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RESUMO 

Leishmaniose visceral é uma zoonose negligenciada causada pelo protozoário 

intracelular do gênero Leishmania, e ocorre em regiões onde o clima é tropical e 

subtropical. Tem como hospedeiro definitivo o homem e o cão, porém estudos 

recentes têm demonstrado o gato como hospedeiro, capaz de disseminar a doença, 

participando, então do ciclo epidemiológico da enfermidade. A leishmaniose apresenta 

sinais clínicos diversos, variando conforme a imunidade do hospedeiro e da espécie 

de Leishmania, podendo ser subclínica em gatos, assim como ocorre em cães. O 

diagnóstico definitivo é dado através de exames laboratoriais sendo eles: citologia, 

histologia, imunohistoquímica, cultura celular e reação em cadeira pela polimerase 

(PCR), ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) e reação de imunofluorescência 

indireta (RIFI). As metaloproteinases (MMPs) são gelatinases, endopeptidases 

dependentes de zinco, que são responsáveis pela degradação da membrana basal, 

apresentando importância na disseminação de neoplasia, remodelação de tecidos, 

modulação da inflamação, migração celular em processos inflamatórios. O papel das 

MMPs está relacionado com a patogenia de lesãoes da leishmaniose visceral em 

humanos e cães já relatados em literatura. Este é o primeiro trabalho avaliando a 

atividade das metaloproteinases em gatos com diagnóstico sorológico e/ou molecular 

para leishmaniose. Em uma região endêmica para leishmaniose visceral, 272 felinos 

foram testados por métodos paralelos (ELISA e qPCR), resultando em 26 animais 

positivos (grupo infectado). A atividade das metaloproteinases séricas foi avaliada 

pela técnica de zimografia. Tanto no grupo controle quanto no grupo infectado não 

houve a presença da atividade das MMP-2 e 9 na forma ativa, somente na forma 

inativa. Comparativamente, gatos com leucemia viral felina (FELV) não apresentaram 

atividade mais intensa desas metaloproteinases, dessa forma não demonstrando que 

a imunossupressão pudesse aumentar a atividade das metaloproteinases. Portanto, 

gatos assintomáticos com leishmaniose visceral não apresentam alteração da 

atividade das metaloproteinases 2 e 9, não participando dessa via na disseminação 

da doença e da ativação da cascata de inflamação. 

Palavras-chaves: Leishmaniose. Metaloproteinases. Zimografia. Felinos.
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ABSTRACT 

Visceral leishmaniasis is a neglected zoonosis caused by intracellular protozoan of the 

genus Leishmania, and occurs tropical and subtropical regions. Its definitive host is 

man and dog, but recent studies have shown the cat as a possible host, capable of 

spreading the disease, thus participating in the epidemiological cycle of the disease. 

Leishmaniasis presents different clinical signs, varying according to the host's 

immunity and the Leishmania species, and the disease may even be subclinical in cats, 

as it occurs in dogs. The definitive diagnosis is given through laboratory tests, which 

are: cytology, histology, immunohistochemistry, culture cells and PCR, ELISA and 

immunofluorescent antibody test (IFAT). Metalloproteinases (MMP) are gelatinases, 

zinc-dependent endopeptidases, which are responsible for the degradation of the 

basement membrane, presenting importance in the dissemination of neoplasia, tissue 

remodeling, modulation of inflammation and cell migration in inflammatory processes. 

The role of MMP is related to the development of visceral leishmaniasis in humans and 

dogs already reported in the literature. This is the first work evaluating the activity of 

metalloproteinases in cats positive for leishmaniasis. In a endemic region for visceral 

leishmaniasis, 272 cats were tested by parallel methods (ELISA and qPCR), resulting 

in 26 positive animals (infected group). Serum metalloproteinases activity was 

detected by zymography technique. In both the control and infected groups, there was 

no presence of MMP-2 and 9 activities in the active form, only in the inactive form. 

Comparatively, cats with feline viral leukemia (FELV) did not show high activity of these 

metalloproteinases, thus not demonstrating that immunosuppression could increase 

the activity of metalloproteinases. Therefore, asymptomatic cats with visceral 

leishmaniasis do not show activity of metalloproteinases 2 and 9, not participating in 

this pathway in the dissemination of the disease and in activation of inflammation 

cascade. 

Keywords: Leishmaniasis. Metalloproteinases. Zymography. Feline.
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Revisão de literatura 
 

1.1.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral 

Leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose negligenciada causada pelo 

protozoário intracelular Leishmania infantum (sinônimo Leishmania chagasi), 

pertencente à ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae (COTTON, 2017). 

Estima-se que no mundo 556 milhões de pessoas correm o risco de 

desenvolver a doença na forma visceral (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA 

SAÚDE – OPAS – ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE – OMS, 2018). No Brasil 

cerca de 3.500 casos em humanos são diagnosticados anualmente, com letalidade 

média de 8,1% (MARTINS-MELO et al., 2014). No entanto, nos últimos anos, o 

número global de casos de LV humana diminuiu substancialmente, de 200.000 a 

400.000 casos em 2012 para aproximadamente 17.000 casos anualmente em 2018 

(ALVAR et al. 2012; ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DA SAÚDE – OPAS – 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE – OMS, 2020). 

A transmissão é realizada a partir da picada de mosquitos fêmeas do gênero 

Phlebotomus e Lutzomyia conhecidos popularmente como mosquito palha, Birigui ou 

tatuquiras, no qual já somam 98 espécies (MAROLI et al., 2013). A LV é endêmica em 

região tropical e subtropical, no qual em altas temperaturas, baixa luminosidade e a 

presença de matéria orgânica favorecem o desenvolvimento do mosquito 

(CARVALHO et. al., 2010; SOLANO-GALLEGO, 2009). A atividade desses vetores é 

crepuscular e noturna, sendo que no intra e peridomicílio é encontrado próximo a uma 

fonte de alimento (BRASIL, 2006).  

Quando ocorre a hematofagia pelo flebótomo, há a inoculação da forma 

infectante do protozoário: promastigota metacíclica. O protozoário é fagocitado pelo 

sistema fagocítico mononuclear, especialmente por macrófagos, o parasito por sua 

vez, perde seu flagelo, passando para a forma imóvel, amastigota. Ocorrem então 

sucessivas divisões binárias e as células densamente parasitadas se rompem 

liberando as amastigotas, que serão fagocitadas por novos macrófagos. Desta forma 

se dá a disseminação hematógena e linfática do protozoário (MAROLI et al., 2013). A 
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infecção do vetor ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea, quando a mesma 

ingere macrófagos parasitados, dando continuidade ao ciclo (Figura 1). 

 

Figura 1 – Ciclo de transmissão vetorial da Leishmania spp. em felinos. 

 

 

Fonte: Dias et al., 2021. 

 

Os seres humanos e os cães domésticos (Canis lupus familiaris) são os 

principais hospedeiros da leishmaniose considerados relevantes diante a Saúde Única 

(MAIA et al., 2012). Recentemente, vários estudos têm demonstrado a capacidade do 

gato doméstico (Felis catus) em se comportar como reservatório do parasito 

(GALLEGO et. al., 2020; MAIA; CAMPINO, 2011; MAROLI et al., 2007), 

compartilhando o mesmo parasito, L. infantum isolados tanto em cães quanto em 

humanos, indicando que essa espécie também é importante na epidemiologia da 

infecção de leishmaniose (CARDOSO, et al., 2021; PEREIRA et al., 2020). Os estudos 
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ainda não comprovaram se os gatos participam da transmissão direta da doença 

(NASCIMENTO et al., 2022), o que reforça a importância de estudos sobre a 

disseminação da doença, principalmente no Brasil (MENDONÇA et al., 2020). 

 

1.1.2 Leishmaniose visceral felina 

 

Hoogstraal e Dietlein, no ano de 1964, já descreviam a leishmaniose felina 

(LVF), porém a epidemiologia ainda permanecia incerta. Asfaram e colaboradores 

(2019) citaram o gato como uma peça relevante dentro da epidemiologia da doença, 

e no ano seguinte, Mendonça e colaboradores (2020) já citaram o gato como capaz 

de transmitir o protozoário para os flebotomíneos e ser considerado como reservatório 

da doença. Até o momento, seis espécies do subgênero Leishmania: L. mexicana, L. 

venezuelensis, L. amazonensis, L. infantum, L. major, L. tropica e uma do subgênero 

Viannia (L. braziliensis) foram descritas em gatos (PENNISI et al., 2015; PEREIRA; 

MAIA, 2021). 

A prevalência da doença para a espécie felina apresenta grande variabilidade 

de acordo com o método de diagnóstico empregado e tipo de amostra, região 

geográfica avaliada e presença ou não de sinais clínicos. Em locais endêmicos, foram 

relatados prevalência de até 10% da LVF (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019). 

No Brasil, a prevalência é estimada entre 7 a 8%, dependendo do tipo de diagnóstico 

empregado, sendo as espécies mais comuns: Leishmania braziliensis, L. infantum, e 

Leishmania amazonensis (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019; CARNEIRO et al., 

2020; COSTA-VAL et al., 2020; COURA et al., 2018). 

A leishmaniose visceral apresenta sinais clínicos variáveis, dependendo da 

complexidade de interação espécie vetor, espécie da Leishmania e imunidade do 

hospedeiro, podendo apresentar-se de forma subclínica ou assintomática em gatos, 

assim como ocorre em cães (PACE, 2014). Estudos sobre a doença em felinos já 

destacaram que a ocorrência de indivíduos assintomáticos é mais frequente que à 

daqueles que possuem manifestação de sinais clínicos (VIDES et al., 2011).  

Os sinais clínicos mais comuns na LVF são: linfadenomegalia, lesões cutâneas 

e mucocutâneas (nódulos, úlceras, pápulas, alopecia) em região de face, membros 

distais e pescoço (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020). A dermatite nodular é a 

principal lesão cutânea associada a LVF, encontrada principalmente nas pálpebras, 
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seguido de dermatite ulcerativa (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020; SILVA et al., 

2020). Os sinais sistêmicos incluem: letargia, perda de peso, anorexia, lesão oral 

(gengivoestomatite crônica) e ocular (uveíte) (COSTA-VAL et al., 2020).  

Os principais achados laboratoriais são: anemia normocítica normocrônica 

(anemia arregenerativa), trombocitopenia, hiperproteinemia por hiperglobulinemia 

com gamopatia policlonal, e hipoalbuminemia (SILVA et al., 2023). Aproximadamente 

um quarto dos gatos doentes podem apresentam proteinúria, sugerindo uma possível 

associação entre LVF e doenças renais como descritas nos cães (FERNANDEZ-

GALLEGO et al., 2020; MARCOS et al., 2009). Gatos com LVF tem concentrações 

mais elevadas de fósforo inorgânico do que os gatos não infectados, reforçando o 

pressuposto de doença renal associada a LVF (CHATZIS et al., 2020).  

Os retrovírus têm grande impacto na saúde dos felinos, causando efeitos 

imunossupressivos importante, no qual pode elevar o risco de infecções oportunistas 

como doenças transmitidas por vetores (HARTMANN et al., 2012). Um terço dos 

animais apresentam coinfecção por outros agentes infecciosos, como o vírus da 

imunodeficiência felina (FIV), leucemia felina (FELV), Coronavírus felino (FCoV), 

Bartonella henselae e o Toxoplasma gondii (PEREIRA; MAIA, 2021). 

 

1.1.3 Diagnóstico Leishmaniose Visceral Felina 

O diagnóstico de LVF pode ser desafiador para os médicos veterinários, e deve 

ser considerado como diagnóstico diferencial com outras doenças, principalmente em 

áreas endêmicas, uma vez que o paciente pode ser assintomático (PEREIRA, MAIA, 

2021). O diagnóstico definitivo é obtido através de exames laboratoriais sendo eles: 

testes diretos, que demonstram a presença do parasita ou seus componentes, como 

citologia, histologia, imunohistoquímica, cultura celular e teste de reação de cadeia 

em polimerase (PCR), e a forma indireta dos seus componentes como a sorologia, 

que avalia a resposta do hospedeiro à infecção, como ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) e imunofluorescência indireta (RIFI) (PENNISI et al., 2013; 

SOARES et al., 2015). 

A citologia deve ser realizada quando o paciente apresenta alterações 

tegumentares como a presença de nódulos, ulcerações e linfadenomegalia. Para este 

exame pode-se realizar impressões dessas lesões e/ou punção biópsia aspirativa 
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(PBA) de linfonodo (SILVA et al., 2020). Também é possível realizar citologia de 

medula óssea, ou de outros órgãos, como o baço e fígado, em busca da forma 

amastigota da Leishmania spp. (MARCONDES et. al., 2018). 

A cultura de parasitas é um teste preciso que permite o diagnóstico conclusivo 

da infecção ativa do parasita. No entanto, não é um teste adequado para um 

diagnóstico rápido e é restrito a laboratórios especializados a fins de pesquisa 

(PRATLONG et al., 2004). Embora amostras de sangue, medula óssea ou linfonodo 

possam ser utilizadas, alguns autores consideram que o sangue não é uma amostra 

adequada para cultura em gatos devido à baixa parasitemia, resultando em menor 

sensibilidade do método de cultura (MARTIN-SANCHES et al., 2007). 

 A reação de PCR permite a detecção de DNA da Leishmania em várias 

amostras, como sangue total, medula óssea, linfonodo, baço, swab conjuntival e pele. 

Apesar do PCR apresentar uma boa acurácia na detecção do DNA de Leishmania 

spp., é importante realçar que um resultado PCR-positivo pode apenas refletir uma 

infecção latente e, por esta razão, deve ser cuidadosamente interpretado num 

contexto clínico (PEREIRA, MAIA, 2021). O valor diagnóstico de cada teste depende 

de muitos fatores, incluindo a amostra biológica utilizada, reagentes, técnicas 

utilizadas, dessa forma o diagnóstico conclusivo da doença é dado através da soma 

de sinais clínicos e testes diagnósticos (ASFARAM; FAKHAR; TESHNIZI, 2019) 

(Figura 2).  
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Figura 2 - Algoritmo de diagnóstico de leishmaniose felina em gatos assintomáticos, 

doadores de sangue e reprodutores em área endêmica.

 

Fonte: Adaptado de Pereira Maia (2021) 

 

1.1.4 Resposta imune do felino com Leishmaniose Visceral 

Há pouca informação sobre a resposta imune dos gatos naturalmente expostos 

e infectados com LVF, porém há evidências que sugerem que gatos apresentem 

resistência, resultando em uma baixa prevalência da doença na espécie e 

manifestação da doença clínica (AKHTARDANESH et al., 2018; SOLANO-GALLEGO 

et al. 2007). Sabe-se que resposta imune mediada por células T desempenham um 

papel crucial no controle da infecção por Leishmania, orientando a reposta imune por 

meio de produção de citocinas, e ação fagocítica dos macrófagos (BANET et al., 2008; 

MARTÍN-SÁNCHEZ et al., 2007). O desenvolvimento da doença é influenciado pelo 

perfil genético do hospedeiro, o que explica a diferença na resposta imune em cães e 

gatos (DAY, 2016). 

A susceptibilidade a infecção e desenvolvimento de sinais clínicos em cães está 

intimamente ligada à resposta imune adaptativa: presença de resposta do tipo T 

helper 2 (Th2) e uma resposta prejudicada de T helper 1 (Th1) (SOLANO-GALLEGO 

et al., 2009). Entretanto, em um estudo realizado em gatos infectados com Leishmania 

spp. foi observado a existência de uma baixa carga parasitária no sangue dos gatos, 
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juntamente com os baixos títulos de anticorpos, possivelmente devido à prevalência 

da resposta imune Th1 (BANETH et al., 2020; PRIOLO et al., 2019), o que é diferente 

do que é descrito em cães. 

Tanto gatos sadios quando s infectados por Leishmania spp. produzem IFN-y 

específico em resposta ao parasito, porém os gatos com leishmaniose apresentaram 

uma maior produção de citocinas pró-inflamatória, indicando que há uma resposta 

celular na doença (PRIOLO et al., 2019). A presença de anticorpos contra Leishmania 

spp. em felinos demonstra que esses animais podem ser infectados, porém, em 

contrapartida, foi observado experimentalmente, que animais infectados 

apresentavam ausência de títulos de anticorpo, demonstrando uma baixa atividade de 

resposta humoral (AKHTARDANESH et al., 2018). Títulos baixos de anticorpos com 

diagnóstico parasitológico positivo indicam que os gatos podem não desenvolver uma 

resposta imune humoral intensa (SOBRINHO et al., 2012), e em contrapartida, 

apresentaram uma resposta celular mais eficaz. 

 

1.1.5 Metaloproteinases 

As metaloproteinases (MMPs) são gelatinases, endopeptidases dependentes 

de zinco, que são responsáveis pela degradação e remodelamento da matriz 

extracelular, participando de processos fisiológicos, como cicatrização de feridas, 

angiogênese, desenvolvimento embrionário, plasticidade sináptica, polaridade celular, 

migração e proliferação celular. As MMPs desempenham papéis importantes 

principalmente na invasão tumoral, sendo estudadas e relacionadas a metástases 

(KLEINER et al., 1999). 

As MMPs atuam modulando secreção de quimiocinas e citocinas que 

impulsionam o recrutamento de células inflamatórias, realizam feedback negativo que 

reduzem a inflamação. Por fim, quando a infecção é eliminada, as MMPs iniciam os 

processos de reparo do tecido (ELKINGTON; O’KANE; FRIEDLAND, 2005), 

participando dessa forma de processos fisiológicos e patológicos, agudo ou crônico 

(MURPHY; NAGASE, 2008; SMITH et al., 2002; VISSE; NAGASE, 2003).  

O excesso de atividade das MMPs resulta tanto do aumento da ativação de 

MMPs quanto da diminuição da secreção do inibidor tecidual de metaloproteinases 
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(TIMP), e pode levar a danos graves aos tecidos, e disseminação de patógenos. 

(GEURTS et al., 2012). 

O papel das MMPs está relacionado com a patogenia de lesões da 

leishmaniose visceral em seres humanos e cães (GADISA et al., 2017; MACHADO et 

al., 2010; MARANGONI et al., 2011; MELO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). O 

hospedeiro estimula da produção de MMPs pelos macrófagos, levando à degradação 

da matriz celular, promovendo a disseminação do parasita para outros sítios em seres 

humanos (CARVALHAL et al., 2004). Embora os macrófagos sejam a principal via de 

eliminação da infecção, o parasita possui mecanismos de escape da resposta imune, 

permitindo sua sobrevivência e disseminação, o que altera a produção de citocinas e 

outros mediadores da resposta imune, principalmente a metaloproteinase (OLIVEIRA 

et al., 2013). 

A avaliação da quantidade de MMPs tanto em tecido quanto em soro tem sido 

avaliada para servir como biomarcadores de monitoramento de tratamento, prevendo 

resultados clínicos favoráveis de leishmaniose visceral em seres humanos (GADISA 

et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, um estudo relatou que a MMP-9 pode 

representar um biomarcador de prognósticos desfavorável, que indica a disseminação 

do parasita e lesões mais agressivas na forma ulcerativa e na forma mucocutânea 

(MARETTI-MIRA et al., 2010). Apesar do aumento da MMP-9 estimular a migração 

leucocitária favorecendo o hospedeiro no controle da doença, há a destruição da 

matriz da membrana basal, que pode servir como facilitador de disseminação da 

doença em humanos para a fase ulcerativa, sugerindo que a progressão da doença 

para a fase ulcerativa pode estar associada ao aumento dos níveis de níveis de MMP-

9, bem como por um desequilíbrio entre MMP-9 e seu inibidor TIMP (MURASE et al., 

2018). 

 Embora as MMPs sejam essenciais para uma resposta inflamatória normal, a 

atividade descontrolada dessas proteases após a infecção acaba causando graves 

danos aos tecidos, disseminação microbiana e até morte do hospedeiro. Além de ser 

induzida a secreção de MMP pelas pelos macrófagos do hospedeiro, os próprios 

patógenos também podem produzir metaloproteases que são necessárias para a 

virulência, por exemplo a falcilisina pelos parasitas da malária (MURATA; 

GOLDBERG, 2003), GP63 pelos parasitas da Leishmania e metaloprotease 
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desintegrinas (ADAMS) (MCGWIRE et al., 2003) e a toxolisina 4 secretada pelos 

micronemas de Toxoplasma gondii (LALIBERTÉ; CARRUTHERS, 2011). 

 A metaloproteinase tem sido estudada em gatos principalmente como marcador 

de monitoramento de progressão de neoplasias, como metástases (TAMAMOTO et 

al., 2014; AKKOC et al., 2012). Apesar de haver trabalhos em cães sobre MMPs, 

estudos em gatos ainda se mostram escassos, principalmente em doenças 

infecciosas como a leishmaniose. Portanto, este trabalho, tem como objetivo avaliação 

da atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 em gatos naturalmente infectados por 

Leishmania spp. em região endêmica (Araçatuba-SP), sendo até então, um trabalho 

inédito. 
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2.1 Resumo 

Leishmaniose é uma zoonose negligenciada causada pelo protozoário intracelular do 

gênero Leishmania, no qual apresenta três formas principais em humanos: 

leishmaniose visceral, tegumentar e mucocutânea. Tem como hospedeiro definitivo o 

homem e o cão, porém estudos recentes têm demonstrado o gato como hospedeiro 

capaz de disseminar a doença, participando, então do ciclo epidemiológico da 

enfermidade. A leishmaniose apresenta sinais clínicos diversos, variando conforme a 

imunidade do hospedeiro (cão ou gato) e da espécie de Leishmania, podendo levar à 

doença subclínica. As metaloproteinases (MMPs) são gelatinases, endopeptidases 

dependentes de zinco, que são responsáveis pela degradação de proteínas da matriz 

extracelular, apresentando importância na disseminação de neoplasias, remodelação 

de tecidos, e principalmente na modulação da inflamação. Este é o primeiro trabalho 

avaliando a atividade das metaloproteinases em gatos com leishmaniose 

assintomáticos. Em uma região endêmica para leishmaniose visceral, o soro de 26 

gatos sororeagentes para ELISA e/ou PCR positivos para Leishmania spp. foram 

avaliados pela técnica de zimografia quanto a presença e atividade das 

metaloproteinases 2 e 9. A forma inativa das MMPs 2 e 9 foi detectada nos grupos 

controle e infectados. Não houve a detecção das formas ativas das MMP-2 e 9 nos 

grupos avaliados. A infecção pela leucemia viral não alterou o resultado para 

metaloproteinases na forma inativa. Portanto, gatos com leishmaniose visceral não 

apresentam atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 na forma ativa. 
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2.2 Abstract 

Visceral leishmaniasis is a neglected zoonosis caused by intracellular protozoan of the 

genus Leishmania, and occurs tropical and subtropical regions. Its definitive host is 

man and dog, but recent studies have shown the cat as a possible host, capable of 

spreading the disease, thus participating in the epidemiological cycle of the disease. 

Leishmaniasis presents different clinical signs, varying according to the host's 

immunity and the Leishmania species, and the disease may even be subclinical in cats, 

as it occurs in dogs. The definitive diagnosis is given through laboratory tests, which 

are: cytology, histology, immunohistochemistry, culture cells and PCR, ELISA and 

immunofluorescent antibody test (IFAT). Metalloproteinases (MMP) are gelatinases, 

zinc-dependent endopeptidases, which are responsible for the degradation of the 

basement membrane, presenting importance in the dissemination of neoplasia, tissue 

remodeling, modulation of inflammation and cell migration in inflammatory processes. 

The role of MMP is related to the development of visceral leishmaniasis in humans and 

dogs already reported in the literature. This is the first work evaluating the activity of 

metalloproteinases in cats positive for leishmaniasis. In a endemic region for visceral 

leishmaniasis, 272 cats were tested by parallel methods (ELISA and qPCR), resulting 

in 26 positive animals (infected group). Serum metalloproteinases activity was 

detected by zymography technique. In both the control and infected groups, there was 

no presence of MMP-2 and 9 activities in the active form, only in the inactive form. 

Comparatively, cats with feline viral leukemia (FELV) did not show high activity of these 

metalloproteinases, thus not demonstrating that immunosuppression could increase 

the activity of metalloproteinases. Therefore, asymptomatic cats with visceral 

leishmaniasis do not show activity of metalloproteinases 2 and 9, not participating in 

this pathway in the dissemination of the disease and in activation of inflammation 

cascade. 
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2.3 Introdução1 

 Leishmaniose visceral é uma zoonose negligenciada causada pelo protozoário 

intracelular Leishmania infantum pertencente à ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae. [1]. Estima-se que no mundo 556 milhões de pessoas correm o 

risco de desenvolver a doença na forma visceral [2]. No Brasil cerca de 3.500 casos 

em humanos são diagnosticados anualmente, com letalidade média de 8,1% [3].  

 Os seres humanos e os cães domésticos (Canis lupus familiaris) são os 

principais hospedeiros da Leishmania spp. considerados relevantes diante a Saúde 

Única [7]. Recentemente, vários estudos têm demonstrado a capacidade do gato 

doméstico (Felis catus) em se comportar como reservatório do parasito [4, 9,10], 

compartilhando o L. infantum isoladas tanto em cães quanto em humanos. 

 A leishmaniose apresenta sinais clínicos variáveis, se manifestando conforme a 

imunidade do hospedeiro e da espécie de Leishmania, podendo se apresentar de 

forma clínica ou assintomática/subclínica em gatos, assim como ocorre em cães [19]. 

Estudos sobre a doença em felinos já destacaram que a ocorrência de indivíduos 

assintomáticos é mais frequente que aqueles que possuem manifestações de sinais 

clínicos [20]. Os sinais clínicos mais comuns na leishmaniose felina são: 

linfadenomegalia, lesões cutâneas e mucocutânea (nódulos, úlceras, pápulas, 

alopecia) [10]. Os sinais sistêmicos incluem: letargia, perda de peso, anorexia, lesão 

oral (gengivoestomatite) e ocular (uveíte) [21]. Os retrovírus têm grande impacto na 

saúde dos felinos, causando efeitos imunossupressivos importantes, no qual podem 

elevar o risco de infecções oportunistas, como áquelas transmitidas por vetores [22].  

 As metaloproteinases (MMP) são gelatinases, endopeptidases dependentes de 

zinco, que são responsáveis pela degradação da matriz extracelular. Participam de 

processos fisiológicos e patológicos, sejam, agudos ou crônicos [25, 26, 27]. A MMP2 

cliva e ativa CCL7 e CXCL12, contribuindo para a quimiotaxia e recrutamento de 

células imunes para locais de lesão. A MMP-9 aumenta o influxo de células imunes 

através da destruição dos componentes da membrana basal [28], participando do 

processo pró-inflamatório e/ou reparo tecidual. 

                                                             
1 Normas da Revista PLOS NEGLECTED (Anexo C). 
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 Além de induzir a secreção de MMP pelas células do hospedeiro, os próprios 

patógenos também podem produzir metaloproteases que são necessárias para a 

virulência, por exemplo a falcilisina pelos parasitas da malária [36], GP63 pelos 

parasitas da Leishmania [37] e a toxolisina 4 secretada pelos micronemas de 

Toxoplasma gondii [38].  

 O papel das MMPs está relacionado com a evolução da leishmaniose visceral 

em seres humanos [29, 30, 31, 32], e já foi descrita no soro, pele e tecido nervoso de 

cães com LV [29, 31, 55]. Nestas espécies, a estimulação da produção de MMPs pelos 

macrófagos do hospedeiro leva à degradação da matriz celular, promovendo a 

disseminação do parasito para outros sítios [33; 34]. A avaliação da quantidade de 

MMP tanto em tecido quanto em soro tem sido avaliada para servir como 

biomarcadores de monitoramento de tratamento de leishmaniose visceral em seres 

humanos [35, 32]. 

 Estudos sobre a leishmaniose felina ainda é escasso, sobretudo em relação 

a resposta imune e inflamatória, portanto o presente estudo teve como objetivo avaliar 

a atividade sérica das metaloproteinases 2 e 9 em gatos naturalmente infectados com 

Leishmania spp em região endêmica, a fim de elucidar se a LVF utiliza a via das 

metaloproteinases para disseminação do parasito, e se a metaloproteinase é um bom 

sinalizador de via inflamatória. Será avaliado também se a presença dos retrovírus 

interfererem na ativação e/ou aumento da atividade das metaloproteinses. 

 

2.4 Métodos 

 

2.4.1 Triagem dos gatos e amostras 

Foram avaliadas amostras de sangue e medula óssea de 272 felinos com idade 

superior a cinco meses, de ambos os sexos em um projeto de castração voluntária 

realizada em Araçatuba, São Paulo, região endêmica para leishmaniose visceral, no 

período de abril a novembro de 2020.  

 Todos os animais foram submetidos a anestesia dissociativa, utilizando 

cloridrato de tiletamina e zolazepam (Telazol ®) 5mg/kg, acepromazina (0,01mg/kg) e 

morfina (0,3 mg/kg) por via intramuscular. Na sequência, foi realizado o bloqueio 

regional (peridural sacro-cocígea ou intratesticular) com lidocaína a 2% na dose de 

3mg/kg. O sangue venoso (2 a 3 mL/animal) foi coletado por punção da veia jugular e 
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em tubo com ativador de coágulo para a obtenção do soro. A medula óssea (1-

2mL/animal) foi obtida a partir da punção da porção crânio-lateral da tuberosidade 

maior do úmero ou crista ilíaca e armazenada em tubo com EDTA. Foi realizado 

medicação pós-operatória com antibiótico (amoxicilina 20 mg/kg/SC) e antinflamatório 

(meloxicam 0,05 mg/kg/SC). As amostras de soro e medula óssea foram conservadas 

a -20°C até o processamento. 

 

2.4.2 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. no soro 

 A pesquisa de anticorpo foi realizada por meio de ensaio imunoenzimático 

(ELISA). Utilizando placas (Greiner Bio-One Microlon® 600, Alemanha) revestidas 

com 50 µL/poço de 20 µg de extrato do antígeno bruto, obtido a partir da cultura de 

promastigotas de L. infantum MHOM/BR00/MERO2 em tampão 

carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH 9,6). A incubação foi realizada a 4 °C overnight. 

As lavagens foram realizadas com com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampão 

de lavagem com PBS contendo 10% de soro fetal bovino por uma hora à temperatura 

ambiente. As amostras de soro (50 µl) foram diluídas na concentração de 1:100 em 

PBS contendo 10% de soro fetal bovino e 0,05% de Tween 20® e adicionadas a cada 

poço, em duplicata. Como controle positivo foi utilizado soro de um animal sintomático, 

positivo no exame parasitológico de punção de linfonodo (método ouro), proveniente 

de Andradina – SP, e como controle negativo soro de felino de área não endêmica 

(São Vicente - SP). As placas foram incubadas durante três horas à temperatura 

ambiente. Foram considerados positivos animais com (densidade óptica) D.O. acima 

de 0,372. 

2.4.3  Extração do DNA e quantificação da carga parasitária de Leishmania 

infantum  

 O DNA genômico da medula óssea foi extraído usando o protocolo fenol-

clorofórmio (SAMBROOK et al,. 1989) e analisado no espectrofotômetro NanoDrop™ 

ND-1000 (NanoDrop™, Thermo Fisher, MA, USA) para avaliação de pureza (260/280) 

e quantificação. Posteriormente foi armazenado a -20°C, até a análise. 

 Para avaliação da qualidade do DNA foi utilizado o gene β-actina. Para a 

quantificação da carga parasitária de L. infantum, o qPCR foi realizado empregando 

iniciadores direcionados ao DNA circular do cinetoplasto do parasita (kDNA) (foward: 

5'-GTGGGGGGAGGGGCGTTCT-3’ e reverse: 5'-ATTTTACACCAACCCCCAGTT-
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3'). A reação de qPCR foi padronizada com 10 ng de DNA genômico purificado, 4 µL 

de 5x HOT FIREPol® Evagreen® qPCR Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Estónia), 0,5 

µL de cada primer e 13 µL de H2O ultrapura - em um volume final de reação de 20 

µL. Também foi gerada uma curva padrão de regressão com seis faixas logares de 

pontos de concentração, usando DNA extraído de promastigotas de L. infantum 

(MHOM/BR 00/MER02). As reações ocorreram em sistema Mastercycler® RealPlex2 

(Eppendorf, CT, USA), nas seguintes condições: desnaturação inicial de 95°C por 12 

min, seguido de 40 ciclos de desnaturação (95°C por 15s), anelamento (65°C por 20 

segundos) e extensão (72°C por 20 segundos). Após essas etapas, foi realizada curva 

de dissociação do fragmento amplificado (95°C por 15 s, depois 60°C a 95°C em 15 

s/°C). O número de cópias amplificadas do DNA foi determinado e foram consideradas 

positivas se apresentassem um ciclo de limiar e temperatura de fusão 

correspondentes à curva padrão.  

 

2.4.4  Imunocromatografia para vírus da leucemia felina (FELV) e para o vírus de 

imunodeficiência felina (FIV)  

 Tanto o grupo controle quanto o grupo infectado foram avaliados quanto a 

coinfecção para retroviroses, por meio de testes rápidos realizados com o kit de ensaio 

imunoabsorvente ligado à enzima (ELISA), (Teste Combo de Anticorpo SNAP® 

FIV/Antígeno FeLV: Laboratórios IDEXX, Westbrook, ME, EUA). O teste foi executado 

e interpretado seguindo as orientações do fabricante. 

 

2.4.5 Delineamento experimental 

 Dos 272 felinos testados, 26 apresentaram sorologia e/ou PCR positivo para 

Leishmania ssp. Estes animais constituíram o grupo infectado. O grupo controle foi 

composto por oito felinos provenientes de região não-endêmica da cidade de São 

Vicente, litoral do estado de São Paulo, negativos na PCR e na sorologia com D.O 

menor que 0,372.  

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Experimental Animal 

(COBEA), com a aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) - processo 

número 76/2022 (ANEXO A). 
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2.4.6 Zimografia  

 A análise das metaloproteinases pelo método de zimografia foi realizado no 

laboratório de Botucatu (FMB-Unesp). Para a detecção da atividade 

metaloproteinases 2 e 9, o soro dos animais dos grupos infectado (n=26) e controle 

(n=8) foram submetidos à zimografia. 

 A proteína nas amostras do soro foi quantificada pelo método de Bradford. 

Soros com 10 µg de proteína foram, então diluídas em tampão com 0,5 M Tris pH 6,8, 

50% de glicerol e 0,05% de azul bromofenol em uma proporção de 1:3, e carregadas 

nos poços. 

 O gel de separação (corrida) foi feito com 8% de SDS-poliacrilamida contendo 

1% de gelatina bovina (G8150-100G, Sigma-Aldrich), e o gel de empilhamento a 5% 

sem a gelatina 1%. A corrida eletroforética foi efetuada a 120 V por duas horas (Power 

Pac HC 3.0A, Bio - Rad, Hercules, CA, USA) com tampão de corrida (Tris 0,25M, 

glicina 192 mM e SDS 1%) a 8°C. 

 Após a corrida, o gel foi removido, lavado com 2,5% de Triton-X-100 durante 

uma hora, e após esse período lavado com 50 mM de Tris e pH 8,4 durante dez 

minutos. Após este procedimento, foi incubado em banho maria a 37 °C durante 20 

horas em solução de ativação com 50 mM Tris pH 8,4, 5 mM CaCl sob constante 

agitação. A coloração foi realizada durante 30 minutos com azul cromassie R-250 

0,5%, ácido acético glacial 10% e metanol 30%. A descoloração foi realizada em 

solução contendo 30 % de metanol e 10 % de ácido acético à temperatura ambiente 

em constante agitação até a visualização das bandas. 

 As imagens em gel foram avaliadas por meio de densitometria óptica 

(ImageQuant LAS 4000; GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Suécia) e os 

resultados analisados através do software de domínio público ImageJ 1,45 s (Wayne 

Rasband, National Institutes of Health; http://rsb.info.nih.gov/ij) e mensuradas em 

unidade arbitrárias (UA). A identificação das MMPs baseou-se nos seus pesos 

moleculares utilizando o marcador Precision Plus Protein Kaleidoscope.recombinant 

proteins (Bio-Rad). Os pesos moleculares correspondentes são: 92 kDa (MMP-9 

inativa), 86 kDa (MMP-9 ativa) 72 kDa (MMP-2 inativa) e 66 (MMP-2 ativa). 

 

http://rsb.info.nih.gov/ij
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2.5 Estatística 

 O resultado de cada reação foi normalizado, dividindo cada amostra pelo 

controle da reação, com a finalidade de reduzir as disparidades decorrentes da 

utilização de géis distintos. O teste Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a 

normalidade dos dados. A diferença entre os grupos foi avaliada pelo de Mann-

Whitney considerando a distribuição não paramétrica dos dados. 

 Visando verificar se a coinfecção por FELV poderia causar alterações nas 

MMPS, os felinos do grupo infectado foram subdivididos em dois grupos: infectados 

FELV positivos (FELV +, n=7) e negativos (FELV -, n=19).  

 O teste Kruskal-Walis e Dunn foi utilizado para determinar diferenças entre 

os grupos, considerando variâncias não homoscedásticas e distribuição não 

paramétrica dos resíduos. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. Todas as análises estatísticas foram realizadas com o software Prism 

(v8.0.1, GraphPad, La Jolla, CA, EUA).  

 

2.6 Resultados 

2.6.1 Positividade para Leishmania spp 

 A positividade para leishmaniose visceral pelos seus respectivos testes e 

positividade para retrovirose é ilustrado pela figura 3, juntamente com seus sinais 

clínicos. 
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Figura 3 - Distribuição dos gatos naturalmente infectados por Leishmania infantum de 

acordo com o método diagnóstico (ELISA ou qPCR), positividade para retroviroses e 

sinais clínicos. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

2.6.2 Detecção de metaloproteinases 2 e 9 sérica  

 Os zimogramas mostraram atividade gelatinolítica associada a proteínas de 

pesos moleculares 92 kDa (proMMP-9) e 72 kDa (proMMP-2) conforme ilustra a figura 

4. A forma ativa da MMP-2 (66 kDa) e MMP-9 (92 kDa) não foi encontrada em nenhum 

dos grupos estudados.  
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Figura 4 - Zimograma representativo do soro de gatos controle (A) e gato infectado com 

Leishmania spp (C). Nota-se a presença das bandas gelatinolíticas correspondentes à 

pro-MMP-9 (92 kDa), pro-MMP-2 (72 kDa). B: MW: peso molecular (Precision Plus Protein 

Kaleidoscope Standards mixture of ten multicolor Bio-Rad). 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 Quando comparamos os grupos estudados, não houve diferença estatística 

(p>0,005) entre o grupo controle para pro-MMP-2 e pro-MMP-9, tanto nos grupos 

controle quanto no infectado (figura 5). Não foi observado diferença entre os grupos 

controle, grupo FELV positivo (FELV +), FELV negativo (FELV -), indicando que não 

há diferença da atividade gelatinolítica das metaloproteinases estudadas em gatos 

naturalmente infectados com Leishmania spp. que tenham a retrovirose. (p= 0,1082) 

(figura 6). 
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Figura 5 - Avaliação da atividade gelatinolítica de proMMP-2 e 9 entre o grupo controle 

e grupo infectado naturalmente com Leishmania spp. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Figura 6 - Comparação da atividade gelatinolítica de proMMP-2 e 9 entre o grupo 

controle e gatos infectados ou não com o vírus da leucemia felina (FELV). 

  

Fonte: Elaborado pela autora. 
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2.7 Discussão 

 A ausência de doença sistêmica e/ou dermatológica durante a admissão foi 

critério de inclusão adotado para a seleção dos pacientes. Porém foram encontradas 

algumas alterações no exame físico, como: baixo escore corporal (4/26), 

linfoadenomegalia (2/26), escoriação e alopecia (4/26) que são sinais inespecíficos, 

podendo ser relacionados às outras doenças que não foram investigadas nesta 

pesquisa.  

Não foi observado nenhum gato com lesões sugestivas de leishmaniose 

visceral, como dermatite ulcerativa, nódulos e crostas em região de cabeça e pescoço, 

que são lesões dermatológicas mais comuns na leishmaniose felina [50]. Estudos 

sobre a doença em felinos já destacaram que a ocorrência de indivíduos 

assintomáticos é mais frequente que a manifestação de sinais clínicos [20] o que 

corrobora com o presente estudo. 

Os animais positivos para ambos os testes tinham carga parasitária e D.O 

maior, em comparação aos outros animais do grupo, o que pode estar relacionado a 

forma ativa da doença, na qual o sistema imune esteja montando uma resposta contra 

a alta carga parasitária no gato, mesmo não apresentando sinais clínicos, 

principalmente os dermatológicos. Os gatos com sinais clínicos não apresentavam 

uma maior atividade de MMP-2 e 9 na forma inativa (pro). 

A pesquisa de metaloproteinases 2 no soro dos gatos infectados revelou a 

presença da forma inativa (proMMP-2), mas não houve diferença com o grupo 

controle. Resultados semelhantes foram observados por Melo e colaboradores (2011) 

[53] que investigaram cães infectados com Leishmania spp.  

Contudo, avaliando cães com sinal neurológico e sadios, notaram a presença 

da MMP-2 inativa e ativa no líquido cérebro-espinhal, sugerindo a atividade desta 

enzima em cães neurocomprometidos [54]. No estudo de Marangoni e colaboradores 

(2011) [30] foi relatada a presença da MMP-2 inativa em soro de cães não infectados 

e infectados sem distúrbios neurológicos, e nenhuma presença da forma ativa da 

MMP-2 nos dois grupos. 
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Machado e colaboradores (2010) avaliaram a atividade das MMP-2 em 

encéfalo de cães infectados com Leishmania spp., onde somente a forma inativa das 

enzimas foram detectadas, mesmo em animais sintomáticos.   

A MMP-2 na forma ativa foi detectada em liquido cérebro espinal [53] e em pele 

de animais infectados (citar). Aparentemente, a forma ativa da MMP-2 está envolvida 

em casos no qual a infecção por Leishmania spp. apresenta um estágio mais 

avançado, e o animal apresente sinais e lesões característicos da doença, e a 

Leishmania spp. seja capaz de modular o sistema imune em seu próprio benefício, 

tornando as MMPs aliadas na disseminação através dos tecidos [54]. 

A MMP-9 foi encontrada somente na forma inativa no soro dos animais, tanto 

no grupo controle quanto no grupo infectado, não havendo diferença estatística entre 

eles (p>0,05). Melo e colaboradores (2012) [54] não registraram diferença significativa 

nos níveis de proMMP-9 no soro dos cães infectados e do grupo controle, e os níveis 

de MMP-9 ativa somente foram encontradas no líquido cefalorraquidiano dos animais 

infectados. Em um estudo anterior Melo e colaboradores (2011) [53] já haviam 

observado que os soros dos animais avaliados não apresentaram MMP-9 ativa, e não 

houve significância na atividade entre MMP-9 e sinais clínicos, ou seja, animais com 

mais de um sinal clínico da leishmaniose não expressavam mais a MMP-9 ativa. 

Jacintho e colaboradores (2012) [55] relataram aumento de detecção de MMP-9 

inativa e ativa em de pele de cães infectados.  

Ao comparar a atividade gelatinolítica de proMMP-2 e 9 entre o grupo controle 

e gatos infectados ou não com o vírus da leucemia felina (FELV-N e FELV-P), não 

houve diferença estatística. Não há estudos até o presente momento que avalie a 

atividade dessas enzimas em pacientes com retrovírus. 

Gatos de áreas endêmicas produzem IFN-γ após estimulação sanguínea ex 

vivo com antígeno solúvel de L. infantum e, portanto, são capazes de ativar uma 

resposta imune adaptativa mediada por células em resposta ao parasita que está 

variavelmente associado com anticorpo ou positividade de PCR no sangue [56]. A 

citocina inflamatória TNF (fator de fator de necrose tumoral), além de desempenhar 

um papel na apoptose celular e em outros processos biológicos, também participa da 

indução de MMPs 2 e 9 podem ser moduladas pelo IFN-γ [57]. Gatos assintomáticos 

podem ser representantes de uma resposta  imune efetiva (Th1) e apresentam 
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ausência de lesões locais ou sistêmicas. A falta de lesões sistêmicas no grupo de 

felinos estudados justifica a ausência de detecção de alterações na detecção das 

formas ativas da MMP-9, uma vez que a MMP-9 é considerado marcador inflamatório 

[56]. 

Futuras pesquisas com gatos sintomáticos e tamanho amostral maior são 

necessário para esclarecer a contribuição das MMPs 2 e 9 na patogenia da 

leishmaniose em felinos. 

 

2.8 Conclusão 

Gatos infectados com Leishmania ssp que são assintomáticos não apresentam 

alteração sérica das formas ativa e inativas da MMP-2 e MMP-9.  
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ANEXO B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

TERMO DE CONSENTIMENTO 

I – DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO GATO E RESPONSÁVEL LEGAL 

1. Nome do Gato: 

 

Raça: 

 

Sexo: 

 

Idade do animal: 

 

 

1. Responsável Legal: 

 

Documento de 

Identidade nº 

 

Sexo: Data de Nascimento: 

 

Endereço: 

 

Cidade: 

Araçatuba 

U

.

F

. 

S

P 

 

 

II – DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTÍFICA 

Título do projeto de pesquisa: Exposição ao Lutzomia spp. e infecção por Leishamnia spp. em 

felinos domésticos de área endêmica.  

Pesquisador responsável: Valéria Marçal Felix de Lima 

 

Cargo/função: Prof. Ass. 

 

Unidade ou Departamento do Solicitante: 

DCCRA 

 

3. Avaliação do risco da pesquisa: (probabilidade de que o gato sofra algum dano como 

consequência imediata ou tardia do estudo). 
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  SEM RISCO                        RISCO MÍNIMO             X RISCO  MÉDIO                RISCO  MAIOR 

4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (explicitar): 

- Coleta de sangue periférico e medula óssea, bem como a realização de ensaios sorológicos para 

detecção de IgG anti-saliva e IgG anti-MAX, em resposta a possível exposição ao Lutzomia 

longipalpis (vetor da Leishmaniose Visceral) assim como pesquisa de anticorpos IgG anti-

Leishmania e PCR para investigar infecção por Leishmania infantum;  

 

 

5. Procedimentos que serão realizados com os animais: 

 

De cada animal serão coletados 3 ml de sangue por punção da veia cefálica ou jugular divididos 

em três alíquotas em tubo sem anticoagulante. Será também coletado 3 ml de medula óssea 

armazenado em tubo com EDTA por meio da punção da região epifisária proximal do úmero ou 

da crista ilíaca.  

Para a coleta desse material, os animais serão submetidos a uma anestesia dissociativa. Dessa 

forma, animais que não estejam saudáveis não devem participar do projeto, sendo obrigação do 

tutor certificar-se que a saúde do animal esteja em dia. Sempre que possível, é recomendado 

que o mesmo solicite exames laboratoriais prévios, como hemograma e avaliação bioquímica 

com perfil renal e hepático, antes da realização da castração. 

É importante salientar que a castração realizada nas fêmeas (ovariosalpingohisterectomia - OSH) 

e nos machos (orquiectomia) não fazem parte da metodologia do projeto de pesquisa. Como a 

maioria dos felinos que participam do projeto são animais sem tutela, de ONGS ou abrigos, a 

castração é oferecida pensando no benefício no controle de natalidade desses animais e, 

consequentemente, na redução da população de gatos errantes no munícipio de Araçatuba-SP. 

Dessa forma, o pós-operatório e quaisquer complicações que o animal possa apresentar são de 

responsabilidade do tutor, devendo o mesmo garantir que o animal receba os cuidados 

necessários, incluindo a retirada de pontos.  

6.  Desconfortos e riscos esperados: 

Coleta de sangue e medula: dor local após coleta, claudicação transitória. 

 

Em relação a castração, podem ocorrer durante o procedimento hemorragias ou complicações 

decorrentes da anestesia. Vale reforçar que todo procedimento anestésico pode acarretar 

riscos, incluindo o óbito do animal.  

 

Já os riscos referentes ao pós-operatório do procedimento de castração em fêmeas ou machos 

dependem diretamente dos cuidados que cabem ao tutor, como uso de antibioticoterapia e 

analgesia prescritas, evitar que o animal consiga ter contato com a ferida cirúrgica ou que tenha 

acesso a rua. Caso não sejam realizadas as medidas recomendadas, tais complicações são 

inteiramente responsabilidade do tutor.  
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7.  Benefícios que poderão ser obtidos: 

Clarificação quanto a exposição da espécie felina ao vetor da Leishmaniose Visceral, bem como 

da sua relação com o risco da infecção por L. infantum. Permitindo dessa forma suporte 

científico para auxiliar no desenvolvimento de medidas de prevenção adequadas para gatos. 

Castração do animal, melhorando comportamentos relacionados ao estado reprodutivo, como 

fugas, auxiliando na prevenção de problemas do trato reprodutivo ou gestação indesejada em 

fêmeas 

8.  Benefícios aos animais: 

Conhecimento, por parte do tutor da positividade para L. infantum; além da contribuição para 

possíveis medidas de prevenção para controle da doença em gatos. Controle populacional 

através da esterilização cirúrgica desses animais.  

 

 

 

III - EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO REPRESENTANTE LEGAL 

1. Sua autorização para a inclusão do(s) seu(s) animal(s) nesse estudo é voluntária. Seu(s) animal(s) 

poderá(ão) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuízo a 

ele(s). 

 

2. A confidencialidade dos seus dados pessoais será preservada. 

 

3. Esclarecimentos sobre a garantia de resposta a qualquer pergunta, a qualquer dúvida acerca dos 

procedimentos, riscos, benefícios e outros assuntos relacionados com a pesquisa. 

 

5. Esclarecimento sobre a disposição e o compromisso de receber informações obtidas durante o 

estudo, quando solicitada.  

 

 

IV – CONSENTIMENTO PÓS-ESCLARECIDO 

Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador, conforme registro nos 

ítens 1 a 5 do inciso III, consinto em permitir a participação de meu(s) cão(ães), no Projeto de Pesquisa 

referido no inciso II. 

 

 

________________________________         

               Assinatura 
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ANEXO C- NORMAS PARA SUBMISSÃO PLOS NEGLEDTED 
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ANEXO D – TABELA DE RESULTADOS GERAIS POR ANIMAL 

 

  

 

Amostra Sexo Idade (meses) D.O Elisa Carga  Parasitária PCR 
Cópias de DNA/ul 

proMMP9 proMMP2 FELV 

2 M 12 0,409 5,30 4,6044 0,4092 N 

8 M 5 0,455 N 0,2493 0,6651 N 

41 M 12 0,549 5,78 4,7567 0,9195 1 

42 M 24 0,123 1,54 2,1079 0,7265 N 

4 M 6 0,094 3,70 0,7951 0,4188 N 

44 F 12 0,118 1,07 0,0000 0,6914 N 

51 F 7 0,175 3,17 0,0979 0,7234 P 

56 F 12 0,112 3,760 0,3686 0,6167 N 

70 M 24 0,122 3,570 0,1021 0,2030 N 

80 M 16 0,532 2,030 0,0862 0,3019 N 

81 F 6 0,067 2,320 0,1347 0,5538 N 

135 M 8 0,089 24,600 0,0000 0,5945 N 

141 F 10 0,454 N 1,9523 0,8356 N 

160 M 8 0,418 N 0,2944 0,3711 N 

177 M 12 0,087 14,500 0,2963 0,4681 N 

208 M 12 0,098 21,200 0,0956 1,1461 N 

222 M 24 0,418 3279,000 0,3991 0,4465 P 

234 M 24 0,159 6,880 0,1181 0,7190 P 

238 F 6 0,136 11,600 2,0942 0,8099 P 

248 M 11 0,069 26,400 0,0544 0,3379 N 

263 M 6 0,084 0,235 0,1334 0,6005 N 

269 F 24 0,161 0,125 4,5788 1,7753 P 

275 M 12 0,132 0,120 1,0430 0,6468 N 

302 F 6 0,151 0,194 0,0000 1,1000 N 

317 F 24 0,094 2,350 1,3772 1,0276 P 

328 M 12 0,665 N 0,6175 0,5579 N 

C1 M 12 0,135 N 1,0000 1,0000 N 

C2 F 6 0,155 N 0,0986 0,5525 N 

C3 F 5 0,121 N 2,2316 1,0639 N 

C4 F 9 0,118 N 0,2057 0,7040 N 

C5 F 6 0,207 N 0,5469 1,0722 N 

C6 M 5 0,185 N 0,0000 0,5680 N 

C7 F 12 0,0645 N 1,2791 0,6666 N 

C8 M 24 0,1215 N 0,1961 1,0835 N 


