa e linfoplasmocitica nodular ou difusa, acometendo apenas a
conjuntiva (conjuntivite), podendo se estender do limbo ao estroma corneano
(ceratite/ceratonjuntivite) ou até o estroma da iris, corpo ciliar e coroide (panuveite)
(NAVARRO et al., 2010; PIMENTA et al., 2015).

Quando as lesBes sdo oftalmoldgicas, as formas amastigotas podem ser visualizadas pela
citologia de conjuntiva, cornea e humor aquoso. Apés enucleagdo ou numa avaliacdo pds-
mortal, as lesbes associadas ao parasito podem ser visualizadas por meio da histopatologia
(PENNISI et al., 2015). A citologia € mais utilizada rotineiramente na rotina oftalmoldgica, e
normalmente revela inflamagdo granulomatosa contendo numerosas formas amastigotas de
Leishmania spp. intra e extracelulares (MADRUGA et al., 2018; PIMENTA et al, 2015). Em
todas as lesGes oculares no estudo realizado por Navarro et al. (2010) havia alta densidade
parasitaria (acima de 50 amastigotas em cinco campos de grande aumento — CGA) detectada
por meio da IHQ. Nas lesGes de mucosa e mucocutaneas o infiltrado linfocitico era sempre mais
leve do que nas lesdes cutaneas, entretanto, as formas amastigotas no interior de macréfagos
eram mais numerosas. Dessa maneira, a alta carga parasitaria encontrada na maioria das lesdes
em gatos sugere que a espécie possa agir como um reservatério importante de Leishmania spp.
na presenca de doenca clinica (NAVARRO et al. 2010).

Apesar das lesdes de cavidade oral serem comuns na leishmaniose felina, presentes em
cerca de 25% dos gatos (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020), ha poucas descri¢cdes dos
achados histopatolégicos. Uma gengivite Ulcero-hemorrdgica piogranulomatosa e
linfoplasmocitica associada a bactérias e numerosas formas amastigotas de Leishmania spp.
intralesionais, que regrediu um més apos o inicio do tratamento com alopurinol ja foi descrita
(MESTRINHO; TRAVANCINHA; SOBRAL, 2022). Em outro relato, havia uma estomatite
granulomatosa difusa e acentuada, composta principalmente de macréfagos contendo
numerosos organismos com morfologia consistente com protozoarios intracitoplasmaticos. Na
sorologia para Leishmania spp., 0 gato apresentava titulacdo de 1:320 (MIGLIAZZO et al.,
2014).

Rinite granulomatosa pode ser observada em alguns casos de leishmaniose felina
(ALTUZARRA et al., 2018; ARENALES et al., 2018; LEAL et al., 2018; MIGLIAZZO et al.,
2014). Microscopicamente, observa-se um acumulo de macrofagos, assim como linfocitos e
plasmacitos que pode infiltrar a submucosa e se expandir até os turbinados nasais. No interior
dos macrofagos visualiza-se amastigotas intracitoplasmaticas redondas a ovais, com
aproximadamente 2-4 um de diametro, contendo ndcleo oval de aproximadamente 1 um de
didmetro com quinetoplasto adjacente (ALTUZARRA et al., 2018; ARENALES et al., 2018;
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LEAL et al, 2018). Adicionalmente, pode haver células gigantes multinucleadas
(ALTUZARRA et al., 2018), hiperplasia osteobléstica e hipertrofia do periosteo das conchas
nasais (ARENALES et al., 2018). A citologia de cavidade nasal pode ser feita com escova
ginecologica, e normalmente revela numerosas estruturas com morfologia consistentes com
amastigotas de Leishmania spp. (ARENALES et al., 2018; MIGLIAZZO et al., 2014).

Em exames pds-mortais, o diagndstico também pode ser feito a partir de amostras de
baco, linfonodos, figado, medula 0ssea, rins, pancreas e sistema gastrointestinal por meio da
histopatologia (PENNISI et al.,, 2013). Frequentemente, encontra-se um infiltrado
granulomatoso a piogranulomatoso associado as formas amastigotas de Leishmania spp. Nos
orgdos linfoides pode haver hiperplasia linfoide concomitantemente (PENNISI et al., 2015).
Nos linfonodos, além da hiperplasia linfoide, geralmente ha com expansdo dos cordbes de
Billroth por plasmdcitos e macréfagos, também presentes no paracortex, com ou sem a
visualizacdo das amastigotas (ARENALES et al., 2018; MARCOS et al., 2009; TABAR et al.,
2022). Também j4 foi descrita atrofia folicular, com perda de foliculos secundérios e atrofia de
centros germinativos (MARCOS et al., 2009).

Esplenomegalia difusa decorrente de hiperplasia linfoide com infiltrado histiocitico
abundante € bem descrita na leishmaniose felina. Nesses casos, numerosas formas amastigotas
intracitoplasmaticas e livres estdo presentes na zona marginal, foliculos linfoides e ao redor das
arteriolas (NAVARRO et al., 2010; TABAR et al., 2022). Outros achados incluem atrofia da
polpa branca e expansdo da polpa vermelha por macrofagos exercendo atividade eritrofagica.
Megacaridcitos podem estar presentes na polpa vermelha demonstrando hematopoiese
extramedular (MARCOS et al., 2009). No parénquima hepético pode ser observado necrose
centrolobular multifocal com fibrose secundaria e acumulo de macréfagos contendo
hemossiderina. Também pode haver colangite linfoplasmocitica ou pericolangite
granulomatosa com numerosas amastigotas, sendo que alguns desses macrofagos podem ser
observados em meio ao parénquima (MARCOS et al., 2009; NAVARRO et al., 2010).

Na medula 0ssea geralmente ha plasmocitose e numerosos macréfagos espumosos
contendo formas amastigotas de Leishmania spp. intra e extracitoplasmaticas esparsas e
escassas (PIMENTA et al.,, 2015; TABAR et al., 2022). Entretanto, uma medula 6ssea
hipocelular, com fibrose, alguns linfécitos e plasmocitos maduros, com areas residuais de
hematopoiese contendo grandes blastos com auséncia de maturacéo eritroide e mieloide ja foi
descrita. Esses blastos eram grandes (20-25 pm de didametro), com alta relacdo nucleo-
citoplasmatica, citoplasma moderado, nucleos redondos centrais a paracentrais, nucléolos

centrais grandes e visiveis. Em algumas &reas, 0s megacariocitos eram displasicos
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(hipolobulados) (MARCOS et al., 2009). Nos rins, descreve-se glomerulonefrite membranosa
com infiltrado intersticial linfoplasmocitico e histiocitico, assim como fibrose intersticial e
proteinose tubular (MARCOS et al., 2009; NAVARRO et al., 2010; PIMENTA et al., 2015).
Nos pulmdes pode haver edema, enfisema e hiperplasia difusa da musculatura brénquica
(MARCOS et al., 2009; PIMENTA et al., 2015).

Apresentacbes incomuns j& descritas sdo paniculite, mastite e gastroenterite
granulomatosa e linfoplasmocitica associadas as formas amastigotas de Leishmania spp.
(MATRALIS et al., 2023; PEREIRA et al., 2019; TABAR et al., 2022). No caso de mastite, 0
parasito tambeém era visualizado na citologia da secrecdo mamaria (PEREIRA et al., 2019).
Microscopicamente, os principais diagnosticos diferenciais das lesdes induzidas por
Leishmania spp. devem incluir infeccdo por Toxoplasma gondii, Histoplasma capsulatum,
Trypanosoma cruzi, Neospora caninum, Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis
e Sporothrix schenckii. Técnicas de coloragdes especiais podem auxiliar na diferenciacgéo,
entretanto, a PCR é mais especifica (TRAINOR et al., 2010).

2.1.5 Tratamento e prevencao

Estudos controlados a respeito da eficacia e seguranca de cada medicamento utilizado
no tratamento da leishmaniose ndo foram realizados na espécie felina (NAPOLI et al., 2022).
O tratamento medicamentoso é o mais comumente utilizado, sendo o alopurinol o farmaco de
eleicdo na maioria dos casos, podendo ser associado a outros antiprotozoaricos, como 0
antimoniato de meglumina e a miltefosina, também utilizados individualmente em alguns
pacientes (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Em uma série de casos ndo publicados da
infeccdo por Leishmania spp. em gatos na Italia, também se relata 0 uso da domperidona
(ABRAMO et al., 2021). O tratamento, além de reduzir a carga parasitaria, promove um
aumento no grau de bem-estar do paciente infectado e a remisséo dos sinais clinicos, entretanto,
os dados disponiveis na literatura a respeito de tratamento e acompanhamento a longo prazo
séo escassos (NAPOLLI et al., 2022).

A monoterapia com alopurinol tem sido descrita como o tratamento mais utilizado na
leishmaniose felina, administrado em 74,4% dos casos (GARCIA-TORRES et al., 2022), e se
demonstra eficiente. Contudo, alguns efeitos colaterais como prurido cutaneo intenso,
principalmente na regido do tronco, ja foram reportados apés seu uso (BRIANTI et al., 2019).
Leal et al. (2018) também descreveu um caso grave de farmacodermia associada ao tratamento

com alopurinol. Coprostase também ja foi descrita como um efeito colateral durante essa terapia
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(NAPOLI et al., 2022). Adicionalmente, o uso do medicamento a longo prazo pode causar
elevacdo das enzimas hepéaticas (ALT e AST) e nefrotoxicidade (BRIANTI et al., 2019;
PENNISI, 2015). Tanto em gatos tratados quanto em nao tratados, pode haver aumento de ureia
e creatinina, mas esse aumento pode ser devido ao desenvolvimento de glomerulonefrite por
deposicao de imunocomplexos (PENNISI, 2015). Descreve-se também o desenvolvimento de
xantindria e formacdo de urolitos induzidos pelo alopurinol em alguns gatos (GARCIA-
TORRES et al., 2022). Portanto, o acompanhamento dos niveis séricos dos compostos
nitrogenados, assim como urinalise periodica devem ser adotados quando se utiliza o alopurinol
como farmaco de eleicéo.

Em relacdo as doses, € descrita principalmente a administracdo a longo prazo (por pelo
menos seis meses) de alopurinol 10-20 mg/kg,BID ou SID, ou 20 mg/kg SID por pelo menos
seis meses, associado ou ndo a antimoniato de meglumina, que também pode ser administrada
individualmente, sob a dose de 5-50 mg/kg ou 375 mg/gato SID pela via subcutanea ou
intramuscular por 30 dias (BANETH; SOLANO-GALLEGO, 2022). Nas poucas descri¢cdes em
que se relata o uso da miltefosina, as doses descritas sdo de 2 mg/kg, SID, por via oral, por 28
dias (GARCIA-TORRES et al., 2022; LEAL et al., 2018). Apesar de ser utilizada em alguns
casos, 0 Milteforan™ (Virbac) tem o propilenoglicol presente no excipiente, composto que
pode ocasionar a formacdo de corpusculos de Heinz, levando ao encurtamento do tempo de
vida das heméacias em gatos. Essas alteracfes ndo foram descritas nos casos em que 0
medicamento foi a terapia de escolha (GARCIA-TORRES et al., 2022; PENNISI;
PERSICHETTI, 2018).

A sobrevida dos felinos com leishmaniose geralmente € de meses, tanto para pacientes
tratados quanto ndo tratados (PENNISI; PERSICHETTI, 2018). O tempo de sobrevida varia de
0 a 2.700 dias (média 432 dias), sendo que a expectativa € muito maior em gatos tratados (520
dias) do que ndo tratados (210 dias), demonstrando a importancia do fornecimento da terapia
medicamentosa na espécie (GARCIA-TORRES et al., 2022). Ha descri¢cBes em que pacientes
tratados para leishmaniose especificamente apresentaram sobrevida de 17 meses, sendo de 13
meses para aqueles tratados para outras doengas concomitantes e 41 meses para aqueles sem
doencgas concomitantes (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).

A excisdo cirdrgica das lesdes cutaneas sem tratamento medicamentoso concomitante
resulta na recidiva das lesées (PENNISI et al., 2013). Da mesma maneira, além do tratamento
clinico, gatos infectados devem utilizar coleiras repelentes para evitar que ocorra reinfeccao
durante o tratamento, que pode causar uma recidiva dos sinais clinicos (BANETH; SOLANO-

GALLEGO, 2022). Compostos quimicos piretroides sdo comumente utilizados em coleiras
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repelentes, contudo, substancias como permetrina e deltametrina sdo toxicas para a espécie
felina. A flumetrina é bem tolerada (PENNISI et al., 2015) assim como as coleiras impregnadas
por imidacloprida (BRIANTI et al., 2019), ambos compostos presentes na composi¢do da
coleira Seresto Cat® (Bayer), que comprovadamente diminui o risco de infeccdo por
Leishmania spp. em gatos, auxiliando na prevencéo e controle da doenga em areas endémicas,
sem causar dermatites cervicais importantes (BRIANTI et al., 2017).

Adicionalmente, apesar de ndo haver relatos de casos de infec¢do por Leishmania spp.
a partir de transfusdo sanguinea descritos na espécie, gatos doadores de sangue devem ser
testados, pois essa via de transmissao ja foi descrita em humanos e caes (BANETH; SOLANO-
GALLEGO, 2022; PENNISI et al., 2015). Ainda, gatos podem ser positivos na PCR de sangue
(MADRUGA et al., 2018; PENNISI; PERSICHETTI, 2018; PIMENTA et al., 2015), o que

agrega relevancia a hipétese da transfusdo sanguinea como possivel meio de infeccéo.
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Abstract

Feline leishmanial infection is reported worldwide, but the epidemiological role of domestic
cats in the leishmaniasis cycle remains unclear, and cats might act as cryptic reservoir hosts in
endemic areas with no feline leishmaniosis cases. Considering that, a serological screening for
anti-Leishmania spp. antibodies was performed by indirect immunofluorescence antibody test
(IFAT) in 389 necropsied cats’ serum samples from a new visceral leishmaniasis transmission
area with no feline leishmanial infection reported to unveil if the cats are being exposed to the

parasite. The overall seroprevalence for Leishmania spp. was 11,05% (43/389). Statistical
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significance was not found between sex, neutering status, age group, breed, coat length, feline
immunodeficiency virus (FIV) infection, and Leishmania spp. antibody detection. A positive
association was found with coat color (cats within the orange spectrum with white [particolor])
with p=0.044 and OR=2.47 (1 — 6.13) and a negative association, with p=0.01 and OR=0.38
(0.18 — 0.79), between feline leukemia virus (FeLV) infection and IFAT positivity for
Leishmania spp. Henceforth, parasite DNA detection by molecular studies is required to

determine if it's exposition or infection.

Keywords: feline leishmaniosis, indirect immunofluorescence antibody test (IFAT), feline

leukemia virus (FeLV), coat color.

Introduction

Leishmaniasis is a spectrum of chronic, infectious diseases caused by flagellated
kinetoplastid protozoa of the genus Leishmania that affect a wide range of animal species,
including humans (Solano-Gallego and Baneth 2012). The disease is prevalent in tropical and
subtropical countries around the world (Cardoso et al. 2021), particularly in the Mediterranean
Basin, Middle East, Americas, and Northern Africa (Solano-Gallego and Baneth 2012). The
reservoir hosts of the parasite include wild and domestic animals, with the domestic dog (Canis
familiaris) being the most important host for L. infantum, especially in urban areas (Lainson
and Rangel 2005). However, recently, the role of the domestic cat (Felis catus) in the
epidemiology of the disease has been investigated, as cats may act as cryptic reservoirs in

endemic regions (Asfaram et al. 2019).
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Domestic cats are susceptible to the same Leishmania species as dogs and humans from
similar geographic areas, as the already identified species include L. infantum, L. mexicana, L.
venezuelensis, L. amazonensis, L. braziliensis (Solano-Gallego and Baneth 2012; Pennisi et al.
2015; Pennisi and Persichetti 2018), L. major and L. tropica (Pasa et al. 2015). In Brazil, three
species of Leishmania have already been identified: L. infantum (Savani et al. 2004), L.
braziliensis (Schubach et al. 2004), and L. amazonensis (Carneiro et al. 2020). Among these,
L. infantum is responsible for the majority of the cases in the country (Nascimento et al. 2022),
as has been reported worldwide, where 63% of the infections are caused by this species
(Asfaram et al. 2019).

As in all susceptible vertebrates, infected phlebotomine sandfly bites are the main form
of infection for cats. Other transmission forms haven’t been described yet for this species. Thus,
in endemic areas for canine leishmaniosis, cats are potentially susceptible to L. infantum
infection (Pennisi et al. 2015). In Brazil, the most epidemiologically relevant vector for L.
infantum belongs to the genus Lutzomyia (Diptera, Psychodidae), with Lutzomyia longipalpis
being the main vector (Lainson and Rangel 2005) and Lu. cruzi an important vector in some
transmission foci (Oliveira et al. 2018). In addition to being among the species that sandflies
blood-feed on (Régo and Soares 2021), infected cats can transmit the parasite to the vector
(Mendonca et al. 2020; Vioti et al. 2021), which, in experimental conditions, can later infect
dogs after feeding on the infected cat (Batista et al. 2020).

Currently, the region where this study was conducted is considered a transmission area
for visceral leishmaniasis (VL). In 2018, when the samples were first collected, nine dogs were
necropsied with leishmaniosis as the cause of death or the reason for euthanasia. In comparison,
in 2021, 41 cases were registered, representing an increase of over 300% in the number of fatal

cases (Souza et al. 2022), demonstrating the increasing expansion of the canine disease.
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Additionally, the municipality also registered two cases of human visceral leishmaniasis in
2020 and 2021 (CEVS 2021), and one of the cases resulted in the death of a man with a history
of comorbidities and a situation of social vulnerability.

Despite the area’s current status, no cases of feline leishmaniosis are registered. In
contrast, autochthonous cases of feline leishmaniosis have been reported for years in other
endemic and non-endemic regions of Brazil, mostly in areas where canine leishmaniosis and
VL are endemic for years. The disease was first diagnosed and reported in 2004, in S&o Paulo
State, Southeastern Brazil (Savani et al. 2004). Thenceforth, 14 states of the country reported
feline leishmanial infection (Mendonca et al. 2017; Nascimento et al. 2022; Oliveira et al.
2020). It is of great importance to know if cats are possible leishmanial reservoirs in
transmission areas, since they are the second most frequent pet in the world (Ahuir-Baraja et
al. 2021). Therefore, a serological screening became a necessity to determine if the cats in new

VL transmission areas are being exposed to Leishmania spp.

Material and methods

1 Study area, feline population, and sampling

All 389 samples were obtained by blood collection of all the cats necropsied between
April 2018 and May 2022 in a veterinary pathology laboratory from an enzootic area for canine
leishmaniosis (Santa Maria, Rio Grande do Sul State, Southern Brazil). The blood samples were
centrifuged, and the sera were separated and stored at —20°C until the serological analysis. Data
concerning sex (male or female), neutering status (neutered or intact), breed (mixed-breed or

purebred), coat length (short, semi-long, or long), coat pattern and color, and cause of death or
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reason for euthanasia were recorded for each individual. Regarding the age group, the cats were
classified as kittens (up to 1 year), adults (1 to 10 years), or seniors (over 10 years old) (Quimby
et al. 2021).

None of the necropsied cats had a previous clinical history of leishmaniosis or gross
lesions resembling the disease. Therefore, all the cadavers underwent a thorough gross
examination during necropsy to verify the presence of any of those lesions, and the tissues were
further analyzed by histopathology.

The cats were divided into 9 groups considering the coat color within the visible
spectrum. Group 1 (n=58) was represented by cats that were black solid only. Cats within the
blue spectrum (solid blue, black smoke, blue mackerel [striped] tabby, blue mackerel tabby
with white [particolor], blue tortie, and blue torbie) composed Group 2 (n=55). Group 3 (n=45)
included dark-pointed cats such as seal point, seal tortie point, seal torbie point, seal lynx, blue
point, and blue lynx. Group 4 (n=38) comprised cats within the orange spectrum (red mackerel
tabby, red classic tabby, cream mackerel tabby, and solid cream), and Group 5 (n=32) included
the orange spectrum cats with wide white parts, like red mackerel tabby with white, black tortie
with white (calico), red point, and cream lynx. The red spectrum cats (brown mackerel tabby,
brown classic tabby, brown torbie, and black tortie) composed Group 6 (n=45) and the red
spectrum cats with wide white parts (brown mackerel tabby with white, brown classic tabby
with white, and brown torbie with white), Group 7 (n=32). Groups 8 (n=46) and 9 (n=25) were
the bicolor cats (black and white or blue and white), and the predominantly white cats (white
solid, blue and white van, black and white van, red mackerel tabby van, and brown mackerel
tabby van), respectively. Information on the haircoat color and pattern of 13 cats was not

available.
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2 Serological analyses

2.1 Detection of anti-Leishmania spp. antibodies by indirect immunofluorescence antibody test

(IFAT)

All sera were tested by IFAT for Leishmania spp. antibodies. Immunofluorescence
slides were sensitized with L. infantum promastigotes maintained in cell culture and fixed on
the slide with acetone. After the preparation of the slides, the samples were diluted in
phosphate-buffered saline (PBS) at 1:80, which is the cut-off value recommended by the current
LeishVet guideline (Pennisi et al. 2015). Following dilution, the samples were added to the
slides and incubated in a humidity chamber at 37°C for 40 minutes. Next, the slides were rinsed
in distilled water and PBS and dried. Then, the commercial fluorescein-labeled anti-Cat 1IgG©
(Goat Anti-Cat 1gG FITC®, F4262, Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, USA) was added to
the slides as the secondary antibody, diluted in 1:100, as recommended by the manufacturer.
The slides were incubated in a humidity chamber at 37°C for 40 minutes, rinsed in distilled
water and PBS, submerged in Evans blue for 2 minutes, and then set up for evaluation. The
fluorescence of each sample was evaluated using a fluorescent microscope (Optiphase
INV403F) at 400x magnification. A serum sample of a cat that previously tested positive and a
sample of a cat from a non-endemic area for VL were used as a positive and negative control,
respectively. The samples that showed complete cytoplasmatic or membrane fluorescence were
considered positive (Figure 1). Positive sera were serially diluted in two-fold dilutions to

determine the endpoint titer.
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2.2 Detection of feline immunodeficiency virus (FIV) antibodies and feline leukemia virus

(FeLV) antigen

Concerning the retroviral status of the studied cats, the sera of 189/389, including all the
Leishmania spp. seropositive cats, were tested using a commercial rapid assay kit (SNAP® FIV
Antibody/FeLV Antigen Combo Test: IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) for the

detection of p27 FeLV antigen and FIV antibodies.

3 Statistical analyses

The chi-square was performed to identify possible associations between the studied
variables and the presence of antibodies for Leishmania spp. Results were considered
significant when the p-value was <0.05. Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (95%
Cl) of L. infantum antibodies and the variables were also calculated. Statistical analyses were
performed by SPSS (IBM SPSS Statistics® version 28), a commercially available software

program (IBM Corp. 2021).

Results

Among the total 389 serum samples of cats tested by IFAT, 11,05% (43/389) were
seropositive for Leishmania spp. The antibody titer ranged from 1:80 to 1:640 among those
cats, with 46,51% (20/43) presenting an antibody titer of 1:80, 46,51% (20/43) presenting an
antibody titer of 1:160, 4,65% (2/43) presenting an antibody titer of 1:320 and 2,33% (1/43)

presenting an antibody titer of 1:640.
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Of those cats, 53,49% (23/43) were male, and 46,51% (20/43) were female. 95,35%
(41/43) were mixed breed and 4,65% (2/43) were purebred, both Persians. Regarding the age
group of the cats, 6,98% (3/43) were Kittens, 76,74% (33/43) were adults and 16,28% (7/43)
were seniors. Considering coat length, 78,04% (32/41) of them were short-haired, 17,07%
(7/41) were semi-longhaired and 4,87% (2/41) were long-haired. The coat length of two cats
was not available. Seropositivity for Leishmania spp. was not significantly related to sex,
neutering status, breed, or age group (p>0.05).

In addition, 16,6% (8/43) of them were FIV positive and 27,91% (12/43) were FeLV
positive. A negative correlation was found between FeLV infection and IFAT positivity for
Leishmania spp., with p=0.008 and OR=0.38 (0.18-0.79). All the epidemiological data,
titration, as well as the causes of death or reason for euthanasia from each seropositive cat are
listed in Table 1, and none of them had gross or microscopic lesions compatible with feline
leishmaniosis. A positive association between group 5 (orange spectrum cats with wide white
parts) and Leishmania spp. seropositivity was found, with p=0.044 and OR=2.47 (1.00 — 6.13).
Statistical analyses from all epidemiological data and the coat color groups are described in

Tables 2 and 3, respectively.

Discussion

Similar to what has been described for dogs, the prevalence of Leishmania spp. infection
on feline populations has been commonly estimated by specific antibody detection, more
frequently by IFAT and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). ELISA is described as
a proper method for diagnosing clinical leishmaniosis, while IFAT has a higher sensitivity,

hence being more useful in detecting the subclinical forms and populations screenings
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(Persichetti et al. 2017). In VL transmission areas, the feline seroprevalence demonstrates
highly variable results, ranging from 0 to 68.5% (Pennisi et al. 2015). In Brazil, some
serological studies had already been performed, demonstrating the same inconsistency, ranging
from 0 to 54% for L. infantum (Nascimento et al. 2022). That inconsistency may be due to the
different endemicity status and the use of different diagnostic methods and cut-off values, as
there are no standardized protocols nor a gold-standard method for diagnosing Leishmania
spp. infection in cats (latta et al. 2019). Our findings were similar to the overall prevalence of
feline leishmanial infection in other parts of the world, estimated to be 10% (Asfaram et al.
2019).

Some comparative studies have demonstrated that cats may have greater seroprevalence
than dogs exposed to the same environmental conditions, although infected dogs had a higher
parasite load than infected cats, emphasizing the role of the dog as the main reservoir and most
efficient spreader of L. infantum (Baneth et al. 2020). However, cats more often present lower
seroprevalence than dogs in the same areas (Pennisi et al. 2015). That is the case in this VL
transmission area, where in 2021, anti-Leishmania spp. antibodies were detected in 23%
(250/1087) of canine serum samples (Souza et al., 2022), while 11,05% (43/389) of the cats in
our study were seropositive. A cross-reaction between L. infantum and other dermotropic
Leishmania strains and Trypanosoma spp. is possible by serology methods, but the IFAT 1:80
cut-off point reduces those reactions (Pennisi and Persichetti 2018).

We found out that the cats of this new VL transmission area are being exposed
to Leishmania spp., but further studies are necessary to differentiate if the cats are being truly
infected or just exposed, as the definition of infection in leishmaniasis is based on the
combination of the detection of specific antibodies and parasite DNA (Cardoso et al. 2021).

Since no cases of feline leishmaniosis have been registered in our region, cats may be acting as
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cryptic reservoir hosts. Although leishmanial infection is usually detected in
immunocompromised cats because of overt disease, asymptomatic infection may occur in
immunocompetent individuals (Asfaram et al. 2019). Therefore, molecular studies are required
to confirm it, considering that cats may not show signs of overt disease even when truly infected
(Cardoso et al. 2021).

As far as it’s known, cats probably have a natural resistance to disease development
since clinical signs are usually associated with immunosuppression (Pennisi et al. 2015). In
dogs, clinical progressive disease is associated with the inability to architect an effective cell-
mediated immune response, characterized by the expression of interleukin-2 (IL-2), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), and interferon-gamma (IFN-y), which induces intracellular
amastigote destruction by macrophages (Day 2016; Pereira and Maia 2021). In most cats, it
seems that Leishmania spp. induce a cell-mediated protective immune response (Pereira and
Maia 2021). Additionally, L. infantum infection and clinical disease in cats are associated with
individual susceptibility, sandfly alimentary preferences, inoculum size during blood-feeding,
the number of infected sandfly bites, and co-infections with immunosuppressive agents (Baneth
et al. 2020) such as FIV, that impairs the cell-mediated immune response, increasing the risk of
disease development (latta et al. 2019).

Dermatologic signs, such as alopecia and dermatitis (nodular, ulcerative, crusting,
exfoliative, or a combination of them), especially in the head and limbs, are the most common
lesions reported in sick cats. Additionally, mucocutaneous ulcerative or nodular lesions are
frequently reported, as well as ocular signs, such as blepharitis, chemosis, keratitis,
conjunctivitis, and/or uveitis. Systemic lesions such as lymph node enlargement, hepatomegaly,
and nephromegaly, have also been described (Fernandez-Gallego et al. 2020; Pennisi et al.

2015; Rocha et al. 2019). Unusual to rare manifestations of L. infantum-induced granulomatous
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rhinitis (Arenales et al. 2018; Leal et al. 2020) and granulomatous enteritis (Tabar et al. 2022),
have also been reported. None of the seropositive cats in this study had similar lesions.

A positive association between FIV (Akhtardanesh et al. 2020; Alcover et al. 2021; latta
et al. 2019; Priolo et al. 2022; Sobrinho et al. 2012), FeLV (Akhtardanesh et al. 2020; Sherry
et al. 2011), and L. infantum infection is described and even pointed as a major risk factor,
considering that FIVV-positive cats might be 2.8 (Priolo et al. 2022) to 6.8 (Akhtardanesh et al.
2020) times more likely to be infected by L. infantum than immunocompetent cats, whereas
FeLV-positive cats might be 2.2 times more likely (Akhtardanesh et al. 2020). Notwithstanding,
we did not find a significant association between Leishmania spp. seropositivity by IFAT and
FIV infection. However, we found a negative association between Leishmania
spp. seropositivity and FeLV infection. This can be explained because the population of our
study comprises necropsied cats, and most FeLV-positive cats die in their young adult years (1-
6 years) from FeLV-related diseases, with 3 years as the median death age (Lorenzetti 2021).
Considering that leishmanial infection mostly occurs in mature adults to elderly cats
(Akhtardanesh et al. 2020; Solano-Gallego et al. 2007; Pennisi et al. 2012), maybe those FeL V-
positive cats who died at a young age from FeLV-related diseases weren’t exposed enough to
the vector before death.

Although cats are considered a relatively resistant host to Leishmania spp. infection in
experimental studies and case reports (Pennisi et al. 2015), there are some risk factors associated
with infection, seropositivity, or clinical disease other than retroviral coinfections, such as
overcrowding (Matos et al. 2018), cohabitation with dogs (Morelli et al. 2020), a rural
environment (Cardoso et al. 2010), immunosuppressive therapy (Pennisi et al. 2015), free
access to the streets (Rocha et al. 2019), male sex (Solano-Gallego et al. 2007), non-neutered

status (Otranto et al. 2017), adult and elderly age (Akhtardanesh et al. 2020; Pennisi et al. 2012;
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Solano-Gallego et al. 2007). External factors such as altitude (Nasereddin et al. 2008) and
seasonality (Pennisi et al. 2012) also seem to play a role in seropositivity.

As for the coat color groups, the positive association between group 5 (orange spectrum
cats with wide white parts) and Leishmania spp. seropositivity was intriguing since groups 4
(orange spectrum cats) and 9 (predominantly white cats) did not show significant results.
Previous studies that included coat colors as associated variables with L. infantum infection
were conducted on dogs but have considered only the shade of the coat as bright/light, dark, or
mixed (Maia et al. 2020; Mazeris et al. 2010), demonstrating that L. infantum DNA was
significantly higher in light and dark color dogs (Maia et al. 2020). Although the reason for
group 5 cats’ positive association with Leishmania spp. seropositivity is unclear, this was the
first study to correlate coat color with the presence of antibodies for a vector-borne disease in
cats. It is known that other variables are related to attraction, such as carbon dioxide and water
vapor emission from the skin, but further studies on phlebotomine color preferences considering
the whole visible spectrum, as has already been performed with other arthropods (San Alberto
et al. 2022), may be useful for understanding this finding.

The level of awareness toward canine leishmaniosis and, consequently, the use of
sandfly repellents has been hypothesized as a possible cause for an increase in the feline-
phlebotomine interaction, as the sandflies must look for other blood sources in the urban
environment (Ahuir-Baraja et al. 2021). Perhaps the absence of feline leishmaniosis cases in
new transmission areas may be due to the lack of awareness among dog owners regarding
canine leishmaniosis itself, with most dogs not wearing repellent collars. Despite being
considered a L. infantum transmission area, infections are relatively recent, with a significant
increase in the number of cases since 2018 (Souza et al. 2022). Furthermore, in Brazil, the

Ministry of Health estimates that for each human case of visceral leishmaniasis, 200 dogs have
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to be infected by L. infantum (SES 2020). A similar ratio between feline and canine
leishmaniosis might exist, but there are still scant data on the epidemiology of infection in cats
from new transmission areas, as most cases of clinical disease are seen where canine

leishmaniosis has been enzootic for decades (Nascimento et al. 2022).

Conclusion

Our data provide substantial evidence that, besides no cases of feline leishmanial
infection have been detected in this new VL transmission area, cats are being exposed to
Leishmania spp. Moreover, the negative FeLV association suggests that necropsied individuals
are less likely to be Leishmania spp. positive by IFAT for dying at a young age. A positive
association between cats with coat color within the orange spectrum with white (particolor) and
Leishmania spp. seropositivity was also found. From now on, further molecular investigations
are required to determine if cats are really infected or just being exposed since the identification
of potential reservoirs of zoonotic diseases is essential to control programs. Also, a better
understanding of phlebotomine whole visible color spectrum attraction would be elucidating

for understanding blood meal preferences according to coat colors.
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Captions

Fig 1 Complete cytoplasmatic fluorescence of Leishmania infantum promastigotes in a feline

positive sample. Indirect immunofluorescence antibody test.
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Table 1 Epidemiological aspects, coat pattern, color and length, cause of death or reason for euthanasia,

IFAT titration, and retroviral status from each Leishmania spp. seropositive cat (NI: not informed. IFAT:

indirect immunofluorescence antibody test. Tit: titration. FIV: feline immunodeficiency virus. FeLV:

feline leukemia virus. NM: neutered male. IM: intact male. NF: neutered female. IF: intact female. MB:

mixed breed. PB: purebred. SH: shorthair. SLH: semi-longhair. LH: longhair. ¢SCC: cutaneous

squamous cell carcinoma. FLUTD: feline lower urinary tract disease. FCGS: feline chronic

gingivostomatitis. CRD: chronic renal disease. FIHL: feline idiopathic hepatic lipidosis. ARD: acute

renal disease. FMFH: feline mammary fibroepithelial hyperplasia. FIP: feline infectious peritonitis.

FCCHS: feline cholangitis/cholangiohepatitis syndrome)

Cats Sex Breed Age Coat pattern, color, and length Cause of death/reason for IFAT FIV  FeLV
group euthanasia Tit.

1 NM MB Adult Cream mackerel tabby/SH Periodontal disease 1:80 - -
2 NF MB Adult Black and white bicolor/SH cScC 1:160 - -
3 IM MB Adult Blue and white bicolor /SH FLUTD 1:80 + -
4 NM MB Adult Brown mackerel tabby/SH Pulmonary carcinoma 1:160 - -
5 NF MB Senior Brown mackerel tabby with white/SLH Gastrointestinal lymphoma 1:160 - -
6 NM MB Adult White solid/SH FCGS 1:320 + -
7 NM MB Adult Brown mackerel tabby/SLH Facial ulcerative dermatitis 1:80 + -
8 NM MB Adult Blue and white bicolor/SH CRD 1:80 - -
9 NM MB Senior Seal point/SH Subcutaneous cryptococcosis 1:640 - -
10 NF MB Adult Black tortie with white (calico)/SH cSCC 1:80 - -
11 NM MB Adult Black smoke/SH Myelodysplastic syndrome 1:160 + -
12 NF MB Adult Black solid/SH FIHL 1:160 - -
13 NF MB Adult Seal point/SH ARD 1:160 - +
14 NM MB Senior Red mackerel tabby/SH FIHL 1:80 - -
15 IF MB Kitten NI FMFH 1:180 - -
16 NM MB Adult Black solid/SH Inconclusive 1:80 - -
17 NF MB Adult Black tortie/SH Bacterial pneumonia 1:160 + +
18 NF PB Adult Cream solid/LH Intestinal adenocarcinoma 1:160 - -
19 NM MB Adult Brown mackerel tabby/SH FLUTD 1:80 - -
20 NM MB Adult Black and white bicolor/SH Bacterial pneumonia 1:80 - -
21 NM MB Adult White solid/SLH Bacterial pneumonia 1:80 - -
22 IM MB Adult Blue solid/SLH FLUTD 1:80 - +
23 NF MB Adult Brown mackerel tabby with white /SH Mediastinal lymphoma 1:160 - +
24 NM MB Senior Red mackerel tabby with white /SH Inconclusive 1:160 - -
25 NF MB Adult Black tortie and white (calico)/SH Chronic ulcerative faucitis 1:160 - -
26 NF MB Adult Black and white van/SH Acute leucemia 1:160 - -
27 NF MB Senior Brown mackerel tabby/SH Intestinal adenocarcinoma 1:160 - -
28 NF PB Adult Cream solid/LH FCCHS 1:160 - -
29 NM MB Senior Black solid/SLH CRD 1:160 + -
30 IM MB Kitten Red mackerel tabby/SH FIP 1:80 - +
31 NF MB Kitten Black solid/SH latrogenic death 1:160 - -
32 IM MB Adult Red mackerel tabby with white/SH Bacterial peritonitis 1:80 - +
33 NM MB Adult Red mackerel tabby with white /SH Trauma 1:80 - -
34 NF MB Adult Black and white bicolor/SH latrogenic hemoperitoneum 1:160 - +
35 IM MB Adult Brown mackerel tabby/SH FLUTD 1:80 - -
36 NM MB Adult Brown classic tabby/SH Tuberculosis 1:160 -

37 NF MB Adult White solid/SH Multicentric hemangiosarcoma  1:160 - +
38 NF MB Adult Black tortie with white (calico)/SLH Convenience eutanasia 1:160 - +
39 IM MB Adult Cream mackerel tabby/SLH Bacterial Peritonitis 1:80 - -
40 NF MB Adult Seal point/SH Intestinal adenocarcinoma 1:80 - +
41 NF MB Senior Black tortie with white (calico)/SH Gastrointestinal lymphoma 1:320 + +
42 IM MB Kitten Black and white bicolor /SH Convenience eutanasia 1:80 - -
43 IF MB Adult Blue and white van/NI FIP 1:160 - +




Table 2 Associations between the covariates and Leishmania spp. seropositivity by indirect
immunofluorescence antibody test (IFAT, indirect immunofluorescence antibody test; OR,

odds ratio; CI, confidence interval)

IFAT for Leishmania spp. associate covariates

Variables IFAT IFAT negative p- OR
positive value (Cl1 95%)
Sex Male 23 186 (47,81%) 0.99
(n=389) (n=209) (5,91%)
Female 20 160 (41,13%) 0.973 (0.52-1.87)
(n=180) (5,14%)
Neutering status  Neutered 36 263 (67,61%) 1.62
(n=389) (n=299) (9,25%)
Intact 7 83 (21,34%) 0.258 (0.7-3.78)
(n=90) (1,80%)
Breed Mixed-breed 41 335 (86,12%) 0.67
(n=389) (n=376) (10,54%)
Purebread 2 11 (14,40%) 0.613 (0.14 - 3.14)
(n=13) (0,51%)
FIV Positive 8 15 (7,94%) 2
(n=189) (n=23) (4,23%)
Negative 35 131 (69,31%) 0.142 (0.78 — 5.09)
(n=166) (18,52%)
FeLV Positive 12 74 (39,15%) 0.38
(n=189) (n=86) (6,35%)
Negative 31 72 (38,10%) 0.008 (0.18-0.79)
(n=103) (16,40%)
Age group Kitten 3 40 (10,28%) 0.366 0.57
(n=389) (n=43) (0,77%) (0.17 —1.94)
Adult 33 250 (64,27%) 0.533 127
(n=283) (8,49%) (0.6 —2.67)
Senior 7 56 (14,40%) 0.987 0.88
(n=63) (1,80%) (0.37 — 2.08)
Coat length Short 32 263 (70,13%) 0.918 0.96
(n=375) (n=295) (8,53%) (0.44-21)
Semi-long 7 61 (16,27%) 0.852 0.92
(n=68) (1,87%) (0.39 - 2.18)
Long 2 10 (2,67%) 0.518 1.66
(n=12) (0,53%) (0.35—7.86)
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Table 3. Associations between the coat color groups and Leishmania spp. seropositivity by
indirect immunofluorescence antibody test (IFAT, indirect immunofluorescence antibody test;
OR, odds ratio; CI, confidence interval)

IFAT for Leishmania spp. and coat color groups association

IFAT positive IFAT negative p-value OR
(n=42) (n=334) (95% CI)

Group 1 4/376 (1,06%) 54/376 (14,36%) 0.261 0.55
(n=58) (0.19-1.59)
Group 2 2/376 (0,53%) 53/376 (14,10%) 0.054 0.27
(n=55) (0.06 - 1.13)
Group 3 3/376 (0,79%) 42/376 (11,17%) 0.307 0.53
(n=45) (0.16 — 1.81)
Group 4 6/376 (1,60%) 32/376 (8,51%) 0.340 1.57
(n=38) (0.62 — 4.02)
Group 5 71376 (1,86%) 25/376 (6,65%) 0.044 2.47
(n=32) (1-6.13)
Group 6 7/376 (1,86%) 38/376 (10,11%) 0.320 1.56
(n=45) (0.65 — 3.75)
Group 7 2/376 (0,53%) 30/376 (7,98%) 0.356 0.51
(n=32) (0.12-2.2)
Group 8 6/376 (1,60%) 40/376 (10,64%) 0.667 1.23
(n=46) (0.49 — 3.09)
Group 9 5/376 (1,33%) 20/376 (5,32%) 0.147 2.12
(n=25) (0.75-5.99)
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*Group 1: black solid cats. Group 2: solid blue, black smoke, blue mackerel (striped) tabby, blue mackerel tabby

with white (particolor), blue tortie, and blue torbie cats. Group 3: seal point, seal tortie point, seal torbie point,

seal lynx, blue point, and blue lynx cats. Group 4: red mackerel tabby, red classic tabby, cream mackerel tabby,

and solid cream cats. Group 5: red mackerel tabby with white, black tortie with white (calico), red point, and cream

lynx cats. Group 6: brown mackerel tabby, brown classic tabby, brown torbie, and black tortie cats. Group 7:

brown mackerel tabby with white, brown classic tabby with white, brown torbie with white cats. Group 8: black

and white bicolor or blue and white bicolor cats. Group 9: white solid, blue and white van, black and white van,

red mackerel tabby van, and brown mackerel tabby van cats



Figure 1
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4 CONCLUSAO

Os resultados descritos fornecem evidéncias substanciais de que durante o periodo e na
regido estudada, apesar de nenhum caso clinico de leishmaniose felina ter sido encontrado, 0s
gatos-domésticos estdo sendo expostos a Leishmania spp. Além disso, uma associacao negativa
para com a infeccéo pelo FeLV sugere que os individuos permanentemente infectados por esse
virus, 0s quais tendem a morrer jovens, sao0 muito menos expostos. Uma associagao positiva
para com gatos com pelagem dentro do espectro laranja com branco sugere que individuos com
essa coloracdo mais clara de pelagem possam ser mais atrativos aos flebotomineos.
Investigacbes moleculares sdo necessarias para determinar se 0s gatos estdo realmente
infectados por Leishmania spp. ou tém sido apenas expostos, pois a identificacdo de potenciais

reservatorios para zoonoses é essencial aos programas de controle.
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