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RESUMO 

 

Relatos de leishmaniose visceral felina (LVF) estão em ascensão, especialmente em 

países endêmicos para leishmaniose visceral (LV). Apesar do cão ser o reservatório 

urbano mais importante, há questionamentos sobre a importância do gato como 

reservatório adicional. Sabe-se que felinos são suscetíveis a enfermidade, no 

entanto, são frequentemente assintomáticos e realizam pouca soroconversão, 

gerando grandes desafios para o diagnóstico. A interação hospedeiro e parasita 

possui eventos complexos com diversos mecanismos que modulam a resistência ou 

suscetibilidade à infecção. Adicionalmente, as proteínas salivares do flebotomíneo, 

inoculadas durante o repasto sanguíneo, também possuem propriedades 

imunomoduladoras, que podem ser úteis para observação da exposição ao vetor. 

Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposição de uma população de gatos ao 

Lutzomyia longipalpis, vetor da doença predominante nas Américas. Em uma região 

endêmica para LV, 283 felinos assintomáticos foram testados por métodos paralelos 

(ELISA e qPCR), a fim de estimar a prevalência de positivos para LVF. A exposição 

ao flebotomíneo foi avaliada pela presença de anticorpos anti-antígeno bruto salivar 

(SGS) do L. longipalpis e do antígeno recombinante maxadilan (MAX), encontrado 

também na saliva do flebotomíneo. Observamos exposição ao L. longipalpis em 

22,62% (64/283) dos gatos, no entanto, sem correlação entre a exposição ao vetor e 

a positividade para LVF. O MAX e o SGS apresentaram correlação fraca entre si, 

dessa forma, acreditamos que o MAX não tenha o mesmo desempenho que o SGS 

para estudos dessa natureza. Observamos prevalência de positivos para LVF de 

13,07% e encontramos uma alta taxa de coinfecção pelo vírus da leucemia viral 

felina (FeLV). Esse é o primeiro delineamento da exposição dos gatos ao L. 

longipalpis. Mesmo que a presença de anticorpos anti-saliva não tenha uma 

associação com a ocorrência de LVF, os felinos são naturalmente expostos ao vetor. 

Positividade para LVF foi observada em gatos assintomáticos, tanto no ELISA como 



 

 

no qPCR. Destacamos a necessidade de monitoramento de gatos de regiões 

endêmicas, bem como emprego de práticas de prevenção.    

 

Palavras-chave: Gatos. Leishmaniose Visceral. Sorologia. qPCR. Flebotomíneos.  
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ABSTRACT 

 

Reports of feline visceral leishmaniasis (FVL) are on the rise, especially in countries 

endemic for visceral leishmaniasis (VL). Although the dog is the most important 

urban reservoir, there are questions about the importance of the cat as an additional 

reservoir. It is known that cats are susceptible to the disease, however, are often 

asymptomatic and perform little seroconversion, creating major challenges for 

diagnosis. The interaction between host and parasite has complex events with 

several mechanisms that modulate resistance or susceptibility to infection. 

Additionally, the salivary proteins of the sand fly, inoculated during blood repass, also 

have immunomodulatory properties, which may be useful for observing exposure to 

the vector. This is the first study to evaluate the exposure of a cat population to 

Lutzomyia longipalpis, a vector of the disease that is prevalent in the Americas. In a 

VL endemic region, 283 asymptomatic cats were tested by parallel methods (ELISA 

and qPCR) to estimate the prevalence of VLFV positives. Exposure to the sand fly 

was assessed by the presence of antibodies to L. longipalpis salivary crude antigen 

(SGS) and the recombinant antigen maxadilan (MAX), also found in sand fly saliva. 

We observed exposure to L. longipalpis in 22.62% (64/283) of the cats, but no 

correlation between exposure to the vector and LVF positivity. The MAX and SGS 

showed weak correlation with each other, thus we believe that the MAX does not 

perform as well as the SGS for studies of this nature. We observed a prevalence of 

LVF positives of 13.07% and found a high rate of feline viral leukemia virus (FeLV) 

coinfection. This is the first delineation of the exposure of cats to L. longipalpis. Even 

though the presence of anti-saliva antibodies does not have an association with the 

occurrence of LVF, cats are naturally exposed to the vector. Positivity for LVF was 

observed in asymptomatic cats in both ELISA and qPCR. We highlight the need for 

monitoring cats in endemic regions, as well as employing prevention practices. 

 

Keywords: Cats. Visceral leishmaniasis. Serology. qPCR. Phlebotominae. 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 –  Distribuição dos gatos positivos para leishmaniose visceral de acordo 

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

retroviroses e sinais clínicos. .................................................................. 35 

 

Figura 2 –  Avaliação da exposição de gatos de área endêmica e não endêmica aos 

antígenos salivares total (2A) e recombinante (2B) do Lutzomia 

longipalpis. ............................................................................................. 37  

 

 

Figura 3 –  Correlação entre títulos de anticorpos anti-Leishmania spp e anticorpos 

anti-SGS (3A) e anti-MAX (3B) em felinos de área endêmica para LV. . 37  

 

 

Figura 4   – Correlação entre títulos de anticorpos anti-SGS e anticorpos anti-MAX 

em felinos de área endêmica para LV. ................................................... 38 

 



 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 –  Associação entre a presença de anticorpos anti-SGS e a positividade 

para leishmaniose. ................................................................................. 38 

 

 

Tabela 2 –  Associação entre a presença de anticorpos anti-MAX e a positividade 

para leishmaniose. ................................................................................. 39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

Ac  Anticorpos  

CCZSV Centro de Controle de Zoonoses do município de São Vicente  

CEUA  Comitê de Ética no Uso de Animais  

COBEA Comitê de Ética em Pesquisa Experimental Animal   

DO   Densidade óptica  

ELISA  Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 

FELV   Leucemia Viral Felina  

FIV  Vírus da Imunodeficiência felina  

IC  Intervalo de confiança  

LV   Leishmaniose Visceral  

LVF   Leishmaniose Visceral Felina  

MAX  Maxadilan  

OIE  Organização Mundial de Saúde Animal  

PBA   Punção biópsia aspirativa  

PCR   Reação em Cadeia da Polimerase 

qPCR   PCR quantitativa em Tempo Real 

RIFI   Imunofluorescência indireta  

RP   razão de prevalência 

SGS   Sonicado de glândula salivar 

USA  United States of América 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

 
1 INTRODUÇÃO GERAL ................................................................................ 17 

1.2 Revisão de literatura ................................................................................. 18 

1.2.1 Leishmaniose visceral ............................................................................ 18 

1.2.2 Leishmaniose visceral felina .................................................................. 19 

1.2.3 Diagnóstico leishmaniose visceral felina ................................................ 21 

1.2.4 Proteínas salivares e estudos de exposição .......................................... 22 

2 CAPÍTULO 1 - EXPOSIÇÃO AO LUTZOMYIA SPP. E INFECÇÃO POR 

LEISHMANIA SPP. EM FELINOS DOMÉSTICOS DE ÁREA ENDÊMICA ..... 25 

2.1 Resumo .................................................................................................... 26 

2.2 Resumo do autor ...................................................................................... 27 

2.3 Introdução ................................................................................................. 27 

2.4 Métodos .................................................................................................... 29 

2.4.1 Triagem dos gatos e coleta de amostras ............................................... 29 

2.4.2 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. ..................... 30 

2.4.3 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp. ........ 31 

2.4.4 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-maxadilan............................... 32 

2.4.5 Extração do DNA e qPCR de Leishmania spp. ...................................... 33 

2.4.6 Imunocromatografiaa para vírus da leucemia felina (FeLV) e para o vírus 

de imunodeficiência felina (FIV) ...................................................................... 33 

2.5 Análise estatística ..................................................................................... 34 

2.6 Resultados ................................................................................................ 34 

2.6.1 Positividade para Leishmania spp. ........................................................ 34 

2.6.2 Positividade para Anticorpos anti-SGS .................................................. 35 

2.6.3 Positividade para Anticorpos anti-MAX .................................................. 36 

2.7 Discussão ................................................................................................. 39 



 

 

2.8 Referências ............................................................................................... 43 

APÊNDICE A – REFERÊNCIAS DA INTRODUÇÃO GERAL ......................... 50 

APÊNDICE B – TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .. 55 

APÊNDICE C – FIGURAS SUPLEMENTARES ............................................. 58 

APÊNDICE D – TABELA RESULTADOS GERAIS POR ANIMAL ................. 61 

ANEXO A – COMISSÃO DE ÉTICA ............................................................... 68 

ANEXO B – NORMAS PARA SUBMISSÃO PLOS NEGLECTED .................. 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose com distribuição 

mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doenças tropicais 

negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoário Leishmania infantum (sinônimo 

Leishmania chagasi) é o principal agente etiológico da doença nas Américas 

(AKHOUNDI et al., 2016).  

A transmissão do parasita se dá por meio de um vetor flebotomíneo, que no 

país é representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis. Apesar dos cães 

serem o principal hospedeiro urbano da doença é crescente a expansão da infecção 

em gatos, que é frequentemente descrita especialmente em países endêmicos 

(PENNISI; PERSICHETTI, 2018).   

O fato de o felino doméstico apresentar-se assintomático em grande parte dos 

casos, somada à reduzida soroconversão que os animais infectados realizam, 

corrobora para que exista um subdiagnóstico. Dessa forma, seu potencial como 

hospedeiro e sua importância epidemiológica ainda é questionável (PENNISI et al., 

2015; VIDES et al., 2011).   

O desenvolvimento da doença, em todas as espécies de hospedeiros, 

depende de uma complexa interação entre mecanismos imunológicos com o 

parasita. Todavia o maior enfoque de estudos concentra-se na relação hospedeiro e 

Leishmania, subestimando o vetor flebotomíneo como variável que pode ser 

determinante para o desenvolvimento ou não da doença (CECILIO; CORDEIRO-DA-

SILVA; OLIVEIRA, 2022).  

Os componentes imunogênicos presentes na saliva dos flebotomíneos são 

capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, e a 

quantificação desses anticorpos é uma ferramenta auxiliar no monitoramento de 

áreas de risco (LESTINOVA et al., 2017). A IgG específica para a saliva de 

flebotomíneos verifica a exposição de uma população a esse vetor, através de 

sorologia, utilizando-se um sonicado de glândula salivar (SGS). Todavia, proteínas 

recombinantes também são utilizadas em substituição ao SGS, como é o caso do 

Maxadilan (MAX), substância presente na saliva do L. longipalpis e reproduzida em 

laboratório.  
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Em região endêmica de Portugal, verificou-se a exposição de gatos ao 

Phlebotomus perniciosus e os resultados obtidos mostram-se muito similares ao 

observado para a espécie canina, destacando que os gatos são também alvo 

frequente do flebotomíneo. Verificou-se também maior risco de infecção por 

Leishmania nos animais com anticorpos anti-saliva (PEREIRA et al., 2019).  

Tendo em vista que o Brasil é o país que mais apresenta trabalhos sobre 

leishmaniose visceral felina (LVF) e a escassez de estudos que verifiquem a 

interação da espécie com o vetor, consideramos pertinente entender melhor a 

exposição dos gatos ao flebotomíneo. Até o presente momento, não é do nosso 

conhecimento a existência de um estudo avaliando a exposição da espécie felina ao 

Lutzomyia longipalpis e sua relação com a positividade para LVF. Além disso, 

nenhum estudo com o peptídeo MAX como marcador de exposição em gatos foi 

executado.   

 

1.2 Revisão de literatura 

 

1.2.1 Leishmaniose visceral  

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose de distribuição 

mundial, potencialmente fatal, e faz parte da lista de doenças tropicais 

negligenciadas (COTTON, 2017). O protozoário Leishmania infantum (sinônimo 

Leishmania chagasi) pertence à Ordem Kinetoplastida e à Família 

Trypanosomatidae é o agente etiológico responsável pela doença nas Américas e é 

transmitido aos humanos e outros vertebrados através da picada de flebotomíneos 

(AKHOUNDI et al., 2016). 

A doença é de distribuição mundial (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 2019) e considerada endêmica principalmente em algumas 

regiões da Europa, África, Ásia, América Central e América do Sul (BANETH et al., 

2008). Nas américas, está presente em 19 países, sendo o Brasil o país mais 

afetado com 96% de todos os relatórios (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 2019). 

A transmissão do parasita se dá por meio do vetor flebotomíneo, que no Brasil 

é representado majoritariamente pelo Lutzomyia longipalpis, também conhecido 
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popularmente de mosquito-palha ou birigui. A fêmea do vetor necessita de matéria 

orgânica para maturação dos seus ovos, os quais, quando depositados em substrato 

orgânico e com calor e umidade adequados, se desenvolvem até a fase adulta 

(BRASIL, 2003).  

Os flebotomíneos realizam a inoculação da forma infectante do protozoário, a 

promastigota metacíclica, durante seu repasto sanguíneo. Proteínas liberadas 

durante a hematofagia incitam a ativação de células do sistema fagocítico 

mononuclear, especialmente os macrófagos do hospedeiro vertebrado. Esses por 

sua vez, fagocitam as formas promastigotas, e dentro dos vacúolos parasitofóros, o 

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

então sucessivas divisões binárias e as células densamente parasitadas se rompem 

liberando as amastigotas, que serão fagocitadas por novos macrófagos. Dessa 

forma se dá a disseminação hematogênica e linfática do protozoário. A infecção do 

vetor ocorre durante o repasto sanguíneo da fêmea, quando a mesma ingere 

macrófagos parasitados, dando continuidade ao ciclo (MAROLI et al., 2013).   

Os cães apresentam papel de destaque como principal reservatório urbano e 

periurbano. O potencial zoonótico dessa espécie na epidemiologia da LV é 

sustentado com base na alta prevalência da enfermidade em caninos, muitas vezes 

assintomáticos, e também, pelos hábitos alimentares do flebotomíneo, que 

frequentemente se alimentam desses animais (DANTAS-TORRES, 2007). De fato, 

existe correlação positiva entre altos índices de cães positivos e o aumento do risco 

da infecção em humanos, o que define essa espécie como sentinela da doença 

(WERNECK et al., 2007).  

 

1.2.2 Leishmaniose visceral felina  

 

Apesar dos gatos já terem sido considerados hospedeiros acidentais e 

relativamente resistentes à enfermidade, a doença é considerada emergente na 

espécie e frequentemente relatada em países endêmicos da Europa, Oriente Médio 

(ATTIPA et al., 2017; CAN et al., 2016; CHATZIS et al., 2014), e América do Sul, 

entre eles o Brasil (BRESCIANI et al., 2010; VICENTE SOBRINHO et al., 2012). As 

descrições da LVF são esporádicas em localidades não endêmicas (PENNISI; 

PERSICHETTI, 2018). A constante descrição em locais onde existe alta prevalência 
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da LV canina e humana reflete a capacidade de expansão da doença na espécie 

felina (COSTA, 2008).  

Até o momento, seis espécies do gênero Leishmania já foram descritas em 

gatos (PEREIRA; MAIA, 2021). Felinos provavelmente são infectados pela mesma 

espécie que infecta a população humana e canina. A infecção causada por L. 

infantum é relatada principalmente em machos adultos, com idade média de 7 anos, 

pelo curto e que vivem ou estão em viajem para regiões endêmicas. As 

manifestações clínicas são de curso crônico e com sinais clínicos muitas vezes 

inespecíficos, que podem ser confundidos com outras enfermidades. Cerca de um 

terço dos animais apresentam coinfecção por outras enfermidades como 

retroviroses (FIV/FELV), coronavírus felino (FCoV), Bartonella henselae, 

Toxoplasma gondii (PEREIRA; MAIA, 2021). 

Estudos sobre a doença já destacaram que a ocorrência de indivíduos 

assintomáticos é mais frequente que a manifestação de sinais clínicos (VIDES et al., 

2011). Nos gatos sintomáticos, os sinais observados em cerca de 75% dos casos 

são lesões cutâneas (PEREIRA; MAIA, 2021) e linfoadenomegalia (PENNISI et al., 

2015). As lesões de pele podem ser a única alteração que o animal apresentará, ou 

podem estar acompanhadas por sinais sistêmicos inespecíficos. (PENNISI et al., 

2015).  Cerca de 20% a 30% dos animais apresentam outras manifestações como 

lesões oftálmicas, lesões em cavidade oral, perda de peso, anorexia, letargia e 

desidratação (PENNISI et al., 2015; PEREIRA; MAIA 2021). Os achados 

laboratoriais mais frequentes são anemia, geralmente normocítica normocrômica, e 

hiperproteinemia (FERNANDEZ-GALLEGO et al., 2020).  

 Os gatos tem grande popularidade no ambiente doméstico por todo o mundo, 

colocando em questão seu potencial como espécie reservatório para LV (PENNISI et 

al., 2015; VIDES et al., 2011). Apesar de estudos com xenodiagnóstico 

comprovarem a sua infectividade aos flebótomos, alguns autores os consideram 

apenas hospedeiros acidentais ou alternativos (MAIA; CAMPINO, 2011), enquanto 

outros trabalhos os colocam na posição de reservatório adicional (MAROLI et al., 

2007).  

A prevalência da doença para espécie apresenta grande variabilidade de 

acordo com o método diagnóstico empregado, região avaliada e presença ou não de 

sinais clínicos. Estima-se, com base em trabalhos anteriores, que esteja próximo a 

10% para localidades endêmicas (ASFARAN; FAKHAR; TESHNIZI, 2019). 
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Entretanto os dados obtidos apresentam grande flutuações, mesmo em pesquisas 

realizadas na mesma localidade. Por exemplo, na região de Araçatuba, Estado São 

Paulo, foi encontrada prevalência de 49% em gatos com lesões de pele (VIDES et 

al., 2011), no entanto, na mesma região brasileira, outros trabalhos identificaram 

prevalência de 6,5%, 4% e 5,76% (COELHO et al., 2011; COSTA et al., 2010; 

ROSSI et al., 2011). Tal fato pode estar ligado com a seleção amostral utilizada nos 

estudos, já que o diagnóstico em animais assintomáticos ainda é um desafio (VIDES 

et al., 2011). 

 

 1.2.3 Diagnóstico leishmaniose visceral felina  

O teste ouro para diagnóstico de LVF é o exame parasitológico direto, em 

amostras de tecidos obtidas por punção biópsia aspirativa (PBA), identificando 

formas amastigotas principalmente em linfonodos, medula óssea e baço. Entretanto, 

a técnica depende diretamente da carga parasitária do animal infectado, o que pode 

gerar resultados falso-negativos (CHATIZ et al., 2014; VILHENA et al., 2013).  

O diagnóstico sorológico é amplamente empregado, sendo o ensaio 

imunoenzimático indireto (ELISA) (CAN et al., 2016; COSTA et al., 2010) e a reação 

de imunofluorescência indireta (RIFI) (CAN et al., 2016; SPADA et al., 2013) mais 

comumente utilizados.  

 Os títulos de anticorpos são úteis em identificar uma resposta imune contra 

antígenos de L. infantum. A RIFI depende muito da experiência do examinador ao 

fazer a leitura das lâminas (CHATIZ et al., 2014). Além disso deve-se considerar, em 

regiões endêmicas para Trypanosoma spp., a possibilidade de reações cruzadas.  

Este é o método sorológico mais utilizado em pesquisas sobre a LVF, de 78 estudos 

transversais, publicados de 1982 a 2017, sobre o tema, 38,5% usaram esta técnica. 

Gatos negativos no RIFI, mas suspeitos para doença, devem ser submetidos à 

testes como PCR ou Western Blot (CAN et al., 2016).  

Já o ELISA aparenta ser menos sensível quando comparado ao RIFI para 

avaliar a infecção de animais ainda em estágio subclínico (PERSICHETTI et al., 

2017). Entretanto, outros trabalhos contrastam com esse resultado, referindo os 

diagnósticos realizados com a técnica do ELISA mais sensíveis (VICENTE 

SOBRINHO et al., 2012; VIDES et al., 2011). Como a resposta Th2 dos felinos é 

reduzida, a hipergamaglobulinemia é mais discreta, dessa forma o soro utilizado 
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para o ELISA deve ter uma diluição cerca de dez vezes mais concentrada quando 

comparada com a diluição canina. Consequentemente, o teste torna-se mais 

propenso a reações inespecíficas, diminuindo sua confiabilidade (LIMA et al., 2005; 

SILVEIRA NETO et al., 2011).  Todavia, tanto o ELISA quanto a RIFI apresentaram 

índices de especificidade de 97% e 98%, respectivamente, sendo igualmente úteis 

nesse aspecto para o diagnóstico da doença (PERSICHETTI et al., 2017).  

 O diagnóstico através da reação em cadeia de polimerase (PCR) possui a 

vantagem de conseguir identificar uma baixa carga parasitária em amostras de 

sangue total (CAN et al., 2016; COELHO et al., 2011) e por isso é recomendado em 

gatos. Todavia, a seleção de órgãos linfoides ou lesões de pele pode ser preferível 

em relação às amostras sanguíneas (PERSICHETTI et al., 2017). Outras 

ferramentas que são válidas para o diagnóstico são a reação imuno-histoquímica 

das lesões de pele e o Wester Blot (VIDES et al., 2011; PERSICHETTI et al., 2017). 

 

1.2.4 Proteínas salivares e estudos de exposição  

 

 O sucesso na infecção pelo protozoário está diretamente ligado à capacidade 

do parasita de manipular o sistema imune do hospedeiro a seu favor. Essa 

manipulação não depende apenas de moléculas produzidas pelo parasita, mas 

também por constituintes presentes na saliva do vetor. A quimiotaxia para 

macrófagos, por exemplo, é incitada pelos componentes salivares dos flebótomos, o 

que acelera a fagocitose e, portanto, facilita o parasitismo das células (LESTINOVA 

et al., 2017).  

Alguns autores elucidam que a imunidade anti-saliva de flebotomíneos pode 

desempenhar uma tendência maior ao desenvolvimento de uma resposta imune do 

tipo Th1 contra a Leishmania (GOMES; OLIVEIRA, 2012). Todavia, já foi 

anteriormente observado que antígenos salivares podem também promover 

regulação de vias de resposta Th2, principalmente através da IL-6, IL-10, TGF-β. 

Também há modulação negativa da resposta Th1, envolvendo a IL-12p70, TNF e 

óxido nítrico, favorecendo a infecção pelo protozoário (BRODIE et al., 2007).  

Durante o repasto sanguíneo, os componentes imunogênicos presentes na 

saliva são capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, 

que desenvolverá anticorpos anti-saliva (TEIXEIRA et al., 2017). A quantificação da 
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IgG específica anti-saliva de flebotomíneos, tem se mostrado um bom marcador para 

verificar a exposição de uma população.  

 O sonicado de glândula salivar (SGS) é utilizado como antígeno para 

avaliação da exposição aos flebótomos. O antígeno bruto representa, de forma 

fidedigna, os componentes salivares da espécie avaliada. Entretanto, espécies que 

possuem muita proximidade filogenética podem apresentar antígenos salivares 

compartilhados, fazendo com que o macerado da glândula salivar não seja 

totalmente espécie-específico (LESTINOVA et al., 2017). 

 Embora o perfil salivar de algumas espécies seja semelhante, a resposta 

antigênica que provocam parecem ser distintas. Ratos expostos individualmente ao 

P. papatasi, P. sergenti, e ao Lutzomia longipalpis produziram anticorpos espécie-

específicos para cada vetor (LESTINOVA et al., 2017).  

Um fator que limita a utilização da saliva total como antígeno é a dificuldade 

na obtenção do mesmo, que exige a manutenção de uma população de 

flebotomíneos, um profissional habilitado para a dissecação das glândulas, bem 

como o tempo demandado para a obtenção desse material (PRATES et al., 2008).  

Proteínas recombinantes podem contornar a limitação na obtenção do macerado de 

glândula salivar (LESTINOVA et al., 2017).  

O Maxadilan (MAX) é um peptideo de 7kda, presente na glândula salivar do 

Lutzomyia longipalpis, com potente ação vasodilatadora e com propriedades 

diretamente relacionadas à imunomodulação. O MAX foi a primeira proteína a ser 

identificada na glândula salivar e posteriormente produzida, artificialmente, em 

laboratório. O MAX recombinante é obtido com o processo de clonagem e 

purificação através da Escherichia coli, e apresenta as mesmas propriedades da 

substância originalmente presente na proteína salivar (GILLESPIE; MBOW; TITUS, 

2000).  

Estudos evidenciam a capacidade do MAX em desviar a resposta Th1 para 

Th2, favorecendo, dessa forma, a infecção por Leishmania em decorrência dos seus 

mecanismos imunomoduladores (ROGERS; TITUS, 2003). De fato, já foi verificado 

que os componentes salivares do vetor podem interferir no estabelecimento da 

doença. Morris e colaboradores (2001), avaliaram a capacidade do MAX ou do SGS 

de interferir em mecanismos de imunomodulação do hospedeiro. Para isso, 

inocularam proteínas salivares (MAX ou SGS) conjuntamente com a Leishmania 

major em camundongos e notaram que ambos componentes apresentaram efeito da   
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exacerbação da ação do protozoário no desenvolvimento de lesões cutâneas, em 

comparação aos animais expostos apenas a L. major. No entanto, quando os 

animais foram previamente imunizados com o MAX, antes da inoculação da L. 

major, houve efeito parcialmente protetivo frente ao desenvolvimento das lesões 

cutâneas, que se desenvolveram de forma mais branda.  

Mesmo com diversas possibilidades para estudo com os componentes 

salivares, sua maior aplicabilidade é em estudos voltados também para identificação 

de suscetibilidade, resistência ou exposição ao vetor (KOSTALOVA et al., 2015, 

2016; SIMA et al., 2016).    

Em cães de uma região endêmica da Espanha, a verificação de produção de 

anticorpos para o Phlebotomus perniciosus verificou correlação positiva com o 

período de maior disponibilidade desse vetor, de acordo com os padrões sazonais 

do mesmo. Os animais com títulos anti-saliva mais elevados também foram os que 

mais se mostraram positivos no ELISA para diagnóstico de L. infantum (VELEZ et 

al., 2018). Estudos em outras espécies também demonstram a aplicabilidade desse 

método (MARTÍN-MARTÍN; MOLINA; JIMEANEZ, 2015). 

O primeiro estudo que verificou a resposta imune na espécie felina frente à 

exposição ao principal vetor relacionado com a transmissão de LV na região foi 

conduzido em Portugal. Dos 350 gatos incluídos no estudo, cerca de 47,7% foram 

expostos ao P. perniciosus e houve correlação positiva entre a IgG específica para a 

exposição ao vetor e o maior risco de infecção por Leishmania nesses animais 

(PEREIRA et al., 2019).  

Uma vez que quanto mais exposto ao vetor, maior a chance de contato com 

Leishmania, a exposição ao vetor pode refletir em maior risco de infecção. Seu uso é 

capaz de auxiliar no monitoramento de áreas de risco e no planejamento de 

estratégias de controle de vetores (LESTINOVA et al., 2017).  

Dessa forma, nosso objetivo foi delinear pela primeira vez o perfil de 

exposição ao vetor da LV do Brasil na espécie felina, bem como sua associação 

com a positividade para anticorpos anti-Leishmania ou Leishmania spp., por dois 

métodos distintos (ELISA e qPCR), tendo em vista ampliar os conhecimentos sobre 

a relevância dos gatos no ciclo urbano da doença. 
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2.1   Resumo 

 

Relatos de leishmaniose visceral felina (LVF) estão em ascensão, 

especialmente em países endêmicos para leishmaniose visceral (LV). Apesar do cão 

ser o reservatório urbano mais importante, há questionamentos sobre a importância 

do gato como reservatório adicional. Sabe-se que felinos são suscetíveis a 

enfermidade, no entanto, são frequentemente assintomáticos e realizam pouca 

soroconversão, gerando grandes desafios para o diagnóstico. A interação 

hospedeiro e parasita possui eventos complexos com diversos mecanismos que 

modulam a resistência ou suscetibilidade à infecção. Adicionalmente, as proteínas 

salivares do flebotomíneo, inoculadas durante o repasto sanguíneo, também 

possuem propriedades imunomoduladoras, que podem ser úteis para observação da 

exposição ao vetor. Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposição de uma 

população de gatos ao L. longipalpis, vetor da doença predominante nas Américas. 

Em uma região endêmica para LV, 283 felinos assintomáticos foram testados por 

métodos paralelos (ELISA e qPCR), a fim de estimar a prevalência de positivos para 

LVF. A exposição ao flebotomíneo foi avaliada pela presença de anticorpos anti-

antígeno bruto salivar (SGS) do Lutzomyia longipalpis e do antígeno recombinante 

maxadilan (MAX), encontrado também na saliva do flebotomíneo. Observamos 

exposição ao L. longipalpis em 22,62% (64/283) dos gatos, no entanto, sem 

correlação entre a exposição ao vetor e a positividade para LVF. O MAX e o SGS 

apresentaram correlação fraca entre si, dessa forma, acreditamos que o MAX não 

tenha o mesmo desempenho que o SGS para estudos dessa natureza. Observamos 

prevalência de positivos para LVF de 13,07% e encontramos uma alta taxa de 

coinfecção pelo vírus da leucemia viral felina (FeLV). Esse é o primeiro 

delineamento da exposição dos gatos ao L. longipalpis. Mesmo que a presença de 

anticorpos anti-saliva não tenha uma associação com a ocorrência de LVF, os 

felinos são naturalmente expostos ao vetor. Positividade para LVF foi observada em 

gatos assintomáticos, tanto no ELISA como no qPCR. Destacamos a necessidade 

de monitoramento de gatos de regiões endêmicas, bem como emprego de práticas 

de prevenção.    
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2.2 Resumo do autor 

 

Sabemos sobre a suscetibilidade dos felinos à infecção por Leishmania spp. A 

literatura sobre o tema destaca evidências de que a espécie pode ser sentinela da 

doença em localidades endêmicas, de forma similar ao que ocorre com cães. Sinais 

clínicos comuns incluem: linfoadenomegalia, esplenomegalia, perda de peso, 

anorexia, bem como lesões cutâneas e oculares. A testagem é recomendada em 

animais com sinais clínicos, ou nos assintomáticos de áreas endêmicas doadores de 

sangue, animais utilizados na reprodução ou que serão submetidos à tratamento 

imunossupressor. No entanto, muitas lacunas precisam ser abordadas, já que a 

doença subclínica é provavelmente tão significativa em gatos quanto o é em cães. 

Identificamos a ocorrência de LVF em gatos por métodos sorológico e molecular, 

mesmo em assintomáticos. Presumimos também, pela presença de positividade 

contra os antígenos salivares, que os gatos podem ser relevantes para a 

epidemiologia da leishmaniose. Esse é o primeiro trabalho que avalia a exposição da 

espécie ao principal vetor da doença no Brasil e sua correlação com a ocorrência de 

leishmaniose. Identificamos que a espécie tem sido exposta ao vetor relacionado na 

transmissão da leishmaniose no sudeste do Brasil. Todavia, mesmo com a 

exposição, não notamos uma tendência de que os animais mais expostos ao vetor 

também apresentem maior probabilidade de ocorrência de infecção. Mesmo assim, 

saber que os animais apresentam atratividade ao vetor enfatiza a importância do 

emprego de práticas profiláticas, tal qual as medidas já utilizadas para cães, 

especialmente em animais portadores de retroviroses.1 

 

2.3   Introdução1 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma importante zoonose de distribuição 

mundial, potencialmente fatal e faz parte da lista de doenças tropicais 

negligenciadas [1]. O protozoário intracelular Leishmania infantum (sinônimo 

Leishmania chagasi) é o principal agente etiológico da doença nas Américas [2].  

A transmissão do parasita ocorre por meio de um vetor flebotomíneo que, em 

países do velho mundo, é representado pelo gênero Phlebotomus e em países do 

 
1 PLOS Neglected Tropical Diseases – ANEXO E 
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novo mundo, como o Brasil, pelo gênero Lutzomyia [3]. Os cães constituem principal 

reservatório do ciclo urbano da doença, pois observa-se associação entre altos 

índices de cães positivos e o aumento do risco da infecção em humanos [4].  

Entretanto, casos em felinos domésticos, inicialmente considerados 

hospedeiros acidentais tem sido cada vez mais frequentes [5,6,7,8,9,10]. Apesar 

disso, sabe-se que o gato é frequentemente assintomático e a soroconversão que 

realizam é reduzida, corroborando para um subdiagnóstico da enfermidade [11,12].  

Coinfecções são descritas na literatura [10], todavia a associação mais 

evidenciada entre LVF (leishmaniose visceral felina) é com o retrovírus da FIV 

(imunodeficiência viral felina) [10,11,13]. Considerando-se que os gatos também são 

um potencial reservatório para o parasita, se faz necessária maior investigação 

acerca do seu papel na manutenção do ciclo biológico da Leishmania [14].  Durante 

o repasto sanguíneo, os componentes imunogênicos presentes na saliva são 

capazes de desencadear uma resposta imune humoral no hospedeiro, que 

desenvolverá anticorpos anti-saliva [15]. A quantificação de IgG específica anti-

saliva de flebotomíneos, tem se mostrado um bom marcador para verificar a 

exposição de uma população ao vetor [16].  

A exposição pode refletir, em teoria, um maior risco de infecção, dado maior 

probabilidade de contato com o vetor infectado por Leishmania spp. Dessa forma, 

seu uso é capaz de auxiliar no monitoramento de áreas de risco e no planejamento 

de estratégias de controle de vetores [17].  

O sonicado de glândula salivar (SGS) tem sido utilizado como principal 

antígeno para avaliação sorológica da exposição de uma população aos flebótomos. 

O antígeno bruto representa de forma fidedigna os componentes salivares da 

espécie avaliada [18]. Todavia, sua produção para uso em larga é trabalhosa e 

demorada, além de exigir a manutenção de uma população de flebotomíneos, um 

profissional habilitado para a dissecação das glândulas salivares destes e também o 

tempo demandado para a obtenção desse material [19]. Proteínas recombinantes 

podem contornar a limitação na obtenção do macerado de glândula salivar [17].  

O maxadilan (MAX) presente na glândula salivar do Lutzomyia longipalpis, é 

um peptídeo com potente ação vasodilatadora e propriedades diretamente 

relacionadas à imunomodulação. O antígeno MAX recombinante é obtido com o 

processo de clonagem e purificação através da Escherichia coli, e apresenta as 

mesmas propriedades da substância originalmente presente na proteína salivar [20]. 
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Anticorpos anti-MAX já foram descritos anteriormente em estudos relacionados a 

leishmaniose humana como marcadores de exposição [21].  

Na atualidade, particularidades de limitação de espaço e comportamento mais 

independente fizeram do felino doméstico uma espécie bastante popular. 

Conscientes dessa proximidade com o ser humano, e sabendo que os relatos de 

infecção por LVF são cada vez mais comuns, principalmente em regiões endêmicas, 

buscamos entender a exposição ao L. longipalpis, através da pesquisa de anticorpos 

anti-saliva do vetor, bem como sua relação com a positividade para LV. Além disso, 

considerando-se que estudos que utilizam o antígeno bruto salivar são limitados, 

pela dificuldade na obtenção desse extrato, avaliamos também o MAX como 

possível substituto para o SGS na avaliação sorológica de exposição.  

Até o momento, esse é o primeiro estudo que avalia a exposição ao vetor L. 

longipalpis na espécie felina em uma região endêmica para LV, e sua relação com à 

positividade para Leishmania spp. Adicionalmente, este também é o primeiro 

trabalho a avaliar a resposta de sorológica ao antígeno recombinante MAX em 

gatos.  

 

2.4 Métodos 

 

2.4.1 Triagem dos gatos e coleta de amostras  

 

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) 

da Universidade Estadual Paulista (processo número 00323-2020).   

O estudo foi conduzido no município de Araçatuba, estado de São Paulo, 

Brasil, uma área endêmica para leishmaniose visceral (LV). O total de 283 amostras 

sanguíneas e de medula óssea de gatos com idade superior a 6 meses, de ambos 

os sexos, foram colhidas de abril a novembro de 2020, a partir do cadastro de que 

seriam esterilizados cirurgicamente. Para a determinação do n amostral foi estimada 

uma frequência de exposição dentro de uma população de 50%, ou seja, um animal 

possui a mesma probabilidade de ser ou não exposto ao vetor. O último 

levantamento em relação a população de gatos no munícipio de Araçatuba foi de 

3.127 animais [22].  
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 O intervalo de confiança aplicado foi de 95%. Os mesmos parâmetros foram 

usados para definir o grupo controle, entretanto, a frequência de exposição utilizada 

foi de 1%. O cálculo do tamanho amostral foi executado pelo programa estatístico 

online Calculadora OpenEpi versão 3: calculadora de código aberto -SSP disponível 

em: www.openepi.com/samplesize/SSpropor.htm. 

As colheitas foram realizadas mediante consentimento esclarecido por parte 

dos responsáveis. Todos os animais foram submetidos ao mesmo protocolo 

anestésico, utilizando cloridrato de tiletamina e zolazepam 5mg/kg (Telazol ®), 

acepromazina 0,01mg/kg e morfina 0,3 mg/kg, por via intramuscular, além de 

bloqueio regional (peridural sacrococcígea ou intratesticular) com lidocaína 2mg/kg. 

O sangue periférico (2-3mL) foi obtido por punção venosa da jugular e armazenado 

em tubo com ativador de coágulo para a obtenção do soro. O aspirado de medula 

óssea (1-2mL) foi obtido a partir da punção da porção crânio-lateral da tuberosidade 

maior do úmero ou crista ilíaca, e armazenada em tubo com EDTA; o material foi 

conservado a -20°C até o processamento. Em sequência as colheitas, os gatos 

foram castrados e liberados aos responsáveis.  

Como grupo controle, foram utilizados 21 felinos provenientes da cidade de 

São Vicente, litoral do estado de São Paulo, que não é endêmica para leishmaniose 

visceral. As colheitas ocorreram em animais que participaram do programa de 

esterilização cirúrgica realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses do município 

de São Vicente (CCZSV), mediante a autorização prévia do tutor, seguindo-se a 

mesma padronização.   

  

2.4.2 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania spp. 

 

A pesquisa para anticorpos anti-Leishmania foi feita por meio de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) foi realizada após a padronização, onde foram testadas 

diluições para o anticorpo e para a soro, sendo escolhida a que apresentou melhor 

desempenho. O protocolo foi realizado seguindo as seguintes modificações [23]; 

Placas (Greiner Bio-One Microlon® 600, Alemanha) foram revestidas com 50 

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

promastigotas de L. infantum MHOM/BR 00/MERO2 [22] em tampão 

carbonato/bicarbonato (0,05 M, pH 9,6). Após incubação em 4 ◦C durante a noite, as 

placas foram lavadas três vezes com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampão de 
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lavagem) e bloqueadas com 100 µL/poço de PBS contendo 10% de soro fetal bovino 

por uma hora à temperatura ambiente e lavadas três vezes novamente. As amostras 

de soro (50 µL) foram diluídas na titulação de 1:100 em PBS contendo 10% de soro 

fetal bovino e 0,05% de Tween 20® e adicionadas a cada poço, em duplicata, depois 

incubadas durante três horas à temperatura ambiente, o controle positivo utilizado foi 

proveniente de um animal sintomático, positivo no exame parasitológico de punção 

de linfonodo (método ouro) e proveniente de Andradina-SP; o controle negativo foi 

um animal de área não endêmica (São Vicente-SP). Após três lavagens, 50µL/poço 

de conjugado anti-IgG felino (Anti-cat IgG Peroxidase Conjugate SAB3700059 

Sigma, St. Louis, USA) na diluição de 1:500 foram adicionados e incubados durante 

uma hora à temperatura ambiente.  Após três lavagens, 50 µL poço de solução de 

substrato foram acrescidos, contendo 0,4 mg/mL de O-fenilenodiamina (Sigma) e 1,6 

l/mL de H2O2 em tampão fosfato-citrato (pH 5,0). 

A reação foi interrompida pela adição de 50 µL de HCl 16%. A densidade 

óptica (D.O.) foi mensurada usando um leitor Spectra CountTM (Packard Bio 

Science Company, USA) em um comprimento de onda de 490 nm. O ponto de corte 

foi estabelecido por meio da análise de especificidade e sensibilidade avaliada pela 

curva ROC (receiver operating characteristic) dos individuos de área não endêmica e 

endêmica que obtiveram os títulos mais altos dentro do grupo avaliado. Foram 

considerados positivos animais com D.O. acima de 0,372. 

 

2.4.3 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp. 

 

Para determinação da presença de anticorpos anti-saliva de Lutzomyia spp. 

por ELISA utilizou-se metodologia previamente descrita [24]. Como antígeno, foram 

utilizadas glândulas salivares de Lutzomyia spp. da geração F1 obtidas a partir de 

flebotomíneos capturados no município de Cametá-PA, Brasil, submetidas à lise, 

conforme descrito anteriormente [25]. Microplacas foram cobertas com 100 µL de 

lisado de glândula salivar a 600ng/mL em tampão carbonato bicarbonato (0,01M pH 

9), e incubadas por toda a noite a 4ºC. Após lavagem, as placas foram bloqueadas 

com 150 µL de PBS e 10% de leite Molico® e incubadas a 37ºC, durante uma hora. 

Foram adicionados 100 µL de soro diluído a 1:100 em PBS-T, e as placas foram 

incubadas por 60 minutos, a 37ºC. Em seguida, adicionaram-se em cada poço 100 

µL de conjugado anti-IgG felino (Anti-cat IgG Peroxidase Conjugate SAB3700059 
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Sigma, St. Louis, USA), diluído na concentração de 1:500 e as placas incubadas 

durante 45 minutos, a 37ºC. Depois do período de incubação, foram adicionados a 

cada poço 100 µL de tetrametilbenzidina (TMB Substrate Reagent Set no 555214 - 

BD®) durante 30 minutos.  

A reação foi interrompida utilizando-se 50 µL de solução de ácido sulfúrico 

2N. Entre cada uma das etapas foram realizadas três lavagens com tampão fosfato 

salina 0,05M acrescido de Tween (PBS-T 0,05%). A densidade óptica foi avaliada 

em duplicata, em espectrofotômetro a 450nm. A determinação do ponto de corte 

também foi realizada utilizando-se a média das densidades ópticas de indivíduos 

sorologicamente negativos e de área não endêmica para LV, acrescida de dois 

desvios padrões. Em todas as placas foi incluída, como controle positivo das 

reações, uma amostra de um felino sororreagente, proveniente de área endêmica 

para LV. Animais com D.O. acima de 0,494 foram considerados positivos.  

 

2.4.4 ELISA para pesquisa de anticorpos anti-maxadilan. 

 

O peptídeo recombinante produzido em Escherichia coli, MAX, foi gentilmente 

cedido pelo Prof. Dr. Ethan A. Lerner, da Harvard Medical School, Boston, MA, USA. 

O protocolo foi realizado de forma equivalente à reação anterior [23], com algumas 

adaptações. Resumidamente, a placa de microtitulação foi sensibilizada com 50µL 

de 2ug/mL do MAX. Após incubação em 4 ◦C durante a noite, as placas foram 

lavadas três vezes com PBS (pH 7,0) e 0,05% Tween® 20 (tampão de lavagem) e 

bloqueadas com 100 µL/poço de PBS contendo 10% de soro fetal bovino por uma 

hora à temperatura ambiente e lavadas três vezes novamente. Em seguida, 50µL da 

amostra de soro diluída em PBS-T (1:50) foi adicionado ao poço. Após a incubação 

por duas horas a 37ºC a placa foi lavada por três vezes em tampão lavagem. Foram 

adicionados 50µL do conjugado anti-IgG felina (1:500) (Anti-cat IgG Peroxidase 

Conjugate SAB3700059 Sigma, St. Louis, USA) e incubados durante uma hora à 

temperatura ambiente. Os demais passos foram executados com a mesma 

metodologia descrita no item 2.5.2.  O ponto de corte foi determinado utilizando-se a 

média das densidades ópticas de indivíduos negativos na sorologia e de área não 

endêmica para LV, acrescida de dois desvios padrões. Foram considerados 

positivos animais com D.O. maior que 0,237. 
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2.4.5 Extração do DNA e qPCR de Leishmania spp.  

 

O DNA da medula óssea foi extraído usando o protocolo fenol-clorofórmio [26] 

e analisado pelo 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. 

O gene β-actina foi utilizada como controle de referência para a avaliação da 

qualidade do DNA. Para a quantificação da carga parasitária de L. infantum, o qPCR 

foi realizado empregando iniciadores direcionados ao DNA circular do cinetoplasto 

do parasita (kDNA) (frente: 5'-GTGGGGGGAGGGGCGTTCT-3' e reverso: 5'-

ATTTTACACCAACCCCCAGTT-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 geramos uma curva 

padrão linear com 6 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: aquecimento 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 determinada uma curva de 

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

s/°C). A carga de DNA parasitária foi determinada e foram consideradas positivas se 

apresentassem um ciclo de limiar e temperatura de fusão correspondentes à curva 

padrão. A eficiência das reações variou de 0,81 a 0,87 e o r² entre 0,85 a 0,99. 

 

2.4.6 Imunocromatografia para vírus da leucemia felina (FeLV) e para o vírus de 

imunodeficiência felina (FIV)  

 

Os animais triados como positivos para Leishmania spp. no ELISA ou no 

qPCR foram também avaliados quanto à coinfecção para retroviroses. Para isso as 

amostras de soro foram testadas para presença do antígeno FELV p27 e Anticorpos 

IgG contra FIV, por meio de testes rápidos realizados com o  kit de ensaio 

imunoabsorvente ligado à enzima (ELISA)(Teste Combo de Anticorpo SNAP® 
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FIV/Antígeno FeLV: Laboratórios IDEXX, Westbrook, ME, EUA). O teste foi 

executado e interpretado seguindo-se as orientações do fabricante.  

  

2.5 Análise estatística 

 

Inicialmente, avaliou-se que os dados não apresentavam distribuição normal, 

pelo teste de Shapiro-Wilk. A correlação entre a exposição aos antígenos salivares 

(MAX ou SGS) e o título de anticorpos anti-Leishmania, foi realizada com o teste de 

correlação de Spearman. Esse mesmo teste foi empregado para avaliar a correlação 

entre os dois antígenos salivares. O coeficiente r foi classificado da seguinte forma: 

entre 0 e 0,3 sem correlação, entre 0,31 e 0,5 correlação fraca; entre 0,51 e 0,7 

correlação moderada e entre 0,71 e 0,9 correlação forte e > 0,9 muito forte [27].  

Para verificar a associação entre os animais positivos para Leishmania spp. 

no qPCR e/ou no ELISA e a positividade para anticorpos anti-saliva total ou anti-

MAX utilizou-se teste Qui-quadrado e Razão de Prevalência (RP) para identificação 

da natureza da associação, sendo: 0<RP<1 a prevalência do desfecho é menor em 

expostos do que em não expostos, RP=1 o desfecho é igual entre expostos e não 

expostos, RP>1 a ocorrência do desfecho é maior em expostos do que não 

expostos. O software GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, CA, USA) foi 

utilizado para análise dos dados. Os resultados foram considerados estatisticamente 

significativos quando p < 0,05. 

  

2.6  Resultados  

 

2.6.1 Positividade para Leishmania spp.  

 

Dos 283 gatos da área endêmica, 56,89% eram fêmeas (161/283) e 43,11% 

machos (122/283). Desses animais, 28,98% (82/283) viviam em abrigos, 14,49% 

(41/283) foram capturados por cuidadores de condições desconhecidas e 56,53% 

(160/283) eram domiciliados. De todos os animais da área endêmica 13,07% 

(37/283) apresentaram positividade para Leishamnia spp. no ELISA ou no qPCR. A 

presença de anticorpos anti-Leishmania foi observada em 6,36% (18/283) dos 

animais, enquanto 7,7% (22/283) foram positivos no qPCR. Apenas 1,06% (3/283) 
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dos animais foram positivos em ambos os testes. Apesar dos animais serem 

considerados aptos para o procedimento foi observado em alguns dos animais 

positivos, escore corporal abaixo do ideal (4/37), linfoadenomegalia (3/37), lesões de 

pele (8/37) e blefarite (1/37). Dos animais positivos, 35% (13/37) foram também 

positivos no snap combo (IDEXX®) para retroviroses, sendo 29,72 % (11/37) 

positivos para o vírus da leucemia felina e 5,4% (2/37) para o vírus da 

imunodeficiência felina (fig 1).  

  

Fig 1.  Distribuição dos gatos positivos para leishmaniose visceral de acordo 

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

sinais clínicos.  

 

 

  

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

2.6.2 Positividade para Anticorpos anti-SGS 

 

A presença de anticorpos anti-SGS foi identificada em 22,62% (64/283) dos 

gatos da área endêmica. Desses animais, 85,94% (55/64) eram Leishmania spp. 

negativos e 14,06% (9/64) positivos para o protozoário em pelo menos um dos 

testes diagnósticos utilizados. Dos animais negativos para anticorpos anti-saliva 

(77,38%), 9,89% (28/283) eram positivos para Leishmania spp. Dentre os gatos 

avaliados, apenas 3,18% dos animais tiveram positividade ao ELISA para anticorpos 

anti-SGS e anti-Leishmania concomitantemente (Fig 2 A).  
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Em relação à presença de anticorpos anti-Leishmania e anti-SGS, houve 

correlação positiva fraca (r=0,4092, p<0,0001) (Fig 3 A). No entanto, não houve 

diferença significante para a presença de anticorpos anti-SGS em relação à 

positividade para Leishmania spp (p =0,7898). (Tabela 1).  

 

2.6.3 Positividade para Anticorpos anti-MAX 

 

A reatividade frente ao antígeno salivar recombinante MAX foi observada em 

24,03% (68/283) dos gatos sendo 22,06% (15/68) positivos para LV. Dos animais 

positivos para Leishmania spp., 59,46% (22/37) não foram positivos para a presença 

de MAX, e 7,77% (15/283) de todos os animais foram positivos para Leishmania 

spp. e anticorpos anti-MAX. Não se observou positividade para MAX em gatos da 

área não endêmica (Fig 2.B). Não foi observada correlação entre a presença de 

anticorpos anti-MAX e anti-Leishmania (r= 0,1703, p= 0,0041) (Fig 3.B). 

Observamos que a ocorrência de LVF foi mais observada em animais 

negativos para MAX  (RP de 0,86, p=0,0117) (Tabela 2).   

Em relação a aplicabilidade do MAX como substituto ao SGS observamos 

correlação fraca entre a soroconversão para os dois antígenos (r=0,1365 p=0,0216) 

(Fig 4.). 
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Fig 2. Avaliação da exposição de gatos de área endêmica e não endêmica aos 

antígenos salivares total (2A) e recombinante (2B) do Lutzomia longipalpis.   

 

Legenda: Não houve diferença significante entre animais positivos e negativos para leishmaniose em 

relação à positividade para SGS (p =0,7898), enquanto que para MAX houve diferença significativa 

(p=0,0117); Teste qui-quadrado estatisticamente significativo quando p < 0.05.  Linha tracejada 

representa o cut-off de cada antígeno.   

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Fig 3. Correlação entre títulos de anticorpos anti-Leishmania spp. e anticorpos 

anti-SGS (2A) e anti-MAX (2B) em felinos de área endêmica para LV. 

 

Legenda: Coeficientes de correlação e os valores p da análise de Spearman estão indicados. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Fig 4. Correlação entre títulos de anticorpos anti-SGS e anticorpos anti-MAX 

em felinos de área endêmica para LV. 

 

  

Legenda: Coeficientes de correlação e os valores p da análise de Spearman estão indicados. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

Tabela 1. Associação entre a presença de anticorpos anti-SGS e a positividade para 

leishmaniose. 

Variáveis  Anticorpos e/ou DNA para Leishmania spp.         

  

Testados, n 
(%) 

Positivos, n 
(%) Teste Qui-Quadrado  

 

Correlação de Spearman  

  
   

     95% IC 
Valor de 

P  RP  r  95% IC 
Valor de 

P  

                      

Ac Anti-SGS 283     0,7898 0,9854   0,41 
0,3042 - 
0,5045 

<0,0001 

     
(χ2 = 

0,07108, 
df = 1) 

    

         

           

Positivos  

55  
(22,36%) 

9  
(16,36%) 

 0,8585 - 
1,084       

           

Negativos   
191 
 (77,64%) 

28  
(14,66%) 

0,9223 - 
1,165       

Abreviaturas: Ac, anticorpos; IC, intervalo de confiança; RP, razão de prevalência 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Tabela 2. Associação entre a presença de anticorpos anti-MAX e a positividade para 

leishmaniose.  

Variáveis  Anticorpos e/ou DNA para Leishmania spp.         

  Testados, n 
(%) 

Positivos, n 
(%) Teste Qui-Quadrado  

 

Correlação de Spearman    
 

  
   

     95% IC 
Valor de 
P  RP  r  95% IC 

Valor 
de P  

                      

Ac Anti-
MAX 283     0,0117 0,8683   0,17 

0,0513 - 
0,2845 

0,0041 

     

    (χ2 = 
6.358,df 
= 1)     

     
 

     

Positivos  

53 
 (21,54%) 

15  
(28,3%) 

0,7398 - 
0,9731 

 
     

           

Negativos   
193 
(78,46%) 

22 
(11,39%) 

1,028 - 
1,352       

Abreviaturas: Ac, anticorpos; IC, intervalo de confiança; RP, razão de prevalência 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

2.7 Discussão 

 

 A soropositividade de para a presença de anticorpos anti-Leishmania spp. em 

felinos na área endêmica (6,36%), foi mais baixa que a de estudos anteriores 

realizados na mesma região, onde a positividade ao teste ELISA foi estimada em 

11,5% (23/200), [28], 25,4% (14/55) [11], 23% (26/113) [29] e 12,91% 39/302 [30]. 

Alguns fatos podem justificar a redução na soroprevalência. Primeiramente, os 

animais utilizados foram triados de modo a selecionar gatos sem manifestações de 

doença sistêmica, o que pode ter limitado a inclusão de animais positivos. Um dos 

trabalhos citados [11] considerou como critério de inclusão, a presença de sinais 

clínicos, por exemplo, lesões dermatológicas, favorecendo a identificação de 

positivos. Outro dado relevante é que todos trabalhos supracitados retratam um 

cenário de mais de uma década. 

 Consideramos que houveram mudanças relevantes na relação da espécie 

felina com o ser humano. A verticalização urbana, mudança no estilo de vida da 

população e a demanda por animais de companhia com hábitos mais independentes 

e adaptados a espaços menores, aproximaram o gato do homem, com mais atenção 
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à saúde e a cuidados básicos [30], fator que pode ser um dos pontos chave para 

uma menor suscetibilidade à exposição a LVF.  

Em uma população canina de 1396 cães da mesma localidade, foi identificada 

a prevalência de 8,1% de positividade na sorologia, nesse estudo, os autores 

também identificaram uma redução comparativamente à trabalhos realizados na 

região para cães [32]. Essa redução, compartilhada também em nosso 

levantamento, sinaliza que pode existir uma tendência de redução de prevalência de 

LV para a localidade, tanto para cães como para gatos. Tal tendência pode estar 

relacionada com período cíclico da enfermidade, todavia não podemos 

desconsiderar tal observação também possa estar vinculada com a eficiência do 

programa de controle da LV. 

A coinfecção por retroviroses foi observada em 35% dos gatos positivos para 

Leishmania spp. O vírus da Leucemia Felina foi diagnosticado em 29,72 % enquanto 

5,4% foram positivos para o vírus da imunodeficiência felina. Na mesma região, já foi 

indicada a propensão de animais positivos para LVF estarem coinfectados com FIV, 

embora o mesmo não tenha sido observado para FELV [10]. Outros autores também 

mencionaram essa mesma tendência de coinfecção por FIV em animais positivos 

para LVF [10,11,13, 33]. Nossos resultados diferem do que foi observado 

anteriormente, pois FELV foi observado aproximadamente cinco vezes mais do que 

FIV. Dessa forma, consideramos que em regiões endêmicas, a positividade para 

retroviroses, especialmente FELV, seja considerada como um critério importante 

para investigação quanto a possível coinfecção por LVF, uma vez que testes rápidos 

para FIV/FELV são mais comumente solicitados na rotina clínica.  

No diagnóstico molecular, observamos uma prevalência de 7,7% em 

amostras de aspirado de medula óssea. Recentemente, em região endêmica da 

Espanha, foram observados valores similares à qPCR (5,6%), utilizando-se sangue 

total de gatos [34]. Em cães, a medula óssea resulta em amostra mais sensível para 

realização da qPCR do que o sangue total [35], o que também já foi observado para 

felinos [33] em população testada usando-se as duas amostras biológicas 

comparativamente. Há grandes flutuações nos estudos em relação a positividade à 

PCR ou qPCR, variando entre 0,43% e 30%, e na sorologia, considerando-se outras 

metodologias além do ELISA, entre 0,9% a 28,5%, por diversos países que 

apresentam ocorrência da doença [14].  
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Para a triagem dos positivos, foram utilizados testes paralelos, um molecular 

(qPCR) e um sorológico (ELISA). Consideramos que o emprego de mais de um teste 

de diagnóstico necessário pois apenas 8,11% (3/37) dos animais positivos para 

Leishmania compartilharam positividade em ambos testes, ou seja, utilizando mais 

de um método de diagnóstico, aumenta-se a sensibilidade diagnóstica. Além dos 

métodos apresentarem diferentes desempenhos, de acordo com sua especificidade 

e sensibilidade, sua performance é também determinada pela fase da doença [5], o 

qPCR identifica indivíduos que atuam como reservatório para Leishmania enquanto 

o ELISA mensura a IgG produzida pelo contato entre parasito e hospedeiro, o que 

não necessariamente confirma que o mesmo esteja atuando como reservatório.  

Ao observarmos nossos resultados da exposição da população ao vetor L. 

longipalpis, analisada através dos resultados para o ELISA do SGS observamos 

uma exposição de 22,62% (64/283) dos gatos, todavia, não observamos diferença 

significante em animais expostos ou não expostos quanto à positividade para 

Leishmania spp., tanto por meio do diagnóstico sorológico como o molecular. 

Analisando mais precisamente os títulos obtidos no ELISA anti-Leishmania e anti-

SGS, observamos uma correlação positiva, porém fraca, entre anticorpos anti-

Leishmania e anti-SGS. Consideramos que a positividade para LV somada a 

positividade para anticorpos anti-SGS indique que o animal tenha sido recentemente 

exposto ao vetor infectado.  

A presença de soroconversão anti-SGS no grupo positivo e não positivo para 

Leishmania sugere risco similar de infecção por LV nos felinos expostos ao vetor L. 

longipalpis. Em contradição, em uma região endêmica para LV de Portugal de 350 

felinos 47,7% foram expostos a espécie P. perniciosus, principal vetor na região, e 

mostraram correlação positiva entre a IgG específica para o SGS e ao maior risco de 

infecção por Leishmania nesses animais [36], sugerindo que possivelmente que o 

comportamento das diferentes espécies de flebótomos diferem nas duas áreas 

estudadas.  

Características inerentes a população dos gatos utilizada no presente estudo 

também podem refletir nas observações quanto a exposição. Considerando o fato 

que a maior parte dos animais eram domiciliados e com um responsável que optou 

pela esterilização cirúrgica, concluímos que eram animais com melhores condições 

acerca de cuidados com sua saúde. Talvez, se a população de gatos utilizada 
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consistisse em indivíduos errantes ou exclusivamente de abrigos, poderíamos 

observar um maior contato com o vetor e, até mesmo, da prevalência de LVF.   

 A infectividade de gatos positivos para LVF ao L. longipalpis foi comprovada 

em estudos de xenodiagnóstico [37]. Todavia, em condições não controladas 

existem preferências do vetor quanto ao potencial hospedeiro escolhido para o 

repasto sanguíneo. Um estudo conduzido em cães, na mesma região endêmica, 

demonstrou que a maior proporção de cães soropositivos para o antígeno salivar 

(88%) concentrou-se no grupo de animais LV positivos, mas assintomáticos, ou em 

animais do grupo controle negativos para LV (75%). Neste estudo, os animais 

positivos e sintomáticos apresentaram prevalência mais baixa de exposição (60%), 

evidenciando uma preferência do vetor por indivíduos assintomáticos [38]. Dessa 

forma, se há preferências de repasto dentro de uma mesma espécie, em gatos é 

possível que exista menor atração para o repasto das fêmeas do flebótomo 

comparativamente a cães.  

Esse é o primeiro estudo que avalia a exposição à saliva do L. longipalpis em 

gatos, dessa forma há limitações na comparação da prevalência observada, dado a 

ausência de trabalhos que permitam a contrapor nossos resultados e metodologia. 

Foram realizadas diversas padronizações para a avalição da exposição anti-SGS, 

sendo escolhida a que apresentou melhor performance. Contudo, particularidades 

da espécie do vetor e da resposta ao antígeno no hospedeiro felino precisam ser 

mais bem exploradas. Tais como a sazonalidade do L. longipalpis, que é uma 

variável de difícil padronização e que podem impactar a soroconversão do 

hospedeiro. Identificar também a ciclicidade da resposta imunológica humoral que 

provocam em gatos pode trazer grandes esclarecimentos para a temática.  

Observamos em nosso trabalho uma ausência de correlação entre o SGS e o 

MAX, o que nos faz considerar que essa molécula não seja um bom marcador de 

exposição para estudos dessa natureza. Barral e colaboradores [39] observaram 

resultado similar em uma avaliação de indivíduos de uma área endêmica para LV, 

com baixa performance da proteína recombinante como alternativa ao SGS. No 

entanto esse é o primeiro estudo a utilizar a proteína recombinante como marcador 

de exposição em felinos. Em humanos, a associação de duas proteínas 

recombinantes (rLJM17+rLJM11) apresentaram efetividade em substituir o SGS para 

avaliação do contato com o L. longipalpis [40]. Sugerimos que em estudos de 

exposição, gatos sejam avaliados com outras proteínas recombinantes em 
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detrimento ao MAX, já que para esse propósito não consideramos essa molécula 

uma boa alternativa.  

Todavia, ressaltamos que o MAX pode interferir em vias imunomoduladoras 

no hospedeiro. Esse peptídeo já foi previamente estudado por propriedades que 

interferem diretamente no tipo de resposta imune [16,21,41]. Observamos menor 

ocorrência de LVF em animais positivos para MAX, presumindo-se que o contato 

com essa substância possa ter algum papel relacionado a proteção contra o 

parasito.   

Concluímos que felinos são expostos ao L. longipalpis sem associação dessa 

exposição com a infecção por LVF. Sugerimos que estudos de exposição sejam 

conduzidos com outras proteínas recombinantes. Animais assintomáticos para LVF, 

mas residentes em áreas endêmica e positivos para retroviroses, especialmente 

FELV, devem ser alvo de monitoramento mais cauteloso e estratégias de prevenção 

para LV. 
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APÊNDICE 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). 

 

 

  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 
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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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APÊNDICE C – FIGURAS SUPLEMENTARES 

 

Fig 1.  Distribuição dos gatos positivos para leishmaniose visceral de acordo 

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

sinais clínicos.  

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Fig 2. Avaliação da exposição de uma população de área endêmica e não 

endêmica aos antígenos salivares total (2A) e recombinante (2B) do Lutzomia 

longipalpis. 

 
  Não houve diferença estatística entre animais positivos e negativos para Leishmania em relação a 

positividade para SGS (p =0,7898), enquanto para MAX houve diferença estatística (p=0,0117); Teste 

qui-quadrado estatisticamente significativo quando p < 0.05.  Linha tracejada representa o cut-off de 

cada antígeno.  

 
 Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Fig 3. Correlação de entre presença de anticorpos anti-Leishmania spp. e 

anticorpos Anti-SGS (3A) e Anti-MAX (3B) em felinos de área endêmica para 

LV. 

 

Coeficientes de correlação e os valores p da análise de Spearman estão indicados. 

 
Fonte: Elaborado pela autora 
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Fig 4. Correlação de entre presença de anticorpos anti-SGS e anticorpos Anti-

MAX em felinos de área endêmica para LV. 

 

Coeficientes de correlação e os valores p da análise de Spearman estão indicados. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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APÊNDICE D – TABELA RESULTADOS GERAIS POR ANIMAL 

 

Tabela 1. Resultados por animal em avaliação sorológica e molecular para 

Leishmania spp., avaliação sorológica para antígenos salivares e imunocromatografia 

para o vírus da FIV e FeLV. 

 

IDENTIFICAÇÃO 
DA AMOSTRA DNA 

ng/dL 
PCR 

LEISH  

MÉDIA 
ELISA 

Leishmania 
spp.  

RESULTADO 
ELISA LV 

MÉDIA 
ELISA 

Maxadilan 

RESULTADO 
MAX 

MÉDIA 
ELISA 
SGS  

RESULTADO 
SGS 

FELV FIV 

 

1 62   0,22   0,19   0,50 POSITIVO     
 

2 4,3 POSITIVO 0,15   0,09   0,31       
 

4 4,67 POSITIVO  0,09   0,10   0,22       
 

5 201,1   0,10   0,08   0,40       
 

6 37,1   0,09   0,15   0,67 POSITIVO     
 

7 15,7   0,10   0,05   0,52 POSITIVO     
 

8 224,8   0,45 POSITIVO 0,45 POSITIVO 0,57 POSITIVO     
 

9 15,8 POSITIVO 0,62 POSITIVO  0,16   0,39   POSITIVO 
 

10 108   0,13   0,10   0,36       
 

11 1377   0,10   0,06   0,30       
 

12 55,3   0,19   0,10   0,41       
 

13 96,5   0,22   0,14   0,45 POSITIVO     
 

14 25,2   0,15   0,10   0,35       
 

15 11,8   0,25   0,13   0,35       
 

17 7,5   0,07   0,05   0,51 POSITIVO     
 

18 7,6   0,15   0,11   0,31       
 

19 304,8   0,21   0,15   0,41       
 

20 132,8   0,12   0,07   0,51 POSITIVO     
 

21 93,3   0,32   0,10   0,50 POSITIVO     
 

22 1252,9   0,20   0,24   0,47 POSITIVO     
 

23 96,7   0,12   0,07   0,51 POSITIVO     
 

24 36,4   0,19   0,11   0,46 POSITIVO     
 

26 2760,9   0,27   0,15   0,59 POSITIVO     
 

27 174,4   0,18   0,21   0,68 POSITIVO     
 

28 698,7   0,17   0,11   0,47 POSITIVO     
 

29 1517,6   0,09   0,06   0,53 POSITIVO     
 

30 673,6   0,27   0,10   0,64 POSITIVO     
 

31 4397   0,09   0,07   0,41       
 

32 552   0,07   0,02   0,13       
 

33 1144,5   0,19   0,15   0,50 POSITIVO     
 

34 18,8   0,11   0,08   0,28       
 

35 1041   0,25   0,16   0,50 POSITIVO     
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36 5033,4   0,17   0,08   0,36       
 

37 1771,2   0,20   0,04   0,40       
 

38 1406,2   0,18   0,17   0,57 POSITIVO     
 

39 1366,2   0,29   0,12   0,50 POSITIVO     
 

40 2302,8   0,25   0,12   0,50 POSITIVO     
 

41 96,2 POSITIVO  0,55 POSITIVO  0,21   0,82 POSITIVO POSITIVO 
 

42 16,7 POSITIVO 0,12   0,04   0,24       
 

43 384,5   0,12   0,07   0,36       
 

44 3,9 POSITIVO  0,12   0,03   0,34       
 

46 98,3   0,19   0,09   0,40       
 

47 145,5   0,08   0,15   0,20       
 

48 26,1   0,25   0,15   0,44 POSITIVO     
 

49 84,9   0,12   0,04   0,21       
 

50 124,9   0,46 POSITIVO 0,20   0,46 POSITIVO POSITIVO 
 

51 32,1 POSITIVO 0,18   0,06   0,50 POSITIVO POSITIVO 
 

52 12,2   0,05   0,03   0,15       
 

53 44,3   0,11   0,05   0,21       
 

54 30,3   0,17   0,05   0,22       
 

55 23,9   0,16   0,08   0,35       
 

56 189,9 POSITIVO  0,11   0,04   0,47 POSITIVO     
 

57 11,6   0,14   0,04   0,32       
 

58 17,2   0,28   0,05   0,49 POSITIVO     
 

63 711,5   0,11   0,02   0,43 POSITIVO     
 

65 73   0,33   0,09   0,81 POSITIVO     
 

66 140,1   0,22   0,04   0,49 POSITIVO     
 

68 45,5   0,23   0,05   0,41       
 

69 100,8   0,18   0,03   0,42       
 

70 192,2 POSITIVO 0,12   0,05   0,39       
 

71 724,3   0,18   0,04   0,35       
 

72 46,9   0,15   0,04   0,46 POSITIVO     
 

73 55,2   0,24   0,06   0,66 POSITIVO     
 

74 552,1   0,09   0,01   0,17       
 

75 41,4   0,05   0,01   0,27       
 

76 308,8   0,08   0,02   0,22       
 

77 933   0,49 POSITIVO 0,32 POSITIVO 0,56 POSITIVO     
 

78 153   0,16   0,04   0,34       
 

79 856,2   0,19   0,11   0,50 POSITIVO     
 

80 122,2   0,53 POSITIVO 0,31 POSITIVO 0,58 POSITIVO     
 

81 197,6 POSITIVO  0,07   0,02   0,29       
 

82 487,9   0,21   0,05   0,47 POSITIVO     
 

83 486,1   0,26   0,09   0,54 POSITIVO     
 

84 519,6   0,09   0,02   0,33       
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85 398,9   0,06   0,02   0,19       
 

86 623,6   0,09   0,05   0,35       
 

88 97,1   0,14   0,04   0,56 POSITIVO     
 

89 655,8   0,09   0,02   0,28       
 

90 524,4   0,17   0,08   0,48 POSITIVO     
 

91 576   0,45 POSITIVO  0,10   0,62 POSITIVO     
 

93 846,6   0,09   0,02   0,52 POSITIVO     
 

94 42,7   0,11   0,03   0,53 POSITIVO     
 

95 886,4   0,13   0,06   0,37       
 

96 678   0,15   0,11   0,49 POSITIVO     
 

97 887,7   0,12   0,05   0,41       
 

98 487,9   0,14   0,05   0,45 POSITIVO     
 

99 151,1   0,15   0,07   0,34       
 

100 413,7   0,13   0,12   0,20       
 

101 497   0,12   0,06   0,60 POSITIVO     
 

102 1125,3   0,11   0,09   0,46 POSITIVO     
 

103 3265   0,13   0,04   0,28       
 

104 598,4   0,16   0,07   0,34       
 

105 1544,6   0,11   0,00   0,34       
 

106 101,9   0,17   0,01   0,56 POSITIVO     
 

107 394,4   0,16   0,14   0,43 POSITIVO     
 

108 339,2   0,11   0,27 POSITIVO 0,53 POSITIVO     
 

109 884   0,14   0,05   0,42       
 

110 272,2   0,28   0,10   0,43 POSITIVO     
 

111 487,6   0,11   0,05   0,40       
 

112 360,2   0,33   0,10   0,62 POSITIVO     
 

113 690,4   0,22   0,11   0,54 POSITIVO     
 

116 152,4   0,23   0,10   0,44 POSITIVO     
 

117 107,8   0,18   0,26 POSITIVO 0,49 POSITIVO     
 

118 362   0,12   0,03   0,18       
 

119 144,2   0,18   0,10   0,34       
 

120 311,5   0,15   0,06   0,24       
 

121 359,2   0,24   0,14   0,63 POSITIVO     
 

122 515,1   0,09   0,10   0,36       
 

123 3234,2   0,05   0,07   0,36       
 

124 293,6   0,08   0,24 POSITIVO 0,45 POSITIVO     
 

127 2047,8   0,16   0,30 POSITIVO 0,40       
 

128 1659,5   0,19   0,19   0,44 POSITIVO     
 

131 112,9   0,53 POSITIVO 0,06   0,33       
 

132 1864,5   0,07   0,46 POSITIVO 0,46 POSITIVO     
 

133 133   0,21   0,12   0,54 POSITIVO     
 

134 793   0,26   0,04   0,24       
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135 46,9 POSITIVO 0,09   0,10   0,35       
 

136 1843,8   0,06   0,07   0,28       
 

137 660,2   0,09   0,26 POSITIVO 0,39       
 

138 186,4   0,14   0,13   0,38       
 

139 949,3   0,09   0,10   0,37       
 

140 142   0,17   0,08   0,42       
 

141 811,1   0,45 POSITIVO 0,06   0,34   POSITIVO 
 

142 519,4   0,26   0,07   0,30       
 

143 320,5   0,09   0,13   0,49 POSITIVO     
 

144 288,5   0,11   0,05   0,27       
 

145 2517,3   0,13   0,20   0,31       
 

146 1958,6   0,15   0,05   0,30       
 

147 911,7   0,12   0,26 POSITIVO 0,66 POSITIVO     
 

148 910,8   0,14   0,10   0,44 POSITIVO     
 

150 1781,2   0,15   0,21   0,47 POSITIVO     
 

151 18,9   0,13   0,05   0,30       
 

152 48   0,12   0,19   0,47 POSITIVO     
 

153 1734,4   0,11   0,35 POSITIVO 0,35       
 

154 2467,9   0,13   0,16   0,37       
 

156 1324,8   0,16   0,28 POSITIVO 0,61 POSITIVO     
 

157 937,1   0,11   0,35 POSITIVO 0,70 POSITIVO     
 

158 2288,7   0,06   0,24   0,52 POSITIVO     
 

159 3128,5   0,09   0,17   0,39       
 

160 1885,4   0,42 POSITIVO 0,50 POSITIVO 0,38   POSITIVO 
 

162 1166,5   0,08   0,31 POSITIVO 0,47 POSITIVO     
 

163 2329,7   0,16   0,27 POSITIVO 0,40       
 

166 941,3   0,16   0,31 POSITIVO 0,46 POSITIVO     
 

167 1495,9   0,17   0,27 POSITIVO 0,64 POSITIVO     
 

168 1121,7   0,07   0,08   0,80 POSITIVO     
 

169 497,8   0,07   0,14   0,20       
 

170 2574,3   0,10   0,17   0,45 POSITIVO     
 

171 435,6   0,05   0,08   0,26       
 

172 1009,4   0,08   0,09   0,47 POSITIVO     
 

173 865,5   0,09   0,09   0,36       
 

174 106,3   0,06   0,09   0,31       
 

175 87,3   0,11   0,09   0,56 POSITIVO     
 

177 63 POSITIVO 0,09   0,08   0,60 POSITIVO     
 

179 12,4   0,07   0,08   0,53 POSITIVO     
 

180 103,2   0,12   0,13   0,32       
 

181 149,8   0,18   0,18   0,17       
 

182 14,8   0,08   0,15   0,33       
 

184 52,8   0,15   0,12           
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185 122,1           0,20       
 

186 19,2   0,08   0,07   0,38       
 

187 18,7   0,05   0,07   0,22       
 

188 20,9   0,15   0,42 POSITIVO 0,37       
 

189 28,6           0,44 POSITIVO     
 

190 68,8   0,11   0,07   0,49 POSITIVO     
 

191 1493,7   0,05   0,07   0,36       
 

192 33,6   0,34   0,13   0,44 POSITIVO     
 

193 1334,2   0,06   0,03   0,33       
 

195 421,8   0,38 POSITIVO  0,35 POSITIVO 0,45 POSITIVO   POSITIVO 
 

196 97,1   0,12   0,08   0,29       
 

197 330,2   0,05   0,02   0,20       
 

198 1247,2           0,46 POSITIVO     
 

199 57,4   0,10   0,18   0,42       
 

200 17,4   0,23   0,23   0,38       
 

201 64   0,28   0,32 POSITIVO 0,41       
 

202 108,6   0,16   0,02   0,60 POSITIVO     
 

203 196,6   0,19   0,07   0,74 POSITIVO     
 

204 871,6   0,14   0,06   0,31       
 

205 35,4   0,05   0,02   0,15       
 

206 41,4   0,05   0,03   0,29       
 

207 24,2   0,10   0,09   0,82 POSITIVO     
 

208 198 POSITIVO 0,10   0,38 POSITIVO 0,31   POSITIVO 
 

209 174,9   0,10   0,27 POSITIVO 0,47 POSITIVO     
 

210 166,6   0,40 POSITIVO  0,40 POSITIVO 0,53 POSITIVO     
 

211 27,1   0,06   0,13   0,27       
 

212 99,1   0,22   0,60 POSITIVO 0,23       
 

213 2023,5   0,27   0,36 POSITIVO 0,56 POSITIVO     
 

214 201,6   0,17   0,19   0,35       
 

215 333,5   0,10   0,22   0,55 POSITIVO     
 

216 16,4   0,06   0,10   0,28       
 

219 80,1   0,12   0,33 POSITIVO 0,31       
 

220 38,3   0,37 POSITIVO  0,42 POSITIVO 0,31   POSITIVO 
 

221 566,4   0,07   0,14   0,19       
 

222 57,7 POSITIVO  0,42 POSITIVO  0,15   0,43 POSITIVO     
 

223 47,1   0,06   0,11   0,27       
 

224 18,1   0,06   0,49 POSITIVO 0,27       
 

225 98,3   0,09   0,23   0,46 POSITIVO     
 

226 49,1   0,12   0,42 POSITIVO 0,51 POSITIVO     
 

227 149,8   0,13   0,17   0,60 POSITIVO     
 

228 42,2   0,15   0,34 POSITIVO 0,18       
 

229 47   0,08   0,28 POSITIVO 0,24       
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230 47,4   0,08   0,19   0,23       
 

231 27,8   0,09   0,21   0,35       
 

232 20,7   0,10   0,06   0,41       
 

233 28,1       0,23   0,42       
 

234 33,6 POSITIVO 0,16   0,18   0,35       
 

235 52,8   0,09   0,33 POSITIVO 0,26       
 

236 52,6   0,18   0,40 POSITIVO 0,45 POSITIVO     
 

237 57,8   0,08   0,13   0,30       
 

238 16,8 POSITIVO 0,14   0,19   0,20       
 

239 72,8   0,10   0,30 POSITIVO 0,29       
 

240 59,1   0,12   0,36 POSITIVO 0,47 POSITIVO     
 

242 140,4   0,08   0,29 POSITIVO 0,55 POSITIVO     
 

243 24,6   0,15   0,34 POSITIVO 0,39       
 

244 15,6   0,04   0,12   0,21       
 

245 26,7   0,09   0,39 POSITIVO 0,53 POSITIVO     
 

247 66,2   0,09   0,30 POSITIVO 0,23       
 

248 20,2 POSITIVO 0,07   0,18   0,39       
 

250 29,4   0,06   0,10   0,39       
 

251 58,4   0,08   0,20   0,25       
 

252 60,1   0,07   0,24 POSITIVO 0,30       
 

253 35,1   0,07   0,35 POSITIVO 0,08       
 

254 19,1   0,14   0,21   0,41       
 

255 39,9   0,13   0,52 POSITIVO 0,70 POSITIVO     
 

256 48,6   0,06   0,22   0,48 POSITIVO     
 

257 230,5   0,12   0,26 POSITIVO 0,24       
 

258 21,2   0,44 POSITIVO  0,42 POSITIVO 0,40       
 

259 77,2   0,10   0,15   0,35       
 

260 68,8   0,11   0,14   0,48 POSITIVO     
 

262 12   0,06   0,15   0,54 POSITIVO     
 

263 57,9 POSITIVO 0,08   0,25 POSITIVO 0,36       
 

264 71,2   0,10   0,14   0,38       
 

265 54,8   0,08   0,09   0,19       
 

266 29,9   0,24   0,47 POSITIVO 0,40       
 

267 112,3   0,13   0,46 POSITIVO 0,53 POSITIVO     
 

268 36,2   0,20   0,19   0,36       
 

269 44,2 POSITIVO 0,16   0,19   0,30       
 

270 110,6   0,14   0,32 POSITIVO 0,40       
 

272 68,9   0,10   0,13   0,20       
 

274 65,1   0,04   0,10   0,17       
 

275 94,7 POSITIVO 0,13   0,29 POSITIVO 0,60 POSITIVO POSITIVO 
 

276 63,3   0,16   0,27 POSITIVO 0,48 POSITIVO     
 

277 1035,8   0,10   0,22   0,55 POSITIVO     
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278 77,8   0,02   0,04   0,14       
 

279 71,2   0,04   0,19   0,11       
 

280 52,8   0,06   0,36 POSITIVO 0,27       
 

281 19,3   0,04   0,25 POSITIVO 0,19       
 

282 90,2   0,28   0,51 POSITIVO 0,30       
 

283 38,6   0,09   0,14   0,29       
 

285 89,4   0,05   0,17   0,28       
 

286 63   0,07   0,11   0,32       
 

288 51,2   0,06   0,11   0,39       
 

290 76,9   0,08   0,31 POSITIVO 0,26       
 

291 47,3   0,06   0,11   0,22       
 

292 118,2   0,04   0,22   0,27       
 

294 227,7   0,10   0,14   0,32       
 

295 806,6   0,13   0,20   0,46 POSITIVO     
 

296 55,2   0,04   0,26 POSITIVO 0,32       
 

297 398,9   0,07   0,34 POSITIVO 0,27       
 

298 195,8   0,07   0,21   0,23       
 

302 31,9 POSITIVO 0,15   0,79 POSITIVO 0,40       
 

303 92   0,10   0,25 POSITIVO 0,62 POSITIVO     
 

305 804   0,31   0,56 POSITIVO 0,46 POSITIVO     
 

306 944   0,23   0,50 POSITIVO 0,37       
 

307 214,5   0,13   0,29 POSITIVO 0,37       
 

310 26   0,15   0,19   0,57 POSITIVO     
 

311 239,2   0,07   0,12   0,34       
 

312 144,8   0,08   0,18   0,37       
 

313 1243,1   0,31   0,34 POSITIVO 0,40       
 

314 132,8   0,05   0,16   0,40       
 

317 19 POSITIVO  0,09   0,17   0,48 POSITIVO POSITIVO 
 

319 36   0,22   0,37 POSITIVO 0,43 POSITIVO     
 

321 385,1   0,07   0,22   0,19       
 

322 144   0,16   0,21   0,25       
 

326 37,1   0,05   0,05   0,33       
 

328 69,1   0,67 POSITIVO  0,33 POSITIVO 0,49 POSITIVO POSITIVO 
 

329 177,3   0,71 POSITIVO  0,64 POSITIVO 0,42     POSITIVO 
 

333 144,8   0,23   0,18   0,71 POSITIVO     
 

336 19,5   0,18   0,14   0,34       
 

337 345,8   0,13   0,29 POSITIVO 0,50 POSITIVO     
 

338 228,7   0,12   0,13   0,41       
 

339 859,2   0,13   0,12   0,33       
 

340 291,7   0,06   0,18   0,26                           
 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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ANEXO A – COMISSÃO DE ÉTICA 
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ANEXO B – NORMAS PARA SUBMISSÃO PLOS NEGLECTED  
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