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RESUMO



PAULA, N. F. A. Estudo molecular dos sistemas reprodutores de gatos infectados
por Leishmania spp. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2023.

Leishmania € um protozoario parasito causador de importantes doencas zoonoticas,
conhecidas como leishmanioses. A principal forma de transmissédo desse parasito é
por meio da picada de insetos flebotomineos infectados. Contudo, outras formas de
transmissdo tém sido estudadas, como a infeccdo vertical e venérea, relatadas
anteriormente em seres humanos e cées. Sabendo-se que os gatos também sao
reservatorios do parasito, capazes de transmitir Leishmania ao vetor e participando
na manutencao de seu ciclo e que a infec¢do por Leishmania spp. ja foi relatada em
diversos tecidos de gatos, se faz relevante a investigagcdo da possibilidade da
transmissao vertical e venérea nessas espécies. O presente estudo verificou a
presenca de DNA do parasito Leishmania no sistema reprodutor de gatos advindos
de uma regido endémica para leishmaniose visceral. Um total de 302 gatos tiveram
0 suabe conjuntival coletado e a presenca de DNA de Leishmania avaliada nessas
amostras. Desses 302, 40 eram de um estudo anterior e passaram por exames
soroldgicos, PCR de suabe conjuntival e sangue. O sistema reprodutor de 41 gatos
machos e fémeas foi avaliado e o DNA de Leishmania spp. foi detectado em trés
deles, sendo os Orgdos positivos o testiculo, epididimo, ovéario e utero. O
sequenciamento genético de duas amostras confirmou que em dois casos a espécie
infectante era Leishmania infantum. Essa descoberta refor¢ca a preocupagédo com
infeccdes verticais e venéreas por esse parasito, hessa espécie de hospedeiro.

Palavras-chave: Leishmaniose, felino, 6rgéos reprodutivos



ABSTRACT

PAULA, N. F. A. Molecular study of the reproductive systems of cats infected by
Leishmania spp. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Leishmania is a protozoan parasite that causes important zoonotic diseases known
as leishmaniases. The main route of transmission of this parasite is the bite of
infected phlebotomine insects. However, other transmission routes have been
studied, such as vertical and venereal infection, previously reported in humans and
dogs. Knowing that cats are also reservoirs of the parasite, capable of transmitting
Leishmania to the vector and participating in the maintenance of its cycle, and that
Leishmania spp. infection has already been reported in various cat tissues, it is
important to investigate the possibility of vertical and venereal transmission in this
species. This study verified the presence of Leishmania DNA in the reproductive
system of cats from a visceral leishmaniasis endemic area. To this end, a total of 302
cats had their conjunctival swabs collected and the presence of Leishmania DNA
assessed in these samples. Of these 302, 40 were from a previous study and were
subjected to serological tests, PCR of conjunctival swabs and blood. The
reproductive system of 41 male and female cats was evaluated and Leishmania spp.
DNA was detected in three of them. The testicle, epididymis, ovary and uterus were
positive. Genetic sequencing of two samples confirmed that, in two cases, the
infecting species was Leishmania infantum. This finding reinforces the concern about
vertical and venereal infections in cats.

Keywords: Leishmaniasis, feline, reproductive organs
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1. Introducéao

A salde humana e a animal sdo elementos interligados. Os seres humanos dependem
dos animais para sua nutricdo, companhia, desenvolvimento tecnoldgico, socioecondémico e
cientifico, o que fortalece a preocupacdo referente as enfermidades transmitidas naturalmente,
comuns a seres humanos e animais, chamadas de zoonoses. Mais de 200 zoonoses séo
conhecidas e uma das mais relevantes para a saude publica no Brasil sdo as leishmanioses
(Andrade, 2002; Who, 2021).

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), em 2018, aprovou o Plano de agédo
sobre entomologia e controle de vetores 2018- 2023 e, em 2021, Satde Unica: um enfoque
integral para abordar as ameacas a salde na interface homem-animal-ambiente, assim dando
apoio a iniciativas de monitoramento e controle das leishmanioses nas sub-regifes das
américas, do Sul e Central. Com isso, no periodo de 2001 a 2021, 17 paises da Regido
notificaram a OPAS 1.105.545 casos de leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose
mucocutanea (LM), com uma meédia de 52.645 casos ao ano. A regido andina e o Brasil
registraram 896.790 casos, correspondendo respectivamente a 40,79% e 37,60% dos casos na
regido. Houve 69.665 casos novos de leishmaniose visceral (LV) na Regido das Ameéricas,
com uma média anual de 2.488 casos. No ano de 2021, 93,5% dos casos de LV foram
registrados no Brasil (Opas, 2022).

As leishmanioses podem ser classificadas dentro das zoonoses como protozoonoses,
visto que sdo doencas infecciosas cronicas, causadas por protozoarios intracelulares do género
Leishmania (ROSS, 1903), pertencente ao reino Protozoa, filo Euglenozoa, classe
Kinetoplasta, ordem Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae (Taylor; Coop; Wall,
2017).

A forma de transmissdo do parasito € por meio da picada da fémea do mosquito-palha
infectado. Esses mosquitos sdo da subfamilia Phlebotominae, também chamados de
flebotomineos. Dentre os flebotomineos, o vetor principal das leishmanioses no Brasil é o
género Lutzomyia, e a principal espécie é a Lutzomyia longipalpis (Lewis, 1974; Santos, 1998;
Rangel & Lainson, 2003). O flebotomineo se infecta ingerindo os macrdfagos com
amastigotas de Leishmania do mamifero infectado. Essas amastigotas, dentro do
flebotomineo, se transformam em promastigotas, a forma infectante da Leishmania. O
flebotomineo, ao realizar um novo repasto sanguineo, acabara depositando as promastigotas

no proximo mamifero. Os macrofagos desse mamifero irdo fagocitar as promastigotas e as
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carregar por todo o corpo do animal na forma de amastigotas (Pearson; Steigbigel, 1981,
Laskay et al., 2003; Oliveira, 2003).

No entanto, outras formas de transmissdo também ja foram descritas. Em humanos ja
foram relatadas transmissdes, por transfusdo sanguinea, compartilhamento de seringas,
acidentes de laboratdrios e transmissdes congénitas (Burza; Croft; Boelaert, 2018). Em
humanos a transmisséo vertical da leishmaniose tem sido relatada em diversos estudos. A
deteccdo do DNA de Leishmania spp. no sangue do corddo umbilical, no sangue total e
medula 6ssea do recém-nascido, sdo os indicativos que a mée infectada pelo parasito o
transmitiu de forma congénita (Mescouto-Borges et al., 2013; Argy et al., 2020; Elarabi et
al., 2020).

Em cées, ha relatos de transmissdo por transfusdo sanguinea, via transplacentaria e
venérea (Owens et al., 2001; Rosypal et al., 2005; Silva et al., 2009). A transmissdo vertical
em cées tem sido muito estudada, principalmente nos Estados Unidos, devido as deteccGes de
caes infectados por Leishmania spp. na auséncia de vetor (Toepp et al., 2017). Em trabalhos
consecutivos, foi descoberto que mées infectadas tém grande probabilidade de infectar os seus
filhos, contudo, tais filhotes podem ter diferentes respostas biolégicas ao parasito, podendo
evoluir para doenca oligossintomatica, ou sendo assintomatico com sorologia positiva, ou até
mesmo ser completamente saudavel (Vida et al., 2016; Ozanne, et al., 2019; Toepp, et al.,
2019).

Com mais relatos ao longo do tempo sobre essas formas de transmissao que ndao sao
feitas pelo vetor bioldgico da Leishmania, surge a preocupacdo da ocorréncia de transmissao
vertical e venérea em populacdes de outros animais que também sdo reservatorios do parasita.
O gato doméstico teve seu papel como reservatério confirmado, transmitindo o parasito aos
vetores em ensaios de xenodiagnéstico (Maroli et al., 2007, Silva et al., 2010, Mendonca et
al., 2020; Vioti et al., 2021). Dessa forma, o presente trabalho € um estudo sobre a presenca
do DNA de Leishmania spp. em érgdos do sistema reprodutor de gatos, o que pode indicar a

possibilidade da transmiss&o venérea e vertical também nesta espécie
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2. Revisdo de literatura

2.1. Leishmanioses

Leishmania é o género de protozoarios parasitos causadores das doencas denominadas
leishmanioses. O parasita, inicialmente descrito em um paciente da India em 1903 (ROSS,
1903), também vinha sendo estudado na América do Sul, e o primeiro caso de leishmaniose
relatado no Brasil, mais especificamente um caso de leishmaniose tegumentar, foi em 1913,
diagnosticado pelo médico paraguaio Migone Mieres em um morador do Mato Grosso.
Alguns anos depois, a LV apareceu como problema de satde publica no Brasil. Em 1934, em
meio as andlises de figado de pacientes do Norte e Nordeste do pais, relacionadas a outras
doencas, o patologista Henrique Penna identificou protozoarios do género Leishmania. A
partir disso, 41 6bitos foram relacionados a LV. O estudo da epidemiologia da doenca passou
a ser de grande importancia em todas as regides do nosso pais (Migone, 1913; Penna, 1934;
Benchimol, et al. 2019).

Contudo, os humanos nao seriam os Unicos afetados por essa infecgdo parasitaria, a
medida que estudavam o ciclo bioldgico da Leishmania e analisavam casos veterinarios, foi-
se compreendendo que havia varios mamiferos reservatorios do protozoario.

A principal forma de transmissao do parasito para o ser humano e outros hospedeiros
mamiferos € pela picada da fémea infectada de insetos hemat6fagos da ordem Diptera; familia
Psychodidae; subfamilia Phlebotominae, conhecidos popularmente como mosquitos palha,
Birigui ou tatuquiras, e que consistem em varias espécies de tamanho bastante reduzido, cerca
de 2 a 3 mm, dentre as quais a espécie Lu. Longipalpis € a principal transmissora de
Leishmania infantum, (Silva et al, 2014; Vianna et al, 2016; Brasil, 2020a). A atividade desses
vetores € crepuscular e noturna, sendo que, no intra e peridomicilio, o Lu. longipalpis é
encontrado principalmente préximo a uma fonte de alimento (BRASIL, 2006). As fémeas
realizam o repasto sanguineo no periodo noturno, iniciando-o cerca de uma hora apés o
crepusculo (Castro, 1996). Realiza seu ciclo larval na matéria orgénica imida e de baixa
incidéncia luminosa, fato que dificulta o combate desses vetores (Santa Rosa; Oliveira, 1997).

Ao repousar sobre o hospedeiro vertebrado infectado, 0 mosquito pica-o através da
pele e ingere com o sangue as formas amastigotas de Leishmania, onde no intestino médio do
inseto sofrem divisdo binaria, modificam-se em promastigotas e migram para o intestino
anterior. Na parede do intestino anterior, fixadas pelo flagelo, sofrem multiplicacdo e

diferenciacdo, transformando-se em promastigotas metaciclicas infectantes que séo
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inoculadas na pele de outro hospedeiro pela proboscide do flebotomineo durante um novo
repasto sanguineo (Killick-Kendrick, 2002).

Na epiderme do hospedeiro, durante o repasto sanguineo do inseto infectado, ocorre a
inoculacdo das formas promastigotas e da saliva que pode modular a resposta imune local.
Uma vez inseridas, as formas promastigotas sdo fagocitadas inicialmente por neutréfilos que
séo capazes de eliminar o parasita por uma série de mecanismos leishmanicidas. Contudo,
uma pequena populacéo parasitaria pode sobreviver em seu interior e levar a perpetuagéo do
parasita por uma importante via de escape da resposta imune inata. (Pearson; Steigbigel, 1981;
Laskay et al., 2003). Quando as promastigotas sdo fagocitadas por neutrofilos e macréfagos,
elas se diferenciam rapidamente em formas amastigotas, com formato arredondado e sem
flagelo. Estes parasitos multiplicam-se até que ocorra o rompimento dos macrofagos e
neutréfilos inicialmente infectados, e entdo, as formas amastigotas liberadas infectam novos
macrodfagos, resultando no desenvolvimento da doenca (Oliveira, 2003).

No ambiente silvestre as raposas, cachorro-do-mato (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) sdo incriminados como reservatorios (Brasil,
2020a). Em uma revisdo e metandlise realizada por Ratzlaff e seus colaboradores (2023), no
periodo de 2001 a 2021, estudos relatam um total de 13.905 animais avaliados quanto a
presenca de protozodrios pertencentes a Leishmania e dentre todos os animais avaliados, 25%
estavam infectados por uma ou mais espécies de Leishmania. Animais das ordens
Perissodactyla (cavalos, burros, pbneis), Carnivora (gatos, cachorro-do-mato, lobo-guard,
quati rabo anelado, raposa brasileira), Rodentia (ratos), Didelphimorphia (gambas) e
Chiroptera (morcegos), tiveram a presenca de Leishmania spp. detectadas. Tais animais
pertenciam a 229 especies.

Ja no ambiente urbano, o cdo é considerado o principal reservatorio da LV (Brasil,
2022). No Brasil, segundo o Ministério da Saude, a LV afeta mais de 3.500 pessoas
anualmente e para cada humano afetado, a estimativa é que haja 200 caes infectados (Brasil,

2020b). Sendo assim, s@o considerados de extrema importantes na epidemiologia da doenca.

2.2. Gatos como reservatorio da Leishmania

Os gatos eram inicialmente considerados hospedeiros acidentais de parasitos do

género Leishmania (PENNISI, 2002). Com a capacidade de transmissdo de L. infantum aos



17

vetores desse parasito no Brasil e na Europa confirmados em ensaios de xenodiagnostico
(Silva et al., 2010; Maroli et al., 2007), passaram a ser mais estudados como possiveis
reservatorios do parasito (Maia; Campino, 2011). Casos de Leishmaniose Felina (LF) foram
descritos em paises da América do Sul, América do norte, Sul da Europa e Asia Ocidental, e
0 nmero de casos notificados de LF tem aumentado nos ultimos anos (Pereira et al., 2019 ;
Costa-Val et al., 2020; Fernandez-Gallego et al., 2020; Carneiro et al,. 2020; Hopke et al.,
2021; Baneth et al., 2022; Aguiar et al., 2023; Kleinerman et al,, 2023). Sete espécies de
Leishmania ja foram identificadas infectando esses animais: L. (Leishmania) infantum, L.
(Leishmania) mexicana, L. (Leishmania) venezuelensis, L. (Viannia) braziliensis, L.
(Leishmania) amazonensis (Pennisi et al., 2015), L. (Leishmania) major e L. (Leishmania)
tropica (Pasa et al., 2015).

Mesmo o gato doméstico podendo ser infectado por diversas espécies de Leishmania,
este pode ou ndo apresentar sinais clinicos (Dantas-Torres, 2006). A falta de diagndstico
precoce da LF pode implicar com que o animal continue a representar risco potencial de
transmisséo de leishmanias aos vetores, pois estudos demonstram que a infeccdo em gatos
pode permanecer por longos periodos, mantendo o risco de transmissdo aos flebotomineos
(Maia; Campino, 2011).

2.3. Diagnostico de leishmaniose felina

Nos gatos infectados com Leishmania spp. os sinais clinicos incluem perda de peso,
lesGes cutaneas no nariz, nas orelhas, no corpo, alopecia, descamacdo da pele, aumento nos
linfonodos, lesbes oculares. Entre as alteracbes hematoldgicas estdo a baixa de plaquetas com
aumento da proteina total e baixa albumina sérica (Vioti et al., 2022; Silva et al., 2023).

Entre os testes laboratoriais mais utilizados para deteccdo da LF estdo os testes
indiretos como os sorologicos, que demonstram a resposta imune do hospedeiro a infec¢édo e
os testes diretos como citologia, histologia, imuno-histoquimica, cultura e PCR, que
demonstram a presenca do parasita ou do seu DNA no hospedeiro (Pereira; Maia, 2021).

Os testes sorologicos mais comuns utilizados para a detec¢do de anticorpos anti-
Leishmania em gatos sdo 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e o teste de anticorpos
imunofluorescentes (RIFI). Para cdes, também é utilizado o imunoensaio cromatografico Dual
Path Platform (DPP®), que é um teste rapido de triagem. Estes sdo considerados testes de

referéncia para o sorodiagndstico da leishmaniose canina e humana (OPAS, 2023).
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Estudos recentes também utilizaram estes testes para avaliar a exposicdo de gatos a
Leishmania, como o de Leonel et al. (2020) e o de Alves et al. (2022), que detectaram uma
alta soroprevaléncia para Leishmania spp. em gatos de abrigos em area endémica para LC e
LV no Brasil. Alves e colaboradores (2022) também observaram que a maioria dos gatos
infectados do estudo tinha um ponto de corte de 1:40 na RIFI, diferente do 1:80 recomendado
na literatura (Pennisi et al., 2015; Persichetti et al., 2017).

A citologia para detec¢do de Leishmania spp. é recomendada em gatos com doencas
de pele erosivas, lesdes nodulares e/ou linfadenomegalia. O material pode ser obtido por
biopsia com agulha fina (Brianti et al., 2019; Headley et al., 2019; Silva et al.,2020;
Fernandez-Gallego et al., 2020). J& a histologia pode fornecer mais informacdes diagndsticas
sobre o tecido do hospedeiro, permitindo entender se os parasitas estdo associados as lesdes.
Para confirmacdo da presenca do parasito nas amostras bioldgicas também pode ser realizada
a imunohistoquimica. Com base nessas técnicas foi possivel observar a invasdo da Leishmania
em diversos tecidos de gatos, como: pele, olhos, baco (Fernandez-Gallego et al., 2020),
figado, medula éssea, linfonodos (Silva et al., 2020), mucosa nasal, oral, nasofaringe (Leal et
al., 2018) e aparato gastrointestinal (Tabar et al., 2022).

Leishmania spp. ja foi isolada a partir de sangue total (Alves, 2021), figado, baco,
linfonodos e medula déssea (Silva et al., 2020) de gatos. O isolamento do parasito em cultura
é um teste de maior preciséo, que é capaz de fornecer diagndstico conclusivo de uma infeccao.
Contudo, este teste ndo é recomendado para diagndstico rapido e necessita de laboratorios
especializados. E um teste indicado para identificacdo e caracterizacio do parasito (Costa-Val
et al., 2020).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), visando o DNA do minicirculo do
cinetoplasto (KDNA) utilizando os primers 13A/13B, MC-1/MC-2 e LEISH-1/LEISH-2,
assim como a regido genémica do ribossomo (rDNA), mais especificamente o interno
transcrito 1 (ITS-1) e a subunidade pequena (SSU rDNA) do parasito, tém sido muito
utilizados em préticas diagnosticas rotineiras e estudos epidemiologicos sobre a infeccdo por
Leishmania em gatos (Pereira; Maia, 2021; Fernandes et al.,2019).

O DNA de Leishmania ja foi detectado pela PCR em diversas amostras felinas, como:
sangue total (Silva et al., 2023), pele, figado, bago, linfonodos, medula 6ssea (Silva et al.,
2020), biopsias nasais e nasofaringeas (Leal et al., 2018) e suabe conjuntival (Costa-Val et
al., 2020; Alves-Martin et al., 2023).

Assim sugere-se que apenas exames clinicos e/ou soroldgicos ndo sao suficientes para

concluir o diagnostico, deve ser considerado também a combinacdo de diversos testes
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diagnosticos juntamente com o contexto epidemioldgico do animal para a concluséo do caso
(Alves-Martin et al., 2023).

2.4. Transmissao vertical e venérea da leishmaniose

Em 1960 surgiu um relato de infeccdo venérea por Leishmania em humanos no Reino
Unido, uma regido ndo endémica para leishmaniose (Symmers, 1960). A Leishmania é capaz
de infectar o sistema reprodutor dos seres humanos, podendo causar Ulceras na regido peniana
e ser detectada no sémen (Mosayabi et al., 2019; Gazerani et al., 2022). Ha diversos trabalhos
que relatam a transmisséo vertical em humanos. No estudo de caso realizado por Argy e seus
colaboradores (2020), a transmisséo vertical da leishmaniose, de uma mée infectada para seu
filho, foi detectada pela presenca de DNA de Leishmania spp. no sangue do corddo umbilical
e no sangue total do recém-nascido ao nascer. Outros casos ja haviam sido relatados no Brasil,
por meio da amplificacdo por PCR do KDNA do parasita em amostras de medula 6ssea de
recém-nascidos, sugerindo que o parasito foi transmitido verticalmente (Mescouto-Borges et
al., 2013). Mais recentemente foi relatado o primeiro caso de infec¢éo vertical por L. infantum
na Libia (Elarabi et al., 2020).

Em humanos entende-se que os fetos infectados antes do final do periodo de selecdo
negativa de células T podem reconhecer os antigenos de Leishmania como antigenos proprios,
fazendo com que as criancas infectadas se tornem células T tolerantes aos antigenos de
Leishmania, assim mantendo a infec¢do. Contudo, se o sistema imunoldgico de uma crianca
foi infectado apds o periodo de selecdo negativa de células T, ele serd competente para
responder aos antigenos de Leishmania e talvez eliminar a infec¢do. A selecdo negativa de
celulas T ocorre na medula timica humana entre 8 e 9 semanas de gestacdo, quando 0s
progenitores de células T chegam ao timo, e antes de 15-16 semanas de gestagdo, enquanto
linfécitos T maduros séo detectados (Galindo-Sevilla et al., 2019).

Uma implicagdo para futuros estudos sobre a transmisséo vertical € o modelo animal,
as diferencas anatdmicas placentérias levantam questdes sobre a taxa de transmissao vertical
em humanos infectados e a observada em estudos caninos, devido a permeabilidade tanto ao
parasito quanto a anticorpos (Berger et al., 2017).

Em cdes a transmissdo veneérea ja foi relatada em estudos no Brasil. No estudo de Silva
et al. (2009), doze cadelas anteriormente negativas para Leishmania foram alojadas na

auséncia do inseto vetor, copularam com mdltiplos cdes naturalmente infectados que estavam
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excretando Leishmania no sémen. Apos isso, trés cadelas soroconverteram e seis foram PCR
positivas ao final do periodo experimental. O estudo de Boechat e colaboradores (2020), que
avaliaram o sistema reprodutor de cdes machos e fémeas, sugeriu que a alta frequéncia e
detec¢do de infeccdo ativa e similaridade de carga parasitaria da L. infantum no trato genital
de machos e fémeas infectados demonstra o potencial de transmissdo venérea deste parasita
por ambos 0s sexos e de transmissdo vertical na area estudada.

A transmissdo vertical de L. infantum foi demonstrada previamente em beagles e
camundongos experimentalmente infectados, e em cées naturalmente infectados de regides
endémicas (Rosypal et al., 2005; Pangrazio et al.,2009; Da Silva et al., 2009). Também houve
a deteccdo da transmissdo vertical para o embrido de uma cadela gravida por métodos
moleculares (Oliveira et al., 2017). Na América do Norte, 0 DNA do parasita L. infantum foi
identificado pela PCR em tempo real em filhotes com oito dias de idade, nascidos de uma
cadela dos EUA naturalmente infectada, sem histérico de viagens para areas endémicas
(Boggiatto et al., 2011).

Na placenta de fetos abortados de cadela soropositiva para LV foi observado a
placentite como lesdo predominante, caracterizada por necrose e infiltragdo mista de
leucécitos. Ao mesmo tempo, numerosas formas amastigotas de Leishmania spp. foram
identificadas em trofoblasto placentéario (Dubey et al., 2005).

O estudo de Silva et al. (2021) demonstrou a presenga de amastigotas e DNA de
Leishmania em tecidos testiculares e uterinos de cdes machos e fémeas respectivamente,
sugerindo que esses 6rgaos podem abrigar o parasita sem a presenca de lesdes macroscopicas
ou microscopicas.

Casos de transmissao vertical em cdes parecem ser importantes para a manutencédo da
circulacéo do parasita na populacdo (Boggiatto et al, 2011; Toepp et al, 2017). No estudo de
Ozanne e seus colaboradores (2019), que fez uso de modelos matematicos para melhor
compreender a epidemiologia da transmisséo vertical da Leishmaniose Canina (LCan), nos
EUA, forneceram evidéncias de que os filhotes nascidos de maes com diagnostico positivo
durante a gestacdo tém maior probabilidade de se tornarem diagndsticos positivos tanto mais
cedo na vida, quanto em algum momento durante a vida, do que aqueles nascidos de mées
com diagndstico negativo.

Toepp e seus colaboradores (2019), em seus estudos com populagdes caninas, tambem
afirmam que os descendentes de maes com diagndstico positivo para L. infantum tiveram

13,84 vezes mais chances de se tornarem positivos para L. infantum durante a vida. Isso indica
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que a mée infectada tem grande probabilidade de infectar os seus filhos se o tratamento nédo
for iniciado para prevenir a transmissao (Toepp et al., 2019).

O estudo de Vida e seus colaboradores (2016), acompanhou a progressao imunolégica
da LCan causada por L. infantum, em trés filhotes apds o nascimento de uma cadela infectada.
Apesar de viverem no mesmo local durante toda a vida e serem irmaos, esses filhotes
demonstram trés padrdes diferentes de progressao da doenca. Um céo evoluiu para doenca
oligossintomética, mantendo titulo positivo e apresentando PCR positivo intermitente. Outro
cdo assintomatico apresentou titulos sorologicos positivos e demonstrou uma resposta imune
CD4 + robusta a infeccdo. O terceiro cdo teve uma resposta insignificante ao antigeno de L.
infantum e era saudavel. Este trabalho demonstra a variabilidade biol6gica associada a
infeccdo transmitida verticalmente, semelhante a variedade de apresentagcdes observadas
durante a leishmaniose transmitida por vetores (Vida et al., 2016).

Estes estudos evidenciam a importancia dos estudos sobre a presenca do parasita no
sistema reprodutor.

A transmissdo venérea e vertical do parasita Leishmania spp. em cées é uma realidade
confirmada pela literatura, entretanto, estudos desta natureza em gatos sdo incipientes. Em
gatos infectados, a deteccdo do parasito nos sistemas reprodutor feminino e masculino, ainda

ndo foram reportados na literatura.

3. Objetivo

Avaliar a presenca de DNA de Leishmania spp. em amostras de 6rgaos do sistema

reprodutor de gatos naturalmente infectados.
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Analise molecular de érgéos reprodutivos de gatos naturalmente

infectados por Leishmania spp.

Nathalia Frigo de Almeida Paula, Diogo Tiago da Silva, Jodo Augusto Franco Leonel,
Maria Fernanda Alves Martin, Julia Cristina Benassi, Tricia Maria Ferreira de Sousa

Oliveira.

Resumo

Leishmania é um protozoario parasito causador de importantes doencas zoonoticas,
conhecidas como leishmanioses. A principal forma de transmissao desse parasito é por meio
da picada das fémeas de insetos flebotomineos infectados. Contudo, outras formas de
transmissao tém sido estudadas, como a infeccdo vertical e venérea, relatadas anteriormente
em seres humanos e cdes. Sabendo-se que 0s gatos também sdo reservatorios do parasito,
capazes de transmitir Leishmania ao vetor e participando na manutencdo de seu ciclo e que a
infeccdo por Leishmania spp. ja foi relatada em diversos tecidos desses animais, se faz
relevante a investigacdo da possibilidade da transmissdo vertical e venérea nessas espécies. O
presente estudo verificou a presenca de DNA do parasito Leishmania no sistema reprodutor
de gatos advindos de uma regido endémica para leishmaniose visceral. Um total de 302 gatos
tiveram o suabe conjuntival coletado e a presenca de DNA de Leishmania avaliada nessas
amostras. Desses 302, 40 eram de um estudo anterior e passaram por exames sorolégicos,
PCR de suabe conjuntival e sangue. O sistema reprodutor de 41 gatos machos e fémeas foi
avaliado e o DNA de Leishmania spp. foi detectado em trés deles, sendo os 6rgaos positivos
o testiculo, epididimo, ovario e Utero. O sequenciamento genetico de duas amostras confirmou
que em dois casos a espécie infectante era Leishmania infantum. Essa descoberta reforca a
preocupacdo com infecgBGes verticais e venéreas por esse parasito, nessa espécie de

hospedeiro.

Palavras-chave: Leishmaniose, felinos, 6rgéos reprodutivos, diagndstico molecular
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Abstract

Leishmania is a protozoan parasite that causes important zoonotic diseases known as
leishmaniases. The main route of transmission of this parasite is the bite of infected
phlebotomine insects. However, other transmission routes have been studied, such as vertical
and venereal infection, previously reported in humans and dogs. Knowing that cats are also
reservoirs of the parasite, capable of transmitting Leishmania to the vector and participating
in the maintenance of its cycle, and that Leishmania spp. infection has already been reported
in various cat tissues, it is important to investigate the possibility of vertical and venereal
transmission in this species. This study verified the presence of Leishmania DNA in the
reproductive system of cats from a visceral leishmaniasis endemic area. To this end, a total of
302 cats had their conjunctival swabs collected and the presence of Leishmania DNA assessed
in these samples. Of these 302, 40 were from a previous study and were subjected to
serological tests, PCR of conjunctival swabs and blood. The reproductive system of 41 male
and female cats was evaluated and Leishmania spp. DNA was detected in three of them. The
testicle, epididymis, ovary and uterus were positive. Genetic sequencing of two samples
confirmed that, in two cases, the infecting species was Leishmania infantum. This finding
reinforces the concern about vertical and venereal infections in cats.

Keywords: Leishmaniasis, feline, reproductive organs

1. Introducéo

As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios parasitas do género
Leishmania (Ross, 1903). O primeiro caso de leishmaniose relatado no Brasil, mais
especificamente um caso de Leishmaniose Tegumentar, foi em 1913, no estado do Mato
Grosso. Alguns anos depois, em 1934, a Leishmaniose Visceral (LV) apareceu como um
problema de salde publica no pais. Dessa forma, o estudo da epidemiologia da doenca passou
a ser de grande importancia (Migone, 1913; Penna, 1934; Benchimol, et al. 2019).

A principal forma de transmissdo das leishmanioses é por meio da picada da fémea de
flebotomineo infectada, que sdo insetos hemat6fagos. Dentre os flebotomineos, o principal
vetor da Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil € Lutzomyia longipalpis (Lewis, 1974; Rangel
& Lainson, 2003). Os flebotomineos se infectam ao se alimentar do sangue de um vertebrado
infectado. As formas promastigotas da Leishmania se desenvolvem dentro do flebotomineo e
por meio do repasto sanguineo sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado. No vertebrado, a

Leishmania é fagocitada por macréfagos, assim sendo transportada pelo corpo do animal, se
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alojando nos tecidos em sua forma amastigota (Pearson; Steigbigel, 1981; Laskay et al., 2003;
Oliveira, 2003).

A transmissdo venérea em humanos inicialmente foi relatada em 1960 no Reino Unido,
uma regido ndo endémica para leishmaniose (Symmers, 1960). Ao passar dos anos, mais
relatos de casos surgiram sobre a infec¢do por Leishmania no sistema reprodutor de humanos,
crescendo a preocupacdo com a possibilidade da transmissao venérea (Mosayabi et al., 2019;
Gazerani et al., 2022).

Também em humanos j& foram relatadas transmissées verticais, por meio da deteccao
do DNA de Leishmania spp. no corddo umbilical e medula dssea de recém-nascidos de mées
infectadas (Mescouto-Borges et al., 2013; Argy et al., 2020; Elarabi et al., 2020) e o estudo
de Galindo-Sevilla e colaboradores (2019) mostrou que fetos infectados antes do final do
periodo de selecdo negativa de células T podem reconhecer os antigenos de Leishmania como
antigenos proprios, fazendo com que as criancas infectadas se tornem células T tolerantes aos
antigenos de Leishmania. Por outro lado, o sistema imunoldgico de uma crianca que foi
infectada apos o periodo de selecdo negativa de células T serd competente para responder aos
antigenos de Leishmania e talvez eliminar a infecgéo.

Na literatura ha& diversos relatos sobre a visceralizacdo da Leishmania no sistema
reprodutor, placenta e filhotes de cées, assim como lesfes genitais e excrecdo de Leishmania
no sémen de cées. (Dubey et al, 2005; Masucci et al., 2003; Rosypal, et al., 2005; Diniz et al.,
2005; Silva et al., 2009).

Nos Estados Unidos da América, como h& incidéncia de casos da LV, mesmo na
auséncia dos vetores outras formas de transmissdo do parasito sdo bastante estudadas, como
a transmissdo vertical e venérea (Boggiatto et al., 2011; Toepp et al., 2017).

Ozanne e seus colaboradores (2019) forneceram evidéncias de que os filhotes nascidos
de mées com diagnostico positivo para Leishmaniose Canina (LCan), durante a gestagéo, tém
maior probabilidade de se tornarem positivos mais jovens ou em algum momento durante a
vida, do que aqueles nascidos de mées negativas (Ozanne et al., 2019).

Segundo Toepp e seus colaboradores (2019), cadelas infectadas possuem grande
probabilidade de infectar os seus filhotes se o tratamento ndo for iniciado para prevenir a
transmissdo. Um estudo sobre a progressao imunoldgica da LCan apds uma transmissao
vertical aponta que a variabilidade bioldgica associada a infeccéo transmitida verticalmente é
semelhante a variedade de apresentacdes observadas durante a doenca quando transmitida por
vetores, dessa forma, a prole da cadela infectada, pode ter diferentes respostas ao parasito
(Vida et al., 2016)
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Sabendo-se que o0s gatos também sdo reservatdrios do parasita, capazes de transmitir a
Leishmania ao vetor e participando na manutencdo de seu ciclo (MAROLI et al., 2007,
SILVA et al., 2010, MENDONCA et al., 2020; VIOTI et al., 2021), que a infecgéo por
Leishmania spp., ja foi relatada em diversos tecidos de gatos, como no sangue, bago, pele,
linfonodos, medula déssea e suabe da conjuntiva ocular (ALVES-MARTIN, 2017; GURGEL
et al., 2023; ALVES-MARTIN et al., 2023), e considerando a proximidade deste com 0s
humanos, se faz relevante a investigacdo de outras formas de transmisséo entre populacoes
destes felinos. Assim, o presente trabalho estudou a possibilidade do protozoério parasita
Leishmania infectar o sistema reprodutor de gatos naturalmente infectados em uma regiao

endémica para LV.

2. Material e métodos

2.1. Area de estudo

Para este estudo foram selecionados gatos do municipio de Ilha Solteira, Sdo Paulo,
Brasil (51°06'35” O; e 20° 38' 44” S), area endémica para LCan.

2.2. Selecdo dos animais

Os gatos que participaram do presente estudo sdo advindos de castra¢fes que ocorreram
no municipio de llha Solteira. Ao todo foram recebidas amostras de 302 gatos, dentre estas,
262 sdo advindas de castragdes vinculadas ao mutirdo de castracdo organizado pela prefeitura
do municipio em 2022. Os outros 40 gatos sdo advindos de castragdes vinculadas a pesquisas
anteriormente realizadas no local (Silva et al., 2023). Sendo assim, os gatos do presente estudo

séo de proprietarios das areas rurais e urbanas, de abrigos de animais ou animais errantes.

2.3. Amostras

Das castracdes vinculadas a prefeitura de Ilha Solteira, foram doadas amostras de 262
gatos, fémeas e machos, compostas por tecidos inteiricos de: testiculo, epididimo, ovério,
Gtero e suabe da conjuntiva ocular.

Das castracdes vinculadas a pesquisas anteriores, que ocorreram no municipio de Ilha

Solteira, foram doadas amostras de 40 gatos, fémeas e machos, compostas por tecidos
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inteiricos de: testiculo, epididimo, ovario e Utero, com diagnostico prévio da presenca de
anticorpos anti-Leishmania por Ensaio Imuno Enzimatico (ELISA) e Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) segundo metodologias descritas por Oliveira et al., (2008)
e Vidas et al., (2011) respectivamente e/ou DNA em amostras de sangue e suabe conjuntival
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) segundo Rodgers et al. (1990).

Todas as amostras foram refrigeradas e encaminhadas ao Laboratorio de Medicina
Preventiva Aplicada - LMVPA, da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos -
FZEA/USP, onde foram realizados os exames moleculares. O presente estudo foi protocolado
sob 0 CEUA n° 5132160522.

Amostras positivas na PCR de suabe conjuntival, dos 262 gatos das castracdes da
prefeitura, assim como todas as 40 amostras vinculadas a pesquisas anteriores, tiveram 0s

sistemas reprodutores testados, conforme descrito abaixo.

2.4. Ensaios moleculares

O DNA das amostras do tecido reprodutor e suabe conjuntival foi extraido utilizando o
kit comercial MagMAX™ CORE Nucleic Acid Extraction no aparelho KingFisher™ Flex
Purification System.

Para verificar a integridade das amostras de DNA extraidas, foi realizada uma PCR
utilizando primers especificos para amplificacgio do gene constitutivo, GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) segundo Birkenheuer et al., (2003), GAPDHF (5’
AGGCTGAGAACGGGAAACTT 3’) e GAPDHR (5’ATTAAGTTGGGGCAGGGACT3’).

Para a verificacdo da presenca do DNA do parasito nas amostras dos gatos analisados,
foi realizada a PCR para a deteccdo de um segmento conservado do minicirculo do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp., com os oligonucleotideos 13A (5’
GTGGGGGAGGGCGTTCT 3%) e 13B (5> ATTTTACACCAACCCCAGTT 3’) , segundo
Rodgers et al., (1990).

Os tecidos dos 6érgdos reprodutores positivos para a PCR 13A/13B, foram submetidos
a PCR da regido ITS1 do rDNA de acordo El Tai et al. (2000), onde os primers utilizados
foram: LITSR (5°-CTGGATCATTTTCCGATG-3) e L5.8S
(5 TGATACCACTTATCGCACTT-3’) que se anelam nas sequéncias conservadas SSU e
5.8S. O produto gerado foi de 300 a 350 pb, dependendo da espécie envolvida, 0s quais foram

visualizados em gel de agarose a 2%.
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A amostras positivas para o0 PCR ITS-1 foram submetidas ao sequenciamento de
Sanger, realizado pela empresa BPI Biotecnologia, Botucatu/SP. Os cromatogramas gerados
foram avaliados através dos programas Chromas 2.6.6 (TECHNELYSIUM PTY LTD.) e
PHPH — Eletctropherogram quality analysis (TOGAWA,; BRIGIDO, 2003) para acessar a
qualidade das sequéncias obtidas. O programa BioEdit Sequence Alignment Editor® (HALL,
1999) foi utilizado para alinhamento das sequéncias obtidas por cada primer e gerar as
sequéncias contiguas (contig) que foram comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank® (CLARK et al., 2016) através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool
— BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990).

As amostras que foram positivas para 0 PCR 13A/13B, mas negativas para o PCR
ITS-1, foram submetidas ao Nested-PCR da pequena subunidade do RNA ribossomal de
tripanossomatideos (TRY/SSUV), utilizando 0S primers TRY927F (5'-
CAGAAACGAAACACGGGAG-3") e TRY927R (5-CCTACTGGGCAGCTTGGA-3"), na
primeira reacdo, e na segunda reacdo SSU561F (5'-TGGGATAACAAAGGAGCA-3) e
SSU561R (5'-CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3'). Esse protocolo foi baseado em Noyes

et al. (1999), com modificacdes.

3. Resultados

3.1. PCR das amostras dos suabes conjuntivais e amostras doadas de

pesquisas anteriores

Dos 262 suabes da conjuntiva ocular de gatos coletados em 2022 e testados para o
primer 13A/13B na PCR, 0,38% (1/262) foi positivo. Dos 40 gatos de estudos anteriores,
2,5% (1/40) eram positivos no suabe, 2,5% (1/40) no sangue, 37,5% (15/40) na sorologia RIFI
e 15% (6/40) no ELISA.

Pela PCR de suabe, a frequéncia de positivos no estudo foi de 0,66% (2/302) gatos

positivos para 0 KDNA de Leishmania spp.

3.2. PCR das amostras dos tecidos do sistema reprodutor

Dos 302 gatos, 41 gatos tiveram seu sistema reprodutor testado para a presenca de DNA
de Leishmania, sendo 82,92% (34/41) machos e 17,07% (7/41) fémeas. Destes, 7,31% (3/41)
foram positivos, sendo 2,43% (1/41) fémeas e 4,87% (2/41) machos.
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Dos gatos positivos no sistema reprodutor, um dos machos (A) foi positivo para os testes
diagnosticos ELISA, RIFI, PCR de sangue e suabe, PCR 13A/13B do sistema reprodutor,
PCR ITS-1 do sistema reprodutor, ndo foi realizado o PCR com o primer TRY/SSU para o
sistema reprodutor e foi realizado o sequenciamento. A fémea (B) foi positiva para 0 ELISA
e para as PCR 13A/13B e ITS-1 do sistema reprodutor. Nao foi realizada a PCR com o primer
TRY/SSU nessa amostra e foi realizado o sequenciamento. O segundo gato macho (C) néo
foi testado para testes soroldgicos, foi positivo para a PCR 13A/13B de suabe conjuntival,
PCR 13A/13B do sistema reprodutor e negativo para a PCR ITS-1 e TRY/SSU, néo sendo
feito o sequenciamento (Tabela 1). Ressalta-se que 0s gatos positivos no sistema reprodutor

foram positivos para todos os 6rgaos analisados: testiculo e epididimo, ou ovario e Utero.

Tabela 1. Resultados dos testes soroldgicos, moleculares e sequenciamento genético das

amostras de gatos com DNA de Leishmania spp. nos 6rgaos do sistema reprodutor.

Testes diagnosticos
Exames Exames moleculares
Sorolégicos
1
Gatos Sexo Sistema ELISA RIFI PCR PCR PCR PCRITS-1 PCR Sequencia
Reprodutor 13A/13B 13A/13B 13A/13B sistema TRY/SSU mento
sangue suabe sistema reprodutor sistema de Sanger
reprodutor reprodutor
1
A M Testiculo e P P P P P P * L.infantum
Epididimo
1
B F Ovdrio e P N N N P P * L.infantum
Utero
1
C M Testiculo e * * * P P N N *
Epididimo

Legenda: Os gatos que foram positivos para PCR 13A/13B do sistema reprodutor (testiculo, epididimo, ovéario
e Utero) foram representados pelas letras A, B e C. Positivo para o teste diagnéstico (P), negativo para o teste
diagndstico (N), ndo foi realizado este teste diagnostico (*). O sexo do animal esta representado pelas letras M,

macho, e pela letra F, fémea.

A analise do sequenciamento dos gatos positivos pelo ITS1 revelou a espécie do parasito
e seu codigo de identificagdo no GenBank. No epididimo ocorreu uma identidade de 88,97%
com L. infantum (MN422060.1), e no testiculo 93,03% (MN422063.1). No Gato B a
identidade com L. infantum no ovario foi de 91,43% (MN422063.1) e no Utero foi de 92,21%
(OR073760.1). O Gato C, apesar de ter sido positivo para a PCR 13A/13B, néo foi positivo
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para a PCR ITS-1 e nem para o TRY/SSU, assim, impossibilitando esta amostra de ser

sequenciada.

4. Discussao

Dos 41 gatos analisados, 3 foram positivos para 0 DNA de Leishmania no seu sistema
reprodutor (testiculo, epididimo, ovério e Utero). A problemaética desse fato se da pela
possibilidade de o parasito ultrapassar a barreira placentaria e infectar os filhotes, se tornando
assim uma infeccdo vertical, ou até mesmo a possibilidade do parasita ser transmitido durante
0 acasalamento desses animais, numa infecgdo venérea. Esses fendmenos ja foram relatados
em cdes (Boggiatto et al, 2011; Vida et al., 2016; Ozanne et al., 2019; Toepp et al., 2019) e
humanos (Mescouto-Borges et al., 2013; Galindo-Sevilla et al., 2019; Argy et al., 2020;
Elarabi et al., 2020).

A interacdo entre gatos e seres humanos estabelece uma relagdo entre a saide humana,
a salde dos animais e 0 meio ambiente. Quando esse equilibrio € mantido, surgem vantagens
psicoldgicas, fisiologicas e sociais. No entanto, a auséncia de controle reprodutivo e cuidados
veterinarios pode resultar em uma superpopulacdo em locais especificos, levando a conflitos
potenciais entre humanos e animais, como agressdes, poluicdo ambiental e disseminacao de
doencas, especialmente as zoonoses (Macente et al., 2016).

Com isso, seria de grande importancia o fomento as pesquisas veterinarias e
epidemioldgicas, salientando a necessidade da coleta de dados e amostras bioldgicas para o
desenvolvimento destas, a fim de adquirir maior conhecimento sobre as formas de
transmissdo, manutencdo de doencas e controle de sua disseminagéo.

Chama atencédo o fato de que pelo suabe conjuntival, apenas 2 gatos foram positivos
para PCR com o primer 13A/13B de suabe conjuntival.

O suabe conjuntival demonstra ser uma boa técnica diagndstica em cées, alem de menos
invasiva é mais sensivel que o sangue (Solano-Gallego et al., 2011), principalmente para
complementar outras técnicas, pois a conjuntiva ocular apresenta, em sua camada superficial,
foliculos linféides que drenam para os linfonodos submaxilares e paratireoideos. Dessa forma,
diversos estudos foram realizados utilizando essa técnica em cdes, como os trabalhos de
Strauss-Ayali et al. (2004), Ferreira et al. (2008), Pilatti et al. (2009), Barbosa et al. (2012),
Almeida Ferreira et al. (2012), Lombardo et al. (2012), Pereira et al. (2016), Oliveira (2020),
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que demonstraram o suabe conjuntival como uma excelente alternativa no diagnostico da
LCan.

Hé& também estudos que confirmam o potencial da utilizacdo do suabe conjuntival em
estudos com gatos, como o de Oliveira et al. (2015), que encontrou uma frequéncia de 13,5%
(7/52), Benassi et al. (2017) com uma frequéncia de 1,85% (2/108), Rocha et al. (2019) com
uma frequéncia de 5,71% (6/105) e Alves-Martin et al., (2023) com uma frequéncia de 11,1%
(4/36). Dessa forma, pode-se observar que o presente trabalho encontrou uma frequéncia de
0,66 (2/302) gatos positivos.

O suabe conjuntival é uma técnica de execucdo facil e rapida, ndo-invasivo, de custo-
beneficio acessivel quando comparado as técnicas diagndsticas disponiveis (Leite et al 2010;
Barbosa et al, 2012), aspectos importantes para a utilizagdo na rotina clinica veterinaria, pois
diminui a aversdo dos proprietéarios pelos testes regulares dos seus animais (Barbosa et al.,
2012).

Na regido do presente estudo, Ilha Solteira-SP, ja foram realizados alguns trabalhos que
detectaram a presenga da Leishmania em gatos. Alves-Martin et al. (2017), que foi o primeiro
relato de infeccdo por Leishmania em gatos domésticos dessa area endémica para LV, com
varios casos relatados da doenca em cées e animais silvestres (Tenorio et al, 2011; Silva et al,
2014). Alves et al., (2022) relataram 74% (74/100) gatos positivos para Leishmania spp. pela
RIFI, 34% (34/100) pelo ELISA, 5% (5/100) para o DNA de L. infantum e 60% (60/100)
foram positivos para o Teste Cutaneo de Montenegro. No trabalho de Silva et al., (2023)
15,06% (25/166) gatos foram positivos no teste ELISA, 53,61% (89/166) pela RIFI e 3,61%
(6/166) pela PCR, sendo que a espécie detectada foi a L. infantum.

O trabalho de Vioti et al., (2022), que foi realizado na mesma area de estudo, foi capaz
de detectar 61,91% (151/240) gatos positivos em testes sorologicos para Leishmania spp. e
2,5% (6/240) gatos positivos para testes moleculares, detectando L. infantum. O trabalho de
Vioti et al (2022) também demonstrou por meio de xenodiagnéstico que nem todos 0s gatos
infectados eram capazes de infectar as fémeas de flebotomineos. Esses trabalhos reforcam
que os gatos participam do ciclo da leishmaniose na area estudada, Ilha Solteira, entretanto
possuem um papel secundario aos caes.

No presente estudo, o Gato B foi positivo para o teste soroldgico ELISA, positivo
também para a PCR 13A/13B do sistema reprodutor, porém, negativo para a PCR 13A/13B
do suabe conjuntival. Esse resultado reforca a necessidade por mais estudos sobre a eficacia
da utilizacdo do suabe conjuntival como teste diagnostico de leishmaniose em gatos, e a
necessidade da utilizacdo da unido de varias técnicas para fechar o diagnéstico dos felinos
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com mais clareza, como testes soroldgicos, moleculares e parasitoldgicos (Pereira; Maia,
2021).

O Gato C, apesar de ter sido positivo para a PCR 13A/13B, ndo foi positivo paraa PCR
ITS-1 e nem para o TRY/SSU. Isso pode ter se dado por conta da sensibilidade do primer
13A/13B. Assim como mostrou o trabalho de Fernandes e seus colaboradores (2019), onde
obteve numero de cées positivos para PCR 13A/13B maior do que para PCR ITS-1. O locus
génico dos primers 13A/13B esté presente em milhares de cdpias no cinetoplasto do parasita.
Isso torna 0 KDNA o alvo mais sensivel para fazer o diagndstico molecular do parasita. Esta

técnica € Util para detectar os estagios iniciais da LCan.

5. Conclusao

O DNA de Leishmania infantum foi detectado no sistema reprodutor de gatos machos
e fémeas (testiculo, epididimo, ovario e Gtero). A presenca do DNA de Leishmania spp. indica
que provavelmente o parasite esta presente nesses 6rgdos. S&o necessarios mais estudos que

comprovem se ha transmissao vertical e/ou venérea em populacdes de gatos.
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