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Resumo 

 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias que apresentam 

diferentes manifestações clínicas e grande diversidade epidemiológica. O 

objetivo deste estudo foi o de padronizar a PCR, para diferenciar L. (L.) 

chagasi de L. (V.) braziliensis em amostras biológicas, visto que ambas as 

espécies são prevalentes no Estado de São Paulo. Este trabalho foi 

dividido em três partes. A primeira restringiu-se à escolha e avaliação dos 

marcadores específicos e à padronização da reação. Na segunda, avaliou-

se a PCR (PCR-L. (L.) chagasi) utilizando um marcador específico para o 

diagnóstico da leishmaniose visceral americana (LVA) em 114 amostras 

caninas (44 cães sintomáticos e 70 assintomáticos) em um estudo 

prospectivo. A sensibilidade e especificidade da reação foram avaliadas a 

partir dos métodos parasitológicos (microscopia direta e cultura in vitro). 

Houve 92% de concordância entre os métodos parasitológicos e a PCR-L. 

(L.) chagasi. Das 61 amostras positivas na PCR-L. (L.) chagasi, 49 foram 

positivas pelos métodos parasitológicos. A especificidade também foi alta, 

pois não foram observadas reações positivas com outras espécies 

utilizadas no controle. Nas amostras negativas de 61 cães os métodos 

parasitológicos foram positivos em 5 dessas amostras. Esses resultados 

discordantes revelaram que estes animais poderiam estar com 

leishmaniose tegumentar americana (LTA), o que foi confirmado pela PCR-

L. (V.) braziliensis positiva. Na terceira parte avaliou-se a PCR-L. (V.) 

braziliensis em lesões humanas. As amostras analisadas foram coletadas 

de pacientes atendidos em ambulatórios da região de Sorocaba, que é a 

segunda região de maior endemicidade para LTA no Estado de São Paulo. 

Biópsias de lesões de 109 pacientes foram analisadas por PCR-L. (V.) 

braziliensis, métodos parasitológicos, reação intradérmica de Montenegro e 

análise histopatológica. O diagnóstico definitivo da LTA, baseado na análise 



clínica e na visualização do parasito, evidenciou 52 pacientes positivos e 57 

negativos. A sensibilidade e a especificidade da PCR-L. (V.) braziliensis 

foram de 96% e 100% respectivamente. Os métodos parasitológicos 

apresentaram sensibilidade de 69% e especificidade de 100%. A reação 

intradérmica de Montenegro foi sensível (100%), mas com baixa 

especificidade (65%). Estes resultados falso-positivos foram 

correlacionados a possíveis reações cruzadas com outras infecções ou 

reação alérgica ao fenol, preservativo presente no antígeno. Este estudo 

mostrou que a PCR é um método altamente sensível e específico para 

compor o diagnóstico diferencial das leishmanioses e reforça a idéia da 

inclusão da PCR no diagnóstico das leishmanioses, visando determinar a 

espécie de Leishmania envolvida na infecção.  
 
 



Abstract 

 

Leishmaniases are infectious diseases with different clinical manifestations 

and widely epidemiological diversity. The aim of this study was to standardize 

PCR to distinguish L. (L.) chagasi from L. (V.) braziliensis in biological 

samples since both species are prevalent in São Paulo State. This study was 

separated into three steps. The first was to choose and evaluate specific 

markers, as well as to establish the reaction standardization. In the second 

step, we evaluated the PCR (PCR-L. (L.) chagasi) ability to diagnose New 

World visceral leishmaniasis (VL) and to distinguish L. (L.) chagasi from other 

Leishmania species in domestic dogs. The reaction was evaluated in 114 

dog samples (44 symptomatic and 70 asymptomatic dogs) in a prospective 

study. Sensitivity and specificity were determined using the results of 

parasitological methods (culture and microscopic examination).  PCR-L. (L.) 

chagasi and parasitological methods were concordant in 92% of samples. VL 

was confirmed in 49 dogs, while 61 had negative results. Discordant results 

were shown in 9 dogs, but were further tested by PCR-Leishmania sp with 

positive results. VL was also confirmed in 5 of them. PCR-L. (L.) chagasi 

also, showed high specificity detecting 61 dogs negative for VL. The 5 dogs 

with positive culture and PCR-Leishmania sp had New World cutaneous 

leishmaniasis (CL) since they were positive for PCR–L. (V.) braziliensis. The 

third step of this study evaluated the efficacy of PCR (PCR-L. (V.) 

braziliensis) in detecting Leishmania in patients with cutaneous lesions. The 

results were compared to those obtained by traditional methods of CL 

diagnosis (parasitological methods, Montenegro intradermal reaction and 

histopathological analyses) in 109 biopsies from patients with cutaneous 

lesions living in the Sorocaba, the second most endemic region of Sao Paulo 

State. Definitive diagnosis, established by clinical and “consensus laboratory 

criteria” (positive culture, stained tissue smears or PCR), determined 52 



patients with CL and 57 with other etiologies. The sensitivity and specificity of 

PCR–L. (V.) braziliensis were 96% and 100%, respectively. The 

parasitological methods showed sensitivity of 69% and specificity of 100%. 

Montenegro intradermal tests were highly sensitive (100%) but with low 

specificity (65%). These false-positive results could be related to possible 

cross-reactions with other infections or allergenic response to phenol, the 

preservative present in the Montenegro reagent. This study confirmed the 

high sensitivity and specificity of PCR for differential diagnosis of 

leishmaniases and showed the importance of including PCR for species 

identification. 
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1. Introdução 

 

As leishmanioses constituem um grupo de zoonoses causadas 

por protozoários do gênero Leishmania. Apresentam grande complexidade 

nas características biológicas e geram diferentes graus de especificidade e 

interação com seus hospedeiros. Representam um sério problema de 

saúde pública mundial. A doença pode acometer a pele, mucosas e 

vísceras do homem, de animais domésticos e silvestres em diferentes 

regiões do planeta (Grimaldi e Tesh, 1993). 

 

 

1.1. Morfologia  

 

Leishmania é um protozoário da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae. Possui dois estágios distintos em seu ciclo de vida. (1) 

amastigota, quando o parasito é intracelular, multiplica-se nos macrófagos 

dos hospedeiros mamíferos. Apresenta forma oval medindo de 2 a 5 µm de 

diâmetro, flagelo curto e interiorizado, núcleo arredondado e excêntrico 

(figura 1A). (2) Promastigota, quando se desenvolve no tubo digestivo do 

hospedeiro invertebrado (flebotomíneos) e em meios de cultura. Possui 

forma alongada medindo de 10 a 15 µm de comprimento e 1,5 a 3,5 µm de 

largura (figura 1B) (Grimaldi e Tesh, 1993; Pearson et al., 2000; Rey et al., 

2001). 
                          A                                     B 

                                 
 
Figura 1. – Formas evolutivas de Leishmania - A: amastigota e B: 
promastigota. Fonte: www.who.int/tdr 
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1.2. Transmissão e ciclo biológico  

 

Os transmissores das leishmanioses são insetos da família 

Psychodidae, sub-família Phlebotominae. São pequenos dípteros, pilosos e 

de cor-palha ou castanho-claro. Adotam a postura das asas abertas e 

ligeiramente levantadas, dando-lhes um aspecto peculiar, justificando seus 

nomes popularmente conhecidos no Nordeste brasileiro como 

“cangalhinha”, “orelha-de-veado”, “asa-dura”; no Sul como “mosquito-

palha”, “birigui”; e na Amazônia, “tatuíra”. (Aguiar et al., 1986; Basano e 

Camargo, 2004).  

Na América do Sul a leishmaniose tegumentar americana (LTA) 

causada pelas principais espécies L. (L.) amazonensis, L. (V.) braziliensis e 

L. (V.) guyanensis tem como vetores as espécies Lutzomyia migonei, Lu. 

flaviscutellata, Lu  whitmani, Lu intermedia, Lu. umbratilis (Degrave et al., 

1994; Passos et al., 1999; Ashford, 2000). A leishmaniose visceral tem 

como transmissores cerca de 30 espécies de flebotomíneos no mundo 

(Desjeux, 1996). Nas Américas o principal vetor é Lutzomyia longipalpis 

(Laison & Shaw, 1987; Galati, 1997; Santos et al., 1998; Dos Santos et al., 

2003). 

Os protozoários são transmitidos dos hospedeiros invertebrados 

para hospedeiros vertebrados a partir da picada da fêmea do flebotomíneo 

infectada, que busca alimento (repasto sangüíneo) durante a maturação 

dos ovos. Ao picar o vertebrado, a fêmea regurgita as formas promastigotas 

metacíclicas infectantes do parasito que misturam-se à saliva (Figura 2). A 

saliva tem papel modulador da resposta imunológica do hospedeiro, 

facilitando o sucesso da infecção e a sobrevivência do parasito no sangue 

do hospedeiro vertebrado (Bogdan et al., 1990; Grimaldi e Tesh, 1993; Zer 

et al., 2001; Ramos-e-Silva e Jacques, 2002). 
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Nas Américas cerca de 40 mamíferos silvestres, geralmente 

roedores e marsupiais, já foram encontrados parasitados por Leishmania. 

Alguns considerados reservatórios naturais do parasito (Forattini et al., 

1972; Falqueto e Sessa, 1991; Klaus et al., 1999; Brandão-Filho e Shaw, 

2006). 

Na pele do hospedeiro vertebrado os promastigotas são 

rapidamente fagocitados por macrófagos e no seu interior se transformam 

em amastigotas. Sofrem divisão binária formando grandes aglomerados, 

rompendo o macrófago, onde serão novamente fagocitados por outros 

macrófagos. Todas as espécies de Leishmania que infectam mamíferos 

são parasitos intracelulares do sistema fagocítico mononuclear. No decurso 

das relações parasito-hospedeiro, seja no sentido da cura, seja nas 

diferentes manifestações clínicas, os fatores genéticos do parasito ou do 

hospedeiro terão seu papel fundamental na modulação das reações 

imunológicas (Bittencourt et al., 1996; Amato et al., 1998; Rittig e Bogdan, 

2000). 

A transmissão do parasito do hospedeiro vertebrado para o inseto 

se dá quando o inseto vetor pica o homem ou um animal parasitado. Retira 

juntamente com o sangue ou linfa intersticial as formas amastigotas. Dentro 

do tubo digestivo os parasitos passarão por formas variadas desde 

amastigotas típicas, esferomastigotas e por organismos piriformes ou 

fusiformes, até alcançarem a configuração promastigota que são ativas 

pelos movimentos flagelares. Os promastigotas se multiplicam por divisão 

binária, formando grandes aglomerados com aspecto de rosáceas, invadem 

as porções anteriores do estômago, proventrículo e esôfago do 

flebotomíneo (Figura 2) (Bogdan et al., 1990; Grimaldi e Tesh, 1993; Zer et 

al., 2001; Rey 2001; Ramos-Silva e Jacques, 2002). 

Fatores ecológicos importantes refletem no processo sinantrópico 

que envolve o homem, animais e os insetos vetores. Entre esses pode-se 
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citar o grau de degradação ambiental, a disponibilidade de fonte contínua 

de alimentos, as adaptações que supostamente podem desenvolver esses 

parasitos e que podem traduzir mudanças na sua infectividade, 

patogenicidade e virulência, refletindo na forma clínica e na resposta 

terapêutica (Gomes, 1992). 
 

 

Figura 2. Ciclo biológico de Leishmania sp. 
Fonte: www.who.int/tdr/disease/leish/lifecycle.htm.  

 

1.3. Classificação e nomenclatura 

 

A classificação e a nomenclatura das espécies de Leishmania 

distribuídas no Novo Mundo foram baseadas na distribuição geográfica e 

no tipo de lesões que causam ao homem (Quadro 1). 

Outras espécies da América do Sul como L. (V.) equatoriensis, L 

(L.) hertigi, L.(L.) deanei, L. (L.) aristedesi e L. (L.) forattinii foram descritas 

até agora apenas em animais silvestres (Cupollilo et al., 1998). 

Recentemente foi descrita uma nova espécie, a L. (V.) lindenbergi 

isolada de soldados por ocasião de um surto de leishmaniose no Estado do 

Pará, Brasil (Silveira et al., 2002). 
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Quadro 1: Principais agentes etiológicos, manifestações clínicas e distribuição geográfica das leishmanioses no Novo Mundo1. 
 

 
Espécie 

 
Lesões causadas no homem 

 
Distribuição geográfica 
 

L. (Viannia) braziliensis Cutâneas e mucosas América Central e do Sul até o norte da Argentina 

L (V.) peruviana Predominantemente cutâneas Altos vales andinos e encosta ocidental dos Andes 

L.(V.) guyanensis Predominantemente cutâneas Noroeste e Norte da América do Sul até o rio Amazonas 

L. (V.) panamensis Predominantemente cutâneas América Central e costa pacífica da América do Sul 

L. (V.) lainsoni Casos raros com lesões cutâneas Norte do Estado do Pará 

L. (V.) shawi Casos raros com lesões cutâneas Região Amazônica 

L. (V.) naiffi Casos raros com lesões cutâneas Região Amazônica 

L. (V.) colombiensis Cutâneas e mucosas Colômbia Panamá e Venezuela 

L. (Leishmania) mexicana Cutâneas eventualmente mucosas difusas México e América Central 

L. (L.) amazonensis Cutâneas eventualmente cutâneas difusas América Central, Norte, Nordeste, Centro Oeste2; Sudeste3 e Sul do 
Brasil. 

L. (L.) pifanoi Cutâneas eventualmente cutâneas difusas Venezuela 

L. (L.) venezuelensis Cutâneas Venezuela 

L. (L.) garnhami Predominantemente cutâneas Andes Venezuelanos 

L. (L.) infantum = L. (L.) 
chagasi Lesões viscerais (calazar) Sul do México ao Norte da Argentina, com predominância no 

Nordeste Brasileiro. 
 

1Segundo Marzochi et al., 1999; 2Dorval et al, 2006; 3Taniguchi et al., 2005. 
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1.3.1. Subgênero Viannia 

 

1.3.1.1. Complexo L.(V.) braziliensis  

 

As espécies mais freqüentes que causam a leishmaniose 

tegumentar no Brasil são L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis. São 

responsáveis pela forma cutânea localizada, causando uma lesão na pele 

que pode-se  curar espontaneamente após algumas semanas ou meses. 

L. (V.) braziliensis pode desenvolver a forma mucocutânea que se 

inicia com úlcera primária de pele que pode desenvolver metástases na 

região oronasal, causando grande destruição de tecidos e, que em alguns 

casos, são extremamente mutilantes (Gontijo e Carvalho, 2003; Basano e 

Camargo, 2004; Pinheiro, 2004). Em geral cada espécie de Leishmania 

desencadeia manifestação clínica característica, entretanto é importante 

mencionar que diferentes espécies podem apresentar formas clínicas da 

doença de modo semelhantes, considerando fatores relacionados à 

resposta imune do hospedeiro.  

L. (V.) guyanensis é mais freqüente nos Estados do Amazonas e 

Mato Grosso (Lainson e Shaw, 1987; Delgado et al., 1997; Romero et al., 

2002). Diversas espécies do subgênero Viannia  como L. (V.) lainsoni, L. 

(V.) shawi, L. (V.) naiffi, L. (V.) colombiensis e L. (V.) equatoriensis foram 

isoladas de animais silvestres na Região Amazônica e países vizinhos, mas 

raramente infectam o homem (Passos et al., 1999; Andrade et al., 2001; 

Rey et al., 2001). 
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1.3.2. Subgênero Leishmania  

 

1.3.2.1. Complexo L. (L.) mexicana  

 

No Brasil a única espécie deste subgênero responsável por 

lesões cutâneas e mucosas é L. (L) amazonensis. Produz lesões cutâneas 

únicas ou em pequeno número. Não produz metástases mucosas, mas 

pode causar a leishmaniose cutâneo-difusa ou forma disseminada da 

doença em indivíduos imunossuprimidos As lesões causadas por L. (L.) 

amazonensis apresentam grande número de parasitos (Gomes, 1992; 

Pinheiro, 2004). 

 

 

1.3.2.2. Complexo L. (L.) donovani  

 

As espécies responsáveis pela leishmaniose visceral são: (i) 

Leishmania (L.) donovani encontrada em países da África Oriental e 

asiáticos, principalmente Índia, Paquistão e Bangladesh. Infecta 

preferencialmente indivíduos adultos, sendo conhecida como calazar 

indiano; (ii) Leishmania (L.) infantum, encontrada em áreas do 

Mediterrâneo, África Oriental, Oriente, Norte da Ásia e da China. Infecta 

preferencialmente crianças sendo conhecida como calazar infantil; (iii) 

Leishmania (L.) chagasi, responsável pela leishmaniose visceral das 

Américas (LVA) ou calazar americano. Infecta indistintamente adultos e 

crianças. O nome da espécie foi criado na suposição de tratar-se de 

espécie distinta e presente na região antes da colonização européia. 

Acredita-se agora que Leishmania (L.) infantum foi trazida da Região 

Mediterrânea por cães infectados que acompanhavam os imigrantes 

europeus. As pesquisas baseadas em análises enzimáticas e genéticas 
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revelaram que as diferenças entre as duas espécies são tão pequenas que 

não justificam diferenciá-las. Sendo assim, a maioria dos autores considera 

L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi a mesma espécie (Killick-Kendrik et al., 

1980; Lopes et al., 1984; Lopes e Wirth, 1986; Lainson e Shaw, 1987; 

Marzochi e Marzochi, 1994; Maurício et. al., 1999 e 2006). 

 

 

1.4. Epidemiologia das leishmanioses  

As leishmanioses constituem uma das sete prioridades da 

Organização Mundial de Saúde. Estimativas indicam que existem cerca de  

400.000 novos casos anuais, 12 milhões de indivíduos estão infectados e 

350 milhões de indivíduos estão expostos à doença (Desjeux, 1996; WHO, 

2007). 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é assinalada em 

quase todo o hemisfério ocidental do continente Americano, desde o 

México até o norte da República Argentina. A prevalência das 

leishmanioses no mundo é baseada em notificações e publicações de 

casos (WHO, 1990; Desjeux, 1996). 

Nos últimos anos, o Brasil registrou uma média de 30 mil casos 

anuais no Rio de Janeiro, Bahia, Amazonas, Mato Grosso, Paraná e São 

Paulo. Embora novos casos da infecção devam ser notificados para os 

órgãos oficiais, muitas vezes a informação é negligenciada fazendo com 

que os dados oficiais sejam subestimados. As principais causas da 

subnotificação são: casos oligossintomáticos, desinformação de 

profissionais da importância da notificação e falta ou erro no diagnóstico. 

(Salman et al., 1999; Marzochi et al., 1999; Desjeux, 1996; FUNASA, 2002; 

Carvalho et al., 2006).  

No Estado de São Paulo, a partir de 1907 a LTA surgiu de forma 

epidêmica entre os trabalhadores da construção da estrada de ferro 
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Noroeste do Brasil, na extensão das linhas da Companhia Paulista de 

Estradas de Ferro e da Estrada de Ferro Sorocabana. Atualmente o 

conceito clássico de transmissão está se modificando. Embora se 

mantenha a relação-proximidade da casa com a mata e a associação do 

homem invadindo o ambiente silvestre, a doença vem se manifestando em 

todas as faixas etárias e indistintamente entre sexos (Tolezano, 1994). 

A leishmaniose visceral é uma das seis doenças endêmicas mais 

importantes do mundo, pela alta incidência e mortalidade principalmente 

entre crianças desnutridas e indivíduos imunocomprometidos como os 

pacientes com AIDS (Alencar et al., 1991). Tem distribuição geográfica 

mundial ocorrendo na Ásia, Europa, Oriente Médio, África e Américas, com 

exceção do continente Oceania. Nas Américas, a leishmaniose visceral 

(LVA) tem ampla distribuição desde o sul dos Estados Unidos até o norte 

da Argentina. É uma zoonose tendo o cão como um dos principais 

reservatórios no ambiente doméstico (Deane e Deane, 1964). 

No Brasil já foi descrita em várias regiões rurais, periurbanas e 

urbanas de grandes centros como Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte 

(MG), Araçatuba (SP), Corumbá (MS) entre outros. Atualmente é endêmica 

em 19 dos 27 estados brasileiros (Ministério da Saúde, 2007). Até 1998, no 

Estado de São Paulo a doença ocorria somente como casos esporádicos, 

cujas investigações posteriores revelaram tratar-se de “importados”. Em 

1998, no município de Araçatuba, região oeste foi detectado o primeiro 

caso canino autóctone do Estado de São Paulo e a presença do vetor 

Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912; Galimbertti et al., 1993; 

Tolezano et al., 1999). Em 1999 surgiu o primeiro caso humano autóctone 

nesta região (Savani et al., 1999; CVE/SES, 2007). Desde então, observa-

se a expansão da doença à medida que se verifica a adaptação do vetor a 
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zonas urbanas (Camargo - Neves et al., 2001; Camargo - Neves e Gomes, 

2002).  

 

 

1.5. Patogenia das leishmanioses em humanos 

 

Os diferentes grupos de Leishmania apresentam diferentes 

características quanto à infectividade e virulência. A patogenicidade varia 

de acordo com a espécie de Leishmania envolvida, as condições genéticas 

e os mecanismos de regulação imunológica do hospedeiro. Todas estas 

características contribuem para a diversidade dos quadros clínicos da 

doença como lesões discretas e localizadas evoluindo para cura ou para o 

desenvolvimento de metástases (Grimaldi e Tesh, 1993; Marzochi e 

Marzochi, 1994; Grevelink e Lerner, 1996; Silveira et al., 1998). 

 

 

1.5.1. Leishmaniose tegumentar americana  

 

A evolução da LTA depende da resposta do hospedeiro a partir 

do local da picada do vetor e a localização das lesões (Marzochi e 

Marzochi, 1994). As lesões começam como uma infecção localizada e 

evoluem para disseminada ou difusa, dependendo da espécie de 

Leishmania e das deficiências de resposta celular do hospedeiro (Grimaldi 

et al., 1987; 1989; Grimaldi e Tesh, 1993; Gontijo e Carvalho, 2003). 

L. (V.) braziliensis é responsável por lesões cutâneas e mucosas, 

que podem recidivar após o tratamento e cura (Passos et al., 1999; 

Andrade et al., 2001).  
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As lesões são exclusivamente de pele e localizam-se 

preferencialmente nas partes descobertas do corpo e que são mais 

expostas às picadas dos flebotomíneos. Neste local observa-se destruição 

celular e reação inflamatória. A inflamação cutânea evolui para necrose 

formando úlceras arredondadas ou ovaladas de aspecto raso ou profundo. 

As bordas das lesões são salientes, enduradas e com limites internos. São 

chamados de “talhados a pique” (Rey, 2001). Outras formas podem 

também surgir como impetigóide, liquenóide, tuberculosa, lupóide, nodular, 

vegetante, ectimatóide ou em crostas (Amim e Manisali, 2000; Gontijo e 

Carvalho, 2003). A ocorrência de linfoadenopatia regional geralmente 

precede o surgimento das ulcerações por uma a doze semanas. Na maioria 

dos casos a infecção progride e, após um período de latência clínica que 

pode durar até vários meses, surgem lesões cutâneas e/ou mucosas 

devido à disseminação hematogênica e/ou linfática (Dowlati, 1996; Salman 

et al., 1999; Gontijo e Carvalho, 2003). As Figuras 3A e 3B mostram uma 

lesão ulcerosa e lesões úlcero-crostosas, respectivamente.  

 

 
                      A                                                             B 

                                . 

Figura 3. A: Lesão ulcerosa de uma paciente em área endêmica de Sorocaba, SP. 
B: Lesões úlcero-crostosas localizadas na face e entre os dedos da mão direita de 
uma criança em área endêmica de Itu, SP. Fonte: Documentário Instituto Adolfo 
Lutz - Sorocaba -SP. 
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A leishmaniose mucosa é a variação clínica mais prevalente na 

América do Sul. As manifestações incluem acometimento de pilares e úvula 

com aumento de volume, hiperemia, rugosidades e úlceras superficiais 

(Marsden, 1986). Caracteriza-se por nódulos sintomáticos mais freqüentes 

em membros inferiores com posterior ulceração e freqüentemente linfangite. 

Estima-se que 5% dos pacientes desenvolvam lesões secundárias no 

complexo naso-faríngeo como obstrução nasal, perfuração de septo e 

destruição da cartilagem nasal (Marsden, 1986; Schubach et al., 1998a; 

Marzochi et al., 1999; Amim e Manisali, 2000; Di Lella et al., 2006). 

As lesões mucosas são clinicamente definidas pelo 

comprometimento do revestimento mucoso das vias aéreas superiores. Os 

mais comprometidos são: septo cartilaginoso, corneto nasais, palato mole, 

queda da pirâmide nasal, úvula, faringe e laringe. Nestes locais as lesões 

são ulcerosas, perfurantes, vegetantes ou necróticas (Figura 4A). Nas 

formas mais graves compromete a estrutura óssea da face ocasionando 

problemas na deglutição, fonação, respiração e alteração estética. Estes 

sintomas podem levar o paciente à morte (Marsden, 1986; Motta et al., 

2007)  

 

 

1.5.2. Leishmaniose visceral americana  

 

Determinar a fase inicial da leishmaniose visceral é praticamente 

impossível devido à inexistência de sintomatologia clínica. No local da 

picada pode ocorrer uma lesão primária como uma pápula de cor pálida ou 

ligeiramente pigmentada, que pode desaparecer sem qualquer tratamento 

ou outra manifestação clínica. Gradualmente, quase imperceptivelmente e, 

dependendo da resposta imune do hospedeiro, alguns sintomas podem 

surgir. O período de incubação é muito variável, situando-se de 10 dias a 
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oito meses ou até três anos (Marsden, 1986; Amim e Manisali, 2000; Di 

Lella, 2006).  

As formas clínicas podem variar como a assintomática, 

oligossintomática ou clássica. A forma assintomática caracteriza-se por não 

apresentar nenhuma manifestação clínica. É diagnosticada somente em 

inquéritos sorológicos em áreas de transmissão. A forma oligossintomática 

caracteriza-se pela presença de sinais ou sintomas como febre, 

hepatomegalia, diarréia e anemia discreta. Estes sintomas podem persistir 

por cerca de três a seis meses, podendo evoluir para a cura clínica 

espontânea ou para a doença plenamente que pode se manifestar num 

período de dois a 15 meses. A forma clássica caracteriza-se por 

manifestações clínicas exacerbadas como hepatoesplenomegalia, febre, 

comprometimento do estado geral, perda de peso progressiva, anorexia e 

astenia. As alterações dos exames laboratoriais mais significativas são 

anemia, leucopenia e/ou plaquetopenia e hipergamaglobulinemia. As 

complicações associadas à broncopneumonia, gastroenterites, septicemias 

e hemorragias contribuem para o aumento da mortalidade (Figura 4B). 

 

 

                  A                                                      B 

                                                              

Figura 4. A: Lesão com comprometimento do septo cartilaginoso. Fonte: Aula Prof. 
Valdir Sabbaga Amato. http://www.cve.saude.sp.gov.br. B: Hepato-esplenomegalia 
em um garoto brasileiro de 4 anos de idade com leishmaniose visceral. 
www.vet.uga.edu/VPP/NSEP/Brazil2002/leishmania/Port/Leish09.htm 
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1.5.3. Co-infecção com o vírus HIV   

 

A leishmaniose é considerada uma zoonose emergente e 

reemergente (Ashford, 2000) e a co-infecção de Leishmania sp e HIV ocorre 

em diversas partes do mundo. No sul da Europa, 2 a 9% dos pacientes com 

AIDS desenvolvem leishmaniose visceral, principalmente Itália apresentando 

alta prevalência (WHO/Leish/1996; Gradoni et al., 1996). No Brasil a co-

infecção LTA mucocutânea e AIDS foi descrita pela primeira vez em 1987 

em um paciente proveniente do Estado do Rio de Janeiro (Coura et al., 

1987; Machado et al., 1992). 

Na infecção por HIV observa-se progressiva desregulação do 

sistema imunológico, com desvio da resposta celular tipo Th1 para a 

humoral tipo Th2, o que é favorável para a replicação e disseminação de 

organismos intracelulares, como é o caso de Leishmania (Da Cruz et al., 

2000; Sampaio et al., 2002; Ministério da Saúde-MVC-LVA - SP, 2007). 

Nos pacientes com AIDS são descritas manifestações clínicas não 

usuais de casos de LVA por L. (L.) chagasi como lesões cutâneas, episódios 

de sinusite e pneumonia (Machado et al., 1992; Postigo et al., 1997; Rabello 

et al., 1998; Orsini et al., 2002). Nos casos de LTA cutâneo por Leishmania 

(V.) brazilieinsis os pacientes apresentam diversidade clínica, quadros 

graves, disseminação e refratariedade ao tratamento habitual (Górgola et al. 

1993; Sampaio et al., 2002; Di Lella, 2006). 

 

 

1.6. Patogenia das leishmanioses em animais domésti cos  

 

A patogenia e sintomatologia da forma cutânea da LTA nos 

animais domésticos são muito semelhantes às dos humanos. Os animais 

acometidos podem apresentar lesão única ou múltipla, podendo ser 
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ulceradas, vegetantes ou crostosas. As lesões surgem em regiões do corpo 

mais desprotegidas de pêlos. Nos cães, eqüinos e felinos, as lesões 

ocorrem nas pontas das orelhas, olhos, lábios, narinas, região anal e 

genitálias (Figura 5A) (Barros et al., 1985; Ramos-e-Silva e Jacques, 2002)  

Como nos humanos, o estado imunológico do animal determina o 

processo patogênico da doença. Pode evoluir para cura espontânea ou 

desencadear quadros graves como lesões bucais, lesões abertas sujeitas a 

infecções secundárias por fungos e bactérias levando o animal à debilidade 

e morte. 

A ocorrência de LTA em humanos e cães simultaneamente em 

áreas endêmicas sugere questionamentos sobre o papel do cão no ciclo de 

transmissão do parasito. Reithinger et al. (1999) sugeriram a investigação 

não só nos cães e outros animais domésticos, mas também nos vetores e 

animais silvestres que freqüentam o peridomicilio, bem como a persistência 

da infecção em cães e sua possível relação com a infecção. 

Nas áreas urbanas pelo fato de não ter sido identificado 

claramente até o momento o principal reservatório, vários autores 

incriminam os cães como reservatório nas áreas peridomiciliares e 

domiciliares (Barros et al., 1985; Falqueto et al., 1986; Sessa et al., 1994). 

Outros autores acreditam que o “reservatório” configura-se no equilíbrio 

entre o hospedeiro e o parasito, fato que não ocorre no cão (Ashford, 

1996). Portanto torna-se difícil afirmar que o cão desempenhe este papel, 

visto que o mesmo apresenta sintomatologia. Nas áreas endêmicas no 

Estado de São Paulo, seja área rural, periurbana ou urbana a transmissão 

ainda envolve os fatores clássicos primários como a presença da mata e/ou 

resíduo de mata, do inseto vetor, animais silvestres e o homem interagindo 

com os mesmos. 

Estudos realizados por Savani et al. (1999) em cães errantes do 

Estado de São Paulo demonstraram que, mesmo em áreas de alto risco, 
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estes não apresentaram nenhuma relação com o ciclo de transmissão e 

seu papel é irrelevante como fonte de infecção.  

Cães portadores de LVA apresentam lesões cutâneas, alopecia 

com descamação eczematosa, principalmente na região dos olhos, nas 

articulações e pregas da pele. As áreas sem pêlos favorecem o ataque do 

vetor e quando há lesões, estas são ricas em parasitos (Ashford et al., 

1996). Os sinais clínicos clássicos na maioria dos casos sintomáticos é o 

crescimento exagerado das unhas (onicogrifose), lesões oculares 

(ceratoconjuntivite bilateral, uveíte e glaucoma), anorexia, febre irregular, 

apatia, polipnéia, palidez de mucosas, caquexia, linfoadenopatia 

generalizada, leucopenia, hepatoesplenomegalia, rachaduras no coxim 

plantar, coriza, edema nas patas, neuralgia, poliartrite, polimiosite, lesões 

ósseas e hemorragias por trombocitopenia. Frequentemente a doença 

progride para a morte (Figuras 5B e 5C) (Deane e Deane, 1955; CVE-Inf. 

Técnico-LVA-SP, 2007). Assim como o homem, as três formas clínicas 

podem ser evidenciadas na LVA canina. Na forma sintomática, os animais 

apresentam os sinais clínicos clássicos citados acima, altos títulos de 

anticorpos para antígenos brutos como lisados de Leishmania sp ou 

antígenos específicos como o rK39. Na forma oligossintomática exibem 

sinais clínicos pouco característicos e baixos títulos de anticorpos. Podem 

evoluir para a cura ou desenvolver a doença, quase sempre após um longo 

período de incubação. Na forma assintomática não apresentam sinais 

clínicos, porém os exames sorológicos e parasitológicos são positivos 

(Berrahal et al., 1996; Chatterjee  et al., 1999; CVE-Inf. Técnico-LVA-SP, 

2007). 
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                  A                                                        B 

                                  

                                                  C  

                                               
Figura 5. A: Cão com LTA apresentando lesão na orelha. B e C: Cães com LVA 
apresentando caquexia acentuada, alopecia com descamação eczematosa, lesões 
de pele e onicogrifose. Fonte: Foto gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José Eduardo 
Tolezano, Instituto Adolfo Lutz, SP. 
 

 

1.7. Tratamento 

 

O tratamento das formas cutâneas visa o controle clínico dos 

doentes evitando as recidivas e a evolução para a forma mucocutânea. 

Desta forma, previne-se o aparecimento de lesões mutilantes (Koff e 

Rosen, 1994; Marzochi et al., 1999; Da Cruz e Azeredo Coutinho, 2001). 

Apesar da diversidade de espécies de Leishmania e da variedade 

de formas clínicas, do ponto de vista terapêutico, todas são submetidas aos 

mesmos medicamentos. No entanto, diferem quanto à sensibilidade aos 

quimioterápicos (Botelho et al., 1998; Machado et al., 2002). A droga de 

primeira escolha é o antimonial pentavalente antimoniato de N-metil-

glucamina, comercialmente conhecido como Glucantime®. Não havendo 

resposta satisfatória, as drogas de segunda escolha são a anfotericina B e 

anfotericina B lipossomal e a de terceira escolha é a pentamidina (Castro, 
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1972; Amato et al., 1996; Moskowitz e Kurban, 1999; WHO, 2007; Minodier 

et al. 2007).  

O esquema terapêutico difere entre alguns Estados do Brasil, mas 

seguem a orientação da Organização Mundial da Saúde e do Ministério da 

Saúde (WHO, 2007). Pacientes em tratamento necessitam de avaliação 

clínica antes, durante e após o tratamento devido aos efeitos colaterais, 

cardiotóxicos, hepatotóxicos e nefrotóxicos que os medicamentos 

desencadeiam (Marsden, 1986; Marzochi et al., 1999; Rodrigues et al., 

1999; Ribeiro et al., 1999). 

O tratamento de cães com leishmanioses (LTA e LVA) não 

apresentam bons resultados, porque mesmo que o cão melhore seu quadro 

clínico, o protozoário permanece no seu organismo com a possibilidade de 

induzir resistência dos parasitos às drogas empregadas, o que dificultaria 

ainda mais o tratamento em humanos. O cão continuaria sendo o 

reservatório e uma importante fonte de contaminação para os vetores. Além 

disso, é um tratamento caro e prolongado que exige do proprietário 

responsável um compromisso muito grande (APASFA, 2008; WHO, 2007).  

 

 

1.8. Diagnóstico das leishmanioses  

 

O diagnóstico é composto pelos achados clínicos, a história 

epidemiológica e os testes laboratoriais (Furtado, 1980; Gontijo e Carvalho, 

2003). Contudo, como o diagnóstico laboratorial é pertinente ao tema desta 

tese, somente ele será relatado nesta Introdução. 
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1.8.1. Diagnóstico laboratorial  

 

1.8.1.1. Métodos parasitológicos 

 

A pesquisa direta ou análise microscópica demonstra a presença 

de amastigotas e pode ser realizada em diferentes amostras biológicas. Na 

leishmaniose tegumentar as amostras comumente são obtidas da lesão por 

escarificação, aspiração ou biópsia. Na leishmaniose visceral, por punções 

de medula óssea, linfonodos ou baço. Estes materiais são fixados em 

lâmina por “imprint” ou aposição e corados por Giemsa ou Leishman (Navin 

et al., 1990; Marzochi et al., 1999; Genaro, 2002).  

O exame histopatológico revela a presença ou não de infiltrado 

inflamatório granulomatoso linfohistiocitário e células parasitadas por 

amastigotas em amostras provenientes de biópsias (Magalhães, 1986; 

Mehregan e Mehregan, 1999; Safaei et al., 2002). 

O isolamento de Leishmania pode ser realizado in vitro, a partir 

dos diferentes materiais biológicos semeados em meios de cultura 

específicos para Leishmania como NNN ou Ducrey. Pode também ser 

realizado in vivo por meio de inoculação em animais de laboratório 

(Marzochi et al., 1999). 

Os métodos parasitológicos são considerados de excelência para 

o diagnóstico das leishmanioses, pois é o diagnóstico de certeza, devido à 

demonstração do parasito. Entretanto, alguns fatores devem ser 

considerados. Não são capazes de identificar a espécie na infecção, fator 

importante para definir a doença. No caso de lesões cutâneas, a 

probabilidade de encontrar o parasito é inversamente proporcional ao 

tempo da lesão. A sensibilidade dos métodos parasitológicos em infecções 

por L. (V.) braziliensis está em torno de 100% nos primeiros meses de 

evolução, 75% aos seis meses e 20% acima de 12 meses (Reed, 1996; 
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Marzochi et al., 1999; Salman et al., 1999). O isolamento dos parasitos por 

meio da cultura apresenta sensibilidade em torno de 20 a 40%, isto ocorre 

pela escassez dos parasitos nas amostras biológicas e o alto índice de 

contaminação (Rodrigues et al., 1994; Berman, 1997; Marzochi et al., 

1999). Os exames histopatológicos apresentam sensibilidade em torno de 

50%. Diferenciam o resultado positivo, onde o parasito é evidenciado, do 

resultado sugestivo, onde se descrevem apenas as alterações 

histopatológicas, características que não definem o diagnóstico (Mehregan 

e Mehregan, 1999; Pirmez et al., 1999; Raso e Genaro, 2000; Ramos-e-

Silva e Jacques, 2002). 

 

 

1.8.1.2. Métodos imunológicos 

 

Várias reações imunológicas foram desenvolvidas para o 

diagnóstico das leishmanioses. As mais utilizadas são: reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI), ensaio imunoenzimático (ELISA), 

“western blot”, hemaglutinação direta, difusão em gel, radioimunoensaio, 

citometria de fluxo para detecção de anticorpos anti-L. (V.) braziliensis 

(Anthony at al., 1980; Kar, 1995; Gonçalves et al., 2002; Rocha et al., 

2002). São testes relativamente sensíveis, porém pouco específicos pela 

presença de reações cruzadas com antígenos de outros tripanosomatídeos 

(Grimaldi et al., 1987; Grimaldi e Tesh, 1993; Kar, 1995). Os testes 

imunológicos são recomendados como complementação diagnóstica e 

controle de cura, mas também não são capazes de distinguir a espécie de 

Leishmania (CVE-Inf. Técnico-LVA-SP, 2007).  

A reação intradérmica de Montenegro (IDRM) é um teste utilizado 

com relativa freqüência para o diagnóstico da LTA. O teste consiste na 

injeção intradérmica de 0,1 a 0,2 mL de uma suspensão de promastigotas 
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para a indução da resposta de hipersensibilidade tardia. Após 48 a 72 

horas, pacientes tanto infectados assintomáticos como sintomáticos podem 

apresentar uma pápula endurecida superior a 5 mm de diâmetro (Salman et 

al., 1999). A positividade do teste é de 97% em pacientes que têm ou 

tiveram a doença, o que limita seu valor diagnóstico para as regiões 

endêmicas (Kar, 1995; Deps, 1998; Machado et al., 2002). Contudo, pode 

ser negativo na fase precoce da infecção, em pacientes imunodeprimidos e 

nas leishmanioses difusa e visceral (Salman et al., 1999; Ramos-e-Silva e 

Jacques, 2002). 

O teste cutâneo é preparado mais comumente com promastigotas 

íntegros suspensos em solução salina fenolada. Alguns pacientes 

apresentam alta sensibilidade ao fenol, ocorrendo no local da aplicação 

uma reação falso-positiva muito exacerbada de origem alérgica (Marzochi 

et al., 1999). 

 

 

1.8.1.3. Métodos moleculares e caracterização de Leishmania  

 

Além dos exames parasitológicos e dos ensaios imunológicos 

destacamos dois métodos de caracterização não moleculares, que são a 

determinação por anticorpos monoclonais (ou Sorodema) e o perfil 

eletroforético de enzimas (Rioux et al., 1990; Cupolillo et al., 1994;  Grimaldi 

e McMohon-Pratt, 1996). A utilização de anticorpos monoclonais apresenta 

a limitação das reações cruzadas com outras espécies de filogenia similar. 

A identificação da espécie de Leishmania por eletroforese de isoenzimas é 

demorada, podendo ser determinada em 2 ou 3 meses devido à 

necessidade de se obter grandes quantidades de parasito e exigindo muita 

dedicação e experiência do profissional. (Grimaldi e Tesh, 1993; Degrave et 

al., 1994; Schallig e Oskam, 2002). 
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Por outro lado, os métodos moleculares utilizados para a 

detecção e taxonomia das diferentes espécies de Leishmania têm grande 

importância, pois colaboram para o melhor entendimento dos estudos 

epidemiológicos, quimioterápicos, de vacinas, de controle de reservatórios 

e vetores (Degrave et al., 1994; Marzochi et al., 1999). 

A cariotipagem é empregada para examinar a heterogeneidade 

das diferentes cepas de Leishmania sp. Embora tenha sido um método 

eficiente para distinguir as semelhanças e diferenças entre as moléculas de 

DNA, não é capaz de identificar a espécie do parasito (Tavares et al., 1992). 

Contudo, quando associada à hibridização com marcadores específicos é 

capaz de distinguir espécies (Tavares et al., 1992; Sotto et al., 1995). A 

hibridização foi largamente utilizada para localizar seqüências específicas de 

genes com o auxilio de sondas que se ligam a cromossomos previamente 

preparados. Estas sondas originalmente foram desenvolvidas com 

marcadores radioativos para serem visualizadas por autorradiografia. Devido 

à alta periculosidade de exposição aos marcadores radioativos, hoje são 

utilizados marcadores químicos de luminescência que se baseiam na 

detecção de sondas marcadas com haptenos e enzimas anti-haptenos 

conjugadas, assim como substratos químicos de luminescência (Wilson, 

1995). Entretanto o uso de sondas de kDNA em técnicas de hibridização 

possui um baixo limite de detecção (100-1000 parasitos por amostra clínica), 

limitando sua utilização no diagnóstico da LTA devido às lesões serem 

pobres em parasitos (Degrave et al., 1994; Wilson, 1995). 

A análise do polimorfismo do DNA por fragmentos de restrição 

enzimática (RFLP) tem sido utilizada com sucesso na análise do 

polimorfismo de DNA genômico de Leishmania para a caracterização e a 

identificação de espécies ou subgêneros (Macedo et al., 1992; Russel et 

al., 1999; Marfurt, 2003; Volpini et al., 2003). Comparada à caracterização 

de isoenzimas, a PCR-RFLP possui a vantagem de cobrir todo o genoma 
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do organismo estudado. Possui expressão co-dominante, isto é, em cada 

loco estudado é possível identificar genótipos hetero e homozigotos, 

gerando mais informações. O número de marcadores é praticamente 

ilimitado. A desvantagem é que a técnica não pode ser automatizada e 

envolve passos intensivos em mão de obra, requer pessoal técnico 

habilitado e a disponibilidade de um banco de sondas que pode demorar 

anos para ser construído. 

Em 1982 Wirth e MacMahhon-Pratt demonstraram por 

hibridização que não existe reação cruzada entre as moléculas de kDNA 

dos complexos L.(V.) braziliensis e L.(L.) mexicana. Esta descoberta fez 

com que vários pesquisadores desenvolvessem oligonucleotídeos 

baseados nas moléculas dos minicírculos de kDNA. Existe um consenso 

entre os pesquisadores de que essas moléculas são bons marcadores 

moleculares, pois se apresentam em grande número no cinetoplasto (cerca 

de 10.000 cópias) e têm uma região conservada de pelo menos 120 pares 

de bases (Degrave et al., 1994; Cruz e Tosi, 1996; Rodrigues, 2000). 

De forma geral, vários grupos propuseram a utilização da PCR 

como um método sensível para a identificação de Leishmania. Dependendo 

do tipo de marcadores (oligonucleotídeos iniciadores), pode-se amplificar o 

DNA para gênero, (Schubach et al., 1998b), subgênero (De Brujin e Barker, 

1992) ou para determinada espécie de Leishmania (Belli et al., 1998). O 

método baseado na PCR é específico, sensível e rápido. 

Nosso estudo propõe realizar o diagnóstico diferencial das 

leishmanioses visceral e tegumentar por PCR, empregando um método 

relativamente simples e rápido utilizando marcadores específicos.  
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2. Objetivo geral 

 

Estabelecer o diagnóstico molecular para a detecção e a 

caracterização das espécies de Leishmania responsáveis pelas 

leishmanioses visceral e tegumentar no Estado de São Paulo. 

 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

1- Padronizar a reação da polimerase em cadeia (PCR) e a 

extração de DNA de diferentes amostras biológicas.  

 

2- Avaliar o diagnóstico molecular da LVA utilizando a PCR, 

possibilitando a identificação de Leishmania (L.) chagasi do complexo 

Leishmania donovani das outras espécies do sub-gênero Leishmania. 

 

3- Avaliar o diagnóstico molecular da LTA, possibilitando 

identificar Leishmania do sub-gênero Viannia. 

 

4- Determinar a sensibilidade e a especificidade da PCR 

comparadas às observadas nos métodos tradicionais de diagnóstico 

laboratorial de leishmanioses. 
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3. Materiais e métodos 

 

 

3.1. Parasitos  

 

Para determinar a especificidade e a sensibilidade da PCR foram 

utilizadas as seguintes cepas: L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD), L. (L.) 

amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8), L. (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/1975/2903) e Trypanosoma cruzi (cepa Y). As cepas de 

Leishmania foram mantidas a 25ºC em meio 199, suplementado com L-

glutamina 292 mg/L, piruvato de sódio 110 mg/L, bicarbonato de sódio 2,2 

g/L, hemina 0,02%, soro fetal bovino inativado 10% e gentamicina 200 

µg/mL. Epimastigotas da cepa Y de T. cruzi foram mantidos a 28ºC em meio 

LIT (liver infusion tryptose medium) contendo 10% soro fetal bovino inativado 

(Camargo, 1964). Na fase log da curva de crescimento, 108 parasitos foram 

centrifugados e lavados duas vezes com tampão fosfato tamponado (PBS), 

pH 7.2, a 1000 g por 10 min. Os sedimentos contendo os parasitos foram 

utilizados para a extração de DNA. Para testar a especificidade da PCR 

foram adicionados aos controles DNA extraído de Rickettsia rickettsi, 

Rickettsia canis e Ehrlichia canis (gentilmente doados pela Profa. Dra. 

Solange Maria Gennari - FMVUSP). 

 

 

3.2. Amostras caninas  

 

O diagnóstico molecular da LVA foi realizado em 114 amostras de 

cães de 30 diferentes municípios do Estado de São Paulo endêmicos para 
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LTA e/ou LVA. Estas amostras foram selecionadas considerando-se os 

fatores de risco epidemiológico para LVA como a proximidade com outros 

cães já infectados, sinais e sintomas da doença. As amostras caninas foram 

divididas em dois grupos de acordo com a sintomatologia. O grupo I, 

constituído de 44 cães sintomáticos que apresentaram pelo menos quatro 

sinais clássicos de LVA como dermatite esfoliativa, úlcera ou nódulo 

cutâneo, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, anorexia, febre, 

palidez de mucosa e outros. Dos cães sintomáticos, após eutanásia foram 

coletados fragmentos de baço, fígado e linfonodos, e enviados para o 

Instituto Adolfo Lutz, Laboratório Central - SP para confirmar o diagnóstico 

clínico. O Grupo II foi composto de 70 cães assintomáticos ou 

oligossintomáticos que poderiam ser sugestivos de LVA ou outras doenças 

caninas. Os sinais mais comuns foram nódulos e úlceras cutâneas, baixo 

peso ou crescimento das unhas, aumento do abdômen. As amostras 

analisadas deste grupo de animais foram aspirados de medula e/ou 

linfonodo, biópsias de lesões cutâneas. Todas as amostras analisadas foram 

coletadas por médicos veterinários dos “Centros de Controle de Zoonoses” 

dos municípios estudados. Foram coletadas em condições estéreis e 

imediatamente colocadas em tubos contendo 1-2 mL de NaCl 0,85% estéril 

com gentamicina 200 µg/mL, encaminhadas para o nosso laboratório dentro 

de 48 horas e imediatamente processadas. Cada amostra foi dividida em 

três alíquotas. Duas foram processadas para realizar os métodos 

parasitológicos (direto e indireto) e a terceira para a extração de DNA. 
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3.3. Amostras dos pacientes 

 

No período de junho a novembro de 2005 foi realizado o 

diagnóstico laboratorial de 109 pacientes com suspeita clínica de LTA. Os 

pacientes foram atendidos na Rede Pública de Saúde de 22 municípios da 

região de Sorocaba e o material biológico encaminhado ao Instituto Adolfo 

Lutz, laboratório I de Sorocaba. O Instituto Adolfo Lutz é o laboratório de 

referência para o DRS - 16 para realizar o diagnóstico laboratorial das 

leishmanioses. 

As amostras dos pacientes foram coletadas nas Unidades de 

Saúde dos municípios por profissionais especializados conforme a 

descrição. Após a administração do anestésico, as lesões foram 

previamente limpas com solução anti-séptica e, com auxílio de um “punch” 

dermatológico descartável foi retirado um fragmento da borda da lesão. A 

biópsia foi colocada em frasco contendo 2mL de NaCl 0,85% estéril, 

acrescida de 200 µg/mL de gentamicina e encaminhada ao laboratório no 

prazo de 48 horas onde foi processada. Cada amostra foi dividida em três 

ou quatro alíquotas (dependendo do tamanho do fragmento). Duas foram 

utilizadas para os métodos parasitológicos e a terceira foi para a extração 

do DNA. O exame histopatológico foi realizado somente em 71 amostras 

(quarta alíquota).  

Todos os dados relacionados a este trabalho foram obtidos 

segundo a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (anexo 1) e 

Comissão Técnico Científica (anexo 2) do Instituto Adolfo Lutz. 
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3.4. Diagnóstico tradicional 

 

3.4.1. Teste intradérmico de Montenegro  (IDRM)  

 

Os testes foram realizados no Instituto Adolfo Lutz de Sorocaba. 

Eles foram efetuados por meio de injeção intradérmica de 0,1 mL de 

antígeno de Montenegro na face anterior do antebraço dos pacientes. O 

antígeno de Montenegro é constituído de promastigotas de Leishmania (L.) 

amazonensis homogeneizados em solução fenolada (0,5 %) à concentração 

de 40 mg/mL de nitrogênio (Centro de Produção e Pesquisa de 

Imunobiológicos, PR). As leituras foram efetuadas 72 horas após as 

inoculações, pela observação de presença de pápula ou “halo de 

enduração”. O teste foi considerado positivo quando a enduração foi maior 

ou igual a 5 mm de diâmetro.  

 

3.4.2. Exame histopatológico  

 

Os exames histopatológicos foram realizados no Departamento 

de Patologia – PUC – Sorocaba. Os fragmentos foram embebidos em blocos 

de parafina, submetidos a cortes de 4 µm e fixados em lâminas. A seguir as 

lâminas foram coradas com hematoxilina-eosina e observadas em 

microscópio óptico (aumento de 400X). O resultado foi positivo quando 

amastigotas foram visualizadas e sugestivo quando se observaram apenas 

alterações histopatológicas (Ministério Saúde do Brasil, 2007; WHO, 2007). 

. 
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3.4.3. Diagnóstico parasitológico   

 

3.4.3.1. Método direto - microscopia 

 

Uma alíquota do material coletado (raspado de borda de lesão, 

aspirados de medula e/ou linfonodo) foi distendido sobre uma lâmina de 

vidro formando um esfregaço. Os fragmentos de biópsias foram colocados 

por aposição na lâmina. Após serem fixados com metanol foram corados por 

Giemsa e observados por microscopia óptica (aumento de 1000X) para 

identificação de amastigotas (WHO, 2007). 

 

 

3.4.3.2. Método indireto - cultura 

 

Os fragmentos das lesões e de órgãos necropsiados foram 

previamente macerados utilizando um pistilo de plástico estéril e semeados 

em dois diferentes meios de cultura. Um dos meios é constituído de “ágar 

potato infusion” com 30% de sangue de coelho desfibrinado (Ducrey) e outro 

de ágar base, pH 6.8, com 5 -15% de sangue de coelho desfibrinado (BAB). 

Ambos os meios foram suplementados com uma fase líquida contendo 2,0 

mL de “Brain Heart Infusion” (BHI) e urina humana estéril a 5% com 200 

µg/mL de gentamicina (Armstrong e Patterson, 1994). Os tubos foram 

incubados a 22º C por 10 a 15 dias. Foram examinadas semanalmente para 

a observação de promastigotas (Grimaldi e Tesh, 1993; WHO, 2007). 

O diagnóstico parasitológico foi considerado positivo quando se 

detectaram parasitos por pelo menos um dos métodos. 

Os exames parasitológicos humanos foram realizados no Instituto 

Adolfo Lutz de Sorocaba e os de cães no Instituto Adolfo Lutz, Laboratório 

Central. 
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3.5. Diagnóstico molecular  

 

3.5.1. Extração de DNA 

 

Os aspirados de medula e/ou linfonodo, biópsias de lesão e os 

fragmentos de vísceras foram macerados e dissolvidos em tampão de lise 

(Tris-HCl, 10 mM, pH 8.0; EDTA, 10 mM; SDS, 0,5%; N-laurilsarcozil, 

0,01%; proteinase K, 100 µg/mL) e incubados em banho-Maria a 56°C até a 

lise completa das células. O período de incubação variou de acordo com a 

amostra. As substâncias solúveis, aspirados e culturas contendo 

Leishmania foram incubados de 30 a 120 minutos, já os fragmentos de 

pele, linfonodos e vísceras cerca de 5 a 12 horas. 

O DNA foi extraído pelo protocolo de fenol/clorofórmio/isoamil e 

para precipitação do DNA foi utilizado o isopropanol. O DNA precipitado foi 

lavado com etanol a 70% por meio de centrifugação a 10.000 g durante 10 

minutos e o sedimento foi dissolvido em água contendo 20 µg/mL de 

RNAse (Sambrook et al., 1989; Gomes et al., 2007). 

 

 

3.5.2. Quantificação do DNA 

 

As amostras de DNA dos parasitos isolados foram diluídas 1: 200 

em H2O Mili Q estéril e as absorbâncias foram medidas em 

espectrofotômetro (HACH DR 4000U) no comprimento de onda 260 e 280 

nm (luz ultravioleta). O grau de pureza das extrações foi determinado pela 

razão entre as leituras D.O. 260/ D.O. 280 que deveria apresentar valores 

entre 1,8 e 2,0. Amostras que apresentaram razão abaixo de 1,6 (presença 

de proteínas ou contaminantes) foram novamente processadas. A 

concentração de DNA foi determinada pelas leituras realizadas a 260 nm. 
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Segundo Sambrook et al. (1989) a absorbância igual a 1 equivale à 

concentração de 50µg/mL de DNA dupla fita. 

O volume de DNA utilizado para cada reação variou de 1 µl a 5 µl 

(85 a 425 ng). Esta variação deve-se à amostra utilizada e da fonte onde o 

DNA foi extraído (DNA extraído dos parasitos isolados em meio de cultura 

ou dos fragmentos de tecido). 

 

 

3.5.3. Padronização da reação e escolha dos marcado res  

 

Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da 

reação, desde a extração do DNA das amostras, realização da PCR, 

funcionamento do termociclador, manipulação do produto amplificado, 

separação eletroforética, coloração e visualização dos fragmentos. Em 

todos os procedimentos, materiais e equipamentos utilizados nas diferentes 

etapas foram adequados às exigências quanto à desinfecção ou 

esterilidade e se encontravam em perfeitas condições de funcionamento. 

Cada conjunto de reação foi acompanhado de dois controles 

negativos (água pura e DNA extraído de amostra sabidamente negativa 

para Leishmania) e um controle positivo (DNA extraído de promastigotas 

das cepas padrões de referência das diferentes espécies de Leishmania).  

Para verificar a integridade do DNA extraído das amostras clínicas 

foram realizadas PCR utilizando o marcador β1-β2 

(5’ACCACCAACTTCATCCACGTTCACC-3' e 

5’CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC3') que amplifica um fragmento de 

140 pb do gene da β-globulina humana (Lee et al., 2001). Este procedimento 

adicional permitiu verificar a presença de algum agente capaz de inibir a 

reação de amplificação. Se alguma substância inibidora da Taq- DNA 

polimerase estivesse presente na amostra devido a algum erro durante a 
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extração da mesma, o resultado seria negativo. Nestes casos, onde a 

reação de amplificação de uma amostra humana não ocorreu, procedeu-se à 

re-extração da mesma a partir da etapa do clorofórmio/isopropanol. As 

reações em que foi utilizado o marcador β1-β2 foram realizadas 

simultaneamente, ou com o mesmo protocolo de temperatura das reações 

de um dos marcadores para Leishmania.  Após a certeza de que todas as 

amostras clínicas não possuíam nenhum inibidor, realizou-se a PCR 

utilizando os marcadores específicos.  

Os marcadores descritos no Quadro 2 foram testados com as 

espécies “padrão”.  A adaptação da temperatura de anelamento dos 

marcadores foi realizada com reações em gradiente. Os tempos dos 

programas de temperatura também foram adaptados às condições de nosso 

termociclador. Somente os marcadores grifados apresentaram resultados 

favoráveis e foram escolhidos para desenvolver este trabalho. 

Leishmania sp foi identificada utilizando-se um marcador que 

amplifica um fragmento de 120 pb da região conservada dos minicírculos 

do kDNA (Passos et al., 1999) (Quadro 2 e Figura 6).  

L. (L.) chagasi foi identificada utilizando-se um marcador que 

amplifica um fragmento de 145 pb de uma região variável do minicírculo do 

kDNA (região LT1), específica para o complexo L. (L.) donovani (Ravel et 

al.,1995; Lê Fichoux et al., 1999) (Quadro 2 e Figura 6). 

L. (V.) braziliensis foi determinada utilizando-se um marcador que 

amplifica um fragmento de 146-149 pb (Quadro 2). A seqüência alvo de um 

dos iniciadores é da região conservada SL, comum em todas as espécies de 

Leishmania. O outro iniciador provém da região não transcrita, variável e 

específica para o complexo L. (V.) braziliensis (Harris et al.,1998) (Figura 7). 
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Quadro 2. Marcadores utilizados neste estudo. Condições de temperatura para cada marcador e tamanho do produto amplificado 

 

Espécie de Leishmania 
e marcador  

                          Seqüência  
                 * sense  e ** antisense 

Anelamento 
°C /n o ciclos 

 

Fragmento 
(pb) 

 
Referência 

Leishmania sp. 

K13 A  

K13 B  

 

*  5’ GTCGGGGAGGGGCGTTCT 3’ 

** 5 ’ ATTTTACACCAACCCCCAGTT 3’ 

 

58°C/30 

 

120 

 
Lachaud et al., 

2002 

Leishmania sp. 

150 

152 

 

*  5’ GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(C/G)CGAA 3’ 

**5’(C/G)(C/G)(C/G)(A/T)CTAT(A/T)TTACACCAACCCC 3’ 

 

 

55°C/30 

 

 

 

120 

 
Passos et al., 

1999 

L. (L.) chagasi 

RVI 

RV2 

*. 5’ CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG 3’ 

** 5’ CCACCTGGCCTATTTTACACCA 3’ 

 

 

60°C/30 

 

 

145 

 
Ravel et al., 

1995 

Leishmania sp. - LU-5ª 

L. (L.) mexicana- LM-3A 

L. (V.) braziliensis - LB-3C 

L. (L.) chagasi - LC-3L 

*  5’ TTTATTGGTATGCGAAACTTC 3’ 

** 5’ GCACCGCACCGG(A/G)CCAC 3’ 

** 5’ CGTC/GCCGAACCCCGTGTC 3’ 

** 5’ GCCCGCG(C/T)GTCACCACCAT 3’ 

 

 

58°C/35 

 

218-240 

146-149 

351-397 

 
Harris et al., 

1998 
 (Multiplex) 

 

As seqüências grifadas foram escolhidas  



52 

 

 
 
Figura 6. Diagrama esquemático da organização de cada minicírculo de Leishmania e 
a localização dos marcadores para Leishmania sp. 1(Passos et al., 1999) e L. (L.) 
donovani  2 (Ravel et al., 1995).  
 
 
 
 
 
     

 
 
 
 
Figura 7. Diagrama esquemático do gene RNA mini-exon (ou spliced leader -SL) de 
Leishmania e localização do marcador que identifica o complexo L.(V.) braziliensis. 
1(Harris et al.,1998). 
 

Região conservada  
       ~200 bp                                             

~750-1000 bp                                              

antisense 
sense 

Leishmania sp.1 

120 pb 

antisense 

sense 

Região variável  
 (rica em AT) 
   ~ 550-700 bp                                               

100- 

500-- 

200-- 

L. chagasi 2 

145 pb  
600-
- 
300- 

100- 

transcrita                        não-transcrita               transcrita  

Exon  
39 nt 
 

Intron  
55-101nt      

 

SL   

L. (V.) braziliensis1 

      146-149 bp   

sense 
antisense 

100

600

200

Fragmento LT1  - Região específica para 
complexo L. (L.) donovani 
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3.5.4. PCR e eletroforese 

 

As amplificações foram realizadas com o “Kit” (Amersham–

Pharmacia–Biotech). Cada tubo contém uma pérola que quando hidrolisada 

num volume final de 25µl é composta por 1,5 U de Taq DNA polimerase, Tris-

HCl, 10 mM, pH 9.0; KCl, 50 mM; MgCl2,1,5 mM; 200 µM de cada dNTP e 

BSA com o estabilizante. Para cada reação foram adicionados à pérola, 50 

pmoles de cada iniciador e 1µl a 5 µl de cada amostra de DNA, ajustando-se o 

volume final para 25 µl com água Milli Q livre de DNAse.  

Os tubos foram colocados no termociclador (LONG GENE – MG 

96G). A primeira etapa foi composta de um ciclo inicial de desnaturação a 

95°C por 5 minutos. A segunda etapa foi composta de  ciclos de desnaturação 

a 94°C e extensão a 72°C por 30-60 segundos interca lados com ciclos de 

anelamento, cujo número e temperatura foram ajustados para cada par de 

iniciador e estão descritos na tabela 2. A terceira etapa foi de um ciclo de 

extensão final a 72°C por 5 minutos.  

Os produtos amplificados foram diluídos em tampão de corrida 

(glicerol 30%; xilenocianol FF 0,25%; azul de bromofenol 0,25%) na proporção 

de 1:6, aplicados em gel de agarose a 2% em TBE (Tris-Borato, 0,045M; 

EDTA, 0,001M) com 0,5 µl/mL de brometo de etídio e separados por um 

sistema de eletroforese horizontal numa cuba contendo o mesmo tampão. Os 

géis foram visualizados sob iluminação com luz UV e as imagens captadas 

pelo programa Syngene GeneSnap Imager, versão 6.05.01. Os tamanhos dos 

fragmentos foram comparados com o padrão de peso molecular de 100 bp 

utilizado no gel juntamente com as amostras.  
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3.6. Análise dos dados 

 

Os critérios clínicos e laboratoriais foram utilizados para estabelecer 

o diagnóstico definitivo da LTA. As amostras clínicas foram consideradas 

positivas quando os parasitos foram evidenciados por um dos métodos 

parasitológicos ou pela PCR positiva. Estes valores foram utilizados como 

“critério laboratorial”, onde cada resultado individual foi comparado para cálculo 

da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo 

(VPN).  

Os cálculos foram baseados em uma tabela 2x2 onde: 

VP (verdadeiro positivo) = nº de indivíduos com a doença e com 

teste positivo. 

FP (falso positivo) = nº de indivíduos sem a doença e com teste 

positivo. 

VN (verdadeiro negativo) = nº de indivíduos sem a doença e com 

teste negativo. 

FN (falso negativo) = nº total de indivíduos com a doença e com 

teste negativo. 

 

 

 

. As fórmulas estatísticas aplicadas foram: 

1- Sensibilidade = VP / VP + FN; 

2- Especificidade = VN / VN + FP; 

3- Valor preditivo positivo = VP / VP + FP; 

4- Valor preditivo negativo = VN / VN + FP. 

 

As porcentagens de concordância foram calculadas pela relação: 

nº de resultados concordantes / número total de amostras x 100. 

 

Teste Com doença Sem doença 
Positivo VP FP 
Negativo FN VN 
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4. Resultados 

 

4.1. Escolha e especificidade dos marcadores 

 

As padronizações dos marcadores mencionados na Tabela 2 

foram realizadas utilizando-se DNA extraído das espécies “padrão” de 

Leishmania, que foram: L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD), L. (L.) 

amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8) e L. (V.) braziliensis 

(MHOM/BR/1975/2903) por serem as três principais espécies causadoras 

das leishmanioses no Brasil. Incluímos também DNA extraído de 

Trypanosoma cruzi, o causador da doença de Chagas, por ser também 

classificado na ordem Kinetoplastida e por ser prevalente em algumas 

regiões onde também ocorre leishmaniose. Fontes de DNA extraídos de 

Rickettsia rickettsi; Rickettsia canis e Ehrlichia canis foram utilizados por 

causarem doenças em cães, cujos sintomas podem ser confundidos com 

leishmaniose.  

As padronizações incluíram a adequação da reação às condições 

do nosso laboratório. Iniciamos com a adequação da temperatura de 

anelamento, pela reação em gradiente. Os tempos dos programas de 

temperatura também foram adequados às condições de nosso 

termociclador. O marcador RV1-RV2 foi o que apresentou melhores 

resultados para a determinação de L. (L.). chagasi (PCR-L. (L.). chagasi). 

Escolhemos o marcador 150-152, que foi o mais apropriado para detectar 

Leishmania sp. (PCR- Leishmania sp) e LU-5A-LB-3C, o mais apropriado 

para caracterizar  L. (V.) braziliensis (PCR-L. (V.) braziliensis)  

A especificidade dos marcadores RV1 - RV2 e LU-5A - LB-3C 

podem ser observadas na figura 8. O produto de 145 pb somente foi 

amplificado em L. (L.) chagasi (Figura 8 A). Da mesma forma, somente 
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L.(V.) braziliensis apresentou o fragmento de 145-149 pb amplificado 

quando foi utilizado o marcador LU-5A - LB-3C (Figura 8 B). 

 

                                              A                                          B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 8 Análise dos produtos amplificados de L. (L.) chagasi (A) e L. (V.) 
braziliensis (B). L. (L.) chagasi foi identificada com dois marcadores que amplificam 
um produto de 145 pb de uma região especifica (fragmento LT1) dos minicírculos 
de kDNA de L. (L.) donovani. L. (V.) braziliensis foi identificada com dois 
marcadores que amplificam um produto de 145-149 bp do gene SL-RNA. Um 
marcador provém da região conservada e o outro da região variável do gene e 
específica para o sub-gênero Viannia. As amostras de DNA indicadas na figura 
foram utilizadas na PCR à  concentração de 85-90 ng. Os produtos amplificados 
foram analisados por eletroforese em géis de agarose 2%. Linha 1, marcador de 
massa molecular (100 pb); linha 2, L. (L.) chagasi (MHOM/BR/1972/LD); linha 3, L. 
(L.) amazonensis (MHOM/BR/1967/PH8); linha 4, L. (V.) braziliensis 
(MHOM/BR/1975/2903); linha 5, Trypanosoma cruzi (cepaY); linha 6, R. rickettsi 
(FMVUSP); linha 7, Rickettsia canis (FMVUSP); linha 8, Ehrlichia canis (FMVUSP). 

 

 

4.2. Diagnóstico molecular da LVA em amostras canin as 

 

As amostras biológicas dos 114 cães foram divididas em dois grupos 

segundo a sintomatologia: Grupo I, “sintomáticos”, composto de 44 cães 

sacrificados por apresentarem pelo menos quatro sinais clínicos clássicos de 

LVA. As amostras utilizadas para a extração de DNA foram fragmentos de 

necropsias de fígado, baço e linfonodo; Grupo II, “assintomáticos”, 

1     2    3   4    5    6     7    8 1     2     3    4     5    6    7    8 

600- 

200- 
100- 

145 pb                    146-149 pb 
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constituído de 70 cães assintomáticos ou com leves sinais clínicos da LVA. 

As amostras utilizadas para a extração de DNA foram aspirado de linfonodo 

ou medula óssea e/ou biópsia cutânea.  

A Tabela 1 mostra uma síntese dos resultados dos exames 

laboratoriais de ambos os grupos de cães. No Grupo dos 44 cães 

sintomáticos, 29 apresentaram resultados positivos e 13 negativos em 

ambas as metodologias, enquanto que 2 cães mostraram resultados 

discordantes (parasitos foram detectados pelos métodos parasitológicos, 

mas a PCR foi negativa). No Grupo dos 70 cães assintomáticos, 20 

apresentaram resultados positivos e 43 negativos em ambas as 

metodologias e 7 cães apresentaram resultados discordantes (4 testes 

parasitológicos negativos e PCR-L. (L.) chagasi positiva e 3 cães com PCR 

negativa e cultura positiva). A porcentagem de concordância para ambas as 

metodologias foi de 92% para todas as amostras, sendo que no primeiro 

grupo foi de 95% e no segundo de 90 %  

A seguir as amostras que apresentaram resultados discordantes 

foram investigadas. Todas foram ensaiadas para determinar se realmente 

eram infectadas por Leishmania. Todas as amostras foram positivas para a 

PCR-Leishmania sp, confirmando, assim, a presença da LVA em 4 cães do 

Grupo II que tiveram resultados negativos nos métodos parasitológicos e 

PCR-L. (L.) chagasi positiva (Tabela 2). Estes animais tiveram ambas as 

metodologias positivas após o sacrifício e fragmentos de órgãos analisados. 

Os outros 5 cães (2 do Grupo I e 3 do Grupo II) com resultados 

discordantes apresentaram cultura e PCR-Leishmania sp positivas. Como 

estes animais viviam em regiões que também são endêmicas para L. (V.) 

braziliensis, as amostras foram ensaiadas e apresentaram-se positivas na 

PCR-L. (V.) braziliensis. A Tabela 2 mostra a caracterização genotípica das 

amostras estudadas. 
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Tabela 1. Avaliação da sensibilidade da PCR em diagnosticar LVA. Comparação dos métodos parasitológicos e da PCR para L.(L.) 
chagasi em cães sintomáticos (Grupo I) e assintomáticos (Grupo II). 

 
 

               
 
 
 
 

Cães  

 
 
 
 
 

Tipo de amostra  

 
 
 
 
 
 
 

Total 

 
Métodos Parasitológicos (Par.) e PCR-L. (L.) chagasi  

                                      
                                                  Resultados 
              Concordantes                                           Discordantes  

 
         ambos                                            Par. negativo           Par. positivo  
positivo    negativo    concordância*        PCR positivo         PCR negativo 
                                        (%) 

 
 

Grupo I 
“Sintomáticos” 
(sacrificados) 

 
Fígado, baço, linfonodos 
(fragmentos/necropsia)  

 
44 

 
     29             13           42  (95%) 

 
               0                                 2 

Grupo II 
“Assintomáticos” 

Aspirados de linfonodos, 
Biopsia cutânea  

  70      20             43          63 (90%)                4                                 3 

 
Total 

 
 

 
 114 

  
     49            56          105 (92%) 

 
              4                                 5 

 
*A porcentagem de concordância foi calculada pela relação: nº de resultados concordantes/ nº total de amostras x 100.  
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Tabela 2. Genotipagem das amostras positivas pelos métodos parasitológicos com diagnóstico da LVA e LTA nos cães sintomáticos 
(Grupo I) e assintomáticos (Grupo II). 
 

               
 
 
 
 
 

Cães 

 
                                                             Identificação da espécie de Leishmania 
 
                                                                       
                                                                                             
     Métodos Parasitológicos                                            PCR 
        PCR-Leishmania sp.      
                 positivos                            L. (L.) chagasi                     L. (V.) braziliensis  
                                                                       

 
Grupo I 

“Sintomáticos” 
(sacrificados) 

 
                     31 

 
                                 29 

 
                                   2 

Grupo II 
“Assintomáticos” 

                     27                                  24                                    3 

 
Total 

 
                     58 

 
                                53 

 
                                    5 
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4.3. Diagnóstico molecular da LTA em amostras human as 

 

Todas as 109 amostras de pacientes com suspeita clínica de LTA 

foram analisadas por PCR-L. (V.) braziliensis. Para exclusão de casos de 

leishmaniose não causadas por L. (V.) braziliensis as amostras negativas 

foram ensaiadas na PCR-Leishmania sp. com o marcador 150-152. 

Simultaneamente também foram testadas com o marcador ß1- ß2 da 

globina humana. Este marcador amplifica um produto de 140 pb que 

quando positiva indica que a extração de DNA da amostra humana não 

apresenta inibidores da taq DNA polimerase. As amostras que 

apresentaram resultado negativo nesta PCR foram repurificadas e re-

testadas. 

O critério estabelecido para o diagnóstico definitivo foi um 

consenso entre os resultados obtidos nos métodos parasitológicos e na 

PCR-L.(V.) braziliensis. 

Dos 109 pacientes com suspeita clínica de LTA, 52 (48%) foram 

positivos e 57 (52%) negativos. Conforme mostra a Tabela 3, dos 52 

pacientes positivos para LTA, 50 (96%) apresentaram PCR-L. braziliensis 

positiva e, 36 (76%) testes parasitológicos positivos. A IDRM foi positiva nos 

52 pacientes (100%). A medição do diâmetro da enduração (em milímetros) 

foi realizada 72 horas após a inoculação do antígeno de Montenegro. Este 

grupo de pacientes apresentou as seguintes medidas: 16 pacientes com 

enduração até 10 mm, 16 com 15 mm, 18 com 25 mm e 2 com 30 mm. O 

exame histopatológico foi realizado somente em 32 amostras, sendo 14 

positivas, 14 sugestivas e 4 negativas. As duas amostras com PCR-L. 

braziliensis e PCR-Leishmania sp negativas foram positivas no exame direto

. Dos 57 pacientes negativos todos tiveram resultados negativos na PCR-L. 

braziliensis e nos métodos parasitológicos. No entanto os 20 pacientes 

(35%) apresentaram resultados positivos na IDRM com as seguintes 
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medidas: 11 pacientes com enduração até 10 mm e 9 com 15 mm. O exame 

histopatológico foi realizado somente em 39 amostras e os resultados foram 

todos negativos. As 22 amostras discordantes (2 na PCR e exame direto e 

20 na IDRM e PCR) foram ensaiadas com o marcador ß1-ß2, Como todas 

apresentaram resultados positivos, foi comprovado que a extração de DNA 

foi perfeita e as amostras não apresentavam inibidores da taq DNA 

polimerase. 

A tabela 4 mostra os resultados de sensibilidade, especificidade, 

valores preditivos positivo e negativo dos métodos laboratoriais empregados 

no diagnostico da LTA. Para os métodos parasitológicos os valores foram: 

sensibilidade de 0.6923, especificidade de 1.0, VPP de 1.0 e VPN de 

0,7808. A IDRM apresentou sensibilidade de 1.0, especificidade de 0.6491, 

valor preditivo positivo 0.7222 e valor preditivo negativo 1.0. Os exames 

histopatológicos foram excluídos da análise estatística devido ao número 

realizado ser inferior ao dos outros testes realizados. 

 

 

4.4. Dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes   

 

A tabela 5 mostra a distribuição dos dados clínicos e 

epidemiológicos dos 109 pacientes estudados. Dos 52 pacientes com 

infecção por L. (V.) braziliensis, 36 (69%) eram do sexo masculino e 16 

(31%) do sexo feminino. A distribuição da faixa etária foi de 8 (15%) 

menores de 15 anos, 14 (27%) de 15 a 34, 14 (27%) de 35 a 54, 9 (17%) de 

55 a 64 e 7 (14%) maiores de 65 anos. Quanto ao local da residência, 11 

(21%) foram de zona urbana, 15 (29%), de periurbana e 26 (50%), de zona 

rural, (Tabela 5). Os pacientes no momento da realização do diagnóstico 

apresentaram os seguintes tempos de lesão: 48 (1 a 6 meses) e 4 (7 a 12 

meses). Lesões múltiplas foram observadas em 12 (23%) dos pacientes. As 



 

 62

lesões tanto múltiplas como únicas apresentaram as seguintes localizações: 

16 (31%) nos membros inferiores, 19 (36%) nos membros superiores, 3 

(6%) no tórax e 2 (4%) na cabeça. 

Dos 57 pacientes sem LTA, 32 (56%) eram do sexo masculino e 

25 (44%) do sexo feminino. A distribuição da faixa etária foi de 8 (14%) 

menores de 15 anos, 13 (23%) de 15 a 34, 18 (32%) de 35 a 54, 10 (17%) 

de 55 a 64 e 8 (14%) maiores de 65 anos. Quanto ao local da residência, 21 

(37%) eram de zona de urbana, 14 (25%) de periurbana e 22 (38%) de zona 

rural. Os pacientes no momento da realização do diagnóstico apresentaram 

os seguintes tempos de lesão: 37 (1 a 6 meses), 16 (7 a 12 meses) e 4 (7%) 

mais de doze meses. Lesões múltiplas foram observadas em 3 (5%) dos 

pacientes. As lesões tanto múltiplas como únicas apresentaram as 

seguintes localizações: 35 (62%) nos membros inferiores, 8 (14%) nos 

membros superiores, 3 (5%) no tórax e 8 (14%) na cabeça.  
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Tabela 3. Comparação dos métodos tradicionais com a PCR para a detecção de L. (V.) braziliensis em pacientes com lesão cutânea.  

 
 
 

Número 
de 

pacientes  

 
 
 

PCR 
 
 Neg             Pos  

 
 
 

Parasitológico    
  
 Neg                 Pos   

 
Métodos Tradicionais 

 
Reação Intradérmica de Montenegro  

  
   Neg                   Pos     [10 - 15 - 25 - 30]  
                                       (diâmetro em mm) 

 
  
  
                Histopatológico 
  
  Neg         Pos       Sugestivo     Nr 

 
Positivo 

52 

 
   2                 50 

 
  16                    36 

 
    0                      52        [16 – 16 - 18 - 2] 

 
    4          14               14             20 

 
Negativo 

57 

 
  57                 0 

 

 
  57                     0    

  
    37                     20       [11 - 09 - 0 - 0] 
 

  
   39           0                0              18 

 
Total 
109 

 
 

1   59                50 

 
 

  73                    36 

 
 

   37                      72 

 
 

   43         14              14              38 

 
Neg: negativo, Pos: positivo e Nr: teste não realizado. O diagnóstico da leishmaniose tegumentar foi determinado segundo critério 
baseado no consenso laboratorial e descrito em Materiais e Métodos. 
.  
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Tabela 4. Diagnóstico laboratorial da leishmaniose tegumentar: sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo. 
 

  
Método 

 
Número de amostras 

 
Negativo               Positivo 

 
Sensibilidade 

 

 
 Especificidade                    VPPa                        VPNb 
  
 

 
 

PCR 

 
 

     59                      50 

 
 

0.9615  

 
 

             1.0  

 
 

     1.0                        0.9661  

 
Parasitológico 

  
        73                      36 

 
   0.6923 

 
             1.0 

 
     1.0                       0.7808 

 
Reação Intradérmica de 

Montenegro 

 
     37                     72 

 
 1.0 

 
          0.6491 
 

 
  0.7222                        1.0 

 
a Valor preditivo positivo (VPP), b Valor preditivo negativo (VPN), a sensibilidade e especificidade determinados para cada ensaio 
considerando o critério de consenso laboratorial descrito em Materiais e Métodos 
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Tabela 5. Distribuição dos dados clínicos e epidemiológicos dos 109 pacientes com 
suspeita clínica de LTA. 
 

* Lesões em dois ou mais locais. 

 

Dados clínicos e epidemiológicos 

 

Positivo (%) 

n=52 

 

Negativo (%) 

n=57 

 
 

Sexo 

 
Masculino 

 
Feminino 

 
36      (69) 

 
16      (31) 

 
       32     (56) 
             

  25    (44) 
 

 
 
 
 

Idade 
(anos) 

 
≤ 15 

 
15-34 

 
35-54 

 
55-64 

 
≥ 65 

 
8       (15) 

 
14      (27) 

 
14      (27) 

 
9      (17) 

 
7      (14) 

 
8      (14) 

 
13      (23) 

 
18      (32) 

 
10      (17) 

 
8      (14) 

 
 
 
 

Habitação 

 
Urbana 

 
Periurbana 

 
Rural 

 
11     (21) 

 
15      (29) 

 
26     (50) 

 
21    (37) 

 
14    (25) 

 
22    (38) 

 
 
 

Tempo de lesão 
(em meses) 

 
 
 

 
1-6 

 
7-12 

 
≥12 

 
48    (92) 

 
4      (8) 

 
0 

 
37     (65) 

 
16     (28) 

 
4      (7) 

 
 
 
 

Lesões  
(local) 

 

 
Pernas/pés 

 
Braços/mãos 

 
Tórax 

 
Cabeça 

 
Múltiplas* 

 
16     (31) 

 
19     (36) 

 
3       (6) 

 
2       (4) 

 
12     (23) 

 
35     (62) 

 
8     (14) 

 
3     (5) 

 
8     (14) 

 
3     (5) 
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Discussão 

 

A idéia de conduzir este estudo surgiu devido à incidência da LTA 

e da LVA ter aumentado nos últimos 20 anos no Brasil. Cerca de 35 mil 

novos casos de LTA e 5.000 de LVA são notificados anualmente, 

praticamente em todos os Estados do Brasil (CVE, 2007). No Estado de São 

Paulo, apesar da LTA já estar instalada há mais de cem anos, a transmissão 

ainda ocorre durante as atividades realizadas no campo ou em regiões 

periurbanas. Esses fatores aliam-se ao grau de degradação ambiental 

imposto pelo crescimento das cidades (Rey, 2001). Quanto à LVA, o Estado 

de São Paulo apresenta uma baixa endemicidade quando comparada com 

outras regiões brasileiras. No entanto, desde os primeiros casos humanos 

notificados a partir de 1999 na cidade de Araçatuba, a doença está em 

franca expansão. Atualmente, o parasito já foi detectado em 55 municípios 

paulistas e os índices de mortalidade estão em torno de 10% (CVE, 2007). O 

Ministério da Saúde implantou programas de controle das leishmanioses nos 

diferentes Estados da Federação que visam um conjunto de ações como 

vigilância aos reservatórios, aos vetores e a população em geral. Uma das 

medidas adotadas para reduzir a incidência de LVA em humanos e em cães 

é eliminar cães infectados. Tal estratégia tem sido questionada, visto que a 

incidência da doença não diminui com o sacrifício dos animais. Várias razões 

justificam a falha das medidas de controle. Entre elas destacam-se o 

aumento da população canina, a demora entre a coleta do sangue do cão e a 

execução do exame (Reithinger et al.,1999; Costa et al., 2007), os exames 

laboratoriais utilizados no diagnóstico apresentam baixa sensibilidade e não 

diferenciam as diferentes espécies de Leishmania. Esses fatores interferem 

diretamente nas ações de vigilância e controle (Reithinger et al., 1999; 

Capelli et al., 2004). 
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Estas razões foram suficientes para buscarmos outros métodos de 

diagnóstico que pudessem apresentar maior sensibilidade e especificidade, 

de rápida e fácil execução. O objetivo deste estudo foi o de padronizar uma 

metodologia molecular eficiente, rápida e simples para diferenciar L. (L.) 

chagasi de L. (V.) braziliensis em amostras biológicas, visto que ambas as 

espécies são prevalentes no Estado de São Paulo. Outros métodos como a 

hibridização, caracterização bioquímica e RFLP também apresentam alta 

sensibilidade e especificidade, mas necessitam de maior tempo para a 

realização e também apresentam alto custo (Lopes et al., 1984; Rodriguez et 

al., 1994; Fernandes et al., 1996; Pirmez et al., 1999; Michalsky et al., 2002; 

Volpini et al., 2004). Para maior compreensão dos dados, este trabalho foi 

dividido em três partes. 

 

A primeira parte deste trabalho restringiu-se à escolha e avaliação 

de marcadores específicos e à padronização da reação. 

A escolha da região alvo para o desenho de iniciadores é de 

crucial importância, pois é um dos principais fatores para se estabelecer a 

alta sensibilidade e especificidade da reação. Neste estudo, três condições 

foram cuidadosamente avaliadas durante a escolha da região alvo: (i) 

elevado número de cópias; (ii) seqüências conservadas nas diferentes 

espécies de Leishmania; (iii) seqüências variáveis nas quais pudessem 

diferir, no mínimo, complexos. 

Quando o objeto de estudo envolve protozoários da ordem 

Kinetoplastida como os gêneros Leishmania, Trypanosoma, Crithidia e 

outros membros, além do DNA nuclear, conta-se com mais uma organela 

ricamente composta de DNA. O cinetoplasto, situado na base do flagelo é 

composto de uma rede de moléculas de DNA circulares (kDNA) que pode 

ser dividida em dois grupos. O primeiro grupo é composto de moléculas 

grandes, com cerca de 20-35 kb denominadas de maxicírculos. São 
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extremamente homogêneas entre os diferentes grupos que compõem a 

Ordem Kinetoplastida e estão presentes em cerca de 20-50 

cópias/cinetoplasto. O outro grupo é composto de moléculas menores (de 

0,5-1,5 kb) denominadas minicírculos. Apresentam-se em grande quantidade 

(10.000 unidades/cinetoplasto) e com seqüências heterogêneas entre os 

grupos. Desta maneira, os minicírculos são amplamente utilizados para 

separar classes, gêneros ou espécies. 

Cada minicírculo de Leishmania é composto de uma molécula de 

DNA circular de 0,75 a 1kb de comprimento. Apresenta uma região de 

aproximadamente 200 pb contendo três blocos de seqüências conservadas 

em todas as espécies de Leishmania (Fu e Kolesnikov, 1994). O restante da 

molécula, aproximadamente, 550-700 pb apresenta seqüências altamente 

variáveis, contendo um grande número de nucleotídeos A e T. Nesta região 

existem as seqüências específicas para os diferentes grupos de Leishmania 

(Figura 6). 

Outra região gênica vastamente utilizada como alvo para 

caracterizar espécies de Leishmania é o gene RNA mini-exon (ou “spliced 

leader”- SL) que se localiza no núcleo (Figura 7). Cada genoma apresenta 

cerca 100 a 200 cópias desse gene e cada uma delas, denominada SL é 

composta de uma região de transcrição conservada (exon) contendo uma 

seqüência de 39 pb e outra região (intron), também conservada, mas de 

tamanho variável (55 a 101 pb, dependendo da espécie). Entre cada SL 

existem as regiões variáveis que não são transcritas e diferem na seqüência 

de nucleotídeos e no tamanho (140 a 350 bp) (Harris et al.,1998). 

Para validar uma PCR e utilizá-la no diagnóstico molecular da LVA 

canina e humana foram testados dois marcadores como descritos na tabela 

2. O trabalho inicial foi o de adequar a reação às condições do nosso 

laboratório. Iniciamos com a adequação da temperatura de anelamento, pela 

da reação em gradiente. Os tempos dos programas de temperatura também 
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foram adequados às condições de nosso termociclador. O marcador RV1-

RV2 (Ravel et al., 1995) foi o que apresentou melhores resultados. Este 

marcador foi construído a partir da região variável dos minicírculos do kDNA, 

específica para o complexo L. (L.) donovani, que engloba as espécies L. (L.) 

donovani, L. (L.) infantum, L. (L.) chagasi e L. (L.) archibaldi.  

A seguir, decidimos escolher um segundo marcador que 

identificasse somente gênero (Leishmania sp). Uma amostra com PCR- L. 

(L.) chagasi negativa poderia ser positiva para outras espécies de 

Leishmania. Assim, testamos dois marcadores, descritos no Quadro 2 nas 

mesmas condições experimentais que descritas acima para o marcador 

RV1-RV2. Escolhemos o marcador 150-152 (Passos et al., 1999), que 

amplifica uma seqüência de 120 pb da região conservada dos minicírculos 

de Leishmania (Fu e Kolesnikov, 1994).  

A necessidade da escolha do marcador para L. (V.) braziliensis 

baseou-se nos resultados positivos para Leishmania sp. e negativos para L. 

(L.) chagasi. Escolhemos o marcador LU-5A - LB-3C, previamente descrito 

por Harris et al. (1998), que amplifica uma seqüência de 146 a 149 pb. A 

seqüência alvo de um dos iniciadores é da região conservada. O outro 

iniciador provém da região não transcrita, específica para o complexo L. (V.) 

braziliensis (Figura 7). 

 

A segunda parte deste estudo foi a avaliação da PCR-L. (L.) 

chagasi em amostras caninas em um estudo prospectivo. A sensibilidade e 

especificidade da reação foram determinadas tendo-se como “padrão ouro” 

os métodos parasitológicos (microscopia direta e cultura in vitro). Nossos 

resultados demonstraram que houve 92% de concordância entre os métodos 

parasitológicos e a PCR. O marcador RV1-RV2 foi sensível em detectar L. 

(L.). chagasi tanto nas espécies “padrão” quanto nas amostras biológicas de 

cães. Das 53 amostras positivas na PCR, somente em 49 delas os parasitos 
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foram revelados pelos métodos parasitológicos. Resultados similares foram 

obtidos no diagnóstico de LVA em cães do sul da França (Lachaud et al., 

2002). A especificidade também foi alta, pois não foram observadas reações 

positivas para outras espécies de Leishmania. Amostras de 61 cães foram 

negativas, ao passo que os métodos parasitológicos revelaram resultados 

positivos em 5 destas amostras. Estes resultados discordantes (negativos 

para L. (L.) chagasi e positivos para Leishmania sp e métodos 

parasitológicos) revelaram que estes animais poderiam estavam infectados 

por outra espécies de Leishmania. A PCR-L. (V.) braziliensis positiva 

confirmou a suspeita que estes cães estavam com LTA, visto que estes 

animais viviam em regiões que também são endêmicas para LTA. 

No Estado de São Paulo a LVA está em franca expansão, portanto 

novos focos vão sendo apontados à medida que novos casos caninos são 

confirmados. Das amostras estudadas, nem todos os cães com LVA eram 

de área endêmica. As investigações realizadas pelo Programa de Vigilância 

e Controle da LVA do Estado de São Paulo apontaram que alguns deles 

representavam casos autóctones. Desta forma, a PCR auxiliou o Programa 

para confirmar a ocorrência de 14 novos focos de LVA-canina nos 30 

municípios investigados. Algumas destas regiões são endêmicas para LTA e 

cinco cães apresentaram PCR positiva para L. (V.) braziliensis, apesar dos 

cães apresentarem sintomatologia que levava à suspeita de LVA. Esses 

municípios foram reclassificados, segundo o Programa de LVA, como 

“municípios com transmissão” sendo investigados com estratégias 

específicas estabelecidas pelo Programa.  

 

A terceira parte do estudo foi a avaliação da PCR-L. (V.) 

braziliensis para validar o diagnóstico molecular da LTA em lesões humanas 

utilizando um marcador espécie-específico. As amostras analisadas foram 

coletadas de pacientes atendidos em ambulatórios de Dermatologia da Rede 
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Pública de Saúde da região de Sorocaba, que é composta por 48 municípios 

de pequeno a grande porte. A escolha da região de Sorocaba deve-se à alta 

prevalência da LTA, sendo a segunda de maior endemicidade no Estado de 

São Paulo. Cerca de 80 casos são registrados por ano tanto em áreas rurais 

quanto urbanas. A prevenção de novos casos relaciona-se às estratégias de 

vigilância epidemiológica, incluindo o diagnóstico e tratamento adequados e 

o combate ao vetor (Desjeux, 1996; Marzochi et al., 1999; Salman et al., 

1999; FUNASA, 2002; CVE, 2007). 

Normalmente o diagnóstico da LTA é baseado nos aspectos 

clínicos, epidemiológicos e laboratoriais. As manifestações clínicas por sua 

vez podem estar associadas a determinadas espécies de Leishmania, mas 

sabe-se da existência de formas atípicas, disseminadas ou visceralizadas 

causadas por L. (V.) braziliensis (Gontijo e Carvalho, 2003; Basano, 2004; 

Pinheiro, 2004; Posada-Vergara et al., 2005). Atenta-se também para a 

importância do diagnóstico diferencial, uma vez que a LTA pode ser 

confundida com outras infecções que ocorrem com freqüência em diferentes 

regiões do Brasil, como lesões por hanseníase, sífilis, tuberculose, 

blastomicose ou mesmo o carcinoma (Ramos-e-Silva e Jacques, 2002). 

Assim, é providencial e necessário confirmar os casos suspeitos e verificar a 

espécie de Leishmania envolvida, visto que os métodos tradicionais de 

diagnóstico não permitem a identificação, além da baixa sensibilidade. 

Assim, adotou-se como “padrão ouro” um consenso de resultados obtidos 

pelos métodos tradicionais e a PCR. O diagnóstico definitivo da LTA foi 

baseado na análise clínica e na evidenciação do parasito por um dos 

métodos parasitológico e/ou PCR. Dessa forma, das 109 amostras clínicas 

estudas, 52 foram consideradas positivas e 57 negativas. 

A sensibilidade e a especificidade da PCR-L. (V.) braziliensis 

foram de 96% e 100% respectivamente. Resultados similares foram obtidos 

em outros estudos (De Brujin e Barker, 1992; Belli et al., 1998; Marques et 
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al., 2001; Barros et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Venazzi et al., 2006; 

Fagundes et al., 2007; Gomes et al., 2007). 

Somente dois pacientes apresentaram análise parasitológica 

positiva e PCR negativa. A hipótese de ter ocorrido problemas na extração 

de DNA e as amostras apresentarem inibidores da Taq DNA polimerase foi 

descartada pelo resultado positivo da PCR com o marcador ß1-ß2 (que 

amplifica uma seqüência humana). A hipótese das amostras estarem 

infectadas com outras espécies de Leishmania sp também foi eliminada pelo 

resultado negativo da PCR-Leishmania sp. Como estas duas amostras 

foram positivas somente no exame direto, não descartamos a idéia de um 

resultado falso positivo pela dificuldade de se identificar amastigotas em 

lesões extremamente infectadas com outros agentes. Estas observações 

são baseadas nos índices de sensibilidade e especificidade dos métodos 

parasitológicos obtidos neste estudo. A alta especificidade (100%) e a 

relativa sensibilidade (69%) podem ser relacionadas a fatores que interferem 

nessas análises, como as características da própria amostra clínica (biópsias 

e raspados), que comumente apresentam contaminação bacteriana, 

impedindo seu crescimento “in vitro” e/ou prejudicando a leitura microscópica 

dos esfregaços e “ïmprints” e lesões que apresentam baixo número de 

parasitos (Pirmez et al., 1999; Weigle et al., 2002). 

A reação intradérmica de Montenegro foi um teste altamente 

sensível (100%). Todos os pacientes com LTA apresentaram reação 

positiva. Entretanto, a especificidade foi extremamente baixa para um teste 

(65%). Dos 57 pacientes negativos, 20 (35%) apresentaram reações 

positivas com endurações entre 9 a 16 mm. Novamente, as 20 amostras 

discordantes foram analisadas pelas PCRs com os marcadores para o gene 

humano (ß1-ß2) e para Leishmania sp. Como os DNAs estavam íntegros e 

as reações foram negativas em todas as amostras, não descartamos a idéia 

de estes pacientes apresentarem alguma sensibilidade à solução salina 
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fenolada utilizada como solvente e conservante no preparo do antígeno de 

Montenegro, visto que nenhum deles tinha sido tratado para LTA 

previamente ou realizado o teste anteriormente. Reações alérgicas ao 

conservante do antígeno utilizado na reação intradérmica e resultados 

discordantes entre IDRM e outros métodos também já foram observados 

por outros autores (Kar, 1995; Deps, 1998; Marzochi et al., 1999; Machado 

et al., 2002; Fagundes et al., 2007). Além disso, pacientes que vivem em 

regiões endêmicas ou já tiveram a doença e foram tratados podem 

apresentar 97% a 100% de positividade (Klaus et al., 1999; Ramos-e-Silva e 

Jacques, 2002). Portanto, o valor diagnóstico da IDRM, é limitado 

principalmente em pacientes de região endêmica. Devido a esses fatores de 

interferência, recomenda-se muita cautela na interpretação dos resultados 

da reação de Montenegro, visto que é um teste muito solicitado.  

O exame histopatológico não foi contemplado nas análises 

estatísticas, pois foi realizado em apenas 71 amostras. Essas amostras 

foram positivas em 14 pacientes, negativas em 43 e sugestivas em 14 

pacientes. Embora em menor número de amostras analisadas, mas foi 

suficiente para verificar a dificuldade de detectar amastigotas. Outros 

estudos também relatam a dificuldade na visualização dos parasitos, tanto 

na pesquisa direta pela coloração de Giemsa como em preparados 

histológicos, pela pouca quantidade de parasitos e pelo tamanho dos 

mesmos (Cuba et al., 1981; Pirmez et al., 1999, Weigle et al.,2002).  

A correlação dos dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes 

com o diagnóstico da LTA (Tabela 7) revelou dados interessantes. O 

diagnóstico foi confirmado em uma população alvo típica para LTA, 

previamente descrita (Grimaldi and Tesh, 1993; Gontijo and Carvalho, 2003; 

Chagas et al., 2006). A maioria são indivíduos do sexo masculino (69%) em 

idade produtiva (15-54 - 54%). Vivem em áreas rurais (50%), com lesões 

recentes (92%) predominantemente em braços/mãos e pernas/pés (67%). 



 

 74

Apesar desse estudo não abranger detalhes de um estudo epidemiológico 

propriamente dito, os resultados observados nesse grupo de pacientes 

parecem apontar as mesmas conclusões observadas em estudos realizados 

por Falqueto e Sessa, 1991; Passos et al., 1999. Os fatos mais relevantes 

foram:  

a) mulheres (31%) e crianças (15%) também foram acometidas, 

fato que pode relacionar-se à transmissão peridomiciliar e intradomiciliar. 

Dados epidemiológicos semelhantes foram reportados por vários 

pesquisadores, mesmo em diferentes regiões (Gomes et al., 1992; 

Tolezano, 1994; Passos et al.,1999; Basano e Camargo, 2004). 

b) pacientes com múltiplas lesões, que podem ser relacionadas a 

várias picadas do inseto ou ainda à expansão da lesão inicial em formar 

nódulos, que se rompem e criam novas lesões. Essequadro é muito 

observado na região de Sorocaba. 

c) As regiões do corpo onde ocorreram a maior freqüência de 

picadas foram os locais mais expostos, como braços e pernas, seguidos 

pela região do tórax e cabeça (envolvendo a região dos olhos, testa e 

orelhas).  

d) Apesar do tempo entre o aparecimento da lesão e a realização 

do diagnóstico variar de 1 a 12 meses, a maioria dos pacientes procurou os 

serviços de saúde nos primeiros 6 meses de lesão. Fato de crucial 

importância, para o tratamento precoce, impedindo a manifestação de 

quadros graves. 

e) As regiões urbanas e periurbanas analisadas em nosso estudo 

ainda mantêm muita proximidade com a mata (modificada) ou resíduo de 

mata. Além disso, existem relatos dos pacientes com atividades ligadas à 

zona rural, como trabalhos e passeios. 

As características clínicas e epidemiológicas dos 57 pacientes 

sem LTA foram diferentes. As amostras foram regularmente distribuídas 
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entre homens (56%) e mulheres (44%) e igualmente distribuídos em idade 

produtiva (15-54 - 55%). Todos estavam igualmente distribuídos em áreas 

urbana (37%), periurbanas (25%) e rural (38%). Apesar da maioria dos 

casos apresentar lesão única e recente (65%), lesões antigas foram 

observadas em 35% dos casos e predominantemente localizadas nas 

pernas/pés (62%). O diagnóstico clínico foi determinado em apenas 15 

desses pacientes (4 com carcinoma, 5 com infecção fúngica, 2 com úlcera 

varicosa, 1 com tuberculose e 3 com processo crônico de etiologia não 

definida). Entretanto para a maioria dos casos não foi possível determinar o 

diagnóstico definitivo.  
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6. Conclusões  

Este estudo mostrou que a PCR é um método altamente sensível 

e específico para compor o diagnóstico diferencial das leishmanioses. Tem 

efetiva capacidade de genotipar os parasitos presentes em diferentes 

amostras biológicas como aspirados de medula e linfonodo, biópsias ou 

necrópsias de órgãos.  

Após a padronização da metodologia, o diagnóstico da LVA e LTA 

pôde ser realizado não só para detectar o parasito como também para 

identificar a L. (L.) chagasi e L. (V.) braziliensis em cães sintomáticos e 

assintomáticos e em pacientes humanos. 

Portanto, esse trabalho reforça a idéia, já preconizada por outros 

grupos e centros de referência, da inclusão da PCR no diagnóstico das 

leishmanioses, visando determinar a espécie de Leishmania envolvida na 

infecção. Esses dados ainda enfatizam o potencial uso deste procedimento 

em Programas de Vigilância e Controle da LVA contribuindo para o 

direcionamento das ações de vigilância, visto que a PCR é um 

procedimento rápido e eficiente. 
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ANEXO 4 
 
 
 
 

--------- Mensagem Original -------- 
De: EP ELS <ep@elsevier.com> 

Para: pchioccola@ial.sp.gov.br <pchioccola@ial.sp.gov.br> 
Assunto: EP-07-192R3: Final Decision 

Data: 21/02/08 02:34 
 

>  
> Ms. No.: EP-07-192R3 

> Title: Leishmania (V.) braziliensis: detection by PCR in biopsies from 
patients with cutaneous leishmaniasis 

> Corresponding Author: Dr Vera Lucia Pereira-Chioccola 
> Authors: Aparecida HS Gomes, MS; Izabel M Armelin; Sueli Z Menon ;  

>  
> Dear Dr. Pereira-Chioccola, 

>  
> I am pleased to inform you that your manuscript referenced above has been 

accepted for publication. Your article has been forwarded to Elsevier's 
Production Department, and you should be receiving confirmation from them 

shortly.  
>  

> Many thanks for submitting your paper to Experimental Parasitology. 
>  

> Sincerely, 
>  

> Dr. John Horton 
> Experimental Parasitology 
> E-mail: ep@elsevier.com 
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