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RESUMO

A leishmaniose € uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania. Os gatos
tém surgido como potenciais reservatorios de diferentes espécies de Leishmania, apesar de
anteriormente serem considerados refratarios a infeccdo. A maioria dos gatos infectados
permanece saudavel, possivelmente devido a sua resisténcia natural. A molécula gp63 €
considerada um fator de viruléncia encontrada na superficie de promastigotas de todas as
espécies de Leishmania. A gp63 é uma metalopeptidase de 63 kDa, que facilita a internalizagao
do parasito em macréfagos, bem como sua nutri¢do, crescimento, diferenciacdo e escape do
sistema imune. O objetivo do presente estudo foi investigar a presenga de metalopeptidases,
com énfase na gp63, em promastigotas de Leishmania infantum isoladas de gatos naturalmente
infectados na cidade de Teresina, Piaui. Extratos celulares de promastigotas foram obtidos
através da lise com Triton X-100 a 0,1% e subsequentemente usados para detectar a
metalopeptidase gp63. O sobrenadante de cultivo livre de células foi concentrado em um
sistema Centricon, utilizando uma membrana de 10 kDa. A atividade proteolitica dos extratos
celulares e sobrenadantes de L. infantum foi avaliada utilizando o substrato peptidico
fluorogénico Z-Phe-Arg-AMC a pH 10 por 60 minutos. No extrato celular, as cepas
demonstraram uma atividade enzimatica variando entre 2.600 e 100 Unidades Arbitrérias de
Fluorescéncia (UAF). Ja no sobrenadante, a atividade enzimética mensurada encontrou-se na
faixa entre 800 e 100 UAF. Além disso, a presenca de 1,10fenantrolina (um inibidor cléssico
de metalopeptidases) inibiu a atividade dessas enzimas, sugerindo que se tratavam de
metalopeptidases. Realizamos ensaios zimograficos para evidenciar a atividade enzimética da
gp63, utilizando SDS-PAGE com gelatina incorporada como substrato. Apos eletroforese, 0s
géis foram incubados em tampé&o pH 10,0 e pH 5,0 por 48 horas a 37°C, com ou sem 10 mM
de 1,10-fenantrolina. No extrato celular e no sobrenadante, foi observada uma degradacéo
proteolitica em torno de 63 kDa, correspondente a enzima gp63, previamente identificada e
caracterizada em diversas espécies de Leishmania, com um pH 6timo de 5,0. A atividade
enzimatica no extrato celular foi completamente inibida na presenca de 1,10-fenantrolina
indicando, novamente, a natureza metalopeptidasica da enzima. Por outro lado, no
sobrenadante, ndo foram detectadas atividades enzimaticas, provavelmente devido a quantidade
reduzida desta enzima. A deteccdo de gp63 foi também realizada através de Western blotting
usando o anticorpo anti-gp63, tanto no extrato celular quanto no sobrenadante. No extrato
celular, foram observadas bandas com massas moleculares variando entre 45 a 100 kDa.
Enquanto isso, no sobrenadante, as cepas apresentaram um perfil reativo com bandas entre 63
kDa e 120 kDa. Na analise por citometria de fluxo, promastigotas foram fixadas com
paraformaldeido e incubadas com o anticorpo primario anti-gp63, seguido por incuba¢do com
anticorpo secundario conjugado a fluoresceina, para quantificar a expressdo de gp63 nos
diferentes isolados. A andlise foi realizada tanto para a detec¢do da gp63 localizada na
superficie celular quanto no interior da célula. Observou-se que o porcentual de células
marcadas variou de 51% a 96% na superficie celular e de 46% a 95% no interior das
promastigotas. Além disso, foi notada uma maior intensidade de fluorescéncia no interior
celular entre 8000 a 2000 MIF, em comparacdo com a superficie celular que variou de 6000 a
2500 MIF. Em concluséo, nossos resultados indicam a presenca de metalopeptidases com
dominios homologos a gp63 em promastigotas de L. infantum isolados de gatos. Essa
descoberta aponta para potenciais implicacfes na viruléncia e na resposta imunoldgica do
hospedeiro, destacando a importancia deste estudo para uma compreensdo mais aprofundada
da leishmaniose em felinos.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral; Felinos; Peptidase, Leishmanolisina



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease caused by protozoa of the genus Leishmania. Cats have
emerged as potential reservoirs of different species of Leishmania, despite previously being
considered refractory to infection. Most infected cats remain healthy, possibly due to their
natural resistance. The molecule gp63 is considered a virulence factor found on the surface of
promastigotes of all Leishmania species. Gp63 is a 63 kDa metallopeptidase that facilitates the
parasite internalization into macrophages, as well as its nutrition, growth, differentiation and
evasion of the immune system. The aim of this study was to investigate the presence of
metallopeptidases, with emphasis on gp63, in promastigotes of Leishmania infantum isolated
from naturally infected cats in the city of Teresina, Piaui. Cellular extracts of promastigotes
were obtained by lysis with 0.1% Triton X-100 and subsequently used to detect the
metallopeptidase gp63. The cell-free culture supernatant was concentrated using a Centricon
system with a 10 kDa cut-off membrane. The proteolytic activity of L. infantum cellular extracts
and supernatants was evaluated using the fluorogenic peptide substrate Z-Phe-Arg-AMC at pH
10 for 60 minutes. In the cellular extract, the parasite strains demonstrated enzymatic activity
ranging between 2,600 and 100 Arbitrary Fluorescence Units (AFU). In the supernatant,
enzymatic activity ranged from 800 to 100 AFU. Additionally, the presence of 1,10-
phenanthroline (a classic metallopeptidase inhibitor) blocked the activity of these enzymes,
suggesting they were metallopeptidases. We conducted zymographic assays to demonstrate the
enzymatic activity of gp63, using SDS-PAGE with gelatin incorporated as the substrate. After
electrophoresis, the gels were incubated in buffer at pH 10.0 and pH 5.0 for 48 hours at 37°C,
with or without 10 mM 1,10-phenanthroline. Proteolytic degradation around 63 kDa,
corresponding to the gp63 enzyme previously identified and characterized in various
Leishmania species, was observed in the cellular extract and supernatant, with an optimal pH
of 5.0. Enzymatic activity in the cellular extract was completely inhibited in the presence of
1,10-phenanthroline, indicating again the metallopeptidase nature of this enzyme. However, no
enzymatic activities were detected in the supernatant, likely due to the reduced amount of this
enzyme. The detection of gp63 was also performed by Western blotting using anti-gp63
antibody, both in the cellular extract and supernatant. In the cellular extract, bands with
molecular masses ranging from 45 to 100 kDa were observed, while in the supernatant, strains
exhibited a reactive profile with bands between 63 and 120 kDa. Flow cytometry analysis was
conducted, where promastigotes were fixed with paraformaldehyde and incubated with primary
anti-gp63 antibody, followed by incubation with fluorescein-conjugated secondary antibody, to
quantify gp63 expression in different isolates. The analysis was performed for both surface and
intracellular gp63 detection. It was observed that the percentage of labeled cells ranged from
51 to 96% on the cell surface and from 46 to 95% inside the promastigotes. Additionally, a
higher fluorescence intensity was noted inside the cell ranging from 8000 to 2000 MFI,
compared to the cell surface which ranged from 6000 to 2500 MFI. In conclusion, our results
indicate the presence of metallopeptidases with domains homologous to gp63 in L. infantum
promastigotes isolated from cats. This discovery points to potential implications in host
virulence and immune response, highlighting the importance of this study for a deeper
understanding of leishmaniasis in felines.

Keywords: Visceral Leishmaniasis; Felines; Peptidase; Leishmanolysin
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1 INTRODUCAO

1.1 Taxonomia e Historico do protozoario Leishmania

Os protozoarios do género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatide) sdo parasitos
intracelulares causadores das leishmanioses, um grupo de doencas negligenciadas (Vasconcelos
et al., 2018), esses parasitas afetam humanos e vérias outras espécies de mamiferos, tanto
domeésticos quanto selvagens, apresentando diversas manifestacdes clinicas. (OMS, 2023). Os
parasitos sdo transmitidos pela picada de fémeas infectadas de dipteros flebotomineos, que
estdo amplamente distribuidos geograficamente, abrangendo areas de floresta, rurais,
periurbanas e urbanas. (Neves, 2016). Aproximadamente 546 espécies de flebotomineos
(Diptera, Psychodidae) ja foram registradas nas Américas, estes vetores sdo popularmente
conhecidos como mosquito palha, e estdo divididos em sete géneros: Phlebotomus, Rondani,
1840; Sergentomyia, Franca, 1924; Chinius, Leng, 1987; Brumptomyia, Franca e Parrot, 1921;
Lutzomyia, Franca, 1924; Warileya, Hertig, 1948 e Edentomyia, Galati, 2003 (Sousa et al.,
2021). Esses vetores possuem uma alimentacdo generalista, podendo fazer repasto sanguineo a
partir de animais silvestres e domésticos, como os cdes e gatos (Brasil, 2014; Brianti et al.,
2017; Maroli et al., 2013).

Atualmente, nas Américas, 12 espécies de Leishmania sdo descritas como agentes
etiologicos da doenca em humanos e oito espécies como causadoras da doenca em animais.
Dessas, sete espécies foram identificadas no Brasil, pertencentes aos subgéneros Viannia e
Leishmania: L. (L.) amazonenses, L. (L.) infantum, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, , L.
(V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi (Brasil, 2017).

A infeccdo natural por Leishmania ja foi relatada em diferentes ordens de mamiferos,
como Marsupialia, Xenarthra, Rodentia, Carnivora, Primata e Chiroptera (Machado; Silva;
Vilani, 2016; WHO, 2010). Os cées, principalmente infectados por L. infantum, s&o
considerados como 0s principais reservatorios do protozoario para 0s humanos que vivem em
areas endémicas; outras espécies de animais silvestres e domésticos tém sido implicadas na
epidemiologia da infeccdo como reservatorios secundarios. Nesse contexto, 0s gatos, animais
domeésticos e sinantropicos, surgiram como novos potenciais reservatérios da doenca, sendo
naturalmente infectados pela mesma espécie de Leishmania que afeta os cdes e humanos em
areas tropicais e subtropicais no mundo todo (Batista et al., 2023; Dantas-Torres; Brandao-
Filho, 2006; Gramiccia, 2011; Otranto; Dantas-Torres, 2013; Pennisi, 2015).
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Dentre os fatores que potencializam a ocorréncia de zoonoses como as leishmanioses,
destacam-se as mudancas ambientais, especialmente o desmatamento que resulta em alteracoes
das condicdes naturais dos habitats de vetores e hospedeiros silvestres, promovendo a interacdo
destes nos ambientes peridomiciliares. Essas areas peridomiciliares apresentam condi¢gdes com
caracteristicas sombreadas e uUmidas, abrigos de animais domésticos e arvores frutiferas, que
favorecem o desenvolvimento dos flebotomineos e a interacdo destes com os hospedeiros e
reservatorios, visto que, a disponibilidade de criadouros, abrigos e fontes alimentares permitem
0 estabelecimento do ciclo de transmissao da doenca no peridomicilio (Brasil, 2014; Dos Reis
et al., 2017; Ferreira; Moraes, 2001; Machado; Silva; Vilani, 2016; WHO, 2010)

Outro fator que potencializa a ocorréncia da leishmaniose ¢ o ndo tratamento, ou
tratamento incompleto do animal. E comum os donos dos animais infectados por leishmaniose
abandonarem o tratamento, devido desanimarem com a terapia prolongada e a cura clinica e
parasitolégica incompleta e, portanto, tendem a abandonar o tratamento. Consequentemente, as
recaidas sdo constantes quando o tratamento é suspenso resultando na persisténcia do parasito

no hospedeiro, tornando-o uma fonte continua de infeccao (Baneth & Shaw, 2002).

1.2 O ciclo de vida de Leishmania spp.

A principal via de transmissao do parasito ao hospedeiro vertebrado acontece quando o
parasito do género Leishmania é introduzido na forma de promastigotas metaciclicas por meio
da picada de flebotomineos fémeas infectadas, durante o repasto sanguineo em hospedeiros da
classe Mammalia suscetiveis a infeccdo. As promastigotas sdo internalizadas por macrofagos
teciduais, onde se transformam em amastigotas. Este estagio se reproduz por divisao binaria até
que a célula hospedeira esteja saturada de parasitos, resultando em sua ruptura. Com a
destruicdo da célula hospedeira, numerosas amastigotas sdo liberadas e posteriormente
fagocitadas por outros macrdfagos, permitindo a continuidade do ciclo de reproducdo
assexuada. Um flebotomineo ndo infectado, ao se alimentar do sangue de um hospedeiro
vertebrado previamente infectado, ingere macrofagos contendo amastigotas e/ou amastigotas
livres. Ao passar pelo trato digestorio do hospedeiro invertebrado, os macrofagos se rompem,
liberando as amastigotas. No intestino do inseto, forma-se uma rede fibrosa composta de quitina
e varias proteinas associadas & membrana peritrofica, onde ocorre a diferenciacdo de
amastigotas para promastigotas prociclicos (Pimenta et al., 1997; Sacks, 2001; Soares et al.,
2005). As formas promastigotas prociclicas se multiplicam vigorosamente, dando origem as

nectomonas, formas mais alongadas que preenchem o intestino abdominal anterior. Ap6s 60-
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72 horas, ocorre a evasdo da membrana peritrofica e a adesdo as microvilosidades das células
epiteliais da porgdo anterior do intestino médio (Walters et al., 1992). De 4 a 7 dias apds a
infeccdo, todo o contetido alimentar é eliminado, e 0s promastigotas nectomonas se diferenciam
em promastigotas leptomonas, resultando em uma infec¢do macica do intestino médio anterior.
As leptomonas, por sua vez, diferenciam-se em promastigotas metaciclicas. Esse processo de
transformacdo para a forma promastigota metaciclica € conhecido como metaciclogénese
(Kamhawi, 2006).

Os promastigotas metaciclicos, sendo a forma infectante, sdo pequenos e delgados, com
flagelos longos e altamente mdveis, ndo apresentando capacidade de multiplicacdo (Saraiva et
al., 2005). Durante esse estagio de desenvolvimento, também sdo observadas formas curtas e
largas denominadas haptomonas, além de formas de pequeno corpo classificadas como
paramastigotas. Os promastigotas metaciclicos migram entdo para o esdfago e faringe,
alojando-se na proboscide do vetor e blogueando a entrada de sangue durante um novo repasto

sanguineo. Contragdes musculares na probdscide levam o flebotomineo a regurgitar o sangue

recém-ingerido, contendo os promastigotas metaciclicos (Kamhawi, 2006) (Figura 1).

®

Weeks -
Months

Figura 1. Representac&o do ciclo biolégico e de transmissdo da Leishmania. (A) Hospedeiro vertebrado infectado com
promastigotas metaciclicas apds o repasto sanguineo. (B) Promastigotas metaciclicas infectam macréfagos, (C)
diferenciam-se em amastigotas, proliferam e rompem a célula hospedeira (D), disseminando o parasito e atraindo
outros macréfagos que se tornam infectadas. (E) Flebotomineo fémea, ao se alimentar, ingere formas amastigotas
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presentes no sangue (F), que se diferenciam em promastigotas em seu trato digestivo, migram para a probéscida e
reiniciam o ciclo ap6s uma refeicdo de sangue. FONTE: Elaboracéo prépria.

1.3 Epidemiologia, Soroprevaléncia e Saude Publica

Em 2018, a leishmaniose cutanea (LC) era considerada endémica em 92 paises ou
territorios, enquanto a leishmaniose visceral (LV) tinha registros em 83 nagdes. Atualmente,
mais de 1 bilh&o de pessoas residem em areas propensas a leishmaniose, expondo-se ao risco
de infeccdo. Estima-se que a cada ano ocorram mais de 30.000 novos casos de LV e mais de 1
milhdo de novos casos de LC. Em 2022, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recebeu
notificagbes de casos de LV, com destaque para Sudéo, Brasil, Quénia e Sudao do Sul, que
registraram 4347, 1684, 1573 e 1058 casos notificados, respectivamente. No mesmo ano, 0

Egito se destacou nas notificacdes de LC, totalizando 200 casos (WHO, 2024).

Nas regides endémicas, a distribuicdo da doenca se d& de modo difuso, tendo pequenos
focos de transmissdao com distribuicdo baseada nas condigdes ecoldgicas que refletem no
comportamento dos vetores, parasitos e reservatorios (Dantas-Torres, 2007). Missawa, Lorosa
e Dias (2008) relataram que a proximidade do homem com éreas florestais e a criacdo de
animais domesticos, atraem uma quantidade elevada de flebétomos préximos aos domicilios,

ocorrendo grandes chances de infecc¢do por Leishmania (Godoi et al., 2016).

Na América Latina, 90% dos casos registrados de leishmaniose ocorrem no Brasil. Em
média, anualmente sdo registrados aproximadamente 3.500 casos, com um coeficiente de
incidéncia de 2,0 casos por 100.000 habitantes. Nos ultimos anos, observou-se um aumento
progressivo na letalidade, que passou de 3,1% em 2000 para 7,1% em 2012. Em 2022, dos 1684
casos registrados de LV, 731 ocorreram no estado do Nordeste, sequidos de 237 no Norte, 245
no Sudeste, 105 no Centro- Oeste e 6 no Sul, sendo a regido Nordeste considerada a principal
zona endémica da LV nas Américas (OMS, 2023).

A alta prevaléncia da doenca observada nas areas urbanas pode ser atribuida a elevada
densidade populacional, ao aumento das migracdes, as alteracbes ambientais, as condi¢cdes de
vida da populacédo inadequada e a adaptacdo do vetor ao meio urbano (OMS, 2023; Rodrigues
etal., 2017).

Entre os 9 paises que relatam 85% dos casos de LC trés deles estdo localizados nas
Américas: Brasil, Coldmbia e Peru. Na Regido das Américas, foram notificados casos de LC
do sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com excecao das ilhas do Caribe e do Chile.
No periodo de 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de LC e mucosa foram notificados a
OPAS (Organizagao Pan-Americana da Saude). No Brasil, esta é considerada uma das afecgdes
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dermatoldgicas de grande magnitude e com elevado risco de ocorréncia de deformidades (Pan
American Health Organization, 2019).

A LV é endémica em 78 paises (Ruiz-Postigo JA et al., 2020). Embora a incidéncia
tenha diminuido nos Gltimos anos, em 2018 foram notificados aproximadamente 17.000 novos
casos, sendo 90% deles registrados no Brasil, Sudao, Sudao do Sul, Etidpia, Quénia, Somélia e
india (Ruiz-Postigo JA et al., 2020). Além disso, infeccbes também tém sido registradas no sul
da Europa. Um estudo realizado com viajantes na Europa entre 2000 e 2012 identificou 10
casos de LV e 30 casos de LC, com locais de exposicéo destacados na Espanha, Malta e Itélia
(Ehehalt et al., 2014).

No Brasil, no contexto epidemioldgico, a leishmaniose visceral canina (LVC) é
considerada relevante, pois a doenca canina é mais prevalente no territério nacional e, dentro
de uma mesma area, precede a ocorréncia dos casos humanos (Rodrigues et al., 2017). A
presenca de casos humanos e caninos assim como de flebotomineos € um aspecto importante
para a compreensao do ciclo de transmissao da LV (Rodrigues et al., 2017). Os cées infectados
sdo considerados os principais reservatérios do parasito, como animais domésticos, possuem
relagdo direta com o ser humano. Os cées sdo suscetiveis ao protozodrio e também séo as
principais fontes de infeccdo aos flebotomineos (Ribeiro et al., 2018). Além da infecgdo em
cdes, 0s gatos tém se tornado uma importante chave na cadeia epidemioldgica da manutencéo
e transmissao de Leishmania, sendo considerado como uma espécie hospedeira acidental ou

alternativa (Maia; Campino, 2011)

A LF causada por L. infantum foi identificada em trés gatos em Teresina, Piaui, Brasil,
uma area endémica para LV. Esses trés gatos infectados eram oriundos do mesmo bairro, onde
a falta de saneamento bésico era evidente (Mendonca et al., 2017). O inicio da transmissdo da
doenca na cidade remonta a 1981, impulsionado pelas condi¢BGes de vida desfavoraveis da
populacéo e pelas alteragcdes ambientais decorrentes do rapido processo de urbanizacao. Esses
fatores contribuiram presumivelmente para a adaptacdo do vetor ao ambiente urbano (Costa;
Pereira; Araujo, 1990).

A doenca, antes limitada as areas rurais e as pequenas localidades urbanas, encontra-se
em franca expansao para grandes centros, em um processo desperiurbanizacdo e urbanizacao
que vem ocorrendo nas ultimas décadas. Tem se tornado um importante problema de saude
publica, onde fatores sociais, econémicos e ambientais estdo interligados, entre eles a

urbanizacédo acelerada e o desmatamento, que facilitam a sua ocorréncia (Brasil, 2017).
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Diante disso, o principal desafio para o estabelecimento de agdes de salde publica
efetivas quanto ao combate e controle das leishmanioses, diz respeito & compreensdo da
dindmica ecoldgica envolvida nas zoonoses, sendo este conhecimento essencial para que o
poder publico consiga estabelecer medidas efetivas contra a infec¢do (Machado; Silva; Vilani,
2016).

Dentre os aspectos ecoldgicos da transmissdo da infeccdo, a compreensdo das
caracteristicas ambientais das areas de manutencéo do ciclo de vida do vetor, se constitui como
o0 principal conhecimento necessario para reduzir o contato humano-vetor. Outra ferramenta
essencial para reducdo deste problema de salde publica, sdo as a¢fes de educagdo em saude,
que devem ser incorporadas aos servicos na forma de acOes e préaticas visando a promogéo da
educacdo e a transformacdo de individuos e dos seus grupos, de modo a aumentar a
compreensdo destes acerca das problematicas da area da salde, de modo que este instrumento
preventivo de intervencgdo utilizado pelo poder publico seja capaz de orientar a populagédo
quanto as acdes que resultam na reducdo dos casos de leishmanioses (Machado; Silva; Vilani,
2016; Brasil, 2019).

1.4 Leishmaniose Felina

O primeiro relato de infec¢do por Leishmania em gatos domésticos data de 1912 e até
os anos 2010 acreditava-se que estes animais eram resistentes a infeccéo (Pennisi, 2015; Sergent
et al., 1912). Entretanto, estudos mais recentes registram a infecgdo de gatos por diferentes
espécies de Leishmania (Nascimento et al., 2022). De acordo com Pennisi et al. (2015), cinco
espécies de Leishmania foram identificadas em gatos no Novo Mundo: L. mexicana, L.
venezuelensis, L. braziliensis e L. amazonensis e L. infantum no Novo e Velho Mundo. No
Brasil, as espécies L. infantum, L. mexicana, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. amazonensis,

L. major e L. tropica foram descritas infectando gatos (Pasa et al., 2015; Pennisi, 2015).

A leishmaniose felina (FL) apesar de ser pouco comum no Brasil, apresenta registros de
gatos infectados pelas mesmas espécies de Leishmania que acometem o0s cdes e humanos das
areas endémicas (Oliveira et al., 2020). Considerando a endemicidade da infecgdo no pais, vem
sendo relatado o0 aumento da ocorréncia dessa enfermidade em gatos no Brasil (Batista et al.,
2020; Noe et al., 2015; Piraja et al., 2013). Somado a isso, o fato de os gatos serem considerados
animais de companhia e, nas ultimas décadas, os felinos estarem ocupando 0s espagos
domiciliares anteriormente ocupados pelos caes, torna-se ainda mais relevante a busca pela

elucidacdo do papel desses animais quanto a transmissdo dessa doenca (Asfaram; Fakhar;
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Teshnizi, 2019; da Silva et al., 2023; Da Silveira Neto et al., 2015; Nascimento et al., 2022;
Pennisi, 2015; Pennisi; Persichetti, 2018).

Em areas endémicas para leishmaniose canina, € comum a presenca de gatos
soropositivos para anticorpos anti-Leishmania (Pennisi, 2015). Assim, segundo Da Silva et al.
(2023), a coabitacdo dos gatos com cdes e flebotomineos infectados podem favorecer a
exposicao dos gatos ao parasito. Noé et al. (2015) sugerem que os gatos domésticos podem
atuar como elo entre ambientes silvestres e domésticos ao se deslocarem para areas periurbanas

e rurais, 0 que favorece a disseminacao do parasito devido a maior exposi¢do ao vetor.

O gato doméstico (Felis catus) pode se infectar com diferentes espécies de Leishmania,
as mesmas espeécies que afetam os cdes e 0s humanos em areas tropicais e subtropicais em todo
o mundo (Pennisi; Persichetti, 2018; Piraja et al., 2013; Silva et al., 2020). Segundo o0s
resultados de Batista et al. (2020), os felinos possuem participacdo significativa no ciclo
bioldgico de espécies de Leishmania, como L. infantum; sdo capazes de atuar como uma fonte
alimentar para os flebotomineos, e ainda, de atuarem como reservatorio do patdgeno,
possibilitando a transmissdo vetorial para o cdo a até para 0os humanos. Além de serem capazes
de manter a infec¢do ativa, estudos com xenodiagnoéstico comprovam a capacidade dos felinos

de infectar os flebdtomos (Maia; Campino, 2011; Mendonca et al., 2020).

Apesar de ndo possuirem uma total elucidacdo quanto ao seu papel no ciclo
epidemioldgico das leishmanioses, a literatura aponta que, pelo menos, sete espécies do género
Leishmania ja foram descritas em gatos, principalmente em machos adultos que vivem ou

viajam para areas endémicas (Pereira; Maia, 2021).

A espécie L. infantum é a espécie mais prevalente, sendo assim considerada a principal
responsavel pelos casos de FL, sendo inicialmente registrada no Brasil em 2004, podendo o
animal ndo apresentar qualquer sintomatologia ou apresentar os sinais clinicos da doenca, que
guando presentes sdo, geralmente, sinais cutaneos, lesdes oculares, e sindrome
gengivoestomatite cronica felina (da Silva et al., 2023; Nascimento et al., 2022; Savani et al.,
2004; Pennisi et al., 2015; Asfaram; Fakhar; Teshnizi, 2019).

A patogénese das alteragBes viscerais da FL ainda ndo é completamente descrita,
entretanto, Batista et al. (2023) relataram a ocorréncia de hiperemia de baco, figado e rins em

gatos com leishmaniose.
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Quanto a prevencgdo, a FeL ainda ndo € consensual, porém, sugere-se a adocdo da
aplicacdo de repelentes contra os vetores, assim como nos cées (Pennisi et al., 2015). Brianti et
al. (2017) afirmam que, coleiras impregnadas com a combinacdo de imidacloprida e flumetrina
é segura e efetiva na reducéo do risco de infeccdo felina por L. infantum, sendo uma medida
preventiva eficaz para LF, promovendo prote¢do individual dos animais, especialmente

daqueles que vivem ou frequentam areas endémicas para L. infantum.

De acordo com Pennisi e Persichetti (2018), o tratamento para felinos infectados por
Leishmania ainda ndo é consensual, sendo utilizado de forma empirica 0s mesmos farmacos
empregados no tratamento da leishmaniose canina. De acordo com Mendonca (2019), até o
presente momento, ndo existem comprovacao de que 0s gatos sejam capazes de suportar a
mesma terapéutica empregada nos cées, desta forma, os protocolos utilizados nos gatos néao
possuem eficacia e seguridade comprovadas, sendo necessario o acompanhamento e

monitoramento destes animais quanto aos efeitos colaterais do tratamento.

A terapia baseada na administracéo via oral de alopurinol (9 mg/kg) como monoterapia
ou em associacdo ao antimoniato de meglumina sdo os protocolos mais utilizados (Pennisi;
Persichetti, 2018). Segundo Pereira e Maia (2021), a monoterapia do alopurinol tem resultado
em melhorias no estado clinico dos pacientes, entretanto, produzindo também algumas reacGes
adversas cutaneas e elevacdo das enzimas hepaticas, em alguns casos levando a leséo renal
aguda. A vacinacgdo contra a LF ainda ndo é prevista, uma vez que a vacina utilizada no Brasil
contra a L. infantum, Leish-Tec® do laboratorio Hertape Calier Satde Animal, s6 pode ser

utilizada em cées (Sousa, 2017).

1.5 Sinais Clinicos

Apesar do crescente aumento dos registros de casos de felinos infectados por
Leishmania, muitos aspectos da doenca nesses animais ainda nao estao esclarecidos. Dentre 0s
quais, as alteragdes clinicas e patoldgicas ainda sdo limitadas e até o presente, apenas algumas
descri¢des pontuais dos sinais clinicos e das alteragdes fisiologicas sdo relatadas, entretanto,
ndo apresentam padrdes ou categorias de infec¢bes (Pennisi et al., 2015a; Pennisi; Persichetti,
2018).

A LF é comumente associada com infec¢des imunossupressoras, como as infecgoes
retrovirais por FIV (Feline Immunodeficiency Virus) e por FeLV (Feline Leukemia Virus), os

tratamentos imunossupressivos e doencas debilitantes concomitantes, como neoplasia ou
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diabetes mellitus, estas associa¢Oes acabam por prejudicar a resposta imune celular e podem
permitir a multiplicacdo ativa do parasito e a sua disseminacdo visceral (Grevot et al., 2005;
Pennisi, 2015).

Em gatos, assim como ocorre nos caes, a doenga pode ndo resultar no aparecimento de
sinais clinicos especificos, dificultando o diagndstico, pois a leishmaniose pode ser confundida
com outras doencas, como por exemplo, a esporotricose — uma doenca fungica (Oliveira et al.,
2020). Os felinos oligossintomaticos apresentam manifestacdes clinicas comuns aquelas
encontradas em outras patologias, sendo os sinais clinicos inespecificos mais comuns o

emagrecimento progressivo e o complexo gengivite-estomatite (Santos et al., 2018).

Dentre os sinais inespecificos destacam-se a desidratacdo, o corrimento ocular,
estomatite ulcerativa, febre, anorexia, vémito, otite, linfadenopatia localizada, distensdo
abdominal e diarreia cronica (Godoi et al., 2016). Além dessas, algumas manifestacdes clinicas
esporéadicas incluem a palidez de membranas mucosas, hepatomegalia, caquexia, febre, vomito,
diarreia, esplenomegalia, polidria/polidipsia, dispneia, sibilo, aborto e hipotermia (Pennisi et
al., 2015a).

Os gatos sintomaticos podem apresentar uma Gnica manifestacdo clinica ou sinais
clinicos inespecificos, que comumente incluem lesGes nodulares ou ulceradas no focinho,

labios, orelhas e palpebras e alopecia, sem sofrer da doenca (Santos et al., 2018).

De acordo com Pennisi et al. (2015a), os principais sinais clinicos relatados na LF
incluem lesBes da pele ou mucocutaneas e linfonodomegalias. Em alguns casos, 0s animais
podem demonstrar apenas lesdes dermatoldgicas isoladas, enquanto em outros, 0s animais
podem se apresentar com lesdes de pele associadas com sinais sistémicos; ja a linfonodomegalia
pode ser solitaria ou multicéntrica. Segundo Da Silva et al. (2023), as lesdes cutaneas e
linfonodomegalias sdo os sinais clinicos mais frequentes da LF, independente da espécie de
Leishmania que esteja causando a infecgdo e, além disso, as areas da cabeca, orelhas e nariz

sejam as areas mais afetadas devido a tendéncia dos flebotomineos picarem areas sem pelos.

Linfadenopatia, alteracdes oculares, renais, hepaticas e da cavidade oral sdo os achados
ndo cutdneos mais frequentes, encontrados isoladamente ou em combinacdo com sinais
cutaneos (Piraja et al., 2013; Oliveira et al., 2015; Noé et al., 2015; Santos et al., 2018).
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As lesdes cutaneas predominam na imagem clinica de LF em funcéo da infecgéo por L.
infantum. Dentre as anormalidades dérmicas estdo incluidos os nodulos, ulceracdes ou até
dermatite esfoliativa, podendo ser generalizadas ou localizadas, simétricas ou assimétricas e até
podendo aparecer em todo o corpo em uma regido focal, multifocal ou em um padrdo difuso. A
presenca de nodulos cutdneos e mucocutaneos, de tamanho varidvel, sdo normalmente
encontrados na cabeca, incluindo &reas de palpebras, focinho e l&bios ou nas partes distais dos
membros, podendo também serem encontrados na mucosa anal. Outras apresentagdes
dermatoldgicas incomuns incluem papulas hemorragicas e ndédulos que podem conter formas
amastigotas do parasito (Pennisi et al., 2015a). Pennisi et al. (2015) ainda descreveram a
ocorréncia de lesbes oculares, sendo a uveite (uni ou bilateral) a mais comum dentre elas e,
lesGes nodulares na mucosa gengival ou na lingua. A figura 2 apresenta lesGes dermatoldgicas

de gatos infectados por L. infantum.

Figura 2. Nodulos e lesGes cutaneas em gatos infectados por L. infantum. A e B, nddulos e lesGes nas pernas.
C e D, lesBes envolvendo face e orelhas. Fonte: Batista (2019).
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1.6 Principais moléculas envolvidas na interacdo parasito-célula hospedeira

Ao longo de seu ciclo de desenvolvimento, a Leishmania sofre diversas modificagoes
tanto morfoldgicas quanto bioquimicas, abrangendo aspectos como o metabolismo energético,
a degradacdo de proteinas, a motilidade, bem como as defesas antioxidantes e aquelas
associadas ao estresse. Essas adaptacdes conferem ao parasito a habilidade de persistir,
reproduzir-se dentro dos macréfagos e disseminar-se para estabelecer a infec¢do (Brandonisio
et al., 2000; Contreras et al., 2010; Shio et al., 2012).

Os elementos cruciais que influenciam o parasitismo e o nivel de patogenicidade sdo
predominantemente determinados por fatores moleculares especificos do parasito,
frequentemente referidos como fatores de viruléncia, que na Leishmania estdo inclusos
proteinas e carboidratos. A intensidade da interacdo desses fatores é um determinante chave do
grau de patogenicidade, que pode ser avaliado pelo nivel de parasitemia e/ou pelo tamanho da
lesdo (Aoki et al., 2019; Cardoso et al., 2019; Qi; Popov; Soong, 2001).

Esses fatores capacitam o parasito a se pré-adaptar ao ambiente do hospedeiro
mamifero, respondendo ao aumento de temperatura e a diminuicdo do pH dentro dos
macrofagos. Essas adaptacdes sao essenciais para o estabelecimento inicial no local da picada,
facilitando a invasdo de macrofagos e a proliferacdo nas condi¢cdes extremas dos
compartimentos fagolisossdmicos. Além disso, esses fatores sdo empregados para evitar/evadir
a resposta imunoldgica celular e humoral do hospedeiro (Al-Khalaifah et al., 2018).

Glicosilinositols (GIPLs), lipofosfoglicanos (LPGs), proteofosfoglicanos (PPGs) e a
glicoproteina gp63 sdo as principais moléculas representativas desse grupo de fatores que
contribuem para a patogénese e permitem ao parasito estabelecer a infec¢éo (Franco; Beverley;
Zamboni, 2012; Gupta; Oghumu; Satoskar, 2013).

Os LPGs (glicoconjugados de superficie) sdo moléculas cruciais na membrana do
parasito Leishmania, fixadas por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI).
Predominantemente presentes na forma promastigota, os GLPs sofrem uma reducdo
significativa na forma amastigota. Com uma estrutura complexa, compreendendo ancora GPI,
nucleo de glicano, fosfoglicano e capa oligossacaridica, sua variacao estrutural depende da
espécie e do estagio do ciclo de vida parasitaria (Ferguson, 1999; llg et al., 1992; Valente et al.,
2019). Sédo os primeiros alvos imunoldgicos quando a forma metaciclica da Leishmania infecta

um hospedeiro, agindo como barreiras a ligacdo de moléculas do complemento (Franco;
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Beverley; Zamboni, 2012; Gupta; Oghumu; Satoskar, 2013). O GLP facilita a ligacéo e a
fagocitose pelos macréfagos, promovendo a replicacdo e diferenciacdo parasitaria (Anversa et
al., 2018). Associado a diversos mecanismos, como evasdo da lise do complemento e
sobrevivéncia em macrofagos, os LPGs desempenham um papel fundamental como fatores de

viruléncia para a Leishmania (Franco; Beverley; Zamboni, 2012).

O entendimento sobre os efeitos provocados pelos GIPLs na viruléncia € limitado. E
conhecido que essas moléculas estdo presentes nas formas celulares promastigota e amastigota
do parasito, e possuem a capacidade de inibir a sintese de éxido nitrico (NO) pelos macrofagos,
contribuindo para a protecdo do parasito contra danos (Franco; Beverley; Zamboni, 2012).
Além disso, evidéncias indicam que os GIPLs interferem na via da proteina quinase C (PKC),
promovendo a sobrevivéncia do parasito. Essa interacdo também estd relacionada a outros
fatores de viruléncia, como GLPs e gp63, embora cada um desses fatores empregue um

mecanismo inibitério distinto (Gupta; Oghumu; Satoskar, 2013).

Os PPGs sdo glicoproteinas presentes nas formas promastigota e amastigota da
Leishmania, com estrutura semelhante & mucina e aos GLPs. Além de estarem na superficie do
parasito, os PPGs podem ser liberados pelos amastigotas no meio extracelular (llg, 2000;
Zivanovi¢ et al., 2018). Eles desempenham papéis cruciais na interacio com os macréfagos,
facilitando a internalizacdo do parasito e modulando a resposta do hospedeiro. Nos estagios
iniciais da infeccéo, os PPGs podem inibir a sintese de citocinas pro-inflamatorias, mas, quando
os macréfagos sdo ativados, contribuem para a destruicdo do parasito através da producdo de
oxido nitrico(Piani et al., 1999). Os PPGs também impactam a atividade proteolitica no soro e
influenciam o sistema complemento (Peters et al., 1997), sendo essenciais para a sobrevivéncia

do amastigota nos macréfagos hospedeiros (Franco; Beverley; Zamboni, 2012).

A GP63, uma metalopeptidase de 63 kDa, desempenha um papel crucial na
sobrevivéncia do parasito ao protegé-lo da acéo litica do sistema complemento. Ela atua
inibindo a formacédo do complexo de ataque a membrana por meio da clivagem da cascata das
convertases (Ma et al., 2011).
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Figura 3. Fatores de viruléncia da Leishmania. Representagdo esquematica de um promastigota mostrando as
moléculas de superficie GP63, LPGs, PPGs e GIPLs ancoradas em GPI, que estdo principalmente associadas a
microdominios de membrana. Fonte: Adaptado de Olivier et. al. (2012).

Em Leishmania spp. e outros tripanossomatideos, as peptidases desempenham um papel
crucial na interacdo parasito-hospedeiro. Elas estdo diretamente envolvidas na degradacdo do
tecido conjuntivo durante a invasdo, na ruptura das células do hospedeiro e na degradacao de
proteinas do citoesqueleto do hospedeiro. Além disso, as peptidases desempenham um papel
central na evasdo ou modulacdo do sistema imunoldgico, seja por meio da degradacdo ou
ativacdo de moléculas do sistema imune, e sdo fundamentais na invasao das células hospedeiras.
Além de sua importancia na patogenicidade desses parasitas, as peptidases estdo envolvidas em
eventos essenciais do ciclo de vida desses microrganismos. Isso inclui a remodelacdo do
parasita durante a transicdo entre estagios de vida, bem como a ativacdo ou degradacdo de
enzimas ou proteinas regulatérias do parasita. Além disso, as peptidases sdo cruciais no
processamento de proteinas para fins nutricionais. Essa interagdo complexa destaca o papel
multifuncional das peptidases na biologia e patogenicidade desses parasitos (Sajid; McKerrow,
2002).

1.7 GP63

1.7.1 Bioquimica da GP63
A metalopeptidase dependente de zinco denominada glicoproteina 63 (GP63) ou

leishmanolisina encontrada na superficie do parasito Leishmania foi descoberta pela primeira
vez na década de 1980, sendo descrita genética e bioquimicamente como um importante

antigeno de superficie expresso em promastigotas de Leishmania de vérias espécies e possuindo
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uma ampla gama de substratos incluindo caseina, gelatina, albumina, hemoglobina e

fibrinogénio (Yao; Donelson; Wilson, 2003).

A gp63 liberada pode ter diferentes massas moleculares devido a seu grau de
glicosilagdo ( Ellis et al., 2002). A liberacdo da gp63 ancorada a superficie do parasito via
ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) é regulada por autoprotedlise. A presenca de um
quelante de zinco ou mutacdo do motivo de ligacdo de zinco afeta a autoproteolise e,

consequentemente, a sua secre¢do (McGwire et al., 2002).

A atividade proteolitica da gp63 foi descoberta acidentalmente quando fragbes do
parasito contendo esta proteina foram misturadas com padres de massa molecular para SDS-
PAGE (Gel de Eletroforese de Poliacrilamida com Dodecil-sulfato de sodio) (Bordier, 1987;
Etges; Bouvier; Bordier, 1986). Além disso, corresponde a cerca de 1% do total de proteinas
presentes nos promastigotas (Bouvier et al., 1985) e pertence a classe enzimatica EC 3.4.24.36
(cld MA , familia M8 de endopeptidases) (d’Avila-Levy et al., 2013; Yao, 2010; Yao et al.,
2003).

Do ponto de vista estrutural, a gp63 apresenta um sitio catalitico dependente de zinco,
composto pelo motif HEXXH. A proteina é organizada em trés regides distintas: amino terminal
(N-terminal), dominio central e carboxi-terminal (C-terminal) com cerca de 25 residuos de

aminoacidos (Figura 5).

Figura 4. Esquema representativo da estrutura da molécula GP63. Na representacdo visual, é possivel identificar as
diferentes regides, destacadas em vermelho para a porcdo N-terminal, verde para o dominio central e azul para a porgdo C-
terminal. As ligagGes de pontes dissulfeto sdo indicadas pela cor amarela, enquanto a esfera rosa simboliza a presencga da
molécula de zinco no sitio catalitico (Schlagenhauf; Etges; Metcalf, 1998).
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Como ja mencionado, a gp63 exibe uma ampla especificidade de substrato e possui um
pH o6timo (Bouvier et al., 1989; Chaudhuri; Chang, 1988; Schneider; Glaser, 1993), variavel
entre diferentes espécies de Leishmania (Tzinia; Soteriadou, 1991), podendo divergir conforme
0 substrato e 0 método de ensaio utilizados (Ilg; Harbecke; Overath, 1993). A gp63 € sintetizada
no reticulo endoplasmatico, enquanto uma pequena parte é retida no RE, a maior parte é
expressa na superficie do parasito, e o restante é liberado ou clivado da membrana (Ellis et al.,
2002; McGwire et al., 2002; Weise et al., 2000).

1.7.2 Funcoes

Diversos papéis adicionais tém sido propostos para a molécula gp63 quando o
promastigota esta dentro do hospedeiro mamifero, como seré detalhado posteriormente. A gp63
desempenha papéis vitais nas diferentes etapas do ciclo de vida da Leishmania, onde varias
espécies de contém classes distintas de genes gp63 que sdo regulados no desenvolvimento em
diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, incluindo os estagios amastigota, promastigota
logaritmica e promastigota metaciclica (Medina-Acosta; Karess; Russell, 1993).

Estudos evidenciaram que a expresséo de gp63 sofre modificacGes conforme a cepa de
Leishmania e sua habilidade de interacdo com macrdfagos, corroborando que a presenca de
peptidases é crucial para a viruléncia do género nos processos de nutricdo, invasdo celular,

sobrevivéncia intracelular, diferenciacdo e proliferacdo (Lima et al., 2009).

Esta enzima, classificada como endopeptidase, ndo apresenta atividade exopeptidase.
Apds a ativacdo da proteina precursora, que ocorre por meio de um processo envolvendo a
mudanca conformacional de uma cisteina, a gp63 pode hidrolisar uma variedade de substratos
proteicos, incluindo proteinas séricas como albumina, caseina, componentes do complemento,
fibrinogénio, hemoglobina e imunoglobulinas (Bouvier et al., 1990), assim como componentes
da matriz extracelular como colageno tipo 1V e fibronectina. 1sso pode facilitar a migracéo do
parasito através da membrana basal subendotelial, promovendo a disseminagdo nos tecidos
(McGwire; Chang; Engman, 2003).

Corradin et al. (1999) relataram que a gp63 cliva o substrato C quinase rico em alanina
miristoilado (MARCKS), uma das primeiras moléculas envolvidas na sinalizagdo celular,
quando eles notaram uma expressdo anormal de proteinas relacionadas ao MARCKS (MRP)
em macrofagos infectados por L. major. Verificou-se posteriormente que esta degradacdo de

MRP estava ausente na presenca de inibidores de gp63, bem como quando o local de clivagem
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potencial gp63 do MRP foi mutado, confirmando assim que Ggp63 foi responséavel pela
hidrolise de MARCKS / MRP (Corradin et al., 1999)

Devido a sua presenca em ambas as formas do parasito, 0 GP63 provavelmente
desempenha diferentes fun¢des dependendo do estdgio do parasito. Em promastigotas de L.
amazonensis e L. major, foi descoberto que o GP63 cliva o C3b em iC3b, auxiliando o parasito
a evitar a lise mediada pelo complemento (Brittingham et al., 1995). Ao mesmo tempo, a
geracdo de iC3b pode atuar como uma opsonina, facilitando a interacdo do parasito com o0s
macrofagos por meio dos receptores do complemento 1 e 3, favorecendo sua internalizacdo
(Mosser; Edelson, 1985). Também foi relatado que o GP63 interage com o receptor de
fibronectina (FR), possivelmente contribuindo ainda mais para a adesdo do parasito aos

macrofagos (Brittingham et al., 1999).

Outra descoberta importante é que, uma vez que 0s promastigotas de L. mexicana estdo
em contato com a matriz extracelular do tecido subcutaneo, o GP63 pode degradar o0s
componentes extracelulares, favorecendo sua rapida migracdo em matrigel in vitro (McGwire;
Chang; Engman, 2003). A GP63 também é capaz de clivar CD4 de superficie, podendo diminuir
a resposta de células T (Hey et al., 1994); e também pode clivar peptideos intracelulares

apresentados por moléculas MHC de classe | (Garcia et al., 1997).

Ademais, as sinaptotagminas (Syts) sdo proteinas de membrana que controlam a fusdo
de vesiculas em processos celulares como exocitose e fagocitose, dependendo do célcio. A Syt
XI, presente em macrofagos, regula negativamente a liberacdo de fatores inflamatérios. A
Leishmania pode afetar a funcdo da Syt XI, desregulando a liberacdo desses fatores. Estudos
mostraram que a peptidase GP63 da Leishmania degrada a Syt XI, aumentando a liberagéo de
TNF-a (Fator de Necrose Tumoral alfa) e a IL-6 (Interleucina-6) apés a infeccdo (Arango
Duque; Fukuda; Descoteaux, 2013). A GP63 cliva VAMPS8 (vesicle-associated membrane
protein 8), responsavel por apresentar antigenos ao TCD8+, prejudicando assim processos
envolvidos na biogénese do fagolisossomo que sdo necessario para apresentacdo cruzada do
antigeno (Matheoud et al., 2013).

Isnard e colaboradores forneceram evidéncias de que em L. major a GP63 se localiza no
envelope nuclear de macrofagos infectados e esta ativo neste compartimento e no nucleoplasma
(Isnard et al., 2015), levando a possibilidade de que a GP63 possa estar interferindo na dinamica
nuclear (Contreras et al., 2010), clivando outras proteinas importantes para manter a estrutura

e funcionamento celular, alterando também o proteoma do nucleoplasma alterando o DNA.
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Para apoiar ainda mais o argumento de que a infeccéo por Leishmania manipula a expressao de
proteinas encontradas no nucleo, Singh et al. (2015) usaram protedmica para obter uma
compreensdo global de como a infeccéo por L. donovani reprogramava as células hospedeiras,
indicando que o proteoma da célula hospedeira ¢ modulado apés a infec¢do por L. donovani,
fornecem evidéncias de uma reprogramacao global do metabolismo celular e demonstrando as

complexas relagdes entre o hospedeiro e o parasito em nivel molecular.

Uma outra funcéo atribuida a gp63 é a manipulacdo do metabolismo do ferro dentro das
células hospedeiras. O ferro é essencial para a sobrevivéncia e replicacdo do parasito. Estudos
revelaram que a Leishmania é capaz de inibir o efluxo de ferro das células infectadas, reduzindo
a presenca da proteina ferroportina, responsavel por liberar ferro das células. 1sso ocorre devido
ao aumento da hepcidina, um horménio regulador do metabolismo do ferro, nos macréfagos
infectados. A gp63 pode estar envolvida no aumento da secrecédo de IL-6, que pode levar ao
aumento da expressdo de hepcidina. Essa manipulacdo resulta em niveis mais altos de ferro
intracelular, favorecendo a sobrevivéncia e replicacdo do parasito (Arango Duque; Fukuda;
Descoteaux, 2013).

O colesterol é um componente crucial para a estrutura das células e sua funcéo. Durante
a infeccdo por Leishmania, os parasitos usam uma GLP para degradar as plataformas lipidicas
(lipid rafts) que contém colesterol, facilitando sua entrada nas células hospedeiras. Isso
interrompe as vias de sinalizagdo e enfraquece o sistema de defesa celular, conhecido como
fagolisossomo (Dermine et al., 2005; Vinet et al., 2009; Winberg et al., 2009). Pacientes com
leishmaniose visceral tendem a ter niveis mais baixos de colesterol no sangue (Ghosh et al.,
2011). Um estudo destacou a importancia do colesterol na infec¢cdo por Leishmania, mostrando
que a proteina gp63 cliva a proteina DICER1 em células hepaticas infectadas, diminuindo 0s
niveis de um regulador chave, 0 miR-122. Isso resulta em uma redugdo da sintese de colesterol

e na sobrevivéncia prolongada dos parasitos (Ghosh et al., 2013).

Estudos mostram que a infec¢do por L. donovani induz mudangas epigenéticas na
metilacdo do DNA do hospedeiro para permitir a diferenciacdo e replicacdo da sobrevivéncia
de L. donovani dentro do macréfago infectado. Acredita-se que a proteina gp63 de Leishmania
possa exercer uma influéncia indireta na metilagdo do DNA do hospedeiro. Os estudos
conduzidos por Isnard et al. (ano) sugerem que a gp63 nuclear pode afetar a disponibilidade do
DNA para as enzimas de metilacdo. Os mecanismos exatos dessa influéncia ainda ndo foram
completamente elucidados, mas as evidéncias apresentadas apontam para essa possibilidade.

Também é provavel que os parasitos exportem DNA metiltransferases ou inibidores de
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metilacdo da vacuolizacéo intracelular para o citoplasma, possivelmente através de exossomos

derivados do parasita (Marr et al., 2014).

A presenca ou auséncia de gp63 leva a diferentes expressdes genéticas de citocinas pro-
inflamatorias por macréfagos, o que reforca a agéo deste fator de viruléncia na imunomodulagéo
da infeccdo (Hassani et al., 2014). Alguns estudos apontam que essa proteina desempenha
atividade inflamatoria na infeccéo por Leishmania spp., devido a sua capacidade de aumentar

a producao de TNF-a pelos macrofagos (Arango Duque et al., 2014).

Além disso, foram identificadas atividades proteoliticas em diversos géneros,
apresentando propriedades bioquimicas semelhantes as da gp63 e reatividade cruzada com
anticorpos desenvolvidos contra a gp63 de Leishmania. Esses géneros incluem Crithidia
(d’Avila-Levy et al., 2001; D’Avila-Levy et al., 2003), Herpetomonas (Nogueira de Melo et
al., 2006; Pereiraetal., 2010), Blastocrthidia (D’ Avila-Levy et al., 2005, atualmente conhecido
como Strigomonas, Teixeira et al., 2011), Leptomonas (Jaffe; Dwyer, 2003) e Phytomonas
(D’Avila-Levy, C. M. et al., 2006a; 2006b)

2 JUSTIFICATIVA

A leishmaniose, uma doenca tropical negligenciada, impacta desproporcionalmente aqueles
sem acesso a infraestrutura basica de salde, especialmente em areas rurais tropicais e
subtropicais (Annadurai, 2023). Sua disseminacdo envolve complexas interacfes sociais e
ecoldgicas entre patdgenos, vetores, humanos e animais (De Brito et al., 2023).

Leishmania infantum, causadora da Leishmaniose Visceral (LV), é transmitida por
flebotomineos, infectando células no hospedeiro e tornando-se amastigotas intracelulares
(Serafim; Iniguez; Oliveira, 2020). Cédes sdo essenciais como reservatorios domeésticos,

destacando-se pela alta prevaléncia da infeccdo (Alvar et al., 2004; Quinnell; Courtenay, 2009).

Um caso de infeccdo natural por Leishmania spp. em um felino domestico (Felis catus)
foi inicialmente documentado em 1912, na Argélia. O paciente era um felino de quatro meses
de idade que compartilhava o ambiente com um cd0 e uma crian¢a, ambos também
diagnosticados com a forma visceral da doenca (Sergent et. al., 1912). O diagndstico foi
estabelecido com base na presenca de formas amastigotas do parasito na medula 6ssea do céo.

Penissi et al. (2000) relataram um aumento significativo de 61% de casos de
leishmaniose felina em determinadas populacgdes de gatos, mostrando que estaria havendo um

aumento da investigacdo ativa do protozoario neste hospedeiro, havendo também
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aprimoramento das técnicas diagnésticas e aumento atual na taxa de prevaléncia da doenca em

gatos domeésticos (Silva Neto et. al., 2015).

Devido ao aumento dos casos relatados de Leishmania spp. e, especialmente, de L.
infantum em gatos domésticos e a ocorréncia de infeccdo em gatos em Teresina-Pl (Mendonca
et al., 2017), tornando esta cidade um cenério ideal para investigacdo da leishmaniose felina.

Pesquisas revelaram que a expressdo de gp63, presente na superficie de todas
promastigotas de Leishmania, passa por alteragcdes dependendo da cepa de Leishmania e de sua
capacidade de interagir com macrofagos. Essas descobertas corroboram a importancia das
peptidases na viruléncia do género, desempenhando papéis cruciais em processos como
nutricdo, invasdo celular, sobrevivéncia intracelular, diferenciacdo e proliferacdo, sugerindo
que a analise comparativa da atividade proteolitica em cepas com diferentes padrbes de
viruléncia pode contribuir significativamente para a compreensdo do papel dessas enzimas

durante a infeccdo no hospedeiro (Lima et al., 2009).

Na literatura ainda ndo existem estudos analisando a molécula de gp63 em Leishmania
infantum recuperados gatos. A deteccdo de metalopeptidases do tipo gp63 pode fornecer uma
compreensdo mais profunda da viruléncia de L. infantum em gatos. Isso ndo s6 ajuda a
preencher lacunas na literatura cientifica sobre a deteccdo dessas metalopeptidases em gatos
infectados com Leishmania, mas também pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
mais eficazes de controle e tratamento. A deteccdo dessas metalopeptidases em gatos
naturalmente infectados também contribuird para a pesquisa basica em biologia parasitéria,
preenchendo possiveis lacunas no entendimento atual sobre a interacdo parasito-hospedeiro.
Dessa forma, a hipotese deste estudo é se existe expressao do fator de viruléncia gp63 nas cepas
de gatos naturalmente infectados.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral:
Investigar a producdo de metalopeptidases, com énfase na gp63, em promastigotas de

Leishmania infantum isoladas de gatos naturalmente infectados e recuperado na cidade de

Teresina, Piaui.

3.2 Especificos:
e Detectar a atividade de peptidase na forma promastigota de L. infantum usando substrato

fluorogénico peptidico (Z-Phe-ArgAMC);
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e Analisar a presenga da atividade enzimatica da gp63 no extrato celular e no
sobrenadante das formas promastigotas da espécie L. infantum através de SDS-PAGE
contendo gelatina incorporada como substrato;

e Analisar o efeito do 1,10-fenantrolina (inibidor de metalopeptidase) no extrato celular
e sobrenadante de formas promastigotas de L. infantum;

e Auvaliar a expressdo da gp63 no extrato celular e no sobrenadante da forma promastigota
de L. infantum através da técnica de Western blotting;

e Quantificar a presenca da gp63 do extrato celular e sobrenadante da forma promastigota

em L. infantum através da técnica de citometria de fluxo;

4 METODOLOGIA

Com o intuito de tornar mais acessivel a compreensao deste estudo, elaborou-se um
fluxograma do delineamento experimental global, apresentado na figura 4. Este delineamento
visa a andlise da molécula GP63 nas formas promastigotas das espécies L. infantum,
empregando diversas técnicas (Figura 4).

Cultura
Leishmania infantum

G
&

Extratos celulares e
sobrenadantes condicionados

ATIVIDADE EXPRESSAO QUANTIFICAGAO
Dosagem Zimografia Western blot Citometria de fluxo

l |
Anticorpos anti - Gp63

Figura 5. Fluxograma do Delineamento Experimental. Para a analise da molécula gp63 as formas promastigotas
das espécies L. infantum serdo submetidas primeiramente a dosagem enzimatica com intuito de avaliar a atividade
de peptidase e ensaios de zimografia em gel com o intuito de avaliar a atividade da gp63. Para a analise da
expressdo proteica serd realizado Western Blot utilizando anticorpos anti-gp63. Para a finaliza¢do do trabalho,
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serdo realizados ensaios de citometria de fluxo também utilizando anticorpos anti-gp63 para realizar a
quantificacdo da proteina.

4.1 Leishmania infantum e condicdes de cultivo

As formas promastigotas de L. infantum foram obtidas de medula 6ssea ou linfonodo de
seis gatos e identificadas por reacdo em cadeia da polimerase e polimorfismo de fragmento de
restricdo (PCR-RFLP) da regido ITS1 (Batista, 2019) e cedidas pelo LASAN (Laboratério de
Sanidade Animal) — Setor de Doencas Parasitarias da Universidade Federal do Piaui (Tab. 1).
Como referéncia utilizamos a cepa isolada de paciente humano (MHOM/BR/1974/PP75)
cedida pelo LEAMER (Laboratorio de Estudos Avancados de Microrganismos Emergentes e
Resistentes) da Universidade Federal do Rio de Janeiro. As cepas foram cultivadas em meio
Schneider suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), e mantido em estufaa 26 °C em

estufa B.O.D. (Biological Oxygen Demand). Repiques foram realizados semanalmente.

Tabela 1. Conjunto de dados referentes aos pacientes diagnosticados com leishmaniose felina,
meticulosamente investigados e analisados no &mbito deste estudo. As informagdes abrangem sexo do
animal investigado, idade, raca e sinais clinicos que foram previamente investigados em um estudo
epidemioldgico de leishmaniose visceral felina em Teresina, Piaui.

G173 M 2alm SRD Emagrecimento, linfonodos aumentado§, blefgrlte, uveite, cegueira, alopecia periocular e
lesdo periocular

G187 F 3alm SRD Alopecia facial
G196 M 3alm SRD Linfonodo aumentado
G274 M ND SRD  Alopecia generalizada, emagrecimento, linfonodos aumentados, lesdes nas orelhas e face
G322 M 8a SRD Lesdo na face, linfonodo aumentado, emagrecimento, alopecia nas orelhas
G971 F 3alm SRD Blefarite, lesdo periocular, alopecia periocular, emagrecimento, linfonodo aumentado
Legenda: M = macho, F = fémea, a = anos, m= meses, SRD= sem raga definida . Fonte: Batista
(2019).

4.2 Obtencéo do extrato celular e do sobrenadante condicionado de cultivo

Promastigotas de L. infantum foram cultivados em meio Schneider durante 72 h a 28°C.
Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas (4.000xg, a 4 °C por 10 min) para separar
sobrenadante de cultivo e células. O sobrenadante de cultivo livre de células (sobrenadante
condicionado) foi concentrado em um sistema Centricon, utilizando uma membrana de
exclusdo de 10 kDa. Paralelamente, os parasitos obtidos foram lavados 2 vezes com PBS e
ressuspensos em Triton X-100 a 0,1% (v/v) para que as células fossem rompidas. Para tal, as
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células foram lisadas em vértex na presenca de pérolas de vidro através de 5 ciclos de 20 seg,
alternados com 5 min em banho de gelo. O lisado obtido foi centrifugado (10.000xg, a 4 °C por
10 min) e o sobrenadante utilizado para avaliacdo da atividade proteolitica referente ao extrato
celular. A concentracdo de proteinas do sobrenadante condicionado e do extrato celular foi
determinada pelo método descrito por LOWRY et al., (1951), usando-se albumina do soro

bovino (BSA) como padréo.

4.3 Dosagem enzimética da atividade peptidéasica

A atividade proteolitica nos extratos celulares e nos sobrenadantes condicionados de L.
infantum, em pH 10,0, foi determinada usando-se o substrato peptidico fluorogénico
metilcumarinico Z-Phe-ArgAMC. Uma solugdo estoque desse substrato a 5 mM foi preparada
em DMSO e, a partir deste estoque, foi realizada uma diluicdo de modo a obter uma
concentragdo final de 120 uM. Em placa de 96 pogos preta, as reagdes foram iniciadas pela
adi¢do do substrato fluorogénico, a uma concentragao final de 10 uM, em um volume referente
a 5 pg de proteinas de cada extrato proteico (celular ou sobrenandante), sendo completado o
volume final de 100 pL por pogo com tampao glicina-NaOH, pH 10,0. Em paralelo, foram
feitos sistemas controle na presenca do inibidor de metalopeptidases 1,10-fenantrolina (FNT) a
2 mM em pH 10,0. A clivagem do substrato foi monitorada durante 120 min a 37°C pela
liberagdo do fluor6foro AMC (7-amino-4-metilcumarina), utilizando-se um comprimento de
onda de excita¢do de 380 nm e um comprimento de onda de emissdo de 460 nm (Gontijo, 2011).

A atividade enzimatica foi expressa em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

4.4 Andlise das peptidases por eletroforese em gel

Para realizacdo desse procedimento, o0s extratos celulares e 0s sobrenadantes
condicionados foram adicionados com tampédo de amostra para SDS-PAGE (eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio) (Tris 125 mM, pH 6,8; 4% de SDS;
20% de glicerol e 0,002% de azul de bromofenol), na propor¢do de 1:1, ao volume
correspondente a 100 pg de proteinas de cada extrato (celular e sobrenadante) obtido conforme
descrito no item 4.2. Essas amostras foram submetidas entdo & SDS-PAGE a 10%, usando-se
0,1% de gelatina como substrato proteico (Heussen; Dowdle, 1980). Esse processo foi realizado
sob uma corrente de 200 V e 20 mA por gel, a 4°C. Apos a corrida, os géis foram incubados em
Triton X-100 a 2,5%, para a remocao do SDS, durante 1 h sob agitacdo constante. Em seguida,

foram mantidos por 48 h a 37°C na presencga de 20 mL de tampdo fosfato de s6dio a 50 mM,
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pH 5,0, suplementado com 10% ditiotreitol (DTT), ou tampéo glicina-NaOH a 50 mM, pH
10,0. Paralelamente, o inibidor de metalopeptidases 1,10-fenantrolina (1 mM) foi adicionado
aos tampdes de incubacéo. Finalmente os géis foram corados com 0,2% de Coomassie Brilliant
Blue R-250 em metanol : &cido acético : agua (50:40:10) e descorados huma solucao contendo

0s mesmos solventes na proporg¢éo 85:5:10 (Santos et al., 2005).

4.5 Western blotting

Os extratos celulares e os sobrenadantes condicionados foram adicionados ao tampao
de amostra de eletroforese em gel (Tris 125 mM, pH 6,8, 4% de SDS, 20% de glicerol e 0,002%
de azul de bromofenol) e misturado com 5% de 2-B-mercaptoetanol, seguido de aquecimento a
100°C por 5 min. As proteinas foram separadas em eletroforese SDS-PAGE 10%. Apoés a
eletroforese, as proteinas foram transferidas electroforeticamente para uma membrana de
nitrocelulose, sob uma tensdo de 100 V/300 mA durante 2 h, a 4°C. Apo0s a transferéncia, a
membrana foi bloqueada em 5% de leite em p6 com baixo teor de gordura em TBS (150 mM
NaCl; 10 mM Tris, pH 7,4) contendo 0,5% de Tween 20 (TBS/Tween) por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida, as membranas foram lavadas trés vezes (10 min cada lavagem) com
TBS-Tween 0,1% e incubadas com anticorpo anti-gp63 (criado contra a molécula gp63
recombinante de L. mexicana e gentilmente cedido por Peter Overath da Max-Planck - Institut
flr Biologie, Abteilung Membranbiochemie, Alemanha). Apds esse periodo, a membrana foi
lavada trés vezes com TBS-Tween a 0,1% e depois incubada com o anticorpo secundario 19G
de cabra anti-coelho conjugado com peroxidase na propor¢do de 1:25.000. Finalmente, a
membrana foi lavada novamente com o mesmo tampdo e revelada por deteccdo de
guimioluminescéncia ap06s reacdo com imunorreagentes ECL e analisada por ImageQuant™
LAS 4000. A massa molecular de cada proteina foi calculada comparando-a com padrbes de
massa molecular (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.6 Localizacdo da gp63 por citometria de fluxo

Parasitos da fase logaritmica (5x10° células) usados para estes experimentos foram
fixados com paraformaldeido a 0,4% durante 5 min, seguido de lavagem extensa com PBS. Em
paralelo, para avaliar a expressdo da gp63 intracelular, os parasitos foram fixados e
permeabilizados com paraformaldeido a 4% por 15 min a temperatura ambiente. Apos este
periodo, os promastigotas, fixados ou fixados e permeabilizados, foram lavados em PBS e entdo
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incubados por 1 h com uma diluicdo de 1:500 de anticorpo anti-gp63. Em seguida, foram
lavados novamente em PBS e incubados com uma dilui¢do de 1:250 de imunoglobulina G (IgG)
de cabra anti-coelno marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), durante 1 h.
Finalmente, as células foram lavadas mais 3 vezes com PBS analisadas em citdmetro de fluxo
equipado com um laser de argénio de 15 mW emitindo a 488 nm. As células ndo tratadas e as
tratadas apenas com o anticorpo secundario foram analisadas em paralelo como
controles. Paralelamente, alteracdes morfologicas foram evidenciadas pela analise dos
parametros de FSC e SSC, que avaliam dois parametros morfométricos, tamanho celular e
granularidade, respectivamente. Os dados representaram a analise de 10.000 eventos e 0s
resultados foram expressos como porcentagem de células fluorescentes (Sangenito et al., 2009).

4.7 Analise estatistica
Todos os dados obtidos foram analisados por meio do programa GraphPad Prism® 6.0,
o0s grupos foram comparados por ANOVA ou test t de Student, considerando significancia

estatistica p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Deteccdo de atividade peptidasica usando substrato fluorogénico

O substrato Z-Phe-Arg-AMC é uma molécula composta por aminoacidos seguidos por
uma molécula fluorogénica AMC (7-amino-4-metilcoumarina). A presenca da AMC permite a
deteccdo de fluorescéncia quando o peptideo é clivado por uma peptidase. Assim, na presenca
de peptidase ativa, o substrato Z-Phe-Arg-AMC sera clivado em produtos menores, liberando
a molécula fluorogénica AMC. Portanto, a intensidade da fluorescéncia gerada € proporcional
a atividade da peptidase presente na amostra.

O estudo da atividade enzimaética utilizando o substrato Z-Phe-Arg-AMC a pH 10,0 do
extrato celular e do sobrenadante condicionado de cultivo dos diferentes isolados de L. infantum

revelou padrdes distintos entre as cepas investigadas (Fig. 7).

Destaca-se que, de uma forma geral, os extratos celulares exibiram atividade proteolitica
superiores em comparacao aos sobrenadantes condicionados, indicando uma predominancia de
atividade no meio celular em relacdo ao meio extracelular (Fig. 7). No extrato celular, a cepa
G173 demonstrou uma atividade de peptidase de aproximadamente 2.600 UAF, enquanto a
cepa G971 exibiu uma atividade consideravelmente menor (aproximadamente 600 UAF). A
atividade enzimatica da cepa G274 foi ainda mais baixa, totalizando aproximadamente 100
UAF (Fig. 7-A). Ja nos sobrenadantes, observou-se que a cepa controle (isolada de paciente
humano) exibiu uma atividade enzimatica de peptidase mais elevada (aproximadamente 800
UAF), enquanto a cepa G971 demonstrou uma atividade enzimética reduzida, de
aproximadamente 100 UAF (Fig. 7-B).

A) Extrato celular B) Sobrenadante
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Figura 6. Analise da Variacdo Temporal da Atividade Enzimética de Peptidase Presentes em Cepas de L.
infantum: O grafico ilustra o perfil dindmico da atividade enzimatica utilizando o substrato Z-Phe-Arg-AMC (pH
10,0) no extrato celular (A), evidenciando a notavel atividade da cepa G173, e no sobrenadante (B), onde a cepa



39

controle humano exibe maior atividade em comparacao as cepas de gatos de L. infantum. A avalia¢éo foi conduzida
ao longo de 60 minutos, proporcionando uma visdo temporal das variagfes na atividade enzimética entre as
diferentes cepas estudadas.

Em seguida, analisamos as amostras utilizando FNT (inibidor de metalopeptidades), as
quais na presenca de FNT foram fortemente inibidas, reduzindo significativamente suas
atividades enzimaticas como mostra a Fig. 8-A. No sobrenadante, as amostras também foram
inibidas na presenca de FNT (Fig. 8-B). Essa observacdo indica que os extratos celulares e
sobrenadantes de diferentes isolados de L. infantum exibem atividades de metalopeptidases,
pois sua reacdo enzimatica foi fortemente inibida pelo inibidor cléssico desta classe de

peptidases, a 1,10-fenantrolina.
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Figura 7. Analise de Metalopeptidases Inibidas por 1,10-Fenantrolina (inibidor classico de
metalopeptidases) em Promastigotas de L. infantum: Analise da hidrélise do substrato Z-Phe-Arg-AMC por
gp63 na auséncia (controle) ou presenca de 1,10-fenantrolina 10 mM no Extrato celular (A) e no Sobrenadante
condicionado (B). Os resultados sdo expressos como unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF).

5.2 Analise zimografica

Em anélises zimogréficas, os extratos celulares e os sobrenadantes condicionados de
diferentes isolados de L. infantum revelaram atividade gelatinolitica. Nos extratos celulares de
formas promastigotas, em pH 10,0 os ensaios zimograficos revelam bandas de atividade
enzimatica com massas moleculares de 63 kDa nas cepas paciente humano, G173, G187, G196,
G274, G322 e G971. Ja em pH 5,0 observamos duas bandas de aproximadamente 63 kDa nas
cepas paciente humano, G173, G187 e G322, enquanto nas cepas G196, G274 e G971

observamos somente uma banda de 63 kDa. Nota-se que a atividade enzimatica foi mais forte
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em pH 5,0 (Fig. 9-A e B). Posteriormente, os géis foram incubados em FNT, onde observamos

a inibicdo das atividades peptidasicas (Fig. 9-C e D).
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Figura 8. Identificacdo de Peptidases no Extrato Celular de L. infantum: Promastigotas de L. infantum foram
submetidas a lise (A, B) para a deteccéo de atividade proteolitica em gel de SDS-PAG-gelatina a pH 10,0 e pH 5.
A banda de 63 kDa foi notavelmente destacada em todas as cepas, com intensidade mais pronunciada em pH 5.
Na presenca (C e D) de 1,10-fenantrolina (FNT) a 1 mM, todas as cepas foram inibidas, sugerindo a natureza
metalopeptidasica das enzimas responsaveis pela atividade proteolitica. Esses resultados indicam a presenca e a
inibicdo de metalopeptidases nas cepas estudadas.

No sobrenadante, os ensaios zimograficos das amostras detectou duas bandas de
atividade enzimatica em pH 10,0 de aproximadamente 63 kDa nas cepas Paciente humano e

G173 e uma banda proteolitica nos demais isolados (Fig. 10).
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Figura 9. Identificacio de Peptidases no Sobrenadante de L. infantum: Promastigotas de L. infantum foram
submetidas a hidrdlise, e os sobrenadantes resultantes foram utilizados para a deteccéo de atividade proteolitica
em gel de SDS-PAGE-gelatina em pH 10,0. Em (A) bandas de atividade enzimatica em pH 10,0 de
aproximadamente 63 kDa foram identificadas nas cepas Paciente humano e G173. Na presenca (B) de 1,10-
fenantrolina (FNT) a 1 mM, todas as cepas foram inibidas, sugerindo a natureza metalopeptidasica das enzimas
responsaveis pela atividade proteolitica. Esses resultados indicam a presenca e a inibicdo de metalopeptidases no
sobrenadante das cepas estudadas.

5.3 Western Blotting
Para avaliar a possivel relacdo dessas enzimas com a metalopeptidase gp63, foram
analisados extratos totais e sobrenadantes condicionados de promastigotas em fase log

utilizando um anticorpo policlonal especifico contra a gp63. No extrato celular, este anticorpo
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demonstrou forte reatividade, reconhecendo distintas bandas polipeptidicas no controle
(paciente humano) com massas moleculares de 45 kDa, 63 kDa, 96 kDa e 100 kDa.
Notavelmente, o lisado das cepas de gato G173 apresentou um perfil reativo em torno de 45
kDa, enquanto as cepas isoladas de gatos (G187, G196, G274, G322 e G971) exibiram um perfil
reativo em aproximadamente 63 kDa (Fig. 11-A). Os padrdes de bandas revelados pelo
anticorpo anti-gp63 assemelham-se aos previamente observados na analise zimografica,
conforme detalhado na secédo 5.1. O sobrenadante apresentou um perfil reativo na cepa controle
entre 63 kDa, 96 kDa e 120 kDa, enquanto as cepas de gato apresentaram um perfil reativo na
faixa de 63 kDa (Fig. 11-B).
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Figura 10. Western blot revelando polipeptideos com dominios homélogos a gp63, detectados no extrato celular
e sobrenadante do cultivo de promastigotas de fase log tardia de L. infantum, isolados de pacientes felinos com
leishmaniose visceral. Os nimeros a direita indicam a massa molecular aparente dos polipeptideos reativos,
destacando-se as bandas em 45 kDa, 63 kDa, 96 kDa, 100 kDa e 120 kDa.

5.4 Citometria de fluxo para detec¢do de gp63 intracelular e de superficie celular

O estudo da expresséo da proteina gp63, crucial para as promastigotas, foi conduzido
em diferentes cepas, incluindo a cepa controle humana e felinas (G173, G187, G196, G274,
G322, G971). A analise da expressdo da gp63 foi realizada na superficie celular, néo
permeabilizadas (NP) e no interior da célula, células permeabilizadas (P), proporcionam
insights sobre a distribuicéo e intensidade dessa proteina.
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O grafico de percentual de células marcadas mostra a propor¢éo de células analisadas
que apresentam resultado positivo para gp63 em relacdo ao nimero total de células analisadas.
A média do percentual de células marcadas ndo evidenciou diferencas estatisticamente
significativas entre células permeabilizadas e ndo permeabilizadas. As cepas controle (paciente
humano) e G322 se destacaram, revelando um percentual de marcacéo elevado em ambas as
condices, tanto em células ndo permeabilizadas (NP) quanto permeabilizadas (P), atingindo
aproximadamente 90% da populacdo analisada. Em contraste, a cepa G274 exibiu um
percentual de marcacéo inferior em ambas as condic¢des, marcando cerca de 50% da populacao
avaliada (Fig. 12-A).

O parametro de intensidade de fluorescéncia é um parametro quantitativo utilizado na
citometria de fluxo para medir a intensidade média do sinal de fluorescéncia associado a uma
populacdo de células marcadas com fluoroforos. Este parametro fornece uma medida média da
quantidade de fluorescéncia emitida por cada célula permeabilizada e ndo permeabilizada. Ao
contrastar as cepas ndo permeabilizadas e permeabilizadas, observou-se que G196, G173 e
G971 exibiram menor intensidade de fluorescéncia quando ndo permeabilizadas, engquanto
G187 apresentou a maior intensidade entre as cepas nesse contexto. Por outro lado, as cepas
G196 e G274 demonstraram menor intensidade em células permeabilizadas, enquanto a cepa
controle (Paciente humano) e G187 exibiram maior intensidade em células permeabilizadas
(Fig. 12-B).
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Figura 11. Andlise de Citometria de fluxo em promastigotas de L. infantum: A) Percentual de Células
Marcadas (PCM), indicando a proporcao de células positivas para gp63 em relacdo ao total de células analisadas.
B) Representacdo da Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF). Ambos os parametros foram avaliados na
superficie celular (NP - N&o Permeabilizado) e no interior da célula (P - Permeabilizado), fornecendo uma analise
abrangente da expressdo de gp63 em diferentes compartimentos celulares.
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6 DISCUSSAO

Leishmania infantum é uma das espécies causadoras de leishmaniose visceral (calazar)
e estd presente na América do Sul, na bacia do Mediterraneo e na Asia Ocidental e Central
(Serafim; Iniguez; Oliveira, 2020). A LF aparece como uma doenca felina cada vez mais
relatada em &reas endémicas e esporadicamente em areas ndo endémicas (Basso et al., 2016;
Brianti et al., 2017; Maia et al., 2015; Riifenacht et al., 2005).

A patogénese da Leishmania é resultante de fatores de viruléncia, os quais capacitam o
parasito a invadir os seus hospedeiros e provocar infecgdo. As peptidases de Leishmania
desempenham funcges cruciais na migracéo do parasito pelos tecidos do hospedeiro, além de
degradar proteinas associadas ao sistema imunoldgico para evadir as respostas imunitarias
(Sajid; McKerrow, 2002). Dentre um arsenal de fatores de viruléncia que permitem aos
parasitos infectarem, sobreviverem e se replicarem dentro das células hospedeiras, esta inclusa
uma glicoproteina de 63 kDa chamada GP63 ou leishmanolisina. (Yao; Donelson; Wilson,
2003).

A principal glicoproteina de superficie da Leishmania, conhecida como GP63, contém
um metal dependente de zinco em seu sitio catalitico. A expressao dessa enzima acompanha o
ciclo de desenvolvimento do parasita, sendo o principal componente da superficie celular das
promastigotas metaciclicas (Bouvier; Etges; Bordier, 1985; Etges; Bouvier; Bordier, 1986).
Estudos tém demonstrado que a GP63 esta envolvida na evasdo do parasita aos fatores da
resposta humoral, conferindo resisténcia as promastigotas contra a citélise mediada pelo
complemento (Brittingham et al., 1995). Além disso, a GP63 participa da adesdo das
promastigotas aos macrofagos por meio de endocitose mediada por receptor (Chang; Chang,
1986; Russell; Wilhelm, 1986) e promove protecdo contra a degradacdo parasitaria dentro do
fagolisossomo do macréfago (Chaudhuri et al., 1989).

Esta pesquisa continua a investigacdo das cepas previamente estudadas por Batista
(2019) em sua tese de doutorado, na qual abordou a leishmaniose felina em Teresina, Piaui. No
contexto deste trabalho, realizou-se uma analise das cepas da espécie L. infantum isoladas de
gatos, com énfase na avaliacdo da expressdo e atividade da enzima GP63. A importancia deste
estudo é destacada pela significativa contribuicdo para o entendimento da leishmaniose em
gatos, uma vez que a expressdo da gp63 em diversas cepas de L. infantum acrescenta uma
melhor compreensdo da doenca nessa espécie. Além disso, é crucial ressaltar que gatos
naturalmente infectados desempenham um papel infeccioso para flebotomineos, e héa

especulagfes de que possam servir como uma fonte de infecgdo para cdes e humanos
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(Mendonga et al., 2020; Vioti et al., 2022). Essa associagéo direta entre a expressao da gp63 e
a potencial transmisséo do parasito destaca a relevancia desse estudo.

Nesta pesquisa, iniciamos a investigacdo das amostras confirmando se a atividade
identificada est4 associada a atividade enzimatica de peptidase nas amostras de L. infantum.
Para isso, avaliamos a capacidade da enzima gp63 de hidrolisar o substrato Z-Phe-Arg-AMC
em um ambiente alcalino, ap6s 1 hora de reacdo, constatamos uma atividade condizente com
peptidases. Ao utilizar 1,10-fenantrolina, um inibidor de metalopeptidase, notamos uma
marcante reducdo na atividade enzimatica das cepas examinadas, 0 que sugere a presenca de
metalopeptidases. O mecanismo inibitério de 1,10-fenantrolina e de outros inibidores de
metalopeptidases é geralmente atribuido a sua capacidade como um poderoso agente quelante.
Esse composto é capaz de sequestrar ions zinco do sitio ativo da gp63, resultando na
incapacidade da enzima de degradar substratos proteicos, impedindo, possivelmente, processos
como a captacdo de nutrientes, interacdo com possiveis receptores presentes em células
intestinais do hospedeiro invertebrado, macrofagos e/ou moléculas de superficie ligantes dos

parasitos.

O estudo de Pourshahid et al. (2022) revelou que durante a fase estacionaria, ndo houve
atividades de gelatinase nos extratos promastigotas de L (L.) major e L (L.) tropica. No entanto,
em L. infantum, foram identificadas trés bandas de protease em seus extratos celulares, com
massas moleculares de 120, 92 e 86 kDa. Nas secrecOes extracelulares das trés espécies de
Leishmania nesta fase, foram encontradas bandas de peptidases com massas moleculares
semelhantes de 92 e 72 kDa.

Cuervo et al. (2006) identificou, por meio de ensaios zimograficos em extratos e
sobrenadantes de promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis obtidos de diferentes
pacientes humanos, bandas de alta massa molecular, variando de 50 a 125 kDa, sem diferencas
notaveis no SDS-PAGE. Também foram identificadas bandas entre 35 kDa e 120 kDa em
Leishmania (Viannia) braziliensis, obtidos de diferentes pacientes humanos (Cuervo et al.,
2008). Além disso Azambakhtiar et al. (2023) identificou uma metalopeptidase de 63 kDa em

exossomos e lisados de promastigotas de L. major.

Além disso, em 36 cées afetados por LV, foram identificadas bandas de proteinas com
massas moleculares variando entre 66 kDa e 92 kDa em amastigotas de L. infantum (Jacintho
et al., 2018). Quatros espécies de Leishmania foram analisadas por Monteiro (2015): formas

amastigotas e promastigotas de L. amazonensis isolado de paciente humano, L. guyanensis
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isolado de paciente humanos, L. infantum isolado de paciente canideo e L. shawi isolado de
paciente humano . Todas as quatro espécies de Leishmania apresentaram atividade proteolitica
mediada por uma enzima de peso molecular situado entre os 50 kDa e 80 kDa, onde o perfil de
expressdo de metalopeptidases de L. shawi é distinto comparativamente as restantes espécies
de Leishmania por exibir menor massa molecular possivelmente derivado de um diferente

estado de glicosilagéo.

Em outros tripanossomatideos, como Crithidia guilhermei (Nogueira de Melo et al.,
2001), C. fasciculata e C. oncopelti (d’Avila-Levy et al., 2001), além de Phytomonas francai
(Almeida et al., 2003), Herpetomonas samuelpessoai (Santos et al., 2003) Phytomonas serpens
(D’Avila-Levy et al., 2006), Herpetomonas megaseliae (Nogueira de Melo et al., 2006),
Crithidia deanei (d’Avila-Levy et al., 2008), Leptomonas collosoma, Leptomonas samueli e
Leptomonas wallacei (Pereira et al., 2009) e Trypanosoma cruzi (Rebello et al., 2019) foram
identificadas enzimas semelhantes migrando na faixa de 60-90 kDa em SDS-PAGE/gelatina,
conforme relatado pelo nosso grupo de pesquisa. Esses resultados sugerem variacdes na

expressao de peptidases entre as diferentes espécies de tripanossomatideos.

Em nossa pesquisa, observamos a enzima gp63 de L. infantum mostraram atividade
principalmente em pH 5,0, este achado é de particular relevancia para a Leishmania como
parasita no compartimento acido dos fagolisossomos para sua sobrevivéncia e replicacdo dentro
das células hospedeiras. O estudo de Cuervo et. al. (2006) corrobora com nossos resultados
onde o pH 6timo foi de 5,5 para as promastigotas obtidas de diferentes pacientes humanos
analisadas de L. (Viannia) braziliensis. Em outra espécie de tripanossomatideo, Phytomonas

francai, Almeida et. al. (2002), encontrou um pH 6timo igual a 5 para a peptidase encontrada.

A coincidéncia marcante entre 0s padrdes que vemos nas analises de Western blot e
zimogramas sugere que as cepas de L. infantum produzem varias enzimas do tipo
metalopeptidases, que sdo homologas a gp63. No entanto, € importante notar que nao
encontramos sinais de uma atividade especifica com uma massa molecular aparente de 45 kDa,
96 kDa, 100 kDa e 120 kDa nos zimogramas. As bandas ndo identificadas nas analises de
Western blot pode estar relacionada a: (i) uma enzima chamada metalopeptidase que ainda esta
inativa; (ii) a mesma enzima em um estado diferente de modificacdo pos-traducional (iii)
diferentes versdes da enzima produzidas por diferentes genes; (iv) um pedaco inativo ou residuo
de degradacdo semelhante. Essas sdo possibilidades que devemos considerar, pois ja foi
observado que a gp63 é produzida inicialmente como algo inativo ou semelhante a um residuo
de degradacdo. (Kink; Chang, 1988; Macdonald; Morrison; McMaster, 1995; Yao; Donelson;
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Wilson, 2003). A banda de aproximadamente 120 kDa expressa podera corresponder a forma
inativada da gp63 que, por ainda deter o pro-peptideo, apresentou maior massa molecular
comparativamente a forma ativa da enzima ou pode evidenciar a agregacdo de mondémeros da

enzima (Monteiro, 2015).

A anélise detalhada por citometria de fluxo revelou a presenca de metalopeptidases
homologas a GP63 na superficie celular, bem como em compartimentos intracelulares da L.
infantum, afirmacdo validada pela observacédo de diferentes padrbes de marcagdes, tamanhos e
complexidades entre as cepas, diferentes niveis de proteinas, destacando a diversidade nas
caracteristicas dessas metalopeptidases. Reforcando experimentos ja realizados onde foram
utilizados biotinilacdo de superficie, citofluorimetria e microscopia imunoeletrénica onde
mostraram que trés quartos da gp63 de L. (L.) mexicana, obtidos de lesdes de camundongos,
ocorrem na superficie celular, enquanto o restante esta localizado intracelularmente (Weise et
al., 2000). A gp63 também é liberada pelos promastigotas para 0 meio extracelular, tanto na
forma associada a membrana quanto na forma livre. O mapeamento induzido por anticorpos
em células vivas demonstrou que a peptidase de superficie é livre para se mover no plano da
membrana, concentrando-se primeiro nas extremidades das células e depois sendo liberada no
meio (Chang; Chang, 1986; Fong; Chang, 1982).

Esse estudo representa uma contribuicdo significativa para o entendimento da
leishmaniose em felinos ao evidenciar a expressdo da glicoproteina 63 kDa em diferentes cepas
de L. infantum, o estudo abre caminho para futuras pesquisas que busquem elucidar os
mecanismos especificos pelos quais a GP63 influencia a patogenicidade e viruléncia de
Leishmania em gatos. Além disso, também lanca luz sobre possiveis direcdes para
investigacOes futuras, visando a compreensdo mais aprofundada dos mecanismos subjacentes

as manifestacdes clinicas dessa parasitose em felinos.

Considerando que os gatos manifestam patologias diversas por mecanismos ainda nao
totalmente compreendidos, este estudo propds analisar a atividade e expressao da GP63, uma
metalopeptidase caracterizada como um fator de viruléncia desses parasitos, diretamente
vinculada a sua infectividade. Nesse contexto, a hipotese central desta pesquisa investigou a
variacdo na expressao da GP63 entre diferentes cepas de L. infantum presentes em gatos. Os
resultados desta investigacdo revelaram, pela primeira vez, que as cepas de Leishmania
infantum obtidas de gatos apresentam expresséo da glicoproteina de 63 kDa internamente e na

membrana.
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7 CONCLUSOES

e Detectamos a atividade de peptidase na forma promastigota de L. infantum obtidas de
gatos com leishmaniose visceral.

e O estudo revelou bandas especificas indicando a atividade enzimatica proteolitica da
glicoproteina 63 kDa no extrato celular e sobrenadante das nossas amostras de
promastigotas de L. infantum.

e Nossos achados indicaram uma significativa reducdo na atividade enzimatica em
presenca do inibidor de metalopeptidases 1,10-fenantrolina (FNT), sugerindo que a
natureza das peptidases evidenciadas era pertencente a classe de metalopeptidases.

e Os resultados do Western blotting revelaram bandas de 45 kDa, 63 kDa, 96 kDa, 100
kDa e 120 kDa encontradas no extrato celular e sobrenadante, indicando a presenca e
expressao de metalopeptidases homologas a gp63 em promastigotas de L. infantum.

e Os dados obtidos pela citometria de fluxo forneceram uma analise quantitativa,
revelando a distribuicdo e intensidade da gp63 nas populacbes celulares de
promastigotas de L. infantum, sugerindo sua presenca em células permeabilizadas (P),

no interior celular, e ndo permeabilizadas (NP), na superficie das promastigotas.
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Abstract: Leishmaniasis is a neglected tropical disease caused by protozoa parasites
from the Leishmania genus. Vertebrate hosts acquire the infection through the bite of a
female sandfly, initiating a complex parasite development cycle. Contrary to previous be-
liefs regarding cats’ resistance, these animals have recently been identified as potential
reservoirs for leishmaniasis. Clinical symptoms in cats can manifest in diverse forms, in-
cluding cutaneous, mucocutaneous, and visceral manifestations. The diagnosis of feline
leishmaniasis is complicated by nonspecific symptoms and the relatively lower specifici-
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ty of serological tests. The recommended treatment for feline leishmaniasis involves the
administration of medications; however, success varies in each cat. This review aims to
present cases of feline leishmaniasis, highlighting clinical symptoms, diagnostic meth-
ods, therapy schedules, and outcomes. Among the 24 cases documented in the available
literature, 12 achieved successful treatment without relapses, resulting in a reduced para-

site load and improved symptoms. Three cases responded well but presented persistent
10.217400109298673305978 240527102902 S€quelae. Two feline leishmaniasis cases initially had treatment success but later experi-
enced recurrences. Finally, no response was observed in seven cases, leading to the eu-
thanasia of cats due to ineffectiveness or irregularities along the therapy. Conventional
treatments, despite potential hepatotoxicity and nephrotoxicity, exhibit a high efficacy in
reducing parasitic load, thereby improving clinical symptoms and increasing the life ex-
pectancy of affected cats. Nevertheless, consistent adherence is crucial, as interruptions
may render the therapy ineffective and contribute to parasite resistance. Therefore, ad-
dressing the challenges associated with feline leishmaniasis treatment necessitates the de-
velopment of new strategies to ensure a more effective and sustained approach.

DOI:

Keywords : Leishmania, cats, clinical symptoms, treatment, diagnosis, recommendations.

1. INTRODUCTION

The obligatory intracellular protozoa of the genus
Leishmania, belonging to the Trypanosomatidae fami-
ly and Kinetoplastida order, are the etiological agents
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of the disease called leishmaniasis [1]. This infection is
indeed a neglected tropical disease that is prevalent in
more than 90 countries across regions such as Asia,
Africa, the Middle East, Central America, the
Caribbean, and South America [2]. Geographically,
leishmaniasis is classified into two main groups: the
“Old World” and the “New World,” delineated by the
regions where the disease is widespread. The term
“Old World” typically refers to the eastern hemi-
sphere, encompassing regions in Africa, Asia, and Eu-
rope, while 'New World' pertains to the western hemi-

© XXXX Bentham Science Publishers
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sphere, covering the entire American continent. This
differentiation is due to the wide diversity of Leish-
mania species causing infections in these distinct geo-
graphic areas [3]. Species discrimination is crucial due
to the variations among Leishmania species in viru-
lence levels and responses to different chemical drugs.

The transmission of Leishmania occurs primarily
through the bite of female sandflies. These vectors ex-
hibit hematophagous behavior, meaning that they feed
on blood to facilitate the development of eggs, while
they also feed on plant sugars for flight energy and
longevity. During a blood meal, infected female sand-
flies can transmit the parasites. In the “Old World,”
sandflies of the genus Phlebotomus (Diptera, Psychodi-
dae) are of significance, while in the “New World,” the
genus Lutzomyia plays a crucial role in the transmis-
sion of Leishmania. Both genera of sandflies are medi-
cally important in the spread of Leishmania parasites
and, consequently, open up new opportunities for in-
creasing the number of leishmaniasis cases [4-6].
There are more than 20 zoonotic Leishmania species
that infect humans, dogs, and cats (Fig. 1). In this con-
text, based on available data in the literature, dogs can
be infected by at least 13 Leishmania species, while
cats have been reported to be infected by at least 6

L. aethiopica

L. donovani
L. lainsoni

L. lindenbergi
L. martiniquensis
L. naiffi
L. shawi
L. siamensis

L. waltoni

L. venezuelensis
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Leishmania species [7, 8].

Infection occurs when female sandflies transmit me-
tacyclic promastigote forms during a blood meal to a
host. These forms then travel to secondary lymphoid or-
gans, infecting host cells of the mononuclear phagocyt-
ic system. After an incubation period ranging from a
month to several years, amastigote forms emerge and
multiply through binary fission within the host cells.
This multiplication continues until the infected host
cell ruptures, allowing parasites to spread through he-
matogenous and lymphatic routes. This dissemination
often triggers an inflammatory response, attracting
other macrophages and perpetuating the infection cy-
cle [9]. The sandfly becomes infected when it ingests
amastigote forms contained in the blood during a
blood meal from an infected human or animals, such
as dogs or cats. Inside the vector's intestine, the amasti-
gotes transform into promastigotes, released into the
sandfly's digestive tract. These promastigotes further
differentiate into procyclic promastigotes, undergo mul-
tiplication through binary division, and then differenti-
ate into metacyclic promastigote forms. These meta-
cyclic forms eventually migrate to the proboscis of the
sandfly, restarting the cycle when the sandfly feeds on
a new host, transmitting the parasites (Fig. 2) [10, 11].

L. colombiensis
L. guyanensis
L. panamensis

L. peruviana

L. pifanoi
L. arabica

L. amazonensis
L. braziliensis
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L. major
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Fig. (1). Leishmania species that have been identified as the etiological agents of human, canine, and feline leishmaniasis. (4
higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).
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Fig. (2). A representation of the biological and transmission cycle of Leishmania in felines. (A) Infected vertebrate host with
metacyclic promastigotes after a blood meal. (B) Metacyclic promastigotes infect macrophages, (C) differentiate into amastig-
otes, proliferate and break up the host cell (D), disseminating the parasites and attracting other macrophages that become infect-
ed. (E) Female sandfly, while feeding, ingests amastigote forms present in the blood (F), which differentiate into promastig-
otes in its digestive tract, migrate to the proboscis, and restart the cycle after a blood meal. (4 higher resolution / colour ver-
sion of this figure is available in the electronic copy of the article).

Dogs play a fundamental role in the amplification
of the peridomestic cycle of leishmaniasis, being con-
sidered the primary reservoirs of Leishmania species,
including L. infantum. Historically, dogs have been rec-
ognized as pivotal targets for disease control measures
due to their significant contribution to spreading the in-
fection [12]. However, cats have emerged as new reser-
voirs of the disease despite their status as domestic and
synanthropic animals [13]. The recognition of cats as
reservoirs is a shift from previous misconceptions that
considered felines refractory to Leishmania infection.
This misunderstanding resulted in the underestimation
of Leishmania infection in cats. Over the past few de-
cades, an increasing number of reports have revealed a
progressive rise in the incidence of Leishmania infec-
tion in cats, reshaping our understanding of their role
in disease transmission and spread [14-17]. This pheno-
menon can, at least in part, be attributed to three hy-
potheses: (i) an increase in active investigation of the
protozoan in this host, (ii) advancements in diagnostic

techniques, and (iii) the current rise in the prevalence
rate of the disease in domestic cats [18]. The first docu-
mented feline infection was described in Algeria,
where an unidentified Leishmania species was discov-
ered. In this case, a four-month-old cat shared a living
space with an infected dog and a child, both suffering
from visceral forms of the disease. The cat was diag-
nosed with the presence of the amastigote form of the
parasite in the bone marrow [19].

In cats and other symptomatic mammals, leishmani-
asis can present various clinical manifestations, which
include cutaneous, mucocutaneous, and visceral forms.
These manifestations often include nodular, ulcerative,
and exfoliative lesions, along with dermatitis on the
nose and paws [20, 21], as shown in Fig. (3). Addition-
ally, signs such as stomatitis with oral nodules, ocular
manifestations like uveitis and corneal edema, lympha-
denopathy, splenomegaly and various hematological
abnormalities are suggestive of the disease [22].
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Fig. (3). Nodules and skin lesions in cats infected with L. infantum. (A and B), nodules and lesions on the legs. (C and D), le-
sions involving the face and ears. (4 higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the

article).

The available data on the therapeutic efficacy of
treating feline leishmaniasis remains limited, with only
a few cases undergoing thorough investigation. This
limitation is partially attributed to the fact that most an-
tileishmanial drugs were initially developed for use in
humans and dogs. Furthermore, even in the case of
dogs, certain scientifically approved treatment options
do not assure a complete cure [23]. It is essential to
highlight that the strain of L. infantum present in the
host plays a crucial role in the clinical manifestation of
the disease. This strain variability can influence sus-
ceptibility or determine resistance to specific treat-
ments [24].

Based on all these premises, this current perspec-
tive review summarizes cases of feline leishmaniasis re-
ported in the available literature, with a focus on clini-
cal symptoms, diagnostic approaches, chemotherapeu-
tic treatments, and outcomes.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Search Strategy

At the beginning of September 2023, we conducted
a comprehensive review of all available information

published from January 2005 to August 2023. The
search, performed using the PubMed database (http-
s://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), focused on case reports
related to the treatment of feline leishmaniasis, employ-
ing keywords such as 'Leishmania,' 'leishmaniasis,’
'cat,’ 'feline leishmaniasis' and 'treatment.'

2.2. Inclusion and Exclusion Criteria

For the compilation of this perspective review, only
articles concerning the treatment of feline leishmania-
sis, written in English, were considered relevant. Se-
lected case reports were required to provide compre-
hensive information, including clinical signs, diagnos-
tic methods, treatment protocols, and post-treatment re-
sults for each individual feline. In our analysis, we ex-
cluded duplicate records, conference proceedings, ex-
perimental studies, books, feline leishmaniasis cases
lacking clear treatment and outcome data for each cat,
as well as reviews and meta-analyses.

2.3. Data Extraction

The included studies were meticulously cataloged
using Microsoft Excel”, incorporating essential infor-
mation such as author details, location, and date of the
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research (geographic region, country, and year), breed,
sex, age, domestic or stray status, clinical presentation,
observed signs, clinicopathological alterations, comor-
bidities, diagnostic methods, treatment administered
and outcomes.

3. RESULTS

The PubMed website's search revealed a total of
168 potentially relevant publications. Among these re-
sults, 68 described cases of feline leishmaniasis, detail-
ing diagnoses, histopathological, immunohistochemi-
cal, and molecular studies, xenodiagnosis, and coinfec-
tions. Two publications were not freely accessible, and
despite our efforts to contact the authors by e-mail and
other social platforms, no response has been received
to date. We meticulously reviewed the remaining 166
papers, discovering that only 28 of them documented
cases of leishmaniasis in cats with clinical treatment.
However, five papers lacked outcomes or complete in-
formation for each individual cat. Ultimately, 21 publi-
cations met the criteria for inclusion in this review, of-
fering comprehensive information for each treated cat,
including details about treatment and outcomes (Fig.

Current Medicinal Chemistry, XXXX, Vol. XX, No. XX 5

4). In some instances, authors reported more than one
clinical case per paper. For example, Pimenta et al.
[25] documented three cases, and Riifenacht et al. [26]
reported two cases, bringing the total number of treat-
ed cats to 24.

The feline leishmaniasis cases that underwent com-
plete treatment involved cats with a typical domestic
lifestyle. These 21 papers documented feline leishmani-
asis occurrences in cats residing in various regions, in-
cluding Europe (20 cases), North America (1 case),
Central America (1 case), South America (1 case), and
the Middle East (1 case). The European cases were re-
ported from Portugal (8 cases), Italy (4 cases), Spain (3
cases), Switzerland (3 cases), Greece (1 case) and Ger-
many (1 case). Regarding the Leishmania species re-
sponsible for these feline leishmaniasis cases, the most
frequently identified causal agent was L. infantum (14
out of 24 cases; 58.3%), followed by L. mexicana (2
cases; 8.3%), L. amazonensis (1 case; 4.2%) and L.
donovani (1 case; 4.2%); however, in six cases (25%),
the Leishmania species causing the infection was not
accurately identified (Table 1).

TOTAL HUMBER OF IDENTIFIED

STUDIES
{N= 168}

IDENTIFICATION

UMAVAILABLE STURIES [(N=2)

STUDIES OF TREATED CASES

(M= 28)

REPORTS WITHOUT QUTCOME OR WITH

INCOMPLETE INFORMATION (M=5]

CASE STUDIES WITH OUTCOME
[(M=21)

INCLUDED

Fig. (4). Flowchart illustrating the results of the database search to find treated cases of feline leishmaniasis. (A4 higher resolu-
tion / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).
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Continent Country Year| N°of cats Breed Species (n°) References
Europe Portugal 2009 1 DSH L. infantum [27]
2015 3 DSH L. infantum (2), Leishmania spp (1) [25]
2015 1 DSH L. infantum [28]
2016 1 NI L. infantum [29]
2018 1 DSH L. infantum [30]
2019 1 DSH L. donovani [31]
Italy 2015 1 SH L. infantum [32]
2019 1 DSH L. infantum [33]
2022 1 European Shorthair L. infantum [34]
2023 1 DLH Leishmania spp [35]
Spain 2005 1 DSH Leishmania spp [36]
2018 1 DSH Leishmania spp [37]
2022 1 DSH Leishmania spp [38]
Switzerland 2005 2 DSH (1) Siamese (1) Leishmania spp (1), L. infantum (1) [26]
2014 1 NI L. infantum [39]
Greece 2022 1 DSH L. infantum [40]
Germany 2023 1 DSH L. infantum [41]
North America USA 2021 1 DSH L. mexicana [42]
Central America|Trinidad & Tobago|2023 1 DSH L. amazonensis [43]
South America Venezuela 2022 1 SH L. mexicana [44]
Middle East Cyprus 2017 1 D L. infantum [45]

Abbreviations : D= domestic, DSH= domestic short hair; DLH= domestic long hair, NI= not informed, SH= short hair.

Regarding gender, the studies indicated that among
the 24 cats, 10 were males (41.7%), with eight of them
being neutered, and in two cases, the neuter status was
not reported. Fourteen of the cats were females
(58.3%), with seven being spayed, one was not spayed,
and in six cases, the spay status was not reported. The
ages ranged from 2 to 13 years, with an average age of
9.9 + 4.5 years. Out of the 24 cats, 18 had short hair
(75%), one had long hair (4.2%), one was of the Si-
amese breed (4.2%), one was of the European Short-
hair breed (4.2%), and three cases did not specify the
breed (12.4%) (Table 1).

Typically, the diagnosis of leishmaniasis in hu-
mans, dogs, and cats involves a combination of clini-
cal, epidemiological, and laboratory examinations. Rec-
ommended laboratory tests for diagnosing cutaneous
leishmaniasis include parasitological tests (direct col-
lection of material from the lesion), immunological
tests (involving antibodies, antigens, or cellular im-
mune response assessments), and molecular tests, such
as polymerase chain reaction (PCR), among other diag-
nostic methods [46, 47].

The diagnosis in the papers compiled for this per-
spective involved histopathology and cytology of le-

sions, lymph nodes, and bone marrow. The PCR test
was conducted in 20 out of 24 cases (83.3%). Among
these, 18 yielded positive results: 13 used conventional
PCR, 2 used real-time PCR, and 2 authors opted toemp-
loy both PCR techniques. It is interesting to note that
in the case reported by Richter and colleagues [47], a
PCR test was initially performed on a blood sample
from the feline, yielding a negative result. Subsequent-
ly, after the appearance of nodular lesions, a second
sample underwent real-time PCR testing, resulting in a
positive outcome. Additionally, the bone marrow sam-
ple also tested positive, reinforcing the detection of the
agent in question. The presence of specific Leishmania
antibodies or antigens was examined in 19 out of 24
cats (79.2%) using methods such as immunofluores-
cence or enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

All cats underwent tests to identify immunosuppres-
sive conditions or coexisting diseases, resulting in
eight positive cases (33.3%). Some presented one or
more concomitant diseases and immunosuppressive
conditions. Among these conditions are feline immun-
odeficiency virus (FIV) in one case, toxoplasmosis in
one case, hepatozoonosis in one case, cryptococcosis
in one case, FIV and feline leukemia virus (FeLV) in
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one case, FeLV in one case, ehrlichiosis and FIV in
one case, and diabetes mellitus and FIV in one case
(Table 2).

Table 2. Immunosuppressive and/or coexisting diseases
in cats with leishmaniasis.

Comorbidities References
FIV [25]
Toxoplasmosis [27]
Hepatozoonosis [45]
Cryptococcosis [44]
FeLV and FIV [34]
FeLV [31]
Ehrlichiosis and FIV [41]
Diabetes mellitus and FIV [35]

Abbreviations: FIV= Feline Immunodeficiency Virus; FeLV= Feline
Leukemia Virus
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Table 3 summarizes the predominant clinical signs
and abnormalities observed in 24 cats infected with
Leishmania, which include nodular dermatitis (12 cats;
50%), anemia (9 cats; 37.5%), hypergammaglobuline-
mia (8 cats; 33.3%) and weight loss (7 cats; 29.2%).

Feline leishmaniasis can manifest through nonspe-
cific signs such as depression, reduced appetite, lethar-
gy [27, 41], sneezing [30], vomiting [34], diarrhea
[38], rhinitis, nasal discharge [37], and itching [35].
Additionally, reports of atypical cases include vaginal
bleeding, absence of anal sphincter reflex [28], inflam-
mation of the inguinal mammary gland [31], and panni-
culitis [40] (Table 4). On the other hand, the disease
can present more characteristic signs such as ulcers, le-
sions and edema [25, 36], nodules, and crusts on the
skin [25, 26, 28, 29, 31, 33, 40-45, 48] (Table 4).

Table 3. Frequency of clinical signs, lesions, and clinicopathological abnormalities detected in cats (n=24) with leishma-

niasis.

Clinical signs Number of cases Prevalence
Cutaneous
Subcutaneous abscess 1 0.04
Neoplasm 3 0.12
Infections 2 0.08
Hyperpigmentation 2 0.08
Pyodermatitis 2 0.08
Granular dermatitis 1 0.04
Ulcerative dermatitis 6 0.25
Nodular dermatitis 12 0.50
Alopecia 5 0.20
Scaly dermatitis 1 0.04
Crusted dermatitis 3 0.12
Itch 4 0.16
Systemic
Sneezing 3 0.12
Respiratory 2 0.08
Reticulocytosis 1 0.04
Hypochromia 1 0.04
Macrocytosis 1 0.04
Thrombocytopenia 8 0.33
Eosinopenia 1 0.04
Leukocytosis 3 0.12
Leukopenia 4 0.16
Monocytosis 3 0.12
Neutrophilia 1 0.04
Neutropenia 1 0.04
Monocytopenia 1 0.04

(Table 3) contd....
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Clinical signs Number of cases Prevalence

Lymphocytosis 1 0.04
Lymphopenia 1 0.04
Hypergammaglobulinemia 8 0.33
Hyperproteinemia 6 0.25
Hypoalbuminemia 2 0.08
Granulomatous gastroenteritis 1 0.04
Hepatomegaly 3 0.12
Splenomegaly 4 0.16
Azotemia 1 0.04
Blepharospasm 1 0.04
Myelofibrosis 1 0.04
Pulmonary edema 2 0.08
Renomegaly 1 0.04
Anemia 9 0.38
Lymph node enlargement 4 0.16
Dehydration 1 0.04
Weight loss 7 0.29
Dysphagia 1 0.04
Depression 2 0.08
Fever 2 0.08
Lethargy 5 0.20
Pallor 2 0.08
Sensory depletion 1 0.04
Sialorrhea 1 0.04
Vomiting/diarrhea 2 0.08
Diabetes mellitus 1 0.04
Coprostasis 1 0.04
Inflammation of the mammary gland 1 0.04
Vaginal bleeding 1 0.04
Eyepiece -

Periocular hypotrichosis 1 0.04
Uveitis 5 0.20
Epiphora 1 0.04
Glaucoma 2 0.08
Photophobia 1 0.04
Cataract 1 0.04
Conjunctivitis 3 0.12
Blepharitis 4 0.16
Stromal ulceration 1 0.04
Corneal ulceration 1 0.04
Blepharo spasms 2 0.08
Corneal opacification 3 0.12
Keratitis 1 0.04
Download eyepiece 1 0.04
Panuveitis 2 0.08
Injury in defeat 3 0.12

(Table 3) contd....
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Clinical signs Number of cases Prevalence

Mucocutaneous

Stomatitis 4 0.16
Faucitis 1 0.04
Gingivitis 3 0.12
Nasal ulcers 3 0.12
Nasal depigmentation 1 0.04
Oral ulcers 3 0.12
Nasal discharge 3 0.12
Nasal tumor 1 0.04

The treatment of leishmaniasis poses a significant
global challenge due to factors such as the limited avai-
lability of medications, various and severe side effects,
and the emergence of parasite resistance [3]. Systemic
therapies for human treatment include pentavalent anti-
monial compounds (meglumine antimoniate and sodi-
um stibogluconate), amphotericin B (deoxycholate and
liposomal formulation), pentamidine, as well as oral
therapy with miltefosine (Fig. 5). For clinically simple
lesions, recommended therapies include phototherapy
or laser therapy, thermotherapy, topical paromomycin
and intralesional injections of antimonial compounds
[49]. Thermotherapy, increasingly used in South Amer-
ica, has been associated with lesion size reduction and
clinical cure [50].

For canine treatment, the recommended initial ap-
proach is the use of allopurinol, an effective and rela-
tively safe option when employed as a maintenance
medication. Although not officially licensed for use in
dogs in the Americas, pentavalent antimonials are of-
ten combined with allopurinol in other regions, such as
Europe. On the publication date of this article, the Unit-
ed States Food and Drug Administration (FDA) and
the Ministry of Agriculture and Livestock (MAPA) of
Brazil have not granted a license for the use of glucan-
time in the treatment of dogs. In countries where glu-
cantime is licensed, the suggested doses are 100 mg/kg
administered subcutaneously every 24 hours for 28
days. It is generally used during the first 4 weeks of ca-
nine treatment in combination with allopurinol adminis-
tered as mentioned above. Miltefosine, at 2 mg/kg oral-
ly every 24 hours for 28 days, is also typically used
during the initial 4 weeks of treatment in combination
with allopurinol [51].

In May 2023, the only licensed vaccine for leishma-
niasis in Brazil, Leish-Tec”, faced suspension from
manufacturing and sales by MAPA. This suspension
ensued after an inspection revealed non-compliance is-
sues with the product, raising concerns about potential

vaccine efficacy. There is currently no projected time-
line for the vaccine’s return to the market [52]. Further-
more, after a decade of commercialization, CaniLeish®
(Virbac, Carros, France) was withdrawn from the Euro-
pean market in 2021 [53]. Currently, in Europe, only a
licensed vaccine called LetiFend® is available.
LetiFend® (Laboratorios LETI, Spain) was licensed in
Europe in February 2016. It is a recombinant vaccine
containing a chimeric protein (protein Q) formed by
five antigenic fragments from four different proteins of
L. infantum (ribosomal proteins LiP2a, LiP2b, and
LiP0O and histone H2A), with no added adjuvant. The
vaccination protocol consists of one vaccine dose, fol-
lowed by annual boosters, and is recommended for
dogs aged six months or older [54].

To date, no scientific evidence has established the
most effective treatment for feline leishmaniasis; thus,
the current treatment regimen remains empirical. In
this context, various treatments were administered to
the cats, including the exclusive use of allopurinol in
14 out of 24 cases (58.3%), a combination of allopuri-
nol and N-methylglucamine antimoniate in 6 out of 24
cases (25%), and a combination of allopurinol and mil-
tefosine in 1 out of 24 cases (4.2%). Additionally, sin-
gular treatments were employed, such as allopurinol
with cauterization in 1 case, cryotherapy in 1 cat, and a
combination of allopurinol, marbofloxacin, and
ArteMin (capsules containing extracts of Artemisia an-
nua, which is a medicinal plant) in only one cat. The
latter represented an alternative treatment protocol
(Table 4). Out of the 24 feline leishmaniasis cases in
the literature, 12 (50%) achieved successful treatment
without relapses, resulting in a low parasitic load and
symptom improvement. Three cases (12.5%) respond-
ed well to treatment but had persistent sequelae. Two
cases (8.3%) initially had success but then experienced
recurrences. Finally, seven cases (29.2%) did not re-
spond to treatment, leading to euthanasia due to the
treatment ineffectiveness or irregularities.
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Fig. (5). The main anti-leishmanial agents used in the treatment of humans, canine, and feline leishmaniasis. (4 higher resolu-
tion / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article).

Some cases presented adverse effects after starting
allopurinol treatment. After one month of therapy,
Maia et al. [28] reported that allopurinol had to be dis-
continued due to complications related to coprostasis.
In another report described by Brianti et al. [33], the
same treatment caused itching, leading to its discontin-
uation. Napoli et al. [34] also observed side effects af-
ter starting allopurinol treatment, including macrocyto-
sis, hypochromia, leukopenia, and significant depletion
of platelets. Additionally, Hopke et al. [42] achieved
clinical success but had to discontinue treatment due to
the suspected drug-related neutropenia. Interestingly,
after conventional treatment without success, Hopke ef

al. [42] opted for an alternative approach, prescribing
ArteMin capsules. This new alternative protocol
proved to be effective, eliciting a positive clinical and
cytological response from the patient, and after 8
months, feline leishmaniasis appeared to be controlled.
The second case with alternative treatment for cuta-
neous leishmaniasis was proposed by Mendoza et al.
[44], who explored an alternative therapy based on lo-
calized cryosurgery. This method proved to be an effec-
tive, safe, and fast therapeutic alternative for managing
feline leishmaniasis, as, due to the known thermosensi-
tivity of Leishmania spp., treatment with liquid nitro-
gen was effective in destroying the parasites [33].
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Table 4. Case number, sex, age in years, evaluated clinical signs, diagnosis, comorbidities or diseases, therapy and treat-
ment results.

Case |Gender,| Clinical signs Diagnosis Comorbidities Therapy Treatment Out- |Reference
number| Age Quantitative | Qualitative come
(year) test tests

1 F, 10 [Epiphora, photo- [Cytological of |PCR+ (blood) |None Allopurinol (10 Euthanasia 9 [25]
phobia and the lesion and ELISA mg/kg every 12 months after diag-
corneal ulcer in hours), N-methylglu-[nosis due to kidney
the right eye camine antimoniate |failure

(50 mg/kg every 12
hours)

2 F, 8 [Localized whitish |Cytological of |PCR+ (blood) [FIV Allopurinol (10 Good response to [25]
infiltrate and su- [the lesion and ELISA mg/kg every 12 treatment, but
perficial corneal hours), N-methylglu-(corneal pigmenta-
stromal edema in camine antimoniate |tion and neovascu-
both eyes (50 mg/kg every 12 [larization may be

hours) observed

3 F,9 [Lower eyelid in- [Cytological of |PCR- (blood) |None Allopurinol (10 One month later, [25]
jury the lesion and ELISA mg/kg every 24 the nodular eyelid

hours) lesion completely
resolved.

4 F,4 [Depression and re-|Bone marrow |PCR+ (blood), |Toxoplasmosis |Blood transfusion, [Euthanasia 20 days| [27]
duced appetite, cytology HAL and elec- Allopurinol (10 after diagnosis due
lethargy, pale mu- trophoresis mg/kg every 12 to worsening condi-
cous membranes, hours) tion
anemia, neutrope-
nia, thrombocy-
topenia and severe
pancytopenia with
erythrocyte autoag-
glutination

5 F, 8 |Chronic prolifera- |Bone marrow [PCR+ (bone Diabetes melli- |Allopurinol (10 Good response to [36]
tive stomatitis and [cytology marrow) and  |tus mg/kg every 12 treatment after 9
bilateral corneal ELISA hours) months, but thera-
ulcer py was restarted af-

ter owners discont-
inued treatment

6 M, 6 [Ulcerated nodule |Bone marrow |[PCR+ (Biopsy |None Allopurinol (10 Good response to [26]
in the left tarsal re-|cytology of the lesion) mg/kg every 12 treatment, reduced
gion and ELISA hours), reduced to  |due to increased

(5 mg/kg every 12 |plasma activities of]
hours) liver enzymes. No
relapses.

7 F,9 |Crusts on the tips |Cytology of [PCR+ (Biopsy |None Allopurinol (10 Good response to [26]
of the ears and the lesion and |of the lesion) mg/kg every 12 treatment, with re-
concave side of  |histopathology [and ELISA hours) lapses

the ears and neck,
and pustules and
depigmentation of
the nose

(Table 4) contd....
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pharitis, conjunc-
tivitis, ulcerative
mucocutaneous le-
sions in the
mouth, and lymph
node enlargement

smears) and
IFAT

worsening, leading
to the death of the
patient two months
after the relapse

Case |Gender,| Clinical signs Diagnosis Comorbidities Therapy Treatment Out- |Reference
number| Age Quantitative | Qualitative come
(year) test tests
8 M, 5 [Badrespiratory [Cytological of |PCR+ (Aspi- |None Allopurinol (20 Good response to [32]
signs, conjunctivi- [the lesion rates from mg/kg every 12 treatment after 6
tis and oral lesions lymph nodes, hours) months of therapy,
swabs, and but slightly under-
paraffin blocks weight
from the oral
mucosa) and
IFAT
9 F, 10 [Vaginal bleeding, |Cytological of |PCR+ (Macerat-|None Cauterization of the |Allopurinol was [28]
abdominal hemato-|the lesion ed lesions) and lesion with silver ni-|discontinued due
ma, pale mucous IFAT trate, allopurinol to coprostasis. Eu-
membranes, in- (30 mg/kg every thanasia due to in-
tense pain in the 24h), the dose was [effective treatment
lumbosacral re- increased to allopuri-
gion, absence of nol (50 mg/kg every
anal sphincter re- 24h)
flex and small ul-
cerated lesion in
the right nostril (2
mm)
10 M, 2 |[Multiple nodular |Cytological of [qPCR+ (Skin |None Allopurinol (10 Good response to [29]
skin lesions, ulcer-|the lesion nodules and mg/kg every 12 treatment, resulting
ative dermatitis on blood) and hours), N-methylglu-|in small amounts
all four limbs, and IFAT camine antimoniate |of parasite load
fever (50 mg/kg every 24
hours)
11 F. 6 |Multiple ulcerated |Cytological of [qPCR+ (Blood |Hepatozoonosis|Allopurinol (10 Good response to [45]
skin nodules on  [the lesion and plasma) and mg/kg every 12 treatment without
the forelimbs ELISA hours) relapses
12 M. 12 |Progressively Lesion cytolo- [PCR+ (Nasal |None Allopurinol (10 Allopurinol re- [30]
worsening inspira- [gy and histo- |biopsies), elec- mg/kg every 12 placed by miltefo-
tory effort with  [pathology trophoresis and hours), miltefosine [sine after a patient
concomitant rales IFAT (2 mg/kg every 24 |had an adverse
and episodic sneez- hours) skin reaction.
ing of several Good response to
weeks' duration treatment but had
acute kidney in-
jury.
13 F, 6 [Nodular dermatitis|Cytological of |qRT-PCR+ None Allopurinol (20 Due to irregular ad-|  [33]
on eyelids and left |the lesion (Blood and con- mg/kg every 24 ministration, there
carpal region, ble- junctival hours) was a progressive

(Table 4) contd....
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Case |Gender,| Clinical signs Diagnosis Comorbidities Therapy Treatment Out- |Reference
number| Age Quantitative | Qualitative come
(year) test tests
14 M, 6 [Non-healing itchy [Lesion cytolo- |PCR+ (Biopsy |None Marbofloxacin (3.5 |After discontinua- [42]
sores on the right |gy and histo-  |of the lesion) mg/kg every 24h), [tion of Mar-
pinna and right tar-[pathology Allopurinol (15 bofloxacin and Al-
sus mg/kg every 24h). [lopurinol, there
ArteMin (50 mg/kg [was a good re-
every 12 hours for [sponse to treatment
11 days), followed [with capsules con-
by interruption for 3 [taining Artemisia
days, and then res- |annua extract, leav-
tarted for another  |ing only hypopig-
11-day cycle mentation and
alopecia in the
sites of the primary
lesion. No relaps-
es.
15 F,4 |Ulcerated exophyt-|Lesion cytolo- [PCR+ (Biopsy |Cryptococcosis [Cryotherapy with  [Good response to [44]
ic lesions on the |gy and histo-  [of the lesion) liquid nitrogen treatment, no re-
snout pathology lapses
16 M, 13 |Vomiting episodes|Lymph node |Electrophoresis [FIV and FeLV |Allopurinol (10 Two years after ir- [34]
cytology and IFAT mg/kg every 12 regular administra-
hours) tion and relapses,
the owners request-
ed euthanasia.
17 M, 10 [Mild weight loss |Bone marrow |Electrophoresis, |None Allopurinol (10 Good response to [38]
and small bowel |and lymph IFAT, and DTA mg/kg every 12 treatment after 8
diarrhea node cytology hours) months, but died af-
ter relapse 3
months later.
18 F,7 |Chronic uveitis in |Cytology of |PCR- and None Allopurinol (10 Good response to [39]
both eyes the lesion, gPCR+ (Blood, mg/kg) treatment, no re-
bone marrow |nodules, and lapses
and marrow), IFAT-
lymph node and ELISA
19 M, 5 [Rhinitis and nasal [Histopathology [None None Allopurinol (10 Good response to [37]
discharge mg/kg every 12 treatment resulting
hours) in a small amount
of parasite load
20 F, 8 |[Eyelid nodules in |lesion cytology |[Nested PCR+ |FeLV Allopurinol (10 Good response to [31]
both eyes, bilater- (Leukocytic lay- mg/kg every 12 treatment resulting
al anterior uveitis, er and inflamma- hours), N-methylglu-|in a small amount

and inflammation
of the right ingui-
nal mammary
gland

tory mammary
fluid)

camine antimoniate
(50 mg/kg every 24
hours)

of parasite load

(Table 4) contd....
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Case |Gender,| Clinical signs Diagnosis Comorbidities Therapy Treatment Out- |Reference
number| Age Quantitative | Qualitative come
(year) test tests
21 M, 7 |[Easy edemaand [Lesion cytolo- |PCR+ (Blood) |None Allopurinol (10 Good clinical re- [40]
eye injuries gy and histo- |and serological mg/kg every 24 sponse, but hemato-
pathology hours), N-methylglu-|logical and bio-
camine antimoniate |chemical abnormal-
(50 mg/kg every 24 |ities persisted
hours)

22 F, 6 [Lethargy, weight [Lesion cy- qPCR+, PCR+ |Ehrlichiosis Allopurinol (12.5  [Good response to [41]
loss, eye tology (Blood, cyto-  |and FIV mg twice daily), treatment resulting
discharge, and fo- brush), IFAT+ dose increased to 25 |in a small amount
cal ulcerative le- and ELISA-+ mg twice daily of parasite load
sions on forelimbs

23 M, 9 [Head and neck Cytology and |[I[FAT FIV and dia-  [Allopurinol (10 Developed acute [35]
itching for 2 years |histopathology betes mellitus [mg/kg every 12 kidney injury. Eu-

hours), N-methylglu-|thanasia after 24
camine antimoniate [months of treat-
(50 mg/kg every 24 |ment due to ineffec-
hours) tive treatment

24 F,3 [Swollen nose and [Cytology and |qPCR+, PCR+ |None Allopurinol (10 Clinical improve- [43]
lumps in the ears |histopathology |(Biopsy of the mg/kg every 24 ment but with peri-

lesion) and hours) odic relapses
IFAT+

Abbreviations: Legend: Case number, sex, age in years, evaluated clinical signs, diagnosis, comorbidities or diseases, therapy and treatment results. Legend:
F = female, M = male, PCR = Polymerase Chain Reaction, IFAT = Immunofluorescent Antibody, HI = Indirect Hemagglutination Test, ELISA = Enzyme Im-
munoassay, FIV = Feline Immunodeficiency Virus, FeLV = feline leukemia virus, DTA = direct agglutination test.

4. DISCUSSION

The clinical symptoms of feline leishmaniasis
caused by L. infantum typically mirror those observed
in canine leishmaniasis. These symptoms encompass
lymphadenomegaly, ulcerative skin lesions, crusts, ex-
foliative or nodular dermatitis, ocular lesions featuring
uveitis and conjunctivitis, gingivostomatitis, poor body
condition, rhinitis and signs indicative of renal failure.
Additionally, clinicopathological alterations such as hy-
perproteinemia with hypergammaglobulinemia, ane-
mia, proteinuria, and azotemia are common in both ca-
nine and feline leishmaniasis [14, 17].

Studies indicate that cats demonstrate an immune
response similar to dogs when exposed to L. infantum,
exhibiting a Th1-type specific immune response. How-
ever, available research suggests that, compared to
dogs, cats show a less intense humoral immune re-
sponse with low antibodies titles [55]. Experiments al-
so suggest that cats possess a natural resistance to leish-
maniasis and may spontaneously heal lesions [28].
Consequently, cats have the ability to live for many
years with a chronic and slowly progressing form of
the disease, even in the absence of specific treatment
against Leishmania. Dogs, on the other hand, exhibit

susceptibility and reduced resistance to canine leishma-
niasis, which is influenced by host genetics [56, 57].

Another notable distinction between cat and dog in-
fections by Leishmania spp. is the occurrence of coin-
fections/comorbidities in approximately 50% of cats di-
agnosed with feline leishmaniasis, including FIV,
FeLV, hemotropic Mycoplasma infection, malignant
neoplasia, endocrine diseases, and treatment with im-
munosuppressive drugs [14, 17].

Although cats appear to have a higher resistance to
L. infantum than dogs, the available data suggest that
at least the likelihood of infection in these two hosts is
similar. This is because it depends on the risk of expo-
sure to sand fly bites, also considering that some vec-
tors have a generalist feeding behavior [58].

Considering the cats' more specific resistance to
Leishmania, it is crucial to employ more precise diag-
nostic techniques such as microscopy, culture, and
PCR-based assays [59, 60]. These approaches are es-
sential to complement serological results, especially
since infected cats often exhibit a low anti-Leishmania
antibody response or may remain seronegative until ap-
proximately the 26th week of infection [61]. Even a
PCR analysis from blood can yield negative results, so
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additional PCR analyses in lesions, lymph nodes, and
bone marrow are advisable [25]. Therefore, a diagnosis
based on more than one technique is recommended, as
some cats may test positive on PCR and seronegative,
or vice versa. This is critical to ensure effective and
timely treatment [14].

Regardless of the treatment regimen used for ca-
nine visceral leishmaniasis, whether through single--
drug or combined-drug therapy, the condition is charac-
terized by high recurrence rates [62]. Achieving clini-
cal and parasitological cure is rarely obtained, and
there is the potential for drug resistance, allowing these
resistant genes to spread through hybrids between
strains and between species generated by recombina-
tion in the sand fly vector or through horizontal gene
transfer [63-66].

The most commonly used treatment for canine
leishmaniasis involves a combination of meglumine an-
timoniate, aminosidine, or miltefosine with allopuri-
nol, with these options being the only ones licensed in
Europe, except for allopurinol. These therapies have de-
monstrated efficacy in maintaining the parasite load in
dogs at reduced levels [67, 68]. In Brazil, the treatment
for canine leishmaniasis was authorized in 2016 with
the approval of Milteforan” (Virbac Laboratory, Car-
ros, France) [69], marking the end of the previous prac-
tice of euthanizing positive dogs [70]. However, milte-
fosine is not recommended for feline treatment be-
cause propylene glycol, an excipient in the licensed
oral formulation of miltefosine for canine leishmania-
sis, may potentially reduce the lifespan of feline red
blood cells due to the formation of Heinz bodies.
Therefore, it is preferable to avoid the use of miltefo-
sine in cats until more scientific evidence becomes
available [60, 71, 72].

The European Advisory Board on Cat Diseases
(ABCD) recommends the long-term administration of
allopurinol at doses of 10-20 mg/kg, orally, every 12
or 24 hours, or meglumine antimoniate at doses of
5-50 mg/kg, subcutaneously, every 24 hours for the
treatment of feline leishmaniasis [14, 73]. The an-
ti-leishmanial activity of allopurinol was described by
Pfaller and Marr [74]. Initially prescribed for the treat-
ment of gout in humans [75], it acts by interfering with
the purine pathway and RNA synthesis of the parasite
[51]. Allopurinol inhibits the Leishmania enzyme hy-
poxanthine-guanine phosphoribosyltransferase, which
is involved in the parasite's purine salvage pathway,
converting dephosphorylated purines into monophos-
phate nucleosides. Thus, phosphorylated allopurinol is
likely incorporated into nucleic acids, disrupting pro-
tein translation and selectively causing the death of the
parasite [76, 77].
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Allopurinol in veterinary medicine is considered
the primary first-line medication for the long-term treat-
ment of canine leishmaniasis, administered for 6
months to a year or more [70]. Prolonged administra-
tion of allopurinol may, however, result in the forma-
tion of xanthine crystals in the urinary tract, leading to
urolithiasis and possibly contributing to the develop-
ment of chronic renal failure in long-term therapies for
dogs. Similarly, antimonial treatment regimens require
careful monitoring of liver and kidney functions due to
the potential for hepatotoxicity and nephrotoxicity [14,
35]. Cropostasis has also been observed [28]. It is im-
portant to note that although allopurinol therapy has a
relatively lower toxicity profile, it has often been asso-
ciated with disease relapses [43, 78].

The meglumine antimoniate assumes two main
models, bivalent Sb(Il) and pentavalent Sb(V). The
Sb(V) model, which is less toxic, exhibits leishmanici-
dal activity by forming complexes with ribonucleo-
sides, thus disrupting the function of topoisomerases
that are essential for DNA replication and transcrip-
tion. When Sb(V) is reduced to Sb(Il), it interacts with
the parasite's biomolecules containing thiol groups, in-
cluding peptides, proteins, and enzymes. This interac-
tion triggers a cascade of events inducing oxidative
stress and culminating in DNA fragmentation and pro-
grammed cell death (apoptosis-like death) [79]. Anti-
mony therapy is often accompanied by local pain dur-
ing intramuscular injections and systemic side effects
such as nausea, vomiting, weakness, myalgia, abdomi-
nal cramps, diarrhea, skin rashes, and hepatotoxicity,
along with cardiotoxicity [80]. Furthermore, meglu-
mine antimoniate is used in human treatment, which is
the reason for the current guidelines in South Ameri-
can leishmaniasis control programs that prohibit its ad-
ministration in dogs [81]. On the other hand, in regions
like Europe, meglumine antimoniate is still used to
treat dog leishmaniasis [51].

It is crucial for pet owners to diligently follow the
guidance of veterinary healthcare professionals, admin-
istering the medication at the correct time and dosage
without interruptions. Discontinuation may contribute
to the development of parasite drug resistance, and in
severe cases, it may result in the death of the animal.
In the event of any interruptions, promptly informing
the professional is essential for them to make the best
decisions for the animal. Adhesion to these guidelines
enhances the animal's chances of success in treatment,
leading to a significant reduction in parasite load and
improvement in its clinical condition. Therefore, the ac-
tive collaboration of pet owners plays a crucial role in
the treatment and effective recovery of animals affect-
ed by leishmaniasis.
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The treatment of feline leishmaniasis is a signifi-
cant challenge, involving the search for a medication
that meets multiple essential criteria. This medication
must (i) be specific to feline leishmaniasis, not used in
the treatment of human leishmaniasis, (ii) not cause re-
nal damage or any other adverse effects in the cat, (iii)
ensure effective control of the parasitic load in the cat's
body, and (iv) block the transmission of the parasite be-
tween hosts.

Based on current knowledge, cats are considered se-
condary reservoirs of L. amazonensis [82], L. infantum
[15], L. major [83], L. mexicana [84], L. tropica [85],
L. venezuelensis [86] and L. braziliensis [16]. Howev-
er, their ability to sustain a persistent infection in a nat-
ural environment is limited in the absence of a primary
reservoir, such as dogs. In summary, cats alone would
not be able to maintain Leishmania infection in areas
where disease transmission is possible, even in the pres-
ence of competent vectors like sandflies [87].

It is relevant to highlight that, despite cats being
considered secondary reservoirs, a deeper understand-
ing of their epidemiological role in the maintenance
and transmission of leishmaniasis requires further in-
vestigation. Conversely, it has been found that L. infan-
tum has been isolated in fleas, ticks, and other arthro-
pods, suggesting that these arthropods may also play a
crucial role in transmission, including in cats [88].
Studies conducted by Vioti et al. [89] indicated,
through in vivo experiments, that infected cats have the
ability to transmit L. infantum to sandflies. Studies on
vector-borne diseases in dogs and cats from the Aeo-
lian Islands (Sicily, southern Italy), an endemic area
for L. infantum, reported a prevalence of 26% and 42%
in dogs and cats, respectively, by serological and
molecular methods [90].

As a preventive measure and to reduce the need for
systemic antimonial drugs with adverse effects, Basso
et al. [29] suggest exploring new insecticides to pre-
vent sandfly bites in cats. It is important to note that all
currently registered insecticides for sand fly control
contain permethrin, a substance highly toxic to cats.
Therefore, the search for safe and effective alternatives
becomes essential for feline health protection. As a sys-
temic insecticide, a precise formulation of fluralaner,
ranging from 112.5 to 500 mg, has been authorized for
the control of ectoparasites such as ticks, fleas, and
mites in cats. This insecticide has demonstrated effica-
cy in inducing long-term mortality in Lutzomyia longi-
palpis and Phlebotomus perniciosus, vectors of L. in-
fantum in the “New World” and “Old World,” respec-
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tively, after feeding on treated dogs [91, 92]. Similar re-
sults are expected to be observed in cats. On the other
hand, chemoprophylaxis can be effectively achieved
by using a collar impregnated with a matrix containing
10% imidaclopride and 4.5% flumethrin. This formula-
tion, as evidenced by studies such as Brianti et al. [93],
has proven safe and effective in significantly reducing
the risk of L. infantum infection in cats.

Ensuring cats remain indoors from dusk until dawn,
particularly during the active period of sandfly vectors
[94], and implementing physical barriers such as nets
with a mesh of 1,240 holes per square inch on win-
dows and doors [95], are effective strategies for pre-
venting exposure to sandfly bites. These proactive mea-
sures not only safeguard against direct contact with
sandflies but also significantly reduce the overall risk
of Leishmania infection.

It is also important to emphasize that, in the
absence of evidence suggesting otherwise, it is advis-
able to avoid using cats infected with Leishmania for
breeding purposes or as blood donors. This precaution
is crucial due to the potential risk of transmitting the
parasites through blood transfusion and via venereal or
congenital routes, as documented in dogs [96, 97].

CONCLUSION

So far, few studies have been conducted regarding
the optimal treatment for feline leishmaniasis; howev-
er, new reports are being described. Conventional treat-
ments, even though they can be hepato- and nephrotox-
ic if correctly administrated, have a high chance of re-
ducing the parasitic load. More studies need to be con-
ducted to assess the effectiveness of alternative treat-
ments and management of feline leishmaniasis. This
will help to determine the ideal technique and time in-
tervals between procedures, which are crucial for en-
hancing treatment outcomes and minimizing the risk of
treatment failure. Ultimately, this contributes to the
overall well-being of affected feline populations. Dis-
cussing the dissemination of feline leishmaniasis is of
great importance, as it is not well understood, and
there may be significant differences in disease develop-
ment compared to dogs.

Finally, the authors propose this review to shed
light on the significant issue of feline leishmaniasis,
which remains neglected and riddled with gaps that
need addressing by researchers worldwide. Our goal is
to mobilize the international scientific community to
tackle this widespread problem. In this context, the au-
thors encourage clinicians to publish their therapeutic
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protocols to foster a broad discussion about this topic
and enable testing across different regions. Further-
more, the authors aim to inspire researchers to discover
new potent compounds for future use in the clinical vet-
erinary arena. We anticipate that this review will serve
as a catalyst for further research in this neglected field
and stimulate constructive dialogue on effective strate-
gies to combat feline leishmaniasis.
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RESUMO

Leishmaniose é causada por protozodrios intracelulares do género Leishmania que
atingem os seres humanos e animais domésticos, em especial os cdes. As principais
formas clinicas da doenca sdo a tegumentar (LT) e a visceral (LV). A LV € endémica em
mais de 90 paises, sendo o cdo considerado o principal reservatério urbano da doenca,
mas que também pode desenvolver doenca clinica conhecida como leishmaniose visceral
canina (LVC). Conhecer as formas de tratamento e a resisténcia destes protozoarios aos
farmacos utilizados nos esquemas terapéuticos € de suma importancia para identificar e
combater esta doenga em escala mundial. A diversidade de medicamentos disponiveis
para o tratamento desta enfermidade é limitada, tanto para uso em humanos quanto em
animais. Os farmacos disponiveis para o tratamento da leishmaniose possuem efeitos
adversos graves, como nefrotoxicidade, bem como a necessidade de administracédo
prolongada, de internacdo hospitalar para sua administracdo, além da possibilidade de
surgimento de resisténcia por parte do parasito. Atualmente os insumos para a prevengdo
e 0 combate da LVC séo coleiras impregnadas com inseticidas e o uso de medicamentos
como a miltefosina e o alopurinol. Ainda ha relatos de prescricdo de medicamentos ndo
autorizados para uso veterinario no Brasil, como anfotericina B e antimoniais
pentavalentes, o que pode contribuir com a resisténcia parasitaria. Além desses, na clinica
médica veterinaria, também é relatada a utilizacdo de antibioticos e tratamento de suporte.
Desta forma, torna-se necessaria a descoberta de novos compostos com agdo anti-
Leishmania. O presente trabalho descreve os compostos utilizados para o tratamento da
leishmaniose canina no Brasil.

Palavras-chave: resisténcia parasitaria, avancos, terapias.

ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by intracellular protozoa of the genus Leishmania that affect
humans and domestic animals, especially dogs. The main clinical forms of the disease are
cutaneous (CL) and visceral (VL). VL is endemic in more than 90 countries, with dogs
considered the primary urban reservoir of the disease, but they can also develop a clinical
condition known as canine visceral leishmaniasis (CVL). Understanding the treatment
options and the resistance of these protozoa to the drugs used in therapeutic regimens is
of utmost importance to identify and combat this disease on a global scale. The diversity
of drugs available for the treatment of this condition is limited, both for human and animal
use. The drugs available for the treatment of leishmaniasis have serious adverse effects,
such as nephrotoxicity, as well as the need for prolonged administration, hospitalization
for their administration, and the possibility of parasite resistance emerging. Currently, the
inputs for the prevention and control of CVL include insecticide-impregnated collars and
the use of medications such as miltefosine and allopurinol. There are still reports of the
prescription of unauthorized veterinary drugs in Brazil, such as amphotericin B and
pentavalent antimonials, which can contribute to parasite resistance. In addition to these,
the use of antibiotics and supportive treatment is also reported in veterinary medicine.
Therefore, the discovery of new compounds with anti-Leishmania action becomes
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necessary. This paper describes the compounds used for the treatment of canine
leishmaniasis in Brazil.

Keywords: parasitic resistance, advances, therapies.

1 INTRODUCAO

As doencas parasitarias ainda sao problemas muito graves nos paises em
desenvolvimento, sendo muitas delas causa importante de elevada morbidade e
mortalidade entre seres humanos e animais, estando as leishmanioses incluidas entre estas
doencas (1). A leishmaniose é uma enfermidade causada por protozoarios intracelulares
do género Leishmania (classe, Kinetoplastida e familia, Trypanosomatidae), que se
apresentam sob duas formas morfologicas principais: a amastigota no hospedeiro
vertebrado e a promastigota no hospedeiro invertebrado (Figura 1). O género Leishmania
apresenta uma grande diversidade e variabilidade de espécies, sendo L. infantum, L.

brasiliensis e L. amazonensis as principais causadoras de leishmaniose no Brasil (2).
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Figura 1. Microscopia de campo claro evidenciando as formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania infantum. (A) Cultivo a fresco de formas promastigotas. (B) Evidenciacéo da aglutinacdo
(seta preta) de promastigotas. (C) Coloracéo de Giemsa evidenciando ntcleo (n), cinetoplasto (c) e
flagelo (f) das formas promastigotas. (D) Imprint da lesdo de co evidenciando formas amastigotas
intracelulares (cabecas de setas) ap6s coloracdo de Giemsa.

Y0V 1 P - —
e e

Fonte: Autor.

As principais formas clinicas da enfermidade sdo a leishmaniose tegumentar (LT)
e a leishmaniose visceral (LV). A LT é considerada uma doenca que apresenta uma seria
questdo de salde publica e envolve 85 paises, distribuidos em quatro continentes
(Américas, Europa, Africa e Asia), a LV é endémica em mais de 90 paises e, no continente
americano, esta descrita em pelo menos 12 paises. Dos casos registrados na América
Latina, 90% ocorrem no Brasil. A doenca vem sendo descrita em Varios municipios
brasileiros, apresentando mudancas importantes no padrdo de transmissao, inicialmente
predominando em ambientes silvestres e rurais. Entretanto, com o passar dos anos, a
doenca foi se expandindo para centros urbanos, alcangcando o namero de cerca de 3.500
casos humanos por ano, com coeficiente de incidéncia de 2,0 casos/100.000 habitantes,
com letalidade aumentando gradativamente, passando de 3,1% em 2000 para 7,1% em
2012 (3/32).
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Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), o Brasil é um pais
endémico para leishmaniose. Dados sobre incidéncia e prevaléncia sdo importantes para
a definicdo das estratégias de controle desta parasitose. Além disso, conhecer as opcdes
terapéuticas disponiveis e 0s mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos parasitos,
assim como propor novos potenciais medicamentos com diferentes mecanismos de acéo
sdo de extrema relevancia (3,4).

A resisténcia € um processo de alteracdo de sensibilidade de um parasito a um
determinado farmaco pelo aparecimento de modificacbes genéticas herdaveis. Do ponto
de vista genético, a resisténcia é caracterizada por trés aspectos principais:
estabelecimento, desenvolvimento e dispersdo. A utilizacdo de um antiparasitario pode
ocasionar um processo de selecdo natural em uma populacdo de parasitos, favorecendo a
permanéncia dos microrganismos mais resistentes (5).

As doencas parasitarias tém grande impacto no bem-estar do homem e dos
animais. O uso exacerbado de produtos quimicos ocasionou uma série de problemas
ambientais e, como consequéncia, tem-se 0 aparecimento de microrganismos resistentes.
Gongcalves e colaboradores (6) demonstraram um aumento na resisténcia in vitro de L.
infantum a miltefosina e a anfotericina B, utilizando cepas isoladas de um Unico céo
submetido a repetidos tratamentos com miltefosina e alopurinol.

Produtos naturais, oriundos da quimica vegetal e da fitoquimica de espécies
distribuidas pelos biomas do Brasil, sdo de grande interesse para investigacdo cientifica
no combate a varias patologias, devido a intrincada relacdo vetor-hospedeiro, também
poderdo colaborar para o controle de vetores de doencas como a Malaria, a Doenga de
Chagas, a Dengue e a Leishmaniose (31).

O presente trabalho tem como objetivo realizar um levantamento dos tratamentos
utilizados para leishmaniose canina (Figura 2) no Brasil, assim como reportar as

evidéncias de resisténcia parasitaria descritas na literatura.
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Figura 2. Ulcera com bordas elevadas localizada na pata anterior direita, nio responsiva a tratamento
topico, com presenca de formas amastigotas de Leishmania spp.

Fonte: Autor.

2 DESENVOLVIMENTO

O Programa Nacional de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PNVCLV) do Ministério da Satude do Brasil recomenda como metodologia de controle
da LV (2021), a incorporacéo de coleiras impregnadas com inseticida (deltametrina a 4%)
visando o controle da LV no Brasil, iniciando por municipios prioritarios, por meio da
nota técnica 05/2021 (7).

A diversidade de medicamentos disponiveis para essa finalidade é limitada e, além
disso, estdo associados a graves efeitos colaterais como nefro e hepatotoxicidade.
Dificuldades como a necessidade de administracdo prolongada dos farmacos anti-
Leishmania e de internacdo hospitalar dificultam o sucesso do tratamento. Estas
caracteristicas colaboram com o surgimento de resisténcia por parte do parasito (8).

O tratamento de escolha utilizado para leishmaniose é o0 mesmo desenvolvido ha
mais de um século (9). Os farmacos de eleicdo utilizados para o tratamento de casos
humanos sdo quatro, dependendo da indicacdo médica e das condicdes clinicas do
paciente, sendo estes: antimoniato de N-metil glutamina (glucantime), anfotericina B
(preferencialmente a formulacdo lipossomal), isotionato de pentamidina e miltefosina
(Figura 3). Ja na medicina veterinaria, em 2016, o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) do Brasil deferiu o registro do farmaco miltefosina, liberando

seu uso para o tratamento de LVC através da Nota Técnica Conjunta n° 001/2016
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MAPA/MS (10). Além disso, ha o uso do alopurinol. Existem ainda os medicamentos em
que se faz uso associado, como marbofloxacina, metronidazol, cetoconazol, aminosidina,

enrofloxacina e domperidona (11).

Figura 3. Farmacos usados no tratamento de leishmaniose humana e canina. A miltefosina foi colocada na
intersecdo, pois € utilizada em alguns paises como India.
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Fonte: Autor.

Albuquerque e Lagoni (12) fizeram uma pesquisa através da aplicacdo de
questionario avaliativo sobre o tratamento de LV empregados em clinicas de Brasilia,
uma cidade endémica para a doenca. Os autores enviaram o questionario para 40 clinicas
veterinarias, obtendo-se 9 respostas. Destas, duas recusaram-se a contribuir e duas
optavam por ndo tratar, recomendando a eutanasia. As cinco demais afirmaram realizar
tratamento de animais com LV, as quais prescreviam alopurinol, quatro (4/5) utilizavam
miltefosina, trés (3/5) a marbofloxacina e duas (2/5) a anfotericina B e antimoniais
pentavalentes.

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) € um analogo alquilfosfocolina que possui
efeito leishmanicida. A miltefosina foi, a principio, desenvolvida como agente
antitumoral, mas atualmente esta disponivel para o tratamento (oral) da leishmaniose
canina no Brasil, permitindo reducdo dos sintomas, devolvendo a qualidade de vida para
o animal (8). Entretanto, este medicamento também possui efeitos colaterais graves, como

nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e teratogenicidade no sistema digestorio (13).
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No ano de 2022, Hyam e colaboradores (14) fizeram um ensaio clinico in vivo,
com 299 pessoas, na India, em que compararam o uso da miltefosina com o tratamento
padrdo, a anfotericina B. Esta pesquisa teve como resultado uma taxa de cura de 97%
(290/299) com o uso da miltefosina (14).

A atividade antitumoral da miltefosina tem como alvo as vias de sinaliza¢do do
fosfoinositol 3-cinase-Akt/PKB, as quais inibem o crescimento metastatico das células.
Em relacdo a sua atividade antiparasitaria, tém-se pouca informagéo sobre o mecanismo
de acdo. Ha hipdteses, como a inducdo de apoptose, disturbio das vias de sinalizagdo
celular dependente de lipidios, alteracdo da composicdo da membrana celular e efeitos
imunomoduladores (15).

Outro medicamento adotado para o tratamento de cdes soropositivos no Brasil é o
alopurinol, que apresentacdo acdo leishmaniostatica. Este farmaco ndo é utilizado no
tratamento em leishmaniose humana. Todavia, € um farmaco reposicionado, uma vez que
seu uso na medicina humana € para tratar o excesso de &cido Urico, enquanto na
veterinaria é utilizado para o tratamento da enfermidade em sua forma visceral (12).

Este principio ativo é uma hipoxantina de administracdo oral, que ao ser
metabolizado pela forma amastigota produz um analogo inativo da inosina, que é
incorporado no acido ribonucleico (RNA) dos parasitos induzindo alteragGes durante a
sintese proteica, inibindo sua multiplicacdo. O principal efeito adverso € a formacdo de
cristais de xantina nos rins que sdo excretados na urina, o que pode levar a formacao de
urolitos, principalmente em administracGes de longo prazo (16).

A Portaria Interministerial n® 1.426 de 11 de julho de 2008 regulamenta o
tratamento de cdes com leishmaniose e proibe o tratamento desta espécie com farmacos
utilizados para o tratamento de casos humanos, uma vez que, até 0 momento, nao existem
estudos que demonstrem que os farmacos existentes de uso humano sejam eficazes para
o0 tratamento de cdes ou que comprovam que caes tratados com farmacos de uso humano
promovem reducdo na transmissdo da doencga, ou ainda que o animal tratado ndo se
mantenha como reservatorio do parasito. Assim, o tratamento da L\VC com produtos ndo
registrados no MAPA é expressamente proibido no Brasil (10). Além disso, os farmacos
autorizados para tratamento da LVVC devem ser prescritos por médico veterinario e deve
ser realizado o acompanhamento periodico do paciente (17).

A falta de tratamento efetivo para a cura total da doenga canina e a polémica sobre
a eutanasia indiscriminada de caes soropositivos tem estimulado as buscas por estratégias

de prevencéo e controle da LVVC, sendo uma delas a vacinagdo, que existe para uso em
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cdes mas ndo para humanos. Em 2014, duas vacinas disponiveis comercialmente foram
licenciadas pelo Ministério da Agricultura do Brasil para uso em cdes: Leish-Tec (Ceva
Salde Animal Ltda Paulinia - SP, Brasil) e Leishmune (Zoetis, Campinas, Brasil). No
entanto, no mesmo ano o Ministério da Agricultura suspendeu a licenga provisoria
concedida a vacina Leishmune por ndo atender aos requisitos de um ensaio clinico de
vacina de fase 111 (18).

No Brasil havia uma vacina disponivel contra LVC, a LeishTec, que foi
descontinuada por eficiéncia diminuida. Esta tinha como antigeno a proteina
recombinante A2 e como adjuvante a saponina. Esta proteina € expressa nas formas
amastigotas de algumas espécies de Leishmania, como L. donovani, L. infantum, L.
amazonensis e L. mexicana (19).

Ait-Oudhia (20) reiterou que o tratamento medicamentoso é uma das formas de
controle da doenca e alternativa para reduzir a infectividade do céo. O uso destes farmacos
requer longos periodos de administracdo, resultando em efeitos adversos graves, baixa
tolerancia por parte do animal e o desenvolvimento de cepas resistentes ao tratamento,
contribuindo para a ineficacia dos regimes terapéuticos, além de apresentar custos
elevados.

Fumarola et al. (21), em estudo para a descoberta de novas moléculas para o
tratamento da leishmaniose, afirmaram que este conhecimento é estritamente necessario,
pois embora os modelos animais estejam bem estabelecidos para testes de novos
farmacos, eles ndo sdo adequados para triagens primarias de drogas em grande escala.
Portanto, varios ensaios para testar a suscetibilidade de Leishmania sp. a novas moléculas
in vitro estdo em andamento, utilizando as duas formas de Leishmania: promastigotas e
amastigotas. Essas duas formas sdo morfoldgica e bioquimicamente diferentes e esta €
provavelmente a causa da diferente suscetibilidade nessas duas formas morfoldgicas de
Leishmania.

Gongalves et al. (6) realizaram testes in vitro com cepa recuperada de um céo
naturalmente infectado por L. infantum. No trabalho, foram coletadas amostras antes do
inicio do tratamento (T0) e ap6s dois ciclos de tratamento (T1 e T2) com miltefosina e
alopurinol, para avaliar a geracao de amastigotas resistentes a miltefosina, anfotericina B
e antimoniato de meglumina. Na metodologia avaliaram também as taxas de proliferacdo
celular, infectividade e metaciclogénese, que se trata de mudancas morfoldgicas,
funcionais e nos niveis de expressao de proteinas, dos isolados testados. Os resultados

demonstraram um aumento gradual da resisténcia do protozoario a miltefosina e a

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.12, p. 30910-30924, dec., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

30919

anfotericina B com o aumento do nimero de ciclos de tratamento. Uma tendéncia
crescente na taxa de metaciclogénese de L. infantum também foi observada a medida que
a resisténcia aos medicamentos aumentava. Estudos realizados ha mais de uma década ja
demonstravam o desenvolvimento de resisténcia dos parasitos a estes farmacos,
especialmente na india e no Sud4o (6, 22).

Kazemi-Rad et al. (23) verificaram que a eficacia das drogas pentavalentes contra
Leishmania tropica tem sido diminuida pelo desenvolvimento de parasitos resistentes em
vérias regides endémicas, especialmente na india, que geram como consequéncia altos
indices de falha no tratamento com uso de antimonial. A falta de resposta aos antimoniais
também foi bem documentada no Ird, onde pacientes humanos ndo respondem a terapia
devido ao surgimento de resisténcia.

E possivel optar pela escolha do tratamento medicamentoso ao invés da eutanasia
dos animais positivos para leishmaniose. Moustapha et al. (24) fizeram um levantamento
dos protocolos de tratamento para LVC no Brasil através de questionarios, e verificaram
que 80% dos veterinarios indicaram o tratamento do animal em caso de leishmaniose
confirmada, enquanto 3,08% ainda indicaram a eutanasia. Outra informacao importante
é que, embora nao recomendados para o tratamento de cées, 0s antimoniais pentavalentes
ainda sdo utilizados nos protocolos de tratamento, porém a maioria (75,4%) utiliza a
miltefosina, seguido por alopurinol. Além destes, também sdo utilizados antibioticos
como marbofloxacina e aminosidina e tratamento de suporte, como o uso de nutracéuticos
ricos em glucana e os nucleotideos. Quando se trata da vacinacdo, embora recomendada
pela maioria dos veterinarios (95,38%), ainda é uma préatica pouco utilizada devido a
baixa disponibilidade do produto nas clinicas. Dentre os veterinarios, 95,4% indicam o
uso de coleiras impregnadas com deltametrina 4% como prevencao.

As limitacBes dos tratamentos atuais contra a leishmaniose tanto em humanos
quanto em animais, estdo no tempo de administracdo dos medicamentos, que é muito
longo e pode levar o paciente a ter muitos efeitos colaterais. Um exemplo sdo as
pentamidinas que normalmente sdo utilizadas na India quando o tratamento com
antimoniais nao funciona. Estes compostos sdo nefrotoxicos, cardiotoxicos e podem levar
a risco de morte, caso estes medicamentos ndo sejam utilizados de forma adequada,
podendo, inclusive, levar ao aumento da resisténcia do parasito. Em novas pesquisas
sobre o tratamento da leishmaniose, pontos importantes a serem considerados sdo as
novas formulagdes que estdo sendo testadas, o reposicionamento de farmacos ja utilizados

e as terapias combinadas. Nesta busca por novas drogas para o tratamento desta doenca,
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devemos assinalar, ndo somente a acdo eficaz dessas novas drogas contra o parasito, mas
também muitas sdo de baixo custo, com reduzida toxicidade para o hospedeiro e uma
administracdo de curto prazo (25,30). A associacao de diferentes compostos, revela-se de
grande importancia, com destaque para os compostos ja utilizados atualmente, em
associacdo com novas drogas, uma vez que a grande toxicidade dos tratamentos atuais e
0 surgimento de cepas resistentes tornou-se um grande desafio. Como exemplos destas
associacOes temos as estudadas por Rebello et al. (26) que, em pesquisas in vitro e in vivo
com camundongos infectados com L. infantum, testaram a combinacdo de Lopinavir
(LPV) com miltefosina em um tratamento oral, analisando um comparativo entre a
utilizacdo dos compostos sozinhos ou associados, apresentando resultados vantajosos
para a associacdo dos medicamentos que demonstraram maior eficacia do que quando
utilizados sozinhos. Além disso, no estudo realizado ndo foi observado hepatotoxicidade
relevante. Em mais pesquisas com associacdo de medicamentos, Branquinha et al. (27)
avaliou a eficécia anti-Leishmania de inibidores de calpaina MDL28170 combinados com
anfotericina B contra L. amazonensis e L. infantum demonstrando resultados satisfatorios,
com diversas e graves alteracdes morfofisioldgicas nas células dos parasitos. Para além
disso, a combinacdo das duas drogas demonstrou exercer uma acao anti-amastigota
significativa.

Produtos naturais e ndo processados sdo utilizados pela humanidade ha séculos e
difundidos por meio do conhecimento popular (28). A identificacdo de produtos naturais
e a ampla gama de técnicas de separacdo dos principios bioativos disponiveis aumentam
a chance de se encontrarem novos produtos efetivos contra infeccGes por protozoarios e
podem ser fonte de novos e mais eficazes farmacos contra Leishmania spp. (29). Em
revisao sobre a historia, a evolucdo dos tratamentos e a descoberta de novas drogas,
Cardoso et al. (30) pontuaram sobre os produtos naturais tendo destaque nas novas
pesquisas sobre o tratamento contra a leishmaniose. Nestas novas buscas ha trés linhas
principais de pesquisa que sdo: a exploracdo das vias metabolicas de Leishmania spp.
visando encontrar novos alvos e obter novos compostos bioativos sintéticos; o
reposicionamento de diversos farmacos ja disponiveis no mercado farmacéutico com
provavel atividade anti-Leishmania e o uso de produtos naturais como fontes de novos
prototipos de anti-protozoarios (31, 32). Estes trés pontos de pesquisa despontam para

novas descobertas em relacdo a doenca e as formas de tratamento.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

As drogas eficazes para o tratamento da leishmaniose continuam sendo as mesmas
usadas ha mais de um século. Ha evidéncias de resisténcia parasitaria e algumas medidas
foram tomadas para retarda-la, como a eliminacédo do principal hospedeiro definitivo por
eutanasia e a proibicdo do tratamento canino com os farmacos de eleicdo para
leishmaniose humana. Para a prevencao e combate da LVC no Brasil estdo disponiveis
coleiras impregnadas com deltametrina 4%, tratamento com medicamentos como a
miltefosina e o alopurinol. No entanto, os autores reforcam a necessidade de novos
estudos que visam a descoberta de novas estratégias e potenciais novos compostos com

acao anti-Leishmania.
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