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I- Relatório de Estágio 

 

 

1. Introdução 

O presente relatório refere-se às atividades desenvolvidas durante o estágio 

curricular obrigatório do acadêmico Paulo Vitor Cadina Arantes do Curso de 

Graduação em Medicina Veterinária da Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Câmpus de 

Jaboticabal, conforme as normas estabelecidas pela Comissão de Estágios de 

Graduação (CEGRA) dessa instituição, sob orientação do Professor Dr. Marcos 

Rogério André. 

O estágio foi realizado em duas etapas, sendo a primeira no Laboratório de 

Filogenia e Taxonomia de Tripanossomatídeos do Instituto de Ciências Biomédicas 

(ICB-USP), da Universidade de São Paulo (USP), no período de 05 de setembro à 

28 de outubro de 2022, perfazendo um total de 320 horas, sendo supervisionado 

pela Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira. Posteriormente, o estágio foi 

realizado junto ao Grupo de Estudos em Leishmaniose, pertencente ao Instituo René 

Rachou (Fiocruz Minas), no período de 31 de outubro à 23 de dezembro de 2022, 

perfazendo um total de 320 horas, sob supervisão da Profa. Dra. Paloma Helena 

Fernandes Shimabukuro. Ao total foram realizadas 640 horas de estágio 

supervisionado, por meio do desenvolvimento de atividades relacionadas à biologia 

molecular, bem como detecção de agentes em vetores artrópodes e identificação 

morfológica e molecular de flebotomíneos. 

 

2. Descrição das Entidades de Estágio 

2.1. Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB 

– USP) 

O Instituto de Ciências Biomédicas é organizado em sete departamentos, sendo 

constituído pelo Departamento de Anatomia (BMA), Departamento de Fisiologia e 

Biofísica (BMB), Departamento de Farmacologia (BMF), Departamento de Biologia 

Celular e do Desenvolvimento (BMC), Departamento de Imunologia (BMI), 
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Departamento de Microbiologia (BMM) e Departamento de Parasitologia (BMP). 

Ocupa quatro prédios na Cidade Universitária em São Paulo, e apresenta 

subunidades em Monte Negro (RO) e Acrelândia (AC). O presente estágio curricular 

fora realizado no departamento de Parasitologia localizado na Av. Prof. Lineu 

Prestes, 1374 – Butantã. 

 

2.1.1. Laboratório de Filogenia e Taxonomia de Tripanossomatídeos  

O Laboratório de Filogenia e Taxonomia de Tripanossomatídeos possui como 

responsável a Profa. Dra. Marta Maria Geraldes Teixeira, e apresenta como 

finalidade os estudos filogenéticos, da relação parasita-hospedeiro, epidemiologia, 

molecular e taxonomia de agentes pertencentes à família Trypanosomatidae 

parasitas de insetos, plantas e todas as classes de vertebrados, bem como elucidar 

ciclos de transmissão naturais e detectar a emergência de espécies patogênicas 

para o homem. Além disso, realiza seus estudos baseados na reação em cadeia da 

polimerase (PCR), “fluorescent fragment length barcoding” e sequenciamento. 

2.2. Instituto René Rachou (Fiocruz Minas) 

O Instituto René Rachou surgiu em 1955 com a transferência do Instituto de 

Malariologia do Rio de Janeiro para Belo Horizonte, integrando a estrutura da 

Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). A instituição atua na pesquisa científica, bem 

como no desenvolvimento e inovação em saúde pública. Este objetiva responder aos 

desafios da saúde pública brasileira, de forma que os grupos de pesquisa estudam 

uma ampla gama de doenças, dentre elas: doença de Chagas, leishmaniose, 

esquistossomose e outras helmintoses, dengue, malária, e doenças crônico-

degenerativas. Além disso, atuam em estudos ambientais, na prospecção de 

fármacos e no desenvolvimento de novas vacinas. 

2.2.1. Grupo de Estudos em Leishmaniose 

O prédio do Grupo de Estudos em Leishmaniose está localizado na Av. Augusto 

de Lima, 1715 – Barro Preto. Apresenta como líderes a Dra. Célia Maria Ferreira 

Gontijo e Dr. José Dilermando Andrade Filho e apresenta como objetivo o estudo da 

epidemiologia e diagnóstico das leishmanioses, bem como o estudo da relação 

parasito-hospedeiro e identificação e epidemiologia de seus artrópodes vetores. 
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Além disso, apresenta a Coleção de Flebotomíneos, apresentando exemplares 

provenientes do continente americano, europeu, asiático e africano, cujo objetivo é 

manter exemplares que atestam a riqueza zoológica das diversas regiões, 

estabelecendo a base de informação para todo tipo de análises levando a uma maior 

compreensão sobre a relação epidemiológica dos vetores e reservatórios com seus 

agentes infecciosos. 

 

3. Descrição das Atividades 

Nos itens subsequentes serão descritas todas as atividades desenvolvidas em 

cada laboratório durante todo o período do estágio curricular. 

3.1. Laboratório de Filogenia e Taxonomia de Tripanossomatídeos 

As atividades acompanhadas no laboratório de filogenia e taxonomia de 

tripanossomatídeos consistiram, incialmente, na rotina de pesquisa realizada por 

alunos da Pós-graduação sob orientação da Profa. Dra. Marta Maria Geraldes 

Teixeira. As atividades corresponderam à extração de DNA de espécimes de 

triatomíneos (Hemiptera: Reduviidae) e pools de flebotomíneos (Diptera: 

Psychodidae) coletados anteriormente em ambiente peridomiciliar ou periurbano, e 

ensaios moleculares para detecção de agentes tripanossomatídeos transmitidos por 

estes artrópodes. As técnicas realizadas serão descritas a seguir. 

3.1.1. Extração de DNA 

Foram realizadas extrações de DNA de espécimes de triatomíneos, pools de 

flebotomíneos, sangue, coágulos e tecidos de diversos mamíferos. Este processo é 

baseado na lise dos componentes proteicos e lipídicos das membranas celulares, 

expondo dessa forma o DNA. Em seguida, realizam-se sucessivas lavagens com 

diferentes tampões, com o intuito de retirar todas as sujidades e restos de 

membranas, a fim de se obter o DNA puro e livre de inibidores da PCR. A extração 

de DNA foi baseada no protocolo de extração “in house” (Anexo I). 

3.1.2. Técnicas Moleculares para Detecção de Agentes Transmitidos por 

Artrópodes  
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Os principais agentes estudados pelo laboratório são os tripanossomatídeos 

heteroxênicos Trypanosoma spp., Leishmania spp., Endotrypanum spp. e Porcisia 

spp. que apresentam importância médico e médico veterinária. Para isso, era 

realizada a extração de DNA da amostra em estudo, e então ensaios de PCR para 

genes específicos dos agentes pesquisados. As amostras positivas eram purificadas 

por meio do sistema “Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System” 

(Promega), e sequenciadas pelo método de Sanger. 

3.1.2.1. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A reação em cadeia da polimerase permite amplificar determinado fragmento por 

meio de múltiplos ciclos de desnaturação, hibridização com oligonucleotídeos 

iniciadores e síntese polinucleotídica (extensão), cujo objetivo é identificar 

determinado fragmento de DNA do parasito estudado na amostra de DNA do 

artrópode vetor. Para que ocorra a reação é necessário o preparo do MasterMix em 

que se utiliza a enzima Taq DNA Polymerase, responsável por polimerizar as novas 

fitas de DNA, MgCl2, atuando como cofator da enzima Taq DNA Polymerase, um 

tampão (buffer) responsável por manter o pH do meio, DNTPs (bases nitrogenadas), 

atuando como o substrato da reação, os oligonucleotídeos inciadores, água e o DNA 

extraído. 

A reação ocorrerá em um termociclador, com ciclos térmicos pré-definidos a 

diferentes temperaturas, objetivando a desnaturação do DNA, ocorrendo entre 94-

96°C promovendo o rompimento das ligações de hidrogênio, o anelamento dos 

primers, ocorrendo entre 50-60°C, e a extensão das fitas complementares ocorrendo 

a 72°C. Após estes ciclos teremos a região de interesse amplificada. 

Os ensaios de PCR convencional eram baseados nos genes 18S rDNA, com os 

primers 18S1 (18S-1f e 18S-2r – fluoróforo azul) e 18S3 (18S-3f e 18S-4r – 

fluoróforo verde), e 28S rDNA, com os primers 28S1 (28S-1f e 28S-2r – fluoróforo 

azul) e 28S2 (28S-2f – fluoróforo vermelho, e 28S-3r).  A sequência térmica utilizada 

era: 95°C por 90 segundos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos; 62°C por 

30segundos; 72°C por 60 segundos, e uma extensão final de 72°C por 10 minutos. 
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Tabela 1. Oligonucleotídeos iniciadores nos ensaios de cPCR para tripanossomatídeos (HAMILTON 

et al., 2008). 

Gene Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores (5-3’) Faixa de tamanho do 
Amplímero 

18S rRNA 
(fragmento 

1) 
 

- 18S-1f: ACCGWTTCGGCTTTTGTTGG 
- 18S2r: CGGTCTAAGAATTTCACCTC 

 
159-241 pb 

18S rRNA 
(fragmento 

3) 
 

- 18S-3f: GACCRTTGTAGTCCACACTG 
-18S-4r: CCCCCTGAGACTGTAACCTC 

 
199-241 pb 

28S rRNA 
(fragmento 

1) 
 

- 28S-1f: GAAAGAGAGTGACATAGAAC 
- 28S-2r: TGTTTCAAGACGGGTGGGGGC 

 
259-332 pb 

28S2 rRNA 
(fragmento 

2) 
 

- 28S-2f: CCCCCACCCGTCTTGAAACA 
- 28S-3r: GGGTCCAAACAGGCACACTC 

 
173-218 pb 

3.1.2.1.1. Nested PCR (nPCR) 

Basicamente são ensaios de PCR convencional em que é realizada uma 

segunda reação utilizando o produto amplificado da primeira reação, utilizando 

outros dois primers com sequências diferentes dos utilizados na primeira reação, de 

forma que seja possível a identificação de uma sequência menor dentro da primeira 

sequência avaliada, aumentando a sensibilidade e especificidade da reação.  

Foram realizados ensaios de nPCR baseados na região V7-V8 do gene SSU 

rDNA e do gene gGAPDH, com posterior sequenciamento das amostras positivas. 
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Tabela 2. Descrição dos oligonucleotídeos e ciclos de amplificação para os ensaios de nPCR 

para tripanossomatídeos (VULTÃO, 2017). 

Gene 
 

Sequências dos 
oligonucleotídeos 
iniciadores (5-3’) 

Condições de Amplificação Tamanh
o do 

Amplico
n 

 
 
 
 

SSU r 
DNA 

(V7-V8) 
 
 
 
 

 

1° reação: 
TRY927F 

(GAAACAAGAAACGGAG) 
TRY927R 

(CTACTGGGCAGCTTGGA) 
 

2° reação: 
SSU561R 

(TGGGATAACAAAGGAGCA) 
SSU561R 

(CTGAGACTGTAACCTCAAAG
C) 

 
 
 
 

3 minutos por 94°C; 
30 ciclos de 30s a 94°; 1min a 55°C; 90s a 72°C; 

10 minutos a 72°C. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

561pb 

 
 
 
 

gGAPDH 
 
 
 
 
 

1° reação: 
GAPDHSF 

(GTGGCGGTKGTYGACATGAA
CA) 

GAPDHSR 
(TTGGAGTCRTAGATRGAGCT) 

 
2° reação: 

GAP3F 
(GTGAAGGCGCAGCCCAAC) 

GAP3R 
(CCGAGGATGYCCTTCATG) 

 
 

3 minutos a 94°C; 
30 ciclos de 1min a 94°C; 1min a 55°C; 1min a 

72°C; 
10 minutos a 72°C. 

 
 
 
 

 
 
 
 

601 pb 

3.1.2.2. Fluorescent Fragment Length Barcoding (FFLB) 

O ensaio de FFLB permite a detecção simultânea de DNA de diversas espécies 

de Trypanosoma sp. em uma mesma amostra biológica, além de apresentar elevada 

especificidade e acurácia. A reação baseia-se na variação de comprimento das 

regiões 18S e 28S do rRNA, em que primers fluorescentes amplificam fragmentos 

gênicos de diferentes tamanhos entre as diferentes espécies de Trypanosoma spp.. 

Assim, permite a análise dos eletroferogramas gerados a partir do fluoróforo de cada 

reação de PCR (fluoróforo azul para o primer 18S1; verde para o primer 18S3; azul 

para o primer 28S1; vermelho para o primer 28S2), distinguindo as diferentes 

espécies de Trypanosoma sp., bem como permite a detecção de infecções mistas. 

Desta forma, amostras selecionadas, por meio do FFLB, que apresentam diferentes 

genótipos de Trypanosoma sp. são posteriormente submetidas a ensaios de nPCR 

para amplificação das sequências polimórficas do gene SSU rRNA e gGAPDH, e 
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posterior sequenciamento. Entretanto, atualmente, as reações de FFLB mostram-se 

limitadas às espécies de Trypanosoma sp., haja vista a necessidade de uma 

padronização específica para cada agente, de forma que cada espécie de 

tripanososomatídeo é responsável por gerar um padrão de picos de 

eletroferogramas para cada primer utilizado. Por exemplo, Trypanosoma 

verpertilionis gera picos de 255, 223, 266 e 185 em reações com os primers 18S1, 

18S3, 28S1 e 28S2, respectivamente. 

 As reações de FFLB são realizadas com os amplicons das 4 reações de cPCR 

supracitadas, formamida deionizada e “GeneScan™ 500 ROX™ dye Size Standard” 

(Applied Biosystems). É realizada em placas de sequenciamento e analisado no 

Sequenciador automático “Applied Biosystems 3500 Genetic Analizer”. 

 

Fonte: Vergara-Meza et al., 2022. 

Figura 1. Imagem representativa de quatro diferentes perfis de FFLB a partir de 

quatro fragmentos de DNA amplificados em amostras de sangue de pacientes 

diagnosticados com Doença de Chagas, Acre.  

3.1.2.3. Sequenciamento 
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Amostras de DNA positivas na triagem por meio da cPCR e positivas para ao 

menos um ensaio de nPCR baseados nos genes SSU rDNA e gGAPDH foram 

submetidas ao sequenciamento a fim de realizar inferências filogenéticas das 

amostras em questão.  

As amostras são sequenciadas utilizando o Kit “Big Dye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing” (Applied Biosystems). Após a reação no termociclador, o DNA é 

precipitado por meio do processo de precipitação com etanol-EDTA, e 

posteriormente analisado no Sequenciador automático “Applied Biosystems 3500 

Genetic Analizer” (Anexo II). 

3.1.2.4. Eletroforese em Gel de Agarose 

Alíquotas das reações de PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose, na concentração de 1,5 a 2% em tampão TAE (40 mM de Tris-acetato; 2 

mM de EDTA, pH 8.0 a 50 V/100 mA), utilizando-se como marcador de peso 

molecular “GeneRuler DNA Ladder Mix” (Fermentas), e corados com Gel Red 

NucleicAcid Gel Stain (Biotium) e fotodocumentados em ImageQuant 350 

(GEHealthcare) sob luz UV. 

 

3.1.3. Purificação do DNA 

A purificação do DNA era realizada em amplicons positivos para os referidos 

genes, com o intuito de retirar as impurezas presentes no DNA, bem como o 

restante do substrato utilizado para os ensaios de PCR, de forma a permitir o 

sequenciamento da amostra com qualidade. A purificação era realizada por meio do 

sistema “Wizard Plus SV Minipreps DNA purification System” (Promega), seguindo 

as recomendações do fabricante. 

3.2. Grupo de Estudos em Leishmaniose 

As atividades acompanhadas no laboratório do grupo de estudos em 

leishmaniose foram baseadas em uma contribuição científica entre o Prof. Dr. 

Marcos Rogério André, a Profa. Dra. Paloma Helena Shimabukuro e o acadêmico 

Paulo Vitor Cadina Arantes. Em vista disso, inicialmente foram triados os 

flebotomíneos em que as fêmeas foram separadas dos machos, para que, então, 
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fossem montadas lâminas para identificação dos mesmos e separados seus tecidos 

para ensaios moleculares explicados adiante. 

3.2.1. Montagem e Identificação de Lâminas de Flebotomíneos   

A montagem das lâminas para identificação de flebotomíneos era realizada com 

o auxílio de uma lupa estereoscópica (Estereomicroscópio óptico Discovery V8 -

Zeiss), uma lâmina e dois pares de agulhas descartáveis em seringas de insulina. O 

flebotomíneo era colocado em solução salina na lâmina e era dissecado com o 

auxílio de um par de agulhas descartáveis, de forma que era separada duas pernas 

em microtubos de 0,2 mL para posteriores ensaios moleculares, a cabeça e os 

últimos 3 segmentos abdominais eram montados entre lâmina e lamínula e fixados 

em líquido de Berlese. O restante do corpo era armazenado em microtubos de 1,5 

mL com álcool 70% para serem transportados para o Laboratório de 

Imunoparasitologia (UNESP/FCAV) para posteriores ensaios moleculares. As 

lâminas prontas foram colocadas para secar horizontalmente, para posterior 

identificação dos flebotomíneos de acordo com a chave dicotômica proposta por 

Galati (2021). As agulhas utilizadas para a dissecção dos flebotomíneos eram 

descartadas entre as diferentes lâminas montadas, cuja finalidade era evitar a 

contaminação cruzada entre as amostras. Já o par de agulhas utilizados para 

montagem da lâmina embebida de líquido de Berlese não eram descartados, visto 

que não seriam realizados ensaios moleculares com tal material. 

 

Fonte: Imagem gentilmente cedida pelo Grupo de Estudos em Leishmanioses/IRR/Fiocruz Minas. 
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Figura 2. Imagem gerada por microscopia focalizando o sistema reprodutor 

masculino de um flebotomíneo durante o treinamento de identificação dos mesmos. 

3.2.2. Técnicas Moleculares 

As técnicas desenvolvidas buscaram as identificações molecular e morfológica 

dos espécimes de flebotomíneos a serem estudados. Em vista disso, foram 

realizados ensaios de PCR convencional, eletroforese em gel de agarose, 

purificação e sequenciamento das amostras positivas. 

Deve-se ressaltar que havia diferentes salas para a realização da extração de 

DNA, preparo do Master Mix e eletroforese em gel de agarose. Em vista disso, uma 

vez em contato com a sala de eletroforese em gel de agarose, não era permitida a 

entrada na sala com as cabines de preparo do Master Mix com o intuito de evitar 

possíveis contaminações, visto que temos contato direto com DNA amplificado na 

sala de eletroforese. Além disso, foram utilizados jalecos descartáveis nas diferentes 

salas em que se realizavam ensaios moleculares, sendo estritamente proibido 

transitar entre as salas com o mesmo jaleco. Ainda, os processos moleculares 

descritos abaixo foram documentados num livro de registro, sendo obrigatório 

constatar os protocolos, número de lote e data de validade dos reagentes, número 

patrimonial dos aparelhos utilizados e a data do processamento das amostras.  

3.2.2.1. Reação em Cadeia da Polimerase 

Foram realizados ensaios de PCR convencional baseados no fragmento da 

subunidade I do gene citocromo c oxidase (COX1 – gene endógeno de dípteros) no 

intuito de identificar as amostras positivas para posterior purificação e 

sequenciamento do DNA dos mesmos. Para isto, o preparo do Master Mix era 

realizado dentro de uma capela de fluxo laminar, previamente limpa com hipoclorito 

de sódio e submetida à luz UV por 15 minutos, em que era utilizada água Mili-Q, o 

Master Mix “GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix” (Promega) e os primers. Após 

o preparo do Master Mix, o mesmo era levado até uma outra cabine de DNA junto 

aos microtubos de 0,2mL contendo as pernas dos flebotomíneos. Em seguida, eram 

adicionados 10 µL do Master Mix em cada microtubo com os devidos cuidados, para 

que as pernas dos flebotomíneos encontrem-se em contato com o mix, permitindo 

assim a reação em cadeia da polimerase. As sequências térmicas seguiram os 

protocolos descritos por Folmer et al. (1994). 
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3.2.2.2. Eletroforese em Gel de Agarose 

Os produtos amplificados nos ensaios de PCR foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídeo em tampão de corrida TBE. 

A eletroforese foi realizada a 100 V/ 200mA durante 60 minutos. Para a 

determinação dos produtos amplificados foi utilizado um marcador de peso 

molecular de 100 pares de base (Kasvi). 

 

Fonte: Grupo de Estudos em Leishmanioses/IRR/Fiocruz Minas.  

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose de uma PCR baseada no gene cox-1. 

Cinco amostras foram testadas (275 – 279), em que as amostras 275, 276, 277 e 

288 mostraram-se positivas (L = pares de bases; C+ = controle positivo; C- = 

controle negativo). 

3.2.2.3. Purificação do DNA 

Os produtos amplificados nos ensaios de PCR e visibilizados no gel de agarose 

foram submetidos à purificação do DNA por meio da enzima exonuclease (ExoSAP-

IT PCR Product Cleanup Reagent), de acordo com as recomendações do fabricante.  

3.2.2.4. Sequenciamento 

Os amplicons de DNA positivos para o gene cox-1 foram purificados e 

submetidas ao sequenciamento pelo método de Sanger, a fim de se obter uma 

identificação molecular dos espécimes de flebotomíneos dissecados. Para isto, foi 

preparado um Master Mix composto por 6,25 µL de água Mili-Q, 0,5 µL de primer F 

ou R, 1 µL do amplicon e 2,25 µL Big Dye por amostra. 
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4. Discussão das Atividades Desenvolvidas 

No laboratório de filogenia e taxonomia de tripanossomatídeos houve um grande 

contato com técnicas moleculares recentemente padronizadas, de forma que, todos 

os dias, houve um aprendizado crescente a respeito de novas técnicas, formas de 

interpretação e conhecimento para aprimorar a conduta adotada em cada caso. 

Dentre elas, destaca-se o “Fluorescent Fragment Length Barcoding”, que pode-se 

considerar uma técnica descrita na literatura recentemente e que apresenta um 

grande potencial em vista da detecção e caracterização molecular de agentes 

transmitidos por artrópodes, devido a sua elevada especificidade e sensibilidade. 

Não obstante, trata-se de uma técnica que requer intensa padronização dos 

eletroferogramas apresentados por uma ampla variedade de espécies de parasitos 

descritos na literatura. Em vista disso, torna-se uma técnica que requer muita 

padronização por parte do grupo de pesquisa, para se tornar viável como uma 

ferramenta de detecção. Hamilton et al. (2008) investigaram, por meio de ensaios de 

PCR baseados na região intergênica ITS-1 e do FFLB, a presença de Trypanosoma 

sp. em 91 intestinos médio de moscas tsé-tsé provenientes da Tanzânia. Foi 

observado uma positividade de 78% (71/91) para os ensaios de PCR, com 64 

infecções únicas e sete infecções mistas. Já os ensaios de FFLB apresentaram uma 

positividade de 96% (87/91), com 66 infecções únicas e 21 infecções mistas. Desta 

forma, a partir do momento em que o teste é padronizado, o FFLB torna-se uma 

ferramenta imprescindível, visto que é mais eficaz, em relação a ensaios de PCR, na 

detecção de infecções mistas, além de apresentar maior sensibilidade quando 

comparada a mesma, e desta forma, apresentando diferenças na positividade de 

determinada amostragem, conforme demonstrado por Hamilton et al. (2008). 

Já no laboratório do grupo de estudos em leishmanioses deve-se ressaltar o 

amplo contato com flebotomíneos (Diptera: Psychodidae), destacando-se sua 

ecoepidemiologia, relação parasita-vetor e o contato com as populações urbanas, 

periurbanas e indígenas, visto que, são vetores de diversas enfermidades virais, 

bacterianas e protozoárias, e assim, se configurando artrópodes de grande 

relevância à saúde pública. Não obstante, torna-se de grande importância aliar os 

conhecimentos relacionados à sua epidemiologia e biologia, indubitavelmente pouco 

abordados na medicina veterinária, com sua importância médica e médica 

veterinária, de forma que um conhecimento integrado traz formas mais eficazes de 
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controle deste grupo de dípteros. Adicionalmente, facilita a associação entre sua 

capacidade vetorial, distribuição geográfica e dinâmica das enfermidades 

transmitidas pelos mesmos.  

 

5. Considerações Finais 

Ambos os estágios proporcionaram grande conhecimento e entusiasmo com 

todas as técnicas desenvolvidas. O estágio no Laboratório de Filogenia e Taxonomia 

de Tripanossomatídeos proporcionou o aprendizado de diversas técnicas 

moleculares, novas concepções e reflexões a respeito da filogenia de Trypanosoma 

spp. aliado a todo histórico de modelos e cenários evolutivos hipotéticos estudados, 

nos levando ao melhor entendimento sobre a emergência de novas espécies e a 

dinâmica populacional das mesmas. Já o estágio no Grupo de Estudos em 

Leishmanioses abordou diversos conceitos sobre ecoepidemiologia e dinâmica das 

populações de flebotomíneos presentes no Brasil e como isso pode influenciar 

diretamente a saúde pública. Em suma, o estágio curricular contribuiu muito, tanto 

para o crescimento profissional, quanto para o crescimento pessoal. Com toda 

certeza trouxe uma mudança enorme de rotina, nos tirando da zona de conforto, e 

levando isso a enorme aprendizado de novas técnicas e protocolos a serem 

utilizados, elevando o senso crítico quanto às abordagens utilizadas e aumentando a 

capacidade de adaptação ao “novo”, devido a uma grande mudança de ambiente de 

trabalho, pessoas envolvidas nas diferentes linhas de pesquisa, e uma constante 

evolução da forma de pensar, tanto acadêmica, quanto pessoal. Por fim, possibilitou 

o networking com profissionais e seres humanos incríveis, criando novos vínculos e 

contatos que espero levar para a vida. 
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II – Monografia: Levantamento Ecopidemiológico de Leishmania spp. no 

Brasil 

 

1. Introdução 

As leishmanioses compreendem um grupo de doenças endêmicas com altos 

índices de morbidade e letalidade que constituem, atualmente, o segundo grupo 

mais comum de doenças infecciosas, depois da malária. Trata-se de uma zoonose 

de notificação obrigatória causada por protozoários intracelulares pertencentes ao 

gênero Leishmania (WHO, 2007). A principal forma de transmissão do parasito para 

diversos mamíferos, incluindo o ser humano, é através da picada de fêmeas de 

flebotomíneos (Diptera: Psychodidae). As leishmanioses apresentam duas principais 

manifestações: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e Leishmaniose Visceral 

(LV). A primeira apresenta diversas subdivisões explicadas adiante, com maior 

circulação em ambientes rurais e de mata, sendo marcada, principalmente, por 

lesões cutâneas e mucocutâneas (ROCHA et al., 2019). Já a leishmaniose visceral, 

por sua vez, pode assumir formas graves e letais quando associadas a quadros de 

má nutrição, ausência de tratamento médico e outras infecções concomitantes. É 

caracterizada como uma doença crônica com lesões nos tecidos linfoides, medula 

óssea, pulmões e rins, levando a febre irregular, anemia, leucopenia, 

esplenomegalia, glomerulonefrite, entre outros sintomas. (SOUZA et al., 2012). 

A ocorrência da doença em determinada área requer a presença do vetor, 

reservatório e hospedeiro susceptível. Desta forma, a crescente urbanização 

ocorrida nos últimos 20 anos, que vem causando o aumento da interação humana 

com este grupo de dípteros, gera surtos endêmicos em diversos estados brasileiros 

(GONTIJO & MELO, 2004). Além disso, baixos níveis socioeconômicos se destacam 

como um fator determinante no risco de contração da infecção, visto que condições 

precárias de moradia e saneamento básico favorecem a reprodução dos vetores. A 

falta de escolaridade, acesso a serviços relacionados à área da saúde e má nutrição 

favorecem a disseminação da doença. Ademais, o desmatamento causado pela 

urbanização é visto como um fator relacionado à ocorrência de leishmanioses, visto 

que a substituição das florestas por moradias ou propriedades relacionadas ao 

agronegócio levam o aumento da interação do ser humano com flebotomíneos e 
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reservatórios. Desta forma, a doença engloba aspectos sociais, ambientais e 

econômicos, possivelmente associados aos processos de fluxos populacionais em 

massa das áreas rurais para os centros urbanos (GONTIJO & MELO, 2004; 

ECKERT, 2013; ROCHA et al., 2019). 

Sendo assim, o presente estudo objetiva apresentar um levantamento de dados 

a respeito das espécies de Leishmania spp. detectadas em flebotomíneos, bem 

como o estudo da eco-epidemiologia e dinâmica populacional deste grupo de 

dípteros associados a aspectos econômicos, ambientais e sociais das diversas 

apresentações clínicas. Por fim, em vista da busca constante por meios que 

viabilizem a diminuição do número dos casos de leishmaniose, torna-se necessário 

estudos científicos de cunho informativo a fim de promover melhores perspectivas 

relacionadas ao quadro epidemiológico da doença. 

 

2. Revisão de Literatura 

2.1. Etiologia 

O gênero Leishmania são protozoários intracelulares obrigatórios, parasitas de 

células do sistema fagocítico mononuclear, e pertencentes ao Filo Euglenozoa, 

Classe Kinetoplastida, Ordem Trypanosomatida e Família Trypanosomatidae 

(LAISON, 2010). Trata-se de um grupo de enfermidades com manifestações clínicas 

heterogênicas, podendo ser subdivida em leishmaniose tegumentar americana e 

leishmaniose visceral (humana e canina), que são transmitidas por diversas 

espécies de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae) (GONTIJO et al., 2004; NEVES, 

2012). Além disso, Lainson & Shaw (1987) subdividem os gêneros de Leishmania 

sp. em subgêneros baseados nos locais de desenvolvimento do agente no intestino 

do vetor. Desta forma, há dois subgêneros: Leishmania, no qual a reprodução é 

limitada às regiões de intestino médio e anterior, e Viannia, no qual há uma fase de 

desenvolvimento adicional no intestino posterior.  

Leishmania spp. são protozoários que apresentam comportamento dimórfico, ou 

seja, a fase do ciclo de vida do parasita define sua forma estrutural. Sendo assim, 

apresenta a forma móvel, extracelular, flagelada e encontrada no trato 

gastrointestinal do díptero vetor, denominada promastigota, e a forma intracelular e 

imóvel, denominada amastigota (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Os promastigotas 
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apresentam formato losangular adelgaçado, com 10 a 15 µm de tamanho, e um 

longo flagelo na extremidade. Já as formas amastigotas, em geral, são 

arredondadas, medem de 3 a 6µm de diâmetro e possuem flagelo interiorizado. 

Além disso, apresentam uma estrutura mitocondrial característica, denominada 

cinetoplasto, o qual possui uma quantidade substancial de DNA extranuclear. Este 

arranjo representa aproximadamente 30% do DNA total dos tripanossomatídeos 

(AGUIAR & RODRIGUES, 2017). 

A leishmaniose visceral (LV) é causada por espécies do gênero Leishmania, 

pertencentes ao complexo donovani. No Brasil, o agente etiológico de LV é 

Leishmania (Leishmania) infantum. Enquanto Leishmania donovani é responsável 

pela infecção somente de humanos e ocorre na Índia, Bangladesh e Nepal (SINGH 

et al., 1999; ALAM et al., 2013; OSTYN et al., 2015;), L. infantum causa a LV em 

seres humanos e em cães (GONTIJO et al., 2003; SOUZA et al., 2012; MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2014). Em relação à leishmaniose tegumentar americana (LTA), no 

Brasil foram identificadas sete espécies responsáveis pela infecção (seis 

pertencentes ao subgênero Viannia e uma pertencente ao subgênero Leishmania). 

Dentre elas, destacam-se: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) 

guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017). Além disso, é visto que L. (V.) braziliensis é a espécie de maior prevalência 

em casos humanos e caninos, atuando como o principal agente causal de LTA no 

País (BRILHANTE, 2017). 

2.2. Epidemiologia 

As leishmanioses constituem um crescente problema de saúde pública, não 

somente no Brasil, onde é considerada uma das endemias de interesse prioritário, 

como em grande parte dos continentes americano, asiático, europeu e africano. Sua 

importância levou a Organização Mundial de Saúde (OMS) a incluí-la entre as seis 

doenças consideradas prioritárias no programa de controle da referida instituição 

(WHO, 1990). A leishmaniose visceral ocorre em 69 países distribuídos por todos os 

continentes, com exceção da Oceania, sendo notificados 500 mil novos casos 

anualmente, dos quais cerca de 90% deles concentram-se na Índia, Nepal, Sudão, 

Bangladesh, Etiópia e Brasil (AGUIAR & RODRIGUES, 2017). Já a leishmaniose 

tegumentar ocorre em mais de 70 países distribuídos por todos os continentes, dos 
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quais cerca de 90% dos casos se concentram no Afeganistão, Argélia, Brasil, 

Paquistão, Peru, Síria e Arábia Saudita (REITHINGER et al., 2007).  

No Brasil, a LV apresenta aspectos geográficos, climáticos e sociais 

diferenciados, em função da sua ampla distribuição geográfica, envolvendo as 

regiões Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Até os anos 1990, a quase 

totalidade dos casos de LV ocorria na região Nordeste do Brasil; entretanto, ao longo 

dos anos, houve uma expansão para as regiões Norte, Sudeste e Centro-oeste e, no 

período de 2000 a 2002, a Região Nordeste já representa uma redução para 77% 

dos casos do país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). No período de 2001 a 2014 

foram registrados 48.720 casos de leishmaniose visceral nas Américas, com média 

anual de 3.480 casos, dos quais 96,42% (46.976) foram relatados pelo Brasil. 

Mesmo com grande parte dos casos de leishmaniose visceral americana (LVA) 

subnotificados, o Brasil é, atualmente, responsável por cerca de 90% dos casos da 

América Latina (AGUIAR & RODRIGUES, 2017). Não obstante, devido a sua alta 

incidência, expansão geográfica e alta letalidade, principalmente em indivíduos não 

tratados ou com tratamento tardio, crianças desnutridas e indivíduos portadores do 

vírus da imunodeficiência adquirida (HIV), fez com que se tornasse uma 

enfermidade de grande relevância a saúde pública (ECKERT, 2013). 

As principais espécies de flebotomíneos envolvidas na transmissão da LTA no 

Brasil são: Nyssomyia whitmani, Psychodopygus wellcomei, Pintomyia (Pintomyia) 

pessoai, Nyssomyia intermedia, Nyssomyia umbratilis, Migonemyia (Migonemyia) 

migonei, Bichromomyia flaviscutellata (SILVEIRA et al., 2008; MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014; SHIMABUKURO et al., 2017). Em relação a LV, duas espécies, até o 

presente momento, estão relacionadas com a transmissão da enfermidade: 

Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie é considerada a principal 

espécie transmissora da L. (L.) infantum no Brasil. Apresenta ampla distribuição no 

território brasileiro, ausente apenas na região sul. Além disso, ao final da década de 

1980, verificou-se a adaptação deste vetor aos ambientes urbanos, em periferias de 

grandes centros, principalmente na região Sudeste, podendo ser encontrados no 

peridomicílio (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; DANTAS-TORRES, 2012).  

O cão doméstico (Canis lupus familiaris) desempenha um papel fundamental no 

ciclo epidemiológico da leishmaniose visceral zoonótica, sendo considerado um 

importante reservatório em focos de LV na área urbana e periurbana. A ocorrência 
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de casos humanos de leishmaniose tem sido precedida pela enzootia canina e a 

infecção em cães tem sido mais prevalente do que no homem. Canídeos selvagens, 

dentre eles, raposa-do-campo e graxaim-do-mato (Dusicyon vetulus e Cerdocyon 

thous), gambás (Didelphis albiventris), roedores (Rattus rattus, Akodon arviculoides, 

Bolomys lasiurus e Nectomys squamipes), e Xenarthra, como o tamanduá mirim 

(Tamandua tetradactyla) e bicho preguiça (Choloepus didactylus) são considerados 

os reservatórios no ambiente silvestre (LAVITSCHKA, 2016). Não obstante, foram 

identificados no Brasil, canídeos selvagens infectados nas regiões Nordeste, 

Sudeste e Amazônica, enquanto que didelfídeos infectados no Brasil e na Colômbia 

também foram encontrados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Além disso, o 

aparecimento de casos humanos normalmente é precedido por casos caninos, cuja 

infecção mostra-se mais prevalente do que no homem (SILVA, 2007). Alguns autores 

levantam a hipótese da transmissão entre a população canina por meio de 

ectoparasitas, sugerindo a hipótese da capacidade vetorial de pulgas e carrapatos 

(COUTINHO et al., 2005; COUTINHO & LINARDI, 2007; PAZ et al., 2010). Outros 

autores sugerem que a transmissão possa ocorrer através de mordeduras, cópula 

ou transmissão vertical entre os cães, porém não existem evidências sobre a 

importância epidemiológica destes mecanismos de transmissão (SANTOS et al., 

2009; SILVA et al., 2009). 

No Brasil, existem três padrões epidemiológicos característicos na transmissão 

da leishmaniose, sendo eles: i.) o padrão silvestre em que a transmissão ocorre em 

áreas de vegetação primária, podendo acometer o homem quando este se encontra 

em contato com o ambiente silvestre com focos enzoóticos; ii.) o padrão 

ocupacional, quando a transmissão está associado à exploração desordenada da 

florestas e derrubada de matas para construção de estradas, usinas hidrelétricas, 

instalação de povoados, extração de madeira, desenvolvimento de atividades 

agropecuárias, ecoturismo; iii.) e o padrão rural e periurbano, em áreas de 

colonização, que está relacionado ao processo migratório, ocupação de encostas e 

aglomerados em centros urbanos associados a matas secundárias ou residuais 

(GONÇALVES et al., 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Os protozoários do gênero Leishmania se mantém na natureza por meio de um 

ciclo heteroxênico, ou seja, necessitam de dois hospedeiros para completar seu 

ciclo: um vertebrado, representado por seres humanos, canídeos selvagens e 
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domésticos, e roedores, e de um invertebrado, representado por dípteros do gênero 

Lutzomyia. Durante o repasto sanguíneo realizado em um mamífero infectado, o 

inseto vetor ingere macrófagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania 

sp., e no trato digestório do flebotomíneo ocorre o rompimento destes macrófagos, 

liberando, assim, as formas amastigotas do parasita, que irão se reproduzir por 

divisão binária e diferenciam-se em formas promastigotas, e assim irão realizar 

múltiplas divisões binárias. As formas promastigotas transformam-se em 

paramastigotas, as quais colonizam o esôfago e a faringe do vetor, onde 

permanecem aderidas ao epitélio por meio do flagelo, quando se diferenciam em 

formas infectantes, por meio do processo como metaciclogênese, sendo então 

denominadas promastigotas metacíclicas (COURA, 2005). Posteriormente, quando a 

fêmea fazer o próximo repasto sanguíneo em hospedeiros vertebrados, os mesmos 

serão infectados por meio de promastigotas metacíclicas juntamente com a saliva 

das fêmeas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Além disso, ao se alimentar, o inseto 

também inocula sua saliva que exerce o papel de anticoagulante, vasodilatador, 

anestésico local e de anti-agregação plaquetária, além de fatores quimiotáticos para 

monócitos e imunorreguladores com capacidade de interagir com os macrófagos, 

aumentando sua proliferação e impedindo a ação efetiva destas células na 

destruição dos parasitos. As formas promastigotas são então fagocitadas por células 

de defesa do sistema mononuclear fagocitário e transportadas até os linfonodos 

regionais (SARIDOMICHELAKIS, 2009). No interior dos macrófagos, diferenciam-se 

em amastigotas e multiplicam-se por divisão binária até causar sua lise, ocorrendo a 

liberação de formas amastigotas que serão fagocitadas por novos macrófagos num 

processo contínuo. Desta forma, ocorre a disseminação hematogênica para outros 

tecidos, principalmente aqueles ricos em células do sistema mononuclear 

fagocitário, como linfonodos, fígado, baço e medula óssea (COURA, 2005; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Outras formas de transmissão são sugeridas na literatura, dentre elas a 

transmissão transplacentária e venérea (BOGGIATO et al., 2011; DANTAS-

TORRES, 2009). A transmissão iatrogênica também pode ocorrer pela transfusão de 

sangue contaminado, entretanto, não se sabe a relevância destas formas de 

transmissão alternativas (DANTAS-TORRES, 2009). 

2.3. Fisiopatogenia e Sinais Clínicos 
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A abordagem da fisiopatologia das leishmanioses apresenta como ponto central 

o mecanismo da relação parasito-hospedeiro que estimula uma resposta imune 

específica. Desta forma, durante o processo de metaciclogênese no intestino do 

inseto vetor, as promastigostas sofrem modificações bioquímicas em sua superfície, 

perdendo assim sua capacidade de adesão ao epitélio do intestino médio do 

flebótomo. Como resultado, as promastigotas metacíclicas destacam-se, migrando 

para a faringe e a cavidade bucal, de onde elas são transmitidas ao hospedeiro 

vertebrado durante o próximo repasto sanguíneo. Além disso, estas modificações 

promovem uma resistência à lise promovida pelo sistema complemento do 

hospedeiro vertebrado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). O sistema complemento é 

ativado, e com isto há a ativação da cascata proteolítica com liberação de C3a, 

promovendo, assim, a formação do complexo de ataque a membrana (MAC), 

responsável pelo ataque à Leishmania sp. Entretanto, algumas promastigotas são 

resistentes à ação lítica do mesmo, favorecendo a fixação dos componentes C3b e 

C3bi do sistema complemento, permitindo a fixação da forma promastigota na 

membrana do macrófago passando para o meio intracelular pelo processo de 

fagocitose por meio de receptores ligantes do parasito, onde irão se tornar 

amastigotas e irão se multiplicar até ocasionar ruptura dos macrófagos (KUMAR & 

ENGWERDA, 2014). 

A saliva das fêmeas de flebotomíneos apresentam substâncias com efeitos 

quimiotáticos para monócitos e imunorreguladores, facilitando a interação com os 

macrófagos, aumentando sua proliferação e impedindo a ação efetiva destas células 

na destruição dos parasitos (SARIDOMICHELAKIS, 2009). As formas promastigotas 

metacíclicas são reconhecidas por células do sistema imune, e são reconhecidas 

por Receptores de Reconhecimento Padrão (PRR), dentre eles, os Receptores 

Similares a Toll (TLR). Após o reconhecimento de Leishmania sp., os fagócitos 

sofrem alterações morfológicas, fenotípicas e funcionais, onde inicia-se a expressão 

de moléculas co-estimulatórias e produção de citocinas (KEESEN et al., 2011). Para 

que a resposta imune ocorra, as células apresentadoras de antígenos (APC), que 

geralmente são células dendríticas (CDs) e macrófagos, devem fazer apresentação 

antigênica para as células T-CD4, para as citocinas presentes no local, bem como a 

interação de moléculas co-estimulatórias promovem a diferenciação de células T em 

Th1 ou Th2 (AZEREDO et al., 2010). As células T helper CD4+ apresentam a função 
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central no sistema imune de promover respostas adaptativas adequadas a 

patógenos específicos. De acordo com as linfocinas que produzem após 

estimulação antigênica, estas células podem ser separadas em duas sub-

populações: Células T helper 1 (Th1) e células T helper 2 (Th2).  

As células Th1 produzem IFN-γ e são associadas à proteção contra os 

patógenos intracelulares, como as leishmanias. No perfil Th1, após ativação das 

APC pela ligação do receptor do tipo TLR, há produção de IL-12 que estimula 

produção de TNF por macrófagos ativados, linfócitos T e células NK. Na infecção por 

Leishmania, o TNF possui um papel importante na proteção contra o parasito agindo 

em conjunto com o INF-ɤ, cujo efeito protetor pode estar relacionado ao controle de 

carga parasitária (KUMAR & ENGWERDA, 2014). Já as células Th2 produzem 

interleucina IL-4, IL-5 e IL-10 e estão envolvidas nos processos alérgicos e na 

proteção contra agentes extracelulares. No caso das infecções por microrganismos 

intracelulares, a ativação das células Th2 leva ao agravamento; entretanto, é visto 

que o antígeno de Leishmania spp. tem inabilidade de ativar atividades microbicidas 

dos monócitos/macrófagos, culminando, em várias espécies, em um processo 

ineficaz (KUMAR & ENGWERDA, 2014; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Não 

obstante, a imunossupressão causada pela infecção é uma consequência parcial da 

diminuição das células T CD4+. O grande número de parasitos observados nos 

órgãos linfáticos permite a multiplicação e dispersão do parasito para outros sítios, 

incluindo estômago, intestino e pulmões (SILVA, 2007). 

Mesmo com a diversidade de espécies de Leishmania envolvidas na LT, a 

manifestação clínica da doença depende não apenas da espécie envolvida, mas 

também do estado imunológico do indivíduo infectado. A forma clínica cutânea 

apresenta lesões somente na pele, iniciando-se no local de inoculação das 

promastigotas infectantes. As lesões surgem após um período de incubação que 

pode variar de 10 dias a 3 meses. Forma-se uma pápula eritematosa que progride 

lentamente até a formação de nódulos ou com resolução espontânea (ROCHA et al., 

2019). A úlcera típica de leishmaniose cutânea (LC) é geralmente indolor e costuma 

localizar-se em áreas expostas da pele, tem formato arredondado ou ovalado, mede 

de alguns milímetros até alguns centímetros com base eritematosa, infiltrada e de 

consistência firme, apresentando bordas bem delimitadas e elevadas com fundo 

avermelhado e granulações grosseiras. A infecção bacteriana, quando associada, 
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pode causar dor local e produzir exsudato seropurulento que, ao dessecar-se em 

crostas, recobre total ou parcialmente o fundo da úlcera. Adicionalmente, a infecção 

secundária e o uso de produtos tópicos podem causar eczema na pele ao redor da 

úlcera, modificando seu aspecto (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

Um espectro de formas clínicas pode se desenvolver na dependência das 

características da resposta imune mediada por células, dentre eles: Leishmaniose 

cutânea localizada (LCL): causada por L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, as 

quais ocorrem na América Latina, e Leishmania (Leishmania) major e Leishmania 

(Leishmania) tropica, que ocorrem no Irã, Oriente Médio e África (HYAMS et al., 

1995; MEBRAHTU et al., 1989; CABRAL, 2007); Leishmaniose cutânea disseminada 

(LCD): causada por Leishmania braziliensis; Leishmaniose mucocutânea (LMC): 

causada por Leishmania braziliensis; Leishmaniose cutânea difusa (LCDF): causada 

por Leishmania amazonensis (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; ROCHA et al., 2019). 

A forma mucocutânea é caracterizada pela resposta ineficaz e exacerbada do 

sistema imune, acometendo as mucosas, principalmente mucosa nasal, formando 

lesões ulcero-infiltrantes. A forma cutânea disseminada é caracterizada por lesões 

não contínuas formadas pela disseminação do parasito por via linfática e 

hematogênica. A forma cutânea difusa, caracteriza-se por lesões nodulares que 

podem ser distribuídas por todo o corpo do indivíduo, geralmente não cicatrizantes. 

Deve-se enfatizar que as diversas formas apresentadas na LT são resultado do 

estabelecimento rápido ou tardio da resposta imune específica do hospedeiro 

(GONTIJO & DE CARVALHO, 2004; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). 

A leishmaniose visceral humana pode ser dividida em períodos: período inicial, 

período de estado e período final. O período inicial, também conhecido como fase 

aguda, é caracterizado pelo início da sintomatologia, incluindo sintomas como febre 

intermitente, palidez cutâneo-mucosa, diarreia, tosse não-produtiva e 

hepatoesplenomegalia. Além disso, o indivíduo pode apresentar a forma 

oligossintomática, caracterizada por um quadro clínico discreto, de curta duração, 

aproximadamente 15 dias, que frequentemente evolui para a cura espontânea. Já o 

período de estado é caracterizado por febre irregular, associada a emagrecimento 

progressivo, palidez cutâneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia, 

geralmente apresentando um estado clínico com mais de dois meses de duração, 

com comprometimento geral do paciente. Caso não seja realizado o diagnóstico e 
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tratamento, a doença evolui progressivamente para o período final, com febre 

contínua e comprometimento mais intenso do estado geral. Além disso, este estágio 

inclui manifestações como epistaxe, icterícia, ascite, infecções secundárias 

bacterianas. Dentre as complicações das infecções secundárias, destacam-se otite 

média aguda, piodermite, infecção do trato urinário e respiratório (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2014). 

A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença crônica, fatal e 

multisistêmica, que possui sinais clínicos muito variáveis. Os sinais clínicos iniciais 

da LVC são: linfoadenomegalia generalizada, dermatite periorbital e nasal, pelagem 

opaca, onicogrifose e edema das patas. Com frequência, outros sinais podem estar 

presentes, como febre, apatia, diarreia, hemorragia intestinal, perda de peso, 

hepatoesplenomegalia, ulceração cutânea e conjuntivite (ALMEIDA et al., 2005; 

BANETH et al., 2008; REIS et al., 2009). A infecção em cães por espécies de 

Leishmania spp. é clinicamente semelhante à infecção humana, entretanto, além do 

acometimento das vísceras, são frequentemente encontradas lesões na pele em 

animais sintomáticos (KRAUSPENHAR et al., 2007). O quadro clínico é variável e 

depende da resposta imune do canídeo e da amostra do parasito inoculado pela 

picada da fêmea do flebotomíneo (FEITOSA, 2006).  

Cães sintomáticos geralmente apresentam altos títulos de anticorpos, de forma 

que muitos aspectos de sua patogênese são atribuídos aos anticorpos produzidos, 

os quais formam imunocomplexos que se depositam em diversos tecidos, 

provocando inflamação nos mesmos (LIMA et al., 2003; SOARES, 2005). Dentre as 

alterações neurológicas observadas em cães com leishmaniose visceral, destacam-

se tetraparesia, convulsões, mioclonias, nistagmo, tremores, estrabismo, ptose labial 

e paralisia de mandíbula. Tais alterações são decorrentes da deposição de 

imunocomplexos ou de infecções oportunistas no sistema nervoso central (LIMA et 

al., 2003). Não obstante, a deposição de imunocomplexos nos rins eventualmente 

resulta em glomerulonefrite proliferativa e nefrite intersticial, podendo levar à 

insuficiência renal, sendo esta a principal causa de morte (FRASER, 2008). A 

imunossupressão ocasionada pela LVC pode promover a ocorrência de infecções 

oportunistas, tais como cistites, pneumonias bacterianas, piodermites, 

malassezioses, dermatofitoses e demodicose. Além disso, infecções mistas com 
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Ehrlichia spp., Babesia spp. e Dirofilaria spp. são facilitadas quando se encontram 

em ambientes endêmicos para as mesmas (FEITOSA, 2006). 

2.4. Diagnóstico 

O diagnóstico da leishmaniose cutânea idealmente deve ser clínico-

epidemiológico associado a exames laboratoriais, em função do grande número de 

enfermidades como diagnóstico diferencial (ROCHA et al., 2019). A utilização de 

métodos de diagnóstico laboratorial visa não somente à confirmação dos achados 

clínicos, mas pode fornecer importantes informações epidemiológicas, como a 

identificação da espécie de Leishmania circulante para orientar quanto às medidas a 

serem adotadas para o controle do agravo (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). O 

diagnóstico laboratorial da LTA é confirmado com encontro do parasito, pela 

pesquisa direta do agente, sendo o procedimento de primeira escolha, visto que 

apresenta baixo custo e é de fácil execução. Entretanto, a evolução do curso da 

lesão cutânea, bem como infecções secundárias, diminui a sensibilidade do método. 

A pesquisa direta pode ser realizada por aposição de tecido em lâmina, 

escarificação do bordo da lesão, punção aspirativa e biópsia com impressão do 

fragmento cutâneo. Além disso, pode ser realizada por cultura in vitro em meio 

específico, isolamento in vivo com a inoculação em hamster, além de exame 

histopatológico e PCR (MURBACK et al., 2011; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; 

ROCHA ET al., 2019). 

O diagnóstico da leishmaniose visceral (tanto humana, quanto canina) é 

complexo, visto que trata-se de uma enfermidade com sinais clínicos comuns a 

várias doenças, dentre elas doença de Chagas, malária, esquistossomose, febre 

tifóide e tuberculose em seres humanos. Sabe-se, entretanto, que dependendo do 

estado clínico do paciente existe maior possibilidade de encontrar diretamente o 

parasito; já em pacientes assintomáticos o achado é pouco frequente (GONTIJO & 

MELO, 2004). Vale ressaltar que em zonas endêmicas, apenas um sintoma 

compatível é suficiente para a suspeita da enfermidade, bem como a necessidade 

de realização de provas diagnósticas específicas. Além disso, há de se considerar 

suspeito todo animal que proceda de uma zona endêmica ou que tenha 

permanecido na mesma durante o período de atividade do vetor (FEITOSA, 2006). 
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É importante ressaltar que já foi demonstrado que cães infectados 

(assintomáticos ou não), constituem uma fonte de infecção para flebotomíneos e, 

consequentemente, possuem papel ativo na transmissão do referido agente 

(LAURENTI et al., 2013). Desta forma, torna-se imprescindível subdividir a infecção 

por Leishmania spp. da doença propriamente dita, além de aplicar diferentes 

técnicas de diagnóstico em conformidade (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). 

Para o diagnóstico de leishmaniose visceral, o teste imunológico mais utilizado é 

reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e os ensaios imunoenzimáticos 

(ELISA). O resultado da imunofluorescência indireta é normalmente expresso em 

diluições. Aceita-se como positivas diluições a partir de 1:80. Nos títulos iguais a 

1:40, recomenda-se a solicitação de uma nova amostra em 30 dias. Já o teste ELISA 

possui seu resultado expresso em unidades de absorbância a um raio de luz, em 

uma reação com diluições fixas ou, mais comumente, apenas como reagente ou não 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

Na presença de dados clínicos e laboratoriais, um teste sorológico reagente, 

reforça o diagnóstico de leishmaniose visceral. Entretanto, o diagnóstico 

parasitológico é o que oferece maior sensibilidade (90-95%) para demonstração do 

parasita, representado pela punção aspirativa esplênica, seguida pelo aspirado de 

medula óssea, biópsia hepática e aspiração de linfonodos, embora com restrições 

quanto ao procedimento. O material obtido é utilizado para a confecção de esfregaço 

em lâminas, histologia, isolamento em meios de cultura ou inoculação em animais 

de laboratório. Não obstante, a sensibilidade pode ser muito variável, visto que a 

distribuição dos parasitos não é homogênea no mesmo tecido (MOURA et al., 1999; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Os achados histopatológicos, por sua vez, podem 

ser inespecíficos e caracterizam-se por uma reação inflamatória granulomatosa com 

presença de células mononucleares, comuns também em outras dermatopatias. 

Sendo assim, a presença de poucas amastigotas nos tecidos pode dificultar o 

diagnóstico apenas por este método (LIMA et al., 2003). Além disso, a PCR constitui-

se em uma nova perspectiva para o diagnóstico de LV, apresentando 94% de 

sensibilidade, porém, seus resultados dependem de diversos fatores, tais como o 

tipo de amostra, método de extração do DNA, a sequência alvo do DNA utilizado 

para amplificação, dentre outras (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

2.5. Medidas Preventivas e de Controle 
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O entendimento das interações entre mudanças e expansões do meio urbano 

com os flebotomíneos torna-se imprescindível para o desenvolvimento de ações 

apropriadas como forma de prevenção e estratégias de controle, visto que a 

epidemiologia e distribuição de doenças transmitidas por vetores artrópodes são 

diretamente afetadas por mudanças na ecologia dos mesmos, bem como a 

movimentação de populações humanas e caninas (DANTAS-TORRES et al., 2012). 

O crescimento desordenado das cidades com alto fluxo populacional, em conjunto 

com a degradação do meio ambiente e adaptação das espécies vetores, associado 

aos baixos níveis socioeconômicos, tem sido apontado como promotor das 

condições para ocorrência da leishmaniose visceral na área urbana (COURA, 2005; 

DANTAS-TORRES et al., 2012; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Para a prevenção da transmissão das leishmanioses são necessárias medidas 

individuais de proteção como: proteção de portas e janelas utilizando telas, uso de 

mosquiteiros, utilização de repelentes e evitar exposição nos horários de atividade 

do vetor e também um controle urbano de vetores, educação sanitária, dentre outras 

(SILVA, 2007; BASTOS, 2014). Além disso, medidas de manejo ambiental, tais como 

limpeza de quintais, terrenos e praças públicas, eliminação de fonte de umidade, 

eliminação de resíduos sólidos orgânicos e destino adequado dos mesmos podem 

reduzir a proliferação do vetor no ambiente urbano, doméstico e periurbano (COSTA 

& VIEIRA, 2002). Não obstante, medidas de educação em saúde tornam-se cada 

vez mais importantes, com ações de caráter informativo que visam esclarecer 

formas de prevenção e controle da doença, bem como estimular práticas de manejo 

ambiental, adoção responsável de animais com testes sorológicos negativos para 

Leishmania spp., e desenvolvimento de atividades em educação em saúde junto a 

população (ZUBEN & DONALÍSIO, 2016). 

O controle e captura de cães errantes é essencial, especialmente em áreas 

urbanas, visto que podem disseminar uma ampla gama de enfermidades de 

importância médico-sanitária. Esta deve ser realizada pelo município rotineiramente 

de acordo com as normas estabelecidas pelo código sanitário (GONTIJO & MELO, 

2004).  

Devido à importância do cão como reservatório da leishmaniose visceral, o 

Ministério da Saúde adota no Brasil a eutanásia destes animais quando são 

soropositivos e/ou apresentam exame parasitológico positivo para L. (L.) infantum 



27 
 

como medida de controle em áreas endêmicas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; 

2017). Embora preconizada no Brasil, os resultados da eutanásia canina são 

controversos. Além de controversa do ponto de vista científico, a eutanásia como 

medida de saúde pública tem pouca eficácia pela rejeição desta atividade por parte 

da comunidade (ZUBEN; DONALÍSIO, 2016). Além disso, a limitada acurácia dos 

métodos diagnósticos utilizados na população canina pode ser um fator limitante 

para a efetividade da eutanásia como medida de controle da doença. Exames 

sorológicos podem gerar tanto resultados falso positivos como falso negativos 

(COURA-VITAL et al., 2014). 

Em estudo conduzido por Zuben & Donalísio (2016) que fora realizado em seis 

municípios brasileiros, entre os anos de 2012 e 2013, por meio de entrevistas com 

gestores municipais de programas de controle de leishmaniose visceral, os autores 

analisaram insuficiências e dificuldades encontradas para a execução de medidas 

de controle da doença propostas pelo Ministério da Saúde. As principais dificuldades 

apontadas foram elencadas:  recusa da população, impedindo a entrada de técnicos 

nas residências para controle químico e para controle do reservatório canino; 

eutanásia como a principal medida indicada ao reservatório doméstico, havendo 

grande resistência por parte dos tutores dos animais; custo elevado do programa, 

sendo relatado que os recursos advindos do Ministério da Saúde são muitas vezes 

insuficientes, com descontinuidade de atividades por falta de recursos materiais, 

financeiros e humanos. Não obstante, a interrupção das atividades ou a realização 

parcial das mesmas não são capazes de prevenir e controlar o agravo em sua 

totalidade. 

Considerando que a prática da eutanásia de cães com LVC não contribuiu para o 

controle da enfermidade, médicos veterinários vem buscando alternativas para os 

pacientes caninos, atendendo também aos pedidos dos tutores. Entretanto, o 

tratamento da LV em cães é controverso, partindo do princípio de que é um risco 

para a saúde pública, em função da manutenção dos reservatórios, uma vez que 

cães não curados parasitologicamente podem apresentar remissão dos sinais 

clínicos, porém permanecem como fontes de infecção para o inseto vetor, e 

consequentemente, perpetuam o ciclo de transmissão da doença (ALBUQUERQUE 

& LAGONI, 2018). Vale ressaltar, ainda, que não é recomendada a utilização de 

medicamentos humanos para o tratamento da leishmaniose canina, pois podem 
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levar a seleção de isolados mais resistentes aos medicamentos disponíveis ao 

tratamento de LVH (DONATO et al., 2013; ALBUQUERQUE & LAGONI, 2018).  

Diante do exposto, em 2016 abriu-se a possibilidade do tratamento do cão 

portador de LV, sendo orientado por um médico veterinário e com medicamentos 

exclusivos para este fim. No Brasil, apenas o Milteforan® cumpre tais 

determinações, cujo princípio ativo é a miltefosina. O tratamento é baseado na 

administração de miltefosina 2 mg/kg SID durante um período de 28 dias. Esse 

medicamento possui vantagem por ser de uso oral e bem tolerado. Entretanto, pode 

causar desordens grastrintestinais, como vômito e diarreia (FISCHER et al., 2001), 

sendo também contraindicado em cadelas gestantes em função de seu potencial 

teratogênico. Além disso, possui custo muito elevado, dificultando o tratamento de 

acordo com a situação socioeconômica da região atingida (GONTIJO & MELO, 

2004; SANTOS et al., 2021).  

A miltefosina inibe o crescimento das formas promastigotas e provoca morte das 

formas amastigotas, promovendo, assim, intensa atividade parasiticida. Entretanto, 

apenas reduz significativamente a carga parasitária, diminuindo o potencial de 

transmissibilidade, visto que o animal continua sendo um reservatório da doença, e 

não impede recidivas após o tratamento (BANETH & SHAW, 2002; LISBOA et al., 

2018). Desta forma, torna-se necessário reavaliação do paciente, por um médico 

veterinário, a cada quatro meses, por meio da reavaliação clínica, laboratorial e 

parasitológica (CFMV, 2017).  

O objetivo da terapia é controlar as alterações clínico-patológicas, melhorar a 

imunidade, evitar recaídas e diminuir a carga parasitária e a competência em 

transmitir o parasito. As decisões terapêuticas devem seguir uma avaliação da 

condição clínica do paciente e da gravidade da doença (SOLANO-GALLEGO et al., 

2009; NOLI & SARIDOMICHELAKIS, 2014). Desta forma, o veterinário deve seguir o 

estadiamento clínico, o qual é baseado na administração de parasiticidas por 

algumas semanas, em combinação com medicamentos parasitostáticos por longos 

períodos. Em vista disso, o fármaco mais utilizado na Europa é o antimoniato de 

meglumina (Glucantime®), na dose mínima de 100 mg/kg SID ou BID, por via 

subcutânea (NOLI & SARIDOMICHELAKIS, 2014). Simultaneamente ao uso do 

mesmo, o alupurinol geralmente é utilizado como fármaco de manutenção, na dose 

de 10 a 15 mg/kg SID ou BID, por via oral, durante seis a oito meses (SOLANO-
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GALLEGO et al., 2009). Nos protocolos terapêuticos, o alopurinol pode ser 

descontinuado somente quando todas as seguintes condições forem atendidas: 

recuperação clínica completa, normalização clinico-patológica, níveis de anticorpos 

negativos ou abaixo do nível de corte do teste (MARTÍNEZ et al., 2011; SOLANO-

GALLEGO et al., 2009; 2011). Além disso, pode ser realizado uma terapia 

associando anfotericina B ao alopurinol e prednisona, cujo efeito parasiticida foi 

evidenciado pela ausência de Leishmania spp. no exame citopatológico de aspirado 

de linfonodo e por imuno-histoquímica (NOGUEIRA, 2007). 

Ginel et al. (1998) investigaram a eficácia de dois protocolos terapêuticos para 

tratamento da leishmaniose canina, em dois grupos de cães naturalmente 

infectados:  enquanto um grupo foi tratato com antimoniato de meglumina (100 

mg/kg/dia SC durante 20 dias), o outro foi tratado com a associação de antimoniato 

de meglumina (100 mg/kg/dia SC durante 20 dias) e alopurinol (30 mg/kg/dia VO 

durante três meses). Vale ressaltar também que, dez dias após a utilização de 

antimoniato de meglumina, utilizava-se novamente o referido fármaco durante dez 

dias (100 mg/kg/dia). Além disso, em casos de recidivas clínicas, era utilizado um 

tratamento de manutenção a base de alopurinol (20 mg/kg/dia VO durante uma 

semana). Como resultado, todos os animais do primeiro grupo apresentaram 

recidivas em um período que variou de 4,5 a 21 meses, com 86% delas ocorrendo 

dentro dos primeiros 14 meses. Por outro lado, nenhum dos cães no grupo tratado 

com a associação dos dois medicamentos apresentou recidivas da doença. Não 

obstante, como efeitos adversos de tratamentos contendo o antimoniato de 

meglumina, o cão pode apresentar vômito, diarreia, dor muscular, formação de 

abscessos, tromboflebite e insuficiência renal (TROY, 2009). 

Associada à terapia principal, pode-se implementar, também, o uso de 

imunoestimulantes, dentre eles, a domperidona (1 mg/kg BID por um mês), a qual  

mostra-se efetiva na contenção da evolução da enfermidade em casos iniciais. 

Adicionalmente, verificou-se que a administração deste fármaco na referida dose em 

cães com enfermidade avançada promove a melhoria dos sinais clínicos, e em 

muitos casos, estimula a resposta imune induzidas por linfócitos, ativa macrófagos e 

células NK (NOLI & SARIDOMICHELAKIS, 2014). 
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3. Levantamento de Dados 

Na década de 1990, a leishmaniose visceral humana era caracterizada como 

doença exclusivamente rural, predominantemente no nordeste brasileiro, restritas a 

comunidades com baixo grau de instrução, com saneamento básico e moradia 

precários, favorecendo a reprodução do vetor. Entretanto, com a crescente 

urbanização ocorrida nos últimos 20 anos, que provocou o aumento da interação 

humana com este grupo de dípteros, ocorreram surtos endêmicos em diversos 

estados brasileiros (GONTIJO & MELO, 2004; ECKERT, 2013). Desta forma, com o 

passar dos anos, os casos que se concentravam principalmente no nordeste 

passaram a ser notificados em outras regiões, como na região norte, centro-oeste e 

sudeste do Brasil, apresentando, assim, uma expansão observada em quase todo o 

território brasileiro, principalmente em municípios com crescente urbanização e alto 

índice de pobreza (CESSE et al., 2001; CERBINO-NETO et al., 2009). Em 1999, 

92,9% dos casos de LVA estavam concentrados na região nordeste e apenas 2,6% 

no Sudeste. Com a expansão territorial da doença em 2011, a distribuição de casos 

humanos passou a ser de 47,8% e 15% identificados, respectivamente, nas regiões 

nordeste e sudeste (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). 

Em relação à leishmaniose visceral, aproximadamente 90% dos casos 

notificados ocorreram na região nordeste na década de 1990. À medida que a 

doença se expandiu para outras regiões, atingindo áreas urbanas e periurbanas, 

esta situação vem se modificando. No período de 2000 a 2002, a Região Nordeste 

apresentou uma redução para 77% dos casos do País (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2014).  
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Fonte: COVEV/CGDT/DEVEP/SVS/MS. 

Figura 4: Número de casos e coeficiente de incidência de leishmaniose 

visceral, Brasil – 1985 a 2002. 

De acordo com dados disponíveis no Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação (SINAN) do Ministério da Saúde, foram confirmados 47.882 casos de 

LVH em todo o país em um período 13 anos (2007 e 2019). Desta forma, verificou-se 

um número muito próximo do número de casos notificados ao Ministério da Saúde 

em um período de 19 anos (1984-2002), totalizando 48.455 casos registrados, 

sendo que aproximadamente 66% deles ocorreram nos estados da Bahia, Ceará, 

Maranhão e Piauí (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014). Além disso, como indicativo de 

sua expansão e aumento de prevalência, foi notificado o primeiro caso de LV canina 

no município de São Borja, fronteira com a Argentina, no Estado do Rio Grande do 

Sul, região considerada indene para LV humana e canina até 2008. Ainda, no ano de 

2009, também foi notificado o primeiro caso autóctone de LV humana no mesmo 

município. A partir disto, novos casos humanos foram identificados e verificou--se um 

surto da doença em cães no município (ECKERT, 2013; MARCONDES & ROSSI, 

2013). Ademais, em Minas Gerais, a doença passou a ser notificada em regiões 

urbanas do Estado, sendo o primeiro caso urbano da doença registrado no 

município de Sabará (GENARO et al., 1990). Posteriormente, em 1994, a LVH foi 

notificada em Belo Horizonte (OLIVEIRA et al., 2001) e, a partir de então, em outros 

municípios pertencentes à região metropolitana de Belo Horizonte (SILVA et al., 
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2017). Silva et al. (2017) investigaram as tendências de disseminação de LVH no 

Estado de Minas Gerais no período entre 2002 e 2013, demonstrando que a 

distribuição espacial e temporal da doença no Estado acontece de forma 

heterogênea e que algumas mesorregiões, dentre elas, região metropolitana de Belo 

Horizonte e Vale do Rio Doce, são responsáveis pela expansão e manutenção da 

LVH no Estado. Sobre a distribuição da incidência no Brasil, a LVH é mais 

expressiva no Nordeste e no Centro-Oeste (SOUZA et al., 2020). Vale ressaltar que, 

além de se destacar pela taxa de incidência, o Brasil é o país com maior taxa de 

letalidade da doença nas Américas, com registro de 7,7% (PAHO, 2020). 

De acordo com o Ministério da Saúde (2014), a doença é mais frequente em 

crianças menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos registrados em 

crianças menores de 5 anos. Além disso, o sexo masculino é proporcionalmente 

mais afetado (60%). Na análise conduzida por Belo et al. (2013), pessoas do sexo 

masculino tiveram maiores chances de infecção por LVH em estudos que utilizaram 

o teste de Montenegro para o diagnóstico da Leishmania spp. e naqueles em que o 

desfecho foi a doença clínica. Em relação à idade, crianças foram mais propensas à 

doença, corroborando com os dados do Ministério da Saúde (2014). Além disso, a 

presença de cães em casa, maior soropositividade canina em áreas próximas, 

menor nível socioeconômico e áreas com maior coberta vegetal mostraram-se como 

fatores associados à infecção por L. (L.) infantum. Entretanto, vários fatores podem 

estar associados à infecção por L. (L.) infantum, dos quais muitos são controversos 

ou parcialmente elucidados (ROMERO & BOELAERT, 2010). 

Em estudo relacionado aos fatores caninos, observou-se uma correlação entre 

os casos de leishmaniose visceral canina e os de LVH (TELES et al., 2015). Também 

em Belo Horizonte, Minas Gerais, para os proprietários de cães, o aumento no risco 

de contrair LVH foi maior e esteve relacionado ao número de cães no domicílio. Além 

disso, também foi constatado que moradores com um ou dois cães em suas 

residências apresentaram mais chances de contraírem a doença quando 

comparados a indivíduos que não possuíam animais (BORGES et al., 2009). Não 

obstante, a importância do cão na epidemiologia da doença não reside somente no 

fato do mesmo apresentar altas prevalências de infecção quando comparadas à 

espécie humana, mas também pelo elevado número de animais assintomáticos, que 

pode chegar a 80% da população infectada (DANTAS-TORRES et al., 2006; 
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BANETH et al., 2008; PALTRINIERI et al., 2010). Esses servem de fonte de infecção 

para o vetor e, muitas vezes, deixam de ser identificados numa população devido à 

ausência de sinais clínicos, ou ainda, em função de resultados falso-negativos nos 

exames sorológicos. Neste contexto, o cão doméstico é considerado o principal 

reservatório da endemia e como fator de risco de contração de LVH (BANETH et al., 

2008). 

Diversos fatores podem ter contribuído para a dispersão geográfica da 

leishmaniose no Brasil. Dentre eles destacam-se o desmatamento, de forma que a 

substituição das florestas por plantações ou moradias levam as pessoas a habitarem 

locais próximos ao ambiente natural dos flebotomíneos e reservatórios. 

Adicionalmente, podem ser elencados o fluxo de pessoas e cães entre áreas 

endêmicas e não-endêmicas, mudanças na ecologia do vetor, modificações 

antrópicas em ambientes anteriormente preservados, permitindo assim, o 

surgimento de mudanças no ciclo de transmissão de Leishmania spp., bem como o 

estabelecimento de um perfil de transmissão peridomicilar (MARCONDES & ROSSI, 

2013; BRILHANTE, 2017). Em vista do aumento da interação entre flebotomíneos e 

humanos e modificações antrópicas em áreas de expansão agrícola e zonas de 

mata, torna-se de grande relevância conhecer os fatores de risco para infecção e a 

biologia e ecologia dos flebotomíneos, a fim de se elucidar o ciclo de vida do 

parasito e promover melhores formas de controle e vigilância, bem como detecção e 

tratamento precoce dos casos.  

Desta forma, com base na biologia e distribuição de flebotomíneos, verifica-se 

que a densidade populacional destes dípteros é passível de grande interferência 

pelas variações das estações do ano, observando-se um aumento de sua densidade 

populacional em meses mais quentes e úmidos (OLIVEIRA et al., 2003; ANDRADE, 

2010). Os biótopos onde podem ser encontrados flebotomíneos adultos variam de 

acordo com os fatores ambientais (OLIVEIRA et al., 2010). Em áreas tropicais, a 

densidade populacional aumenta durante ou após períodos chuvosos, pois a alta 

umidade resultante das primeiras chuvas proporciona a emergência dos adultos 

(ALMEIDA et al., 2010). Desta forma, a umidade torna-se um fator determinante à 

manutenção destes dípteros em seus abrigos, formados por troncos de árvores, 

anexos de animais domésticos, folhas caídas no solo, e até mesmo paredes 

externas e internas de domicílios que possuam as condições adequadas (AGUIAR & 
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MEDEIROS, 2003). Entretanto, os locais considerados criadouros naturais são 

difíceis de serem encontrados, dificultando o desenvolvimento de medidas de 

controle focadas nas formas imaturas do vetor (DANTAS-TORRES & BRANDÃO-

FILHO, 2006). Vale ressaltar que para ocorrer mais de uma espécie de flebotomíneo 

numa comunidade local é fundamental que haja condições e recursos disponíveis, 

levando-se em consideração interações competitivas interespecíficas. É visto que há 

determinada seleção de espécies em algumas cidades que apresentem casos de 

leishmaniose visceral, com presença apenas de Lutzomyia cruzi (MANGABEIRA, 

1938) e ausência de Lutzomyia longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912). Com isso, há a 

hipótese de que ambas as espécies devem utilizar os mesmos recursos, e por conta 

desta competição, há a eliminação de uma das delas (ANDRADE et al., 2012). 

Além disso, é importante ressaltar o papel da Amazônia Brasileira no ciclo 

epidemiológico da doença. A mesma é conhecida mundialmente por sua 

biodiversidade e por ser um dos biomas mais conservados do mundo, em que 

estende-se por nove países da América do Sul, com uma área total de 6,4 milhões 

de km2, sendo o Brasil detentor de 63% desta área. A Amazônia Legal, representada 

pelo bioma amazônico, áreas de cerrado e campos naturais, abrange 5 milhões de 

km2, totalizando 59% do território nacional, cuja cobertura vegetal é representada 

por 63% por florestas densas, abertas e estacionais, e em 22% por áreas nativas 

não florestais (PEREIRA et al., 2010; BRILHANTE, 2017). Neste contexto, a 

Amazônia apresenta-se como uma região de grande relevância para estudos de 

doenças tropicais, sendo as leishmanioses uma das doenças de maior relevância no 

contexto de saúde pública brasileira. Vale ressaltar também que, o grande número 

de espécies de Leishmania descritas na Amazônia, sua diversidade de ciclo 

biológico, bem como distribuição geográfica e manifestações clínicas levaram a 

revisão taxonômica descrita anteriormente por Lainson & Shaw (1987; 2005). 

Diante do exposto, vale ressaltar o papel desta enfermidade em populações 

indígenas, visto que, de acordo com os dados registrados no SINAN, no período de 

2015 a 2019, foram confirmados 225 casos de LV e 3.092 casos de LT na raça 

indígena, o que representa 1,4% (225/16.448) e 3,8% (3.092/81.529), 

respectivamente, do total de casos registrados no mesmo período no país. A 

autoctonia dos casos de LV na raça indígena foi confirmada em 13 estados das 

regiões Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Os casos de LV na raça indígena 
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predominaram no gênero masculino (58,2% - 31/225), com exceção dos estados do 

Tocantins (60% - 2/5), Alagoas (100% - 1/1) e Mato Grosso (80% - 4/5), onde a 

maior proporção de casos foi confirmada no gênero feminino. Não obstante, 

autoctonia da LT na raça indígena foi confirmada em 21 estados das cinco regiões 

brasileiras. Os casos de LT na raça indígena acometeram, principalmente, os adultos 

jovens (32,4% - 1.003/3.092) do gênero masculino (67,3% - 2.080/3.092) 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

 

Fonte: SIASI/SESAI/MS. 

Figura 5. Coeficiente de incidência para cada 100 mil habitantes, da leishmaniose 

tegumentar e da leishmaniose visceral nos Distritos Sanitários Especiais Indígenas 

(DSEI), respectivamente. Brasil, 2015 a 2019. 

O gráfico a seguir nos mostra que a partir da década de 1980, verifica-se um 

aumento no número de casos de LT variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). 

Observam-se picos de transmissão a cada cinco anos, apresentando tendência de 

aumento do número de casos, a partir do ano de 1985, quando se solidifica a 

implantação das ações de vigilância e controle da LT no País (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE 2017). Aspecto também verificado por Brandão-Filho et al. (1999), 

demonstrando a ampla distribuição alcançada pela LTA em áreas não endêmicas, 

apresentando um processo de expansão evidente. De acordo com o Manual de 

Leishmaniose Tegumentar, no período de 1995 a 2014, verificou-se uma média 

anual de 25.763 casos novos registrados e coeficiente de detecção médio de 14,7 

casos/100 mil habitantes, verificando-se coeficiente mais elevado no ano de 1995, 

que atingiu 22,4 casos por 100 mil habitantes (MINISTÉRIO DA SAÚDE 2017). 
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Fonte: SVS/MS; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017. 

Figura 6. Casos confirmados de leishmaniose tegumentar, Brasil – 1980 a 

2014. 

A análise da distribuição espacial da LTA no Brasil mostrou sua ampla dispersão, 

mas com forte concentração em algumas áreas, permitindo também a identificação 

de outras áreas de menor endemicidade ou de ocorrência apenas de casos isolados.  

Em 1994, houve registro de casos em 1.861 (36,9%) municípios do país; em 1999, 

houve expansão da doença, sendo a mesma notificada em 2.036 (36,9%) 

municípios brasileiros. Verificou-se ainda que, em Mato Grosso, 100% dos 

municípios apresentaram registros autóctones, parcialmente explicada pelas áreas 

de expansão de fronteiras agrícolas ali presentes. Nota-se, ainda, que o risco de 

indivíduos da região norte adoecerem de LTA foi de 90/100 mil habitantes, 

aproximadamente cinco vezes maior que a média nacional. Em 85% dos municípios 

da região houve registro de casos autóctones, sendo que 100% dos municípios dos 

estados do Amapá, Rondônia e Roraima apresentaram autoctonia. Na região 

Nordeste, os coeficientes são inferiores à região Norte e Centro-Oeste, verificando-

se, entretanto, uma tendência de crescimento, apresentando picos de até 32,5/100 

mil habitantes. As regiões Sudeste e Sul apresentaram coeficientes bem inferiores 

às demais regiões, com uma média de 2,4 e 4,4/100.000 habitantes, 

respectivamente (Secretaria de Vigilância Sanitária, dados não publicados, 2004; 
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COSTA, 2005). Além disso, de acordo com o relatório da Organização Pan-

Americana de Saúde, no ano de 2014, nas Américas foram reportados 51.098 casos 

de LTA, apresentando uma taxa de incidência de 19.75/100 mil habitantes, em que, 

o Brasil, seguidos da Colômbia e Peru, apresentaram 75% destes casos. Ainda, 

aproximadamente 96% dos casos notificados era da forma clínica cutânea e 4% da 

forma mucocutânea (BRILHANTE, 2017). 

4. Discussão 

Técnicas moleculares vêm se tornando de grande importância na detecção e 

identificação de Leishmania spp. em flebotomíneos, tendo como alvos kDNA dos 

parasitos, subunidade menor do RNA ribossomal (SSU), região intergênica 1 (ITS-1), 

hsp70, dentre outros (GRAÇA et al., 2012; FREITAS-LIDANI et al., 2014; RÊGO et 

al., 2015). Entretanto, vale ressaltar que os diferentes alvos apresentam variações 

de especificidade e sensibilidade, tornando-se necessário técnicas de 

sequenciamento e/ou qPCR para identificação mais precisa dos agentes etiológicos 

envolvidos (TARUNE, 2017).  

Em vista disso, são crescentes os estudos acerca da detecção e caracterização 

molecular de Leishmania spp. Rêgo et al. (2015) investigaram a presença de 

Leishmania spp. por meio de ensaios de nPCR baseados no gene SSU rRNA (para 

os pools peridomiciliares) e cPCR para ITS-1 (para os pools provenientes de trilhas), 

em 1289 pools (263 e 1026 pools provenientes de ambientes peridomicilares e de 

trilhas, respectivamente) amostradas na Reserva Indígena de Xakriabá, norte de 

Minas Gerais, compostas por até dez espécimes de flebotomíneos da mesma 

espécie. Foi observada uma positividade de 4,1% (11/263) em pools de 

flebotomíneos peridomicilares, com maior prevalência para L. (L.) infantum (36,3% 

[4/11]), a qual foi detectada em pools de Nyssomiya intermedia (4/11), Lutzomyia 

renei (2/11), Lutzomyia longipalpis (2/11), Lutzomyia ischnacantha (1/11), 

Micropygomyia goiana (1/11) e Evandromyia lenti (1/11). Já para as amostras 

provenientes de trilhas, apenas doze foram positivas para os ensaios de PCR 

baseados na região intergênica 1, cuja maior prevalência foi de L. braziliensis (41,6 

[5/12]), seguidas de L. guyanensis (25% [3/12]) e L. infantum (25% [3/12]), 

provenientes de pools de Martinsmyia minasensis (5/12), Nyssomiya intermedia 

(3/12), Micropygomyia peresi (2/12), Micropygomyia capixaba (1/12) e Evandromyia 

lenti (1/11). Tais resultados refletem uma maior prevalência em ambientes 
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peridomiciliares, podendo ser explicado pelos diferentes alvos moleculares, bem 

como ensaios de nPCR apresentarem maior sensibilidade em relação a ensaios de 

cPCR. No entanto, Lutzomyia longipalpis e Nyssomyia intermedia, espécies de 

flebotomíneos de alto hábito antropofílico amplamente distribuídos pelo Brasil 

(LAVITSCHKA, 2016), foram encontradas em maior quantidade no ambiente 

peridomiciliar em relação às trilhas, podendo, também, apresentar diferenças nas 

prevalências. Além disso, pools de Nyssomyia intermedia mostraram-se positivas 

para Leishmania braziliensis em quatro amostras (duas de cada área), reforçando o 

papel epidemiológico das referidas espécies de flebotomíneos na transmissão de 

LTA no Estado de Minas Gerais. De fato, Filho et al. (2007) aponta a expansão da 

doença nas regiões de Jequitinhonha, Vale do Rio Doce, Zona da Mata e Triangulo 

Mineiro. Entretanto, tais dados são contraditórios em relação a estudo conduzido por 

Lavitschka (2016), cuja avaliação vetorial de Nyssomyia intermedia, por meio 

infecções experimentais, apresentou correlação negativa quanto a presença de L. 

braziliensis. 

Brighente et al. (2018) investigaram a presença de Leishmania sp., no noroeste 

do estado de São Paulo, por meio de ensaios de cPCR baseados nos genes kDNA e 

ensaios de qPCR baseados no marcador molecular Linj31 para proteínas 

provenientes de Leishmania (Leishmania) infantum, em 165 pools compostos por 

292 fêmeas de Lutzomyia longipalpis. Foi observada uma positividade de 7,28% 

(12/165) e 4,85% (8/165) para Leishmania (Leishmania) infantum nos ensaios de 

cPCR e qPCR, respectivamente. Os resultados sugerem a grande dominância de 

Lutzomyia longipalpis em ambientes urbanos, bem como o risco endêmico do 

referido agente ocasionando surtos de leishmaniose visceral (humana e canina) 

nesta região. Além disso, corrobora com dados de Rangel et al. (2012) e Casanova 

et al. (2013) em estudos em Dracena (2005), com prevalência de 99,86% da mesma 

espécie de flebotomíneo capturado. Além disso, os dados de Brighente et al. (2018) 

corroboram com os dados de Rêgo et al. (2015), em vista de ambos apresentarem 

moderada positividade, bem como ressaltam a importância epidemiológica desta 

espécie de flebotomíneo no ciclo de transmissão de L. (L.) infantum. 

Silva et al. (2014) investigaram a presença de Leishmania spp. em flebotomíneos 

capturados na Reserva Indígena Caititu, na Amazônia, por meio de ensaios de 

cPCR baseadas na região ITS-1. Para isto, foram analisadas 82 pools, contendo 
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entre duas a dez espécimes da mesma espécie, provenientes de 559 espécimes de 

fêmeas de flebotomíneos. Destes, sete (8,5% [7/82]) pools apresentaram-se 

positivos. A partir do sequenciamento, foi observado que quatro (4/7), dois (2/7) e um 

(1/7) destes pools apresentaram-se positivos para Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, Leishmania (Leishmania) braziliensis e Leishmania (Viannia) sp., 

respectivamente. Destes, pools de Nyssomyia umbratilis (1/7), Nyssomyia yuilli yuilli 

(1/7), Sciopemyia servulolimai (1/7) e Trichophoromyia ubiquitalis (1/7) mostraram-se 

positivos para L. (L.) amazonensis, Evandromyia apurinan (1/7) e Psathyromyia 

davisi (1/7) para L. (L.) braziliensis, e Trichophoromyia ubiquitalis (1/7) para 

Leishmania (Viannia) sp. Tais resultados demonstram a primeira detecção de DNA 

de L. (L.) amazonensis em Sciopemyia servulolimai, cuja espécie foi encontrada em 

Roraima, apresentando infecção natural por Trypanosoma sp. (FERREIRA et al., 

2008). Tais achados sugerem que pode haver a circulação de L. (L.) amazonensis 

em anfíbios, visto que fêmeas de Sciopemyia sp. se alimentam de sangue de 

anfíbios, haja vista o reduzido tamanho de seu aparelho bucal, com número reduzido 

de dentes na mandíbula e maxila. Além disso, corroboram com estudos de Aria & 

Freitas (1978) em que fora observada infecção natural de L. (L.) braziliensis em 

flebotomíneos, bem como lesões em pacientes (BENÍCIO et al., 2011; NEVES et al., 

2011), apresentando autoctonia de leishmaniose tegumentar, presente também em 

diversas reservas indígenas na região (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017; 2022). 

Silva et al. (2021) analisaram a presença de DNA de Leishmania spp. em 232 

pools (formadas a partir de 2051 espécimes) de fêmeas de flebotomíneos, 

provenientes de Porto Velho (RO), por meio de ensaios de cPCR baseados nos 

genes kDNA e hsp70. O estudo encontrou uma positividade de 10,3% (24/232); 

destas, 22 (91% [22/24]) amostras apresentaram similaridade com espécies de 

Leishmania. A análise pelo BLAST mostrou 21 sequências com aproximadamente 

97% de similaridade com Leishmania naiffi, pertencente a pools de Lutzomyia 

(Lutzomyia) hirsuta (3/21), Lutzomyia antunesi (6/21), Lutzomyia shawi (2/21), 

Lutzomyia davisi (6/21), Lutzomyia sordellii (1/21) e Lutzomyia (Trichophoromyia) 

spp. (3/21), e uma sequência com 97% de similaridade com Leishmania lainsoni, 

proveniente de uma pool de Lutzomyia (Trichophoromyia) spp. 

Saraiva et al. (2010) investigaram a presença de Leishmania sp. em 120 pools de 

fêmeas de flebotomíneos provenientes de Belo Horizonte, Minas Gerais. Para isto, 
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foram dissecados 245 flebotomíneos, dos quais três apresentaram formas flageladas 

na porção média do intestino; entretanto, devido a contaminação não foi possível 

isolar estas formas. Posteriormente, fora organizado 120 pools a partir destes 245 

flebotomíneos, e então submetidos a RFLP-PCR, apresentando uma positividade de 

12,5% (15/120) para L. (L.) infantum e 0,8% (1/120) para L. (V.) braziliensis. Além 

disso, dentre os pools positivos para L. (L.) infantum, 19%, 3,8%, 33,3% e 14,3% 

eram provenientes de Lutzomyia longipalpis, Nyssomiya whitmani, Evandromiya 

termitophila e Nyssomiya intermedia, respectivamente. Além disso, dentre os pools 

positivos, três apresentaram sangue em seu trato digestivo. Ademais, Paiva et al. 

(2006) observaram uma taxa de prevalência de 3,9% de L. (L.) infantum em 

Lutzomyia longipalpis provenientes do Mato Grosso do Sul, enquanto Savani et al. 

(2009) encontraram uma positividade 0,25% de L. (L.) infantum e 1,25% de L. 

amazonensis, ambos em Lutzomyia longipalpis. Tais dados contrariam as taxas de 

prevalência de L. (L.) infantum encontradas por Paiva et al. (2006) e Savani et al. 

(2009). Os autores sugerem que esta diferença pode ser explicada por três fatores, 

dentre eles, o fato de a amostragem ter ocorrido em região com casos autóctones de 

LVH, condições ambientais favoráveis para o desenvolvimento do vetor e por utilizar 

técnicas moleculares com maior sensibilidade.  

Tais dados apresentados corroboram também com Souza et al. (2020), cuja 

incidência de LVH é mais expressiva no Nordeste e Centro-Oeste, visto a moderada 

prevalência de L. (L.) infantum encontrada em flebotomíneos provenientes de Porto 

Velho (RO), Amazônia, São Paulo, Belo Horizonte, Minas Gerais (SARAIVA et al., 

2010; SILVA et al.; 2014; RÊGO et al., 2015; BRIGHENTE et al., 2018; SILVA et al., 

2021). Entretanto, corroboram com Souza et al. (2004), que incrimina Lutzomyia 

longipalpis, Nyssomyia whitmani e Nyssomyia intermedia como importantes vetores 

das leishmanioses.  

 

5. Conclusão 

Com o avanço da urbanização e expansão dos centros urbanos, bem como a 

substituição de florestas por propriedades relacionadas ao agronegócio, a ocorrência 

das leishmanioses vem mostrando grande dinamismo, relacionado a aspectos 

sociais e ambientais, dentre os quais o fluxo populacional em massa das áreas 
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rurais para os centros urbanos. Embora haja diversos estudos a respeito da 

epidemiologia da doença, não há um padrão sobre as taxas de prevalência, bem 

como as espécies de flebotomíneos com potencial vetorial, dificultando inferir um 

padrão epidemiológico a respeito da doença. Similarmente, verifica-se ausência de 

um padrão na dinâmica populacional dos flebotomíneos, visto que os mesmos 

apresentam diversos ecótopos. Não obstante, vale ressaltar a dificuldade técnica de 

trabalhos para incriminação de vetores de Leishmania sp. devido ao grande número 

de amostras necessárias para investigações epidemiológicas, visto que torna-se 

necessário a dissecção do tubo digestivo dos mesmos para se estudar infecções 

naturais em áreas endêmicas. 

Ainda, o controle epidemiológico dos vetores é dificultado, visto o baixo 

conhecimento a respeito de seus hábitats e criadouros naturais, de forma que torna-

se difícil o controle de suas formas imaturas. Ademais, é imprescindível o controle de 

seu maior reservatório (cão doméstico) em ambientes urbanos. Verifica-se ainda 

desconhecimento por parte da população a respeito das formas clínicas e 

implicações da doença. Com isto, torna-se necessário maiores estímulos à 

educação da população, além da promoção de planos com execuções de medidas 

de controle mais acessíveis, a fim de conscientizar a população a respeito de tal 

enfermidade tão presente em todas as macrorregiões brasileiras. Ainda, devido as 

diferenças na infectividade de flebotomíneos da mesma espécie a partir de amostras 

de Leishmania spp. que possuem distribuições geográficas diferentes, torna-se 

inválido aplicar resultados de uma investigação em focos endêmicos para outros 

focos. Desta forma, é observada a impossibilidade de traçar um perfil epidemiológico 

das leishmanioses, visto o grande número de fatores que podem alterar a dinâmica 

epidemiológica da enfermidade, tornando necessários novos estudos a respeito da 

ecologia de flebotomíneos e de infecções naturais dos mesmos. 
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Anexo I 

Protocolo de Extração de DNA 

Inicialmente os triatomíneos ou flebotomíneos foram macerados com auxílio 

de uma haste de vidro. A haste de vidro era esterilizada com auxílio de um bico de 

Bunsen. Posteriormente, acrescenta-se 300µL de Digsol buffer (solução de lise), 

10µL de RNAse e 20µL de proteinase K (10mg/ml). Após a homogeneização deve-se 

incubar overnight a 37°C ou por três horas a 55°C. Posteriormente, adiciona-se 

350µL de acetato de amônia 4M, e com auxílio de um vórtex misturar a reação por 

15 minutos com pausas a cada cinco minutos. Realiza-se, então, uma centrifugação 

refrigerada a 10°C por 15 minutos a 14000 rpm, de forma que irá se formar um 

pellet, com isto deve-se transferir o sobrenadante para outro tubo eppendorf de 2mL 

e descartar o tubo com o pellet. No tubo com o sobrenadante deve-se acrescentar 

1mL de etanol 100%, homogeneizar o tubo por inversão e realizar novamente a 

centrifugação refrigerada a 10°C por 15 minutos a 14000 rpm. Posteriormente, deve-

se descartar o etanol, acrescentar 1mL de etanol 70% e homogeneizar por inversão, 

para então centrifugar novamente por 15 minutos a 14000 rpm e descartar 

novamente o etanol. Com isto, deve-se secar o tubo a temperatura ambiente ou 

utilizar o bloco seco a 55°C, quando o tubo estiver seco deve-se acrescentar 30µL 

de água ou Tampão Tris-EDTA e deixar overnight a temperatura ambiente. 

Protocolo de preparo do Digsol Buffer 

Adicionam-se 0.78g de Tris-HCL, 0.74g de EDTA, 0.68g de NaCl, 10g de SDS 

em um Becker e completa-se com água bidestilada autoclavada. Posteriormente, 

coloca-se a solução sob agitação até que ocorra a diluição de todo o conteúdo, para 

que então haja aferição de pH (pH ideal de 7.0). Por fim, o conteúdo é transferido 

para um frasco esterilizado e coberto com papel alumínio. Deve-se ressaltar que 

antes de sua utilização deve-se aquecer a solução com o auxílio de um microondas, 

com o intuito de diluir o restante do conteúdo. 

Protocolo de preparo de Acetato de amônia 4M 

Adicionam-se 61.66g de acetato de amônia em um Becker e completa-se com 

200mL de água bidestilada, após diluir todo o conteúdo deve-se transferir o mesmo 

para um frasco esterilizado e coberto com papel alumínio. 
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Anexo II 

Protocolo de precipitação etanol-EDTA 

Este é realizado para um volume final de 10µL de reação de sequenciamento 

em uma placa contendo 96 poços. Inicialmente utiliza-se um spin rápido na placa e 

remove-se sua vedação, então adiciona-se 2.5µL de EDTA (125 mM e pH 8.0) com 

auxílio de uma pipeta e misturando bem com a solução da reação. Este ponto é 

fundamental para que o EDTA atue como quelante de íons. Adiciona-se 30µL de 

etanol 100% e vede a placa para passa-la no vórtex por 10 segundos. A placa 

deverá ser incubada a temperatura ambiente e protegida de luz por 15 minutos. 

Posteriormente, a placa passa pelo processo de centrifugação refrigerada a 4°C por 

30 minutos a 3000 rpm. Após o processo de centrifugação, deve-se retirar a vedação 

da placa e inverte-la em cima de um papel absorvente. Coloque a placa virada para 

baixo no papel absorvente na centrífuga e dê um spin (conhecido como spin 

invertido). Deixe a centrífuga chegar, no máximo, a 700-800 rpm e desligue a 

mesma. Adicione 30 µL de etanol 70% em cada poço, e vale ressaltar que este 

etanol deve ser preparado no mesmo dia em que será realizado o processo. Vede 

novamente a placa e passe rapidamente no vórtex rapidamente. Centrifugue 

novamente a placa a 4°C por 15 minutos a 3000 rpm. Retire novamente a vedação 

da placa e a inverta em cima de um papel absorvente e faça novamente o “spin 

invertido”. Posteriormente a placa sem vedação é colocada em um termociclador a 

60°C por 10 minutos, deixando a tampa do termociclador aberta. Desta forma, as 

amostras secas envoltas em papel alumínio pode ser armazenadas por mais de um 

mês a -20 °C. 

 

 

 

 

 

 

 



44 
 

REFERÊNCIAS 

AGUIAR, G.M.; MEDEIROS, W.M. Distribuição regional e habitats das espécies de 

flebotomíneos do Brasil, In: RANGEL, E. F.; LAINSON, R. (Org.). Flebotomíneos do 

Brasil. Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, n. 3, p. 207-255, 2003. 

AGUIAR, P.F.; ROGRIGUES, R.K. Leishmaniose visceral no Brasil: artigo de revisão. 

Unimontes Científica, v. 19, n. 1, p. 192-204, 2017. 

ALAM, M.Z.; YASIN, M.G.; KATO, H.; SAKURAI, T.; KATAKURA, K. PCR-Based 

detection of Leishmania donovani DNA in a stray dog from a  visceral leishmaniasis 

endemic focus in Bangladesh. Journal of Veterinary Medical Science, v. 75, n. 1, 

p. 75-78, 2013. 

ALMEIDA, M.A.O.; JESUS, E.E.V.; SOUZA-ATTA, M.L.B.; ALVES, L.C.; BERNE, 

M.E.A.; ATTA, A.M. Clinical and serological aspects of visceral leishmaniasis in 

Northeast Brazilian dogs naturally infected with Leishmania chagasi. Veterinary 

Parasitology, v. 127, n. 3, p. 227-232, 2005. 

ALMEIDA, P.S.; MINZÃO, E.R.; MINZÃO, L.D.; SILVA, R.S.; FERREIRA, A.D.; 

FACCENDA, O.; ANDRADE FILHO, J.D. Aspectos ecológicos de flebotomíneos 

(Diptera: Psychodidae) em área urbana do município de Ponta Porã, estado de Mato 

Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 43, n. 6, 

p. 723-727, 2010. 

ANDRADE, A.J. Ecologia química de flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: 

Phlebotominae): desenvolvimento de uma armadilha e análise dos hidrocarbonetos 

cuticulares das espécies. 2010. Dissertação (Doutorado em Ciências) – Instituto 

de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte. 

ANDRADE, A.R.O.; DORVA, M.E.M.C.; ANDRADE, S.M.O.; MARQUES, A.; SILVA, 

B. A.K.; ANDREOTTI, R. Phlebotomine fauna in the PontaPorã city: epidemiological 

importance in border line between Brazil and Paraguay. Asian Pacific Journal of 

Tropical Disease, v. 2, n. 5, p. 362-366, 2012. 

ARIAS, J.R.; FREITAS, R.A. 1978. Sobre os vetores de leishmaniose cutânea da 

Amazônia central do Brasil. 2: incidência de flagelados em flebótomos selváticos. 

Acta Amazon, v. 8, 1978. 



45 
 

AZEREDO, E.L.; NEVES-SOUZA, P.C.N.; ALVARENGA, A.R.; REIS, S.R.N.I.; 

TORRENTES-CARVALHO, A.; ZAGNE, S.M.O.; NOGUEIRA, R.M.R.; OLIVEIRA-

PINTO, L.M.; KUBELKA, C.F. Differential regulation of toll-like receptor-2, toll-like 

receptor-4, CD16 and human leucocyte antigen-DR on peripheral blood monocytes 

during mild and severe dengue fever. Immunology, v. 130, n. 2, p. 202-216, 2010. 

BANETH, G.; SHAW, S.E. Chemotherapy of canine leishmaniosis. Veterinary 

Parasitology, v. 106, n. 4, p. 315-324, 2002. 

BANETH, G.; KOUTINAS, A.F.; SOLANO-GALLEGO, L.; BOURDEAU, P.; FERRER, 

L. Canine leishmaniosis–new concepts and insights on an expanding zoonosis: part 

one. Trends in Parasitology, v. 24, n. 7, p. 324-330, 2008. 

BASTOS, T.S.A. Espécies de flebotomíneos e ecoepidemiologia na cidade de Goiás-

GO, Brasil. Dissertação (Mestrado em Ciência Animal) – Universidade Federal de 

Goiás, Goiânia, 2014. 

BELO, V.S.; WERNECK, G.L.; BARBOSA, D.S.; SIMÕES, T.C.; NASCIMENTO, 

B.W.L.; SILVA, E.S.; STRUCHINER, C.J. Factors associated with visceral 

leishmaniasis in the Americas: a systematic review and meta-analysis. PLoS 

Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 4, 2013. 

BENÍCIO, E.A.; GADELHA, E.P.N.; TALHARI, A.; SILVA, R.M.; FERREIRA, L.C.; 

SANTOS, M.C.C.; MIRA, M.T.; OLIVEIRA, C.M.C.; TALHARI, C.; MACHADO, P.R.; 

SCHRIEFER, A. Combining diagnostic procedures for the management of 

leishmaniasis in areas with high prevalence of Leishmania guyanensis. Anais 

Brasileiros de Dermatologia, v. 86, p. 1141-1144, 2011. 

BOGGIATTO, P.M.; CORLEY, K.N.G.; METZ, K.; GALLUP, J.M.; HOSTETTER, J.M.; 

MULLIN, K.; PETERSEN, C.A. Transplacental transmission of Leishmania infantum 

as a means for continued disease incidence in North America. PLoS neglected 

tropical diseases, San Francisco, v. 5, n. 4, e1019, 2011. 

BORGES, B. K. A.; SILVA, J. A.; HADDAD, J. P. A.; MOREIRA, E. C.; MAGALHÃES, 

D. F.; RIBEIRO, L. M. L.; FIÚZA, V. O. P. Presença de animais associada ao risco de 

transmissão da leishmaniose visceral em humanos em Belo Horizonte, Minas 

Gerais. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e Zootecnia, v. 61, n. 5, p. 

1035-1043, 2009. 



46 
 

BRANDÃO-FILHO, S.P.; CAMPBELL-LENDRUM, D.; BRITO, M.E.; SHAW, J.J.; 

DAVIES, C.R. Epidemiological surveys confirm an increasing burden of cutaneous 

leishmaniasis in North-East Brazil. Transactions of the Royal Society of Tropical 

Medicine and Hygiene, v. 93, n. 5, p. 488-494, 1999. 

BRIGHENTE, K.B.S.; CUTOLO, A.A.; MOTOIE, G.; MEIRA-STREJEVITCH, C.S.; 

PEREIRA-CHIOCCOLA, V.L. Molecular detection of Leishmania (Leishmania) 

infatum in phlebotomine sandflies from a visceral leishmaniasis endemic area in 

northwestern of São Paulo State, Brazil. Acta Tropical, v. 181, p. 1-5, 2018. 

BRILHANTE, A.F. Epidemiologia da leishmaniose tegumentar americana (LTA) no 

município de Xapuri, Estado do Acre, Brasil: estudo em população humana, cães 

domésticos e vetores. 2017. Dissertação (Doutorado em Ciências) – Universidade 

de São Paulo, São Paulo.  

CABRAL, A.W.D. Estudo comparativo entre o diagnóstico por técnicas sorológicas e 

da PCR para detecção de Leishmania spp. 2007. Dissertação (Mestrado em 

Biologia Geral e Aplicada) – Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 

CASANOVA, C.; ANDRIGHETTI, M.T.; SAMPAIO, S.M.; MARCORIS, M.L.; COLLA-

JACCQUES, F.E.; PRADO, A.P. Larval breeding sites of Lutzomyia longipalpis 

(Diptera: Psychodidae) in visceral leishmaniasis endemic urban areas in 

southeastern Brazil. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 7, 2013. 

CERBINO-NETO, J.; WERNECK, G. L.; COSTA, C. H. N. Factors associated with 

the incidence of urban visceral leishmaniasis: an ecological study in Teresina, Piauí 

State, Brazil. Cadernos de Saúde Pública, v. 25, n. 7, p. 1543-1551, 2009.  

CESSE, E. A. P.; CARVALHO, E. F.; ANDRADE, P. P.; RAMALHO, W. M.; LUNA, L. 

Organização do espaço urbano e expansão do Calazar. Revista Brasileira de 

Saúde Materno e Infantil, v. 1, n. 2, p. 167-76, 2001. 

COURA, J.R. Dinâmica das doenças infecciosas e parasitárias. Rio de Janeiro, v. 

2, p. 450- 473, 2005. 

COSTA, J.M.L. Epidemiology of Leishmaniasis in Brazil. Gazeta Médica da Bahia, v. 

75, n. 1, p. 3-17, 2005. 



47 
 

COURA-VITAL, W.; KER, H.G.; ROATT, B.M.; AGUIAR-SOARES, R.D.O.; LEAL, 

G.G.A.; MOREIRA, N.D.; OLIVEIRA, L.A.M.; MACHADO, E.M.M.; MORAIS, M.H.F.; 

CORRÊA-OLIVEIRA, R.; CARNEIRO, M.; REIS, A.B. Evaluation of change in canine 

diagnosis protocol adopted by the visceral leishmaniasis control program in Brazil 

and a new proposal for diagnosis. PLoS One, v. 9, n. 3, p. 1-6, 2014. 

COUTINHO, M.T.Z.; BUENO, L.L.; STERZIK, A.; FUJIWARA, R.T.; BOTELHO, J.R.; 

MARIA, M.D. Participation of Rhipicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) in the 

epidemiology of canine visceral leishmaniasis. Veterinary Parasitology, v. 128, p. 

149–155, 2005.  

COSTA, C.H.N.; VIEIRA, J.B.F. Mudanças no controle da leishmaniose visceral no 

Brasil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 33, p. 223-228, 

2002. 

COUTINHO, M.T.Z.; Linardi, P.M. Can fleas from dogs infected with canine visceral 

leishmaniasis transfer the infection to other mammals? Veterinary Parasitology, v. 

147, n. 3, p. 320–325, 2007. 

DANTAS-TORRES, F.; BRANDAO-FILHO, S.P. Visceral leishmaniasis in Brazil: 

revisiting paradigms of epidemiology and control. Revista do Instituto de Medicina 

Tropical de São Paulo, São Paulo, v. 48, n. 3, p. 151-156, 2006. 

DANTAS-TORRES, F. Canine leishmaniosis in South America. Parasites & Vectors, 

v. 2, n. 1, p. S1, 2009. 

DANTAS-TORRES, F.; BRITO, M.E.; BRANDÃO-FILHO, S.P. Seroepidemiological 

survey on canine leishmaniasis among dogs from an urban area of Brazil. Veterinary 

Parasitology, v. 140, p. 54-60, 2006. 

DANTAS-TORRES, F.; SOLANO-GALLEGO, L.; BANETH, G.; RIBEIRO, V.M.; 

CAVALCANTI, M.P.; OTRANTO, D. Canine leishmaniosis in the Old and New Worlds: 

unveiled similarities and differences. Trends in parasitology, v. 28, n. 12, p. 531-

538, 2012. 

DONATO, L.E.; LIMA-JÚNIOR, F.E.F.; ALBUQUERQUE, R; GOMES, M.L.S. 

Vigilância e controle de reservatórios da leishmaniose visceral no Brasil: aspectos 

técnicos e jurídicos. Revista de Educação Continuada em Medicina Veterinária e 

Zootecnia, v. 11, p. 18-23, 2013. 



48 
 

ECKERT, B.S. Revisão Bibliográfica: Tratamento de Leishmaniose Visceral 

Canina. Relatório de Conclusão de Curso (Bacharelado em Medicina Veterinária) – 

Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

Porto Alegre, p. 32, 2013. 

EVANS, T.G.; TEIXEIRA, M.J.; MCAULIFFE, I.T.; VASCONCELOS, I.; 

VASCONCELOS, A.W.; SOUSA, A.A.; LIMA, J.W.; PEARSON, R.D. Epidemiology of 

visceral leishmaniasis in northeast Brazil. The Journal of Infectious Diseases, v. 

166, n. 5, p. 1124-1132, 1992. 

FEITOSA, M.M. Avaliação clínica de animais naturalmente infectados. Anais do 1° 

forum sobre leishmaniose visceral canina. Colégio Brasileiro de Parasitologia 

Veterinária, Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade 

Estadual Paulista. Jaboticabal, 2006. 

FERREIRA, R.C.; SOUSA, A.A.; FREITAS, R.A.; CAMPANER, M.; TAKATA, C.S.A.; 

BARRETT, T.V.; SHAW, J.J.; TEIXEIRA, M.G.G. A phylogenetic lineage of closely 

related Trypanosomes (Trypanosomatidae, Kinetoplastida) of Anurans and sand flies 

(Psychodidae, Diptera) sharing the same ecotopes in Brazilian Amazônia. Journal of 

Eukaryotic Microbiology, v. 55, p. 427-435, 2008. 

FILHO, J.D.A.; GALATI, E.A.B.; FALCÃO, A.L. Nyssomyia intermedia (Lutz & Neiva, 

1912) and Nyssomyia neivai (Pinto, 1926) (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) 

geographical distribution and epidemiological importance. Memórias do Instituto 

Oswaldo Cruz, v. 102, p. 481-487, 2007. 

FISCHER, C.; VOSS, A; ENGEL, J. Development status of miltefosine as first oral 

drug in visceral and cutaneous leishmaniasis. Medical Microbiology and 

Immunology, v. 190, n. 1, p. 85-87, 2001. 

FOLMER, O., BLACK, M., HOEH, W., LUTZ, R., VRIJENHOEK, R. DNA primers for 

amplification of mitochondrial cytochrome c oxidase subunit I from diverse metazoan 

invertebrates. Molecular Marine Biology and Biotechnology, v. 3, p. 294–299, 

1994. 

FRASER, C.M. Manual Merck de Veterinária: um manual de diagnóstico, tratamento, 

prevenção e controle de doenças para veterinária. 9 ed. São Paulo, p. 543-544, 

2008. 



49 
 

FREITAS-LIDANI, K.C.; MESSIAS-REASON, I.J.; ISHIKAWA, E.A.Y. A comparison of 

molecular markers to detect Lutzomyia longipalpis naturally infected with Leishmania 

(Leishmania) infantum. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 109, p. 442- 447, 

2014. 

GALATI, E.A.B. Morfologia e terminologia de Phlebotominae (Diptera: Psychodidae). 

Classificação e identificação de táxons das Américas. Volume I. Apostila da 

Disciplina Bioecologia e Identificação de Phlebotominae do Programa de Pós-

Graduação em Saúde Pública. Faculdade de Saúde Pública da Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2021. 

GENARO, O.; COSTA, C.A.; WILLIAMS, P.; SILVA, J.E.; ROCHA, N.M.; LIMA, S.L.; 

MAYRINK, W. Ocorrência de calazar em área urbana da grande Belo Horizonte, MG. 

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 23, n. 2, p. 121, 1990. 

GINEL, P.J.; LUCENA, R.; LÓPEZ, R.; MOLLEDA, J.M. Use of allopurinol for 

maintenance of remission in dogs with leishmaniasis. Journal of Small Animal 

Practice, v. 39, n. 6, p. 271-274, 1998. 

GONÇALVES, R.; ZHANG, X.; COHEN, H.; DEBRADANT, A.; MOSSER, D.M. 

Platelet activation attracts a subpopulation of effector monocytes to sites of 

Leishmania major infection. Journal of Experimental Medicine, v. 208, n. 6, p. 

1253-1265, 2011. 

GONTIJO, B.; CARVALHO, M.L.R. Leishmaniose tegumentar americana. Revista da 

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 36, n. 1, p. 71-80, 2003. 

GONTIJO, C.M.F.; MELO, M.N. Leishmaniose visceral no Brasil: quadro atual, 

desafios e perspectivas. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 7, n. 3, p. 338-

349, 2004.  

GRAÇA, G.C.; VOLPINI, A.C.; ROMERO, G.A.S.; NETO, M.P.O.; HUEB, M.; 

PORROZZI, R.; BOITÉ, M.C.; ELISA, C. Development and validation of PCR-based 

assays for diagnosis of American cutaneous leishmaniasis and identification of the 

parasite species. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 107, p. 664-674, 2012. 

HAMILTON, P.B.; ADAMS, E.R.; MALELE, I.I.; GIBSON, W.C. A novel, high-

throughput technique for species identification reveals a new species of tsetse-



50 
 

transmitted trypanosome related to the Trypanosoma brucei subgenus Trypanozoon. 

Infection, Genetics and Evolution, v. 8, p. 26-33, 2008. 

HYAMS, K.C.; HANSON, K.; WIGNALL, F.S.; ESCAMILLA, J.; OLDFIELD, E.C. The 

impact of infectious diseases in the health of U.S. troops deployed to Persian Gulf 

during operations Desert Shield and Desert Storm. Clinical Infectious Diseases, v. 

20, p. 1497-1504, 1995. 

KRAUSPENHAR, C.; BECK, C.; SPEROTTO, V.; SILVA, A.A.; BASTOS, R.; 

RODRIGUES, L. Leishmaniose visceral em um canino de Cruz Alta, Rio Grande do 

Sul, Brasil. Ciência Rural, v. 37, n. 3, p. 907-910 , 2007. 

KUMAR, R.; ENGWERDA, C. Vaccines to prevent leishmaniasis. Clinical & 

Translational Immunology, v. 3, n. 3, p. 65-78, 2014. 

LAINSON, R., SHAW J. J. Evolution, classification and geographical distribution. ln: 

The leishmaniases in biology and medicine, Academic Press, p.1-120, 1987. 

LAINSON, R.; SHAW, J.J. New World Leishmaniasis. In: FEG Cox, JP Kreir, D 

Wakelin (eds). Microbiology and Microbial Infections, Parasitology. Sydney, 

Auckland; p. 313-349, 2005. 

LAISON, R. The Neotropical Leishmania species: a brief historical review of their 

discovery, ecology and taxonomy. Revista Pan-Amazônica de Saúde, v. 1, n. 2, p. 

13-32, 2010. 

LAVITSCHKA, C.O. Competência vetora de Nyssomyia intermedia e Nyssomyia 

neivai (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) para Leishmania (Viannia) 

braziliensis (dissertação). São Paulo: instituto de Medicina Tropical de São Paulo 

da Universidade de São Paulo, 2016. 

LAURENTI, M.D.; ROSSI, C.N.; MATTA, V.L.R.; TOMOKANE, T.Y.; CORBETT, 

C.E.P.; SECUNDINO, N.F.C.; PIMENTA, P.F.P.; MARCONDES, M. Asymptomatic 

dogs are highly competent to transmit Leishmania (Leishmania) infantum chagasi to 

the natural vector. Veterinary Parasitology, v. 196, n. 3-4, p. 296-300, 2013. 

LIMA, V.M.F; GOLÇALVES, M.E.; IKEDA, F.A.; LUVIZOTTO, M.C.R.; FEITOSA, 

M.M. Anti-leishmania antibodies in cerebrospinal fluid from dogs with visceral 



51 
 

leishmaniasis. Brazil Journal of Medicine and Biological Research, v. 36, p. 485-

489, 2003. 

LISBOA, J.C.L.; URZULIN, H.A.; ARAUJO, K.S.; SANTANA, M.A.; BENTO, S.G.R.; 

NOGUEIRA, F.S. Acompanhamento clínico e laboratorial de cães 

parasitologicamente positivos para leishmaniose visceral submetidos à terapia com 

miltefosina associada ao alopurinol. Revista de Educação Continuada em 

Medicina Veterinária e Zootecnia, v. 16, n. 3, p. 79, 2018. 

LUTZ, A.; NEIVA, A. Contribuição para o conhecimento das espécies do gênero 

Phlebotomus existentes no Brasil. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 4, p. 

84-95, 1912. 

MANGABEIRA, F.O. Sobre duas novas espécies de Flebotomus (Diptera: 

Psychodidae). Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 33, n. 3, p. 349-356, 1938. 

MARCONDES, M.; ROSSI, C.N. Visceral leishmaniasis in Brazil. Brazilian Journal 

of Veterinary Research and Animal Science, v. 50, n. 5, p. 341-352, 2013. 

MARTÍNEZ, V.; QUILEZ, J.; SANCHEZ, A.; ROURA, X.; FRANCINO, O.; ALTET, L. 

Canine leishmaniasis: the key point for qPCR result interpretation. Parasites & 

Vectors, v. 4, n. 57, 2011. 

MEBRAHTU, Y.; LAWYER, P.; GITHURE, J.; WERE, J.B.; MUIGAI, R.; HENDRICKS, 

L.; LEEUWENBURG, J.; KOECH, D.; ROBERTS, C. Visceral leishmaniasis 

unresponsive to pentostam caused by Leishmania tropica in Kenya. American 

Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 41, p. 289-294, 1989. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE. Manual de vigilância e controle da leishmaniose 

visceral. Série A. Normas e Manuais Técnicos, 2014. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE. Manual De Vigilância Da Leishmaniose Tegumentar. 

Brasília: Ministério da Saúde, 2017. 

MINISTÉRIO DA SAÚDE. Boletim Epidemiológico da Situação Epidemiológica 

das Zoonoses e Doenças de Transmissão Vetorial em Áreas Indígenas. 

Secretaria de Vigilância em Saúde, 2022. 

MURBACK, N.D.N.; FILHO, G.H.; NASCIMENTO, R.A.F.; NAKAZATO, K.R.O.; 

DORVAL, M.E.M.C. Leishmaniose tegumentar americana: estudo clínico, 



52 
 

epidemiológico e laboratorial realizado no Hospital Universitário de Campo Grande, 

Mato Grosso do Sul, Brasil. Anais Brasileiros de Dermatologia, v. 86, n. 1, p. 55-

63, 2011. 

NEVES, L.O.; GADELHA, E.P.M.; GUERRA, J.A.O.; TALHARI, S.; TALHARI, A.S.; 

JUNIOR, R.M.S.; FERREIRA, L.C.L. Estudo clínico randomizado comparando 

antimoniato de meglumina, pentamidina e anfotericina B para o tratamento da 

leishmaniose cutânea ocasionada por Leishmania guyanensis. Anais Brasileiro de 

Dermatologia, v. 86, p. 1092-1101, 2011. 

NEVES, D.P.; MELO, A.L.; LINARDI, P.M.; VITOR, R.W.A. Parasitologia Humana. 

12°ed. São Paulo: Atheneu, 2012. 

NOGUEIRA, F.S. Avaliação clínico-laboratorial de cães naturalmente infectados por 

Leishmaniose visceral, submetidos à terapia com anfotericina B. Dissertação (Tese 

de doutorado em medicina veterinária). 2007. Faculdade de Medicina Veterinária 

e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 

NOLI, C.; SARIDOMICHELAKIS, M.N. An update on the diagnosis and treatment of 

canine leishmaniosis caused by Leishmania infantum (syn. L. chagasi). The 

Veterinary Journal, v. 202, n. 3, p. 425-435, 2014. 

OLIVEIRA, C.L.; ASSUNÇÃO, R.M.; REIS, I.A.; PROIETTI, F.A. Spatial distribution of 

human and canine visceral leishmaniasis in Belo Horizonte, Minas Gerais State, 

Brasil, 1994-1997. Cadernos de Saúde Pública, v. 17, n. 5, p. 1231-1239, 2001. 

OLIVEIRA, A.G.; ANDRADE FILHO, J.D.; FLACÃO, A.L.; BRAZIL, R.P. Estudo de 

flebotomíneos (Diptera, Psychodidae, Phlebotominae) na zona urbana da cidade de 

Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, 1999-2000. Caderno de Saúde 

Pública, v. 19, n. 4, p. 933-944, 2003. 

OLIVEIRA, G.M.G.; FIGUEIRÓ-FILHO, E.A.; ANDRADE, G.M.C.; ARAÚJO, L.A.; 

CUNHA, R.V. Flebotomíneos (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae) no município 

de Três Lagoas, área de transmissão intensa de Leishmaniose Visceral, Estado de 

Mato Grosso do Sul, Brasil. Revista Pan-Amazônica de Saúde, v. 1, n. 3, p. 83-94, 

2010. 

OSTYN, B.; URANW, S.; BHATTARAI, N.R.; DAS, M.L.; RAI, K.; TERSAGO, K.; 

POKHREL, Y.; DURNEZ, L.; MARASINI, B.; AUWERA, G.V.; DUJARDIN, J.C.; 



53 
 

COOSEMANS, M.; ARGAW, D.; BOELAERT, M.; RIJAL, S. Transmission of 

Leishmania donovani in the hills of Eastern Nepal, an Outbreak Investigation in 

Okhaldhunga and Bhojpur Districts. Plos Neglected Tropical Diseases, v. 9, n. 8, p. 

1-13, 2015. 

VERGARA-MEZA, J.G.; BRILHANTE, A.F.; VALENTE, V.C.; VILLALBA-ALEMÁN, E.; 

ORTIZ, P.A.; OLIVEIRA, S.C.; CAVALCANTE, M.R.; JULIÃO, G.R.; PINTO, M.C.G.; 

VALENTE, S.A.; CAMARGO, E.P.; TEIXEIRA, M.M.G. Trypanosoma cruzi and 

Trypanosoma rangeli in Acre, Brazilian Amazonia: Coinfection and Notable Genetic 

Diversity in an Outbreak of Orally Acquired Acute Chagas Disease in a Forest 

Community, Wild Reservoirs, and Vectors. Parasitologia, v. 2, p. 350-365, 2022. 

PAHO. Pan-American Health Organization. Leishmanioses: Informe 

epidemiológico nas Américas, n. 9, Washington, 2020. 

PAIVA, B.R.; SECUNDINO, N.F.; NASCIMENTO, J.C.; PIMENTA, P.F.; GALATI, E.A.; 

JUNIOR, H.F.; MALAFRONTE, R.S. Detection and identification of Leishmania 

species in filed-captured phlebotomine sandflies based on mini-exon gene PCR. 

Acta Tropical, v. 99, p. 252-259, 2006. 

PALTRINIERI, S.; SOLANO-GALLEGO, L.; FONDATI, A.; LUBAS, G.; GRADONI, L.; 

CASTAGNO, M.; CROTTI, A.; MAROLI, M.; OLIVA, G.; ROURA, X.; ZATELLI, A.; 

ZINI, E. Guidelines for diagnosis and clinical classification of leishmaniasis in dogs. 

Journal of the American Veterinary Medical Association, v. 36, n. 11, p. 1184-

1191, 2010. 

PAZ, G.F.; RIBEIRO, M.F.B.; MICHALSKY, E.M.; LIMA, A.C.V.M.R.; FRANÇA-SILVA, 

J.C.; BARATA, R.A.; FORTE-DIAS, C.L.; DIAS, E.S. Evaluation of the vectorial 

capacity of Riphicephalus sanguineus (Acari: Ixodidae) in the transmission of canine 

visceral leishmaniasis. Parasitology Research, v. 106, p. 523- 528, 2010. 

RANGEL, O.; SAMPAIO, S.M.P.; CIARAVOLO, R.M.C.; HOLCMAN, M.M. The 

distribution pattern of Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) in the 

peridomiciles of a sector with canine and human visceral leishmaniasis transmission 

in the municipality of Dracena, São Paulo, Brazil. Memórias do Instituto Oswaldo 

Cruz, v. 107, p. 163–169, 2012. 



54 
 

RÊGO, F.D.; RUGANI, J.M.N.; SHIMABUKURO, P.H.F.; TONELLI, G.B.; 

QUARESMA, P.F.; GONTIJO, C.M.F. Molecular detection of Leishmania in 

Phlebotomine sand flies (Diptera: Psychodidae) from a cutaneous leishmaniasis 

focus at Xakriabá Indigenous Reserve, Brazil. PLoS One, v. 10, p. 1-14, 2015. 

REIS, A.B.; MARTINS-FILHO, O.A.; TEIXEIRA-CARVALHO, A.; GIUNCHETTI, R.C.; 

CARNEIRO, C.M.; MAYRINK, W.; TAFURI, W.L.; CORRÊA-OLIVEIRA, R. Systemic 

and compartmentalized immune response in canine visceral leishmaniasis. 

Veterinary Immunology and Immunopathology, v. 128, n. 1-3, p. 87-95, 2009. 

REITHINGER, R.; DUJARDIN, J.C.; LOUZIR, H.; PIRMEZ, C.; ALEXANDER, B.; 

BROOKER, S. Cutaneous leishmaniasis. The Lancet Infectious Diseases, v. 7, n. 

9, p. 581-596, 2007. 

ROCHA, T.M.D.D.; SILVEIRA, M.B.; QUIXABEIRA, V.B.L. Leishmaniose Tegumentar 

Americana em Humanos: Uma revisão dos aspectos envolvidos na doença. Revista 

Acadêmica do Instituto de Ciências da Saúde, v. 5, n.1, 2019. 

ROMERO, G.A.; BOELAERT, M. Control of visceral leishmaniasis in LatinAmerica – 

a systematic review. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 4, n. 1, 2010. 

SANTOS, R.L.; COSTA, E.A.; AMARILLA, S.P.; CINO, A.G.; SILVA, T.M.A. PAIXÃO, 

T.A; COSTA, L.F.; DENGUES, E.G.; DIAZ, A.A.R.; SANTOS, R.L. Tissue distribution 

of Leishmania chagasi and lesions in transplacentally infected fetuses from 

symptomatic and asymptomatic naturally infected bitches. Veterinary Parasitology, 

v. 165, n. 3-4, p. 327-331, 2009. 

SARAIVA, L.; FILHO, J.D.A.; SILVA, S.O.; ANDRADE, A.S.R.; MELO, M.N. The 

molecular detection of different Leishmania species within sand flies from a 

cutaneous and visceral leishmaniasis sympatric in Southeastern Brazi. Memórias do 

Instituto Oswaldo Cruz, v. 105, n. 8, p. 1033-1039, 2010. 

SARIDOMICHELAKIS, M.N. Advances in the pathogenesis of canine leishmaniosis: 

epidemiologic and diagnostic implications. Veterinary Dermatology, v. 20, n. 5‐6, p. 

471-489, 2009. 

SAVANI, E.S.; NUNES, V.L.; GALATI, E.A.; CASTILHO, T.M.; ZAMPIERI, R.A.; 

FLOETER-WINTER, L.M. The finding of Lutzomyia almerioi and Lutzomyia 

longipalpis naturally infected by Leishmania spp in a cutaneous and canine visceral 



55 
 

leishmaniases focus in Serra da Bodoquena, Brazil. Veterinary Parasitology, v. 160, 

p. 18-24, 2009. 

SANTOS, E. W.; AOUN, M.N.; HOFFMANN, B.M.E. L. L.; NEGRÃO, M.J.; 

TELLAROLI, G. Abordagem da leishmaniose visceral canina (LVC) por médicos 

veterinários. Veterinária e Zootecnia, v. 28, p. 1-12, 2021. 

SHIMABUKURO, P.H.F.; ANDRADE, A.J.; GALATI, E.A.B. Checklist of American 

sand flies (Diptera: Psychodidae, Phlebotominae) genera, species, and their 

distribution. Zookeys, v. 660, p. 67-106, 2017. 

SILVA, S.S. Patologia e patogênese da leishmaniose visceral canina. Revista 

Tropica – Ciências Agrárias e Biológicas, v. 1, n. 1, p. 31, 2007. 

SILVA, T.R.R.; ASSIS, M.D.G.; FREIRE, M.P.; REGO, F.D.; GONTIJO, C.M.F.; 

SHIMABUKURO, P.H.F. Molecular detection of Leishmania in Sand Flies (Diptera: 

Psychodidae: Phlebotominae) collected in the Caititu Indigenous Reserve of the 

municipality of Lábrea, State of Amazonas, Brazil. Journal of Medical Entomology, 

v. 51, n. 6, p. 1276-1282, 2014. 

SILVA, T.A.M.; COURA-VITAL, W.; BARBOSA, D.S.; OIKO, C.S.F.; MORAIS, M.H.F.; 

TOURINHO, B.D.; MELLO, D.P.O.; REIS, I.A.; CARNEIRO, M. Spatial and temporal 

trends of visceral leishmaniasis by mesoregion in a southeastern state of Brazil, 

2002-2013. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 10, p. 1-20, 2017. 

SILVA, A.N.R.; JÚNIOR, A.M.P.; PAULO, P.F.M.; SILVA, M.S.; CASTRO, T.S.; 

COSTA, G.S.; FREITAS, M.T.S.; RODRIGUES, M.M.S.; MEDEIROS, J.F. Detection 

of Leishmania species (Kinetoplastida, Trypanosomatidae) in phlebotomine sand flies 

(Diptera, Psychodidae) from Porto Velho, Northern Brazil. Acta Tropical, v. 213, 

2021. 

SILVEIRA, F.T.; MULLER, S.R.; SOUZA, A.A.A.; LAISON, R.; GOMES, C.M.C.; 

LAURENTI, M.D.; CORBE. Revisão sobre a patogenia da leishmaniose tegumentar 

americana na Amazônia, com ênfase à doença causada por Leishmania (V.) 

braziliensis e Leishmania (L.) amazonensis. Revista Paraense de Medicina, v. 22, 

n. 1, p. 9-20, 2008. 

SING, N.; CURRAN, M.D.; RASTOGIL, A.K.; MIDDLETON, D.; SUNDAR, S. 

Diagnostic PCR with Leishmania donovani specifity using sequences from the 



56 
 

variable region of kinetoplast minicircle DNA. Tropical Medicine and International 

Health, v. 4, n. 6, p. 448-453, 1999. 

SOARES, M.J.V; MORAES, J.R.E.; BORGES, V.P.; MIYAZATO, L.G.; MORAES, F.R. 

Renal involviment in visceral leishmaniasis dogs. The Journal of Venomous 

Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 11, n. 4, p. 579-593, 2005. 

SOLANO-GALLEGO, L.; KOUTINAS, A.; MIRÓ, G.; CARDOSO, L.; PENNISI, M.G.; 

FERRER, L.; BOURDEAU, P.; OLIVA, G.; BANETH, G. Directions for the diagnosis, 

clinical staging, treatment and prevention of canine leishmaniosis. Veterinary 

parasitology, v. 165, n. 1-2, p. 1-18, 2009. 

SOUZA, C.M.; PESSANHA, J.E.; BARATA, R.A.; MONTEIRO, E.M.; COSTA, D.C.; 

DIAS, E.S. Study on phlebotomine sand fly (Diptera: Psychodidae) fauna in Belo 

Horizonte, state of Minas Gerais, Brazil. Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 

99, p. 795-803, 2004. 

SOUZA, M.A.; NUNES, R.F.F.; VIANA, T.C.; MARINHO, M.J.M.; MOREIRA, P.V.S.Q.; 

PEREIRA, W.O. Leishmaniose visceral humana: Do diagnóstico ao tratamento. 

Revista de Ciências da Saúde Nova Esperança, v. 10, n. 2, p. 62-70, 2012. 

SOUZA, H.P.; OLIVEIRA, W.T.G.H.; SANTOS, J.P.C.; TOLEDO, J.P.; FERREIRA, 

I.P.S.; ESASHIKA, S.N.G.S.; LIMA, T.F.P.; DELÁCIO, A.S. Doenças infecciosas e 

parasitárias no Brasil de 2010 a 2017: aspectos para vigilância em saúde. Pan 

American Journal of Public Health, v. 44, 2020. 

TELES, A.P.S.; HERRERA, H.M.; AYRES, F.M.; BRAZUNA, J.C.M.; ABREU, U.G.P. 

Fatores de risco associados à ocorrência da leishmaniose visceral na área urbana 

do município de Campo Grande/MS. Hygeia - Revista Brasileira de Geografia 

Médica e da Saúde, v. 11, n. 21, p. 35 - 48, 2015. 

TROY, G. C. American Leishmaniasis. In: BONAGURA; TWEDT. Kirk's Current 

Veterinary Therapy XIV. St. Louis: Saunders Elsevier, 2009.  

World Health Organization. Control of the Leishmaniasis. Geneva, WHO, p. 1-202, 

1990. 



57 
 

ZUBEN, A.P.B.; DONALÍSIO, M.R. Dificuldades na execução das diretrizes do 

Programa de Vigilância e Controle da Leishmaniose Visceral em grandes municípios 

brasileiros. Cadernos de Saúde Pública, v. 32, 2016. 


