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Essência 

 

Com o tempo, os conceitos mudam... 

os sonhos mudam... 

os planos mudam... 

a vida muda... 

Mas não se mudam princípios e valores... 

Mudei e continuo igual... 

Assim é o ser humano: tão coerente em suas 

contradições... 

        Desconhecido 



 

 

 

RESUMO 

As leishmanioses são doenças zoonóticas que apresentam duas formas de acometimento: a 

tegumentar e a visceral. São transmitidas pela picada de flebotomíneo (Diptera; Psychodidae). O 

parasita causador da doença é a Leishmania (Kinetoplastida; Trypanossomatidae), um 

protozoário que apresenta características peculiares como único flagelo, um subcitoesqueleto de 

microtúbulos e um cinetoplasto relativamente pequeno com DNA condensado, capaz de infectar 

animais vertebrados e invertebrados. Esse estudo teve como objetivo a identificação por PCR dos 

protozoários do gênero Leishmania presentes em amostras de conteúdo intestinal de 

flebotomíneos capturados em Serra dos Carajás e Santarém, Pará. As capturas de flebotomíneos 

com armadilhas tipo CDC luminosas e Shannon foram feitas pelo IEC em quatro áreas de Serra 

dos Carajás e uma em Santarém totalizando dez amostras para análise por PCR, cinco amostras 

de Santarém e cinco amostras de Serra dos Carajás. Após extração do DNA e realização da 

técnica da PCR, o produto da PCR foi aplicado em gel de agarose a 1,5 % em tampão TBE e as 

bandas foram visualizadas em transluminador UV. Quatro amostras isoladas de flebotomíneos de 

Santarém, Psychodopygus hirsutus hirsutus, Psychodopygus welcomei/ complexus, 

Psychodopygus davisi e Psychodopygus whitmani foram caracterizados como Leishmania do 

subgênero Viannia.Uma amostra de Santarém isolada do flebotomíneo Psychodopygus gomezi e 

cinco amostras de Serra dos Carajás isoladas dos flebotomíneos Psychodopygus hirsutus hirsutus, 

Lutzomyia brachypyga, Lutzomyia richardwardi, Lutzomyia umbratilis não foram caracterizadas. 

Os resultados da região de Santarém demonstraram que os flebotomíneos que se encontravam 

infectados por protozoários do gênero Leishmania do subgênero Viannia já apresentavam 

registros de infecção por este flagelado em estudos anteriores. Já em Serra dos Carajás os 

resultados evidenciaram que não foi possível identificar os parasitos contidos no tubo intestinal 

do flebotomíneo, somente foi possível afirmar que não são parasitos do gênero Leishmania.  

Esses dados reforçam a relevância de se manter um programa de vigilância entomológica nos 

flebotomíneos em Santarém e Serra de Carajás. Serão necessários novos estudos complementares 

para maior conhecimento das amostras não identificadas. 
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ABSTRACT 

 

The leishmaniasis are zoonotic disease that present two forms of involvement:  the cutaneous and 

visceral forms. Both transmitted by the bite of sandfly (Diptera; Psychodidae). The disease is 

caused by infection with Leishmania (Kinetoplastid; Trypanossomatidae), a protozoan that has 

particular characteristics as single flagellum, sub cytoskeleton of microtubules and a relatively 

small kinetoplast DNA condensed be able to infect vertebrates and invertebrates. This study 

aimed to identify by PCR protozoa of the genus Leishmania present in samples of intestinal 

contents of sandflies captured in Santarém and Serra dos Carajás, Pará State. The sandflies 

captures with CDC light traps and Shannon were made by IEC in four areas of the Serra dos 

Carajás and one in Santarém, total of ten samples for PCR analysis, five samples from Santarém 

and five samples from Serra dos Carajás. After DNA extraction and PCR technique, the PCR 

product was loaded in 1,5% agarose gel in TBE buffer and bands were observed in UV 

transluminator. Four samples isolated from sandflies captured from Santarém, Psychodopygus 

hirsutus hirsutus, Psychodopygus welcomei/complexus, Psychodopygus davisi and 

Psychodopygus whitmani were characterized as Leishmania subgenus Viannia. One sample of 

Santarém isolated from sandfly Psychodopygus gomezi and five samples of Serra dos Carajás 

isolated from sandflies Psychodopygus hirsutus hirsutus, Lutzomyia brachypyga, Lutzomyia 

richardwardi, Lutzomyia umbratilis have not been characterized. The results of the Santarém 

region showed that sandflies which were infected by protozoa Leishmania subgenus Viannia had 

already been recorded in infection by this flagellate in previous studies. The Serra dos Carajás 

results evidenced that it was not possible to identify the parasites contained in the intestinal tube 

of the phlebotomine it was only possible to affirm that they are not parasites of the genus 

Leishmania. These data reinforce the importance of maintaining a program of entomological 

surveillance in sandflies in Santarém and Serra dos Carajás. Further studies will be needed for 

greater knowledge of the unidentified samples. 
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 1 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses são doenças negligenciáveis que acometem a população em nível 

mundial estando amplamente distribuídas, atingindo principalmente as regiões tropicais e 

subtropicais, constituindo um complexo problema de saúde pública (DESJEUX, 2004; WHO, 

2009). 

De acordo com a OMS, o controle da disseminação da doença abrange a adoção de 

várias medidas. Em 2007, a resolução WHA 60.13 aprovada pela WHO, recomendou que os 

países mais afetados pelas leishmanioses intuíssem programas nacionais de prevenção, 

detecção e controle incluindo a criação de sistemas de vigilância, compilação e análises de 

dados que permitam avaliar a incidência real da doença (WHO, 2011). 

No Brasil, muitos estudos foram realizados seguindo o que foi preconizado pela OMS. 

No entanto, foi na esfera da detecção de parasitos que vários trabalhos se destacaram, porém a 

maioria abordando o aspecto de detecção de leishmaniose em animais vertebrados.  

Observando a necessidade de mais estudos relacionados à infecção e detecção do 

agente causador da doença em animais invertebrados, mais especificamente em 

flebotomíneos, tem-se empregado métodos de biologia molecular para detectar e refletir a 

situação real de infecções causadas por várias espécies de Leishmania nesses insetos. 

Assim, a identificação das espécies de Leishmania circulantes pode auxiliar na 

descrição de um perfil de distribuição geográfica das espécies, além de um perfil de 

transmissão das leishmanioses, contribuindo para o diagnóstico etiológico e o conhecimento 

da epidemiologia da doença (GRIMALDI et al., 1989). 
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Dessa forma, considerando as informações supracitadas, foi realizado um estudo em 

Serra dos Carajás e Santarém, municípios do Estado do Pará, para caracterizar parasitas do 

gênero Leishmania em flebotomíneos dessas duas áreas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 16 

2 JUSTIFICATIVA 

A identificação de Leishmania em flebotomíneos da fauna de Serra dos Carajás e 

Santarém no Estado do Pará é um parâmetro importante para a composição do cenário atual 

desse protozoário nas duas regiões.  

 A região de Serra dos Carajás é uma área que já apresenta histórico de infecção em 

flebotomíneos por Leishmania desde a década de 70, onde foram evidenciados através de 

estudos realizados pelo IEC, infecção por Leishmania Viannia braziliensis no díptero 

Psychodopygus wellcomei. Quarenta anos após os primeiros registros de infecção, torna-se 

necessário examinar novas espécies de flebotomíneos, com a finalidade de verificar a 

presença de infecção por parasitos do gênero Leishmania subgênero Viannia em 

flebotomíneos nessa região.  

Quanto a Santarém, estudos preliminares realizado pelo Programa de Leishmanioses 

do IEC demonstraram a existência de várias espécies de parasitos do gênero Leishmania 

acometendo seres humanos nessa região. Além disso, o crescente aumento na última década 

nos dados epidemiológicos das leishmanioses nesta localidade despertou interesses no 

Programa de Leishmanioses do IEC para instituir um estudo sobre infecção por Leishmania 

em flebotomíneos da região.  

Por essa razão, parte das amostras isoladas de ambas as localidades foram analisadas 

por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), com o intuito de esclarecer se há presença de 

parasitos do gênero Leishmania subgênero Viannia infectando diferentes flebotomíneos. 
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3. OBJETIVOS  

3.1 GERAL: 

 - Identificar por método molecular os protozoários do gênero Leishmania presentes em 

amostras de conteúdo intestinal de flebotomíneos capturados em Serra dos Carajás e 

Santarém, Pará. 

 

3.2 ESPECÍFICO:  

 - Caracterizar as amostras de Leishmania sp. isoladas em cultura, em nível de 

Subgêneros, por meio da Reação em Cadeia da Polimerase com o uso de iniciadores que 

amplificam o gene de miniexon, S1629 e S1630.  

 - Correlacionar os subgêneros de Leishmania identificados com as espécies de 

flebotomíneos capturadas, com os dados literários. 
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

4.1 GÊNERO LEISHMANIA 

Os parasitos do gênero Leishmania são definidos como seres digenéticos que 

apresentam duas fases distintas em seu ciclo de vida: fase promastigota representada por 

flagelados móveis que vivem no interior do trato digestivo dos vetores flebotomíneos, e fase 

amastigota que não possui flagelo livre e que ocupa os macrófagos do hospedeiro vertebrado 

(CUPOLILLO et al, 2000; CASTRO et al, 2002; GONTIJO & CARVALHO, 2003). 

Este parasito transmite as leishmanioses que são doenças ocasionadas por transmissão 

vetorial, infecciosa e que apresenta evolução crônica. Essas enfermidades podem apresentar-

se de duas formas distintas: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose 

Visceral (LV) (MAGILL, 1995; GONTIJO & CARVALHO, 2003; GRAMICCIA& 

GRADONI, 2005). 

4.1.1 Epidemiologia das Leishmanioses 

As leishmanioses possuem uma importância distinta no cenário da epidemiologia 

tropical e o conhecimento aprimorado dos vetores transmissores dessa doença pode 

representar significativos avanços nas pesquisas do processo de transmissão da Leishmania ao 

homem, uma vez que são descritas mais de 800 espécies de insetos e estima-se que 81 são 

capazes de transmitir estes parasitas (KILLICK-KENDRICK, 1990).  

Estima-se que a leishmaniose (tegumentar e visceral) em dias atuais deva apresentar 

uma prevalência de 12 milhões de casos no mundo, sendo que 350 milhões de pessoas estão 

expostas ao risco de contrair a doença, com uma suscetibilidade em 88 países e uma 

incidência de 1-1.5 milhões de novos casos por ano de leishmaniose cutânea (WHO, 2009). 
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Essa realidade não é muito distante da brasileira em que dados mostram que no 

período de 1985 a 2005 registrou-se uma média anual de 28.568 casos autóctones de 

leishmaniose tegumentar com um coeficiente de detecção médio de 18,5 casos por 100.000 

habitantes. Ao longo desse período observou-se uma tendência ao crescimento, registrando os 

coeficientes mais elevados nos anos de 1994/1995, quando atingiram níveis de 22,83 e 22,94 

casos por 100.000 habitantes (BRASIL, 2007).  

Segundo Ministério da Saúde (MS), no início da década de 80 foi registrado casos em 

19 unidades federadas, já no ano de 2003, o cenário alterou demonstrando registros em todas 

as unidades federadas. A região Norte vem contribuindo com o maior número de casos 

registrados no período (cerca de 36,0% do total de casos), com os coeficientes médios mais 

elevados também (85,4 casos/100.000 habitantes), seguida das regiões nordeste (43,5 

casos/100.000 habitantes) e Centro-oeste (37,5 casos/100.000 habitantes) (BRASIL, 2009).  

Dados recentes na epidemiologia da doença mostram que no período entre 2000 a 

2009 foram registrados 260.573 casos de LTA no Brasil (tabela 1).  Houve registros de 

distribuição em todas as Unidades Federadas e a região Norte em 2009 representa 8272 

registros de casos, seguida pelas regiões Nordeste com 6910 casos, Centro-Oeste com 4492 

casos, Sudeste com 1605 casos e a região Sul com 464 registros, perfazendo um total 21824 

casos nesse período. (SINAN/SVS/MS, 2010). 
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Tabela 1. Casos de LTA no Brasil no período de 2000 a 2009. 

UF  2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 

Rondônia 1421 1563 1812 1980 2181 1668 1204 971 941 1035 

Acre 903 717 1076 1385 1532 1356 1124 913 972 906 

Amazonas 1744 2153 2130 3816 2212 1957 1554 2219 1778 1439 

Roraima 352 454 451 303 160 280 285 340 350 441 

Pará 5565 2521 3741 4862 5324 4345 3554 4305 3623 3347 

Amapá 592 52 377 555 1162 580 595 667 629 513 

Tocantins 563 647 620 607 554 493 517 475 387 591 

Maranhão 4488 5658 4364 3777 3072 3395 2174 2335 1661 1624 

Piauí 95 164 151 126 117 257 152 108 73 104 

Ceará 3043 2543 2123 1329 2054 1977 1006 935 700 993 

Rio Grande do Norte 11 8 5 8 13 10 7 6 6 56 

Paraíba 177 50 68 56 74 68 46 60 53 109 

Pernambuco 1149 518 556 558 719 337 413 446 388 501 

Alagoas 258 88 80 97 65 57 33 111 89 77 

Sergipe 58 93 61 16 7 11 6 4 10 11 

Bahia 3799 2027 1965 2018 1732 2000 2332 1920 3023 3435 

Minas Gerais 1874 1116 1610 1767 1507 1802 1855 1322 1123 1021 

Espírito Santo 548 351 209 234 146 193 241 109 76 100 

Rio de Janeiro 250 169 289 226 209 317 283 119 55 92 

São Paulo 266 476 786 1025 678 497 489 348 338 392 

Paraná 850 553 909 886 579 444 409 438 533 409 

Santa Catarina 1 10 14 28 17 84 158 67 87 45 

Rio Grande do Sul 2 5 20 18 11 13 6 9 10 10 

Mato Grosso do Sul 158 372 301 235 192 139 116 99 118 105 

Mato Grosso 3921 3816 4067 4189 3752 3639 3181 2715 2521 3900 

Goiás 525 411 441 500 458 578 505 246 351 460 

Distrito Federal 1 30 30 56 58 32 50 35 15 27 

Ignorada 1106 71 105 157 142 155 102 85 82 81 

Total 33720 26636 28361 30814 28737 26685 22397 21407 19992 21824 

Fonte: SINAN/SVS/MS atualizado em 10/08/2010. 

O Estado do Pará nos últimos anos tem apresentado dados mais alarmantes em 

leishmaniose, fato este comprovado pelos números do Ministério da Saúde que registrou em 
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2009, a incidência de leishmaniose tegumentar de 53 casos/100 mil habitantes 

(SINAN/SVS/MS, 2010).  

Segundo o Departamento de Controle de Endemias da Secretaria de Estado de Saúde 

Pública (Sespa), no Pará em 2005, foram notificados 4.400 casos de leishmaniose tegumentar, 

3.844, em 2006, 4566, em 2007 e em 2008, 3729 casos. É importante frisar que os maiores 

registros de leishmaniose tegumentar foi no município de Santarém, fato comprovado pelos 

dados dos anos de 2002, 2003, 2004 e 2005 que apresentaram respectivamente 383, 273, 283 

e 156 casos, sendo o ápice apresentado no ano de 2002 (PARÁ, 2009). 

4.1.2 Etiologia da doença  

Quanto à etiologia da doença admite-se que é causada por várias espécies de 

protozoários da ordem Kinetoplastida (VICKKERMAN,1976), Família Trypanosomatidae 

(GROBBEN,1905) pertencente ao gênero Leishmania (ROSS,1903) sendo agrupadas devido 

suas semelhanças nas características morfológicas (SIMPSON et al, 2002). 

A leishmaniose humana é ocasionada por pelo menos 14 espécies de protozoários 

capazes de manifestar a LTA (LAINSON & SHAW, 1998).  No Brasil, destas espécies 

descritas, pelo menos sete são encontradas causando patogenicidade ao homem (SILVEIRA, 

2002).  

As espécies de Leishmania que transmitem leishmaniose estão representadas pela 

forma tegumentar que é promovida principalmente pela L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis 

e L. (L.) amazonensis e, mais raramente, pela L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e a 

L(V) lindenbergi além da forma visceral que é ocasionada pela L. (L.) infantum chagasi. Cada 

espécie tem suas características próprias relativas às manifestações clínicas, a vetores, 
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reservatórios e padrões epidemiológicos, à distribuição geográfica e a conduta a resposta 

terapêutica (VALE & FURTADO, 2005). 

4.1.3 Classificação dos parasitos e distribuição geográfica  

De acordo com características peculiares as diversas espécies de Leishmania, como o 

perfil de desenvolvimento deste flagelado no trato digestivo do vetor, os autores Lainson e 

Shaw (1987) apresentaram uma subdivisão do gênero Leishmania em dois subgêneros: 

Leishmania e Viannia com o objetivo de classificar melhor este parasito.  

Assim, observaram que quando a espécie de Leishmania se desenvolve na região 

anterior, média e posterior do trato intestinal do inseto, região peripilária, é dita como 

pertencente ao sub-gênero Viannia. De mesmo modo, quando a espécie se desenvolve na 

região anterior e média do intestino, região suprapilária, é dita como pertencente ao subgênero 

Leishmania.   

Baseado nesses critérios, as espécies de Leishmania foram divididas em dois grupos: 

velho mundo (espécies que agrupam o subgênero Leishmania) e novo mundo (espécies que 

agrupam o subgênero Viannia). É importante fazer essa diferenciação uma vez que as 

espécies do novo mundo estão associada com a doença mais grave e mais prolongada 

(BAILEY & LOCKWOOD, 2007). 

Com respeito à distribuição geográfica das espécies de Leishmania percebe-se que 

existe uma ampla distribuição (BRASIL, 2007), a citar: 

 Leishmania (Viannia) braziliensis que ocorre no Brasil, Paraguai, Argentina, Bolívia, 

Venezuela, Guatemala, Nicarágua, Panamá e Honduras (VALE & FURTADO, 2005) é 

transmitida por muitos vetores, destacando-se Lutzomyia wellcomei, Lutzomyia carrerai 
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carrerai, Lutzomyia intermedia (s.l.), Lutzomyia whitmani, Lutzomyia migonei, Lutzomyia 

pessoai e Lutzomyia umbratilis. 

 Leishmania (Viannia) guyanensis com distribuição na região Norte, no Suriname, 

Guiana, Guiana Francesa e Colômbia. Causa frequentemente lesões cutâneas múltiplas em 

pessoas que frequentam as florestas, e é transmitida pelos vetores Lutzomyia umbratilis, 

Lutzomyia whitmani e Lutzomyia anduzei (VALE & FURTADO, 2005). 

Leishmania (Viannia) lainsoni tem distribuição mais concentrada no Estado do Pará, 

podendo ser encontrada também em outros estados como Rondônia e Acre, foi isolada em 

animais silvestres (Agouti paca), sendo transmitida por Lutzomyia ubiquitalis (SILVEIRA, 

1991; BRASIL, 2007). 

Leishmania (Viannia) naiffi foi isolada de animal silvestre (tatu) na Amazônia, 

apresentando-se em evidência no estado do Pará, onde foram registrados casos da infecção 

humana sendo responsáveis pela transmissão vetorial: L. whitmani L. ayrozai, L. paraensis e 

L. squamiventris (BRASIl, 2007). Pode também ser encontrada na região do Equador, na área 

amazônica transmitida por L. tortura e ainda região da Guiana Francesa (KATO et al, 2008). 

Leishmania (Viannia) shawi foi isolada de animais silvestres (macacos, preguiças, 

quatis) na Amazônia apresentando registros em humanos no Estado do Pará, sendo 

transmitida por L. whitmani (BRASIl, 2007). Há também registros da circulação dessa espécie 

na Zona da Mata em Pernambuco (BRITO et al, 2009). 

Leishmania (Viannia) lindenberg foi isolada de infecções em soldados em treinamento 

em área de reserva florestal no Pará. Não existe relatos de infecções em animais ou 

flebotomíneos. A provável espécie vetora é Lutzomyia antunesi (SILVEIRA, 2002; BRASIL, 

2007). 
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 Leishmania (Leishmania) amazonensis tem distribuição ampla, principalmente nas 

florestas tropicais da região Amazônica. Ocorre no Brasil, Colombia, Paraguai, Bolívia, 

Guiana Francesa. No Brasil, tem sido registrada também nas regiões Norte, Nordeste e 

Centro-Oeste sendo transmitida principalmente por Lutzomyia flaviscutellata mas também há 

registros do Lutzomyia olmeca como vetor e tem um importante papel como agente causador 

da Leishmaniose Anérgica Cutânea Difusa (BASANO & CAMARGO, 2004). 

4.1.4 Ciclo Biológico, Manifestações clínicas, Diagnóstico, Tratamento  

O ciclo inicia-se quando o flebotomíneo pica o hospedeiro vertebrado infectado 

ingerindo assim a forma amastigota contida no tecido do hospedeiro vertebrado. No intestino 

do vetor, as células se rompem e as formas amastigotas liberadas se diferenciam em formas 

promastigotas, as quais serão transmitidas para um hospedeiro mamífero não infectado. 

Durante um novo repasto sangüíneo, a fêmea infectada inoculará as formas promastigotas, 

juntamente com a sua saliva, dentro da pele do hospedeiro vertebrado. No hospedeiro 

vertebrado, essas formas infectarão rapidamente células do sistema fagocítico (principalmente 

macrófagos), diferenciando-se em formas desprovidas de flagelo conhecidas como 

amastigotas (CHANG et al, 1990; ROMÃO et al, 2007). Essas formas amastigotas 

sobrevivem e se replicam por divisão binária no ambiente ácido do fagolisossomo. À medida 

que as formas amastigotas se multiplicam, as células infectadas são lisadas e as amastigotas 

são liberadas para parasitar novas células (ROMÃO et al, 2007) (Figura 1).  
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      Figura 1 - Ciclo biológico da Leishmania.   

(1)Flebotomíneo; (2) Formas promastigotas presentes no intestino do flebotomíneo; (3) homem 

infectado pelas formas promastigotas; (4) macrófagos passível de infecção; (5) macrófagos infectados 

pela forma amastigota; (6) divisão binária da amastigota; (7) sucessivas divisões até rompimento do- 

macrófago; (8) formas amastigotas caem em corrente sanguínea; (9) novo flebotomíneo faz hematofagia 

no homem (10) Hematofagia do flebotomíneo em mamíferos ou roedores.  

De acordo com as manifestações clínicas, a virulência da espécie e do grau de 

suscetibilidade do hospedeiro as leishmanioses podem ser classificadas em três grupos 

importantes: leishmaniose cutânea (LC), leishmaniose muco cutânea (LMC), leishmaniose 

visceral (PEDROSA & ROCHA, 2004; CORRÊA et al, 2005; GIL et al, 2008).  

No entanto, para que ocorra o desenvolvimento de manifestações, existem alguns 

fatores importantes para que a infecção pela Leishmania obtenha êxito, são eles: a) os eventos 

responsáveis pelo estabelecimento da infecção, representado pela interação macrófago-

Leishmania ou a interação Leishmania-neutrófilo-saliva do vetor-macrófago; b) os eventos 

responsáveis pelo resultado da infecção representado pela interação Leishmania-Células 

Dendríticas e a interação das Células de Langerhans e linfócitos T (SILVEIRA et al, 2009). 

No homem, quando as manifestações clínicas se instalam, abrangem desde formas 

inaparentes, lesões discretas de pele que podem evoluir espontaneamente para cura, 

ulcerações múltiplas, lesões de mucosas, até formas com tendência às metástases e recidivas, 

Ciclo Biológico  

Heteroxênico 

Macrófago 

 

(1)  (2) (3) (4) 

(5) 

(6) 

(7) (8) (9) 

(10) 
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de curso lento e tratamento difícil, com a presença de seqüelas desfigurantes, destrutivas e 

incapacitantes (RAZIERA et al, 2005; SANGIONI et al, 2007). Podendo ser classificadas em: 

Leishmaniose Cutânea: apresenta lesões cutâneas ulcerosas ou não, únicas ou 

múltiplas, porém limitadas. As lesões apresentam bordas elevadas e centro papuloso e úmido, 

podendo apresentar-se de forma irregular com lesões vegetativas ou verrugosas ou de borda 

regular (Figura 2). Dependendo do agente etiológico pode ocorrer cura espontânea e o 

paciente pode ou não responder ao tratamento. Podem evoluir para forma mucosa em 3 a 5 % 

dos casos. 

  
   Figura 2 - Lesão de leishmaniose cutânea de bordas regulares.  

Fonte: http//:www.coderp.com.br 

 Leishmaniose Mucosa: as lesões na maioria das vezes apresentam-se secundárias as 

lesões cutâneas, porém podem se manifestar concomitante a lesão. Após terem cicatrizado a 

lesão cutânea podem levar meses a anos para se manifestar. Podem comprometer a cavidade 

nasal, faríngea, laríngea e a cavidade oral (figura 3) e geralmente não respondem bem ao 

tratamento tornando-se uma forma difícil de tratar. 
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Figura. 3- Lesão de Leishmaniose mucosa localizada na cavidade oral em palato e lábios.  

 Fonte: http//:www.i32.tinypic.com/b6ztb5  

 Leishmaniose Cutânea Anérgica Difusa: Caracteriza-se pelo aparecimento de 

múltiplas lesões papulares e de aparência acneiforme, que acometem vários partes do corpo, 

envolvendo, com frequência, a face e o tronco (Figura 4). É uma forma muito rara, apresenta 

nódulos e lesões infiltradas de maneira difusa pelo tegumento, em pacientes anérgicos a 

antígenos de leishmania (GUIMARÃES et al, 2005).  

 
Figura 4 - Leishmaniose cutânea difusa evidenciada em face. 

Fonte: http//www.who.int/leishmaniasis 

 Leishmaniose visceral: É uma doença febril de curso prolongado, caracterizada por 

palidez, emagrecimento, aumento do volume abdominal, hepatoesplenomegalia e edema 

(Figura 5). Observam-se ainda outras manifestações clínicas como tosse, diarréia, icterícia e 

sangramentos que dificultam o diagnóstico diferencial com outras doenças, retardando sua 
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identificação, e levando quase sempre o paciente à morte quando não tratada (WHO, 1982; 

PEDROSA & ROCHA, 2004). 

 
Figura 5- Caso de Leishmaniose visceral evidenciando hepatoesplenomegalia.  
Fonte: http//www.vet.uga.edu/vpp/nsep/brazil2002/leishmania 

Para o diagnóstico de LTA é essencial a coleta de dados clínicos e epidemiológicos 

além da confirmação por meio de diferentes métodos laboratoriais. Dentre estes, são 

utilizados, com desempenhos variáveis, a reação intradérmica de Montenegro (IRM), a 

pesquisa de Leishmania em material de biópsia de pele ou mucosa e a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (FERREIRA et al, 2006). 

Em se tratando da LV, nos casos humanos o diagnóstico é rotineiramente realizado 

com base em parâmetros clínicos e epidemiológicos. Diferentes técnicas podem ser utilizadas 

para o diagnóstico. Muitos avanços têm ocorrido nos últimos anos, mas no que concerne o 

grande número de testes disponíveis para o diagnóstico (como fixação do complemento, 

imunofluorescência indireta, teste de aglutinação direta, Elisa, dot-Elisa e técnicas de biologia 

molecular como a reação em cadeia da polimerase) nenhum apresenta 100% de sensibilidade 

e especificidade (GONTIJO& MELO, 2004), então o diagnóstico mais concreto baseia-se no 
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encontro do parasita em tecido de medula óssea, baço, fígado, ou linfonodo (QUEIROZ et al, 

2004). 

Quanto ao tratamento é interessante frisar que as intervenções terapêuticas e 

imunológicas podem afetar diretamente o resultado de infecções por Leishmania. Uma 

variedade de agentes terapêuticos pode atuar para abrandar ou tratar os sintomas da 

leishmaniose, reduzindo a carga parasitária, alterando a antígenos de Leishmania expostos ao 

sistema imune, por conseqüência alterando a cascata de citocinas e afetando diretamente a 

resposta imune (EHRENFREUND-KLEINMAN, 2005). 

Sabe-se que parte dos casos de leishmaniose tegumentar (independentemente da 

espécie do parasito responsável) pode curar espontaneamente dentro de 3-18 meses, bem 

como a determinação do período da droga para verificar eficácia são diferentes daquelas 

apresentadas para LV. Um curso de três semanas do antimonial geralmente é o tratamento 

mais comum, especialmente em pacientes com desfigurações ou recidivas de leishmaniose 

cutânea ou mucocutânea, sendo que, para mucocutânea o tratamento pode se estender até 30 

dias (HERWALDT, 1999; DAVIES et al, 2003). 

A droga de primeira escolha é o antimonial pentavalente, que foi padronizado pela 

OMS na dose entre 10 a 20mg/Sb
+5

/Kg/dia (Sb
+5

 significando antimônio pentavalente), por 20 

a 30 dias para lesões de pele e até 40 dias para LV. Há drogas alternativas como 

stibugluconato de pentamidina e anfotericina B, utilizadas nas formas rebeldes ao tratamento 

convencional. Vale enfatizar que, mesmo com o tratamento adequado, a ocorrência de 

recidivas e/ou comprometimento mucoso é freqüente, sendo de 2% nos casos tratados e cerca 

de 10% nos casos não tratados (BASANO & CAMARGO, 2004; BRASIL, 2007).  

4.1.5 Caracterização do parasito 
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A caracterização de Leishmania é realizada por vários métodos a citar a biologia 

molecular, bioquímica e imunologia, o que configura novas perspectivas na taxonomia deste 

protozoário.  

Os métodos que passaram a ser empregados incluem principalmente o estudo do 

desenvolvimento dos promastigotas no intestino do flebotomíneo, o estudo morfométrico das 

formas amastigotas e promastigotas à microscopia eletrônica, a mobilidade eletroforética de 

isoenzimas, a determinação da densidade flutuante do DNA do núcleo e do cinetoplasto, a 

análise de produtos de digestão do DNA por enzimas de restrição, a caracterização de 

antígenos específicos de membrana externa pelos anticorpos monoclonais, as técnicas de 

hibridização do DNA/RNA e a análise do DNA do cinetoplasto por meio da técnica de 

amplificação pela Reação em Cadeia da Polimerase (VALE & FURTADO, 2005). 
 

4.2 FLEBOTOMÍNEOS 

Os flebotomíneos (ordem: Díptera, família: Psychodidae, Sub-Família: 

Phlebotominae,) são insetos transmissores de várias zoonoses como as bartoneloses 

(BIRTLES, 2001), fleboviroses (TESH, 1988) e determinadas flavivíroses, orbiviroses e 

vesiculoviroses (COMER & TESH, 1991; ASHFORD, 2001).  

Estes dípteros podem causar problemas de saúde para o homem e animais domésticos 

tornando-se de importância para área médica em pelo menos 80 países (ALEXANDER & 

MAROLI, 2003). 

Em condições naturais, muitos microrganismos podem ser encontrados albergados em 

flebotomíneos incluindo bactérias, protozoários, gregarinos, fungos e nematódeos (SOARES 

& TURCO, 2003). Porém, para distinguir que tipo de infecção pode ocorrer em um díptero, é 

necessário fazer a identificação do parasita. 
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4.2.1 Taxonomia do flebotomíneo 

Analisando os critérios taxonômicos de flebotomíneos, Young e Duncan (1994) 

propuseram uma classificação nos dípteros da família Phlebotominae baseada na classificação 

feita por Lewis em 1977, sendo feitas algumas adaptações. Assim, descreveram a existência 

de três gêneros responsáveis pela transmissão de leishmaniose no Novo Mundo, sendo o 

gênero Lutzomyia, Brumptomyia e Varileya, além de mais três gêneros responsáveis pela 

transmissão da leishmaniose no Velho Mundo, descritos por Phlebotomus, Sergentomyia e 

Chinius. 

  No entanto, Galati (2003) considerando que essa classificação necessitava ser 

complementada sugeriu modificações nesta taxonomia incluindo mais recentemente o gênero 

Psychodopygus no universo dos vetores responsáveis pela transmissão no Novo Mundo, com 

o objetivo de especificar melhor os gêneros para aperfeiçoar a compreensão da genealogia 

desses dípteros (RANGEL & LAINSON, 2009). 

4.2.2 Características do flebotomíneo 

Em relação às características do flebotomíneo, observa-se que é um díptero que 

geralmente não ultrapassa 0,5 cm de comprimento, tendo pernas longas e delgadas, e o corpo 

densamente piloso. Têm como característica o vôo curto e saltitante e a manutenção das asas 

eretas, mesmo em repouso, diferente de outros dípteros (MARZOCHI et al.,1999; BASANO 

& CAMARGO, 2004). 

É popularmente conhecido como mosquito palha, asa dura, asa branca, tatuquira, 

birigui, cangalha, cangalhinha, ligeirinho, péla-égua, arrupiado, sendo responsável pela 

transmissão dos parasitos aos hospedeiros (BASANO & CAMARGO, 2004). 
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Em se tratando dos hábitos alimentares, somente a fêmea executa a hematofagia no 

animal vertebrado ou invertebrado, com o objetivo de fazer a postura de seus ovos. A 

alimentação pode ser feita durante o dia, porém é mais frequentemente vista durante o período 

noturno (GOMES et al., 1989; GALATI et al, 1999). 

4.2.3 Aspectos relacionados à transmissão 

Considerando o número de espécies relacionadas ao processo de transmissão, observa-

se que no velho mundo há registros de aproximadamente 40 espécies do vetor Phlebotomus, 

envolvidas na transmissão da leishmaniose, enquanto que no Novo Mundo, são consideradas 

em torno de 30 espécies do vetor Lutzomyia envolvidas na transmissão da leishmaniose nas 

Américas (ALEXANDER & MAROLI, 2003).  

O gênero Lutzomyia ainda apresenta 350 espécies catalogadas desde o sul do Canadá 

até o norte da Argentina, sendo que destas, pelo menos 200 ocorrem na bacia amazônica, 

estando inclusas as espécies suspeitas da transmissão da leishmaniose (BASANO & 

CAMARGO, 2004). 

Para se afirmar que um flebotomíneo é vetor de um tipo de leishmaniose há 

necessidade de se basear em evidências sobre alimentação, transmissão entre homem, 

reservatórios silvestres e também na manutenção da infecção pelo parasita após repasto 

sangüíneo infectante. Além disso, outros fatores também precisam ser apontados como: a) 

proposição de uma distribuição similar do inseto e do parasita; b) formulação da conclusão do 

ciclo de vida do parasita no flebotomíneo; c) composição das evidências de transmissão por 

picada de inseto. Contudo, nem sempre é possível provar sua participação como vetor, e 

assim, considera-se como vetor suspeito a espécie que albergue a infecção natural (KILLICK 

& KENDRICK, 1999; ROTUREAU, 2006; ODORIZZI & GALATI, 2007).  
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Dessa forma, o reconhecimento do inseto, representa uma característica relevante para 

entomologia médica, principalmente nas regiões consideradas endêmicas para leishmaniose, 

pois através dessa identificação pode ser demonstrado como ocorre o processo de transmissão 

feito pelo flebotomíneo, ou ainda descrever o papel de um possível vetor de leishmaniose. 

(OLIVEIRA-PEREIRA et al, 2006).  

 

4.3 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

É uma técnica descrita por Kary Mullis na década de 80 a qual tem como essência a 

reprodução de milhares de cópias de DNA in vitro catalisada pela enzima Taq polimerase que 

se mantém estável depois de repetidas exposições a 94ºC (ROSELINO, 2008). 

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, o PCR possibilitou a 

identificação de material genético de Leishmania, mesmo em quantidades mínimas como 50 

fentograma (fg) de DNA do parasita, facilitando a investigação da infecção de flebotomíneos 

que antes era feita através da dissecação do inseto e observação direta do parasita, o que 

consumia tempo e requeria grande habilidade técnica, principalmente no que concerne ao 

tamanho reduzido dos insetos (OLIVEIRA-PEREIRA et al, 2006). 

A utilização dessa metodologia tem sido realizada para diagnóstico de leishmaniose 

(MICHALSKY, 2002) como também na identificação de reservatórios animais, detectando 

parasitas independentemente do local, estágio, abundância e transmissibilidade do mesmo 

(OLIVEIRA-PEREIRA et al, 2006).  

DISCH et al (2004) demonstrou através de seu estudo feito em amostras de medula 

óssea, baço, linfonodo e sangue periférico que o diagnóstico de LV através da técnica de 
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reação de cadeia de polimerase (PCR), constituiu avanço importante, haja vista sua 

sensibilidade em sangue periférico apresentar-se em torno de 94%, e a especificidade 100%. 

Porém, o estudo de revisão de literatura realizado por Davies et al (2003), demonstrou que a 

sensibilidade diagnóstica do PCR é muito boa quando comparada a outros métodos como 

esfregaço (51%), cultura (47%) e o exame histopatológico (35%), registrando uma  precisão 

diagnóstica de 88%, além disso, ainda afirmou que a sensibilidade do PCR aumenta quando 

os produtos amplificados são hibridizados, com sondas de DNA que permitam a identificação 

do subgênero ou espécie de Leishmania. Fato comprovado por Aviles e cols, quando 

utilizaram a técnica do PCR combinada com southern blotting, tendo a sensibilidade deste 

método aumentado para 93%, quando comparada à PCR (83%) utilizada isoladamente. 

Para Kato et al (2007) a PCR apresenta boa sensibilidade e especificidade na 

amplificação de DNA e detecção de protozoários do gênero Leishmania e do gênero 

Endotrypanum, permitindo inclusive se estabelecer um método de detecção em larga escala de 

flebotomíneos infectados por estes protozoários.  

Dessa forma, a técnica de amplificação de DNA por PCR que apresenta maior 

sensibilidade ou especificidade para o gênero Leishmania é a que alcança a sequência alvo no 

DNA do cinetoplasto do parasito, reconhecidas por primers universais específicos, se 

tornando a mais valiosa ferramenta para realização da análise e detecção de gênero ou até 

espécies (SCHALLIG & OSKAM, 2002; PAIVA et al, 2007). 

Como demonstração de sua utilidade clínica oferece vantagens por ser altamente 

sensível e específico, e ainda, por ser mais rápido do que os métodos atualmente disponíveis 

para LTA, a saber, os testes sorológicos, o teste de Montenegro e exame microscópico da 

biópsia da lesão. Pode detectar tanto o DNA como o RNA do parasita em diagnóstico de 
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material humano, canino ou em flebotomíneos. (OLIVEIRA et al, 2003;  JUNIOR et al, 

2009). 

Porém como toda técnica apresenta algumas limitações como à necessidade do uso de 

solventes tóxicos como fenol e clorofórmio, além de ser um método caro (kits comerciais 

baseados em silício) para realização da técnica pode consumir tempo considerável e restringe-

se a nível laboratorial (MEDINA-ACOSTA & CROSS, 1993; ROTUREAU, GEGO & 

BERNARD, 2005). Em se tratando do DNA da amostra, tem-se ainda a necessidade do 

conhecimento da sequência a amplificar, pois somente assim é possível sintetizar primers 

específicos para identificação do tripanossomatídeo em questão. Além disso, por se tratar de 

um método muito sensível, pode ocorrer contaminação de DNA estranho na amostra, por isso, 

é interessante que se tenha áreas separadas para preparação da mistura do PCR, inclusão do 

DNA das amostras e área de amplificação e detecção da pesquisa. E ainda para tornar o teste 

mais seguro é apropriado incluir controles positivos e negativos nas análises a fim de 

confirmar sensibilidade e especificidade do experimento (SCHALLIG & OSKAM, 2002). 

Quanto à realização do diagnóstico de leishmaniose em zona rural, constitui uma 

barreira muito grande devido à dificuldade em confirma-se os casos positivos somente pelo 

diagnóstico clínico, sendo então necessária a implementação da técnica de PCR, para auxiliar 

os profissionais de saúde na confirmação de casos, atrelando o diagnóstico clínico da 

patologia ao laboratorial. (AMPUERO et al, 2009). 

Novas Abordagens utilizando a PCR tendem a ser promissoras para flagelados 

tripanossomatídeos. Particularmente à definição de marcadores conhecidos seriam necessários 

para identificar de forma fidedigna a espécie do protozoário em questão. No entanto, ainda 

não é possível devido aos dados limitados de marcadores (DÁVILA & LUKES, 2003).  



 36 

Como exemplo, tem-se o gênero Endotrypanum, que por ser difícil de distinguir por 

morfologia do gênero Leishmania, se faz necessário a adoção de medidas que otimizem a 

diferenciação desses parasitos, com isso, é notável a presença das técnicas moleculares para 

auxiliar nesse processo. No entanto, para que as mesmas esbocem resultados satisfatórios, é 

essencial a presença de marcadores mais precisos para o gênero Endotrypanum, o que 

representaria um avanço significativo a metodologia de identificação molecular.  (GREIG et 

al, 1989, LOPES et al, 1990, FERNANDES et al, 1993, FRANCO et al, 1997). 

A PCR está sendo aplicada em identificação de culturas de parasitas, onde vem sendo 

considerada por alguns autores como padrão-ouro devido sua alta especificidade, no entanto, 

mesmo que seja bastante específica, ainda apresenta baixa sensibilidade, o que conduz a mais 

pesquisas nesse sentido para definição de padrões-ouro, onde o que mais se aproxima é a 

associação clínica ao diagnóstico molecular e laboratorial (AMPUERO et al, 2009). 

Os estudos de epidemiologia molecular das doenças infecciosas tiveram um 

importante progresso graças às técnicas moleculares de identificação e esse avanço 

significativo da biologia molecular propiciou o desenvolvimento de novos métodos de 

determinação de tipagem genômica utilizando técnicas variadas complementares a PCR 

tradicional.   (FERÁNDEZ-CUENCA, 2004; CAVALCANTI et al, 2008). 

Com isso, a PCR permitiu a detecção de amplificação em tempo real e está se 

difundindo rapidamente em termos clínicos, principalmente no que concerne ao contexto de 

diagnóstico personalizado (MONIS & GIGLIO, 2006). Nesse sentido, a PCR cada vez mais 

vem sendo utilizado para o diagnóstico de protozoários parasitas de interesse médico, 

demonstrando sua aplicação clínica além das leishmanioses, para a detecção amebas 

(BLESSMANN et al, 2002), doença de Chagas (FREITAS et al, 2005; MIYAMOTO et al, 

2007), toxoplasmose (BASTIEN, 2002; COSTA et al, 2008) entre outros. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 Trata-se de um estudo biológico descritivo onde foram estudadas 10 amostras de 

protozoários tripanossomatídeos isolados do conteúdo intestinal de flebotomíneos 

provenientes dos municípios de Serra dos Carajás e Santarém capturados pelo Programa de 

Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas (IEC) setor de entomologia, através do método 

de PCR. 

5.1 CAPTURA DOS FLEBOTOMÍNEOS 

Em uma etapa prévia as análises moleculares, foram capturados exemplares de 

flebotomíneos pelo programa de leishmanioses do IEC, seção de entomologia chefiada pelo 

pesquisador Dr. Adelson Souza (o qual são feitos agradecimentos in memoriam por cerder-

nos gentilmente as amostras do estudo) em dois municípios diferentes: Serra dos Carajás e 

Santarém (Figura 6), sendo utilizado para coleta armadilhas de luz: uma do tipo CDC armada 

em dois locais, a 1 metro do solo e entre 15 a 20 metros da copa, ligadas as 18:00 hs as 6:00 

hs. E a outra armadilha do tipo SHANNON, armada em nível do solo, ligada das 18:00 as 

20:00 hs. 
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      Figura 6- Mapa do Estado do Pará, com as delimitações das cidades de Carajás e Santarém. 

      Fonte : Google Earth  

 

 

5.2 LOCAIS DE COLETA  

5.2.1 Serra dos Carajás 

A região de Serra dos Carajás faz parte da região Norte do território nacional, situa-se 

a Sudeste do Estado do Pará, no município de Parauapebas que compreende uma área 

territorial de 7.008 km
2
. Apresenta as coordenadas 5º 35' 6º 00' latitude Sul e 50º 24' 51º 06' 

longitude Oeste (IBGE, 2010; SOUZA, 2010). Para a captura de flebotomíneos foram 

estudadas em Serra dos Carajás as seguintes áreas: Aréa de Proteção Ambiental do Gelado 

(APA do gelado) (Figura 7), Mina do Manganês Azul (Figura 8), Parque Zoobotânico de 

Quarentena (Figura 9) e Tapirapé-Aquirí (Figura 10).    
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     Figura 7. APA do Gelado  
     Fonte : Google Earth 

 

 

 
 Figura 8: Mina do Manganês Azul 
 Fonte: Google Earth 

S 05° 56’ 02.7’’ W 50° 12’ 25.6’’ 

APA do Gelado 

S 6° 06’ 35,98’’ W 50° 17’ 59,98’ 

Mina do Manganês Azul 
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      Figura 9- Parque Zoobotânico da Quarentena 

          Fonte : Google Earth 

         
        Figura 10- Reserva indígena Tapirapé-Aquirí 

        Fonte: Google Earth 

 

S 06° 03’ 31.1’’ W 50° 03’ 48.1’’ 

Parque Zoobotânico da Quarentena 

 

S 05° 47' 08.5" W 50º 31' 47.9'' 

Tapirapé-Aquirí 
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5.2.2 Santarém 

A região de Santarém também faz parte da região Norte do território nacional, situa-se 

no estado do Pará, estando a aproximadamente, 710 quilômetros de Belém. Compreende uma 

área territorial de 22.887km
2
. Pertence à Mesorregião do Baixo Amazonas e à Microrregião 

Santarém. A sede municipal apresenta as seguintes coordenadas geográficas: 02º 25’30” 

Latitude Sul e 54º 42’50” Longitude Oeste (JACINTO et al, 2007). E para a captura de 

flebotomíneos estudou-se a região de Belterra (Figura 11).  

 
    Figura11. Flora de Belterra 

                  Fonte: Google Earth 

 

5.3 IDENTIFICAÇÃO DO FLEBOTOMÍNEO 

O setor de entomologia do Programa de leishmanioses do IEC após a captura efetuou a 

identificação do flebotomíneo, iniciando pela separação do díptero de acordo com sexo, 

através do método de triagem com o auxílio de uma lupa, visualizando a morfologia externa 

da genitália do macho, com a finalidade de separação e identificação das fêmeas segundo 

Young e Duncan. 

S 02° 41' 53,86" W 54º  53' 17.94'' 
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5.4 ISOLAMENTO DO PARASITO 

  Quando se visualizou parasitas flagelados no momento da observação microscópica, o 

conteúdo do aparelho digestivo foi triturado e inoculado em hamster e meio de cultura NNN 

(APÊNDICE I) para efetivação do isolamento do parasita. 

Em seguida, as amostras de parasitas isoladas foram mantidas no criobranco do IEC 

para posterior análise bioquímica e molecular. 

5.5 SELEÇÃO DE AMOSTRAS PARA O ESTUDO  

As amostras presentes no criobanco do IEC foram selecionadas conforme o quadro 1. 

Quadro1. Amostras selecionadas para o estudo. 

Amostra Data de captura Flebotomíneo capturado Município 

M20906 23/04/2002 Psychodopygus hirsutus hirsutus Santarém 

M21902 10/05/2003 Psychodopygus welcomei / complexus Santarém 

M21903 11/05/2003 Psychodopygus davisi Santarém 

M22340 28/10/2003 Lutzomyia gomezi Santarém 

M22341 28/10/2003 Lutzomyia whitmani Santarém 

M24013 19/03/2006 Psychodopygus hirsutus hirsutus Serra dos Carajás 

M24014 20/03/2006 Psychodopygus hirsutus hirsutus Serra dos Carajás 

M24015 20/03/2006 Lutzomyia brachypyga Serra dos Carajás 

M24016 22/03/2006 Lutzomyia richardwardi Serra dos Carajás 

M24019 27/03/2006 Lutzomyia umbratilis Serra dos Carajás 

As amostras foram retiradas do criobanco e cultivadas em meio de cultura NNN 

modificado Difco B45 e após atingirem a fase estacionária foram lavadas em solução salina 

fosfatada e glicose (PSG) (APÊNDICE II) por duas vezes sob centrifugação a 3500 xg por 10 

minutos a 4°C, para obtenção de DNA. 
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5.6 CEPAS-REFERÊNCIA 

Para identificação de amostra do estudo foram utilizadas cepas-referência de 

Leishmania da OMS (boletim da OMS- The leishmaniasis Tecnical Report séries 701, 1984) 

(Quadro 2) e cepas de Endotrypanum sp e outros Trypanossoma como T. rangeli, T. cruzi 

além da espécie Crithidia fasciculata mantidas no criobanco do Programa de leishmaniose do 

IEC. 

Quadro 2. Cepas-referência de Leishmania.  

Espécies de Leishmania Cepas-Referência 

Leishmania (V.) guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 

Leishmania (V.) lainsoni MHOM/BR/1881/M6426 

Leishmania (V.) naiffi MDAS/BR/1979/M5533 

Leishmania (V.) shawi MCEB/BR/1984/M8408 

Leishmania (L.) amazonensis IFLA/BR/1968/PH8 

Fonte: Laboratório do Programa de leishmanioses do IEC 

 

Quadro 3. Amostra de tripanossomatideos, Endotrypanum e Crithidia. 

Espécies  Número das amostras 

Trypanossoma cruzi 21890 

Trypanossoma cruzi 21891 

Trypanossoma cruzi 21892 

Trypanossoma rangeli 21893 

Endotrypanum shaudini 11602 

Crithidia flaviscutelata 11120 

Fonte: Laboratório do Programa de leishmanioses do IEC 
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5.7 PROCEDIMENTO PARA PCR 

5.7.1 Extração de DNA  

 A extração de DNA foi realizada através de um kit comercial GenomicPrep
TM

 blood 

DNA isolation da Amersham Biosciences, código 27-5236-01. Para execução da técnica, 

seguiu-se um protocolo que consiste de quatro etapas, descritas a seguir: 

 a) Processo de Lise Celular:  

Para esse processo foi necessário adicionar 600 L de solução de lise do kit aos 

extratos de DNA e homogeneizar para efetivação da lise celular. Quando houve presença de 

grupos de células visíveis após a mistura, foi necessário incubação a 37ºC por 10 minutos em 

estufa bacteriológica (Deo Leo). 

b) Tratamento com a RNase  

Adicionou-se 3 L de RNase A no lisado de células, para em seguida verter a mistura 

do tubo vinte e cinco vezes e incubar a 37ºC por 30 minutos. 

Após o resfriamento da amostra para a temperatura ambiente foi adicionado 200 L de 

solução de precipitação do kit no complexo células lisadas-RNase. Agitou-se por 20 segundos 

no agitador eletrônico (Vortex). Submeteu-se a uma centrifugação (HT centrifugue) de 14000 

rpm por 3 minutos.  

c) Precipitação de Proteínas 

  Retirou-se o sobrenadante contendo o DNA para outro tubo, adicionando-se 600 L de 

isopropanol. Em seguida, verteu-se novamente o tubo cinqüenta vezes submetendo a 

centrifugação de 14000 rpm por 1 minuto. 
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Após a centrifugação, desprezou-se o sobrenadante e secou-se o tubo com papel 

absorvente limpo. Foi Adicionado 600 L de etanol a 70% e mais uma vez o tubo foi 

invertido por 25 vezes para lavar os aglomerados de DNA e sofrer nova centrifugação a 

14000 rpm por 1 minuto. O etanol foi retirado totalmente do tubo e em seguida a amostra foi 

seca por 15 minutos. 

 d) Hidratação do DNA 

Foi adicionado 50 L de solução de hidratação de DNA e colocou-se em banho-maria 

a 65ºC por 1 hora. 

 Armazenou-se o material a -20ºC em freezer até o momento do uso. 

5.7.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 As amostras foram testadas com os seguintes pares de iniciadores para a 

amplificação in vitro do DNA de Leishmania: 

5.3.2.1 Marcadores do Miniexon: 

a) Subgênero Viannia e Leishmania 

 S1629 (5’- GGG AAT TCA ATA WAG TAC AGA AAC TG- 3’) 

 S1630 (5’- GGG AAG CTT CTG TAC TWT ATT GGT A - 3’) 

 Para os marcadores S1629 e S1630, a PCR foi realizada em um volume total de 10 μL 

contendo dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) a 1,25 mM; MgCl2 a 50 mM, solução tampão 

de PCR em uma concentração de 10x;  DMSO; oligonucleotídeos sintéticos 200 ηg/μL; Taq 

DNA polimerase a 5U/μL;  DNA da amostra; água destilada estéril até o volume final de 
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10μL. Os marcadores utilizados amplificam aproximadamente 400pb do gene de Miniexon 

das espécies de Leishmania viscerotrópicas e 250 pb para o subgênero Viannia e 350 pb para 

a Leishmania (L.) amazonensis (FERNANDES et al, 1994; DEGRAVE et al, 1994). 

 Em termociclador (mastercycler personal) programado, a reação foi incubada a uma 

temperatura inicial de 95°C por 3 min. para a desnaturação do DNA; seguida de 5 ciclos nas 

seguintes temperaturas: 95°C por 1 min., 45°C por 30 segundos e 65°C por 1 min. Em 

seguida, a reação foi levada a uma temperatura de 95°C por um minuto, seguida de 35 ciclos 

nas condições de 95°C por 1 minuto, 50°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Ao final, a 

etapa de extensão foi mantida por 10 minutos a 72°C. 

5.7.3 Eletroforese em gel de agarose 

 O produto de PCR foi aplicado em gel de agarose a 1,5 % em tampão TBE 

(APÊNDICE III) com solução de azul de bromofenol, sendo submetida a 100V e 50 mA por 1 

hora. O fragmento amplificado de DNA foi corado com brometo de etídio a 0,5 μg/mL e as 

bandas foram visualizadas em transluminador UV. As imagens foram capturadas e 

fotodocumentadas. 
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6 RESULTADOS 

 O resultado da amplificação pela PCR das cinco amostras da região de Belterra no 

município de Santarém mostrou um perfil compatível com parasitas do gênero Leishmania do 

subgênero Viannia em 4 das 5 amostras estudadas (20906, 21902, 21903 e 22341), 

amplificando aproximadamente 250 pb, conforme demonstra a  Figura 12. 

 
Figura12. Gel de eletroforese a 1,5% corado com brometo de etídio. Produto da Amplificação do DNA com 

os primers S1629 e S1630. Em 1: 20906; 2:  21902; 3: 21903;  4: 22340; 5: 22341; 6: L. shawi; 7: L. guyanensis; 

8: L. naiffi; 9: L. lainsoni; 10: L. amazonensis; 11: T. rangeli; 12: E. shaudinni; 13:  C. fasciculata; 14: T. cruzi; 

15: T. cruzi; 16: T. cruzi; 17: controle negativo. 

  

 Em contrapartida, não se observou reação positiva similar aos padrões de Leishmania 

nem aos padrões das espécies Endotrypanum shaudinni, Trypanossoma rangeli, Crithidia 

fasciculata e Trypanossoma cruzi na amostra 22340.  

 

Tabela 2- Perfis das reações de PCR das amostras estudadas em Santarém.  

Amostra                             Perfis dos Produtos Amplificados 

 Ls Lg Ln Ll La Tr Es Cf Tc1 Tc2 Tc3 

20906  +                                                                                   + + + - - - - - - - 

21902  +                                                                                   + + + - - - - - - - 

21903  +                                                                                   + + + - - - - - - - 

22340  -                                                                                   - - - - - - - - - - 

22341  +                                                                                   + + + - - - - - - - 

Ls: Leishmania (Viannia) shawi; Lg: Leishmania (Viannia) guianensis; Ln: Leishmania (Viannia) naiffi; Ll: 

Leishmania (Viannia) lansoni; La: Leishmania amazonensis; Tr: Trypanossoma rangeli; Es: Endotrypanum 

shaudinni; Cf: Crithidia fasciculata; Tc1: Trypanossoma cruzi cepa 1; Tc2: Trypanossoma cruzi cepa 2; Tc3: 

Trypanossoma cruzi cepa 3.  

  1      2     3      4      5     6     7      8      9     10    11    12    13   14   15    16    17 

250 pb 
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Os resultados da amplificação pela PCR das cinco amostras da região de Serra dos 

Carajás demonstraram não ser compatível com perfil de Leishmania e nem com outro 

tripanossomatídeo testado (conforme Figura 13). 

 
Figura13. Gel de eletroforese a 1,5% corado com brometo de etídio. Produto da amplificação do DNA com 

os primers S1629 e S1630. Em 1: 24013; 2: 24014; 3: 24015; 4: 24016; 5: 24019; 6: L. shawi; 7: L. guyanensis; 

8: L. naiffi; 9: L. lainsoni; 10: L. amazonensis; 11: T. rangeli; 12: E. shaudinni; 13:  C. fasciculata; 14: T. cruzi; 

15: T. cruzi; 16: T. cruzi; 17: controle negativo. 

 

A tabela 3 indica os resultados da PCR confirmando que não foi verificada reatividade 

comparável aos padrões testados nas amostras.  

 

Tabela 3- Perfis das reações de PCR das amostras estudadas em Serra dos Carajás.  

Amostra Perfis dos Produtos Amplificados 

 Ls Lg Ln Ll La Tr Es Cf Tc1 Tc2 Tc3 

24013  -                                                                                   - - - - - - - - - - 

24014  -                                                                                   - - - - - - - - - - 

24015  -                                                                                  - - - - - - - - - - 

24016  -                                                                                   - - - - - - - - - - 

24019  -                                                                                   - - - - - - - - - - 

Ls: Leishmania (Viannia) shawi; Lg: Leishmania (Viannia) guianensis; Ln: Leishmania (Viannia) naiffi; Ll: 

Leishmania (Viannia) lansoni; La: Leishmania amazonensis; Tr: Trypanossoma rangeli; Es: Endotrypanum 
shaudinni; Cf: Crithidia fasciculata; Tc1: Trypanossoma cruzi cepa 1; Tc2: Trypanossoma cruzi cepa 2; Tc3: 

Trypanossoma cruzi cepa 3. 

 Portanto, esses resultados demonstram que as amostras de Serra dos Carajás não 

apresentaram fragmentos moleculares de DNA compatível com os padrões testados.    

 

  1     2      3      4      5      6      7     8      9     10    11    12   13    14    15    16   17 

250 pb 
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7 DISCUSSÃO 

O estudo da amplificação do DNA pela utilização dos iniciadores S1629 e S1630 

como marcadores específicos para subgêneros Leishmania e Viannia já foram descrito em 

vários trabalhos com sucesso (KATAKURA et al, 1999; IKUTA and ISHIKAWA, 2003). 

Nossos resultados lograram êxito para os marcadores em questão haja vista nossas análises 

conseguirem distinguir o protozoário Leishmania em detrimento dos demais protozoários da 

família Tripanossomatidae. 

7.1 REGIÃO DE BELTERRA EM SANTARÉM 

 As análises de PCR realizadas nas amostras isoladas do tubo intestinal de 

flebotomíneos capturados na região de Belterra em Santarém mostraram que quatro, 20906, 

21902, 21903 e 22341, apresentaram reação positiva, amplificando fragmento de 250 pb de 

DNA do gene de miniexon, similar ao de  Leishmania do subgênero Viannia,.  

Os flebotomíneos que continham esses protozoários em conteúdo intestinal eram 

Psychodopygus hirsutus hirsutus, Psychodopygus wellcomei ou Psychodopygus complexus, 

Psychodopygus davisi e Lutzomyia withmani, respectivamente. Esses insetos têm sido 

descritos como vetores de leishmaniose pertencentes à fauna amazônica há muitos anos 

(FRAHIA et al, 1978; LAINSON, 1981; SOUZA et al 1996; PESSOA et al, 2007).  

A amostra 21902 confirmou a ocorrência de infecção por Leishmania do subgênero 

Viannia no flebotomíneo da espécie Ps. welcomei/complexus. Registros de infecções por 

Leishmania nesses flebotomíneos também foram observados por WARD et al (1973), RYAN 

et al (1987) em Serra dos Carajás e SOUZA et al (1996) em Paragominas. 
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Esses dípteros apresentam características próprias, sendo altamente antropofílicas e 

promovendo hematofagia inclusive em horários diurnos (WARD et al, 1973; RYAN et al, 

1987; READY et al, 1991; RANGEL & LAINSON, 2009). Por essa razão, essas espécies 

deverão ser monitoradas, a fim de que se verifique seu potencial como espécie vetora de 

leishmaniose em Belterra.   

Em relação aos resultados observados na análise da amostra 20906 notou-se a 

presença de Leishmania do subgrupo Viannia no conteúdo intestinal do flebotomíneo Ps. 

davisi.  

Segundo Gil (2003) esta espécie é altamente antropofílica e capaz de completar o ciclo 

biológico, sendo considerado um vetor com potencial zoonótico para leishmaniose 

tegumentar, apresentando destaque no quadro da epidemiologia da doença na região central 

de Rondônia.  

Considerando os resultados analisados na amostra 21903, comprovou-se que também 

estava infectada por parasitos do gênero Leishmania subgênero Viannia. O flebotomíneo que 

albergava este parasita era o Ps. hisurtus hisutus.  

Essa espécie é descrita apresentando menor freqüência de infecção por Leishmania. 

Rangel e cols. (1985) em Além da Paraíba, Minas Gerais e Ryan e cols. (1987) em Serra dos 

Carajás, no Pará, também verificaram a ocorrência de infecção por Leishmania neste 

flebotomíneo. 

Quanto à amostra 22341, constatou-se também ser Leishmania do subgênero Viannia 

albergada no flebotomíneo Lu. whitmani. Este flebotomíneo é um reconhecido agente 

transmissor de Leishmania (V.) shawi na Amazônia e já se discute a possibilidade de ser 

considerado vetor de outras espécies de Leishmania como a L. (V.) braziliensis em diversas 
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regiões. Em grande parte do Brasil Lu. whitmani tem sido considerado como um dos mais 

importantes vetores transmissores de LTA (RANGEL & LANSON, 2003; LOIOLA et al, 

2007). Autores como Queiroz et al (1994) reconhecem essa espécie como transmissora de 

LTA em Baturité, Ceará. Tojal (2003) envolve este flebotomíneo no ciclo de transmissão da 

LTA a humanos no Acre, bem como Oliveira-Pereira e cols. (2006) também admitem essa 

espécie como possível vetora de LTA no município de Buriticupu, Maranhão.  Carvalho e 

cols (2010) confirmam a participação dessa espécie na transmissão da L. (V.) braziliensis no 

Distrito Federal em Brasília além de Shimabukuro e cols. (2010) que afirmam ser essa espécie 

um importante vetor de leishmaniose em São Paulo.  

Salienta-se ainda que este flebotomíneo é um vetor pouco antropofilico, e apresenta 

pouca tendência a invadir casas ou o habitat peridomiciliar (LAINSON et al, 1994; RANGEL 

et al, 1996). Em contraposição a esses achados na região sudeste se mostra antropofílico e em 

ambiente domiciliar (SOUZA et al, 2002). Diante desses contrastes foi sugerido que Lu. 

whitmani poderia ser um complexo de espécies crípticas ou ainda que esse flebotomíneo 

esteja apresentando tolerância elevada para drásticas mudanças ecológicas (COSTA et al, 

2007).  

Em relação à amostra não identificada, a 22340, podemos afirmar que não se trata de 

uma espécie do gênero Leishmania, pois não houve amplificação de DNA comparável com os 

padrões dos dois subgrupos, todavia para perfeita comprovação de que tripanossomatídeo se 

trata, seriam necessárias outras análises complementares. 

 Essa amostra é oriunda do flebotomíneo Lutzomyia gomezi, o qual se destaca que já 

houve registros de infecção por Leishmania (V.) braziliensis na Venezuela (FELICIANGELI 

et al, 1994; RODRIGUEZ et al, 1999) e também no Brasil na região de Serra dos Carajás 

(SOUZA et al, 1996). É uma espécie altamente antropofílica, e tem sido considerada como 
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um dos vetores suspeitos de L. panamensis no Panamá (CHRISTENSEN et al, 1983). E 

embora haja relatos de infecção por Leishmania sp. em espécies de Lu. gomezi no Pará e em 

outras regiões, não foram encontrados registros de infecção na região de Belterra em 

Santarém.   

Assim sendo, as análises das amostras da região de Santarém demonstraram que os 

flebotomíneos que se encontravam infectados por protozoários do gênero Leishmania do 

subgênero Viannia já apresentavam registros de infecção por este flagelado em estudos 

anteriores demonstrando sua importância em várias regiões do país.   

Em estudo realizado por Bacha (2009), detectou-se Leishmania do subgênero Viannia 

em lesões de 47 (51,8%) pacientes oriundos de Santarém e em 39 (42,3%) pacientes de outros 

municípios fora de Santarém. Esses dados reforçam a relevância de se manter um programa 

de vigilância entomológica nos flebotomíneos em Santarém, já que nossos resultados 

demonstraram a presença de Leishmania do subgênero Viannia nos dípteros estudados. 
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7.2 REGIÃO DE SERRA DOS CARAJÁS  

Em relação às amostras de Serra dos Carajás, o estudo realizado pela PCR evidenciou 

que o protozoário contido no conteúdo intestinal dos flebotomíneos capturados não se trata de 

parasitas do gênero Leishmania, e para uma caracterização correta do flagelado isolado serão 

necessárias novas análises com diferentes métodos e marcadores. 

Ressalta-se que os parasitas foram encontrados nos seguintes flebotomíneos: dois 

exemplares de Psychodopygus hirsutus hirsutus, um exemplar de Lutzomyia brachypyga, um 

exemplar de Lutzomyia richardwardi, e um exemplar de Lutzomyia umbratilis. Dentre as 

espécies referidas somente a Lu. umbratilis é considerada vetor de alta antropofilia e que está 

diretamente relacionado à transmissão do L. (V.) guyanensis (RANGEL & LAINSON, 2003). 

Considerando as amostras 24013 e 24014 observou-se que essas amostras foram 

isoladas do díptero Ps. hirsutus hirsutus. É importante frisar que esse flebotomíneo já 

apresentou relatos de infecção por Leishmania sp. em outros estudos (RANGEL et al, 1985; 

RYAN et al, 1987) e que apesar de não ter sido identificado parasitas desse gênero no nosso 

estudo, não está excluída sua relevância ecológica dentro da fauna Amazônica, e 

principalmente dentro da localidade de Serra dos Carajás. 

Com relação aos resultados das amostras 24015 e 24016 percebeu-se que ambas 

apresentaram um perfil de fragmentos de DNA diferentes entre si e dos padrões testados. 

Essas amostras são oriundas dos flebotomíneos L. brachypyga e L. richardwardi, 

respectivamente. Esses flebotomíneos podem apresentar parasitos no interior do seu intestino, 

porém não possuem hábitos antropofílicos. Por isso, atuam como reservatório de protozoários 

não apresentando registros de transmissão ao homem até esta data (RANGEL& LAINSON, 

2003).  Deste modo, mesmo que o flebotomíneo não tenha caráter antropofílico, é interessante 
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fazer a monitorização desses dípteros em Serra dos Carajás, uma vez que podem servir como 

fonte in vivo de várias espécies de flagelados, podendo transmití-las a outros vertebrados.  

Observando-se o resultado da amostra 24019 verificou-se que o fragmento molecular 

amplificado não era compatível com os fragmentos moleculares de Leishmania, bem como 

também era diferente dos fragmentos amplificados pelos outros protozoários. Além disso, 

notou-se muita semelhança aos perfis das amostras 24013 e 24014, embora tenha sido isolada 

de um flebotomíneo diferente, o Lu. umbratilis.  

De acordo com Lainson (2010) o principal vetor transmissor da leishmnaiose 

ocasionada pela Leishmania (Viannia) guyanensis é o Lu. umbratilis. No entanto, só há 

registros da distribuição geográfica de L.(V.) guyanensis ao Norte do rio Amazonas e em 

países vizinhos da Guiana Francesa e Suriname. Apesar de ter sido encontrado este inseto em 

Serra dos Carajás, ainda não existe registros de infecção por protozoários da espécie L. (V.) 

guyanensis nessa região.  

Outro dado fundamental a se mencionar é que a espécie Lu. umbratilis já foi descrita 

sendo parasitado por outra espécie da família Trypanossomatidae em trabalhos anteriores. De 

acordo com Ryan e cols (1987), flagelados não identificados possivelmente Endotrypanum sp 

foram encontrados parasitando este flebotomíneo em Serra dos Carajás no Pará. Rogers e 

cols. (1988) também encontraram resultados semelhantes quando detectaram uma espécie de 

flagelado não-Leishmania parasitando este díptero na cidade de Manaus, Amazonas. 

Esses achados mostram que a espécie Lu. umbratilis é um flebotomíneo importante no 

cenário das infecções ocasionadas por tripanossomatídeos de gêneros diferentes do 

Leishmania. Por esta razão, torna-se interessante a caracterização desses flagelados para 
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maior entendimento do papel desse díptero em relação ao parasita e dentro do nicho ecológico 

em Serra dos Carajás. 

Ao descrever esses exemplares da fauna flebotomínica em Serra dos Carajás, não se 

pode deixar de citar que essa região é reconhecida por sua intensa zona de impacto ambiental 

sofrida pela exploração desordenada de minério.  Na década de oitenta, com a instauração do 

Programa Grande Carajás (PGC) houve políticas de incentivo a exploração mineral, fato que 

ocasionou uma exploração de minérios na Serra dos Carajás e apesar da mesma estar sendo 

feita em área delimitada e organizada pela Companhia Vale do Rio Doce, não houve como 

controlar a migração de pessoas de todas as regiões do país para exploração mineral, como 

conseqüência da não instauração de medidas ordenadas do controle populacional, essa área 

sofreu mudanças drásticas no ambiente natural que passou a ser devastado (KOHLHEPP, 

2002). Isso refletiu também sobre a interação harmônica do ambiente silvestre, onde o homem 

passou a adentrar a mata para explorar o minério causando um desequilíbrio no ambiente 

natural.  

Deste modo, ratifica-se que não foi possível caracterizar as amostras oriundas de Serra 

dos Carajás. Contudo, ressalta-se que o desafio para trabalhos futuros, será detectar que tipo 

de flagelados tripanossomatídeos estão albergados no tubo digestivo dos flebotomíneos 

capturados e se o mesmo é capaz de causar patogenicidade ao homem, além de averiguar a 

relação deste com o meio ambiente.  
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8 CONCLUSÃO 

As amostras oriundas de Belterra isoladas dos flebotomíneos Psychodopygus hirsutus 

hirsutus, Psychodopygus welcomei ou Psychodopygus complexus, Psychodopygus davisi e 

Psychodopygus whitmani, foram caracterizadas como pertencentes ao gênero Leishmania, 

subgênero Viannia. 

A amostra oriunda de Belterra isolada do flebotomíneo Psychodopygus gomezi, não 

pertence ao gênero Leishmania. 

As amostras oriundas de Serra dos Carajás isoladas dos flebotomíneos Psychodopygus 

hirsutus hirsutus, Lutzomyia brachypyga, Lutzomyia richardwardi, Lutzomyia umbratilis, não 

foram caracterizadas, somente demonstraram não pertencer ao gênero Leishmania.   

Para futuras análises, as amostras em questão não identificadas deverão ser testadas 

por outros iniciadores, inerentes a cada espécie tripanossomatídea que se deseje investigar 

pela técnica da PCR.   
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APÊNDICE 

 

I- Meio de cultura NNN modificado 

4% de ágar base (Dífco B45) diluído em água 

12% de sangue de coelho desfibrinado 

400 g/ml gentamicina 

 

II- Solução salina fosfatada e glicose - PSG 

0.023M Na2HPO4 

0.0012 M Na2HPO4 

0.018M NaCl 

0.0055M C6H12O6 

Água destilada q.s.p. 1000 mL                                    

 

Solução de uso para lavagem de parasitos 

20 mL de PSG Estoque 

Água bidestilada qsp 1000 mL               

 

 

III- Tampão TBE   

89 mM Tris-HCl  

89 mM ácido bórico  

2 mM EDTA 

 

Solução Estoque 


