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Resumo 
 
 
Leishmania braziliensis e L. infantum são as espécies causadoras das leishmanioses 

prevalentes no Brasil e responsáveis pelas formas Tegumentar (cutânea e 

mucocutânea) e Visceral, respectivamente. A identificação de reservatórios de 

Leishmania sp. é crucial para o estabelecimento de medidas eficientes de controle. A 

quantificação parasitária em diferentes amostras clínicas pode ser útil na indicação da 

participação de um determinado hospedeiro como fonte de infecção. O cão é 

considerado o reservatório doméstico da LV, sendo também aventada a hipótese de ser 

uma importante fonte de infecção de LT e, a participação de roedores e marsupiais na 

epidemiologia das leishmanioses já foi descrita por vários autores. Belo Horizonte, nos 

últimos 20 anos, caracterizou-se como região endêmica para leishmanioses. Estudos 

epidemiológicos para busca ativa de reservatórios silvestres destas doenças são 

escassos no país. O objetivo deste trabalho foi detectar a presença de Leishmania em 

cães e pequenos mamíferos capturados na Regional Nordeste de Belo Horizonte, MG. 

Foram utilizadas amostras coletadas de 162 cães domiciliados na região e de 99 

pequenos mamíferos capturados (Roedores, Marsupiais e Carnívoros). As amostras 

biológicas colhidas dos animais (cães e pequenos mamíferos) foram utilizadas para a 

detecção molecular de Leishmania. Embora baixa a concordância apresentada pelas 

PCRs dirigidas às regiões do kDNA e do SSUrRNA, a prevalência da infecção foi 

considerada elevada, tanto em cães (entre 18,5 e 75%) como em pequenos mamíferos 

(entre 31 e 92%). O seqüenciamento do produto amplificado pela PCR dirigida ao 

SSUrRNA apresentou maior eficiência na identificação da espécie de Leishmania em 

amostras clínicas, em relação ao perfil de restrição gerado pela RFLP dos produtos da 

PCR dirigida ao kDNA, sendo possível constatar inclusive casos de infecção mista por 

L. braziliensis e L. infantum em roedores coletados no peri - domicílio. Entre os cães, 

prevaleceram as infecções por L. infantum e L.. braziliensis, sendo importante destacar 

que em amostras de dois cães, o parasito foi identificado como L. amazonensis, o que 

não é muito comum nesta região. A RTQ-PCR mostrou-se uma ferramenta eficiente na 

detecção, identificação e quantificação de Leishmania em amostras de cães e pequenos 

mamíferos, o que aumenta a perspectiva de seu uso em estudos da epidemiologia 

molecular das leishmanioses. 
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Abstract 
 

 

Leishmania braziliensis and L. infantum are leishmaniasis causing species prevalent in 

Brazil and responsible respectively for the cutaneous (cutaneous and mucocutaneous) 

and Visceral forms. The identification of  Leishmania sp. reservoirs is crucial for the 

establishment of efficient measures of control. Quantifying parasites in different clinical 

samples may be useful in indicating the involvement of a particular host as a source of 

infection. The dog is considered the domestic reservoir of VL, and is also postulated to 

be an important source of infection of TL, the contribution of marsupials and rodents in 

the epidemiology of leishmaniasis has been described by several authors. In the last 20 

years Belo Horizonte was characterized as an endemic area for leishmaniasis. 

Epidemiological studies for active search of wild reservoirs of these diseases are scarce 

in the country. The objective of this study was to detect the presence of Leishmania in 

dogs and small mammals captured in the Northeast Region of Belo Horizonte, MG. 

Samples were collected from 162 dogs domiciled in the region and 99 small mammals 

(rodents, marsupials and carnivores) captured. Biological samples taken from animals 

(dogs and small mammals) were used for molecular detection of Leishmania. Although 

low agreement between PCRs protocols directed at regions of kDNA and SSUrRNA, the 

prevalence of infection in both dogs (between 18.5 and 75%) and small mammals 

(between 31 and 92%) was also considered high. The sequencing of the amplicons 

addressed to SSUrRNA showed higher efficiency in identifying Leishmania species in 

clinical samples in relation to the restriction profiles generated by RFLP of kDNA PCR 

products, and it was possible to note cases of mixed infection by L. braziliensis and L. 

infantum in rodents collected in peridomestic area. Among the dogs, prevalent infections 

were caused by L. infantum and L. braziliensis, it is important to emphasize that in 

samples of two dogs, the parasite was identified as L. amazonensis, which is not very 

common in this region. The RTQ-PCR proved to be an effective tool in detection, 

identification and quantification of Leishmania in samples of dogs and small mammals, 

which increases the perspective of its use in studies of molecular epidemiology of 

leishmaniasis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
1.1 Leishmania e leishmanioses  

Os parasitos do gênero Leishmania são organismos unicelulares, 

digenéticos, pertencentes ao sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae, (Ross, 1903). Este gênero constitui-se de um grupo de 

espécies morfologicamente muito similares, biologicamente distintas com 

características genéticas, bioquímicas e imunológicas diferenciadas. A 

estrutura do DNA extra nuclear do cinetoplasto (kDNA), presente nestes 

organismos, constitui uma característica marcante da ordem Kinetoplastida 

possuindo peculiaridades únicas e um mecanismo ímpar de replicação 

(Shlomai, 1994). 

O gênero Leishmania apresenta em seu ciclo biológico as formas 

amastigotas, com flagelo interno e cinetoplasto visível em forma de bastão. 

Estas formas vivem e multiplicam-se no interior de células do sistema 

monocítico fagocitário (SMF) dos hospedeiros vertebrados, que são mamíferos 

de diferentes ordens entre elas roedores, marsupiais, edentados, carnívoros e 

primatas. 

A transmissão do parasito entre os hospedeiros vertebrados ocorre pela 

picada de fêmeas de insetos pertencentes à ordem Díptera, família 

Psychodidae, sub-família Phlebotominae, (Martins et al., 1978). Ao picarem um 

animal parasitado estes insetos podem, juntamente com o sangue, sugar 

formas amastigotas, que no interior de seu tubo digestório, transformam-se em 

promastigotas e aí multiplicam-se.  

No trato alimentar do inseto vetor são encontradas as formas 

promastigotas e paramastigotas com flagelos longos (Chang et al., 1985; 

Walters, 1993). As formas promastigotas também são cultivadas em meios 

axênicos (Evans, 1987), como o LIT (Liver Infusion Tryptose) e o NNN (Novy 

Mc Nel e Nicolle).  

A multiplicação faz-se por divisão binária em ambos os hospedeiros, 

vertebrados e invertebrados, embora existam evidências que não descartam a 

possibilidade de troca de material genético (Bastien et al., 1992). 

As promastigotas, após seu desenvolvimento, migram para as partes 

anteriores do tubo digestório do flebotomíneo, atingindo o aparelho picador 
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sugador do inseto. O mesmo inseto infectado, em um segundo repasto em 

outro animal poderá inocular as formas promastigotas metacíclicas infectantes. 

No hospedeiro vertebrado estas formas poderão penetrar em células do SMF, 

transformando-se em amastigotas em seu interior e multiplicando-se (Chang, 

1985). 

Atualmente são conhecidas cerca de trinta espécies de Leishmania que 

infectam mamíferos, agrupadas e classificadas em dois subgêneros: 

Leishmania e Viannia (Lainson & Shaw, 1987). De acordo com esta 

classificação, as espécies pertencentes ao subgênero L. Leishmania 

desenvolvem-se de forma exclusiva na porção média e anterior do intestino 

(seção Suprapylaria), e as espécies do subgênero L. Viannia, desenvolvem-se 

nas partes anterior e média, como também no intestino posterior na região do 

piloro (seção Peripylaria) dos flebotomíneos (Lainson & Shaw, 1979). 

As Leishmanioses compreendem um grupo de doenças parasitárias, 

amplamente distribuídas em países tropicais e subtropicais, em ciclos 

zoonóticos e antroponóticos, variando em gravidade, desde formas cutâneas 

com auto-cura, lesões únicas na pele a severas mutilações na mucosa, ou 

infecções nas vísceras (Ashford, 2000; Lainson & Shaw, 1987).  

As Leishmanioses permanecem como um grave problema de saúde 

pública, uma vez que estão largamente distribuídas por 88 países em todos os 

continentes com exceção da Oceania, com prevalência global estimada em 12 

milhões de casos e incidência anual de 1,5 – 2 milhões de casos. Sendo que 

aproximadamente 1 – 1,5 milhões de casos são causados pelas leishmanioses 

cutâneas e 500.000 causados pelas formas viscerais da doença. 

 Estes agravos de ampla variação topo geográfica em sua ocorrência 

apresentam uma distribuição geralmente focal, sendo que sua área de 

abrangência coincide com o mapa sócio-econômico da pobreza pelo mundo 

(Alvar et al. 2006).  

Entre os casos da forma tegumentar, 90% ocorrem no Afeganistão, 

Argélia, Brasil, Iran, Peru, Arábia Saudita e Sudão; enquanto que para a forma 

visceral, 90% dos casos concentram-se em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e 

Sudão.  

A maioria destes países é classificada como em desenvolvimento sendo 

que, em todos, as leishmanioses ocorrem nas regiões mais pobres. Assim, a 
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morbi-mortalidade desses agravos é motivo de grande preocupação uma vez 

que, nas áreas sob maior risco, há grande proporção de miseráveis em 

situação de má-nutrição, debilidade imunológica e inadequadas condições de 

higiene e moradia o que pode ser ainda mais grave quando ocorre a co-

infecção com HIV. Atualmente as leishmanioses apresentam uma distribuição 

geográfica mais ampla do que antigamente, sendo agora reportadas em áreas 

onde não eram endêmicas (WHO, 2002). 

Podem ser consideradas as mais complexas e diversas de todas as 

doenças transmitidas por vetores, em sua ecologia e epidemiologia, 

englobando cerca de 21 espécies de parasitos, capazes de infectar o homem e 

diversas espécies de reservatórios e flebotomíneos vetores. Cerca de 30 

espécies de flebotomíneos são vetores comprovados de Leishmania (Ashford, 

2000; Lainson & Shaw, 1987). 

A epidemiologia das leishmanioses somente pode ser compreendida 

através do conhecimento de todos os elos que compõem seu ciclo de 

transmissão, como reservatórios e vetores envolvidos e suas relações 

ecológicas.  

Estudos da ecologia dos flebotomíneos baseiam-se, principalmente, na 

cuidadosa identificação da fauna flebotomínica em focos da doença. Assim, o 

fator primordial que impulsiona os estudos dos flebotomíneos é a sua 

capacidade vetorial para Leishmania (Saraiva, 2008). 

Atualmente, já foram descritas mais de 800 espécies de flebotomíneos e 

estima-se que 10% delas sejam capazes de transmitir Leishmania. Tal 

capacidade já foi evidenciada em 19 espécies, das quais 11 pertencem ao 

gênero Phlebotomus e oito ao gênero Lutzomyia (Lu.) (Marcondes, 2007). 

Diferentes espécies de Lutzomyia, os flebotomíneos do novo mundo, são 

responsáveis pela transmissão das muitas espécies de Leishmania causadoras 

da leishmaniose tegumentar americana (LTA) e da leishmaniose visceral (LV). 

Há também fortes evidências de que outras 14 espécies, nove do gênero 

Phlebotomus e cinco do gênero Lutzomyia, também sejam vetores de 

leishmanioses (Killick-kendrick, 1990). 
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1.1.1 Leishmanioses neotropicais 

As leishmanioses neotropicais são zoonoses presentes na natureza, 

transmitidas através dos vetores infectados entre reservatórios silvestres e 

domésticos, sendo o homem um hospedeiro acidental. O ciclo, inicialmente 

silvestre e rural, já se encontra presente em grandes cidades, como resultado 

da adaptação de vetores e reservatórios ao ambiente urbano, processo este 

conhecido como a urbanização das leishmanioses (figura 1). A epidemiologia 

das leishmanioses do Novo Mundo é bastante complexa devido à participação 

de várias espécies de flebotomíneos vetores e de mamíferos hospedeiros 

(Silva et al., 2005).  

 

 

Figura 1. Ciclo de transmissão dos parasitos do gênero Leishmania e o 

processo da urbanização das leishmanioses. 

 

Quanto maior a diversidade de vetores e reservatórios, maior o número 

de táxons que pode ser encontrado no mesmo foco.  

No Novo Mundo, o gênero Leishmania ocorre desde a península de 

Yucatã, no México até o norte da Argentina, por onde se distribuem pelo menos 
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17 táxons, causando diversas formas clínico-epidemiológicas (Thomaz-Soccol, 

1993; Dedet et al., 1993). Destes, 10 são assinalados no homem.  

Em função da diversidade e complexidade biológica do parasito, dos 

vetores e dos hospedeiros, a leishmaniose apresenta um caráter variado de 

manifestações clínicas. Dessa forma, é considerada, não uma doença simples 

e sim, um complexo de doenças.  

A importância das leishmanioses neste continente, onde a doença 

humana apresenta-se basicamente sob duas formas clínicas: Leishmaniose 

Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) com suas 

variações; reside não somente na sua alta incidência e ampla distribuição 

geográfica, mas também na possibilidade de assumir formas graves, com altas 

taxas de mortalidade nos casos de LV não tratados e alta morbidade nos casos 

de LT, que podem muitas vezes levar a lesões destrutivas e desfigurantes 

(Dedet & Pratlong, 2000). 

No Brasil, existe uma grande variedade de espécies do protozoário e as 

leishmanioses apresentam-se como zoonoses em franca expansão geográfica 

(Dunaiski, 2006). 

Segundo dados do DATASUS, no Brasil foram registrados 33949 casos 

de LTA e 2859 de LV em 2001. A LTA tem sido notificada em todos os 26 

estados e no Distrito Federal. A LV tem sido notificada em 22 estados, 

atingindo as cinco regiões geográficas do país. A maior incidência de LTA, 

entre os anos de 2001 e 2006, encontra-se no Norte, com 39% do total das 

notificações, seguida pelas regiões Nordeste (32%), Sudeste (10%), Centro-

Oeste (16%) e Sul (3%). A maior incidência de LV, entre os anos de 2001 e 

2006, encontra-se no Nordeste (58,62%), seguida pelas regiões Sudeste 

(17,05%), Norte (16,04%), Centro-Oeste (8,22%) e Sul (0,08%). As espécies de 

Leishmania associadas à doença no homem são: Leishmania (Viannia) 

braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) shawi, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, 

Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (L.) infantum. (MS, 2000 e MS, 

2006). 

Em Minas Gerais o número de casos de leishmaniose, tanto tegumentar 

quanto visceral tem aumentado significativamente como mostrado na figura 2. 

Em termos percentuais, os casos de LTA e de LV confirmados em Minas 



INTRODUÇÃO 

 23

Gerais representam respectivamente 6,01% e 11,61% dos casos confirmados 

no Brasil (DATASUS). 

 

 
Figura 2. Casos confirmados de LTA e LV em Minas Gerais no período de 

2001 a 2006 (DATASUS). 

 
1.2 Leishmaniose visceral (LV) 

A LV é uma doença de caráter crônico, potencialmente fatal para o 

homem, tendo como agentes etiológicos as espécies do gênero Leishmania 

pertencentes ao complexo L. (L.) donovani, (Lainson e Shaw, 1987). São elas a 

L. (L.) donovani (Ross, 1903) e L. (L.) infantum (Nicolle, 1908), presentes no 

Velho Mundo e L. (L.) chagasi, (Cunha e Chagas, 1937), presente no Novo 

Mundo.  

Existiam divergências em relação à utilização do nome específico L. 

chagasi para designar o agente etiológico da LV no Novo Mundo. Estas 

controvérsias estavam relacionadas com a origem da doença no Novo Mundo 

(Mauricio, 2000). Duas hipóteses tentam explicar a origem da LV no continente 

Americano.  

A primeira sugere que a L. chagasi é autóctone, tendo canídeos 

silvestres como hospedeiros primários e fontes de infecção para o cão e o 

homem (Lainson e Shaw, 1987). Esta proposição ganhava algum suporte a 

partir da bem equilibrada relação parasito-hospedeiro em Cerdoncyon thous, o 

que indica uma associação antiga quando comparada com a infecção 

fulminante e fatal muitas vezes observada em cães domésticos, esta sugestiva 

de uma associação parasito-hospedeiro mais recente. Embora, quando criados 
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em cativeiro,canídeos silvestres como o cachorro vinagre (Speothos venaticus) 

e a raposa (Lycalopex vetulus) possam desenvolver sintomas como aqueles 

apresentados pelos cães (Luppi et al., 2008).  

A outra hipótese considera que a LV é causada pela L. infantum que foi 

introduzida na América Latina pelos europeus e seus cães, ou pelos escravos. 

Esta afirmativa tem suporte em dados obtidos por técnicas bioquímicas 

(isoenzimas) sorológicas (anticorpos monoclonais) e de biologia molecular que 

evidenciam a similaridade entre L. infantum e L. chagasi (Killick-Kendrick et al., 

1980; Grimaldi Jr et al., 1987; Maurício et al., 2000; Alvarenga 2007;Lukes et 

al.,2007). Além disso, existem características comuns na epidemiologia da 

doença no Brasil e na região do Mediterrâneo, tais como a existência de 

canídeos como reservatórios silvestres e domésticos, a prevalência maior em 

crianças e manifestações clínicas diversas.  

O complexo Leishmania donovani, é atualmente dividido em apenas 

duas espécies válidas, a Leishmania infantum, que prevalece na Europa, Norte 

da África e nas Américas Central e do Sul; e a Leishmania donovani, que 

prevalece no Leste da África, Índia e em partes do Oriente Médio (Lukes et al. 

2007). Sendo esta a hipótese mais aceita, neste trabalho, L. infantum e L. 

chagasi serão considerados sinônimos. 

A LV apresenta diferentes quadros epidemiológicos no mundo, 

ocorrendo em vastas áreas tropicais e subtropicais do globo. Pode apresentar-

se como uma zoonose, como acontece no Brasil e no Mediterrâneo, sendo os 

canídeos as principais fontes de infecção para os vetores, e como antroponose, 

como ocorre na África, Bangladesh, Índia e Nepal, sendo o homem a fonte de 

infecção para os vetores (WHO, 2002). 

É endêmica em 88 países, sendo que 90% dos casos de LV notificados 

no mundo ocorrem em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão. 

 No Novo Mundo ocorre na Argentina, Bolívia, Brasil, Colômbia, 

Paraguai, Venezuela, Guatemala, Guadalupe, Honduras, Martinica, México, e 

El Salvador (Lainson e Shaw, 1987; Shaw, 2007).  

No Brasil, são registrados 90% dos casos de LV que ocorrem em todo o 

continente americano. Na década de 90, aproximadamente noventa por cento 

(90%) dos casos notificados de LV ocorreram na Região Nordeste. À medida 

que a doença expande-se para as outras regiões e atinge áreas urbanas e 
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periurbanas, esta situação vem modificando-se. Até o final da década de 90 

existiam casos de leishmanioses em 18 dos 27 estados da Federação, 

distribuídos em quatro das cinco regiões do país.  No período de 2000 a 2002, 

a Região Nordeste apresentou uma redução para 77% dos casos do país (MS, 

2006). Recentemente, vêm sendo notificados casos humanos de LV e LTA nos 

Estados do Paraná e Rio Grande do Sul (De Freitas et al., 2006). 

Na LV, os parasitos alcançando as células do sistema monocítico 

fagocitário (SMF) dos órgãos internos, principalmente, baço, fígado e medula 

óssea, provocam quadros cuja gravidade depende do tempo de evolução 

clínica e da resposta imunológica do indivíduo parasitado, podendo originar 

casos assintomáticos, moderados e graves, inclusive com óbitos quando não 

são adequadamente tratados (Tafuri et al., 1989; Grimaldi Jr e Tesh, 1993; 

Lainson, 1997; Santa Rosa e Oliveira, 1997). 

A importância da leishmaniose visceral no Brasil reside não somente na 

sua alta incidência e ampla distribuição, mas também na possibilidade de 

assumir formas clínicas muito graves e às vezes fatais, apesar da existência de 

tratamento específico, que também pode apresentar problemas como a baixa 

tolerância por parte dos pacientes, devido aos efeitos colaterais, e a resistência 

adquirida pelo parasito. Segundo dados do Ministério da Saúde ocorrem cerca 

de 4 mil casos anuais da doença (MS,2006).  

O primeiro caso de LV, supostamente adquirido no Brasil, ocorreu no 

início do século XX em um paciente adulto italiano proveniente de Mato 

Grosso, que emigrara 14 anos antes para o Brasil, e foi diagnosticado no 

Paraguai (Migone, 1913). Acredita-se que a infecção ocorreu na região de 

Porto Esperança, Mato Grosso. Não obstante tratar-se de um indivíduo oriundo 

do Mediterrâneo, o longo tempo decorrido desde que deixara a zona endêmica 

levou à suposição de que se tratava de um caso autóctone.  

No entanto, a comprovação definitiva da existência de calazar autóctone 

na América só ocorreu quando Mazza e Cornejo (1926) publicaram a 

observação de dois casos em crianças que nunca haviam deixado a Argentina. 

Em uma delas observaram a presença de Leishmania ao realizarem punção 

esplênica. 

Formas amastigotas foram encontradas em fígado de pacientes 

suspeitos de febre amarela em vários estados do Nordeste e no Pará (Penna, 
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1934), tendo sido o agente etiológico mais tarde denominado L. (L.) chagasi 

por Cunha e Chagas em 1937. 

Chagas (1936) e Chagas et al. (1938) foram quem pela primeira vez 

suspeitaram da existência de um animal silvestre como reservatório de L. 

chagasi no Novo Mundo. Este fato foi confirmado pelos pesquisadores Deane e 

Deane (1954) e por Alencar (1961), no Ceará, quando estabeleceram a 

importância epidemiológica da raposa da espécie Dusicyon vetulos como fonte 

de infecção e manutenção da doença.  

Posteriormente, uma segunda espécie de raposa, Cerdocyon thous, foi 

encontrada naturalmente infectada por L. (L.) chagasi (Silveira et al., 1982; 

Lainson, 1985; Mello et al. 1988; e Silva et al., 2000). 

Nos últimos, anos a incidência de casos de LV aumentou na região 

Sudeste do Brasil, sendo a doença registrada em diversas cidades, incluindo a 

capital do Estado de Minas Gerais, Belo Horizonte (Luz et al., 2001). 

 O primeiro caso de leishmaniose visceral diagnosticado em Belo 

Horizonte e no Estado de Minas Gerais foi publicado por Versiani (1943). 

Tratava-se de um indivíduo de Alagoas que provavelmente infectara-se fora de 

Minas Gerais, uma vez que veio de região endêmica da doença.  

O primeiro caso autóctone de LV humano em BH foi relatado no ano de 

1959, em uma criança de um ano e dez meses, que nunca havia saído da 

cidade. O modo pelo qual a criança contraiu a infecção permaneceu obscuro 

(Rezende e Bastos, 1959). Em 1989, em Sabará, foi diagnosticado o segundo 

caso humano autóctone da doença na Região Metropolitana de Belo Horizonte 

(RMBH) (Genaro et al., 1990).  

Em cães, o primeiro caso da doença foi registrado na região nordeste 

de BH, em 1992. Inquéritos sorológicos realizados na área encontraram 

prevalência de 8,5 e 9,0% nos bairros Fernão Dias e São Paulo 

respectivamente (Oliveira et al., 2001). 

Nos últimos anos, o número de casos de leishmaniose visceral, tanto 

humana quanto canina, na RMBH, aumentou de forma expressiva, indicando 

uma elevação da taxa de transmissão da doença nessa área (Silva et al., 

2001). Segundo dados da Gerência de Controle de Zoonoses da Secretaria 

Municipal de Saúde da prefeitura de Belo Horizonte (SMS/PBH), o registro de 

casos ocorridos no município no período compreendido entre 1994 e 2009 
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(dados parciais) revela um aumento do número de casos humanos, sendo que 

ao longo destes 15 anos, o número de casos confirmados na regional nordeste 

corresponde a 21,6% do total de casos do município (Figura 3), e uma 

soropositividade canina em torno de 10%, durante anos consecutivos (2005 a 

2008). 

 

 
Figura 3: Casos Humanos de Leishmaniose Visceral ocorridos no município de 

Belo Horizonte/MG, 1994-2009 (SMS/PBH, atualizado em 08 de janeiro de 

2010). 

 

Ao contrário da L. (L.) donovani, na cadeia de transmissão de L. (L.) 

infantum, o homem serve apenas como uma fraca fonte de infecção para os 

flebotomíneos e a infecção depende largamente da presença de cães 

infectados na área (Lainson e Shaw, 1987).  

O cão e a raposa apresentam um intenso parasitismo cutâneo, que 

permite a fácil infecção dos flebotomíneos (Deane e Deane, 1954). É provável 

que existam outras fontes de infecção em algumas situações específicas, e que 

o homem esteja envolvido na cadeia de transmissão (Coutinho et al., 2005; 

Nascimento et al., 1996; Badaró et al., 1994; Deane e Deane, 1955). 
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1.2.1 Leishmaniose visceral canina (LVC) 
Os cães têm sido implicados como importantes reservatórios da LV 

desde a descoberta da leishmaniose visceral canina (LVC) em um inquérito 

canino realizado na Tunísia. De 145 cães examinados pelo método 

parasitológico utilizando material coletado através de punção na medula óssea, 

três animais mostraram-se positivos, ficando assim registrado o primeiro foco 

de calazar canino no mundo (Nicolle e Conte, 1908). 

As primeiras observações feitas no Brasil sobre a LVC foram realizadas 

por Chagas et al. (1937), na região Norte. Porém a doença só foi caracterizada 

quando estudada por Deane (1956) em área endêmica do Estado do Ceará. A 

LVC assim como a doença humana está bastante disseminada no país e 

algumas localidades endêmicas revelam altas taxas de prevalência de LVC 

com a presença abundante do vetor (Vieira e Coelho, 1998; MS,2006). 

A infecção canina é considerada importante por várias razões, dentre as 

quais se destacam: o convívio do cão em estreita aproximação com o homem; 

o fato de servir de fonte de repasto para o vetor, atraindo-o para perto do 

homem; sua alta densidade populacional aliada à susceptibilidade que 

apresenta à L. (L.) infantum; além do grande número de cães assintomáticos 

com intenso parasitismo cutâneo (Killick-Kendrick et al., 1997). 

O calazar canino é de início insidioso (Laveran e Havet, 1917) com 

acentuado emagrecimento. O sinal mais freqüente é geralmente apresentado 

na superfície cutânea, com grandes áreas de alopecia, eritema e descamação 

(Alencar, 1959). Porém, algumas vezes, os cães infectados apresentam 

aspecto aparentemente normal, mas com alto grau de parasitismo da pele sã e 

vísceras (Deane e Deane, 1955). O período de evolução da doença no cão 

pode ser bastante longo, podendo chegar a mais de um ano. O animal torna-se 

apático com pouca mobilidade, o que provoca um aumento acentuado das 

unhas (Alencar, 1959). Uma característica importante é a permanência da 

doença clinicamente inaparente por longos períodos.  

No período compreendido entre 1993 e 1997, os distritos de Belo 

Horizonte com maiores incidências de calazar humano sobrepuseram-se 

àqueles que apresentaram a doença canina (Belvilacqua et al., 2001). 

Utilizando a análise espacial Oliveira et al. (2001) observaram uma forte 

evidência de que os casos humanos de LV no município de BH no período de 
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1994 – 1997 ocorreram em áreas onde a taxa de prevalência em cães era alta, 

dados corroborados por Margonari et al. (2006). 

Embora os cães assintomáticos sejam considerados por alguns autores 

com pouca ou nenhuma importância epidemiológica, Dye (1992) e Molina et al. 

(1994) demonstraram que as taxas de infecção dos vetores não estão 

correlacionadas com a condição clínica dos animais. Guarga et al. (2000) 

realizaram o xenodiagnóstico direto em cães infectados com L.(L.) infantum e 

não observaram diferença estatisticamente significativa nas taxas de infecção 

das fêmeas de Phlebotomus perniciosus quando analisados os diferentes 

grupos clínicos . 

Entretanto, Michalsky (2004) ao estudar a infecção em Lu. longipalpis 

alimentadas em cães infectados com L.(L.) infantum observou diferença entre 

as taxas de infecção quando o xenodiagnóstico foi realizado em animais 

assintomáticos (5,4%) ou sintomáticos (28,35%).  

Portanto, quando somente cães sintomáticos são considerados em 

estudos epidemiológicos, a prevalência da infecção é subestimada. Estes 

resultados suportam o ponto de vista de Molina et al. (1994) no qual apenas o 

sacrifício dos cães sintomáticos com sorologia positiva como estratégia para o 

controle da LV é insuficiente, devido à importância que os cães assintomáticos 

têm na epidemiologia da doença. As medidas de controle devem ser 

direcionadas aos cães infectados, isto é, portadores de Leishmania, 

independente da manifestação de sinais clínicos.  

 

1.3 Leishmaniose tegumentar americana (LTA) 
A LT é uma doença que desde a Antigüidade vem atingindo o homem. 

Relatos sobre ela podem ser encontrados na literatura do primeiro século d.C., 

na Ásia Central. A moléstia era conhecida como “úlcera de Balkh”, nome 

derivado da cidade de Balkh que é uma área altamente endêmica de LT, no 

norte do Afeganistão. Outros nomes já foram dados a estas lesões, tais como 

“botão do Oriente”, “úlcera de Delhi”, “botão de Biskra”, “úlcera de Baghdad”, 

“úlcera de Ashkabad” e outros, normalmente baseados na região onde elas 

ocorriam de forma endêmica (Brumpt & Pedroso 1913, Grevelink & Lerner 

1996). 
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No Novo Mundo, existem evidências de que a LT já ocorria no 

continente antes mesmo da chegada dos colonizadores.  

A LTA é causada por uma variedade de espécies de Leishmania 

dermotrópicas dos subgêneros Viannia e Leishmania, que inclui um grupo de 

doenças comumente referidas por suas características clínico-patológicas 

como forma cutânea, cutâneo-mucosa e cutânea difusa.  

O período de incubação pode variar de duas semanas a vários meses. 

As lesões cutâneas constituem úlceras rasas, circulares, com bordas elevadas 

e bem definidas e com assoalho da úlcera de aspecto granular. Nas infecções 

pela L. (V). braziliensis, a linfadenopatia regional geralmente precede o 

surgimento de ulcerações por uma a doze semanas. O diagnóstico definitivo 

depende do encontro e identificação de amastigotas em tecido ou 

promastigotas em meio de cultura (Gontijo e Carvalho, 2003). 

A LTA foi inicialmente associada a áreas de mata primária e zonas 

rurais, estando a maior diversidade de espécies destes parasitos na região 

amazônica. Acomete mais freqüentemente os trabalhadores que invadem as 

florestas tropicais ou moram próximo a elas. O ciclo biológico nesses 

ambientes mantém-se a partir dos vários hospedeiros vertebrados que podem 

atuar como reservatórios: roedores, edentados (tatu, tamanduá e preguiça) e 

marsupiais (gambá) (Lainson 1988). Além disso, a transmissão das 

leishmanioses esteve associada a algumas espécies de flebotomíneos que até 

então apresentavam comportamento silvestre (Marzochi 1989). 

No Estado de Minas Gerais, tem sido registrada a ocorrência de surtos 

desde a metade do século passado, e durante muito tempo, foram relacionados 

com atividades de desmatamento para a construção de estradas e implantação 

de projetos agro-pastoris (Orsini 1945, Martins et al. 1956, Furtado et al. 1966). 

Porem, ao longo das últimas décadas, a epidemiologia da doença tem sofrido 

alterações, com a ocorrência de surtos em áreas de colonização antiga 

(Hermeto et al. 1994, Gontijo et al., 1995), além do aparecimento de casos em 

áreas periurbanas de cidades como Caratinga (Mayrink et al. 1979) e vários 

municípios da região metropolitana de Belo Horizonte (Passos et al. 1993). 

Em Belo Horizonte, a LTA começou a ser estudada em 1940 a partir da 

detecção de 13 casos humanos por Orsini (1945). Furtado et al. (1966) 

estudaram a origem desses casos e sugeriram que a transmissão poderia ter 
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ocorrido em áreas periurbanas da Região Metropolitana de Belo Horizonte 

(RMBH) ou poderiam ser casos importados de outros municípios. 

 Passos et al. (1993), através de um estudo de campo no município de 

BH, evidenciaram a possibilidade da transmissão domiciliar da doença em 

áreas periurbanas. Foi constatada a predominância de Lu. whitmani (vetor da 

LTA) no peri domicílio das regiões de Boa Vista e Venda Nova em Belo 

Horizonte (Passos et al. 1998). 

Nos anos consecutivos, o aumento do número de casos humanos de 

LTA procedentes da RMBH foi registrado pela Secretaria Estadual de Saúde de 

Minas Gerais. Desde então, a LTA é considerada endêmica na região 

metropolitana de Belo Horizonte. Considerando-se apenas o município de Belo 

Horizonte, no ano de 2009, foram registrados 32 casos confirmados de LTA, 

segundo o município de residência (SINAN, 2010). 

A LTA também está presente na Regional Nordeste de BH (Figura 4) 

de acordo com dados da Gerência Regional de Epidemiologia – Nordeste da 

Secretaría Municipal de Saúde de BH (GEREPI-NE/SMS-BH). 

 

 
Figura 4: Casos Humanos de Leishmaniose Tegumentar Americana ocorridos na 

Regional Nordeste do município de Belo Horizonte/MG, 2001-2009, * dados parciais 

(SMS/PBH, atualizado em 08 de janeiro de 2010). 

 

1.3.1 Leishmaniose tegumentar canina 

Historicamente, no Velho Mundo, a leishmaniose cutânea causada pela 

L. (L.) tropica já era considerada uma antroponose urbana, associada ao cão 

doméstico em elevada freqüência (Marzochi & Marzochi, 1994).  
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Apesar de ser uma zoonose originalmente silvestre, a LTA causada pela 

L. (V.) braziliensis tem sido descrita por diversos autores ocorrendo em 

ambientes domésticos, tendo sido aventada a possibilidade de que animais 

domésticos e peri domésticos, e em especial o cão, seriam importantes fontes 

de infecção nesses locais (Falqueto et al., 1986; Marzochi & Marzochi, 1994; 

Pirmez et al., 1988).  

A LTA nesses animais pode apresentar-se como uma doença crônica 

com manifestações semelhantes as da doença humana.Os cães geralmente 

apresentam lesões únicas, localizadas principalmente nas orelhas e pernas, 

com parasitismo escasso (Pirmez et al.,1988). Até o momento, não há 

evidências científicas que comprovem o papel destes animais como 

reservatórios das espécies de Leishmania relacionadas às formas 

tegumentares, sendo considerados hospedeiros acidentais da doença. 

Porém, o papel do cão na epidemiologia da LTA é ainda uma questão 

controversa. Em algumas áreas endêmicas de ocorrência da L.(V.) braziliensis 

existem evidências de transmissão domiciliar, e de que cães infectados 

estariam associados a casos humanos, sugerindo o papel do cão como 

reservatório (Cunha et al., 2006).  

Em certas áreas do Vale do Rio Doce, estado de Minas Gerais, e em 

área rural do estado do Espírito Santo, a LTA é considerada uma zoonose 

mantida por cães domésticos (Mayrink et al., 1979, Falqueto et al., 1986, Sessa 

et al., 1994). Falqueto et al. (1991), sugerem que o cão é um importante 

mantenedor do ciclo no peri domicílio baseado no fato de que a infecção 

humana foi mais freqüente na presença de cães infectados com L.(V.) 

braziliensis. 

Alguns autores consideram o cão apenas um hospedeiro acidental 

(Lainson e Shaw 1970, Le Pont et al., 1989). Outros autores avaliam o papel do 

cão como um elo entre a doença dos animais silvestres e o homem (Coutinho 

et al., 1985, Pirmez et al., 1988). Dunaiski (2006) em estudo epidemiológico da 

LTA na região do Vale do Ribeira, no estado do Paraná, não observou fatores 

que associassem o cão à transmissão para humanos.  

Vários questionamentos ainda permanecem quanto ao papel do cão 

como reservatório do parasito causador da LT, uma vez que as evidências que 
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existem para suportar tal hipótese sejam somente circunstanciais (Reithinger et 

al., 1999). 

 

1.4 Urbanização das leishmanioses 

As leishmanioses vêm ocorrendo de forma endêmico-epidêmica 

apresentando diferentes padrões de transmissão, relacionados não somente à 

penetração do homem em focos silvestres, mas freqüentemente em áreas de 

expansão de fronteiras agrícolas. Tem-se evidenciado a presença da doença 

em áreas de colonização antiga, demonstrando uma possível adaptação dos 

vetores e reservatórios a ambientes modificados. São um importante problema 

de saúde pública pela sua magnitude, transcendência e pouca vulnerabilidade 

às medidas de controle (Dunaiski, 2006). 

É amplamente aceito que as leishmanioses são doenças dinâmicas, 

sendo as circunstâncias da transmissão continuamente alteradas em relação 

aos fatores ambientais e do comportamento humano. Modificações no habitat 

dos hospedeiros naturais e dos vetores, as migrações humanas decorrentes de 

conflitos ou condições sócio-econômicas precárias têm contribuído para a 

mudança no panorama epidemiológico das leishmanioses (Gramiccia & 

Gradoni, 2005). 

No final da década de 80, a urbanização da LV no Brasil é intensificada 

em Teresina, PI e São Luís, MA. Na década de 90, a doença estabelece-se em 

Montes Claros, MG, Camaçaú, BA e Recife, PE (Marzochi e Marzochi, 1994; 

Monteiro et al., 1994). Dados epidemiológicos dos últimos dez anos revelam 

peri urbanização e urbanização da LV, destacando-se os surtos ocorridos no 

Rio de Janeiro, RJ, Belo Horizonte, MG, Araçatuba, SP, Santarém, PA, 

Corumbá, MS, Teresina, PI, Natal, RN, São Luís, MA, Fortaleza, CE, Camaçari, 

BA e mais recentemente as epidemias ocorridas nos municípios de Três 

Lagoas, MS, Campo Grande, MS, e Palmas, TO (MS, 2006).  

Neste contexto, os cães são considerados importantes reservatórios e 

talvez os responsáveis por essa mudança no perfil epidemiológico da LV 

(Marzochi et al., 1994), uma vez que os casos caninos precedem os humanos 

e devido a grande discrepância entre o número de cães infectados e o de 

casos humanos notificados (Oliveira et al., 2001; Beviliacqua et al., 2001).  
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Belo Horizonte é uma região que vem apresentando casos humanos 

tanto de LV quanto de LT há mais de 10 anos, bem como a presença de 

flebotomíneos vetores demonstrando a ocorrência de transmissão ativa da 

infecção (Souza et al., 2004).  

As leishmanioses têm sido foco de atenção e preocupação dos órgãos 

de saúde pública do município que têm implementado as medidas de controle 

recomendadas pelo Ministério da Saúde, baseadas no tripé de ações: 

eliminação de cães soropositivos, combate ao inseto vetor e tratamento dos 

casos humanos. Porém essas medidas não foram eficientes para conter o ciclo 

de transmissão e o que está sendo observado é o aumento do número de 

casos humanos e caninos. Este fato sugere que a epidemiologia das 

leishmanioses em Belo Horizonte, especialmente em relação à LV, apresenta 

um quadro mais complexo do que o classicamente descrito. A persistência das 

leishmanioses em áreas alteradas indica a ocorrência de uma transmissão 

secundária, peri doméstica destes parasitos.  

A exemplo do que vem ocorrendo em Belo Horizonte (Passos et al., 

1993), o ciclo peri - urbano de transmissão de LTA tem sido observado em 

outros centros urbanos como na periferia da cidade de Manaus no Amazonas 

(Barrett & Senra, 1989).  

Com o desaparecimento das florestas primárias, roedores infectados e 

com hábitos sinantrópicos, invadindo com maior freqüência as casas, podem 

servir como fonte de infecção para flebotomíneos bem adaptados ao ambiente 

modificado como Lu. whitmani e Lu. intermedia (Gontijo et al., 2002). A ação 

antrópica ao meio ambiente apresenta-se como fator importante para a 

aquisição da infecção, sendo identificada como um dos fatores de risco para o 

estabelecimento da transmissão (Vanzeli et al. 2007). 

Em estudos realizados em focos ativos de LTA foi observada a 

ocorrência da doença em ambos os sexos, com vários indivíduos da mesma 

família incluindo mulheres e crianças infectadas (Gontijo et al., 2002). Estas 

observações associadas à coleta de um grande número de flebotomíneos 

vetores e antropofílicos no peri domicílio ou mesmo no intradomicílio são 

indicativas de que a transmissão possa ter ocorrido no ambiente peri domiciliar 

(Passos et al., 1993; Oliveira et al., 2004). 
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A complexidade na luta contra as infecções leishmanióticas explica-se 

pela grande diversidade de agentes etiológicos, grande número de espécies de 

flebotomíneos que podem ser vetores, e de mais de uma centena de espécies 

de animais que podem ser reservatórios (OMS, 1990). Para cada área de 

transmissão são necessários estudos epidemiológicos para investigar a(s) 

espécie(s) de Leishmania circulante(s), bem como os vetores e reservatórios 

presentes para que se possam propor medidas de controle mais específicas e 

eficientes. 

A escassez de recursos e a atual falta de infra-estrutura dos serviços de 

saúde, especialmente no que concerne ao diagnóstico da infecção por L. (L.) 

infantum na população canina e humana, tornam as atuais medidas de controle 

pouco eficientes. Este quadro favorece a perpetuação do ciclo vicioso entre 

pobreza e doença em muitos estados brasileiros, nos quais a LV permanece 

como mais uma doença negligenciada (Dantas-Torres & Brandão Filho, 2006). 

 

1.5 Hospedeiros ou reservatórios ? 

Os ciclos de transmissão das leishmanioses dependem dos 

movimentos de seus reservatórios e a identificação destes hospedeiros é de 

fundamental importância para o controle efetivo da transmissão. 

Vários animais domésticos já foram encontrados infectados por 

Leishmania, tais como eqüinos (Rolão et al., 2005), suínos (Brazil et al., 1987) 

e felinos (Pennisi et al., 2004; Souza et al., 2005).  

O cão ainda é considerado o mais importante reservatório doméstico da 

LV e tem sido responsabilizado pelo surgimento e manutenção de focos 

endêmicos e epidêmicos da doença nos grandes centros urbanos (Silva et al., 

2001). Os cães preenchem as condições necessárias para serem reservatórios 

de L. (L.) infantum, por serem altamente susceptíveis à infecção, por 

apresentarem intenso parasitismo cutâneo e também pelo seu convívio junto 

ao homem (Dantas-Torres et al., 2006). 

 Em áreas endêmicas de LT e LV são freqüentes as observações de 

cães infectados com L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum respectivamente 

(Silva et al.,2001, Gontijo et al., 2002, Madeira et al.,2003). Estudos de 

variabilidade genética intra-específica mostram que os isolados que circulam 

nas populações humana e canina possuem os mesmos esquizodemas. Esse 
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fato sugere o envolvimento do cão no ciclo de transmissão peri domiciliar das 

formas tegumentar e visceral das leishmanioses (Lopes et al., 1984, Silva et al., 

2001).  

A busca pelos reservatórios silvestres naturais das leishmanioses 

tegumentar e visceral vem sendo um dos mais atraentes objetivos de 

pesquisadores em todo o Mundo desde as primeiras décadas do século XX, 

com ênfase aos roedores a partir do momento que algumas espécies dos 

mesmos foram incriminadas como reservatórios de Leishmania (Nery 

Guimarães et al., 1968). 

No Brasil, a participação de roedores na epidemiologia das 

leishmanioses já foi descrita por vários autores. Em 1970, no estado do Mato 

Grosso foi detectada pela primeira vez a infecção por L. braziliensis nos 

roedores do gênero Oryzomys (Lainson & Shaw, 1970). Anos mais tarde, estes 

mesmos autores, trabalharam na região de Monte Dourado, norte do estado do 

Pará, procurando determinar o(s) reservatório(s) silvestre(s) para os agentes 

etiológicos da leishmaniose tegumentar e encontraram o roedor Proechimys 

guyannensis freqüentemente parasitado 15/57 (26%) por L. (L.) amazonenis 

(Lainson & Shaw, 1972). Outros hospedeiros de L. (L.) amazonensis são 

pequenos roedores silvestres como Oryzomys sp. (Lainson & Shaw, 1968) e 

Akodon spp. (Telleria et al., 1999).  

O alto índice de infecção do gênero Oryzomys (18/36 ou 50%) no Mato 

Grosso, bem como nas florestas de Utinga, locais distantes milhares de 

quilômetros, também levava a crer tratar-se de um importante hospedeiro do(s) 

agente(s) causal(ais) da leishmaniose tegumentar (Lainson & Shaw, 1970). 

Além disso, o aspecto das lesões, geralmente do meio para a base da cauda e 

por vezes abarrotada de parasitos, faz deste roedor uma excelente fonte de 

infecção para o vetor (Nery-Guimarães et al., 1968, Lainson & Shaw, 1968, 

Lainson & Shaw, 1970).  

Em 1972, Forattini et al., conseguiram isolar Leishmania, em roedores 

das espécies Akodon arviculoides e Oryzomys nigripes de área endêmica para 

LTA no estado de São Paulo. Os autores aventam a possibilidade de, o gênero 

Oryzomys ser importante reservatório do parasito neste estado, à semelhança 

do que foi observado por Lainson & Shaw (1970) para O. concolor no Mato 
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Grosso. Um ano mais tarde e na mesma região estes autores isolaram o 

mesmo parasito, L. (V.) braziliensis a partir de O. capito laticeps.  

Na Venezuela, este parasito também foi isolado de Rattus rattus (rato 

preto) e Sigmodon hispidus (rato do algodão) o que enfatiza a importância dos 

roedores como prováveis reservatórios  da LTA (De Lima et al., 2002). 

Brandão-Filho et al., (2003) em Amaraji no estado de Pernambuco 

conseguiram isolar L. (V.) braziliensis em Bolomys lasiurus (atualmente 

Necromys lasiurus) e Rattus rattus. Carvalho (2005) detectou DNA de L. (L.) 

chagasi por PCR em amostra coletada do roedor silvestre Nectomys 

squamipes (rato da água) capturado em São Vicente Férrer, Zona da Mata 

Norte do Estado do Pernambuco. Em levantamento da fauna de roedores 

sinantrópicos e silvestres no município de Araçuaí, Minas Gerais, 18 espécimes 

do total de 62 roedores capturados estavam infectados por espécies dos 

complexos L. mexicana, L. braziliensis e L. donovani. Parasitos destes três 

complexos de Leishmania foram identificados em espécimes de Trichomys 

apereoides, Cerradomys subflavus e Rattus rattus o que indica que esta ultima 

espécie possa participar do ciclo zoonótico doméstico das LV e LT em área 

urbana, devido aos seus hábitos sinantrópicos (Oliveira et al., 2005). 

Melo (2008), observou que de um total de 60 roedores capturados em 

Belo Horizonte/MG, 30% foram considerados infectados por espécie 

pertencente ao complexo L. brazilliensis, utilizando a PCR dirigida ao kDNA 

seguida de hibridização. 

Em algumas áreas, os marsupiais, que são animais sinantrópicos, 

podem também ser apontados como reservatórios de Leishmania. Espécies de 

marsupiais já foram encontradas infectadas por diferentes espécies de 

Leishmania, como o Didelphis pela L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis 

(Sherlock et al. 1984, Silva et al. 2005, Schallig et al. 2007) e espécies de 

gambás infectadas por L. (L.) amazonensis (Lainson & Shaw,1998). 

Em Belo Horizonte/MG, de um total de 34 marsupiais do gênero 

Didelphis capturados, a taxa de infecção detectada por PCR foi de 23,5% e o 

agente etiológico envolvido foi caracterizado como pertencente ao complexo L. 

(V.) braziliensis (Melo, 2008). 

Estes animais costumam ser encontrados com facilidade em florestas 

alteradas pela ação antrópica. São vistos com freqüência nos quintais das 
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residências situadas nas bordas das matas visitando galinheiros e latas de 

lixo em busca de alimento. Apresentam hábitos crepusculares e noturnos. 

Escondem-se em ocos de árvores onde passam o dia dormindo. Apesar de 

nômades, seu “home range” fica em torno de 2,5 km (Nowak, 1991). Estudos 

colocam estes animais na lista de preferências alimentares tanto pela Lu. 

longipalpis, no Brasil (Sherlock et al.,1984), assim como pela Lu. evansi na 

Colômbia ( Travi et al., 1994).  

Gambás infectados, assim como os cães podem apresentar duas 

formas da doença: uma sub clínica, com apenas discretas alterações 

inflamatórias no fígado, baço e linfonodos, perceptíveis somente pela 

histopatologia e outra forma grave, onde são encontrados macrófagos 

repletos de parasitos na pele e órgãos linfóides, necrose esplênica e 

esteatose hepática (Travi et al.,1998).  Portanto, em virtude de sua íntima 

associação com moradias humanas e o reduzido “home range” tornando 

possível o compartilhamento dos vetores e parasitos com o homem e o cão 

(Travi et al. 1994), vários pesquisadores apontam este animal como um forte 

candidato a reservatório (Arias et al., 1981; Arias & Naiff, 1981). Servindo de 

fonte para o repasto sangüíneo de diferentes espécies de flebotomíneos, 

seria o elo perfeito entre os ciclos silvestre e periurbano (Cabrera et al., 

2003). As espécies de Didelphis infectadas podem desempenhar um 

importante papel na epidemiologia das leishmanioses nos centros urbanos, 

além da manutenção do parasito na enzootia silvestre, o que faz com que 

sejam as espécies mais pesquisadas. 

 Shaw (1988) reconhece dois principais tipos de hospedeiros 

vertebrados para o caso da leishmaniose zoonótica americana: 1 hospedeiro 

primário (reservatório), que refere-se ao vertebrado que alberga o parasito no 

ambiente silvestre e que seria responsável pela manutenção da infecção sem a 

necessidade da co-existência de um outro hospedeiro; 2. hospedeiro 

secundário, que diferente do primário, é um animal infectado, porém, incapaz 

de manter um ciclo enzoótico indefinidamente. 

A detecção de DNA de Leishmania em uma espécie animal em particular 

é uma forte evidência, mas não é o suficiente para definir tal espécie de 

hospedeiro como reservatório da infecção. A confirmação do papel de 

determinadas espécies como reservatórios de Leishmania sp. depende de 



INTRODUÇÃO 

 39

outros aspectos entre eles: o encontro da espécie de flebotomíneo vetor 

naturalmente infectado na mesma região em que foi coletado o suposto 

reservatório; a sobrevivência do hospedeiro por tempo suficiente para garantir 

a transmissão da infecção; a prevalência da infecção elevada entre os 

hospedeiros (acima de 20%); manutenção do parasitismo no sangue periférico 

ou em lesões na pele em quantidade suficiente para infectar o vetor; e a 

presença da mesma espécie de Leishmania no reservatório e nos humanos 

(Silva et al., 2005). 

A identificação de reservatórios primários da infecção por Leishmania é 

crucial para o desenvolvimento e avaliação de medidas de controle da 

transmissão. Antigamente para realizar a caracterização da espécie de 

Leishmania envolvida era necessário o isolamento do parasito, o que nem 

sempre é possível, especialmente quando a espécie em questão é L. (V.) 

braziliensis. Atualmente, esta caracterização das espécies de Leishmania pode 

ser mais facilmente realizada através de métodos baseados na PCR 

(Schoönian et al., 2003, Brandão Filho e Shaw 2006, Silva et al., 2006). 

Segundo Shaw (2007), apenas quando for obtido um melhor 

entendimento da diversidade genética das espécies de Leishmania e dos 

reservatórios envolvidos no ciclo enzoótico de cada uma delas, será possível 

avaliar qual o método ou métodos de controle mais eficazes. 

 

1.6 Diagnóstico da leishmaniose  

Independente do enfoque dado às medidas de controle, o diagnóstico 

preciso da leishmaniose canina é extremamente importante, pois a taxa de 

infecção canina pode ser um sinal, tanto para a ocorrência de epidemias 

quanto para o aumento do número de casos humanos nas áreas endêmicas, 

onde normalmente a ocorrência do calazar canino precede a doença em 

humanos. 

Diversas abordagens sorológicas são comumente usadas no diagnóstico 

da LV. Em particular, os testes de aglutinação direta com base em antígenos 

liofilizados e comercialmente disponíveis (DAT), o Ensaio imunoenzimático 

(ELISA) e a reação de imunofluorescência indireta (IFI) (Ferreira et al., 2007). 

Os testes sorológicos são raramente usados no diagnóstico LT, porque a 

sensibilidade pode ser variável, devido ao número de anticorpos circulantes 
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contra parasitos causadores que tende a ser baixo. A especificidade também 

pode ser variável, especialmente em áreas onde há outros patógenos (por 

exemplo, Trypanosoma cruzi) que apresentem reação cruzada nos testes 

dirigidos aos anticorpos anti-Leishmania.(Ferreira et al., 2007).  

Métodos sorológicos podem ser úteis, porém, apresentam problemas 

como as reações cruzadas e a diferenciação entre infecção atual e passada, 

não sendo acurados em pacientes imunossuprimidos (Piarroux et al., 1994; 

Wilson, 1995; Hu et al., 2000; Ikonomopoulos et al., 2003).  

 O diagnóstico conclusivo depende do achado do parasito, o que é muito 

difícil, sendo assim, a detecção da presença de anticorpos anti - Leishmania ou 

antígenos do parasito, através de técnicas de imunodiagnóstico são mais 

utilizadas e podem ser confirmadas por técnicas de biologia molecular. 

Desta forma, não existe um método que possa ser classificado como 

padrão-ouro para o diagnóstico da infecção por Leishmania spp (Wilson, 1995). 

Diante das limitações apresentadas pelos métodos de diagnóstico 

convencionais, existe a necessidade de desenvolver-se uma ferramenta que 

seja capaz de promover um diagnóstico acurado. Assim, há cerca de dez anos, 

os métodos moleculares vêm sendo desenvolvidos para identificação de 

grupos e espécies de Leishmania em variadas amostras clínicas, isolados de 

cultura, bem como pool de flebotomíneos (Michalsky et al., 2002; Schoönian et 

al., 2003 e Carvalho, 2006), havendo destaque para a reação em cadeia da 

polimerase (PCR - polymerase chain reaction). 

 

1.6.1 PCR  

Atualmente, os métodos de biologia molecular e as técnicas bioquímicas 

são excelentes ferramentas utilizadas no diagnóstico das leishmanioses, 

capazes de proporcionar resultados rápidos e seguros quando aplicados. 

Métodos diagnósticos utilizando o DNA têm sido exaustivamente explorados 

visando superar as inúmeras limitações que os métodos diagnósticos de rotina 

apresentam, especialmente em trabalhos que visam a correta detecção, 

identificação e caracterização dos parasitos, em infecções humanas, caninas e 

em reservatórios (Carvalho, 2006; Cortes et al., 2004; Gontijo, 2000; Volpini et 

al., 2004,). 
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A PCR reproduz in vitro a habilidade natural de replicação do DNA, 

podendo ser repetida em larga escala. A metodologia requer, primeiramente, o 

conhecimento, pelo menos parcial, do DNA alvo de um determinado 

organismo, para o desenvolvimento de oligonucleotídeos iniciadores (primers) 

ou sondas que irão hibridizar-se especificamente à seqüência alvo (Yang & 

Rothman, 2004). 

Com o aumento do número de genomas de patógenos sendo 

seqüenciados, a exploração dos bancos de dados gerados associada ao uso 

de ferramentas de bioinformática permite o desenvolvimento de iniciadores de 

PCR empregados em testes diagnósticos; resultando, desde a década 

passada, na disponibilidade comercial de muitos ensaios baseados nesta 

técnica, os quais continuam a expandir-se (Cavalcanti, 2008; Martinez, 2006). 

Vários trabalhos têm demonstrado que os ensaios moleculares permitem 

uma detecção mais rápida e sensível de diversas doenças parasitárias além da 

possibilidade de caracterização dos microrganismos envolvidos na infecção. 

Degrave et al. (1994) desenvolveu e reviu vários sistemas de detecção de DNA 

de Leishmania baseados na PCR. 

 A amplificação do DNA de Leishmania pela PCR pode ser gênero 

específica (Rodgers, 1990), como pode ser específica para os diferentes 

complexos (De Bruijin & Barker, 1992; Eresh et al., 1994; Alonso 1999; Cortes 

et al., 2004).  

Podem ser utilizados como alvos o DNA nuclear e o DNA do cinetoplasto 

(kDNA), cujo minicírculo é considerado um alvo ideal para a detecção de 

Leishmania através de PCR, pois ele apresenta 10.000 cópias por célula, e 

estas estão distribuídas em cerca de dez classes diferentes de seqüências. 

Além disso, a seqüência do minicírculo já é conhecida para maioria das 

espécies de Leishmania e apresenta variações que possibilitam a diferenciação 

dos diversos grupos ou complexos de espécies (Aransay et al., 2000). 

Vários grupos de pesquisadores têm desenvolvido iniciadores para PCR 

dirigidos à região variável do minicírculo de kDNA , que identificam isolados de 

Leishmania ao nível de subgênero ou complexos, responsáveis pelas 

leishmanioses no Novo Mundo. De Brujin & Barker (1992) desenharam e 

padronizaram a utilização de um par de iniciadores altamente sensível e 

específico para espécies do complexo L. braziliensis. Eresh et al. (1994) 
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desenvolveram um par de iniciadores altamente específico para as espécies do 

complexo L. mexicana. Cortes et al. (2004) desenvolveram um par de 

iniciadores específico para as espécies do complexo L. donovani. 

Outras seqüências alvo também podem ser utilizadas na PCR, como o 

SSUrRNA (Van Eys  et al. 1992, Cruz et al. 2002  e 2006) e a região 

espaçadora entre os transcritos internos ou “internal transcribed spacer” (ITS-1) 

deste gene (Nasereddin et al. 2006, Schönian et al. 2003). 

Além de seu bom desempenho em estudos clínicos, a PCR tem sido 

uma ferramenta eficiente em estudos epidemiológicos, na tentativa de 

incriminar animais silvestres ou domésticos como hospedeiros ou reservatórios 

da doença. Esta técnica está sendo aplicada para analisar as diversas 

amostras obtidas destes animais em campo, uma vez que é difícil a detecção e 

identificação dos organismos infectantes pelos métodos convencionais 

(Alexander et al. 1998, Reithinger et al. 2000, Silva et al. 2000, Brandão Filho et 

al. 2006, Silva et al. 2001, Solano-Gallego et al. 2001, De Lima et al. 2002, 

Quaresma 2009, Melo 2008). 

A PCR, em relação aos métodos sorológicos, apresenta como vantagem 

a especificidade, principalmente quando se trabalha com animais de campo, 

reservatórios de outros protozoários como é o caso do Didelphis/Trypanosoma 

(Barretto & Ribeiro,1979). Além disso, em se tratando de um inquérito 

epidemiológico para o qual o que interessa é a presença de infecção atual e 

não passada, a PCR seria o método mais indicado uma vez que o DNA, ao 

contrário da imunidade celular ou humoral, persiste apenas por algumas horas 

após a morte do parasito (Disch et al., 2004; Prina et al., 2007). 

A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e 

identificar o protozoário envolvido, e o fato de poder ser aplicada diretamente 

em amostras clínicas, produzindo um resultado confiável dentro de poucas 

horas, são vantagens indiscutíveis da PCR em relação aos métodos de 

diagnóstico tradicionais (Ikonomopoulos et al., 2003). 

Apesar dos avanços tecnológicos, os métodos de amplificação da 

molécula de DNA apresentam limitações que incluem resultados falso-

positivos, decorrentes de contaminação com DNA, e resultados falso-

negativos, relacionados com a presença de inibidores da PCR (Yang; 

Rothman, 2004).  
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Nos resultados falso-positivos, na maioria dos ensaios patógeno-

específicos, a fonte predominante de contaminação é derivada de produtos 

amplificados em reações anteriores que podem ser transportados por meio dos 

reagentes, tubos, pipetas e bancadas. Boas práticas de laboratório e 

separação física das áreas de pré-amplificação e pós-amplificação podem 

reduzir os riscos de contaminação. O uso de métodos baseados na irradiação 

ultravioleta, tratamento químico ou digestão enzimática também são úteis para 

evitar tais contaminações (Carrol et al., 1999; Corless et al., 2000).  

Resultados falso-negativos podem decorrer de um volume amostral 

abaixo do permissível para a reação, além de problemas associados com o 

processamento. Exemplos de inibidores da polimerase que possam estar 

presentes nas amostras de DNA: fenol, proteinase K, excesso de EDTA, 

hemoglobina e outras proteínas de hemácias, SDS, elevadas concentrações de 

sal. Tais obstáculos podem ser superados com tratamento adequado da 

amostra por meio de uma correta extração e purificação do DNA e remoção 

destes inibidores (Bessetti, 2007; Gribben et al., 1991; Yang & Rothman, 2004). 

A maioria das técnicas utilizadas nas análises moleculares requer DNA 

de boa qualidade, não fragmentado (Grutzmacher et al., 2006) ou purificado, 

sem a presença de inibidores da reação (Holden et al. 2003).  

Para avaliar a degradação da amostra ou a inibição da PCR utilizada em 

diagnósticos, é necessária a realização de uma PCR dirigida a um gene 

constitutivo, comum aos diferentes hospedeiros. Em estudos anteriores 

desenvolvidos em nosso laboratório (Quaresma et al., 2009), com amostras 

exclusivamente de cães, o fragmento alvo das reações de PCR era uma 

porção do gene da β-globina. No entanto, esta reação não apresentou bons 

resultados para amostras provenientes de roedores e marsupiais, com 

positividade inferior a 50%, provavelmente por uma similaridade imperfeita 

entre os iniciadores utilizados e as seqüências de bases para o gene dos dois 

grupos (Dados não publicados). Estas observações geram a necessidade de 

buscar uma metodologia alternativa, através da utilização de iniciadores cujos 

alvos fossem outros genes constitutivos e que permitissem a detecção do DNA 

de espécies pertencentes a diferentes grupos de mamíferos, sobretudo 

canídeos, roedores e marsupiais devido à importância destes grupos no 

contexto da epidemiologia das leishmanioses. 
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1.7 Identificação da espécie de Leishmania  

As primeiras tentativas de classificação dos parasitos do gênero 

Leishmania em espécies ocorrem a partir da descrição do gênero por Ross em 

1903, inicialmente considerando apenas os aspectos clínicos e epidemiológicos 

da doença humana. 

É importante salientar que no gênero Leishmania a morfologia não é um 

bom caráter para distinguir espécies, pois as diferenças observadas são 

pequenas e sutis. No entanto, cada vez mais têm sido descobertos novos 

caracteres, a partir de métodos mais avançados, que auxiliam na 

caracterização taxonômica das espécies deste gênero.  

A identificação da espécie envolvida na infecção é extremamente 

relevante para o prognóstico das leishmanioses, bem como para a prescrição 

do tratamento adequado, uma vez que espécies diferentes requerem 

tratamentos diferentes. Em regiões onde várias espécies de Leishmania 

coexistem em simpatria, é importante o uso de técnicas que possibilitem a 

identificação da espécie envolvida, uma vez que tal informação é muito valiosa 

em estudos epidemiológicos, onde a distribuição das espécies de Leishmania 

entre humanos e diferentes hospedeiros e vetores é um pré-requisito para o 

delineamento e aplicação de medidas de controle apropriadas. 

Com a utilização de técnicas moleculares nos estudos epidemiológicos, 

muitos conhecimentos acerca das relações entre as espécies, bem como entre 

cepas da mesma espécie poderão ser gerados, contribuindo para o 

entendimento do comportamento do parasito, sua relação com os vetores e 

hospedeiros nos diversos ambientes onde a transmissão ocorre (Quaresma, 

2007).  

Atualmente são considerados bons marcadores, desde as análises de 

isoenzimas e determinantes antigênicos com anticorpos monoclonais até uma 

série de métodos moleculares usados em análises de DNAs com 

especificidade variável dependendo da natureza da seqüência-alvo investigada 

(Floeter-Winter & Shaw,2004). 

Podem-se discriminar as espécies de Leishmania através da análise do 

polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restrição gerados após digestão 

de amplicons com endonucleases (análise de esquizodemas ou PCR-RFLP) 

(Lopes et al. 1984, Spanakos et al. 2007). Endonucleases são enzimas 
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capazes de reconhecer e cortar pequenas seqüências, de quatro a seis pares 

de bases, chamados sítios de restrição, no DNA molde. As enzimas de 

restrição são muito específicas, então, diferentes seqüências de bases 

nitrogenadas podem ou não ser reconhecidas por uma endonuclease. Assim, a 

digestão diferenciada de DNAs de fontes distintas, por uma enzima de restrição 

ou por uma combinação delas, pode ser utilizada para distinguir entre duas ou 

mais espécies de parasito. 

Diferentes autores demonstram a possibilidade de utilizar a PCR-RFLP 

para distinguir as espécies que ocorrem simpatricamente, L. (L.) amazonensis, 

L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum (Schönian et al., 2003; Volpini, 2003; 

Volpini et al., 2004; Garcia et al., 2004; De Andrade et al., 2006; Quaresma et 

al., 2009). 

 Por esta metodologia, o fragmento de 120 pb, gerado após amplificação 

da região conservada do kDNA de qualquer uma destas três espécies, 

anteriormente citadas, ao ser digerido utilizando a enzima, Hae III, gera 

fragmentos diferentes o suficiente para discriminá-las. Uma outra enzima, Apa 

LI é capaz de distinguir espécies do subgênero L. (Viannia) das outras 

pertencentes ao subgênero L. (Leishmania) as quais não são digeridas pela 

mesma (Volpini, 2003; Volpini et al., 2004; De Andrade et al., 2006). 

A PCR-RFLP na qual os produtos amplificados de ITS1 são digeridos 

pela Hae III pode ser aplicada em regiões endêmicas e não endêmicas, uma 

vez que combina sensibilidade suficiente para detectar Leishmania diretamente 

em amostras clínicas. Além disso, esta técnica tem a habilidade de identificar 

todas as espécies ou grupos de espécies de relevância médica, podendo ser 

especialmente útil em áreas onde mais de uma espécie é endêmica assim 

como em áreas não endêmicas, onde as infecções são importadas de outras 

regiões (Schönian et al. 2003). 

Recentemente tem sido realizado o seqüenciamento de fragmentos de 

DNA obtidos pela amplificação de diferentes genes alvo que, junto à análise do 

alinhamento das seqüências obtidas, é uma forma de identificar a espécie de 

Leishmania envolvida na infecção (Parvizi & Ready 2008; Parvizi et al., 2008; 

Medeiros et al., 2008). 
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1.8 Quantificação da carga parasitária pela PCR quantitativa em tempo 
real (RTQ-PCR) 

As infecções causadas pelas várias espécies de Leishmania são 

caracterizadas por flutuações no número de parasitos durante o curso da 

infecção (Leclercq et al., 1996; Mattner et al., 1997; Melby et al., 1998). Podem 

ser observadas variações da carga parasitária em relação ao tempo pós-

inoculação em determinado tecido, como também entre diferentes tecidos num 

mesmo momento após a inoculação (Melby et al., 1998; Rica-Capela et al., 

2003).  

A quantificação parasitária em diferentes amostras clínicas pode ser útil 

na indicação da participação de um determinado hospedeiro como fonte de 

infecção para o inseto vetor. Esta quantificação pode ser conseguida através 

da microscopia, pela enumeração de amastigotas em relação aos núcleos das 

células do hospedeiro (Stauber et al., 1958). No entanto é uma técnica pouco 

sensível, consumidora de tempo e não confiável considerando que os parasitos 

não estão distribuídos igualmente nos tecidos e órgãos. 

 Ensaios de microdiluição limitante em cultura têm sido muito 

empregados, mas esses ensaios são muito laboriosos e apresentam a 

possibilidade de contaminação microbiana como um fator limitante (Bretagne et 

al., 2001).  

Devido às dificuldades de quantificação que estas técnicas apresentam, 

métodos baseados na PCR em tempo real têm sido desenvolvidos para a 

detecção e quantificação do DNA do parasito em amostras clínicas (Quaresma 

et al., 2007). É uma técnica altamente sensível para o monitoramento contínuo 

dos produtos amplificados por PCR, que tem sido aplicada para a quantificação 

de ácidos nucléicos (Higuch et al. 1993, Bassler et al. 1995, Morrison et al. 

1998; Abe et al. 1999, Donovan et al. 2000). 

 Esta técnica é baseada na detecção e quantificação em tempo real da 

fluorescência emitida proporcionalmente à síntese do produto de PCR. Os 

sinais de fluorescência necessários para detecção podem ser obtidos pela 

marcação dos produtos amplificados com corante fluorescente. Esta marcação 

pode ser realizada utilizando uma sonda que se liga à seqüência alvo (sistema 

Taq-Man) ou então uma molécula fluorescente que se intercala na dupla-fita de 

DNA (sistema SYBR-Green). Ambos os sistemas permitem o monitoramento 
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contínuo do acúmulo de produto de PCR gerado, pela combinação de um 

termociclador e um fluorímetro (Espy et al. 2006). 

A análise da emissão de luz é feita por um detector de sinal luminoso e 

um amplificador de sinal que traçam um gráfico com a absorção obtida após 

cada ciclo da PCR, a intensidade do sinal gerado reflete a quantidade do 

produto formado (Kubista et al., 2006).  

O ciclo onde o sinal de amplificação exponencial atinge uma intensidade 

de fluorescência superior ao limiar de detecção é denominado Ct (Ciclo 

Threshold) e, o momento em que o Ct é ultrapassado está diretamente 

relacionado à quantidade de DNA amplificado (Mortarino et al., 2004).Portanto, 

denominando-se Ct o ponto em que a emissão de fluorescência da amostra em 

teste supera a referência passiva do aparelho (background) (Cavalcanti 2008). 

A RTQ-PCR é considerada uma ferramenta muito promissora para a 

detecção e quantificação de parasitos, e já é empregada para diversos 

organismos (Hermsen et al., 2001; Collantes-Fernanandez et al., 2002) 

incluindo Leishmania (Vitale et al., 2004; Rolão et al., 2004; Bretagne et al., 

2001; Nicolas et al., 2002; Quaresma et al., 2009). 

A RTQ-PCR também foi utilizada na detecção e quantificação de 

Leishmania sp. em tecidos de camundongo (Nicolas et al., 2002) e na 

quantificação de citocinas em hamsters infectados (Iñiguez et al., 2006). 

Também foi empregada no diagnóstico da infecção humana em diferentes 

materiais como sangue (Mary et al., 2004) e lesões de pele (Wortmann et al., 

2004). Nestes estudos, a RTQ-PCR mostrou-se mais sensível que o exame 

direto ou cultura do mesmo material.  

Esta técnica apresenta vantagens em relação a PCR convencional. Por 

não apresentar os vários passos de manipulação pós-amplificação requeridos 

pela técnica convencional, minimiza os riscos de contaminação do material, 

além de permitir de forma simultânea a detecção, medida e comparação do 

número de parasitos em diferentes amostras (Vitale et al., 2004; Nicolas et al., 

2002), combinando rapidez na obtenção dos resultados, reprodutibilidade e 

capacidade quantitativa (Sundsfjord et al., 2004; Yang & Rothman, 2004).  

A RTQ-PCR também se mostrou mais sensível que a técnica de PCR 

convencional no diagnóstico e monitoração da infecção canina. Francino et al. 

(2006) verificaram que enquanto a PCR convencional foi negativa para 
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amostras que apresentaram menos que 30 parasitos por mililitro de sangue 

periférico ou medula óssea, a PCR em tempo real apresentou sensibilidade de 

0,001 parasitos, semelhante aos resultados encontrados por Mary et al. (2004) 

em humanos. Esta sensibilidade elevada é de particular importância no 

acompanhamento da infecção canina, uma vez que, uma importante 

característica da doença no cão é a presença de parasitos residuais ou latentes 

após o tratamento. A abordagem quantitativa é importante não somente para 

elucidar o “status” de positividade de cães em áreas endêmicas, mas também 

para monitorar o número de parasitos no pós-tratamento ou em triagens de 

quimioterápicos (Francino et al., 2006). 

Segundo Quaresma (2007), a RTQ-PCR apresenta-se como uma 

metodologia promissora para estudos de quantificação da carga de DNA de 

Leishmania, visto que as técnicas até então utilizadas são laboriosas e pouco 

sensíveis, principalmente, para detecção de cargas parasitárias baixas. 

Com relação à LV, a técnica vem sendo utilizada em cães e em 

pacientes humanos, possibilitando a realização de estudos relacionados à 

carga parasitária, interação hospedeiro-parasito e monitoramento da terapia 

(Francino et al., 2006; Mary et al., 2004; Mortarino et al., 2004; Nicolas et al., 

2002; Roura et al., 1999; Rolão et al., 2004; Vitale et al., 2004; Wortmann et al., 

2004).  

Mary et al. (2004) demonstraram uma boa correlação entre a 

quantificação de L. infantum em amostras de sangue e o status clínico dos 

pacientes, permitindo discriminar entre pacientes sintomáticos, pacientes 

curados e portadores assintomáticos, promovendo o diagnóstico e 

monitoramento da terapia com segurança e rapidez. 

Há também a possibilidade da utilização da RTQ-PCR para o 

diagnóstico e identificação. A técnica permite não só a quantificação de DNA 

em várias amostras biológicas, como também a distinção de espécies ou cepas 

de vários microrganismos de importância médica realizada pela análise das 

curvas de dissociação dos produtos de PCR (Logan et al., 2001). Nicolas et al. 

(2002) diferenciaram L. major L. donovani, L. tropica e L. infantum, de acordo 

com a temperatura de “melting” (TM), a qual é uma função do índice GC/AT, 

comprimento e seqüências do produto amplificado estes resultados foram 

corroborados por Monbrison et al. (2007). A análise da curva oferece uma 
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alternativa rápida para a identificação de espécies no diagnóstico ou estudos 

epidemiológicos das leishmanioses e também no monitoramento de 

parasitoses assintomáticas. 

 

1.9 Justificativa 

Belo Horizonte é uma região que vem apresentando casos humanos 

tanto de leishmaniose visceral quanto de leishmaniose tegumentar há mais de 

10 anos, bem como a presença de flebotomíneos vetores demonstrando a 

ocorrência de transmissão ativa da infecção.  

As leishmanioses têm sido foco de atenção e preocupação dos órgãos 

de saúde pública do município que têm implementado as medidas de controle 

recomendadas pelo Ministério da Saúde do Brasil e baseadas no tripé de 

ações: eliminação de cães soropositivos, combate ao inseto vetor e tratamento 

dos casos humanos. Porém essas medidas não foram eficientes para conter o 

ciclo de transmissão e o que está sendo observado é o aumento do número de 

casos humanos e caninos. Este fato sugere que a epidemiologia das 

leishmanioses em Belo Horizonte, especialmente em relação à leishmaniose 

visceral, apresenta um quadro mais complexo do que o classicamente descrito. 

A persistência das leishmanioses em áreas alteradas indica a ocorrência de 

uma transmissão secundária, peri doméstica destes parasitos.  

Portanto, são necessários estudos mais aprofundados sobre outros 

possíveis reservatórios de Leishmania no município de Belo Horizonte. A 

detecção e quantificação de Leishmania em roedores e marsupiais 

possibilitarão definir a importância destes animais no ciclo epidemiológico da 

doença, como por exemplo, a existência de um ciclo peri doméstico de 

manutenção do parasito. Esta estratégia integrada fornecerá subsídios para o 

estabelecimento de medidas de controle e vigilância epidemiológica mais 

eficazes na área. 
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2 Objetivos 

 

2.1 Objetivo geral 

Detectar e identificar as espécies de Leishmania e quantificar a carga 

parasitária em mamíferos domésticos, silvestres e sinantrópicos capturados em 

área de transmissão de leishmaniose visceral e tegumentar no município de 

Belo Horizonte, Minas Gerais. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Verificar, pela PCR, a presença de Leishmania em cães, roedores e 

marsupiais de área endêmica de LV e LT. 

 Padronizar PCR direcionada a gene constitutivo de mamíferos para 

utilização em reações de controle da qualidade do DNA. 

 Identificar a espécie de Leishmania nas amostras positivas dos 

animais avaliados. 

 Quantificar a carga de parasitos nos diferentes hospedeiros e nos 

diferentes tecidos. 

 Avaliar o papel de cães e pequenos mamíferos hospedeiros de 

Leishmania no ciclo de transmissão das leishmanioses na área 

urbana estudada. 
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3 Materiais e métodos  

 3.1 Área de estudo 

O município de Belo Horizonte (19º46’35” e 20º03’34” sul; 43º51’27” e 

44º03’47” oeste) está localizado a 852 m acima do nível do mar. Possui clima 

tropical de altitude, temperatura média em torno de 21ºC, índice pluviométrico 

médio de 1450 mm/ano (www.ibge.gov.br). Trata-se de uma região 

intensamente urbanizada, cuja economia é baseada na atividade industrial de 

transformação e no comércio/serviços. Desde a década de 80 este município 

permanece como área endêmica onde são registrados casos humanos de 

leishmaniose visceral e tegumentar. 

BH é dividida em nove áreas político-administrativas: Barreiro, Centro 

Sul, Leste, Nordeste, Noroeste, Norte, Oeste, Pampulha e Venda Nova. A 

Regional Nordeste do município de Belo Horizonte (RENE-BH) foi escolhida 

por ter apresentado, entre 2001 e 2005 (cinco anos anteriores ao início deste 

trabalho), número significativo de casos humanos de leishmaniose visceral (83 

casos acumulados com média de 16,6 casos/ano) aliado à alta soroprevalência 

canina (média anual de 5,6 %), bem como vários casos de leishmaniose 

tegumentar.  

A RENE-BH tem uma área de 39,60 Km² (cerca de 10% do total do 

município). A metade desta área, ou seja, 19,46 Km² está ocupada por áreas 

verdes compostas por parques, sítios e pastos. A área urbanizada é composta 

por 68 sub-regiões entre bairros, vilas e aglomerados subnormais. Possui uma 

população de 273.892 habitantes (Censo IBGE/2000) (figura 5). 
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Figura 5: Área de estudo. Região Metropolitana de Belo Horizonte, Regional 

Nordeste indicada pela seta (A); detalhe esquemático da Regional Nordeste 

mostrando os bairros (B). 

 

Conforme descrito anteriormente, a RENE-BH é composta, em grande 

parte, por áreas de transição com baixa densidade demográfica, 

correspondentes a pequenos sítios, parques e matas secundárias. Neste 

B

A

A
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trabalho, estas regiões foram genericamente denominadas “área verde” (figura 

6) para diferenciá-las daquela peri domiciliar (figura 6), correspondente a 

quintais e anexos.  

A área verde escolhida para colocação das armadilhas é uma região de 

pequenos sítios chamada “Capitão Eduardo”. Esta Região está localizada na 

porção mais ao norte da regional, às margens do Rio das Velhas, limítrofe ao 

município de Sabará onde foram registrados os primeiros casos autóctones de 

LTA em BH (Passos et al., 1990). A vegetação na área é em sua maior parte 

do tipo pasto, composta por capim e vegetação rasteira. Outra porção contém 

resquícios de vegetação nativa ou secundária com algumas árvores de médio 

porte como bambus e palmeiras (figura 6). 

 

 

Figura 6: Área verde onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a 

novembro/2007) para captura viva de pequenos mamíferos na Regional 

Nordeste do município de Belo Horizonte, MG.  

 

Os pontos de coleta na área peri domiciliar, foram escolhidos por 

conveniência, condicionados à presença no domicílio, ou próximo a ele, de 

casos humanos de LV e/ou LTA nos três anos anteriores ao início da pesquisa 
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(2003, 2004 e 2005). Preenchida esta condição, foram escolhidas 20 

residências espalhadas pela área, porém, mais concentradas na porção central 

e norte desta região. Nos domicílios selecionados (figura 7), foi explicado ao 

morador responsável o objetivo do trabalho e solicitado o consentimento para a 

realização da pesquisa. A colocação da armadilha e o posterior resgate de seu 

conteúdo estiveram condicionados à sua autorização.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Área peri domiciliar onde foram colocadas armadilhas (junho/2006 a 

novembro/2007) para captura viva de pequenos mamíferos na Regional 

Nordeste do município de Belo Horizonte, MG. 

 

A seleção dos pontos de coleta de sangue dos cães também foi 

realizada por conveniência, priorizando cães domiciliados nas casas das ruas 

onde ocorreram casos humanos de LV e/ou LTA nos três anos anteriores ao 

início da pesquisa (2003, 2004 e 2005). 
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3.2 Captura dos pequenos mamíferos 

Para o cálculo da amostra necessária ao estudo foram considerados 

alguns parâmetros de acordo com o “Cálculo de amostra para determinar 

prevalência” (WHO, 1995). O cálculo foi feito através da estimativa de uma 

proporção populacional com nível de confiança de 95%, precisão de 0,1 e 

prevalência de 50%. Este valor foi estimado uma vez que não se dispunha de 

dados prévios de prevalência e porque com 50% obtém-se o maior “n” 

possível.  O n calculado foi de 100. 

O projeto obteve licença do órgão do Ministério de Meio Ambiente do 

Brasil, Instituto Brasileiro para o Meio Ambiente (IBAMA) para captura e 

eutanásia dos animais (licença 425/05). Por esta licença o projeto obteve 

autorização para eutanasiar até 100 exemplares de espécies nativas e todos os 

exemplares das espécies exóticas como Rattus novergicus, R. rattus e Mus 

musculus porventura capturados. 

Para a captura viva dos animais, foram montadas, na área verde e nos 

arredores dos domicílios selecionados, armadilhas de arame galvanizado “tipo 

gaiola” (35x12x12 cm) utilizando isca suspensa de abacaxi e bacon.  

Os pontos de captura na área verde foram distribuídos em três trilhas, 

cada uma contendo 15 armadilhas separadas por uma distância de cerca de 20 

metros. Foram realizadas seis campanhas de captura nos meses de Junho, 

Setembro, Dezembro/2006 e Março, Julho e Novembro/2007. As armadilhas 

foram iscadas e armadas a cada manhã e resgatadas na manhã seguinte 

durante cinco dias consecutivos. Foi utilizado por campanha o total de 85 

armadilhas/noite, sendo 40 expostas no peri domicílio e 45 na área verde. O 

esforço amostral previsto, ao final das seis campanhas, foi de 1200 armadilhas 

no peri domicílio e 1350 armadilhas na área verde, somando um total de 2550 

armadilhas. Os pequenos mamíferos capturados foram transportados vivos e 

em condições de conforto para o laboratório de Mastozoologia da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG) para os procedimentos de exame clínico, 

eutanásia e coleta das amostras.  
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3.3 Avaliação do estado clínico dos animais e coleta das amostras 

No laboratório de Mastozoologia da UFMG, cada espécime foi 

devidamente identificado e preenchida uma ficha com informações relativas ao 

local de coleta, idade (se jovem ou adulto), sexo, estado de prenhez ou 

lactação, aspecto geral do animal e presença de alterações na pele como 

alopecia, descamação, hipocromia ou hipercromia. Nesta mesma ficha foram 

preenchidos os campos referentes aos resultados dos testes parasitológicos e 

moleculares. 

O sacrifício animal e todos os procedimentos de coleta das amostras 

foram realizados de acordo com os princípios éticos na experimentação animal, 

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Os primeiros dois exemplares de cada espécie foram taxidermizados 

sendo a pele e o crânio depositados na Coleção de Referência do Laboratório 

de Mastozoologia do Departamento de Zoologia da UFMG. A identificação das 

espécies foi realizada por biólogo experiente, através da consulta a literatura 

específica, análise de caracteres morfológicos e a comparação junto aos 

exemplares depositados na coleção. 

Antes da coleta das amostras, o animal era mergulhado em solução de 

etanol a 70% para assepsia. Foram então coletadas amostras de baço, fígado, 

medula óssea, pele da cauda e da orelha, que foram acondicionadas 

individualente em álcool etílico absoluto para realização de testes moleculares. 

Uma porção das amostras de baço, medula e pele da cauda foram coletadas 

em solução salina contendo os antibióticos estreptomicina (200 µg/mL) e 

penicilina (500 UI/mL) e, o antifúngico flucitosina (500 µg/mL). A coleta dos 

tecidos foi feita próxima a uma chama na tentativa de diminuir a contaminação 

por fungos. Durante a coleta foram utilizados instrumentos descartáveis ou de 

uso único para cada tecido para evitar contaminação.   

 

3.4 Método parasitológico para detecção de Leishmania sp. 

Foram confeccionadas lâminas a partir de esfregaço de medula óssea e 

impressão por aposição dos fragmentos de fígado, baço e pele (de orelha e de 

cauda). Estas lâminas foram fixadas com metanol e coradas pelo Giemsa, para 
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a demonstração de formas amastigotas de Leishmania. As leituras foram 

realizadas por dois leitores, considerando-se positivos os resultados em que 

pelo menos um deles encontrou formas amastigotas. 

Os fragmentos de pele de cauda, baço e medula, coletados em solução 

salina contendo antibióticos e antifúngico, foram transferidos, em capela de 

fluxo laminar, para um novo tubo contendo um (1) mL de uma solução salina 

nova. Os pedaços de tecidos maiores, foram novamente recortados para 

retirada de um fragmento mais interno contendo em média 1 cm³. Todos estes 

procedimentos foram feitos na tentativa de diminuir a contaminação por fungos. 

Transcorridas 24 horas, o fragmento, então submetido a esta pré-

lavagem, foi dilacerado com lâmina de bisturi, em placa de petri estéril. Em 

seguida foi colocado em meio de cultura NNN (Novy Mc Neil e Nicolle), 

enriquecido com 0,4 mL de LIT (Liver Infusion Tryptose) contendo 20% de soro 

fetal bovino e mantido à 26ºC ± 1ºC. A cada sete a dez dias, uma alíquota foi 

observada ao microscópio óptico em aumento de dez e 40 vezes, sendo a 

amostra considerada positiva quando da presença de formas flageladas. Ao 

mesmo tempo, foi realizado o repique de 0,3 mL da cultura para um novo tubo 

contendo 0,5 mL de LIT. Este processo foi repetido três vezes e após a quarta 

semana as culturas negativas foram descartadas.  

As amostras positivas foram postas a crescer através de repiques 

semanais contendo quantidades seqüencialmente maiores de LIT até 

constituírem uma massa de promastigotas com cerca de 109 parasitos, 

contados em câmara de Newbauer. Esta massa foi então submetida à lavagem 

por três vezes com PBS pH 7,2 para PCR. As amostras foram estocadas a -

20°C.  

 

3.5 Coleta de amostras caninas 

 Nos domicílios selecionados foi explicado ao morador responsável o 

objetivo do trabalho e solicitado o consentimento para a realização da 

pesquisa. A participação dos cães no estudo foi condicionada a autorização do 

proprietário. Foram coletadas amostras de sangue de 92 cães (C. familiaris-1) 

dos domicílios localizados em diferentes pontos na regional, no período entre 
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novembro de 2007 e março de 2008. 

Os animais receberam um número de identificação de acordo com a 

ordem de entrada na pesquisa. Os mesmos números foram utilizados para a 

identificação das amostras coletadas. Durante a coleta foi preenchida ficha 

clínico-epidemiológica com dados como o nome do cão, sexo, idade, raça, 

além do nome do proprietário e endereço. Os resultados dos testes 

moleculares foram transcritos para as fichas nos campos destinados ao 

diagnóstico laboratorial. Uma alíquota das amostras de sangue dos cães foi 

utilizada para a extração de DNA e posterior PCR. 

Para a realização dos ensaios de PCR, além das amostras biológicas 

dos animais coletados durante a execução deste projeto, foram acrescentadas 

amostras de DNA extraído de sangue, medula óssea e pele de orelha de 70 

cães (C. familiaris-2) provenientes da mesma regional, que fizeram parte de um 

estudo anterior.  

  

3.6 Detecção de DNA de Leishmania sp a partir de amostras 

biológicas 

3.6.1 Extração do DNA das amostras de pele, baço e fígado 

Os fragmentos de pele de orelha, pele de cauda, fígado e baço, 

coletados dos animais capturados e acondicionados em álcool etílico absoluto 

a -20ºC foram submetidos à extração do DNA. A cada lote de amostras 

extraídas foram acrescentados controles para verificação da qualidade da 

extração. Como controle negativo foram utilizadas amostras dos mesmos 

tecidos de Mus musculus não infectado proveniente do biotério do CPqRR e 

como controle positivo amostras de tecidos de Mesocricetus auratus 

experimentalmente infectado com L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903). A 

metodologia para extração de DNA seguiu a orientação do fabricante do 

Genomic Prep Cells and Tissue DNA Isolation Kit® (Amersham 

Biosciences/GE). 

Fragmentos de 10-20 mg do tecido foram submetidos à lise enzimática a 

55ºC por 12 a 16 horas para digestão das proteínas e em seguida a digestão 

pela RNAse a 37°C por uma  hora. As proteínas desnaturadas foram então 
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precipitadas pelo acréscimo de solução saturante. Após centrifugação o DNA 

foi recuperado no sobrenadante, precipitado com solução alcoólica, 

centrifugado, rehidratado e armazenado -20ºC até o momento do uso. 

 

3.6.2 Extração do DNA de sangue e da medula  

As amostras de sangue e de medula óssea conservadas e 

acondicionadas adequadamente foram submetidas à extração utilizando-se o 

Kit de Cromatografia em Coluna - GFX™ Genomic Blood DNA Purification 

(Amersham Biosciences/GE), conforme especificação do fabricante. Após lise 

das hemácias com solução de lise (10 mM KHCO3; 155 mM NH4Cl; 0,1 mM 

EDTA), obteve-se após centrifugação, uma massa de células brancas. Em 

seguida esta massa foi ressuspendida e submetida à extração. A mistura 

contendo as células brancas e a solução de extração foi então transferida para 

a coluna GFX e centrifugada por duas vezes. Ao novo pellet foi adicionada 

solução de lavagem (tampão Tris-EDTA adicionado de etanol absoluto) e então 

o DNA foi eluído em TE aquecido a 70°C e estocado a -20°C até o momento do 

uso. 

3.6.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR)  

Antes de iniciar as PCRs com as amostras dos diferentes hospedeiros, 

foram realizados experimentos para padronizar e validar a técnica às condições 

de trabalho do laboratório (reagentes e equipamentos) para os diferentes alvos 

estudados. Parte dos experimentos descritos a seguir foi realizada no 

Laboratório de Leishmanioses (Centro colaborador da Organização Mundial de 

Saúde) do Serviço de Parasitologia do Centro Nacional de Microbiologia do 

Instituto de Saúde Carlos III (ISC III), Madri / Espanha, sob a orientação do Dr. 

Israel Cruz dentro do programa de estágio no exterior (PDEE) da CAPES. 

 

3.6.3.1 Controle endógeno da PCR para diferentes espécies de 

mamíferos, hospedeiros de Leishmania spp. 

Com o objetivo de escolher um gene que apresentasse uma seqüência 

mais conservada entre as diferentes espécies de mamíferos contempladas no 
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estudo foi realizada pesquisa no GenBank. A busca foi direcionada a 

seqüências depositadas de genes conservados tais como Actina, Globina, 

Citocromo b, Histona H4, 18s e IRBP na perspectiva de selecionar um 

candidato a ser utilizado como alvo de amplificação pela PCR em reações de 

controle endógeno da qualidade e integridade do DNA extraído. Em seguida foi 

feito o alinhamento de cada uma das sequências entre os indivíduos de 

diferentes espécies através do programa CLUSTALW (http://align.genome.jp/) 

(Thompson et al.,1994).  

A partir das análises realizadas o gene selecionado foi o IRBP, para o 

qual foram desenhados iniciadores IRBPfwd: 5’TCC AAC ACC ACC ACT GAG 

ATC TGG AC 3’ e IRBPrev: 5’ GTG AGG AAG AAA TCG GAC TGG CC 3’, que 

flanqueiam uma região de 227 pb com alta similaridade entre as seqüências 

analisadas, como mostrado na figura 8. 

 A PCR IRBP foi padronizada visando alcançar um desempenho 

otimizado, o qual foi comparado ao desempenho das PCRs utilizando os 

iniciadores β-globina: 5’ CAACTTCATCCACGTTCACC 3’ e  5’ 

ACACAACTGTGTTCACTAGC 3’ e β-actina: 5’CGGAACCGCTCATTGCC 3’ e 

5’ACCCACACTGTGCCCATCTA 3’.  Estes últimos vinham sendo utilizados no 

laboratório de Leishmanioses do CPqRR/FIOCRUZ,funcionavam bem com 

amostras caninas mas apresentando resultados insatisfatórios na amplificação 

de amostras de roedores e marsupiais, o que nos motivou a iniciar a busca por 

novos alvos para a PCR.  As condições das PCRs para os diferentes genes 

constitutivos testados estão apresentadas na tabela 1. 

As reações de PCR dirigidas à amplificação de fragmentos dos genes 

constitutivos de mamíferos, IRBP, β-globina e β-actina foram inicialmente 

preparadas para um volume final de 25μl contendo 2μl da amostra de DNA a 

ser testada, 2,5μl de tampão 10x (670 mM Tris.HCl pH 8.8, 67 mM MgCl2, 167 

mM (NH4)2SO4, 100 mM 2-ME) 1,5μl de dNTPs a uma concentração de 10 

mM, 2,5μl of DMSO, 1,25μl  de cada um dos dois iniciadores a uma 

concentração de  10 pmol, 0.15 μl de TaqDNA polymerase 5U/μl  e 13.85μl  de 

água destilada estéril (condição 1 ). 
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                                         10        20        30        40        50        60            
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Canis familiaris IRBP DQ205906  TCCAACACCACCACTGAGATCTGGACCCTGCCCCAGGTCCTGGGGGAAAGGTACAGCGCT  
Mus musculus IRBP AB125808.seq  ..............A............T.....G.......C.....G..A.....T...  
Bolomys lasiurus IRBP AY277459  ...........................T.A...A.......A.....G..A.....T...  
Oryzomys subflavus IRBP AY1636  ........T..................T.....A.......A.....G..A.....T...  
Rattus novergicus IRBP AJ42913  ..............A............T....TA.............G..A.....T..A  
Rattus rattus IRBP AM408328.se  ..............A............T....TA.............G..A.....T...  
Didelphis albiventris IRBP AF2  .....T........A.................T.....G.....T..G......G.T.GG  
Homo sapiens RBP3 NT_030772 ED  ..............G............T................A.........G.T..C  
IRBP fwd.SEQ                    ..........................----------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                 ------------------------------------------------------------  
 
                                         70        80        90       100       110       120         
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Canis familiaris IRBP DQ205906  GACAAGGACGTGGTGGTCCTCACCAGCGGCCACACGGGCGGCGTGGCGGAGGACGTCACT  
Mus musculus IRBP AB125808.seq  ........T.................T..A.....T..G..A..C..A......A.TG.C  
Bolomys lasiurus IRBP AY277459  .....A..T.....A...........T..A..T..T..G..T.....T......A....C  
Oryzomys subflavus IRBP AY1636  .....A..T.....A...........T..A..T..T..G..T.....T.....NA....C  
Rattus novergicus IRBP AJ42913  ........T.................T..A.....T..G..A..A..C......A..G..  
Rattus rattus IRBP AM408328.se  ........T.................T..A.....T..G..A..A..C......A..G..  
Didelphis albiventris IRBP AF2  ..G..A...A................TCA..GT..T.TT..A..A..A.....TA.AG.C  
Homo sapiens RBP3 NT_030772 ED  ........T..................A....G..CA.G........C......A..G.G  
IRBP fwd.SEQ                    ------------------------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                 ------------------------------------------------------------  
 
                                        130       140       150       160       170       180      
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Canis familiaris IRBP DQ205906  TACATCCTCAAGCAGATGCGCCGGGCCATCGTGGTGGGCGAGCGGACTGTCGGGGGGGCC  
Mus musculus IRBP AB125808.seq  ........G...........G..C.......................G.AG..T......  
Bolomys lasiurus IRBP AY277459  .....................A.A.....A........T........A.AG..A..T...  
Oryzomys subflavus IRBP AY1636  .....................A.A.....A........G........A.AG..T..T...  
Rattus novergicus IRBP AJ42913  .....................A................T........G.AG..T..C...  
Rattus rattus IRBP AM408328.se  .....................A................T........G.AG..T..C...  
Didelphis albiventris IRBP AF2  ............A................T........A....A....C.G..A.....T  
Homo sapiens RBP3 NT_030772 ED  C.......T............A...........................GG..A......  
IRBP fwd.SEQ                    ------------------------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                 ------------------------------------------------------------  
 
                                        190       200       210       220          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
Canis familiaris IRBP DQ205906  CTGGACCTCCAGAAGCTGAGGATAGGCCAGTCCGATTTCTTCCTCAC  
Mus musculus IRBP AB125808.seq  ....................A............A.C...........  
Bolomys lasiurus IRBP AY277459  ....................A............A.C..T........  
Oryzomys subflavus IRBP AY1636  ....................A............A.C..N........  
Rattus novergicus IRBP AJ42913  ....................A.....T.....T..C........T..  
Rattus rattus IRBP AM408328.se  ....................A..............C..T.....T..  
Didelphis albiventris IRBP AF2  ..A..T....G.......C.C..C........A.........A....  
Homo sapiens RBP3 NT_030772 ED  ..........G................G....T..C......T....  
IRBP fwd.SEQ                    -----------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                 ------------------------.......................  
  

Figura 8: Alinhamento das seqüências de diferentes mamíferos (GenBank) com os iniciadores 

IRBP1 e IRBP2. 

 

Posteriormente foi utilizado o Kit illustra puRETaq Ready-To-Go™ PCR 

Beads® (GE Healthcare) para cada par de iniciadores, cujos reagentes estão 

na concentração 2,5 U de Polimerase; 10 mM de Tris-HCl; 50 mM KCl; 1,5 mM 

MgCl2; 200 µM dATP, dCTP, dGTP e dTTP e estabilizadores incluindo BSA. A 

estes reagentes foram acrescentados 1,25 µl de cada primer a 10 pmol/ µl e 2 

µl de DNA para 25 µl de solução final (condição 2). 
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A padronização da PCR IRBP foi realizada com a condição 1 de PCR  

variando-se a temperatura de anelamento dos iniciadores  (de 57ºC a 63ºC). 

Os ciclos de PCR utilizados para cada par de iniciadores durante o 

desenvolvimento deste trabalho estão mostrados na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Condições da PCR para a amplificação de fragmentos dos genes β-globina, β-
actina e IRBP 
Characteristica β-globina  Β-actina  IRBP  
Tamanho do 
fragmento 
esperado  

118bp 290bp 227bp 

Seqüência dos 
iniciadores 

5’ CAA CTT CAT 
CCA CG T TCA CC 
3’  
 5’ ACA CAA CTG 
TGT TCA CTA GC 3’ 

5’CGG AAC CGC TCA 
TTG CC 3’  
 5’ACC CAC ACT GTG 
CCC ATC TA 3’ 

5’TCC AAC ACC ACC 
ACT GAG    ATC TGG 
AC 3’ 
 5’ GTG AGG AAG AAA 
TCG GAC TGG CC 3’ 

Ciclos 

Desnaturação 

Inicial  

Denaturação 

Anelamento 

Extensão 

No. de ciclos 

Extensão Final  

 

94ºC por 3 minutos 

94ºC por 30 s 

40ºC por 30 s 

72ºC por 45 s 

35 

72ºC por 5 minutos 

 

94ºC por 4 minutos 

94ºC por 30 s 

57ºC por 30 s 

72ºC por 1 minuto 

35 

72ºC por 5 minutos 

 

94ºC por 4 minutos 

94ºC por 30 s 

57ºC por 30 s 

72ºC por 1 minuto 

35 

72ºC por 5 minutos 

 

 

3.6.3.2 Nested PCR (LnPCR) dirigida a um fragmento do gene 

SSUrRNA de Leishmania 

A LnPCR – SSUrRNA  amplifica um fragmento do gene SSUrRNA que é 

uma região conservada entre todas as espécies de Leishmania. Esta técnica é 

utilizada para a detecção direta, sem a necessidade de isolamento do parasito, 

a partir de diferentes amostras biológicas (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 

2002 e 2006). Tal metodologia, adaptada e modificada de Cruz et al., (2002), 

permite a amplificação inicial de um fragmento de aproximadamente 603 pb, 

pela utilização dos iniciadores R1: 5´ GGT TCC TTT CCT GAT TTA CG 3´ e 

R2: 5´ GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG  3´, seguida da amplificação de um 

fragmento de aproximadamente 353 pb, a partir do produto amplificado da 

primeira reação, pela utilização dos iniciadores R3: 5´ TCC CAT CGC AAC 
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CTC GGT T 3´ e R4: 5´ AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3´, como 

demonstrado na figura 9. 

  

 

Figura 9. Desenho esquemático do resultado da Ln-PCR destinada a amplificar um 

fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania. 

 

A primeira reação foi preparada para um volume final de 50μl contendo 

10μl de DNA da amostra a ser testada, 5 μl da solução tampão 10x - 15mM 

MgCl2 ,1 μl de dNTPs a 10mM, 1μl do iniciador R1 a 15μM, 1 μl do iniciador R2 

a 15μM,  1,4 μl  de Tth DNA polimerase a 1U/ μl  (Biotools) e 30,6 μl de H2O 

destilada estéril. 

Em tubos contendo 1 ml de H2O foram diluídos 25 μl de produto da 

primeira reação, para serem utilizados como ‘template” da segunda PCR. Esta 

foi preparada para um volume final de 25 μl contendo 10μl do produto 

amplificado diluído, 2,5 μl da solução tampão 10x - 15mM MgCl2, 0,5 μl de 

dNTPs a 10mM, 0,5μl do iniciador R3 a 15μM, 0,25 μl do iniciador R4 a 15μM,  

0,7 μl  de Tth DNA polimerase a 1U/ μl  (Biotools) e 10,55 μl de H2O destilada 

estéril. 

A amplificação foi processada em aparelho termociclador automático 

(AB9800®) utilizando o seguinte ciclo: desnaturação inicial a 94ºC por cinco 

3’ 5’

3’ 5’ 

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela 
PCR utilizando os iniciadores R1 e R2 (1a reação) 

Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela 
PCR utilizando os iniciadores R3 e R4 (2a reação) 
 

R1 R2 

R3 R4 
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minutos, seguido de 30 repetições de: desnaturação a 94ºC por 30 segundos, 

anelamento a 60ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 30 segundos, para 

a primeira reação e desnaturação inicial a 94ºC por cinco minutos, seguido de 

30 repetições de: desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 65ºC 

por 30 segundos e extensão a 72ºC por 30 segundos. A extensão final foi a 

72ºC por cinco minutos para ambas as reações.  

Em todas as reações foi utilizado controle positivo com 20 ng de DNA 

extraído de cultura de L. infantum cepa JPC, e como controle negativo foi 

utilizado H2O destilada estéril como “template”. 

Os resultados foram visualizados em gel de agarose 1,5% corados com 

brometo de etídio e examinados em exposição à luz ultravioleta (UV), com o 

PM de 100 pb ou o Φx 174,sendo considerados positivos aqueles que 

apresentassem bandas de peso molecular correspondente ao esperado, 603 

pb e 353pb, na primeira e na segunda reações respectivamente (figura 10). 

 

Figura 10. Géis de agarose 1,5 % mostrando os produtos de amplificação das PCRs 

R1R2 (603 pb) e R3R4 (353 pb). Canaletas:PM Φx 174; 1 Controle negativo (sem 

DNA); 2,3,4 e 5, DNA de L.(L.) infantum cepa JPC em diferentes diluições seriadas (de 

20 ng/μl a 20 pg/ μl). 

 

3.6.3.3 PCR kDNA dirigida a um fragmento da região conservada de 

kDNA de Leishmania 

A metodologia utilizada permite amplificar um fragmento de 120 pb da 

região conservada do DNA minicircular do cinetoplasto (kDNA) de todas as 

espécies de Leishmania utilizando os iniciadores: A: 5’ (C/G)(C/G)(G/C) 

603pb 

R1R2 R3R4 

PM    1      2      3     4   PM   1   2    3    4   5    

353pb 
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CC(C/A) CTA T(T/A)T TAC ACC AAC CCC 3’ e B: 5’ GGG GAG GGG CGT 

TCT GCG AA 3’ (Degrave et al., 1994; Silva et al., 2000). 

As PCRs dirigidas ao fragmento de 120 pb do kDNA foram realizadas 

nos laboratórios de Leishmanioses do CPqRR e do ISC III  com o uso de 

diferentes protocolos, resumidos na tabela 2.  

 

 

 

 

 

 

No CPqRR, para o grupo cães 2, a reação de PCR, aqui chamada de 

kDNA 1a, foram preparadas para um volume final de 25μl, contendo 2 μl de 

DNA, solução tampão 10x - 1,5mM MgCl2, 50mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH 8,0), 

200μM dNTPs, 10pmoles de cada iniciador e 1,25 U de Taq DNA polimerase 

(Amersham Biosciences). As reações de PCR kDNA 1b tendo como template 

as amostras de DNA de cães (1) e dos pequenos mamíferos foram realizadas 

utilizado o Kit Ready-To-Go™ PCR Beads® (Amersham Biosciences), cujos 

reagentes estão na concentração 2,5 U de Polimerase; 10 mM de Tris-HCl; 50 

mM KCl; 1,5 mM MgCl2; 200 μM dATP, dCTP, dGTP e dTTP e estabilizadores 

incluindo BSA. A estes reagentes foram acrescentados 10 pmol de cada primer 

e 2 μL de DNA para 25 μL de solução final. 

No ISC III, kDNA 2, realizado com todas as amostras de cães e de 

pequenos mamíferos, as reações foram preparadas para um volume final de 

25μl contendo 5μl de DNA da amostra a ser testada, 2,5 μl da solução tampão 

10x - 15mM MgCl2 , 0,5 μl de dNTPs a 10 mM, 1,0 μl do iniciador A a 15 pmol, 

1,0 μl do iniciador B a 15 pmol,  0,7 μl  de Tth DNA polimerase a 1U/ μl 

(Biotools B&M)  e 14,3 μl de H2O destilada estéril. 

A amplificação foi processada em aparelho termociclador automático 

(AB 2700 e 9800®) utilizando o seguinte ciclo: desnaturação inicial a 94ºC por 

quatro minutos, seguindo de 30 repetições de: desnaturação a 94ºC por 30 

Tabela 2. Condições das PCRs dirigidas ao kDNA: kDNA 1a e b realizadas no Laboratório de 
Leishmanioses do CPqRR kDNA 2 realizado no Laboratório de Leishmanioses do ISC III

kDNA
Característica kDNA1a kDNA1b kDNA2
Produto de PCR 120pb 120pb 120pb
Template μl 2 2 5
Volume final μl 25 25 25
Enzima Taq Taq Tth
Reagentes Kit Ready-To-Go™ PCR Beads® individuais individuais
Marca                  (Amersham Biosciences) atual GE Biotools
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segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos e extensão a 72ºC por 30 

segundos. A extensão final foi feita a 72ºC por 10 minutos.  

Em todas as reações foi utilizado como controle positivo 20 ng de DNA 

extraído de cultura de L. infantum cepa JPC e como controle negativo foi 

utilizada H2O destilada estéril como template. A especificidade dos iniciadores 

foi testada com DNA extraído de animais não infectados. 

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose a 2,5% 

corado com brometo de etídio, examinados em exposição à luz ultravioleta 

(UV). Foram consideradas positivas aquelas amostras que apresentaram a 

banda de peso molecular correspondente a 120 pb (figura 11). O marcador de 

peso molecular utilizado foi o Φx174 (Invitrogen) digerido por Hae III, 

apresentando 11 fragmentos de 72 a 1357 pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Gel de agarose 2,5 % mostrando os produtos de amplificação da 

PCR k-DNA (120 pb). Canaletas:PM Φx 174; 1 Controle negativo (sem DNA); 2 

a 8, DNA de L.(L.) infantum cepa JPC em diferentes diluições seriadas (de 20 

ng/μl a 20 fg/ μl). 

 

3.7 Métodos moleculares para identificação de Leishmania sp 

As amostras positivas na PCR genérica dirigida à região conservada do 

kDNA de Leishmania foram submetidas à RFLP (polimorfismo do tamanho dos 

fragmentos de restrição) utilizando as endonucleases Hae III e Apa LI 

tamponadas. A variabilidade dos tamanhos de fragmentos obtidos após a 

digestão é mostrada na tabela 3.  

PM  1    2     3    4    5    6   7   8

kDNA

PM  1    2     3    4    5    6   7   8

kDNA
120 pb 
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Tabela 3: Enzimas de restrição e tamanhos dos fragmentos obtidos após a digestão do kDNA 

das espécies L. (L.) amazonensis,L. (V.) braziliensis e L (L.) infantum.  

Espécie                                  Enzima de restrição
Hae III Apa  LI

Tamanho dos fragmentos após a digestão
L. (L.) amazonensis 116 116
L. (V.) braziliensis 80, 40 88, 32
L. (L.) infantum 120, 80, 60, 40 120
Adaptado de: Quaresma, 2007. 

 

Embora a Hae III seja suficiente para discernir entre as três espécies 

prevalentes na área, optou-se por utilizar também a Apa LI em função desta 

enzima discriminar Leishmania (Viannia) de L. (Leishmania) e 

conseqüentemente possibilitar a confirmação dos resultados. Cinco µl do 

produto da PCR foi digerido através da adição de 1 U da enzima de restrição e 

o seu tampão apropriado. A mistura foi incubada a 37°C por três horas. Os 

fragmentos de restrição foram separados através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10%. A revelação foi feita pela prata 0,2% e o perfil gerado foi 

comparado aos perfis das cepas de referência (Volpini, 2003; Volpini et al., 

2004; De Andrade et al., 2006). 

 Outra abordagem para a identificação das espécies de Leishmania 

utilizada neste trabalho foi o seqüenciamento do produto amplificado pela 

segunda reação da LnPCR (fragmento esperado de aproximadamente 353pb). 

 Todas as bandas de 353 pb com intensidade considerável foram 

cortadas e purificadas usando o kit comercial QIAquick PCR Purification Kit 

(QIAGEN), próprio para este fim, de acordo com as especificações do 

fabricante. O produto amplificado e purificado, eluido em 20 μl de H2O 

destilada e estéril foi então utilizado como template para uma amplificação, 

anterior ao processo de seqüenciamento.  

 A reação de PCR para o seqüenciamento foi preparada para um volume 

final de 10 μl, formada por 4 μl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 

μl do iniciador na concentração de 3,2 pmol e 5 μl do produto de PCR. Este mix 

era então colocado em um termociclador (AB9800®) com o seguinte programa: 

94ºC por três minutos, seguido de 25 ciclos de: 96ºC por um segundo, 65ºC por 

5 segundos (esta temperatura depende da temperatura de anelamento do 
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iniciador utilizado) e 60ºC por quatro minutos. O seqüenciamento propriamente 

dito foi posteriormente realizado no seqüenciador automatizado ABI PRISM 377 

DNA sequencer (Applied Biosystems).   

A análise bioinformática das seqüências obtidas foi realizada utilizando-

se os programas Lasergene® sequence analysis software (DNASTAR) e o 

BIOEDIT. Estas análises incluem a edição, alinhamento e a busca de sítios de 

restrição das seqüências estudadas.  

O alinhamento das seqüências editadas com aquelas depositadas no 

GenBank permite a identificação de três espécies de interesse na área de 

estudo; Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis e  Leishmania 

infantum , como demonstrado na figura 12.  

 As reações de sequenciamento, conforme descritas anteriormente, 

também foram utilizadas para sequenciar fragmentos dos genes IRBP e do 

citocromo b de diferentes espécies de mamíferos, na tentativa de auxiliar na 

sua identificação. 
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                                         10        20        30        40        50          
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  TCCCATCGCAACTTCGGTTCGGTGTGTGGCGCCTTTGGAGGGGTTTAGTG  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ............C........................-............  
 
                                         60        70        80        90       100         
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  CGTCCGGTGCGGGCTCCGGTTCGTCCGGCCGTAACGCCTTTTCAACTCAC  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ...........A......................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ........A..A......................................  
 
                                        110       120       130       140       150     
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  GGCCTCTAGGAATGAAGGAGGGTAGTTCGGGGGAGAACGTACTGGGGCGT  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..................................................  
 
                                        160       170       180       190       200     
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  CAGAGGTGAAATTCTTAGACCGCACCAAGACGAACTACAGCGAAGGCATT  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..................................................  
 
                                        210       220       230       240       250     
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  CTTCAAGGATACCTTCCTCAATCAAGAACCAAAGTGTGGAGATCGAAGAT  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..................................................  
 
                                        260       270       280       290       300     
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  GATTAGAGACCATTGTAGTCCACACTGCAAACGATGACACCCATGAATTG  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..................................................  
 
                                        310       320       330       340       350     
                                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  GGGATCTTATGGGCCGGCCTGCGGCAGGGTTTACCCTGTGTCCAGCACCG  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..................................................  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..................................................  
 
                                        360  
                                ....|....| 
L_braziliensis(M80292)R3R4.seq  CGCCCGCTTT  
L_amazonensis(M80293) R3R4.seq  ..........  
L_chagasi (M81430)R3R4.seq      ..........  
 
Figura 12: Alinhamento das seqüências do fragmento do gene SSUrRNA de espécies de 

Leishmania, depositadas no GenBank. 

  

3.8 Quantificação da carga parasitária por real time PCR 

O PCR quantitativo em tempo real RTQ-PCR é uma metodologia que 

utiliza marcadores fluorescentes e um sistema óptico eletrônico que capta e 

avalia a emissão de fluorescência permitindo o monitoramento contínuo dos 

produtos de PCR formados a cada ciclo da reação. O sistema de detecção com 

“intercaladores” não-específicos da dupla-fita de DNA foi empregado nos 
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experimentos. O “intercalador” SYBR Green (Roche) fluoresce fortemente 

quando ligado à dupla-fita de DNA, mas tem fluorescência mínima quando está 

livre em solução. 

Curvas padrão foram construídas a partir da utilização de diluições 

seriadas ao décimo de DNA de cultura das cepas M2904 de Leishmania 

braziliensis e JPC de L. infantum, considerando que 200 fg de DNA equivalem 

a um parasito (Deborggraeve et al., 2008), e partindo da concentração 

equivalente a 2x104 parasitos/ μl até uma concentração equivalente a 2x10-1 

parasitos/ μl. Constatada a inexistência de diferença entre as curvas das 

diferentes cepas, a curva da cepa M2904 foi posteriormente utilizada como 

parâmetro para normalização dos resultados em todas as reações de PCR 

quantitativa em tempo real dirigidas ao fragmento de kDNA de Leishmania 

(Figura 13). 

A RTQ-PCR foi utilizada para determinar a quantidade de DNA de 

Leishmania presente nas diferentes amostras de tecido dos diferentes animais. 

Foram selecionadas as amostras de DNA extraído de pele (cães, roedores e 

marsupiais) e sangue (cães) de animais com resultados positivos na PCR 

convencional. O DNA destes animais foi submetido a amplificação e 

quantificação das cópias do fragmento de 120pb do kDNA de Leishmania. A 

amplificação foi realizada pelo Sistema de Detecção da Seqüência 

LightCycler® FastStart DNA Máster SYBR Green I (Roche). Os iniciadores 

utilizados foram os mesmos da PCR convencional dirigidos a região 

conservada do kDNA: iniciadores A e B.  

As reações foram preparadas adicionando 0,66 μl de cada iniciador a 

uma concentração 15 pmoles por μl, 2 μl tampão 10X LightCycler® FastStart 

DNA Master SYBR Green I, 1,2 μl de MgCl2 (a uma concentração final de 2,5 

mM) , 4 µl de DNA e 11,48 µl água deionizada para completar o volume final da 

reação de 20 µl. O corante SYBR Green intercala na dupla fita de DNA 

permitindo quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reação. Após 

aplicação das amostras, os capilares foram tampados, centrifugados e 

colocados no equipamento. 
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Figura 13: Curva Padrão para os experimentos de RTQ-PCR realizada a partir da 

amplificação de diluições seriadas da cepa M2904 de L. braziliensis. 

 

O programa de amplificação foi realizado através de uma “Touchdown” 

RTQ-PCR, na qual a temperatura de anelamento inicial é mais alta e vai 

diminuindo ao longo dos ciclos, conferindo assim, mais especificidade à 

reação, realizada nas seguintes etapas: um ciclo de desnaturação a 95ºC por 

10 minutos; seguido de 35 ciclos de 95ºC por 10 segundos para desnaturação, 

70ºC a 65ºC por 5 segundos (reduzindo 1ºC a cada 2 ciclos conforme a tabela 

4) para anelamento e 72ºC por 5 segundos para extensão com aquisição da 

fluorescência neste momento. Após a amplificação segue mais um ciclo para a 

análise das curvas de dissociação com aquisição de fluorescência contínua de 

acordo com a tabela 4. Finalizando o experimento a temperatura é reduzida a 
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40ºC por 30 segundos. Os resultados foram analisados utilizando o programa 

LightCycler®4 (Roche), que permite avaliar a curva de dissociação, a 

intensidade de fluorescência da amostra a cada ciclo e quantificar o número de 

cópias conforme a curva padrão. 

A quantidade de DNA detectada foi convertida em número de parasitos/ 

μl, pelo fator citado anteriormente. Em seguida este número de parasitos/ μl foi 

normalizado pela quantidade de tecido utilizado na extração de DNA, 

juntamente com o volume no qual este DNA foi diluído para seu uso nas 

reações, sendo o resultado final reportado em parasitos/mg de tecido 

(Tupperwar et al., 2008). 
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Tabela 4. Programa de amplificação para “Touchdown” RTQ-PCR 

CYCLING PROGRAM kDNA ab (v6)
Preincubation
PROGRAM Denaturalization TYPE None CYCLES 1
Segment Nº Temp Target (ºC) Hold Time (sec) Slope (ºC/s) Target Temp Step Size (ºC) Step Delay (cycles) Acq Mode

1 95 600 20 0 0 0 None
Amplification
PROGRAM Amplification TYPE Quantification CYCLES 35
Segment Nº Temp Target (ºC) Hold Time (sec) Slope (ºC/s) Target Temp Step Size (ºC) Step Delay (cycles) Acq Mode

1 95 10 20 0 0 0 None
2 70 5 20 65 1 2 None
3 72 5 20 0 0 0 Single

Melting curve analysis
PROGRAM Melting TYPE Melting curve CYCLES 1
Segment Nº Temp Target (ºC) Hold Time (sec) Slope (ºC/s) Target Temp Step Size (ºC) Step Delay (cycles) Acq Mode

1 95 0 20 0 0 0 None
2 70 15 20 0 0 0 None
3 95 0 0,1 0 0 0 Continuous

Cooling
PROGRAM Cooling TYPE None CYCLES 1
Segment Nº Temp Target (ºC) Hold Time (sec) Slope (ºC/s) Target Temp Step Size (ºC) Step Delay (cycles) Acq Mode

1 40 30 20 0 0 0 None
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 3.9 Análise estatística  

 

Para a comparação da eficiência das técnicas de PCR entre si, as 

análises estatísticas utilizadas foram a Análise de Concordância de Kappa, a 

Análise de Atributos e conceitos de Sensibilidade e Especificidade. 

As diferenças das frequências de positividade em cada comparação, 

seja entre tecidos, entre espécies, entre microambientes, foram analisadas pelo 

teste do Qui-quadrado (χ²) e para as comparações múltiplas foi utilizado o 

Método de Bonferroni. O nível de significância utilizado para todas as análises 

foi de 5%.  

Na comparação da carga parasitária dos Cães, Marsupiais e Roedores 

foram utilizados testes estatísticos não paramétricos Kruskal-Wallis e o teste de 

Wilcoxon para duas amostras independentes.  

O teste Kruskal-Wallis é utilizado para detectar se há diferença na carga 

parasitária quando se considera mais de dois grupos. O nível de significância 

utilizado nos testes Kruskal-Wallis foi de 5%, e conseqüentemente, os p-

valores menores que o nível de significância indicam uma diferença estatística 

significativa entre os grupos. 

 Quando o teste de Kurskal-Wallis detecta diferenças entre os grupos, 

utiliza-se o teste de Wilcoxon para duas amostras independentes dois a dois 

para verificar entre quais grupos está essa diferença. No teste em questão, o 

nível de significância utilizado é de 1,67 %. Nesse momento foi utilizada a 

correção de Bonferroni. A correção de Bonferroni (Dohmen, 2003) é utilizada 

em comparações múltiplas para evitar que a taxa de erro global seja 

inflacionada. 

Para a realização destas análises e construção dos gráficos foi utilizado 

o programa Graph Pad Prism 4. 
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4 Resultados 

4.1 Pequenos Mamíferos Capturados 

Durante o período de coletas, foram distribuídas ao todo 1200 armadilhas no 

peridomicílio e 1350 armadilhas na área verde, sendo o esforço amostral total de 

2550 armadilhas conforme previsto inicialmente. Ao final das seis campanhas, foram 

coletados 99 espécimes (4,4% de sucesso nas capturas) entre roedores dos 

gêneros Necromys, Mus, Rattus e Cerradomys; gambás do gênero Didelphis e 

carnívoros do gênero Galictis nas áreas estudadas (Tabela 5 e figura 14). 

Tabela 5: Lista dos Pequenos mamíferos capturados, por espécie e ambiente, no período de
junho/2006 a novembro/2007 na Regional Nordeste do município de Belo Horizonte, MG.

Espécie Área verde Área peridomiciliar Total por espécie  
M. musculus 4 20 24 ( 25%)

R. rattus 8 11 19 ( 19%)
R. novergicus 1 8 9 ( 9%)

N. lasiurus 5 0 5 ( 5%)
C. subflavus 5 0 5 ( 5%)

D. albiventris 31 3 34 ( 34%)
D. aurita 1 0 1 ( 1%)

Galictis sp. 2 0 2 ( 2%)

Total 57 42 99

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Pequenos mamíferos capturados, por espécie e ambiente, no período de 

junho/2006 a novembro/2007 na Regional Nordeste do município de Belo Horizonte, MG. 
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Na área verde (Tabela 5 e figura 14) foi coletada a maioria dos espécimes 

sendo que algumas espécies foram encontradas somente nesta área: Necromys 

lasiurus (antigo Bolomys lasiurus), Cerradomys subflavus (antigo Oryzomys 

subflavus), Didelphis aurita e Galictis sp.. 

Didelphis albiventris, ocorreu principalmente na área verde (figura 5) 

demonstrando menor sinantropismo que Mus musculus, Rattus rattus e R. 

novergicus, roedores comensais introduzidos, que foram capturados principalmente 

na área peridomiciliar (figura 6). 

 

4.2 Exame clínico e parasitológico dos pequenos mamíferos (Melo, 

2008). 

O exame clínico destes animais não revelou nenhum sinal sugestivo da 

infecção por Leishmania sp. exceto em dois casos, da espécie Rattus novergicus. 

O resultado do exame direto das lâminas preparadas a partir dos tecidos 

coletados foi negativo para presença de Leishmania em todas as amostras 

analisadas.  

A cultura foi feita para amostras de baço, medula, pele de cauda e pele de 

lesão, quando presente, de todos os 99 animais. Dentre as 299 tentativas de 

isolamento (três amostras habituais para cada animal e duas peles lesionadas), 

cerca de 60% tiveram que ser descartadas antes da quarta semana por estarem 

contaminadas por fungos. 

Duas amostras foram positivas para formas flageladas, ambas oriundas da 

medula de Didelphis albiventris. Para identificação destes isolados, o material foi 

enviado para o IOC/FIOCRUZ para realização de teste isoenzimático. Foram 

também realizadas PCRs, utilizando diferentes iniciadores, para o gênero 

Leishmania (Rodgers et al., 1990; Degrave et al., 1994), para Trypanosoma cruzi 

(Souto et al., 1996) e para T. rangeli (Grisard et al., 1999). 

A primeira amostra (amostra T) foi isolada de um animal capturado na 

primeira campanha, na área verde, em uma região de sítios onde a vegetação é 

composta em grande parte por pequenas palmeiras. No exame direto da cultura foi 

possível observar duas populações morfologicamente distintas de parasitos, uma 

mais fina e comprida e outra mais larga, porém mais curta. Nestas duas populações 
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a maioria dos parasitos apresentava o cinetoplasto próximo ao núcleo como nas 

formas epimastigotas comuns em culturas mais jovens de T. cruzi. Foi possível 

observar alguns parasitos em divisão, além da presença de algumas formas 

tripomastigotas. 

A análise de isoenzimas foi capaz de identificar a presença de Trypanosoma 

cruzi. O DNA extraído da amostra foi negativo na PCR específica para o kDNA de 

Leishmania (Degrave et al., 1994). Porém, o material mostrou-se positivo na PCR 

dirigida ao gene do mini-exon de Trypanosoma cruzi tipo1 relacionado ao ciclo 

silvestre de transmissão e Trypanosoma rangeli, detectando-se infecção mista. Este 

teste foi realizado em colaboração com o Laboratório de Triatomíneos do CPqRR. 

Cabe ressaltar que os iniciadores específicos para o gênero Leishmania foram 

testados com amostras de DNA de T. cruzi e não amplificaram. PCR com iniciadores 

específicos para T. cruzi utilizando amostras de DNA de Leishmania, foram 

realizadas e os resultados também foram negativos, demonstrando a especificidade 

dos iniciadores, conforme previsto na literatura (Souto et al., 1996; Grisard et al., 

1999). 

A segunda amostra (amostra L) foi isolada de animal coletado na terceira 

campanha também na área verde. Ao exame do esfregaço da cultura, corado com 

solução de Giemsa, foi possível observar poucos parasitos, flagelados, muito finos e 

compridos apresentando núcleo próximo ao cinetoplasto. Pelo perfil isoenzimático 

não foi possível identificar a espécie. A PCR para o gênero Leishmania foi positiva, 

porém o produto amplificado não hibridizou com a sonda para o complexo L. 

braziliensis nem com a sonda para o complexo L. donovani. O parasito isolado 

permanece até o momento sem identificação sendo necessários outros testes para 

sua caracterização. 

 

4.3 Padronização da PCR para o gene interphotoreceptor retinoid 

binding protein (IRBP) 

A padronização da PCR IRBP foi realizada com a condição 1 de PCR , 

variando a temperatura de anelamento. A eficiência e a sensibilidade da técnica foi 

significativamente aumentada, sem perder a especificidade, quando utilizada a 

temperatura de 57oC para a maioria das amostras testadas (figura 15), exceto para 
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pele derivada de N. lasiurus, R.novergicus, C familiaris, R.rattus e C. subflavus . Isto 

pode estar relacionado a presença de inibidores co-isolados no processo de 

extração do DNA da pele, e não de outros tecidos, nos quais a amplificação do IRBP 

foi realizada com sucesso. Temperaturas de anelamento mais baixas podem ainda 

ser testadas, dependendo dos objetivos e das amostras a serem trabalhadas. 

 

Figura 15: Géis de poliacrilamida 6% mostrando os produtos de amplificação da PCR IRBP com 
temperatura de anelamento em A: 63 oC, B: 60 oC e C: 57 oC. Canaletas: 1- PM Øx174; 2, 5 e 8 - 
DNA de medula de cão (positivo PCR Leishmania); 3, 6 e 9 – DNA de medula de Necromys (negativo 
PCR Leishmania); 4, 7 e 10 – DNA de medula de Didelphis (positivo PCR Leishmania).  
 

4.3.1 Análise comparativa da eficiência da amplificação da PCR dirigida 

às seqüências dos genes β-actina, β-globina e IRBP  

As condições de PCR 1 e 2 foram realizadas para os três pares de iniciadores 

testados e os resultados apresentados são aqueles da condição que obteve o 

melhor desempenho para cada par de iniciadores. Para a PCR IRBP a condição 2 

foi a que apresentou melhores resultados e no caso das PCRs β -actina e β-globina 

foi a condição 1. Inicialmente as reações de PCR para a amplificação do fragmento 

de IRBP, β-globina e β-actina foram realizadas de acordo com as condições 

otimizadas apresentadas na Tabela1. Amostras de pele de orelha, pele de cauda, 

fígado, baço e medula óssea de 6 espécies de mamíferos foram testadas.  

Pela comparação dos resultados obtidos para os diferentes alvos, pode ser 

constatada uma sensibilidade significativamente superior na amplificação (100%) 

quando os iniciadores para o gene IRBP foram usados. As mesmas amostras de 

DNA foram submetidas à amplificação pelos os iniciadores para os genes β -actina e 

β-globina, apresentando uma eficiência de  40% e 20%, respectivamente (Tabela 6). 

A B C 
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Na última coluna da tabela 6 estão mostrados os resultados da amplificação feita 

utilizando iniciadores para a detecção do DNA de Leishmania.  

Diante destes resultados, optou-se por utilizar os iniciadores IRBPfwd e  

IRBPrev como controle endógeno da integridade do DNA em amostras de 

mamíferos de diferentes espécies. 

 

Tabela 6: Análise comparativa da eficiência de amplificação das seqüências dos genes IRBP 

β-actina e β-globina pela PCR em amostras de DNA de possíveis hospedeiros de Leishmania 

infectados ou não infectados. 

Gene alvo 
Hospedeiro Leishmania Hospedeiro Amostra 

Beta-
actina 

Beta-
globina 

IRBP kDNA 

Pele de orelha + - + - 
Pele de cauda - - + - 
Medula óssea + - + - 
Fígado + + + + 

M.musculus 

 Baço - - + + 
Pele de orelha -  + + 
Pele de cauda - - + - 
Medula óssea + + + - 
Fígado - + + - 

R. rattus 

 Baço - - + - 
Pele de orelha - - + - 
Pele de cauda + - + + 
Medula óssea + - + - 
Fígado + + + - 

R. novergicus 

 Baço - - + - 
Pele de orelha - - + - 
Pele de cauda - - + - 
Medula óssea + + + - 
Fígado + + + + 

N. lasiurus 

 Baço - - + + 
Pele de orelha - - + + 
Pele de cauda - - + - 
Medula óssea + - + - 
Fígado - - + - 

C. subflavus 

 Baço - - + - 
Pele de orelha - - + - 
Pele de cauda + - + + 
Medula óssea + - + + 
Fígado - - + - 

D.albiventris 

 Baço - - + - 
  

Legenda: + positivos para a PCR, - negativos para PCR . IRBP: Interphotoreceptor retinoid binding 

protein; Act: actina; Glob: globina; kDNA: DNA do cinetoplasto de Leishmania;  
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4.3.2 Sequenciamento de IRBP como ferramenta auxiliar na 

identificação do hospedeiro 

 Devido às diferenças apresentadas nas seqüências do produto 

amplificado pela utilização dos iniciadores IRBPfwd e IRBPrev entre as 

diferentes espécies de mamíferos estudadas, foi realizado o  seqüenciamento 

deste produto a partir de amostras de DNA extraídas de diferentes tecidos de 

pelo menos um exemplar de cada uma das espécies, e as seqüências obtidas 

foram alinhadas e comparadas com aquelas depositadas no GenBank e, os 

resultados obtidos foram utilizados como uma ferramenta auxiliar na 

identificação da espécie do hospedeiro. 

 A identificação das espécies de exemplares feitas a partir do 

seqüenciamento corresponderam àquelas realizadas com base na morfologia, 

exceto em um exemplar que inicialmente foi identificado como Akodon sp. e 

pelo seqüenciamento do fragmento de IRBP (Figura 16)  foi identificado como 

Necromys lasiurus.  Pelo seqüenciamento do produto amplificado em PCR 

dirigida a um fragmento do citocromo b de mamíferos a identificação do 

exemplar como N. lasiurus foi confirmada (Figura 17). 
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                                        10        20        30        40        50        60   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91F_IRBP1                      TCCAACACCACCACTGAGATCTGGACCTTACCCAAGGTCCTAGGGGAGAGATACAGTGCT  
91B_IRBP2 RC                   ............................................................  
91B_IRBP1                      ............................................................  
91F_IRBP2 RC                   ............................................................  
Akodon azarae AY163578.seq     .............................G..TG..........................  
Bolomys lasiurus AY277459.seq  ............................................................  
IRBP fwd.SEQ                   ..........................----------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                ------------------------------------------------------------  
 
                                        70        80        90       100       110      120   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91F_IRBP1                      GACAAAGATGTGGTAGTCCTCACCAGTGGACATACTGGGGGTGTGGCTGAGGACATCACC  
91B_IRBP2 RC                   ............................................................  
91B_IRBP1                      ............................................................  
91F_IRBP2 RC                   ............................................................  
Akodon azarae AY163578.seq     ............................................................  
Bolomys lasiurus AY277459.seq  ............................................................  
IRBP fwd.SEQ                   ------------------------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                ------------------------------------------------------------  
 
                                       130       140       150       160       170       180   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91F_IRBP1                      TACATCCTCAAGCAGATGCGCAGAGCCATAGTGGTGGGTGAGCGGACAGAGGGAGGTGCC  
91B_IRBP2 RC                   ............................................................  
91B_IRBP1                      ............................................................  
91F_IRBP2 RC                   ............................................................  
Akodon azarae AY163578.seq     ............................................................  
Bolomys lasiurus AY277459.seq  ............................................................  
IRBP fwd.SEQ                   ------------------------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                ------------------------------------------------------------  
 
                                       190       200       210       220          
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|.. 
91F_IRBP1                      CTGGACCTCCAGAAGCTGAGAATAGGCCAGTCCAACTTTTTCCTCAC  
91B_IRBP2 RC                   ...............................................  
91B_IRBP1                      ...............................................  
91F_IRBP2 RC                   ...............................................  
Akodon azarae AY163578.seq     ...............................................  
Bolomys lasiurus AY277459.seq  ...............................................  
IRBP fwd.SEQ                   -----------------------------------------------  
IRBP Rev RC.SEQ                ------------------------.........G.T..C........  
 
Figura 16: Alinhamento da sequência obtida pela amplificação de fragmento de IRBP com 

seqüências de A. azarae e N. lasiurus (retiradas do Genbank) e com os iniciadores específicos. 
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                                        10        20        30        40        50        60   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91 B cytb1 b2.seq              CCATCCAACATTTCATCATGATGAAACTTTGGATCTCTCCTAGGCATCTGCCTAATAATC  
Akodon azarae  EF622507.seq    .....T.....C.....C.................C..A..T..T.CA......G.....  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  .................T..........................................  
CYT B2.SEQ                     ...........C...G..........----------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ------------------------------------------------------------  
 
                                        70        80        90       100       110       120   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91 B cytb1 b2.seq              CAAATCCTAACAGGCCTCTTTCTAGCAATACACTATACATCAGACACAACCACAGCATTC  
Akodon azarae  EF622507.seq    .....T...........A...T....T........C........................  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  ....................C.......................................  
CYT B2.SEQ                     ------------------------------------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ------------------------------------------------------------  
 
                                       130       140       150       160       170       180   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91 B cytb1 b2.seq              TCCTCAGTCGCACATATCTGCCGAGATGTAAACTATGGATGACTAATCCGCTATCTACAT  
Akodon azarae  EF622507.seq    ........A..T.......................C......T..........CT....C  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  .......................G....................................  
CYT B2.SEQ                     ------------------------------------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ------------------------------------------------------------  
 
                                       190       200       210       220       230       240   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91 B cytb1 b2.seq              GCCAACGGGGCCTCTATATTTTTCATCTGTCTTTTCATTCACGTCGGCCGAGGAATCTAT  
Akodon azarae  EF622507.seq    ..T..T..A.....C.....C..T.....C........C.....A...............  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  ........A.................T.................................  
CYT B2.SEQ                     ------------------------------------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ------------------------------------------------------------  
 
                                       250       260       270       280       290       300   
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
91 B cytb1 b2.seq              TATGGCTCTTATACTCTCTCAGAAACCTGAAACATTGGCATTATCCTATTTCTAACAACC  
Akodon azarae  EF622507.seq    ..C.....C....TC..T.................C.........T....C..C.....T  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  ........C..C................................T...............  
CYT B2.SEQ                     ------------------------------------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ------------------------------------------------------------  
 
                                       310       320       330       340       350           
                               ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|... 
91 B cytb1 b2.seq              ATAGCTACAGCATTCGTAGGGTACGTCCTTCCATGAGGACAAATATCCTTCTGAGGGG  
Akodon azarae  EF622507.seq    .....A........T..G........A.............................A.  
Bolomys lasiurus EF531693.seq  ........................................................T.  
CYT B2.SEQ                     ----------------------------------------------------------  
CYT B1 RC.SEQ                  ---------------------------------..............A..........  
 
 Figura 17: Alinhamento da sequência obtida pela amplificação de fragmento de Citocromo b 

com seqüências de A. azarae N. lasiurus (retiradas do Genbank) e com os iniciadores 

específicos. 
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4.4 Detecção do DNA de Leishmania 

 

Os resultados dos experimentos de PCR-kDNA2 e LnPCR - SSUrRNA 

realizados com diluições seriadas das cepas de referência JPC e M2904 de L. 

infantum e L. braziliensis, respectivamente, não revelaram grande diferença 

com relação à sensibilidade das técnicas, sendo a PCR kDNA capaz de 

detectar até o equivalente a 0,1 parasitos por microlitro de ambas as cepas e a 

LnPCR-SSUrRNA capaz de detectar até o equivalente de 1 parasito por 

microlitro da cepa JPC e 10 parasitos por microlitro da cepa M2904. 

Os resultados das PCRs realizadas com amostras de DNA das 

diferentes espécies estão apresentados na tabela 9, onde foram consideradas 

as positividades por indivíduo que apresentasse resultado positivo para a PCR 

em pelo menos um tecido. A análise dos resultados apresentados na tabela 7 

demonstra uma sensibilidade maior da PCR kDNA 2 ( p < 0,05 ) em relação às 

menos sensíveis PCRs SSUrRNA e kDNA 1, que não apresentaram diferença 

estatística ( p > 0,05 ) entre si . 

 

Tabela 7: Positividade de diferentes técnicas de PCR em espécies de hospedeiros de 
Leishmania. 

Tecnica de PCR  
Hospedeiro 

 

 
Amostra kDNA1 kDNA2 SSUrRNA 

C. familiaris-1 Sangue 18,5% 75,0% 30,4% 
C. familiaris-2 * 92,9% 81,4% 48,6% 
M. musculus * 41,7% 100,0% 83,3% 

R. rattus * 26,3% 89,5% 47,3% 
R. novergicus * 22,0% 100% 66,6% 

N. lasiurus * 20,0% 80% 60,0% 
C. subflavus * 40,0% 100,0% 80,0% 

D. albiventris * 23,5% 88,2% 61,8% 
D. aurita * 100,0% 100,0% 0% 

Galictis sp. * 100,0% 100,0% 50,0% 
Total - 43,3% 83,5% 48,3% 

* Positividade em pelo menos um tecido avaliado incluindo sangue, pele de orelha e 
medula óssea para C. familiaris e pele de orelha, pele de cauda, fígado, baco e medula 
óssea para os demais hospedeiros. 
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A tabela 8 apresenta os resultados das PCRs (kDNA1,SSUrRNA e 

kDNA2) por grupo e por tecido. A análise estatística dos resultados das PCRs 

por tecido dentro de cada grupo revelou uma baixa concordância entre as 

técnicas. As maiores concordâncias ocorreram para comparações entre as 

PCRs SSUrRNA e kDNA 2  na maioria dos grupos, com exceção  do grupo 

cães (2) que apresentou a maior concordância entre SSUrRNA e kDNA 1. 

A análise estatística da positividade das PCRs, realizada dentro de cada 

grupo de hospedeiro, comparando as técnicas entre si por tecido, ou a 

positividade entre tecidos, por técnica, revelou que: para os cães 01 não houve 

diferença de positividade entre kDNA1 e SSUrRNA e que ambas apresentaram 

positividade diferente e inferior à apresentada pela PCR kDNA2; para os cães 

02, quando avaliados os testes por tecido, kDNA1 não apresentou diferença 

estatística significativa ao kDNA2, as demais comparações dos testes dois a 

dois foram estatisticamente diferentes  para cada tecido; entre as amostras dos 

pequenos mamíferos, não houve diferença estatística na positividade das 

PCRs kDNA1 e SSUrRNA quando o template era pele (de orelha ou de cauda) 

ou medula óssea, quando a comparação foi por técnica, não houve diferença 

estatística significativa nas seguintes comparações – kDNA1 (Po x Pc, Po x Fi, 

Po x Ba, Pc x Fi, Pc x Ba, Fi x Ba), SSUrRNA ( Po x Me, Pc x Fi, Pc x Ba, Fi x 

Ba) e kDNA2 (Pc x Me, Fi x Ba). 

 

Tabela 8: Positividade das PCRs específicas para Leishmania realizadas em DNA extraído de 
diferentes tecidos de cães e pequenos mamíferos 

Tecnica de PCR  
Hospedeiro 

 

 
Amostra kDNA1 kDNA2 SSUrRNA 

C. familiaris-1 Sangue (Sg n=92) 18,5% 75,0% 30,4% 
C. familiaris-2 Sangue (Sg n=70) 50,7% 41,2% 21,4% 

 Pele de orelha (Po n= 70) 61,4% 5,7% 24,3% 
 Medula óssea (Me 70) 71,4% 55,7% 28,6% 

Pequenos 
mamiferos 

 
Pele de orelha (Po n=98) 

 
14,3% 

 
26,5% 

 
10,2% 

 Pele de cauda (Pc n=98) 16,3% 52,0% 22,4% 
 Medula óssea (Me n=96) 2,1% 38,0% 5,2% 
 Fígado (Fi n=98) 16,3% 77,6% 33,7% 
 Baço (Ba n=98) 9,2% 71,4% 27,6% 

Total  n = 790 25,4% 50,5% 22,4% 
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4.5 Identificação das espécies de Leishmania envolvidas na 

infecção 

 

As técnicas utilizadas para a identificação das espécies de Leishmania 

envolvidas na infecção, tanto nos pequenos mamíferos, como nos cães, são 

baseadas na detecção inicial do DNA de Leishmania pela PCR dirigida ao 

kDNA ou  ao gene SSUrRNA. 

 

Os resultados da identificação da espécie de Leishmania pelo perfil de 

restrição gerado pelo corte do produto da amplificação do kDNA com as 

enzimas Hae III e Apa LI, apresentados na tabela 9, apontam para uma maior 

prevalência de L. braziliensis entre os pequenos mamíferos (80,6%), enquanto 

entre C.familiaris-2 a espécie que prevaleceu foi L. infantum. Através desta 

técnica não foi possível identificar L. infantum entre os pequenos mamíferos 

assim como também não foi possível identificar L. braziliensis entre os cães. 

Em nenhum dos grupos o resultado da identificação apontou para L. 

amazonensis. Em 25% das amostras analisadas não foi possível identificar a 

espécie de Leishmania presente na infecção. 

 

Tabela 9: Identificação da espécie de Leishmania pela PCR-RFLP  kDNA 
Espécie de Leishmania 

 
Hospedeiro 

 
Amostra 

L. 
braziliensis

L. donovani Lb+Ld L. mexicana Não id 

C. familiaris-2 (n=65) * 0% 72,3% 0% 0% 27,7% 
Pequenos Mamíferos (n= 

31) 
* 80,6% 0% 0% 0% 19,4% 

Total (n=96) - 26,0% 49,0% 0% 0% 25% 
* Identificação realizada em pelo menos um tecido positivo pela PCR, incluindo 
sangue, pele de orelha e medula óssea para C. familiaris e pele de orelha, pele 
de cauda, fígado, baço e medula óssea para os demais hospedeiros. 
 

 

Quando a identificação foi realizada pelo seqüenciamento da LnPCR 

dirigida ao SSUrRNA os resultados, como resumidos na tabela 10 e na figura 

18, foram o seguinte: Entre os C. familiaris-1 houve 100% de identificação 

sendo que em 82,1% a espécie de Leishmania foi identificada como L. 

braziliensis e como L. infantum nos 17,9% restantes; entre os C.familiaris-2 em 
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82,3% a espécie de Leishmania foi identificada como L. infantum, em 5,9% 

como L. braziliensis, em outros 5,9% como L. amazonensis e 5,9% 

permaneceram sem identificação; entre os pequenos mamíferos, em 53,1% a 

espécie causadora da infecção foi identificada como L. braziliensis, em 12,5% 

como L. infantum, em 4,7% foi constatado tratar-se de infecções mistas pelas 

espécies L. braziliensis e L. infantum e em 29,7% não foi possível realizar a 

identificação da espécie. 

 

 

Tabela 10: Identificação da espécie de Leishmania pelo seqüenciamento do 
produto da LnPCR 

Espécie de Leishmania 
 

Hospedeiro 
 

Amostr
a 

L. 
braziliensis 

L. donovani Lb+Ld L. mexicana Não id 

C. familiaris-1 (n=28) Sangue 82,1% 17,9% 0% 0% 0% 
C. familiaris-2 (n=34) * 5,9% 82,3% 0% 5,9% 5,9% 
Pequenos Mamíferos (n= 

64) 
* 53,1% 12,5% 4,7% 0% 29,7% 

Total (n=126) - 46,8% 32,5% 2,4% 1,6% 16,7% 
* Identificação realizada em pelo menos um tecido positivo pela PCR, incluindo 
sangue, pele de orelha e medula óssea para C. familiaris-2 e pele de orelha, 
pele de cauda, fígado, baço e medula óssea para os demais hospedeiros. 

 

 

Os três animais que apresentaram infecção mista eram roedores, dois 

deles da espécie M. musculus (os animais de número 31 e 38) e um da espécie 

R. rattus (animal de numero 65), todos eles capturados na área peri domiciliar 

(figura 18).  

Na amostra de DNA extraída do fígado do animal 31 (Mus musculus) a 

espécie de Leishmania foi identificada como pertencente ao complexo 

Leishmania donovani, enquanto que na amostra extraída de baço, a espécie foi 

identificada como pertencente ao complexo Leishmania braziliensis. 

O animal de número 38 (Mus musculus) apresentou infecção mista - nas 

amostras de DNA extraído de pele de cauda e medula óssea a espécie 

identificada foi pertencente ao complexo Leishmania donovani, enquanto nas 

amostras de DNA extraídas de fígado e baço a espécie identificada foi 

pertencente ao complexo Leishmania braziliensis. 
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A identificação realizada nas amostras de fígado e medula óssea do 

animal 65 (Rattus rattus) resultou em complexo Leishmania donovani e 

complexo Leishmania braziliensis respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Resultado da identificação da espécie de Leishmania, pelo seqüenciamento do 
produto da LnPCR, por hospedeiro e por ambiente, Área verde e Área peri domiciliar: 
Complexo L. braziliensis (Lb); Complexo L. donovani (Ld); infecção mista Complexos L. 
braziliensis e L. donovani (Lb+Ld); Complexo L. mexicana (Lm); não identificado (N id). 

 

A análise das tabelas 9 e 10 nos permite observar que uma vez que se 

tenha o produto amplificada da reação de PCR, o sequenciamento da LnPCR e 

mais eficiente em identificar a espécie de Leishmania (83,%) do que o corte 

com enzimas de restrição do produto da PCR dirigida ao kDNA (75%). 
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4.6 Quantificação da carga parasitária 

 

Durante a padronização dos experimentos de RTQ-PCR, utilizando DNA 

extraído de cepas de referência de diferentes espécies de Leishmania 

(Leishmania infantum JPC e Leishmania braziliensis M2904), foi observado que 

a partir da análise dos picos de “melting” representados é possível distinguir a 

espécie Leishmania infantum (aproximadamente 84,55oC) de Leishmania 

braziliensis (aproximadamente 83,06oC) como mostrado na Figura 19. 

Na figura 20 pode-se observar a aplicação desta análise das curvas de 

“melting” em experimentos de RTQ-PCR kDNA realizados a partir de DNA 

extraído de animais infectados, como uma ferramenta auxiliar na identificação 

da espécie de Leishmania envolvida na infecção. 

A possibilidade do uso da RTQ-PCR para a identificação da espécie de 

Leishmania através da análise das curvas de dissociação foi observada e 

comprovada em amostras de sangue dos 39 cães avaliados (20 infectados por 

L. braziliensis e 19 infectados por L. infantum). A identificação foi confirmada 

por pelo menos uma das técnicas anteriormente descritas (kDNA/RFLP ou 

SSUrRNA/ seqüenciamento), assim como também foi confirmada pelo 

seqüenciamento e cortes com enzimas de restrição de fragmentos gerados 

pela PCR dirigida ao ITS-1 de Leishmania (Dados não mostrados). 

 

 

Figura 19: Picos de “melting” de RTQ-PCR kDNA para Leishmania braziliensis M2904 

(tracejado em azul 83,06oC) e Leishmania infantum JPC (tracejado em rosa  

84,55oC)em diferentes diluições. 
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Figura 20: Picos de “melting” de RTQ-PCR kDNA: pico maior em azul- L. braziliensis 

M2904 os dois picos em alaranjado abaixo dele amostra de DNA de pele de R. 

novergicus. O pico em rosa - L. infantum JPC e os dois verdes abaixo dele amostra de 

DNA extraído de pele de cão. 

 

 Os dados obtidos a partir dos diferentes experimentos de RTQ-PCR 

kDNA com DNA extraído de pele de cães e pequenos mamíferos foram 

normalizados pela curva padrão. As diferenças estatísticas detectadas nas 

analises realizadas estão apresentadas em forma de gráficos. 

A Figura 21 é a representação gráfica da distribuição dos resultados 

obtidos na quantificação da carga parasitária quando comparados os grupos 

Cães e Pequenos Mamíferos (incluindo Roedores e Marsupiais) 21 A. Pode ser 

observado que a carga parasitária é estatisticamente superior nos Cães em 

relação aos Pequenos Mamíferos (P<0,001). Em 21 B o grupo dos pequenos 

mamíferos é dividido em roedores e marsupiais, onde podemos observar que 

não existe diferença estatística entre estes dois grupos de pequenos 

mamíferos (P>0,05). 
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Figura 21: Representação gráfica dos resultados de RTQ-PCR realizado com 

amostras de DNA extraído de Cães (pele de orelha) e Pequenos Mamíferos (pele de 

orelha e pele de cauda) A. Representação gráfica dos resultados RTQ-PCR realizado 

com amostras de DNA extraído de Cães Roedores e Marsupiais B. 

 

 Pela análise da figura 22 A podemos observar que entre os cães, a 

carga parasitária na pele é maior no grupo dos sintomáticos em relação aos 

assintomáticos (P<0,05) e que a carga parasitária em pele de cães infectados 

por L. infantum é estatisticamente superior à carga parasitária tanto em sangue 
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de cães infectados por L. infantum como em sangue de cães infectados por L. 

braziliensis (P<0,05) e ainda, que entre as amostras de sangue, a carga 

parasitária é estatisticamente superior entre aqueles infectados por L. 

braziliensis, em relação aos infectados por L. infantum (P<0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Representação gráfica dos resultados RTQ-PCR realizado com amostras 

de: A - DNA extraído de pele de cães com diferentes formas clínicas (CA - cães 

assintomáticos; CS - cães sintomáticos) e de sangue de cães infectados por L. 

braziliensis e com L. infantum; B - DNA extraído de pele de orelha e de pele de cauda 

de Pequenos Mamíferos. 
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Ao realizar a análise dos resultados de RTQ-PCR para as amostras dos 

Pequenos Mamíferos agrupadas em pele de orelha e pele de cauda foi 

observada diferença estatística significativa, que está mostrada graficamente 

na figura 22 B, pode-se observar que a carga parasitária na pele da cauda dos 

Pequenos Mamíferos é superior àquela quantificada na pele da orelha 

(P<0,001).  
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5 Discussão 

 

5.1 Uma abordagem Epidemiológica 

A região metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), considerada 

endêmica para as leishmanioses tegumentar e visceral há vários anos (Genaro 

et al., 1990; Passos et al., 1990) é uma área urbanizada e densamente 

habitada. B H é um município sem área rural característica, onde a transmissão 

das leishmanioses ocorre em praticamente todos os bairros da cidade, o que 

configura um caráter urbano de transmissão já observado por outros autores 

(Passos et al., 1993; Luz et al., 2001; Silva et al., 2001; Margonari et al., 2006).  

Segundo o Ministério da Saúde do Brasil (2006), na área urbana, o cão é 

a principal fonte de infecção para os vetores e consequentemente um 

importante mantenedor do ciclo da L. infantum neste ambiente. A enzootia 

canina tem precedido a ocorrência de casos humanos e a infecção em cães 

tem sido mais prevalente do que no homem, sendo a eutanásia de cães 

soropositivos uma das medidas de controle preconizadas, além da borrifação 

dos domicílios, da detecção e tratamento de casos humanos e de atividades 

em educação e saúde. No ambiente silvestre, os reservatórios de L. infantum 

descritos até o momento são as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) 

e os marsupiais (Didelphis albiventris). 

A erradicação desta zoonose permanece um grande desafio para os 

órgãos de saúde pública no Brasil devido à complexidade e diversidade dos 

cenários de transmissão. Além disso, existem várias lacunas no conhecimento 

das variáveis que determinam a infecção humana e canina como também 

ausência de estudos que comprovem a eficiência e validem as medidas de 

controle preconizadas. 

A prefeitura de Belo Horizonte, conforme preconizado pelo Ministério da 

Saúde, tem realizado intenso trabalho de controle de LV. Entre os anos de 

2005 e 2007, cerca de 140.000 amostras de sangue canino foram analisadas 

para leishmanioses, 10.000 cães sorologicamente positivos foram 

eutanasiados, e cerca de 160.000 casas foram borrifadas, em cada ano (PBH, 

2008). 

Desde o registro dos primeiros casos da doença em Belo Horizonte, 

1994, tem sido observada a expansão, tanto numérica, quanto espacial. Em 
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1994, a Regional Nordeste notificou 12 casos de LV e a Regional Leste 17, dez 

anos depois, em 2004, todas as nove regionais da capital mineira já 

notificavam casos de LV, com um total de 128 em 2004. Em Belo Horizonte 

foram notificados 111 casos em 2005, 113 em 2006, 110 em 2007, 161 em 

2008 e 119 em 2009 (PBH, 2010). 

Esta expansão numérica e territorial da doença provavelmente está 

relacionada à ineficiência das medidas de controle empregadas. Entre outros 

fatores que contribuem para tal podemos destacar o fato de que a detecção da 

doença canina é realizada por métodos sorológicos que podem apresentar 

resultados falsos negativos em cães em fase inicial da infecção ou que 

apresentem deficiências em seu sistema imunológico. Além disso estes testes 

podem apresentar reações cruzadas quando realizados em soros de cães 

infectados por outros patógenos, resultando em falsos positivos. Aliado a isso 

existe a questão da demora na entrega dos resultados e consequentemente a 

manutenção do cão infectado durante mais tempo na área, a rápida 

substituição de cães removidos por outros susceptíveis à infecção e a falta de 

conhecimento suficiente a respeito de outros possíveis hospedeiros que 

poderiam estar atuando como reservatórios. 

  A ecoepidemiologia da transmissão de L. braziliensis (principal 

agente etiológico da LTA na área de estudo) é extremamente complexa em 

função dos vários ecótopos onde este parasito é prevalente. Em 

microambientes diferentes a transmissão envolve diversas espécies de 

flebotomíneos ou, a mesma espécie com outros hábitos e diferentes espécies 

de mamíferos em uma imensidão territorial que se estende por toda a América 

do Sul até a América Central. Provavelmente, este parasito possui vários 

reservatórios, dependendo do ecótopo e das circunstâncias de transmissão 

(Lainson & Shaw, 1998). 

É difícil estimar o número real de casos de leishmaniose tegumentar 

uma vez que, por tratar-se de agravo não letal, são subnotificados. Os 

primeiros casos de LTA na RMBH foram registrados em 1987 na cidade de 

Sabará (Passos et al., 1990). Passos et al. (1993) encontraram crianças, 

mulheres e homens sem qualquer vínculo ocupacional com a mata, infectados 

ou com história prévia de infecção, além de uma alta densidade de Lu. 
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whitmani, potencial vetor de L. braziliensis mas apenas um cão, concluindo 

tratar-se de uma área de transmissão peri domiciliar ou domiciliar. 

 Com relação a área onde foi realizado o estudo ( Regional Nordeste de 

BH ) os dados mostram uma constância na ocorrência tanto de casos de LV 

como de LTA nos últimos anos. Foram notificados 15 casos de LV em 2001, 17 

em 2002, 12 em 2003, 24 em 2004, 14 em 2005, 25 em 2006, 21 em 2007, 40 

em 2008 e 13 em 2009 (GEEPI/SMSA/PBH/2010); com relação à LT no 

mesmo período foram notificados 5 casos em 2001, 10 em 2002, 9 em 2003, 2 

em 2004, 7 em 2005, 4 em 2006, 9 em 2007, 3 em 2008 e 1 em 2009  (Dados 

parciais) (SISVE/2009 - GEREPI-NE/SMSA-BH). 

Em estudo paralelo, sobre a fauna flebotomínica, no mesmo período e 

locais onde realizamos as coletas, foi verificado que a espécie com maior 

densidade populacional foi L. whitmani, que correspondeu a 75% dos 

espécimes coletados, seguida pela espécie L. longipalpis (11%) (Saraiva, 

2008). Estes resultados contrapõem-se aqueles encontrados por outros autores 

em estudos entomológicos realizados em Belo Horizonte, onde L. longipalpis 

foi apontada como a espécie predominante (Souza et al.,2004). Além disso, L. 

longipalpis foi a espécie mais coletada na Regional Nordeste em estudo 

realizado entre abril de 2001 e março de 2003 por Souza e colaboradores 

(2004). 

Entretanto, ao realizar as análises sobre a fauna da Regional Nordeste 

considerando separadamente as coletas realizadas na área urbana e na área 

verde, Saraiva (2008) constatou perfil semelhante ao descrito por Souza e 

colaboradores (2004). Na área urbana L. longipalpis foi a espécie mais 

abundante, correspondendo a 63% dos espécimes capturados, e L. whitmani 

foi a segunda espécie mais coletada, correspondendo a 15% do total. Na área 

verde a predominância foi de L. whitmani (87%) ficando a L. longipalpis com 

menos de 1% do total de flebotomíneos coletados. No estudo da infecção 

natural destes insetos foi detectada infecção por L. infantum e L. braziliensis. 

Entre os pequenos mamíferos capturados, não houve diferença 

estatística para o número de animais oriundos da área verde ou da área peri 

domiciliar. A única diferença constatada foi em relação à variedade de espécies 

de mamíferos que foi maior na área verde. Entre os animais infectados não 

houve diferença quando considerado o ambiente de origem assim como não foi 
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observada diferença entre as proporções de infectados por L. braziliensis e L. 

infantum para os dois ambientes, indicando assim a existência dos ciclos de 

transmissão ativa nos dois ambientes estudados para as duas espécies de 

Leishmania. 

Para entender a relação entre o parasito e seus hospedeiros é preciso 

ter em mente que estes coadaptam-se de maneira a conviverem em certa 

harmonia. Quanto menor for a morbidade causada pelo parasito ao hospedeiro 

e quanto mais constante for a incidência da infecção em dada população, mais 

antiga e equilibrada deve ser a relação entre eles (Ashford, 1996; Avila-Pires, 

2005). Existem várias discussões sobre os conceitos acerca de hospedeiros e 

reservatórios (Shaw, 1988; Ashford, 1996; Haydon et al., 2002; Chaves et al., 

2007). O termo hospedeiro é bem generalista, diz respeito a uma espécie que 

abriga ocasionalmente um parasito oportunista que pode ou não comprometer 

sua sobrevivência (Avila-Pires, 2005). Já o termo reservatório, segundo Silva et 

al. (2005), para ser corretamente empregado em relação às zoonoses que 

acometem humanos, necessita que o hospedeiro preencha os seguintes 

critérios: (a) superposição espaço/tempo com os vetores; (b) sobreviva o 

suficiente para garantir a transmissão; (c) apresente uma prevalência de 

infecção de pelo menos 20%; (d) mantenha o parasito na pele ou no sangue 

em quantidade suficiente para infectar facilmente o vetor; e (e) apresente a 

mesma espécie de parasito encontrada no homem. 

A maioria das condições necessárias para incriminar-se uma espécie 

como reservatório foram apresentadas pelos cães e pequenos mamíferos aqui 

estudados: (a) foram capturados nos mesmos locais  e no mesmo período em 

que Saraiva (2008) capturou flebotomíneos vetores tanto das espécies 

causadoras da LT, quanto espécies causadoras da LV ; (b) em sua maioria, os 

animais não apresentaram sinais que comprometessem sua sobrevivência, 

permitindo sua permanência por período suficiente para infectar os vetores; (c) 

embora algumas espécie foram capturadas em pequena quantidade, todas elas 

apresentaram uma positividade da infecção superior a 20% independente da 

técnica de PCR utilizada; (d) os pequenos mamíferos apresentaram a pele 

freqüentemente infectada e os cães apresentaram pele e sangue 

freqüentemente infectados, resta saber se a quantidade de parasitos presentes 

nestes tecidos seria o suficiente para infectar os vetores; (e) as espécies de 
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Leishmania predominantemente encontradas nestes hospedeiros ( L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) infantum ) provavelmente correspondem às espécies 

causadoras da infecção humana na área, uma vez que são as mesmas 

espécies já isoladas e identificadas de casos humanos em Belo Horizonte. 

As circunstâncias da transmissão das leishmanioses são 

continuamente alteradas em relação aos fatores ambientais e do 

comportamento humano (Gramiccia & Gradoni, 2005). Segundo Wolinska & 

King (2009) o ambiente onde hospedeiros e parasitos interagem pode afetar 

substancialmente a força e especificidade da seleção, o que possibilitaria a 

uma dada espécie ter maior ou menor importância como mantenedora do ciclo 

de transmissão dependendo do ambiente em que esteja presente, não 

havendo espécies reservatório, mas, espécies servindo como reservatório em 

determinadas condições. 

 O direcionamento das capturas para os pequenos mamíferos (roedores 

e marsupiais) baseou-se em estudos anteriores que apontam espécies destes 

grupos como possíveis reservatórios de Leishmania sp. (Brandão-Filho et al., 

2003; Oliveira et al., 2005). A coleta e processamento de amostras caninas 

devem-se ao fato de que o papel do cão como principal reservatório de L. (L.) 

infantum em áreas peri urbanas e urbanas é incontestável (Oliveira et al., 2001; 

Silva et al., 2001; Gontijo & Melo, 2004). Porém, achados de infecção natural 

deste parasito em outros animais e as dificuldades no controle apesar da 

maciça eliminação da população canina soropositiva, vem levantando a 

hipótese de transmissão secundária através da participação de outros animais 

no ciclo. Neste sentido os gambás são os principais candidatos a reservatórios 

em função de já haverem sido encontrados infectados por este parasito por 

diversas vezes (Sherlock et al., 1984; Corredor et al., 1989; Travi et al., 1998 ; 

Cabrera et al., 2003; Schallig et al., 2007). Além disso, servem de fonte de 

infecção para Lu. Longipalpis (Travi et al., 1998) que se alimenta nesta espécie 

com certa freqüência (Sherlock et al., 1984). 

Os altos índices de positividade das PCRs tanto dirigidas ao kDNA 

quanto dirigidas ao SSUrRNA de  Leishmania nos diferentes grupos estudados 

( cães, roedores e marsupiais ) confirmam a susceptibilidade destes à infecção 

por Leishmania e ressaltam a importância do desenvolvimento de  estudos 
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direcionados a estes animais,com o objetivo de esclarecer seu papel na cadeia 

de transmissão. 

Independente da metodologia utilizada, todas as espécies de pequenos 

mamíferos apresentaram uma positividade elevada, que variou de 20% 

(Necromys lasiurus / kDNA1), chegando a 100% (M. musculus,R. novergicus, 

C. subflavus e Galictis sp. / kDNA2). Entre os cães os índices também foram 

elevados, variando entre 18,5% (cães 01 / kDNA1) e 92,9% (cães 2 / kDNA1a). 

A positividade elevada, principalmente quando a pele apresenta-se 

frequentemente parasitada, é uma condição necessária, mas não suficiente 

para a incriminação destes hospedeiros como reservatórios. 

A identificação dos parasitos presentes na infecção de cães e de 

pequenos mamíferos revelou a participação de espécies pertencentes aos 

complexos Leishmania braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania 

donovani, que associada aos resultados de Saraiva (2008), que detectou a 

presença destas espécies em flebotomíneos, confirmam a ocorrência de um 

ciclo de transmissão ativa destas diferentes espécies do parasito na área 

estudada. 

Ainda com relação à identificação da espécie de Leishmania envolvida 

na infecção em peri domicílio, é curioso o fato de que entre pequenos 

mamíferos e cães 01, que tiveram as amostras coletadas no mesmo período 

em que foi realizado o trabalho de Saraiva (2008), a espécie de Leishmania 

predominantemente encontrada tanto nos pequenos mamíferos (14/30) quanto 

nos cães (23/28), pertencia ao complexo L. braziliensis, sendo o oposto do 

observado por Saraiva (2008) com a grande maioria das fêmeas de 

flebotomíneos infectadas por L. infantum. Entre os cães 02 (coletados em 

2002) a espécie predominante foi identificada como L. infantum, confirmando 

os resultados de Quaresma et al. (2009). 

A ocorrência de sobreposição de áreas endêmicas para diferentes 

formas de leishmanioses pode levar a mudanças nos padrões da epidemiologia 

clássica, com a ocorrência de infecções mistas causadas por diferentes 

espécies de Leishmania (Madeira et al., 2006; Martinez et al., 2002;Oliveira-

Neto et al., 1986; Silveira et al., 1984). Madeira et al. (2006) reportaram o 

primeiro caso de co-infecção com L.(V.) braziliensis (isolado de lesão) e L. (L.) 

infantum (isolado de sangue e linfonodo) em cão. Devido a isso os autores 
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sugeriram a coleta de diferentes tecidos, sobretudo em animais de áreas onde 

a sobreposição ocorre. Em pequenos mamíferos observamos a ocorrência da 

infecção mista natural em três animais: um exemplar da espécie Mus musculus 

apresentou fígado infectado por L. infantum e baço infectado por L. braziliensis; 

outro Mus musculus apresentou pele de cauda e medula óssea infectados por 

L. infantum e fígado e baço infectados por L. braziliensis; um exemplar da 

espécie R. rattus apresentou fígado infectado por L. infantum e medula óssea 

infectada por L. braziliensis, sendo importante destacar que estes três animais 

foram coletados no peri domícilio de três residências distintas. Este fato é 

preocupante uma vez que estas duas espécies de roedores são comumente 

encontradas em áreas urbanas, em estreita relação com o domicílio, 

principalmente em habitações que apresentam condições mais precárias de 

higiene e maior desorganização ambiental.  

Entre os cães, embora não tenha sido observada a presença de infecção 

mista, como anteriormente descrito na literatura (Madeira et al., 2006), um fato 

que chama a atenção é a presença de cães infectados por Leishmania do 

complexo L. mexicana, (assim como observado em casos humanos em São 

Paulo (Medeiros et al., 2008)), o que sugere a existência de um ciclo de 

transmissão local de L. amazonensis, além da transmissão de espécies dos 

complexos L. braziliensis e L. donovani.  

Durante a infecção por Leishmania, o grau de parasitismo pode diferir 

nos órgãos, por isso é relevante para propósitos de diagnóstico a identificação 

dos compartimentos que apresentam maiores níveis de parasitos, com o 

objetivo de melhorar a sensibilidade do diagnóstico da LVC (Reis et al.2006). 

Além disso, o conhecimento a respeito da carga de parasitos presentes na pele 

e no sangue, de diferentes hospedeiros, pode auxiliar na indicação do papel 

destes como fonte de infecção para os vetores (Silva et al., 2005). 

 Saridomichelakis et al. (2007) observaram que em cães infectados por 

L. infantum, a carga parasitária não difere em pele de diferentes partes do 

corpo e segundo eles não há um acúmulo seletivo de parasitos no focinho, o 

que favoreceria a transmissão. Nossos resultados de RTQ-PCR realizado com 

amostras de pele de orelha e de cauda de pequenos mamíferos infectados por 

L. braziliensis, ao contrário do observado por Saridomichelakis et al. (2007) em 

pele de cães infectados por L. infantum, apontam para uma maior carga 
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parasitária nas amostras de pele de cauda em relação às de pele de orelha. 

Estes resultados contribuem para a compreensão de que as lesões, quando 

presentes nestes animais, geralmente localizam-se do meio para a base da 

cauda, por vezes abarrotadas de parasitos, fazendo destes excelentes fonte de 

infecção para o vetor (Nery-Guimarães et al., 1968, Lainson & Shaw, 1968, 

Lainson & Shaw, 1970).  

Quaresma et al. (2009) observaram que entre os cães, aqueles com 

exames convencionais positivos (parasitológico ou sorológico) a densidade 

parasitária foi maior do que para aqueles com exames convencionais 

negativos, o que indica que a carga parasitária mais elevada influencia no 

sucesso dos diagnósticos convencionais. Os autores observaram também que 

entre os cães com exame parasitológico positivo a densidade parasitária foi 

diferente sendo maior na medula do que no sangue, mas não observaram 

diferença significativa na densidade parasitária entre cães sintomáticos e 

assintomáticos. Em nosso estudo observamos uma diferença pequena, porém 

significativa, entre as cargas parasitárias nos cães sintomáticos (superior) e 

assintomáticos (inferior) quando avaliadas em amostras de pele. 

Com relação à carga de parasitos encontrada em pele de cães e 

pequenos mamíferos foi observado que entre os cães a carga é muito mais 

elevada, a maioria das amostras testadas apresentaram uma carga acima de 

103 P/mg de tecido, comparada à carga presente nos pequenos mamíferos que 

apresentaram uma carga abaixo de 102 P/mg. Este fato pode estar relacionado 

entre outras coisas à diferença da espécie de Leishmania envolvida, que nas 

amostras caninas é L. infantum e nas amostras dos pequenos mamíferos é L. 

braziliensis. Outra questão a ser apontada é a própria diferença entre as 

espécies de hospedeiros que poderia favorecer uma maior proliferação dos 

parasitos em um grupo em relação ao outro. Não foi observada diferença entre 

as cargas em roedores e marsupiais, o que juntamente com a frequência em 

que foram encontrados e com as taxas de positividade apresentadas pelas 

PCRs indica que aparentemente estes dois grupos teriam papeis semelhantes 

no contexto das leishmanioses na área estudada. 

Foi observado também que entre as amostras de cães infectados por L. 

infantum, a densidade parasitária foi superior na pele (acima de 103 p/mg) em 

relação ao sangue (abaixo de 100 p/mg) e que entre as amostras de sangue 
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dos cães a densidade parasitária foi inferior em amostras cujo parasito era L. 

infantum (abaixo de 100 p/mg) em relação às amostras cujo parasito era L. 

braziliensis (acima de 101 p/mg) A presença de um número significativo de 

parasitos no sangue periférico de cães infectados por L. braziliensis pode 

sugerir sua participação como possível reservatório da LTA em áreas urbanas 

como aventado por diferentes autores (Madeira et al., 2003). Segundo Dantas-

Torres (2007) o cão doméstico seria, a princípio, meramente um hospedeiro 

acidental para a maioria das espécies de Leishmania, mas devido às 

mudanças apresentadas no ciclo de transmissão, provocadas pela 

“domesticação” da doença, não apenas o cão, mas outros animais domésticos 

e sinantrópicos apresentam um papel na epidemiologia da LTA, não 

necessariamente como reservatórios da infecção, mas atraindo os vetores para 

próximo do homem. 

Após a captura, e antes da coleta dos diferentes tecidos dos pequenos 

mamíferos foi realizado o exame clínico dos animais. Não foi observado em 

nenhum deles lesão leishmaniótica clássica como aquelas, glabras e 

descamativas, nas extremidades da cauda, classicamente descritas por Nery-

Guimarães et al.(1968), mas que está de acordo com Forattini (1960) que cita 

ausência de lesões leishmanióticas em animais positivos em algum teste 

posterior. Nos animais silvestres são freqüentes as infecções inaparentes sem 

lesões ou com lesões pouco graves o que é muito importante para que uma 

espécie seja considerada um bom reservatório (Nery-Guimarães et al., 1968). 

Um quadro diferente é observado em infecções humanas, que tendem a 

apresentar reações mais intensas à invasão do parasito, caracterizando uma 

relação anômala e recente, em termos de evolução, o que determina um 

comportamento mais agressivo da doença no ser humano (Forattini, 1960). 

Alguns autores acreditam na possibilidade de que, no decorrer de um processo 

que se inicia com a sinantropização do ciclo, a zoonose possa evoluir para uma 

antroponose onde o homem passa a servir de fonte de infecção para 

flebotomíneos vetores bem adaptados ao ambiente antrópico (Rotureau, 2006). 

Estes fatos apontam para a necessidade de mudar a forma de lidar com 

a ocorrência destes agravos, especialmente nas áreas urbanas, onde a doença 

apresenta características ainda desconhecidas e sua epidemiologia está em 

plena transição.  



DISCUSSÃO 

 102

Quanto ao encontro de um espécime de D. albiventris apresentando 

uma infecção mista pelas espécies T.cruzi tipo I e T. rangeli caracterizando o 

primeiro isolamento de T. rangeli em Belo Horizonte e também o primeiro 

isolamento deste parasito a partir de medula de um animal naturalmente 

infectado. O Trypanosoma rangeli (Tejera, 1920) causa uma infecção 

assintomática conhecida como tripanossomíase rangeli, tendo como principal 

vetor o gênero Rhodnius que habita palmeiras. Este parasito, apesar de não 

causar doença no vertebrado, possui importância epidemiológica por ocorrer 

simpatricamente e possuir vetores e hospedeiros em comum bem como 

similaridade antigênica ao T. cruzi podendo ser confundido com este nos testes 

sorológicos (Dias et al., 2007). Isso pode provocar erros por diagnóstico falso 

positivo para doença de Chagas além de tratamentos e custos sociais e 

econômicos desnecessários. 

É conhecido o fato de que Belo Horizonte não é área endêmica para 

doença de Chagas, no entanto este achado comprova que o agente etiológico 

circula entre animais sinantrópicos que vivem em proximidade ao homem. O 

desmatamento das áreas verdes onde o parasito circula entre animais 

silvestres/sinantrópicos pode levar a aproximação destes hospedeiros 

infectados juntamente com os vetores ao ambiente antrópico,aumentando o 

risco da doença humana. Sob o ponto de vista epidemiológico o encontro de T. 

cruzi parasitando um gambá é muito coerente, pois este mamífero é um 

hospedeiro conhecido destes parasitos (Deane et al., 1984; Ramirez et al., 

2002; Gurgel-Gonçalves et al.,2004). O referido animal foi coletado na área 

verde onde existem muitas palmeiras, ecótopo natural dos triatomíneos da tribo 

Rhodinii. 

Estes dados alertam mais uma vez para a importância de estudar estes 

pequenos mamíferos que habitam em áreas urbanas ou próximo a elas, como 

uma tentativa de elaboração de medidas de controle mais eficientes em conter 

a expansão das diferentes doenças que contam com a participação destes 

animais na manutenção do seu ciclo de transmissão. 
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5.2 Uma abordagem Molecular 

Diagnósticos moleculares estão revolucionando a prática clínica de 

doenças infecciosas. Seus efeitos são mais significativos nos casos de 

doenças agudas que necessitam de ferramentas de diagnóstico preciso, 

fundamentais para as decisões de tratamento do paciente. A PCR é a técnica 

molecular melhor desenvolvida, até o momento, e tem uma vasta gama de 

potencialidades, e aplicações clínicas, incluindo a detecção específica de 

patógenos. Métodos baseados em PCR também podem ser rentáveis em 

relação a execução de testes tradicionais. É necessário um maior avanço da 

tecnologia para melhorar a automação, a sensibilidade e especificidade de 

detecção (Yang & Rothman, 2004). 

O amplo espectro clínico das leishmanioses faz o diagnóstico dos casos, 

presente e passado, difícil. Entretanto, o diagnóstico diferencial é importante 

porque as doenças de outras etiologias que apresentam aspectos e sintomas 

muitas vezes semelhante ao das leishmanioses (como a hanseníase, câncer 

de pele e tuberculose para LTA, e malária e esquistossomose para LV) estão 

freqüentemente presentes em áreas de endemicidade. Além disso, a 

severidade da doença é principalmente devido à espécie de Leishmania 

infectante, e há evidências crescentes de que a resposta terapêutica é espécie 

e, talvez, até mesmo cepa específica (Reithinger & Dujardin, 2007). 

  O diagnóstico parasitológico continua sendo o padrão ouro no 

diagnóstico das leishmanioses devido à sua alta especificidade. Isso é 

normalmente realizado através de exame microscópico de esfregaços de 

biópsia da lesão (LT) ou linfonodos, medula óssea e aspirado de baço (LV) em 

lâminas coradas pelo Giemsa. Ocasionalmente, o exame de cultura de biópsia 

e aspirado também é realizado. A microscopia provavelmente ainda é a 

abordagem padrão de diagnóstico, pois técnicas mais sofisticadas atualmente 

são caras e raramente disponíveis a não ser nos centros de pesquisa. O 

isolamento do parasito em cultura em combinação com a eletroforese de 

enzimas multilocus permite a identificação da espécie do parasito. No entanto, 

ela exige uma riqueza de conhecimentos técnicos e é demorada, devido à 

necessidade de obter uma massa grande de parasitos. A sensibilidade do 

exame direto em lâmina e do isolamento em meio de cultura tende a ser baixa 

e pode ser altamente variável dependendo do número e dispersão de parasitos 
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em amostras de biópsia, do processo de amostragem, e acima de tudo da 

capacidade técnica do pessoal. 

No presente trabalho, apesar dos altos índices de infecção detectados 

pelas diferentes técnicas de PCR em amostras dos pequenos mamíferos, não 

foram encontradas formas amastigotas do parasito durante os exames de 

lâminas fixadas, coradas pelo Giemsa e, foram realizados dois isolados de 

formas flageladas, ambos oriundos de medula óssea de D. albiventris. Em um 

dos exemplares foi identificada infecção mista por T. cruzi tipo 1 e T. rangeli. 

Estes baixos índices de positividade do diagnóstico parasitológico em relação 

ao molecular confirmam a menor sensibilidade do primeiro e podem estar 

relacionados principalmente a uma carga parasitária baixa que, de acordo com 

os resultados da RTQ-PCR realizado em pele de pequenos mamíferos a 

grande maioria apresentou uma carga equivalente a menos de 10 parasitos por 

miligrama de tecido. 

Os resultados de Quaresma et al. (2009) sugerem que a prevalência da 

infecção por Leishmania pode ser subestimada quando são utilizados apenas 

testes sorológicos e parasitológicos nos inquéritos da LVC e que as 

metodologias baseadas na PCR podem ser especialmente úteis em áreas 

endêmicas para a leishmaniose visceral que possuem um grande número de 

cães que apresentem a forma assintomática da doença. Ferreira et al. (2007) 

demonstraram que a sorologia baseada em ELISA e IFI pode apresentar 

reações cruzadas em soros de cães infectados por patógenos distintos de 

Leishmania infantum, inclusive com outras espécies do gênero Leishmania.  

Os resultados de Prina et al. (2007) indicam que a degradação do DNA 

nuclear e do cinetoplasto ocorre rapidamente após a morte do parasito. Estes 

dados adicionam um maior peso ao argumento de que a PCR não representa 

apenas um método robusto para o diagnóstico, mas também pode ser confiável 

para a monitorização da taxa de redução da carga parasitária após alguma 

intervenção, como o tratamento. 

Apesar da sucessiva avaliação de diferentes métodos moleculares para 

o diagnóstico da leishmaniose, técnicas baseadas na PCR atualmente 

constituem a principal abordagem de diagnóstico molecular de pesquisadores e 

profissionais de saúde. Vários formatos diferentes de PCR estão disponíveis 

como, por exemplo, a PCR convencional ou a nested PCR, em que fragmentos 
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amplificados pela PCR são resolvidos por eletroforese (eventualmente após 

clivagem com enzimas de restrição, ou seja PCR-RFLP) e visualizados após 

coloração com brometo de etídio (Cruz et al., 2002; Schönian et al., 2003; 

Volpini et al., 2004; Singh et al., 2005; De Andrade et al., 2006; Simon et al., 

2010); ou ainda, abordagens de alta tecnologia como métodos em que os 

produtos de PCR são analisados durante a sua amplificação (o chamado real-

time PCR), após coloração com fluorogênicos. Neste caso, os ensaios são 

realizados dentro de um tubo fechado, diminuindo o risco de contaminação por 

fragmentos presentes no ambiente do laboratório. As aplicações são rápidas e 

de alto rendimento, mas o equipamento é relativamente caro, e os custos 

permanecem elevados (Espy et al., 2006;Quaresma et al., 2009). 

Segundo Reithinger & Dujardin (2007), em termos de aplicações 

práticas, seis princípios básicos e/ ou questões biológicas podem ser 

respondidos por métodos baseados nos ácidos nucléicos. Entre eles, podem 

ser destacados três diretamente relacionados com o presente estudo: (a) 

detecção do parasito, altamente sensível e específica, necessária em 

diagnóstico diferencial; (b) identificação da espécie de Leishmania por uma 

série de ensaios baseados na PCR e (c) quantificação da carga parasitária 

presente nos tecidos do hospedeiro. 

 A técnica de PCR por si só é muito simples porem, requer a geração de 

iniciadores específicos. Nos últimos anos, diferentes ensaios de PCR foram 

desenvolvidos para a detecção de DNA de Leishmania em amostras clínicas, 

utilizando vários alvos. A sensibilidade da PCR pode ser aumentada pelo uso 

de iniciadores baseados em seqüências que têm mais de uma cópia por célula; 

no caso de Leishmania, essas seqüências incluem o cinetoplasto e famílias de 

genes de multicópias, que geram uma vantagem em estudos relacionados à 

detecção e quantificação do parasito. 

Exemplos de tais seqüências alvo são genes do RNA ribossomal, DNA 

do cinetoplasto (kDNA), genes de RNA derivados do mini-exon e repetições 

genômicas (Alvar et al., 2004). A especificidade da PCR pode ser adaptada às 

necessidades particulares pela utilização de alvos em regiões conservadas ou 

variáveis. Dessa maneira é possível caracterizar o parasito presente na 

amostra ao nível de gênero, complexo, espécie ou até mesmo isolado 

(Quaresma, 2007). Para identificação das espécies, a sensibilidade e a 
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discriminação em um determinado nível taxonômico são necessárias e, 

portanto, seqüências repetidas e polimórficas são selecionadas (por exemplo, 

gp63, ITS, hsp70, e cisteína proteinases) (Garcia et al., 2004). Uma das 

principais preocupações na investigação, desenvolvimento e na implementação 

de técnicas moleculares é a falta de padronização e controle de qualidade 

(Reithinger & Dujardin, 2007). 

 Entre os genes de multicópias, o mais estudado é o SSUrRNA, já tendo 

sido seqüenciado para mais de 100 espécies, incluindo os kinetoplastídeos 

Leishmania donovani, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Crithidia 

fasciculata. A comparação de seqüências do SSUrRNA publicadas  de 

humanos (hospedeiro) artrópodes (vetores) e kinetoplastídeos (parasitas) 

indica que apenas uma região de aproximadamente 800 bases na parte central 

do gene  mostra uma heterologia considerável e foi pra essa região que van 

Eys et al. (1992) desenharam os pares de iniciadores R221 e R332 (neste 

trabalho R1 e R2) que amplificam uma região de 603 pb presente em 

kinetoplastídeos ( menos específica ); e R223 e R333 ( neste trabalho R3 e R4) 

que amplificam uma região de 353 pb somente de espécies do gênero 

Leishmania ( menos sensível ). Em 2002, Cruz et al. sugerem a combinação 

destes dois pares de iniciadores em uma Nested PCR para detectar 

Leishmania em humanos (diagnóstico e monitoramento), aumentando a 

sensibilidade e especificidade da reação. 

Neste trabalho utilizamos diferentes abordagens moleculares visando 

otimizar e assegurar uma maior confiabilidade aos resultados. A detecção do 

parasito foi realizada pelas PCRs dirigidas ao kDNA e ao SSUrRNA de 

Leishmania, a identificação da espécie foi realizada pela análise do perfil de 

restrição gerado pela PCR-RFLP dirigida ao kDNA e pelo seqüenciamento do 

produto amplificado pela segunda reação da Ln-PCR dirigida ao gene 

SSUrRNA, e a quantificação da carga parasitária foi realizada através da 

touchdown RTQ-PCR dirigida ao kDNA de Leishmania. 

Poucos estudos têm comparado protocolos de PCR utilizando diferentes 

iniciadores baseados em alvos variados como por exemplo o DNA do 

cinetoplasto e o gene do rRNA (Weigle et al., 1991; Ramirez et al., 2000; 

Reithinger et al., 2000; Lachaud et al., 2002; Bensoussan et al., 2006 ). As 

conclusões destes estudos comparativos foram diferentes enquanto um estudo 
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indicou uma maior sensibilidade do kDNA (Bensoussan et al., 2006 ), outro 

relatou sensibilidades semelhantes dos métodos que usam a amplificação do 

gene rRNA  ou o kDNA (Furnkranz et al., 2004).  

A comparação entre estudos deve ser feita com extremo cuidado, 

levando em consideração uma série de fatores dentre eles os critérios clínicos 

e laboratoriais utilizados para definir os casos e não casos. A ausência de um 

verdadeiro padrão ouro para diagnóstico de leishmaniose, pode ter 

conseqüências importantes para as definições de sensibilidade e 

especificidade. Estudos comparativos de protocolos devem ser incentivados e 

atualizados para os mais recentes desenvolvimentos tecnológicos no campo e, 

mais importante, deve ser feito em estudos multicêntricos com tamanho de 

amostra suficiente para permitir a comparação estatística dos protocolos de 

avaliação diagnóstica (Reithinger & Dujardin, 2007).  

Este foi o primeiro estudo realizado, comparando diferentes técnicas de 

PCR em amostras de população canina e de pequenos mamíferos oriundos de 

mesma área endêmica para diferentes formas de leishmanioses. Os resultados 

obtidos apontam para uma maior sensibilidade da PCR dirigida ao kDNA em 

relação à Ln-PCR dirigida ao gene SSUrRNA, assim como relatado 

anteriormente (Lachaud et al., 2002; Bensoussan et al., 2006 ). Por um lado 

essa maior sensibilidade obtida pelo uso do kDNA pode estar relacionada com 

o fato do número de cópias ser mais elevado do que o número de cópias do 

gene SSUrRNA, 10.000 e 160 cópias respectivamente.Uma positividade tão 

elevada como a obtida pelo uso do kDNA poderia também estar relacionada 

com a possibilidade dos iniciadores utilizados estarem amplificando alguma 

outra seqüência de nucleotídeos, como por exemplo o kDNA de outros 

kinetoplastídeos que poderiam estar presentes nas amostras biológicas dos 

animais. Não existem estudos que comprovem a especificidade destes 

iniciadores, o que já foi realizado para os iniciadores da LnPCR-SSUrRNA por 

Cruz et al. (2002), comprovando que esta reação é específica para o gênero 

Leishmania. 

Schallig et al.(2007), estudando a infecção por Leishmania em Didelphis 

de Belo Horizonte pela PCR realizada em amostras de DNA extraído do 

sangue, tendo como alvo a região de 603 pb do gene SSUrRNA (Van Eys et 

al., 1992), observaram uma positividade de 25% em uma amostra de 20 
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animais. Este índice pode estar subestimado pois,  segundo Cruz et al. (2002) 

a sensibilidade e especificidade desta PCR pode ser aumentada por uma 

segunda amplificação (Ln-PCR) com os iniciadores R3 e R4. Esta metodologia 

foi empregada no presente estudo resultando uma positividade de 60% em 

uma amostra de 35 animais do gênero Didelphis. Além disso, o fato de avaliar 

a infecção em diversos tecidos (pele de orelha, pele de cauda, fígado, baço e 

medula óssea), como realizado em nosso estudo, aumenta a chance de 

encontro do DNA do parasito, que não se distribui de forma homogênea pelo 

corpo do hospedeiro. 

Em estudos recentes, o seqüenciamento de fragmentos de DNA obtidos 

pela amplificação de diferentes genes alvo tem sido realizado e utilizado junto 

com o alinhamento das seqüências obtidas como uma forma de identificar a 

espécie de Leishmania envolvida na infecção (Parvizi & Ready 2008; Parvizi et 

al., 2008; Medeiros et al., 2008). 

Mesmo já tendo sido sugerido por van Eys et al. (1992) a possibilidade 

do uso do seqüenciamento deste produto amplificado para identificar a espécie 

de Leishmania, é a primeira vez que isto é realizado em amostras clínicas de 

cães e pequenos mamíferos, o que possibilitou a identificação dos parasitos 

somente até o nível de Complexo devido a ausência de diferenças entre as 

seqüências de indivíduos do mesmo complexo. 

No trabalho de Schallig et al. (2007), a identificação da espécie de 

Leishmania parasitando gambás do gênero Didelphis, foi realizada pela análise 

do perfil de restrição do produto amplificado gerado pelas enzimas Rsa I e Cfo I 

e entre as cinco amostras positivas pela PCR duas foram caracterizadas como 

pertencentes ao complexo L. braziliensis e uma como pertencente ao complexo 

L. donovani, permanecendo as outras duas amostras sem identificação. Esta 

mesma proporção foi observada em nossos resultados, para 15 amostras 

identificadas 10 foram incluídas no complexo L. braziliensis e cinco no 

complexo L. donovani, permanecendo seis sem identificação. As análises 

realizadas no presente estudo sugerem que a partir do momento que se obtém 

o produto amplificado a identificação da espécie de Leishmania por 

seqüenciamento é mais eficaz do que a análise do perfil de restrição, como 

pode ser observado nas tabelas 9 e 10. 
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Em amostras de DNA de sangue de cães foi possível realizar a 

identificação de 60 (96,7%) entre os 62 positivos pela LnPCR sendo 25 (41,7%) 

identificados como pertencentes ao complexo L. braziliensis, 33 (55%) como 

pertencentes ao complexo L. donovani e 2 (3,6%) como complexo L. mexicana. 

Estes resultados configuram um sucesso na identificação semelhante ao 

encontrado por Quaresma et al. (2009) que identificou a espécie de Leishmania 

em 91,5% das amostras.Entretanto, existe variação as espécies encontradas e 

quanto a proporção que no trabalho de Quaresma et al. (2009) 98,9% das 

amostras foram identificadas como infectadas por L. infantum (complexo L. 

donovani) enquanto em apenas 1,1% das amostras foi identificada como L. 

braziliensis. Tratam-se de animais da mesma área coletados em períodos 

diferentes, o que pode sugerir que nesta área houve uma mudança quanto à 

presença, distribuição e predomínio das espécies de Leishmania encontradas 

nestes hospedeiros.  

Um problema encontrado freqüentemente na amplificação de 

seqüências do gene-alvo é o aparecimento de bandas inespecíficas. Este 

produto é causado geralmente pelo anelamento equivocado de um ou ambos 

os iniciadores da seqüência molde. Estes produtos alternativos freqüentemente 

dominam os produtos de reação e são presumivelmente devido ao fato de que 

produtos mais curtos têm mais facilidade para amplificar durante os ciclos da 

reação. Este problema é agravado, pelo número crescente de ciclos e, 

portanto, é mais provável de ocorrer quando o alvo modelo está presente 

apenas em pequenas quantidades (Don et al., 1991).  

 Ajustes na concentração de MgCl2 ou aumento da temperatura de 

anelamento da PCR podem resolver este problema presumindo que as 

interações espúrias são suficientemente menos estáveis do que as específicas 

devido a esses graus de incompatibilidade entre as seqüências (Don et al., 

1991). Estes ajustes podem levar a uma variação da especificidade e 

sensibilidade da técnica. Tais determinações empíricas apesar de demoradas, 

são necessárias para que os experimentos sejam realizados em condições 

otimizadas, e isto foi realizado neste trabalho para a padronização das PCRs e 

RTQ PCR. 
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Durante a padronização da RTQ-PCR dirigida ao kDNA de Leishmania, 

diferentes concentrações de MgCl2 foram testadas, variando de 1,0 mM a 5,0 

mM, e a concentração ótima estabelecida foi a de 2,5 mM 

 Visando ainda uma otimização na sensibilidade e especificidade da 

RTQ-PCR, foram testados vários programas, variando o número de ciclos bem 

como a temperatura de anelamento. 

Don et al. (1991), aproveitando a natureza exponencial das reações de 

PCR, sugerem começar acima, da temperatura de anelamento esperado e 

seguir diminuindo esta temperatura gradativamente ao longo dos ciclos até 

atingir aquela temperatura esperada, o que favorece a amplificação apenas do 

alvo desejado. Em nossos experimentos de RTQ-PCR, a temperatura de 

anelamento da reação diminui 1oC a cada dois ciclos de 70 oC a um 

'touchdown' de 65 oC, ocorrendo nos primeiros 10 ciclos, permanecendo em 65 

oC nos ciclos restantes. Qualquer diferença entre a Tm corretas e incorretas 

dará uma vantagem de 2 vezes por ciclo, ou 4 vezes por oC, para o produto 

correto. Portanto, uma diferença de 5 oC daria uma vantagem de 45 (1024) 

vezes. 

Segundo Alves (2008), a PCR em tempo real mostrou-se mais sensível 

que a imunoistoquímica na quantificação do parasitismo tecidual permitindo a 

diferenciação da intensidade desse parasitismo entre cães apresentando 

formas polares da leishmaniose visceral canina, embora estas duas técnicas 

tenham apresentado correlação positiva em todos os órgãos com exceção do 

fígado.  

Além da alta sensibilidade da técnica de RTQ-PCR, os resultados aqui 

apresentados, confirmam a possibilidade da identificação da espécie de 

Leishmania através da análise das curvas de dissociação do DNA, como já 

havia sido descrito por Nicolas et al., (2002), Schulz et al., (2003) e Monbrison 

et al., (2007) para diferenciação de espécies do velho e do novo mundo. Isto 

faz da RTQ-PCR uma ferramenta ideal para ser usada em estudos de 

epidemiologia molecular de Leishmania, uma vez que com uma única técnica 

seria possível detectar, identificar e quantificar a carga de parasitos presentes 

na infecção em diferentes tecidos de diferentes hospediros, com alta 

sensibilidade e especificidade e menor risco de contaminação. 



DISCUSSÃO 

 111

A velocidade do seqüenciamento de genomas tem sido incrivelmente 

rápida, gerando um conjunto de informações que variam desde genomas 

simples tais como o de bactérias até os de organismos superiores (Shendure e 

Ji, 2008), como o genoma humano. Apesar disso, vários genomas ainda estão 

em processo de seqüenciamento, enquanto outros podem não ter suas 

seqüências reveladas tão cedo, devido à relevância para áreas específicas da 

pesquisa científica. 

 Por outro lado, algumas seqüências específicas de DNA, de genes 

altamente conservados entre grupos de espécies já foram bastante estudadas, 

tais como beta-globina, citocromo b, beta-actina, IRBP e estão disponíveis, 

mesmo se os genomas não tenham sido inteiramente seqüenciados.  

Esta informação pode então ser explorada para o desenho de pares de 

iniciadores “universais" capazes de amplificar uma seqüência de DNA similar 

entre várias espécies. Baseado nisso, foi verificada, no GenBank, a 

disponibilidade de várias seqüências de DNA altamente conservadas entre as 

espécies de mamíferos encontrados na área de estudo. Esta pesquisa 

objetivou o desenvolvimento de um protocolo capaz de avaliar a qualidade do 

DNA nas amostras de tecidos de diferentes espécies de mamíferos incluídos 

nos estudos realizados em nosso laboratório, uma vez que os diagnósticos 

baseados em PCR requerem DNA de boa qualidade, não fragmentado ou 

purificado (Grutzmacher et al., 2006), sem a presença de inibidores da reação 

(Holden et al. 2003).  

A obtenção de seqüências de DNA a partir desses dados, bem como a 

realização de alinhamentos múltiplos da seqüência, como neste estudo, 

permitem uma seleção mais precisa dos alvos a serem explorados por técnicas 

moleculares como a PCR. 

Portanto, foi desenvolvido um protocolo alternativo de PCR para a 

amplificação de um gene altamente conservado cujas informações sobre as 

seqüências de nucleotídeos estão disponíveis para uma grande variedade de 

espécies de mamíferos, entre elas, todas as encontradas por nosso grupo, em 

diferentes áreas endêmicas em que realizamos trabalhos.  

Esta é uma ferramenta importante para pré-avaliar a qualidade do DNA 

nas amostras que podem ter seu DNA potencialmente degradado durante os 
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procedimentos de extração/armazenamento ou a sua eficiência afetada pelos 

inibidores presentes nos extratos de tecidos. Usando condições de PCR 

padrão já estabelecidas em estudos que usam beta-actina e beta-globina para 

a avaliação do DNA (du Breuil et al., 1993; Tohgi et al., 1998; Greer et al. 1991; 

19 Quaresma et al. 2009), a eficiência de amplificação com a utilização de 

iniciadores para IRBP, beta-actina e beta-globina, foi comparada em amostras 

de DNA de tecidos provenientes de vários mamíferos que podem estar 

naturalmente infectados ou não por Leishmania, ou outros agentes 

patogênicos. 

A PCR específica para o gene IRBP, aqui introduzida, provou ser um 

protocolo valioso como um passo inicial para aumentar a confiança sobre a 

qualidade do DNA obtido a partir de tecidos potencialmente infectados por 

Leishmania. Embora estejamos atualmente dirigindo esforços para melhorar a 

amplificação de IRBP por PCR em amostras de pele, obtivemos um tremendo 

avanço em relação as amostras de outros tecidos onde os resultados tinham 

sido previamente diagnosticados como negativos, devido à baixa eficiência de 

amplificação com os iniciadores de  beta-actina ou beta-globina utilizados. 

Diante disto, pode ser sugerido que o problema em relação às amostras de 

pele esteja mais relacionado ao processo de extração do DNA do que com a 

própria PCR. O pior desempenho observado, quando da utilização das reações 

dirigidas à beta-actina ou à beta-globina, pode ser atribuído ao desenho dos 

iniciadores. Existe um déficit de seqüências de nucleotídeos para estes genes 

no banco de dados, para diversas das espécies de mamíferos encontradas na 

área de estudo o que provavelmente dificultou a formulação de iniciadores mais 

eficientes. 

Uma vantagem de usar o protocolo de PCR para amplificação do IRBP 

comparado a outros alvos, tais como beta-actina, beta-globina ou citocromo b é 

que, além da grande quantidade de informação da seqüência de nucleotídeos 

nas bases de dados, IRBP é exclusivo para os vertebrados (Pepperberg et al., 

1993). Tecnicamente, a alta eficiência da PCR IRBP nos dá um alto grau de 

confiança quando um resultado negativo para Leishmania foi baseado em 

PCR, afastando a possibilidade de resultados falso-negativos. Importantes 

fatores adicionais devem ser considerados, tais como: 1) ausência de DNA do 
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parasito em amostras de tecido, 2) a presença de inibidores nas preparações 

de DNA, ou 3) a má qualidade do DNA (algum grau de degradação) nas 

amostras de tecido testadas. 

A seqüência do gene IRBP tem sido amplamente utilizada em estudos 

de filogenia de mamíferos (DeBry e Sagel, 2001; Harada et al., 1995; Poux e 

Douzery, 2004; Stanhope et al., 1996; Weksler, 2003) e como uma 

conseqüência, parte da seqüência do gene é conhecido em muitas espécies, 

atingindo mais de seiscentas (Nickerson et al., 2006). A análise da variabilidade 

entre as seqüências de diferentes espécies poderia ser uma ferramenta útil na 

sua identificação, especialmente para as espécies cuja análise morfológica, por 

si só dificulta uma identificação segura. Em nosso estudo utilizamos a análise 

do seqüenciamento do amplicon de IRBP de uma amostra de tecido o que nos 

permitiu a identificação definitiva de um Necromys lasiurus, que tinha sido 

erroneamente identificado como Akodon, devido às semelhanças morfológicas 

dos dois gêneros. 

A transmissão dos parasitos do gênero Leishmania envolve uma ampla 

gama de hospedeiros mamíferos, potenciais reservatórios naturais. O 

flebotomíneo Lu. longipalpis, que tem apresentado grande capacidade de 

adaptação a ambientes urbanizados, alimenta-se do sangue de uma variedade 

de animais domésticos e silvestres, incluindo vários mamíferos nas áreas 

urbanas e periurbanas, assim transmitindo Leishmania infantum, agente 

etiológico da leishmaniose visceral americana. A identificação desses 

reservatórios naturais de Leishmania, próximos a áreas urbanas, teria 

implicações importantes para uma melhor compreensão do ciclo de vida 

complexo do parasito (Haouas et al. 2007, Sant'Anna et al. , 2008). 

 Estes fatos abrem a perspectiva de utilização da PCR IRBP também em 

estudos de identificação de fonte alimentar em flebotomíneos ou outros 

artrópodes hematófagos envolvidos na transmissão de patógenos, uma vez 

que este procedimento possibilita a identificação de diferentes espécies de 

mamíferos através da análise do produto amplificado e seqüenciado. Estas 

informações contribuiriam para o conhecimento dos diferentes cenários eco-

epidemiológicos das leishmanioses, sendo estes aspectos de grande valia para 

o estabelecimento de estratégias eficientes de controle. 
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O caráter único, não-degenerado e conservado dos iniciadores de IRBP 

utilizados neste estudo pôde ser comprovado experimentalmente.  

Inicialmente pensado para ser uma etapa de pré-avaliação da qualidade 

do DNA nas amostras de tecido utilizadas em diferentes estudos, este 

protocolo ultrapassou as expectativas de sua aplicação. Ele irá contribuir 

significativamente para melhorar a confiança em diagnósticos baseados na 

PCR de animais infectados com Leishmania ou outros agentes patogênicos, 

permitindo a sua extensão a estudos filogenéticos e moleculares de 

hospedeiros de Leishmania ou outros patógenos. 
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6 Conclusões  
 
Os resultados obtidos com este estudo associados aos conhecimentos sobre a 

epidemiologia das leishmanioses na Regional Nordeste do município de 

Belo Horizonte nos permitem tirar as seguintes conclusões: 

 

1. Foi confirmado o papel do cão como um importante reservatório de L. 

infantum.  

2. Considerando o alto índice de cães infectados por Leishmania do 

complexo L. braziliensis com expressivo número de parasitos no sangue 

periférico, é importante levar em conta esta questão no momento da 

avaliação das medidas de controle da LVC. 

3. Os roedores das espécies Mus musculus, Rattus rattus, R. novergicus, 

Necromys lasiurus, Cerradomys subflavus e marsupiais das espécies 

Didelphis albiventris e D. aurita são hospedeiros de espécies de 

Leishmania dos complexos L. braziliensis e L. donovani. 

4. Existe a possibilidade da participação de pequenos mamíferos como 

fonte de infecção para os vetores inserindo-os como elementos ativos no 

ciclo de transmissão de Leishmania sp. 

5. A pele de cauda é o tecido mais apropriado para a pesquisa de 

Leishmania em pequenos mamíferos (roedores e marsupiais). 

6. No diagnóstico molecular da infecção por Leishmania em pequenos 

mamíferos a utilização de um número maior de amostras de diferentes 

tecidos aumenta a possibilidade de detecção do parasito. 

7. A LnPCR seguida de sequenciamento foi mais eficiente na identificação 

das espécies de Leishmania do que a PCR-RFLP utilizando como alvo o 

kDNA. 

8. A RTQ-PCR mostrou-se uma ferramenta eficiente na detecção, 

identificação e quantificação de Leishmania em amostras de pequenos 

mamíferos e cães. 

9. A detecção da infecção por diferentes espécies de Leishmania em cães 

e pequenos mamíferos comprova a ocorrência de ciclos de transmissão 

ativos e simultâneos na área estudada. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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