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Resumo

O cancro é uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em animais de companhia.
Em felinos domésticos, as neoplasias do sistema hematopoiético sdo as que apresentam uma maior
expressdo, e destas, o linfoma é o que possui um maior nimero de casos reportados. As neoplasias
mamarias sdo consideradas como o terceiro tipo de tumores mais frequente em gatos.

Vérios estudos identificaram diferentes agentes infeciosos e parasitarios como estando
envolvidos na carcinogénese de diferentes tumores em oncologia humana e veterinaria. No entanto, a
informacéo relacionada com a funcéo biolégica dos agentes de transmisséo vetorial na carcinogénese
de tumores em felinos é escassa. Para além disso, a imunodepressdo devida ao tumor e aos
tratamentos oncolégicos podera permitir a multiplicagdo dos agentes infeciosos e originar a
manifestacdo/agravamento de sinais clinicos associados a estes agentes, que poderdo ser
interpretados como sendo devidos aos tumores ou aos seus tratamentos.

Neste estudo, pretendemos avaliar a prevaléncia de agentes de transmisséo vetorial dos
géneros Babesia, Hepatozoon, Ehrlichia/Anaplasma, Mycoplasma e Leishmania em felinos com
linfomas e tumores mamarios.

No presente estudo foram analisados 61 felinos, dos quais 31 animais diagnosticados com
linfoma através de citologia e/ou histopatologia, e 30 gatos com diagndstico histopatologico de tumor
mamadrio , provenientes da regido centro de Portugal. A presenca de ADN dos agentes de transmisséo
vetorial no sangue total destes animais foi analisada através de PCR convencional.

Todos os felinos incluidos no estudo testaram negativo para os seis géneros testados. De
acordo com os nossos resultados, a prevaléncia de agentes de transmissdo vetorial na populagéo de
gatos com linfoma e tumores mamarios estudada é baixa. Serdo necessarios outros estudos, com
diferentes popula¢des e com outros tumores, para confirmar os nossos resultados. No entanto, estes
agentes deverdo ser considerados em doentes oncoldgicos com sinais clinicos compativeis com
infecéo por agentes de transmisséo vetorial, principalmente considerando a imunodepresséo associada
a doenca oncoldgica e aos seus tratamentos. Para além disso, 0s animais com doengas oncoldgicas e
infetados por agentes de transmisséo vetorial deverdo ser estudados no sentido de avaliar a possivel

implicagdo destes agentes na carcinogénese de doengas oncoldgicas.

Palavras chave

Agentes de transmissao vetorial, Babesia spp., Ehrlichia/Anaplasma spp., Felinos, Hepatozoon spp.,

Linfoma, Leishmania spp., Mycoplasma spp., Tumores mamarios



Abstract

Cancer is one of the main causes of morbidity and mortality in companion animals. The
neoplasias of the hematopoietic system are the most frequent tumors reported in domestic cats, and
among these, lymphoma is the most common. Mammary tumors are considered to be third most
frequent type of tumor in domestic felines.

Several studies have identified different infectious and parasitic agents as being involved in the
carcinogenesis of different tumors in human and veterinary oncology. Nevertheless, the available
information related to the biological role of vector-borne infections/diseases in feline carcinogenesis is
scarce. Moreover, immunodepression associated with tumor and cancer treatments may allow the
proliferation of infectious agents and lead to the manifestation/aggravation of clinical signs associated
with these agents, which may be interpreted as being due to the tumors or their treatments.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of vector-borne agents of genera Babesia,
Hepatozoon, Ehrlichia/Anaplasma, Mycoplasma and Leishmania in cats with lymphomas and mammary
tumors.

In the present study, 61 cats from the central region of Portugal diagnosed with lymphoma
(n=31) by cytology and/or histopathology and with histopathological diagnosis of mammary tumor (n=30)
were analyzed. The presence of vector-borne agents DNA in the total blood of these animals was
investigated by conventional PCR.

All felines included in the study tested negative for the six selected genera. According to these
results, the prevalence of vector-borne agents amongst the analyzed feline population with lymphoma
and mammary tumors is low. Further studies, with different populations and with other tumors are
needed to confirm these results. However, these agents should be considered in oncology patients with
clinical signs compatible with infections by vector-borne agents, especially considering the
immunodepression associated with oncologic diseases and its treatments. Furthermore, animals with
oncologic diseases infected with vector-borne agents should be further studied in order to evaluate the

possible implications of these agents in tumor carcinogenesis.
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Introducéo

O cancro é considerado como uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em
animais de companhia (Garden et al., 2018). Em felinos domésticos, as neoplasias do sistema
hematopoiético sdo as que apresentam uma maior expressao, correspondendo aproximadamente a
um terco de todos os seus tumores (Economu et al., 2021). Destas, o linfoma é a mais frequente,
correspondendo a 50 a 90% das neoplasias hematopoiéticas (Economu et al., 2021; Vail & Pinkerton,
2020). As neoplasias mamarias sdo consideradas como o terceiro tipo mais frequente de tumores em
gatos, constituindo cerca de 17% das neoplasias nesta espécie (Morris, 2013). Apesar de nao existirem
estatisticas especificas, a incidéncia destes tumores pode apresentar variagdes geograficas,
dependendo do posicionamento da populacdo em relagcdo a castracdo precoce dos animais (Morris,
2013).

O linfoma (ou linfossarcoma) é uma neoplasia com origem nas células linforeticulares (Vail &
Pinkerton, 2020). Apesar dos linfomas aparecerem mais associados aos tecidos linféides,
nomeadamente aos linfonodos, ao baco e a medula 6ssea, podem desenvolver-se em qualquer tecido
do organismo onde exista tecido linféide (Vail & Pinkerton, 2020). Apresenta uma maior prevaléncia em
gatos jovens até aos quatro anos de idade e em gatos geriatricos a partir dos oito anos de idade
(Gustafson et al., 2014). Os linfomas felinos podem apresentar varias localizac6es anatémicas, sendo
classificados como alimentar, mediastinico ou toracico, nodal e extranodal (Novosad, 2003). A etiologia
do linfoma felino é multifatorial, estando ja bem definidos alguns fatores de risco, tal como a influéncia
das infe¢Bes por retrovirus na sua oncogénese (Henry & Higginbotham, 2006). O virus da leucemia
felina (FeLV) foi, antes do uso generalizado de vacinas contra este virus, a causa mais comum de
tumores hematopoiéticos em gatos (Vail & Pinkerton, 2020). Antes da disponibilizacdo da vacina, 60-
70% dos casos diagnosticados com linfoma estavam associados a presenca de virémia deste agente
(Dobson & Lascelles, 2013); no entanto, diferentes estudos mais atuais realizados em diferentes
regi6es do mundo indicam uma diminui¢do da prevaléncia deste virus em gatos com linfoma entre 0 a
21% (Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020). Em contraste, em paises como o Brasil, que tém uma
elevada prevaléncia de infecdo por FeLV na forma progressiva, a prevaléncia desta infecdo em gatos
com linfoma é de 56,6% (Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020). No caso do virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), este pode aumentar a incidéncia de linfoma em gatos, no entanto, parece ter um papel
indireto na tumorigénese (Dobson & Lascelles, 2013; Vail & Pinkerton, 2020). No caso do linfoma
gastrointestinal tém sido apontados como fatores de risco o tipo de dieta (Dobson & Lascelles, 2013),
a inflamacéao crénica (Henry & Higginbotham, 2006; Vail & Pinkerton, 2020) e a infe¢&o por Helicobacter
pylori (Dobson & Lascelles, 2013; Vail & Pinkerton, 2020).

Aproximadamente 80% a 90% dos tumores mamarios em gatas sao malignos, e a sua maioria
apresenta um comportamento agressivo e um prognostico desfavoravel (Vilhena et al., 2019). A
etiologia dos tumores mamarios em gatas € ainda pouco compreendida, no entanto, tém sido apontados
alguns fatores de risco, nomeadamente a idade, raga, estado reprodutivo e exposi¢do a estrogénios e

progesterona endégenos e exdgenos (Sorenmo et al., 2020).



Nos dltimos anos, diferentes estudos em medicina humana e veterinaria tém sugerido uma
funcdo potencial de agentes infeciosos tais como virus, micoplasmas, bactérias e protozodarios no
processo de oncogénese de diversos tumores (Duncan et al., 2008; Lax & Thomas, 2002; Munday et
al.,, 2017; Rogers, 2011; Schwing et al., 2019). Para além disso, de acordo com os dados da
Organizagdo Mundial de Saude, aproximadamente 13% dos cancros diagnosticados em humanos a
nivel mundial em 2018 foram atribuidos a agentes infeciosos carcinogénicos(de Martel et al., 2020;
WHO, 2022). Destes agentes, 0s virus sdo os que mais frequentemente sao implicados na
carcinogénese, e aqueles cujos mecanismos carcinogénicos sao melhor conhecidos. Diversos estudos
em medicina humana e veterinaria descreveram a influéncia de diversos virus na oncogénese de
diferentes tumores, que ocorre geralmente através da integracédo de parte ou de todo o seu material
genético no genoma da célula hospedeira (Hartmann, 2012; Williams et al., 2011). Em medicina
veterindria, a atividade oncogénica do FeLV no desenvolvimento do linfoma felino € um dos exemplos
mais estudados (Hartmann & Hofmann-Lehmann, 2020).

No entanto, tanto em medicina humana como em medicina veterindria, outros agentes
infeciosos ( para além dos virus) e parasitarios tém sido implicados na oncogénese tumoral, e
mecanismos como a promog¢do de inflamagdo crénica, mecanismos genéticos e a modulacdo do
sistema imunitario tém sido sugeridos como responsaveis pela acdo destes agentes na tumorigénese
(Duncan et al., 2008; Henriques et al., 2021; Schwing et al., 2019).

As doencas de transmissdo vetorial designam doencgas causadas por parasitas, virus e
bactérias que séo transmitidos por vetores artrépodes (Maia et al., 2014). A prevaléncia de infe¢des /
doencas por agentes transmitidos por vetores estd a aumentar a nivel global em humanos e em
animais, em parte devido as alteragBes climaticas que tém um impacto direto na abundancia e
distribuicao de vetores artrépodes, mas também devido & maior mobilidade de humanos e animais, que
promovem também a circulacao e troca vetores e agentes infeciosos (Do et al., 2021; Maia & Cardoso,
2015; Vilhena et al., 2013). Diversos estudos em oncologia humana e oncologia veterinéria canina tém
pesquisado a influéncia de agentes de transmisséo vetorial ha carcinogénese (Duncan et al., 2008;
Henriques et al., 2021). No entanto, informag&o similar em gatos é muito escassa.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a prevaléncia molecular de doencas
infeciosas e parasitarias de transmissdo vetorial em felinos domésticos com doengas tumorais —
linfomas e tumores mamarios malignos, testando os géneros Anaplasma/Ehrlichia, Babesia,
Hepatozoon, Mycoplasma e Leishmania, de forma a contribuir para o estudo da fungéo bioldgica

potencial destes agentes na carcinogénese destes tumores.



Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica da Escola Universitaria Vasco da Gama (EUVG),
Parecer 10/2022.

Amostra

Para este estudo foram selecionados gatos com diagnostico de linfoma e gatas com
adenocarcinomas mamarios que foram apresentados no Hospital Veterinario Universitario de Coimbra
(HVUC) e no Hospital Veterinario do Baixo Vouga (HVBV) entre 2014 e 2022, e dos quais existiam
amostras biolégicas (sangue total em tubos com EDTA conservado a -20°C) armazenadas. As
amostras biol6gicas dos animais incluidos neste estudo foram colhidas no ambito de outros projetos de
investigacdo (Figueira et al., 2015; Vilhena et al., 2019; Vitorino et al., 2021).

Em todos os animais doentes incluidos no estudo com diagnéstico de linfoma foi realizado um
exame de estado geral, hematologia, perfil bioquimico sanguineo, avaliacao dos linfonodos, radiologia
toracica e ultrassonografia abdominal, para avaliagdo do estado de salde e para estadiamento clinico.
Os dados referentes a identificacéo e os parametros clinicos avaliados incluiram a raca, peso, género,
estado reprodutivo (castrado ou ndo castrado), idade, estado de infegao pelos virus da imunodeficiéncia
felina (FIV) e/ou FeLV, localizagdo anatomica do tumor (mediastinico, alimentar, nodal ou extranodal),
grau histolégico (alto ou baixo grau) e o estadio clinico (I a V). O estadio clinico foi determinado com
base no Sistema de Estadiamento Clinico de Linfoma em Animais de Companhia da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (Vail & Pinkerton, 2020).

Nos animais com diagnéstico de carcinoma mamario foi realizado um exame de estado geral,
hematologia, perfil bioquimico sanguineo, avaliagdo dos linfonodos, radiologia toracica e
ultrassonografia abdominal para avaliagdo do estado de salde e estadiamento clinico. Os dados
referentes a identificagdo e os parametros clinicos avaliados incluiram a raca, género, estado
reprodutivo (castrado ou nao castrado) e as caracteristicas clinicas e histopatolégicas do tumor como
o tipo histol6gico (determinado de acordo com a classificacdo da OMS) (Misdorp et al., 1977) e o grau
histologico (determinado de acordo com a classificacdo de Elston e Ellis, 2002). O estadio TNM foi
determinado em todas as gatas de acordo com o sistema de estadiamento clinico da OMS modificado
(McNeill et al., 2009).

Isolamento do ADN e amplifica¢cdo por PCR convencional

O ADN total foi extraido de cada amostra de sangue total armazenado em tubos com EDTA,
usando um kit comercial (QlAamp® DNA Mini kit), de acordo com as instru¢des do fabricante. O ADN
eluido foi mantido a -20 °C até ao ensaio de PCR. Para a determinacéo da infe¢cdo por Babesia spp.,
Hepatozoon spp., Ehrlichia spp. e Anaplasma spp. foi utilizado o PCR convencional. No caso da
Babesia spp. foram utilizados os primers PIRO-A e PIRO-B para amplificacdo do fragmento 408-bp do

gene 18S rRNA (Olmeda et al., 1997). Para os géneros Ehrlichia e Anaplasma foram utilizados os



primers EHR16SD e EHR16SR para amplificacdo do fragmento 345-bp do gene 16S rRNA (Gal et al.,
2008) e para o Hepatozoon spp. foram utilizados os primers HEP-F e HEP-R para amplificacdo do
fragmento 666-bp do gene 18S rRNA (Inokuma et al., 2002). Para a detegéo de Babesia, Ehrlichia,
Anaplasma e Hepatozoon nas reacdes de PCR foi utilizada a GoTaq®G2 Flexi DNA Polymerase
(Promega, Madison, USA), de acordo com as instrug8es do fabricante.

Na detecdo de ADN de Mycoplasma spp. as amostras foram processadas usando um protocolo de
PCR convencional descrito por Jensen et al. (2001) com base na amplificacao do fragmento 193 bp e
170 bp do gene 16S rRNA (Kamrani et al., 2008). Para a detecdo de ADN de Leishmania spp. foram
utilizados os primers RV1-RV2 para amplificacdo do fragmento 145 bp segundo o protocolo de PCR
convencional descrito por Lachaud et al. (2002). Nas reacdes de PCR para Mycoplasma spp. e
Leishmania spp. foi utilizada a NZYTaq Il 2x Green Master Mix (NZYTech, Lisboa, Portugal), de acordo
com as instru¢des do fabricante.

Inicialmente as amostras foram processadas em grupos de 10 animais, sendo posteriormente
0S grupos com resultados positivos suspeitos ou com resultados positivos claros desdobrados para se
identificar o(s) animal(ais) positivo(s) para aquele agente. As amostras positivas na técnica de PCR
seriam submetidas a técnica de sequenciagéo, para confirmacao do resultado e identificacdo do agente.
Em todas as reac¢des foram também utilizados controlos negativos, obtidos através da substituicdo do

volume do ADN a adicionar em cada reacdo, por um volume igual de 4gua estéril.

Tabela 1 — Primers utilizados na amplificacdo dos diferentes agentes.

Tamanho do

Género testado Nomes dos primers produto Primers do PCR (5'- 3")
(bp)
Babesia PIRO-A e PIRO-B 408 5- AATACCCAATCCTGACACAGGG-3’
5- TTAAATACGAATGCCCCCAAC-3’
Ehrlichia/ EHR16SD e EHR16SR 345 5-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3
Anaplasma 5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’
Hepatozoon HEP-F e HEP-R 666 5-ATA-CAT-GAG-CAA-AAT-CTC-AAC-3’

5-CTT-ATT-ATT-CCA-TGC-TGC-AG-3’

Mycoplasma 170/193 5-ACGAAAGTCTGATGGAGCAATA-3’
5"-ACGCCCAATAAATCCGRATAAT-3’
138 5"-AGAGGCGAAGGCGAAAACT-3
5"-CTACAACGCCGAAACACAAA-3’
Leishmania RV1 e RV2 145 5-CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-3’

5-CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3’




Resultados

Este estudo incluiu 61 felinos, dos quais 31 animais diagnosticados com linfoma através de
citologia e / ou histopatologia, e 30 gatos com diagndstico histopatolégico de carcinoma mamario. A

populagéo incluida no estudo encontra-se caracterizada nas tabelas 1 e 2.



Tabela 2 - Caracterizacao da populacéo de felinos com linfoma.

Gatos com Linfoma (n=31)

Raca
Europeu Comum 30
Persa 1
Género
Macho 18
Fémea 13

Estado Reprodutivo
Castrado 22
Nao Castrado 9

Idade (anos)

Média (desvio padr&o) 7,1(£5,1)

Minimo - Maximo 0,6-17
Peso (Kg)

Média (desvio padrao) 41(+1,2)

Minimo - Maximo 23-6,7

Infec&o por FIV / FeLV

FeLV + 11
FIV +

FIV e FelLV -

Nao determinado 11

Localizagdo Anatémica

Mediastinico 16
Alimentar 5
Nodal 1
Extranodal 5
Duas localizagbes 4

Grau Histoldgico
Alto grau 29
Baixo Grau 2

Estadio Clinico*

Estadio | 14
Estadio Il 11
Estadio Ill 3
Estadio IV 1
Estadio V 0

# A determinag&o do estadio clinico ndo foi determinada nos animais com linfoma de baixo grau;



Tabela 3 - Caracterizacao da populacao de felinos com tumores mamarios.

Gatas com Tumores mamarios (n=30)

Raca
Europeu Comum 28
Persa 1
Siamés 1

Estado Reprodutivo
Castrado 14
Nao Castrado 16

Idade (anos)

Média (desvio padréo) 11,8(+ 3,2)

Minimo - M&ximo 6-19
Peso (Kg)

Média (desvio padréo) 4,0(+0,9)

Minimo - M&ximo 25-6,6
Tipo histolégico*

Carcinoma tubulopapilar 16

Carcinoma sélido 8

Carcinoma cribriforme

Carcinoma mucinoso 1
Grau Histolégico™

Grau |

Grau ll

Grau Il 12

Estadio Clinico*?

Estadio | 6
Estadio Il 6
Estadio IlI 9
Estadio IV 5

# Em quatro das gatas com carcinoma mamario nao foi possivel obter informagdes sobre o tipo histologico.
#1 Em seis gatas nao foi possivel obter informacéo sobre o grau histolégico

#2 Em quatro gatas nao foi possivel obter informac&o sobre o estadio clinico.

Numa primeira fase em que as amostras foram analisadas em grupos de 10 animais obtivemos
resultados negativos para os géneros Anaplasma/Ehrlichia e Hepatozoon, uma vez que ndo havia
presenca de bandas nas zonas de 345 bp e 666 bp respectivamente como se pode verificar na Figura
2. No caso do género Babesia, a presenca de bandas na zona de 408 bp levantaram algumas davidas
da presenca de ADN deste género em algumas amostras (Figura-2), sendo 0s grupos suspeitos

desdobrados posteriormente onde se verificou que todas as amostras eram negativas.
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Para o género Leishmania, apesar da contaminagdo observada, a presenca de algumas bandas na
zona de 145 bp levantaram algumas dividas (Figura-4) sendo 0s grupos suspeitos também
desdobrados posteriormente, verificando-se a semelhanca dos géneros anteriores que as amostras
eram negativas. Em relagcao ao género Mycoplasma, na andlise feita em grupos pode-se observar que
todos os grupos eram negativos para este agente, uma vez que, ndo se observaram bandas na zona
de 170/193 bp (Figura-5).

bp ng/5ul
1500 40
1000 40
900 40
800 40
— 700 40
600 40
500 100
400 40
300 40
200 40
100 40

Figura 2- Imagem da eletroforese em gel de agarose a 3%
demonstrando os resultados da reacdo de PCR para os géneros
Anaplasma/Ehrlichia, Babesia e Hepatozoon.

Figura 1- Padrdo utilizado
para identificag&do das bandas
para 0S géneros
Anaplasma/Ehrlichia,
Babesia e Hepatozoon.
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Band size (bp) ng/band

1500 40
1200 35
g 3
700 23
600 20
500 gg
488 5
350 18
300 20
250 25
200 67
150 30
100 27
50 30

Figura 3- Padrdo utilizado para identificacdo das bandas. Para os géneros Leishmania e
Mycoplasma.

Figura 4- Imagem da eletroforese em gel de agarose a 3% demonstrando os resultados reacdo de
PCR para o género Leishmania.

Figura 5-Imagem da eletroforese em gel de agarose a 3% demonstrando os resultados da reacéo de
PCR para o género Mycoplasma.
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Discusséao

Tal como descrito anteriormente, diferentes estudos em medicina humana e veterinaria
sugerem que diferentes agentes infeciosos e parasitarios poderdo estar envolvidos na carcinogénese
de diferentes tumores (Duncan et al., 2008; Henriques et al., 2021; Schwing et al., 2019). Para além
disso, varios estudos desenvolvidos nas Ultimas décadas mostram que a prevaléncia de infecdo/doenca
por agentes de transmisséo vetorial tem aumentado a nivel global, tanto em humanos como em animais
(Beugnet & Marié, 2009; Maggi & Kramer, 2019; Paris & Neumayr, 2018; Parola et al., 2013). Por esse
motivo, diferentes estudos em oncologia humana e veterinaria tém avaliado a acao biolégica potencial
destes agentes na tumorigénese de diferentes neoplasias, através de mecanismos como a promogao
de inflamacao cronica, alteragdes genéticas e a modulagao do sistema imunitario a serem sugeridos
como responsdveis pela acdo destes agentes na carcinogénese (Duncan et al., 2008; Henriques et al.,
2021; Schwing et al., 2019). Como exemplos, o envolvimento de agentes do género Leishmania na
oncogénese tem sido sugerido em diferentes tumores em oncologia humana e veterinéria, incluindo em
diferentes formas de linfoma, leucemias, mieloma multiplo, osteossarcoma, carcinomas, sarcomas e
tumor venéreo transmissivel (Ferro et al., 2013; Schwing et al., 2019) e em medicina veterinaria, infecao
por Spirocerca lupi e a formacéo de sarcomas em cées (Rojas et al., 2020). O nédulo esofagico formado
durante a infe¢do progride de uma lesdo inflamatéria fibroquistica para um ndédulo pré-neoplasico,
caracterizado pela presenca de fibroblastos ativos que podem sofrer transformacdo neoplésica e
originar sarcomas (Rojas et al., 2020). Aproximadamente 25% dos nddulos esofagicos sofrem
transformacé&o neoplésica, com desenvolvimento de metastases para outros drgaos (Rojas et al., 2020).
As infecBes/doencas por agentes de transmissao vetorial sdo reportadas com menor frequéncia em
gatos do que em caes. Apesar disso, diferentes estudos realizados em todo o0 mundo tém mostrado
gue a prevaléncia de infecdo destes agentes €, em alguns casos, elevada (Ayllén et al., 2012; Diakou
et al., 2017; Morganti et al., 2019), e que estas poderédo ser subdiagnosticadas devido a existéncia de
uma percentagem elevada de casos assintomaticos, ou de nos casos de infe¢Bes sintomaticas, 0s
sinais clinicos serem inespecificos (Maia et al., 2014; Vilhena et al., 2013, 2019). Apesar disso, a acao
biologica potencial das infe¢Bes por agentes de transmisséo vetorial na tumorigénese felina é escassa.

Este estudo teve como objetivo identificar infecéo por agentes de transmisséo vetorial de seis
géneros diferentes - Anaplasma/Ehrlichia, Hepatozoon, Babesia, Mycoplasma e Leishmania, em gatos
com linfoma e tumores mamarios de Portugal. Para tal foi utilizada a técnica de PCR, que é o método
que apresenta maior sensibilidade e especificidade na detecdo destes agentes (Barker, 2019).
Nenhum dos gatos incluidos no estudo testou positivo para nenhum dos agentes de transmissao
vetorial pesquisados.

A baixa prevaléncia de casos positivos para os géneros Anaplasma/Ehrlichia era esperada,
uma vez que as infegcdes por estes agentes em gatos séo raras e esporadicamente documentadas em
todo o mundo (Alvarez-Fernandez et al., 2022), e os Ultimos dados portugueses indicam uma baixa
prevaléncia (Maia et al., 2014, Vilhena et al., 2013). No entanto, no caso do género Hepatazoon spp. a

inexisténcia de casos positivos contraria outros estudos realizados em Portugal que apontam para uma
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prevaléncia de 8,6-15,6% (Vilhena et al., 2013; Maia et al., 2014). Ainda assim, estes valores séo
semelhantes aos dados recentes referentes a regido da Catalunha (Alvarez-Fernandez et al., 2022) e
ao norte de Italia (Ebani et al., 2020), em que nado foram encontrados resultados positivos para agentes
deste género. Tal como os dois agentes anteriormente mencionados, também néo foi detetada a
presenca de Babesia spp., no entanto, as infec6es por estes protozoarios em gatos parecem ser raras,
ndo sendo detetados nos Ultimos estudos realizados em Espanha (Alvarez-Fernandez et al., 2022) e
Itélia (Ebani et al., 2020). Os ultimos dados referentes a Portugal indicavam uma prevaléncia moderada
deste agente (6,6-9,4%) em comparacdo com outros paises (Vilhena et al., 2013; Maia et al., 2014), o
que nao se verificou no presente estudo. No caso do género Leishmania a inexisténcia de resultado
positivos neste estudo é concordante com os Ultimos dados referentes ao Norte de Portugal que
indicaram uma prevaléncia baixa, homeadamente 0,3% (Vilhena et al., 2013), no entanto, estudos
europeus revelam resultados ligeiramente mais expressivos com valores de 5,6% em Espanha (Alcover
etal., 2021) e 5,5% em Itélia (Dedola et al., 2018).

Os hemoplasmas hemotrépicos felinos (Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma
haemominutum e Candidatus Mycoplasma turicensis) sao descritos como amplamente distribuidos e
prevalentes a nivel mundial, sendo Portugal um dos paises com uma taxa de infe¢éo elevada (Alvarez-
Fernandez et al., 2022). Dois estudos realizados em Portugal mostraram uma prevaléncia molecular
de 27,1% em gatos da regido sul (Duarte et al., 2015), e uma prevaléncia molecular de 43,4% em gatos
das zonas norte e centro (Martinez-Diaz et al., 2013).

As diferen¢as na prevaléncia de infe¢cdo por agentes de transmissdo vetorial reportados nos
estudos apresentados atrds e no presente estudo podem ser explicadas por diferentes fatores, tais
como as variagBes nos métodos laboratoriais utilizados e as variagdes microcliméaticas dentro da
mesma area (Qurollo, 2019). No entanto, o habitat, o estilo de vida (maioritariamente indoor) e os
cuidados de saude prestados (nomeadamente em termos de desparasitagdo externa) aos gatos que
integram esta amostra, ao tornar o contacto com os vetores destes agentes pouco provavel, sao
provavelmente os mais importantes para justificar a baixa prevaléncia de infe¢do encontrada.

Sendo este um trabalho em desenvolvimento, a auséncia de pesquisa destes agentes em
amostras sanguineas de animais infetados por estes agentes (controlos positivos) e de controlos
internos de amplificacdo de ADN que validem a técnica de PCR assim como a sua otimizacdo séo
fatores limitantes desta investigagdo. Sendo este um trabalho em desenvolvimento, esses métodos

serdo realizados posteriormente, e servirdo para a validagéo dos resultados obtidos neste estudo

Conclusao

De acordo com 0s nossos resultados, a prevaléncia de agentes de transmisséo vetorial na
populacao de gatos com linfoma e tumores mamarios estudada é baixa, uma vez que todos os animais
incluidos no estudo testaram negativo para os seis géneros de agentes de transmissédo vetorial

testados. Por esse motivo, este estudo ndo contribuiu para o estudo da funcéo biologica que as infe¢des
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por agentes de transmissao vetorial poderdo ter na tumorigénese do linfoma felino e do carcinoma
mamario felino. Serdo necessarios outros estudos, com diferentes populagfes de gatos com linfomas,
tumores de mama e com outros tumores, para confirmar os nossos resultados. No entanto, estes
agentes deverdo ser considerados em doentes oncoldgicos com sinais clinicos compativeis com
infecéo por agentes de transmisséo vetorial, principalmente considerando a imunodepresséo associada
a doenca oncoldgica e aos seus tratamentos. Para além disso, os animais com doencas oncolégicas e
infetados por agentes de transmisséo vetorial deverdo ser estudados no sentido de avaliar a possivel

implicacdo biolégica destes agentes na carcinogénese das doencas oncoldgicas.
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