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RESUMO  

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença distribuída mundialmente e potencialmente 

fatal para o homem se não diagnosticada e tratada precocemente. Além de humanos a LV 

acomete outros mamíferos, especialmente cães, que no contexto urbano são os principais 

reservatórios da doença. Indivíduos portadores da infecção pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) também são considerados grupos susceptíveis para LV 

e merecem uma maior atenção. O município de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil 

possui um dos maiores índices de letalidade humana por LV no país, além de uma alta 

prevalência da doença em cães. A Leishmania (Leishmania) infantum é o agente 

etiológico da LV no Brasil e o objetivo central deste trabalho foi estudar a variabilidade 

genética intraespecífica de parasitos provenientes de casos humanos e caninos do 

município de Belo Horizonte e de alguns municípios próximos com o uso da técnica de 

PCR-RFLP e diferentes alvos gênicos: kDNA e gp63. Para este trabalho foram avaliadas 

47 amostras de DNA extraídos de amostras clínicas (n=35) e de cultura de L. infantum 

(n=12), sendo que estas amostras eram provenientes de três grupos diferentes: adultos 

(n=16), crianças (n=18) e cães (n=13). As amostras foram amplificadas para o alvo kDNA 

com os iniciadores MC1 e MC2, específicos para o Complexo Leishmania donovani, e 

que geram um fragmento de 447pb (pares de base). Para o alvo da glicoproteína gp63 

foram utilizados os iniciadores Sg1 e Sg2, que geram um fragmento de 1330pb. Para 

avaliação por RFLP do alvo kDNA foram usadas cinco endonucleases de restrição, sendo 

elas: VspI, RsaI, BglII, DdeI e Hpa II. Para avaliação por RFLP do alvo da glicoproteína 

gp63 foram usadas duas endonucleases, sendo elas: Hinc II e TaqI. Os padrões de 

restrição enzimática das 47 amostras de DNA obtidos com as enzimas RsaI, BglII, DdeI, 

Hpa II, HincII e TaqI, revelaram-se monomórficos. Dois perfis distintos puderam ser 

identificados com a enzima VspI: Tipo I (apresentado por 46 amostras de DNA) e Tipo 

II (apresentado por apenas uma amostra de DNA avaliada no estudo). Este mesmo 

resultado foi também visualizado por análise de fenograma, construído com matriz 

binária e agrupamento Neighbor-Joining. A amostra variável é proveniente de indivíduo 

adulto, que apresentou quadro clássico de LV, residente do município de Minas Novas-

MG, não pertencente à Região Metropolitana de Belo Horizonte. Esses achados revelam 

um alto grau de homogeneidade entre amostras de Leishmania isoladas de casos humanos 

e caninos de Belo Horizonte e outros municípios de Minas Gerais, Brasil. 
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Palavras Chaves: Leishmania (Leishmania) infantum, variabilidade intraespecífica, 

PCR-RFLP, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.  

 

  



 

xvi 
 

ABSTRACT 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is a disease distributed worldwide and potentially fatal to 

humans if not diagnosed and early treated. In addition to human, other mammals are also 

affected, especially dogs in the urban context, which are the major reservoir of the disease. 

Individuals showing human immunodeficiency virus (HIV) infection are also susceptible 

to VL and deserve more attention. The city of Belo Horizonte, Minas Gerais state, has 

one of the highest lethality rates for VL in humans in Brazil and a high prevalence for the 

disease in dogs. Leishmania (Leishmania) infantum is the etiological agent for VL in 

Brazil and the aim of this work was to study the intraspecific genetic variability of 

Leishmania from human and dogs cases in Belo Horizonte, and some other municipalities 

in Minas Gerais state, applying PCR-RFLP with different DNA targets: kDNA and gp63. 

In this work were evaluated 47 DNA samples extracted from clinical specimens (n = 35) 

and L. infantum culture (n = 12), and these samples were from three different groups: 

adults (n = 16), children (n = 18) and dogs (n = 13). The samples were amplified for 

kDNA using the primers MC1 and MC2, specific to the Leishmania donovani complex, 

which generate a fragment of 447pb (base pairs). For gp63 glycoprotein the primers used 

were SG1 and SG2, which generate a fragment of 1330bp. To perform the kDNA RFLP 

five restriction enzymes were used: VspI, RsaI, BglII, DdeI and Hpa II. The gp63 

glycoprotein RFLP was performed with two enzymes: Hinc II and TaqI. The results 

obtained with RsaI, BglII, DdeI, Hpa II, HincII and TaqI restriction enzymes proved to 

be monomorphic. Two distinct profiles were identified with the VspI enzyme: Type I 

(revealed by 46 DNA samples) and Type II (shown for only one DNA sample evaluated 

in the study). This same result was also seen by phenogram analysis, constructed with 

binary matrix and neighbor-joining clustering. The variable sample was from an adult 

who presented classic VL and is resident of Minas Novas city, Minas Gerais state, 

municipality not belonging to the Metropolitan Region of Belo Horizonte. These findings 

reveal there is a high degree of homogeneity among Leishmania from human and dogs in 

Belo Horizonte, and some other municipalities in Minas Gerais state, Brazil. 

 

Key words: Leishmania (Leishmania) infantum, intraspecific variability, PCR-RFLP, 

Belo Horizonte, Minas Gerais state, Brazil. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Leishmanioses 

Atualmente, as leishmanioses encontram-se entre as seis endemias consideradas 

prioritárias no mundo e são caracterizadas por sua grande diversidade e complexidade. 

Estima-se que no mundo cerca de 12 milhões de indivíduos estejam acometidos com a 

doença, e que aproximadamente 350 milhões estão expostos ao risco de infecção 

(Ministério da Saúde 2006).  

As leishmanioses ocorrem em cinco continentes: Américas, África, Ásia, Sul da 

Europa e mais recentemente na Oceania (Austrália) (Rose et al. 2004, OMS 2011, 

Dougall et al. 2011, OMS 2013). São prevalentes em 98 países, dos quais 72 são países 

em desenvolvimento. Em Bangladesh, Brasil, Índia, Nepal e Sudão ocorrem 90% dos 

casos de leishmaniose visceral; na Bolívia, Brasil e Peru ocorrem 90% dos casos de 

leishmaniose mucocutânea; e no Afeganistão, Brasil, Irã, Peru, Arábia Saudita e Síria 

ocorrem 90% dos casos de leishmaniose cutânea (OMS 2011, OMS 2013). 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias causadas por várias espécies de 

protozoários do gênero Leishmania, ordem Kinetoplastida, família Trypanossomatidae 

(Ross 1903 apud Gállego 2004). Estes protozoários possuem ciclo de vida heteroxênico, 

portanto, alternam estádios de vida entre hospedeiros mamíferos e hospedeiros 

invertebrados (Laison & Shaw 1987). Apresentam-se em duas formas principais, 

amastigota e promastigota. A forma amastigota não possui flagelo livre, é arredondada e 

encontrada nos tecidos de hospedeiros vertebrados em células do sistema mononuclear 

fagocitário, especialmente em macrófagos. A forma promastigota é flagelada, 

extracelular, e é encontrada no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados. 

Dentre os hospedeiros vertebrados, as leishmanioses podem acometer o homem e 

outros mamíferos como roedores, edentados (tatu, tamanduá e preguiça), marsupiais 

(gambás), canídeos e outros primatas (Laison & Shaw 1987). Os insetos vetores, 

hospedeiros invertebrados, são pertencentes à ordem Diptera, família Psychodidae, 

subfamília Phlebotominae, assim denominados flebotomíneos. Pertencem aos gêneros 

Lutzomyia, no Novo Mundo e Phlebotomus, no Velho Mundo. Através do repasto 

sanguíneo, realizado no momento da picada por fêmeas desses insetos, as espécies do 

gênero Leishmania são transmitidas ao homem e demais hospedeiros. Os flebotomíneos 

são encontrados nos mais diferentes nichos ecológicos da natureza e compreendem 
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aproximadamente trinta espécies de vetores envolvidos no ciclo de transmissão das 

leishmanioses no Velho e no Novo Mundo (Shaw 2003). 

As diferentes manifestações clínicas das leishmanioses dependem de vários 

fatores, dentre eles a espécie de Leishmania envolvida, sua virulência e aspectos 

relacionados ao hospedeiro, como seu estado imunológico e nutricional, dentre outros. 

Nesse contexto, essas enfermidades podem ser agrupadas em leishmaniose tegumentar, 

que acometem pele e mucosas, e visceral ou calazar, que acomete órgãos internos como 

baço e fígado, principalmente (Convit et al. 1972, Ministério da Saúde 2006, Lynn & 

McMaster 2008, OMS 2011).  

 

1.2 Leishmaniose Visceral (LV) 

A OMS estima que existam, por ano, 500 mil novos casos humanos de 

leishmaniose visceral (LV) e 59 mil mortes em decorrência da doença em todo o mundo. 

Nas Américas é denominada leishmaniose visceral americana (LVA) ou calazar neo-

tropical, encontrada desde o México até o norte da Argentina. Houve descrição de casos 

em pelo menos 12 países, sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na 

Região Nordeste (Miles et al. 1999, Desjeux 2004, OMS 2010). 

O primeiro relato de LV no Brasil foi feito em 1934, quando foram encontradas 

amastigotas de Leishmania em cortes histológicos de fígado de pessoas que morreram 

com suspeita de febre amarela. Estas pessoas eram provenientes de vários estados do 

Nordeste e do Norte do país (Penna 1934, Maia-Elkhoury et al. 2008).  

Desde então, no Brasil, as estatísticas oficiais registram o aparecimento de novos 

casos de LV e o aumento desses, de forma gradativa em todas as regiões brasileiras, 

configurando ampla endemicidade da doença. Segundo dados do Sistema de Informação 

de Agravos de Notificação (SINAN) do Ministério da Saúde, até dezembro de 2011 a 

doença era encontrada em 21 das 27 unidades da federação, com incidência média anual 

de 2 casos/100.000 habitantes. Possui nítida expansão geográfica e crescente número de 

casos, resultado estes decorrentes de fatores como a urbanização acelerada e alterações 

do meio ambiente. (Maia-Elkhoury et al. 2008, Werneck 2008, Brasil 2009, MS/SINAN 

2011).   

Em sua distribuição geográfica inicial, a LV era mais frequente no meio rural. A 

partir da década de 1980, quando uma epidemia de LV ocorreu em Teresina, Piauí (Costa 

et al. 1990), tornou-se notória a alteração do padrão de transmissão rural com tendência 

à urbanização da endemia com casos autóctones em outros grandes centros urbanos como 
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São Luís, Fortaleza, Natal, Aracaju, Belo Horizonte, Santarém e Corumbá (Maia-

Elkhoury et al. 2008, Romero & Boelaert 2010, Harhay et al. 2011).  

Acredita-se que diversos fatores contribuíram e ainda contribuem para esta 

mudança no perfil epidemiológico da doença como: desflorestamento, ou transformações 

no ambiente, que levam a uma redução do espaço ecológico da doença e facilita a 

ocorrência de epidemias em centros urbanos; migração de pessoas de áreas rurais 

endêmicas para centros urbanos; boa adaptação do vetor ao ambiente doméstico e a 

presença do reservatório (cão); desnutrição, principalmente em vilas e favelas, levando a 

uma alta susceptibilidade a doença; entre outros (Reithinger & Davies 2002, Desjeux 

2004, Werneck 2008).   

É importante ressaltar que as medidas de controle preconizadas até então, não 

foram suficientes para contenção da doença no ambiente urbano, principalmente em 

relação ao controle de vetores e reservatórios da doença.  

A Leishmania (Leishmania) infantum, sinonímia de Leishmania (Leishmania) 

chagasi), é a espécie causadora de LV no Brasil. A LV é uma doença que apresenta, 

geralmente, curso prolongado, caracterizado por febre, palidez, emagrecimento, 

hepatoesplenomegalia, aumento de volume abdominal, pancitopenia, edema e 

linfoadenopatia (Chappuis et al. 2007, Romero & Boelaert 2010), porém com 

variabilidade entre os indivíduos  (Zijlstra 1991, Herwaldt 1999). 

Em atenção aos hospedeiros, o cão doméstico (Canis familiaris) é considerado o 

principal reservatório urbano do parasito, desempenhando um papel importante na 

transmissão e epidemiologia da doença. Observa-se que a enzootia canina precede a 

ocorrência de casos humanos, sendo que a infecção em cães é mais prevalente do que no 

homem. Como o cão é considerado um importante hospedeiro e fonte de infecção para os 

vetores, vêm sendo um dos principais alvos nas estratégias de controle, com a prática da 

eutanásia em todos os animais sororreagentes e/ou com exame parasitológico positivo 

(Ministério da Saúde 2006).  

Quanto ao vetor, o Lutzomyia (Lutzomyia) longipalpis é a principal espécie no 

Brasil. Entretanto devido a sua importância como vetor da LV, diversos estudos tem sido 

realizados como, por exemplo, análises de genes associados à resistência a inseticidas e 

genes envolvidos na biologia reprodutiva desses vetores. Assim, atualmente existe um 

consenso de que o L. longipalpis respresenta um complexo de espécies, no entanto, o 

número e distribuição dessas ainda é incerto (Araki et al. 2009, Azevedo et al. 2012, 

Ferreira et al. 2012, Lins et al. 2012). Alguns resultados indicam que este complexo de 
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espécies pode ser dividido em dois grupos principais, um representando uma única 

espécie e um segundo grupo mais heterogêneo e que provavelmente,  representa um 

número de espécies incipientes (Lins et al. 2012). Ainda, recentemente o L. cruzi foi 

descrito como vetor em um foco no estado de Mato Grosso do Sul (Santos et al. 1998). 

As ações de controle destinadas aos flebotomíneos constam de levantamentos 

entomológicos das duas espécies citadas anteriormente, e se caso estiverem presentes e 

ainda dependendo das características da localidade, é feito controle químico por meio da 

utilização de inseticidas de ação residual (Ministério da Saúde 2006). 

Os indivíduos que mais frequentemente são acometidos por LV são crianças e 

idosos. Além desses, pessoas que possuem o sistema imunológico deficiente, como por 

exemplo, indivíduos portadores da infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) também são considerados grupos susceptíveis (Alvar et al. 1997, Cota et al. 2011).   

A razão da maior susceptibilidade das crianças pode ser explicada pelo estado de 

relativa imaturidade imunológica celular, agravado pela desnutrição, tão comuns nas 

áreas endêmicas, além de uma maior exposição ao vetor no peridomicílio (Palumbo 

2010). De acordo com Botelho e Natal (2009) e Guimarães e Almeida (2011), uma 

possível explicação para uma maior susceptibilidade em idosos é a diminuição da 

capacidade de resposta do sistema imunológico. 

A LV é comumente fatal quando não tratada, especialmente nos grupos mais 

susceptíveis descritos anteriormente. Assim, o diagnóstico e tratamento precoce da 

doença são de extrema importância para a redução das taxas de letalidade e do grau de 

morbidade da doença. (Chappuis et al. 2007, OMS 2011) 

Normalmente o diagnóstico é realizado com base em parâmetros clínicos e 

epidemiológicos. No entanto, para um diagnóstico definitivo é necessário a 

complementação por exames laboratoriais, especialmente parasitológicos que exigem a 

demonstração dos parasitos. Sendo os mais utilizados, a microscopia de aspirado de 

medula óssea, baço, fígado ou linfonodo e isolamento em cultivo in vitro do parasito com 

a demonstração do mesmo em microscópio. Diferentes técnicas podem ainda ser 

utilizadas para o diagnóstico de leishmaniose visceral, tais como os métodos sorológicos 

(Aglutinação Direta - DAT, Reação de Imunofluorescência Indireta – RIFI, Ensaio 

Imunoenzimático – ELISA e os testes imunocromatográficos) e moleculares (Reação em 

Cadeia da Polimerase -PCR).  

Muitos avanços têm ocorrido nos últimos anos, mas apesar do grande número de 

testes disponíveis para o diagnóstico da LV, nenhum apresenta 100% de sensibilidade e 
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especificidade. A PCR tem se mostrado um método sensível e promissor para o 

diagnóstico da LV. Possui a vantagem de poder ser utilizado em uma grande variedade 

de amostras clínicas, entretanto ainda possui custo elevado para utilização em larga escala 

(Tavares et al. 2003, Gontijo & Melo 2004). 

 

1.3 Variabilidade genética em Leishmania 

A variabilidade genética em parasitos pode ser a principal estratégia evolucionária 

dos mesmos e tem profundo impacto nas características biológicas daqueles de 

importância médica (Tybayrenc & Ayala 1988). De acordo com Alvarenga (2007) há 

necessidade de um conhecimento confiável e consensual sobre a taxonomia, baseado no 

conhecimento da estrutura da população e na diversidade filogenética, sendo estes pré-

requisitos indispensáveis para um melhor entendimento da epidemiologia de parasitos 

patogênicos. Neste contexto, Salotra et al. (2001) e Schallig  e Oskam (2002) afirmam  

que a identificação correta da espécie do parasito responsável pela doença é de extrema 

importância para delinear estratégias de controle e tratamento apropriado. 

Desde a primeira descrição do gênero Leishmania em 1903, o número de novas 

espécies dentro deste gênero vem se expandindo e diferentes classificações vêm sendo 

propostas. Inicialmente as diferentes espécies de Leishmania eram classificadas de acordo 

com aspectos extrínsecos (externos), tais como aspectos geográficos, clínicos, biológicos 

e epidemiológicos. Nos dias atuais, a classificação, além dos caracteres extrínsecos, é 

baseada em características intrínsecas (internas) do parasito, tais como características 

bioquímicas, composição de lipídios, composição de proteínas, entre outros. Atualmente 

com o desenvolvimento das técnicas moleculares, a análise de polimorfismos no DNA 

tem sido bastante utilizada na caracterização desses parasitos. A vantagem de se trabalhar 

com caracteres intrínsecos é que esses normalmente não são modificados ou mascarados 

por hospedeiros ou fatores ambientais (Grimaldi et al. 1987, Grimaldi & Tesh 1993, 

Cupolillo et al. 2001, Kuhls et al. 2007, Lukes et al. 2007). 

A diversidade genética em Leishmania é alvo de intenso estudo, visto que o 

número de espécies patogênicas ao homem é elevado, sendo aproximadamente 22 

espécies. Alguns trabalhos têm mostrado grandes variações inter e intraespecíficas em 

populações naturais de Leishmania. Segundo Tibayrenc e Ayala (1988), este fenômeno 

pode estar relacionado ao mecanismo de reprodução destes parasitos e parece ter grande 

importância para o entendimento da epidemiologia destas doenças.  
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A forma de reprodução dos parasitos do gênero Leishmania ainda é bastante 

discutida. A maioria dos estudos de genética de populações mostra uma estrutura de 

população basicamente clonal em diferentes espécies de Leishmania (Bañuls et al. 1999). 

Assim, se a espécie reproduz de forma clonal, seus genótipos se propagam como 

fotocópias genéticas e, portanto, podem ser usados como marcadores epidemiológicos 

confiáveis. Entretanto, se há recombinação gênica, ou seja, se a espécie se reproduz 

sexuadamente, seus multilocos genéticos são incertos, assim não devem ser usados como 

marcadores epidemiológicos. Alguns autores já registraram a ocorrência da recombinação 

gênica em populações naturais de Leishmania no Novo e Velho Mundo (Evans et al. 

1987, Tibayrenc et al. 1990, Belli et al. 1994, Dujardin et al. 1995, Akopyants et al. 2009).  

 Ainda, além de eventos de recombinação gênica, Ravel et al. (2006), descreveram 

a ocorrência de híbridos naturais, cruzamento entre L.infantum e L.major. Na natureza, 

estas duas espécies de Leishmania são transmitidas por diferentes vetores e possuem 

diferentes reservatórios. A infecção por L. infantum, é uma zoonose onde o cão é o 

principal reservatório. No mediterrâneo essa espécie é transmitida por várias espécies de 

vetores do subgênero Larroussius (Killick-Kendrick 1999, Volf et al. 2007). Em 

contraste, L. major é típica de áreas áridas e semi-áridas, tendo como principal 

reservatório os roedores (Gramiccia & Gradoni 2005), e é transmitida principalmente por 

Phebotomus papatasi (Killick-Kendrick 1999, Volf et al. 2007). A descoberta de híbridos 

naturais entre espécies tão divergentes veio levantar a questão sobre o processo de troca 

genética nestes parasitos e a possível circulação de híbridos em condições naturais (Ravel 

et al. 2006). 

Todas estas questões citadas anteriormente devem ser levadas em consideração 

num estudo de variabilidade genética desses protozoários do gênero Leishmania. 

Segundo Schönian et al. (2008), a epidemiologia das leishmanioses está evoluindo 

rapidamente tanto na região mediterrânica como em outras regiões do mundo. Assim, é 

importante unirem esforços para que ocorram novos estudos, nomeadamente com 

aplicação das técnicas moleculares de forma a complementarem os convencionais 

inquéritos epidemiológicos. 

 

1.4 Métodos moleculares e isoenzimáticos como instrumentos epidemiológicos na LV 

As metodologias de análise gênica inter e intraespécies possibilitam a obtenção 

de informações úteis para se estudar a influência da variabilidade genética sobre fatores 

epidemiologicamente importantes, como a infecciosidade, virulência, patogenicidade, 
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imunogenicidade e suscetibilidade à ação de quimioterápicos entre populações de 

parasitos (Alvarenga 2007). 

 

1.4.1 Análise de isoenzimas (Multi-locus enzyme electorphoresis – MLEE) 

A técnica de isoenzimas consiste em analisar e diferenciar organismos através das 

diferenças na mobilidade eletroforética de proteínas, que varia em função da carga 

elétrica, forma estrutural ou peso molecular.  

 A análise de polimorfismos presentes em isoenzimas metabólicas constituiu uma 

das primeiras metodologias a ser utilizada, e é universalmente aceita até os dias atuais, 

como método de referência para caracterizar e identificar Leishmania. Esta metodologia 

começou a ser utilizada no início da década de 80, pelo laboratório de referência da OMS: 

“Laboratoire d’Ecologie Médicale et Pathologie Parasitaire, Montpellier, France”. Os 

zimodemas são internacionalmente aceitos e nomeados pela sigla “MON”, derivada ao 

local onde foi feita a tipagem (Montpellier). Após diversos estudos, o zimodema 

denominado MON-1 ainda é o zimodema mais frequente para L. infantum, tanto em cepas 

do velho mundo como do novo mundo (Rioux et al. 1990). 

 As isoenzimas podem ocorrer devido a diversos fatores tais como: presença de 

mais de um loco que codifica a enzima; presença de mais de um alelo para o loco 

codificador da enzima; modificações ou alterações pós-traducionais na cadeia 

polipeptídica formada e enzimas poliméricas cujos componentes são de alelos ou locus. 

Neste tipo de análise, as cepas são divididas em grupos com padrões enzimáticos 

idênticos ou homogêneos, são os chamados zimodemas. Os zimodemas podem 

representar diferenças enzimáticas simples ou conjunto de diferenças ocorrendo entre 

grupos populacionais de organismos (Momen 1984). A ampla distribuição de um único 

zimodema pode indicar a estrutura populacional clonal, como proposto para Leishmania 

(Tibayrenc et al.1990).  

 Apesar dessa metodologia ser amplamente aceita, ela pode não identificar de 

forma eficaz a diversidade genética, pois algumas substituições nucleotídicas não são 

suficientes para alterar os aminoácidos o que permite que mutações silenciosas passem 

desapercebidas e, assim, cepas distintas possam ser consideradas idênticas. Ainda, esta 

metodologia tem a desvantagem de requerer o isolamento e o cultivo do parasito, o que 

impede a caracterização de algumas amostras (Cortes 2008). 

 A técnica é bastante sensível e possui conveniência de que cada variante 

enzimática seja considerada na prática como um genótipo e cada eletromorfo (banda 



Introdução 

8 
 

eletroforética) como um alelo. Todavia, dois organismos não podem ser considerados 

idênticos apenas por possuírem a mesma migração para uma ou duas enzimas. Assim, 

para que não haja interpretações incorretas deve-se aumentar o número de enzimas 

analisadas e consequentemente, o número de caracteres observados (Miles et al. 1981, 

Momen 1984). 

 

1.4.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A PCR é considerada uma técnica extremamente sensível, que possibilita a 

amplificação exponencial de uma sequência específica de DNA de interesse a partir de 

uma mistura complexa, sem a necessidade de clonagem molecular. É amplamente 

utilizada em pesquisa básica, em medicina forense e no diagnóstico de doenças genéticas 

e infecciosas (Nascimento et al. 2003). 

A utilização da PCR para diagnóstico das leishmanioses foi descrita 

primeiramente por Rodgers et al. (1990) e atualmente tem sido amplamente utilizada. 

Essa técnica possui a vantagem de empregar uma grande variedade de amostras 

biológicas como medula óssea, baço, linfondo, sangue total e pele. Existe necessidade 

também de uma boa padronização para este tipo de diagnóstico, pois uma série de 

variáveis, tais como: método empregado na extração de DNA, protocolo de amplificação, 

forma de detecção do material amplificado e possíveis contaminantes da PCR podem 

prejudicar o desempenho da técnica. 

Um dos alvos mais utilizados para PCR no diagnóstico de Leishmania é a região 

conservada do minicírculo do cinetoplasto (kDNA). É característico das leishmanias e 

outros membros da ordem Kinetosplatidae, onde está contido cerca de 10 a 20% do DNA 

extracelular. O kDNA é uma rede enorme de DNA constituído de milhares de moléculas 

circulares em um arranjo conectado. É funcionalmente semelhante ao DNA mitocondrial 

e constituído por dois tipos de moléculas de DNA, os maxicírculos (25-50 cópias por 

célula) e minicírculos (20000-30000 cópias por célula).  Os minicírculos possuem duas 

regiões: uma é denominada região conservada e a outra região variável. A região 

conservada do minicírculo de kDNA possui aproximadamente 150-200 pares de base (pb) 

e possui grande homologia dos nucleotídeos entre as diferentes espécies de Leishmania. 

Já a região variável possui entre 650-800 pb e apresenta alto grau de heterogeneidade não 

só entre espécies, mas também entre minicírculos de um mesmo parasito (Shapiro & 

Englud 1995). Devido ao alto número de cópias dos minicírculos de kDNA de 

Leishmania e ao alto grau de heterogeneidade, estes se tornaram um bom alvo para 
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técnicas de detecção e diferenciação molecular das leishmanias (Rodgers et al. 1990, 

Degrave et al. 1994). 

Muitos trabalhos foram realizados utilizando a PCR do kDNA como ferramenta 

no diagnóstico molecular diferencial das leishmanias. Entretanto, outros alvos, tais como 

o gene da pequena subunidade do RNA ribossomal (SSU rRNA) (Van  Eys et al. 1992), 

região ITS1 do gene rRNA (El Tail et al. 2000), gene hsp70 (Garcia et al. 2004), gene 

codificador para gp63 (Guerbouj et al. 2001) entre outros, também foram estudados e se 

revelaram alvos promissores na detecção e identificação de Leishmania.  

 

1.4.3 Polimorfismo por tamanho de fragmento de restrição (RFLP) 

 A descoberta das endonucleases, ou enzimas de restrição revolucionou a biologia 

molecular. Elas são divididas em várias classes, dependendo da estrutura, da atividade e 

dos sítios de reconhecimento e clivagem. As enzimas do Tipo II são as mais utilizadas na 

tecnologia do DNA Recombinante, pois são proteínas monoméricas ou diméricas e 

clivam o DNA no mesmo sítio do seu reconhecimento. Reconhecem sequências 

específicas de 4 a 8 pares de base (pb) na molécula de DNA e fazem dois cortes, um em 

cada fita (Nascimento et al. 2003). 

 A técnica de PCR-RFLP é baseada na amplificação pela PCR de um sítio 

específico do DNA e a subsequente digestão desse fragmento com diversas enzimas de 

restrição. O perfil de restrição normalmente é analisado em um gel de agarose ou 

poliacrilamida. Assim, através desta análise, espera-se identificar as diferentes espécies 

ou subtipos de parasitas. Muitos autores como Chicharro et al. (2002) utilizaram esta 

técnica para estudos de variabilidade em Leishmania. 

Alguns alvos estão sendo utilizados para estes estudos, tais como: a região 

variável dos minicírculos do kDNA, pois conforme descrito anteriormente, esta região 

apresenta alto grau de heterogeneidade mesmo entre cepas da mesma espécie de 

Leishmania. Acredita-se que o DNA do cinetoplasto está mais propenso a mudanças 

(mutações) de maneira mais rápida do que o DNA nuclear, podendo mostrar um nível 

maior de polimorfismo dentro das espécies, o que o torna um bom alvo para 

caracterização de espécies do gênero Leishmania (Pacheco et al.1986, Alonso et al. 2010) 

O gene codificador para a glicoproteína de superfície de Leishmania spp. 

denominada gp63 também tem sido utilizado como alvo potencial para estudos de 

variabilidade. Segundo Hoya et al. (1999), a gp63 desempenha importante papel na 

virulência do parasito e também confere proteção ao mesmo contra estimulação do 
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sistema imune do hospedeiro. O gene da gp63 possui polimorfismos e sequências 

repetidas em tandem e a heterogeneidade destas sequências já foram descritas como bons 

alvos na identificação de espécies ou diferenciação de cepas de uma mesma espécie 

(Guerbouj et al. 2001, Elamin et al. 2008). 

 

1.4.4 Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) 

A técnica de RAPD consiste basicamente em uma variação do protocolo de PCR, 

entretanto com algumas características distintas, como por exemplo, utiliza apenas um 

único iniciador ao invés de um par deles. Este contém aproximadamente 10 a 15 bases, é 

uma sequência construída aleatoriamente, ou seja, não há necessidade de se conhecer 

previamente a sequência que se quer amplificar e nem suas extremidades, para que se 

possa sintetizar os iniciadores a elas complementares. A reação de amplificação utiliza 

condições de baixa estringência, para que este iniciador possa se ligar de forma arbitrária 

ao DNA molde (Willans et al. 1990, Welsh & Mcclelland  1990). 

É considerado um método de baixo custo, sensível, rápido, relativamente simples 

e que revela vários locus dispersos pelo genoma. Assim, a técnica de RAPD apresenta 

muitas vantagens metodológicas que justificam sua utilização, tornando-a uma poderosa 

ferramenta para estudos genéticos em diferentes organismos. Entretanto, a RAPD, 

apresenta algumas desvantagens em relação a outras técnicas, entre as quais se destaca a 

baixa reprodutibilidade da técnica quando realizada em diferentes centros de pesquisa, 

sendo difícil a comparação dos resultados entre estes (Tibayrenc et al. 1993). 

Alguns pesquisadores têm empregado a técnica de RAPD para identificar 

polimorfismo genético inter e intra-específico em parasitos do gênero Leishmania (Hide 

et al. 2001, Chicharro et al. 2002, Toledo et al. 2002, Zemanova et al. 2004, Botilde et al. 

2006, Alvarenga 2007, Segatto et al. 2012). 

 

1.4.5 Análise de regiões de DNA com marcadores microssatélites (MLMT) 

 Os microssatélites são pequenas sequências repetitivas em tandem (segmentos 

consecutivos) consistindo de unidades de aproximadamente 1-6 nucleotídeos, sendo 

flanqueadas por sequências conservadas para indivíduos da mesma espécie ou gênero. 

Esses marcadores exibem uma quantidade substancial de variabilidade em vários 

genomas eucariotos. Dessa forma, estão se tornando um dos principais marcadores 

moleculares para filogenia, genética de populações e epidemiologia molecular. (Tóth et 

al. 2000) 
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Segundo Rossi e colaboradores (1994), o genoma das espécies de Leishmania é 

considerado relativamente rico em microssatélites com cerca de 600 loci por genoma 

haplóide, sendo as repetições de dinucleotídeos CA as mais abundantes.  

A técnica de MLMT consiste em analisar a variação no tamanho dos loci 

individuais após a amplificação com iniciadores que se anelam especificamente à região 

flanqueadora aos microssatélites (Kuhls et al. 2007, Segatto 2012). Vários pesquisadores 

têm desenvolvido painéis de marcadores que permitem o estudo de populações 

específicas de Leishmania (Jamjoom et al. 2002, Schwenkenbecher et al. 2004, 

Ochsenreither et al. 2006). 

Assim, a MLMT tem se mostrado uma ferramenta promissora para estudos 

taxonômicos, epidemiológicos e de genética populacional em Leishmania e muitos 

pesquisadores tem utilizado esta metodologia para tais fins (Ochsenreither et al. 2006, 

Botilde et al. 2006, Kuhls et al. 2007, Cortes 2008, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011, 

Segatto et al. 2012, Ferreira et al. 2012).   

Essa metodologia possui a vantagem de ser simples e rápida na detecção de 

polimorfismos de microssatélites por PCR, possui boa reprodutibilidade, alto poder 

discriminatório entre amostras analisadas e é fácil de ser comparada entre diferentes 

centros de pesquisas. Ainda possui a vantagem de não precisar isolar os parasitos em 

cultura, sendo que os experimentos podem ser realizados partindo diretamente de 

amostras clínicas provenientes dos hospedeiros. Entretanto, possui a desvantagem de 

ainda ser uma metodologia de custo considerável e há necessidade de conhecer 

previamente a sequência que se quer amplificar e principalmente suas extremidades 

(Ochsenreither et al. 2006, Kuhls et al. 2007). 

 

1.5 Variabilidade genética em L. infantum no Brasil 

Diversos estudos têm sido realizados no intuito de compreender melhor a 

epidemiologia da leishmaniose visceral em diversas regiões do mundo, especialmente em 

áreas endêmicas para doença. Tem-se investigado a variabilidade genética intraespecífica 

em cepas de L. infantum e suas possíveis correlações com diferentes tipos de hospedeiros, 

diferentes origens geográficas, dinâmica de transmissão do parasito, disseminação da LV, 

virulência das diferentes cepas, resistência a drogas entre outros. No entanto, poucos 

utilizam um número representativo de amostras provenientes do Brasil. 

Neste contexto, em 2007, Alvarenga avaliou a variabilidade genética 

intraespecífica de L. infantum, em amostras isoladas de casos humanos e de reservatórios 
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caninos, utilizando as técnicas de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), 

PCR-RFLP (Reação em cadeia da polimerase seguida da técnica de polimorfismos de 

tamanho de fragmento de restrição), SSR-PCR (PCR com iniciadores de repetições de 

sequências simples) e LSSP-PCR (PCR de único iniciador sob baixa estringência). Para 

isso, foram avaliadas 20 amostras provenientes da Região Metropolitana de Belo 

Horizonte, Minas Gerais, Brasil e 20 amostras da Região do Mediterrâneo, Portugal.  

Desse estudo pôde ser concluído que as amostras foram geneticamente muito similares, 

independentemente da origem geográfica (Brasil e Portugal) e do ciclo de transmissão. 

Alguns anos depois, Alonso e colaboradores (2010) estudaram variabilidade 

genética intraespecífica de L. infantum provenientes de casos humanos, caninos e 

flebotomínios (Lutzomyia longipalpis) de 40 amostras do município de Teresina, Piauí. 

Para tal estudo foi utilizada a técnica de PCR-RFLP tendo como alvo minicírculos do 

kDNA de Leishmania. As amostras deste estudo apresentaram um nível significativo de 

heterogeneidade genotípica. Em um trabalho mais recente de Alonso (2011), foi utilizada 

a mesma abordagem e técnica do trabalho anterior, porém foi adicionada a análise por 

genotipagem de microssatélites e sequenciamento do gene ITS (Internal Transcribed 

Spacer). O total de 88 amostras de Teresina foram comparadas com 54 amostras 

provenientes da cidade de Campo Grande, no estado de Mato Grosso do Sul e 15 amostras 

da cidade de Bauru, no estado de São Paulo. Neste trabalho pode-se concluir que houve 

uma correlação entre variabilidade genética e origem geográfica das amostras, já que a 

maioria das amostras ficaram separadas em dois grupos na análise por árvore filogenética. 

Um grupo foi composto somente por amostras de Teresina (PI) e o outro por amostras de 

Campo Grande (MS) e de Bauru (SP), visto que esses dois últimos estados são “vizinhos”. 

Esse resultado foi gerado principalmente pela técnica de PCR-RFLP dos minicírculos do 

kDNA, que neste trabalho também foi considerada a melhor técnica para estudar 

variabilidade genética de amostras geograficamente próximas.  

Também em 2011, Coutinho e colaboradores avaliaram e compararam a 

variabilidade fenotípica de 153 amostras de L. infantum isoladas de cães oriundos dos 

municípios do Rio de Janeiro- RJ (57 amostras) e Belo Horizonte- MG (96 amostras) 

através da análise de eletroforese de isoenzimas (MLEE), padrão ouro para caracterização 

de espécies. Como resultado deste trabalho, todas as amostras analisadas apresentaram 

perfil eletroforético idêntico, sugerindo que as populações circulantes de L.infantum dos 

municípios citados anteriormente podem ser agrupadas num único zimodema (cepas que 

possuem o mesmo perfil isoenzimático). 



Introdução 

13 
 

Kuhls e colaboradores (2011) através da técnica MLMT estudaram a variabilidade 

intraespecífica de L.infantum a fim de compreender melhor as hipóteses existentes da 

origem da LV no Novo Mundo (Américas). Para isso 98 isolados de L. infantum de 

diferentes focos do Novo Mundo foram avaliados, sendo que 62 amostras eram 

provenientes do Brasil. Estas amostras foram comparadas a outras 308 amostras de 

L.infantum e 20 de L. donovani, que representavam populações já bem definidas do Velho 

Mundo (Europa, África e Ásia). A maioria das cepas de L. infantum do Novo Mundo foi 

agrupada em uma única população (População 1). Todas as cepas de L.infantum 

brasileiras foram agrupadas em uma única população, estas representavam 61% da 

amostra e eram provenientes de nove estados brasileiros, sendo eles: Rio de Janeiro, 

Espírito Santo, Ceará, Bahia, Pará, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Piauí e Mato 

Grosso do Sul. Houve uma maior semelhança entre cepas do Novo Mundo com cepas do 

sudoeste europeu, quando comparadas a cepas de outras regiões do Velho Mundo, como 

a região do Mediterrâneo, Oriente Médio e Ásia Central. Esses achados corroboram com 

a hipótese de que a L.infantum foi introduzida nas Américas, diversas vezes, a partir do 

sudoeste europeu na época das grandes navegações.  

Outro trabalho utilizando amostras do Brasil foi realizado por Segatto e 

colaboradores em 2012. Neste estudo, a diversidade genética das amostras foi avaliada 

através das técnicas RAPD, SSR-PCR e análise por MLMT. Foram utilizadas 53 

amostras, sendo que 49 eram amostras de Leishmania isoladas de casos humanos e 4 de 

casos caninos. Essas amostras eram provenientes de cinco estados do Brasil, sendo eles: 

Espírito Santo (5 amostras), Maranhão (7 amostras), Minas Gerais (20 amostras), Paraíba 

(8 amostras) e Piauí (13 amostras). Neste estudo concluiu-se que houve uma baixa 

diversidade genotípica entre amostras das diversas regiões do Brasil. Entretanto, os perfis 

gerados com as técnicas de RAPD e SSR-PCR permitiram a formação de grupos de 

acordo com a região geográfica dos isolados. No perfil apresentado na árvore filogenética, 

as amostras de Minas Gerais e Espírito Santo ficaram mais próximas, assim como as 

amostras do Piauí, Maranhão e Paraíba. Também neste trabalho não foi possível 

relacionar a variabilidade genética com o tipo de hospedeiro (humanos e cães).  

Em trabalho recente, Ferreira e colaboradores (2012) utilizaram 14 marcadores de 

microssatélites para avaliar a estrutura populacional de cepas de L.infantum isoladas de 

diferentes hospedeiros: humanos (84 amostras), cães (87 amostras), gambá (Didelphis 

marsupialis) (1 amostra) e raposa (Cerdocyon sp.) (1 amostra). Estas amostras eram 

provenientes da cidade se Assunção, capital do Paraguai (11 amostras) e da maioria das 
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regiões endêmicas para LV no Brasil (162 amostras). No Brasil, as amostras eram 

provenientes do Distrito Federal e diferentes estados, sendo eles: Amazonas, Bahia, 

Ceará, Espírito Santo, Maranhão, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Pará, 

Pernambuco, Piauí, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sergipe e 

São Paulo. Os resultados mostram uma baixa diversidade genética entre as amostras, 

sugerindo que a forma principal de reprodução dos parasitos ainda é clonal. Entretanto 

também foi possível observar neste estudo sinais de reprodução sexual, pois através de 

valores estatísticos pode se perceber que dois locus da POP1 e um da POP3 apresentavam 

altos níveis de heterozigose e esta característica já foi associada em estudos prévios, como 

indicador da existência de troca genética entre os parasitas. Três populações puderam ser 

identificadas a partir da análise de agrupamento, que apresentou uma boa inferência 

estatística F e parcialmente corrobora a hipótese de variabilidade genética estar 

relacionada à distância geográfica. Cepas originárias de um surto de LV canina no Sul do 

Brasil ficaram agrupadas na POP1 juntamente com as cepas provenientes do Paraguai, o 

que corrobora para a hipótese da dispersão dos parasitos ter ocorrido do nordeste da 

Argentina e Paraguai. Ainda a distribuição de LV no Mato Grosso do Sul parece ter 

seguido a direção oeste-leste, juntamente com a existência do gasoduto Bolívia-Brasil, no 

município de Corumbá. Esta distribuição sugere que os genótipos que inicialmente 

formam a POP3 podem estar associados a presença do vetor Lutzomyia cruzi, o qual é o 

principal vetor para LV em Corumbá. 

Também em trabalho recente, Batista e colaboradores (2012) fizeram uma 

avaliação da diversidade genética de L. infantum em 44 amostras de cães provenientes de 

Jequié-BA (20 amostras) e Campo Grande-MS (24 amostras). Para esta avaliação foram 

utilizadas a técnica de RAPD e MLMT. Houve uma baixa variabilidade genética 

encontrada nas amostras analisadas neste trabalho e estes achados corroboram com a 

hipótese de que L. infantum foi recentemente introduzida nas Américas, juntamente com 

as grandes navegações, e este tempo ainda não foi o suficiente para a espécie se 

diversificar geneticamente de forma significativa. 

Devido à relevância da leishmaniose visceral no país, novos estudos de 

variabilidade genética de L. infantum com um maior número de amostras, de diferentes 

localidades, devem ser realizados. Visto que os resultados dos estudos já existentes nessa 

linha de pesquisa tem sido promissores e gradualmente vem contribuindo para um melhor 

entendimento da epidemiologia das leishmanioses no Brasil.



Justificativa 

16 
 

2.0 JUSTIFICATIVA 

A leishmaniose visceral (LV) ocorre em grandes centros urbanos do Brasil, desde 

a década de 1980. Atualmente, a incidência média da doença é de 2,0 casos/100.000 

habitantes. Segundo dados do Ministério da Saúde entre o período de 2001 a 2009 foram 

notificados 30.373 casos autóctones de LV, o que resulta uma média anual de 3.375 casos. 

Desse total de casos, 12,9% ocorreu no estado de Minas Gerais (Brasil 2009, OMS 2010). 

O primeiro caso autóctone na Região Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH), 

Minas Gerais, ocorreu em 1993, em Sabará. A partir daí, a doença se expandiu para Belo 

Horizonte e outras áreas da RMBH. Segundo Luz et al.  (2001), no município de Belo 

Horizonte (BH), o número de casos de LV tem se elevado a cada ano desde 1994. No 

período de 1994 a 2011 foram confirmados 1.527 casos de LV, com ocorrência de 204 

óbitos. A incidência da doença neste período variou de 1,2 a 7,2/100.000 habitantes. 

Atualmente a LV se distribui em todo o município, de maneira desigual.  

Em 2011, de acordo com a Gerência de Epidemiologia e Informação (GEEPI) da 

Secretaria Municipal de Saúde de Belo Horizonte (SMSA/PBH) a taxa de letalidade foi 

de 16,1%. O grande número de óbitos tem contribuído para que BH tenha uma das 

maiores taxas de letalidade do país. 

Além de Belo Horizonte, outras cidades que pertencem a RMBH também 

apresentam crescimento no número de casos de LV e altas taxas de letalidade da doença. 

Em Contagem, por exemplo, registrou-se uma elevação no número de casos confirmados 

de LV a partir de 2004, semelhante ao que ocorre na região metropolitana de Belo 

Horizonte. O número de casos em Contagem no período 1999-2009 variou de um (2000 

e 2003) a 23 (2008). Em 2001, houve um óbito por LV e no período de 2004-2009 houve 

registro de pelo menos um óbito, em cada ano (SMS/PMC). 

Entre os anos de 2007 a 2012, altas taxas de letalidade foram registradas em 

algumas cidades da RMBH, entre elas, Betim (11,8%), Ribeirão das Neves (10,8%), 

Ibirité (9,2%) e Contagem (9,1%). 

Além dos casos humanos deve-se também levar em consideração os casos caninos 

de LV na RMBH. Segundo Fiuza et al. (2008) e Araújo et al. (2012) o município de Belo 

Horizonte possui alta positividade canina, sendo que entre os anos de 1996 e 2007 houve 

uma variação de 4,3 a 9,3%. O estudo de Oliveira et al. (2001) avaliou a distribuição 

espacial da LV em Belo Horizonte (BH) no período de 1994 a 1997. Observaram que os 

casos humanos ocorreram em áreas com elevada densidade de cães sororreagentes. 
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Margonari et al. (2006), utilizando técnicas de análise espacial, definiram locais de 

concentração de leishmaniose canina em BH e demonstraram que 84,2% dos casos 

humanos estavam relacionados aos casos caninos.  

Ainda deve-se levar em consideração o aparecimento da AIDS, na década de 80, 

e sua rápida disseminação. A partir de então foi observada a presença de co-infecção entre 

o vírus HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana) e Leishmania spp. Segundo a 

Organização Mundial de Saúde a co-infecção Leishmania/HIV é considerada como 

doença emergente e crescente em vários países do mundo. Tem se observado que a forma 

visceral é mais frequente nos casos de co-infecções, apesar de formas cutâneas também 

já terem sido descritas (Lindoso et al. 2009, Lindoso & Lindoso 2009). No Brasil, estima-

se que 620.000 pessoas estejam infectadas pelo HIV, o que corresponde a um terço da 

infecção na América do Sul (Alvar et al. 2008). A infecção pelo HIV aumenta o risco de 

desenvolvimento de LV de 100 para 2.320 vezes em áreas endêmicas e, por outro lado, a 

LV promove a progressão clínica da AIDS (Cota et al. 2011). Neste contexto, a co-

infecção Leishmania/HIV vem ganhando importância sendo considerada um padrão de 

doença grave, inclusive na RMBH. 

Muitos trabalhos tem sido realizados no intuito de verificar a diversidade genética de 

L. infantum (Ochsenreither et al. 2006, Alvarenga 2007, Kuhls et al. 2007, Alonso et al. 

2010, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011, Segatto et al. 2012, Ferreira et al. 2012, Batista et 

al. 2012) e compreender melhor sobre a epidemiologia da doença, mas poucos trabalhos 

abordaram a região metropolitana de Belo Horizonte, Brasil (Coutinho et al. 2011, 

Alvarenga 2007). Nesse contexto, um estudo que busca avaliar se há variabilidade 

genética de L. infantum proveniente de diferentes amostras humanas e de cães do 

município de Belo Horizonte e outras cidades próximas, poderá contribuir para o melhor 

entendimento de sua epidemiologia, dado sua relevância no município, bem como aos 

altos índices de letalidade humana e prevalência canina.
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3.0 OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a variabilidade intraespecífica de L. infantum em amostras de casos humanos 

e caninos pela técnica de PCR-RFLP para os alvos kDNA e gp63. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Investigar a ocorrência de polimorfismos no DNA de L. infantum pela técnica de 

PCR-RFLP com os alvos kDNA e gp63; 

 Determinar as relações fenéticas entre amostras de cães e humanos usando a 

taxonomia numérica para agrupar amostras com características semelhantes;  

 Associar a existência da diversidade genética com fatores epidemiológicos da LV 

humana, tais como: localização geográfica, hospedeiro, idade, sexo e presença de 

co-infecção Leishmania/HIV. 
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4.0 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Municípios de seleção das amostras 

 As amostras foram selecionadas de casos de leishmaniose visceral humana e 

canina que ocorreram em municípios do estado de Minas Gerais. Entre os municípios de 

ocorrência dos casos, cinco pertencem a Região Metropolitana de Belo Horizonte 

(RMBH), constituída por 34 municípios com uma área de aproximadamente 9.467.797 

Km2. As amostras estudadas foram selecionadas de cinco municípios, que são: Belo 

Horizonte, Betim, Contagem, Ibirité e Ribeirão das Neves.   

Foram incluídas também uma amostra proveniente de Minas Novas (Vale do 

Jequitinhonha) e uma amostra de Aimorés (Vale do Rio Doce). (Figura 1) Estas duas 

amostras foram obtidas de casos humanos hospitalizados em Belo Horizonte.  

 

 

Figura 1: Municípios de seleção das amostras. 

 

4.2 Amostras clínicas e de cultura de L. infantum 

Para este trabalho foram utilizadas 35 amostras clínicas (sangue total, aspirado de 

medula óssea ou biópsia de baço) e 12 amostras de cultura de L. infantum provenientes 

de casos humanos e caninos. As amostras eram provenientes de três grupos diferentes: 

crianças (n=18), adultos (n=16) e cães (n=13), todos sintomáticos para LV. Entre os 
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adultos existiam também indivíduos co-infectados Leishmania/HIV. As amostras de 

humanos (crianças e adultos) pertencem ao banco de amostras do Laboratório de 

Pesquisas Clínicas (LPC) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR-FIOCRUZ), 

onde os experimentos foram realizados. As amostras de cães pertencem ao banco de 

amostras do Laboratório de Imunopatologia do Núcleo de Pesquisa em Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).  

No grupo das crianças foram utilizadas amostras de 18 indivíduos, sendo uma 

amostra de cultura de L. infantum isolada por meio de punção de medula óssea e 17 eram 

amostras clínicas de sangue total ou aspirado de medula óssea. Nove indivíduos eram do 

sexo masculino e nove do sexo feminino. Dez amostras eram do município de Belo 

Horizonte e as demais de outros municípios da RMBH (Tabela 1). A média da idade dos 

indivíduos deste grupo foi 4,5 anos. 

No grupo dos adultos foram utilizadas amostras de 16 indivíduos, sendo que seis 

eram amostras de cultura L. infantum isoladas através de punção de medula óssea e dez 

eram amostras clínicas de sangue total ou aspirado de medula óssea. Doze indivíduos 

eram do sexo masculino e quatro do sexo feminino. Das dezesseis amostras, dez são de 

indivíduos que apresentam a co-infecção Leishmania/HIV e seis de indivíduos 

sintomáticos apenas para leishmaniose visceral. Nove amostras eram provenientes do 

município de Belo Horizonte e as demais dos outros municípios da RMBH (Tabela 2). 

Neste grupo foram incluídas as amostras provenientes dos municípios de Minas Novas, 

isolada de um adolescente de 14 anos do sexo feminino; e de Aimorés, isolada de um 

adulto de 39 anos, do sexo masculino. A média da idade dos casos deste grupo foi 37,2 

anos.  
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Tabela 1: Características relacionadas ao grupo das crianças, tipo de amostra utilizada na 

identificação molecular do estudo. 

Identificação    Sexo   
Idade 

(anos) 
  Cidade   Tipo de amostra 

CRa1   Mb   7   Belo Horizonte   MOc 

CR2  Fd  1  Belo Horizonte  CLe 

CR3  F  6  Contagem  MO 

CR4  M  2  Contagem  MO 

CR5  F  4  Ribeirão das Neves  MO 

CR6  M  7  Ribeirão das Neves  MO 

CR7  M  3  Belo Horizonte  STf 

CR8  M  2  Belo Horizonte  ST 

CR9  M  6  Belo Horizonte  ST 

CR10  M  5  Belo Horizonte  ST 

CR11  F  3  Belo Horizonte  ST 

CR12  F  1  Belo Horizonte  MO 

CR13  F  5  Belo Horizonte  ST 

CR14  F  4  Belo Horizonte  MO 

CR15  M  5  Ribeirão das Neves  MO 

CR16  F  7  Betim  MO 

CR17  M  5  Ibirité  MO 

CR18   F   8   Ribeirão das Neves   MO 
aCR: Criança; bM: Masculino; cMO: Aspirado de medula óssea; dF: Feminino; eCL: Cultura de L.infantum, 
fST: Sangue total. 

 

Tabela 2: Características relacionadas ao grupo de adultos, presença da co-infecção Leishmania/HIV, 
tipo de amostra utilizada na identificação molecular do estudo. 

Identificação    Sexo   
Idade 

(anos) 
  Cidade   HIV   Tipo de amostra 

ADa1  Fb  14  Minas Novas  Negativo  CLc 

AD2  Md  53  Ibirité  Positivo  CL 

AD3  M  30  Belo Horizonte  Positivo  CL 

AD4  M  44  Ibirité  Positivo  CL 

AD5  M  39  Aimorés  Negativo  CL 

AD6  M  38  Contagem  Positivo  CL 

AD7  M  54  Belo Horizonte  Negativo  MOe 

AD8  M  50  Belo Horizonte  Positivo  STf 

AD9  M  51  Belo Horizonte  Positivo  ST 

AD10  F  37  Belo Horizonte  Poitivo  MO 

AD11  M  41  Belo Horizonte  Positivo  ST 

AD13  F  20  Belo Horizonte  Negativo  ST 

AD15  M  34  Contagem  Positivo  ST 

AD16  M  37   Contagem  Negativo  ST 

AD18  M  20  Belo Horizonte  Positivo  MO 

AD19   F   33   Belo Horizonte   Negativo   MO 
aAD: Adulto; bF: Feminino; cCL: Cultura de L.infantum; dM: Masculino; eMO: Aspirado de medula óssea; 
fST: Sangue total  
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No grupo dos cães foram utilizadas amostras de treze animais, sendo que cinco 

eram culturas de L. infantum isoladas através de punção de medula óssea e oito eram 

amostras clínicas de biópsia de baço. Todas as amostras de cães foram provenientes do 

município de Belo Horizonte.  

Para o presente estudo todas as amostras foram analisadas por técnicas 

moleculares (PCR-RFLP) (Figura 2). As amostras de cultura de Leishmania, além da 

análise molecular, foi feita a classificação segundo a espécie realizada na Coleção de 

Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), pela técnica de MLEE, de acordo com 

protocolo estabelecido por Cupolillo et al. (1994). A CLIOC possui um painel com 

diversos sistemas enzimáticos, tais como: G6PDH/ Glicose 6-fosfato-desidrogenase e 

6PGDH/6-fosfo-glico-desidrogenase, que foram usados nas amostras deste estudo. Todas 

as amostras foram caracterizadas como L. infantum (Anexo 1).   

As amostras clínicas (sangue total, aspirado de medula óssea e biópsia de baço) 

foram amplificadas para a região do kDNA com os iniciadores MC1 e MC2, seguindo 

protocolo descrito por Cortes et al. 2004. Esses iniciadores são específicos para o 

complexo Leishmania donovani, assim conclui-se que para todas as amostras clínicas 

havia DNA proveniente de L. infantum, visto que originam do estado de Minas 

Gerais/Brasil, aonde a única espécie circulante do complexo Leishmania donovani é a L. 

infantum. 

 

4.3 Delineamento do estudo 

 

 
Figura 2: Delineamento do estudo. aLeishmaniose visceral; bAspirado de medula óssea;  cSangue 
total; dColeção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz; eAnalise por isoenzimas. 

 

  

Amostras

• cães sintomáticos p/ LVa (biópsia de baço)
• crianças sintomáticas p/ LV (MOb ou STc)
•Adultos sintomáticos p/ LV (MO ou ST)

Clínica Cultura 

• cães sintomáticos p/ LV 
• crianças sintomáticas p/ LV
•Adultos sintomáticos p/ LV

Isolados por 

punção de MO

PCR -RFLP CLIOCd→caracterização por MLEEe
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4.4 Obtenção de massa de promastigotas de L. infantum 

Alíquotas de cultura de promastigostas de L. infantum foram isoladas através de 

punção de medula óssea tanto de humanos quanto de cães. Algumas amostras estavam 

criopreservadas no LPC e no Laboratório de Imunopatologia do Núcleo de Pesquisa em 

Ciências Biológicas, respectivamente, outras encontravam-se viáveis em ambos os 

laboratórios. As amostras que encontravam-se congeladas, foram descongeladas para 

obtenção das culturas.  

Todas estas amostras foram cultivadas em meio de cultura LIT (Liver Infusion 

Triptose) suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino inativado e meio NNN-sangue 

(ágar bacteriológico com sangue de coelho desfibrinado). Após aproximadamente 45 dias 

de cultivo foi possível obter volume suficiente para a obtenção de alíquotas do cultivo 

que foram usadas na análise isoenzimática pela técnica MLEE e na análise molecular, 

esta última após extração do DNA genômico. 

 

4.5 Extração do DNA 

O DNA total das amostras clínicas (sangue total, aspirado de medula óssea e 

biópsia de baço) e o DNA genômico de cultura de L. infantum foram extraídos com uso 

do kit “DNA QIAamp DNA mini kit” (QIAGEN GMbH, Hilden, Alemanha), de acordo 

com as especificações do fabricante. Controles negativos do processo de extração de 

DNA foram realizados para cada ensaio mediante a adição de todos os reagentes, exceto 

a amostra. O rendimento da extração foi determinado com a leitura da absorbância a 

260nm em espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

Wilmington, DE, EUA). A razão de absorbância A260/A280 foi calculada para verificar a 

pureza do DNA obtido.  

 

4.6 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Para este estudo dois alvos de DNA de L. infantum foram usados na reação de 

PCR, sendo eles: regiões do minicírculo de kDNA e região intragênica da glicoproteína 

gp63. 

A reação específica para as regiões dos minicírculos do kDNA foi descrita 

segundo Cortes et al. (2004), porém com algumas modificações. Os iniciadores utilizados 

foram MC1 (5’ GTTAGCCGATGGTGGTCTTG 3’) e MC2 

(5’CACCCATTTTTCCGATTTTG 3’). Estes amplificam uma sequência com 447 pares 

de base (pb), dos quais 38 pb pertencem à região conservada do minicírculo e o restante 
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à região variável. A reação foi preparada para um volume final de 100µl, contendo 5-10µl 

de DNA (volume suficiente para completar 50ng do DNA), 3 unidades de Platinum Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 1X PCR Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 

8.4, 500 mM KCL - Invitrogen), 0,6 µM de cada iniciador, 2 mM MgCl2 e 0,4mM de 

dNTPs (Promega, WI, EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma etapa inicial de 

94º C por 2 minutos e 35 ciclos a 94 ºC por 20 segundos, 58 ºC por 20 segundos e 72ºC 

por 30 segundos. Uma etapa final de extensão de 72ºC por 5 minutos foi adicionada.  

A reação de PCR específica para região intragênica da glicoproteína gp63 foi 

descrita segundo Guerbouj et al. (2001), porém com algumas modificações. Os 

iniciadores utilizados foram SG1 (5’ GTCTCCACCGAGGACCTCACCGA3’) e SG2 

(5’TGATGTAGCCGCCCTCCTCGAAG 3’). Estes iniciadores amplificam uma 

sequência de 1330pb. A reação foi preparada para um volume final de 40µl, contendo 

aproximadamente 4µl de DNA (volume suficiente para completar 30ng do DNA), 1,5 

unidades de Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, São Paulo, Brazil), 1X PCR 

Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8.4, 500 mM KCL - Invitrogen), 0,6 µM de cada iniciador, 

1,5 mM MgCl2 e 0,2 mM de dNTPs (Promega, WI, EUA). O programa de ciclagem 

consistiu de uma etapa inicial de 94º C por 4 minutos e 35 ciclos a 94 ºC por 1 minuto, 

67 ºC por 1 minuto e 72ºC por 1 minuto. Uma etapa final de extensão de 72ºC por 8 

minutos foi adicionada.  

Após a amplificação, 5 μL dos produtos de amplificação de ambas as reações 

foram fracionados em gel de poliacrilamida a 6% e submetidos a eletroforese a 150V por 

50min. As bandas foram visualizadas pela coloração com nitrato de prata 0,2%. O restante 

dos produtos de amplificação foi conservado a -20ºC até o momento da análise por 

restrição enzimática. 

Para todos os ensaios foram incluídos controles negativos da PCR (mix da PCR 

sem o DNA), controles negativos da extração de DNA (mix da PCR com o controle 

negativo da extração do DNA) e controles positivos da PCR (DNA extraído de 

promastigotas de L. infantum da amostra referência MHOM/BR/2002/LPC-RPV). 

 

4.6.1 Desempenho dos métodos – limite de detecção 

Para determinar o limite de detecção do ensaio de PCR para o alvo kDNA e para 

o alvo da região intragênica da glicoproteína gp63, o DNA genômico da amostra 

referência de L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) foi diluído em série (1:10).  
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4.7 Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de Restrição (RFLP) 

Para digestão do fragmento de 447pb do kDNA foram utilizadas cinco 

endonucleases: VspI, DdeI, HpaII, BglII, RsaI (Promega, WI, EUA) (Tabela 3) e para a 

digestão do fragmento de 1330pb da região intragênica da glicoproteína gp63 foram 

utilizadas 2 endonuclases: HincII e TaqI (Promega, WI, EUA) (Tabela 3). A Figura 3 

mostra os mapas de restrição enzimática dos fragmentos de DNA construído com o 

Programa NebCutter V2.0, com as sequências nucleotídicas correspondentes ao kDNA e 

gp63 deposistadas no GenBank sob números de acesso: AF103741.1 e U48798.1, 

respectivamente. Não foi possível visualizar um mapa de restrição enzimática para a 

endonuclease BglII analisada para os minicírculos do kDNA, já que este fragmento não 

possui sítio de ligação específico para esta enzima.  

As reações para cada enzima foram realizadas separadamente em um volume final 

de 20µL. Todas as reações continham 15µL do produto de amplificação, 5U da enzima 

de restrição, tampão 1X específico para cada enzima usada e 1µg de BSA. As reações de 

todas a enzimas, exceto a TaqI, foram submetidas a incubação a 37°C (temperatura ótima 

para atuação dessas enzimas) por 3horas e 30 minutos, seguido de 10 minutos a 65ºC 

(desativação da enzima), conforme o protocolo do fabricante. As reações com a enzima 

TaqI foram submetidas a incubação a 65°C (temperatura ótima para atuação dessa 

enzima) por 3horas e 30 minutos. 

Tabela 3: Enzimas de restrição utilizadas na         

PCR-RFLP com seus respectivos sítios de 
restrição 

Enzimas utilizadas para o alvo kDNA 

Enzima de 

Restrição 
  Sítio de Restrição 

   

VspI 
 5' AT▼TA   AT 3' 

 3' TA   AT▲TA 5' 

   

DdeI 
 5' C▼TNA  G 3' 

  3' G  ANT▲C 5' 

   

HpaII 
  5' C▼CG  G 3' 

 3' G  GC▲C 5' 

   

BglII 
 5' A▼GATC   T 3' 

 3' T   CTAG▲A 5' 

   

RsaI 
 5' GT▼AC 3' 

  3' CA▲TG 5' 

   

Enzimas utilizadas para o alvo gp63 
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Enzima de 

Restrição 
  Sítio de Restrição 

      

HincII 
 5' GT(T/C)▼(A/G)AC 3' 

 3' CA(A/G)▲(T/C)TG 5' 

   

TaqI 
 5' T▼CG  A 3' 

 3' A  GC▲T 5' 

      

   

 

Após a etapa de restrição enzimática, 13 µL dos produtos digeridos foram 

submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, que apresentava 1,5mm de 

espessura, 16cm de altura e 14cm de comprimento. Em cada gel de poliacrilamida a 6% 

foi possível utilizar 15 canaletas, sendo que em todos os géis foram adicionados 2 padrões 

de tamanho molecular: 100pb e Phixφ174 ambos da marca Promega. A eletroforese foi 

padronizada para ser realizada em 2h45min a 150v na cuba “SE 400 Vertical Unit” (GE 

Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, US). Após esta etapa, os géis de poliacrilamida 

a 6% foram corados em solução de brometo de etídio (0,5 μg/ml) e fotografados em foto-

documentador L-Pix Ex (Loccus Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil). 

 A imagem dos géis foram analisadas no programa GelAnalyzer 2010. Este 

programa está disponível em: http://www.gelanalyzer.com e foi usado para detectar 

bandas nos géis e estimar com maior precisão o tamanho dos fragmentos analisados. Este 

programa possui diversas ferramentas para melhorar a qualidade da imagem do gel e 

minimizar problemas ocorridos durante a eletroforese, permitindo que a análise seja mais 

válida e menos subjetiva.  

Adicionalmente, após a restrição enzimática algumas amostras de cada grupo 

foram analisadas no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies GmbH, 

Waldbronn, Alemanha). Este equipamento possui a capacidade de detectar e separar com 

precisão, fragmentos de DNA com tamanhos moleculares próximos pelo uso de 

eletroforese capilar em microchip e detecção de fluorescência induzida a laser. Esta 

técnica é considerada eficiente, sensível e precisa. Estabelece com precisão o tamanho 

dos fragmentos analisados. 
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Figura 3: Mapas de restrição enzimática dos fragmentos kDNA e gp63. 
  

 

4.8 Teste padrão com uso de amostras referência  

Como padrão de referência para a reação de PCR-RFLP foram utilizados cinco 

amostras de cultura (Tabela 4) que eram mantidas criopreservadas no Laboratório de 

Pesquisas Clínicas do Centro de Pesquisas René Rachou-FIOCRUZ. Foram realizados 

experimentos como extração do DNA (descrito no item 4.5), reação em cadeia da 

polimerase para os alvos kDNA e gp63 (descrito no item 4.6 ) e a técnica de polimorfismo 

por tamanho de fragmento de restrição (descrito no item 4.7) com todas as cepas 

referência (Tabela 4). 

Tabela 4: Cepas referências utilizadas no trabalho como padrão referência na reação de PCR-RFLP 

Identificação   Espécie   Código Internacional 

Cepa Referência nº1 (Ref1)  Leishmania (Leishmania) infantum  MHOM/BR/2002/LPC-RPV 

Cepa Referência nº2 (Ref2)  Leishmania (Leishmania) infantum  MHOM/BR/1974/PP75 

Cepa Referência nº3 (Ref3)  Leishmania (Leishmania) donovani  MHOM/ET/1967/HU3  

Cepa Referência nº4 (Ref4)  Leishmania (Leishmania) amazonensis  IFLA/BR/1967/PH-8 

Cepa Referência nº5 (Ref5)   Leishmania (Viannia) braziliensis   MHOM/BR/75/M2903 

 

Alvo: gp63

Alvo: kDNA

410 37

28 100 319

194 253

152 161 134

80 414 26

22

84 504 180 20

125080

HpaII

DdeI

RsaI

VspIVspI

TaqI

TaqI

TaqI

TaqI TaqI TaqI TaqI

HincII

DdeI
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4.9 Análise de sequências de nucleotídeos depositadas no GenBank e posterior análise in 

silico no programa “RestrictionMapper”  

  Foi utilizado o banco de dados Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para 

busca de sequências de nucleotídeos correspondente aos alvos do trabalho: kDNA e 

região intragênica da glicoproteína gp63. Para isso, foram usadas as sequências dos 

iniciadores correspondentes MC1 e MC2, bem como os iniciadores SG1 e SG2, descritos 

anteriormente. Foram usadas apenas sequências que obedeciam aos parâmetros de 

qualidade: alto grau de identidade (aproximadamente 100%) com os iniciadores e ao 

organismo Leishmania. Os dados das sequências escolhidas encontram-se nas Tabelas 5 

e 6. 

Posteriormente, estas sequências nucleotídicas foram digeridas in silico no 

programa “RestrictionMapper version 3” disponível em: 

http://www.restrictionmapper.org/. Neste programa existe um painel de enzimas 

disponíveis para digestão virtual. Dessa forma, foram escolhidas as mesmas enzimas 

utilizadas nos experimentos laboratorias: VspI, DdeI, HpaII, BglII, RsaI para o alvo 

kDNA e HincII e TaqI para o alvo gp63. Após a restrição, o programa gera o tamanho 

exato dos fragmentos obtidos. Estas sequências foram utilizadas para serem comparadas 

com as amostras do estudo na análise por fenograma. Estas sequências não correspondem 

aos critérios estabelecidos para seleção das amostras biológicas deste trabalho, como por 

exemplo, pertencer ao estado de Minas Gerais. As sequências correspondentes às regiões 

dos minicírculos do kDNA são de amostras de L. infantum de diferentes países, 

correspondentes à amostras da África, América Central e Sul, além da Europa (Tabela 5).  

Foram também utilizados perfis de restrição encontrados para amostras descritas 

na literatura em artigos que foram usados como referência para este estudo (Cortes et al. 

2006, Cortes 2008, Guerbouj et al. 2001), e incluídos na análise por fenograma para 

comparação com os resultados obtidos em experimentos realizados no laboratório.  
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Tabela 5: Dados das sequências nucleotídicas depositadas no GenBank para o alvo kDNA que foram selecionadas  

para análise por fenograma. 

Número de 

Acesso e 

Identificação 

  Espécie   Descrição   
Query 

Coverage 
  

Max 

Ident 
  País/Continente 

AF169140.1 

(GenBank1) 

  

L.infantum 

  
Leishmania infantum, minicírculo do 

DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

  

100% 

  

100% 

  
Tunísia                   

África do Norte 
     

     

AF169133.1 

(GenBank2) 

 

L.infantum 

 Leishmania infantum, cepa 

MHOM/DZ/85/LIPA141, minicírculo 

do DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

 

100% 

 

100% 

 
Algéria                    

África do Norte      

     

AF103741.1 

(GenBank3) 

 

L.infantum 

 Leishmania infantum, cepa 

MCAN/TN/78/LEM78, minicírculo 

do DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

 

100% 

 

100% 

 
Tunísia                             

África do Norte      

     

AF169131.1 

(GenBank4) 

 

L.infantum 

 
Leishmania infantum, cepa 

MCAN/PT/88/REBELO2, minicírculo 

do DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

 

100% 

 

95% 

 
Portugal                

Sudoeste da 
Europa 

     

     

AF103740.1 

(Genbank5) 
 L.infantum  

Leishmania infantum, cepa 

MHOM/UK/88/CILLONICZ, 

minicírculo do DNA do cinetoplasto, 

sequência completa 

 100%  95%  

Reino Unido           

Noroeste da 

Europa 

AJ010077.2 

(GenBank6) 

 

L.donovani 

 
Leishmania donovani, minicírculo do 

DNA do cinetoplasto, isolado 

MHOM/SD/85/FORSTER, clone 14 

 

100% 

 

100% 

 
Sudão                      

África      

AF103739.1 

(GenBank7) 

 

L.chagasi 

 
Leishmania chagasi, cepa 

MHOM/BR/74/PP75, minicírculo do 

DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

 

100% 

 

100% 

                  

Nordeste do 

Brasil            

Ámerica do Sul 

     

     

     

AF169137.1 

(GenBank8) 

 

L.chagasi 

 
Leishmania chagasi, cepa 

MHOM/PA/79/WR317, minicírculo 

do DNA do cinetoplasto, sequência 

completa 

 

100% 

 

100% 

 

Panamá              

Ámerica Central 
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Tabela 6: Dados das sequências nucleotídicas depositadas no GenBank para o alvo gp63 selecionadas  para 

análise por fenograma. 

Número de Acesso 

e Identificação  
  Espécie   Descrição   

Query 

Coverage 
  

Max 

Ident 

Y08156.1 

(GenBank1) 
  L.infantum   

L.infantum, gene que codifica a 
glicoproteína Gp63 

  100%   100% 

Z83677.1 

(GenBank2) 
 L.infantum  L.infantum, gene da GP63   100%  100% 

U48798.1 

(GenBank3) 
 L.infantum  

Leishmania infantum, glicoproteína de 
superfície gp63, gene (gp63), cds 

completos 
 100%  100% 

XM_001463660.2 

(Genbank4) 
 L.infantum  

Leishmania infantum, JPCM5 GP63, 
leishmanolysin (GP63-4) mRNA, cds 

completos 
 100%  100% 

AJ495003.1 

(GenBank5) 
 L.donovani  

Leishmania donovani, mspC gene para 
GP63, cepa MHOM/KE/1954/LRC-

L53 
 100%  100% 

AJ495006.1 

(GenBank6) 
 L.donovani  

Leishmania donovani, mspC gene para 
GP63, cepa MCAN/IQ/1977/Bumm3 

 100%  100% 

AJ495004.1 

(GenBank7) 
  L.donovani   

Leishmania donovani, mspC gene para 

GP63, cepa 
MHOM/CN/0000/WangJie1 

  100%   100% 

 

 

4.10 Análise  

Inicialmente, cada padrão de restrição resultante da hidrólise dos produtos da PCR 

pelas endonucleases foi analisado visualmente em géis de poliacrilamida 6%. Em 

seguida, as imagens dos géis foram avaliadas com o programa GelAnalyzer 

(www.gelanalyzer.com) para determinar, com precisão, o tamanho dos fragmentos 

observados. Estes padrões de bandas foram utilizados para a determinação de perfis ou 

genótipos e interpretados através de análise qualitativa. Cada perfil de restrição foi 

inserido em uma matriz binária, onde as bandas visualizadas no gel foram codificadas 

como presentes (1) ou ausentes (0) em cada isolado. A partir da matriz binária, foram 

geradas 100 novas matrizes binárias fictícias através de embaralhamento dos perfis 

obtidos por meio do programa SEQBOOT (PHYLIP - Phylogeny Inference Package - 

http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html). A partir de cada uma das matrizes 

binárias, foi obtida uma matriz de distância com o programa RESTDIST (PHYLIP) em 

modo restriction fragments. Em seguida foram construídas árvores para inferir relações 

filogenéticas entre os isolados, com o programa NEIGHBOR (PHYLIP) no modo 
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UPGMA. A partir das 100 árvores geradas, foi obtida uma árvore consenso com o 

programa CONSENSE (PHYLIP). A topologia da árvore consenso, com os valores de 

suporte dos nós foi visualizada com o programa MEGA (http://www.megasoftware.net/). 

 

4.11 Considerações éticas 

O uso das amostras clínicas de aspirado de medula óssea, sangue total, biópsia de 

baço e de cultura de L. infantum no presente estudo foi submetido à análise do Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais, que conjuntamente com as 

outras instituições envolvidas no trabalho: Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ 

e Universidade Federal de Ouro Preto gerou o protocolo de aprovação CAEE-

03904112.0.0000.5149 (Anexo 2).
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5.0 RESULTADOS 

 

5.1 Produtos da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

 

5.1.1Produtos da PCR da região do minicírculo do kDNA. 

Todas as 47 amostras utilizadas para este estudo (amostras clínicas e amostras de 

cultura de L. infantum) foram amplificadas para região de minicírculo do kDNA, 

utilizando os iniciadores MC1 e MC2 descrito por Cortes e colaboradores em 2004. Todas 

as amostras apresentaram um fragmento de 447pb (Figura 4). 

 
Figura 4: Visualização dos produtos de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb) 
em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%. aPadrão de Tamanho Molecular→ 

100pb(PROMEGA); bControle Negativo da PCR. 

 

 

5.1.2 Produtos da PCR da região intragênica da glicoproteína gp63. 

Todas as 47 amostras utilizadas para este estudo (amostras clínicas e amostras de 

cultura de L. infantum) foram amplificadas para região intragênica da glicoproteína gp63, 

utilizando os iniciadores SG1 e SG2 descrito por Guerbouj e colaboradores em 2001. 

Todas as amostras apresentaram um fragmento de 1330pb (Figura 5). 

 
Figura 5: Visualização dos produtos de amplificação da reação de PCR para o alvo gp63(1330pb) 

em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%. aPadrão de Tamanho Molecular→ 

100pb(PROMEGA); bControle Negativo da PCR. 

 

 

5.2 Desempenho dos métodos – limite de detecção 

O ensaio de PCR para o alvo kDNA apresentou limite de detecção de 1 pg de 

DNA genômico da amostra referência de L. infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) 

diluído em série (1:10) (Figura 6). 

300pb

500pb

700pb

447pb

Amostras amplificadas para o alvo kDNA

500pb

1000pb

1500pb

1330pb

Amostras amplificadas para o alvo gp63
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Figura 6: Limite de detecção do ensaio de PCR para o alvo kDNA/Visualização dos produtos de 
amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb) em gel de poliacrilamida 6% corado 

com nitrato de prata 0,2%. aPadrão deTamanho Molecular→ 100pb(PROMEGA); bControle 

Negativo da PCR; cL. infantum → MHOM/BR/2002/LPC-RPV (dosagem do DNA total: 
10,42ng/µL). 

 

O ensaio de PCR para o alvo da região intragênica da glicoproteína gp63 

apresentou limite de detecção de 10,42 fg de DNA genômico da amostra referência de L. 

infantum (MHOM/BR/2002/LPC-RPV) diluído em série (1:10) (Figura 7). 

 

Figura 7: Limite de detecção do ensaio de PCR para o alvo da região intragênica da 

gp63/Visualização dos produtos de amplificação da reação de PCR para o alvo gp63(1330pb) em 
gel de agarose 2% corado com brometo de etídio 0,5 μg/ml - aPadrão de Tamanho Molecular→ 

100pb(PROMEGA); bControle Negativo da PCR; cL. infantum → MHOM/BR/2002/LPC-RPV 

(dosagem do DNA total:  10,42ng/µL). 
 

5.3 Especificidade do ensaio de PCR  

5.3.1 Especificidade do ensaio de PCR para o alvo kDNA  

Todas as amostras desse estudo foram amplificadas para a região do kDNA com 

os iniciadores MC1 e MC2, seguindo protocolos descritos por Cortes et al. 2004. Esses 

iniciadores são específicos para o complexo Leishmania donovani, assim conclui-se que 

para todas as amostras deste trabalho, havia DNA proveniente de L. infantum, visto que 

essas amostras originam-se do estado de Minas Gerais/Brasil, aonde a única espécie 

circulante do complexo Leishmania donovani é a L. infantum. Foram feitos testes com 

300pb

500pb

800pb
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1000pb

1500pb

10,42fg/µL

1330pb
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outras espécies de Leishmania, como L. donovani, L. amazonensis e L. braziliensis 

(Figura 8). 

 
Figura 8: Especificidade do ensaio de PCR para o alvo kDNA (447pb) , em gel de poliacrilamida 

6% corado com nitrato de prata 0,2%.  aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Controle Negativo da reação de PCR, cL. infantum → MHOM/BR/2002/LPC-RPV; dL. infantum 

→ MHOM/BR/1974/PP75;  eL. donovani → MHOM/ET/1967/HU3; fL. amazonensis→ 

IFLA/BR/1967/PH-8; g L. braziliensis→ MHOM/BR/75/M2903.  

 

Como visualizado na imagem do gel anterior, o DNA proveniente das cepas 

referência de L.amazonensis e L.braziliensis não puderam ser amplificados para o alvo 

do kDNA (447pb), já que estas espécies não pertencem ao complexo Leishmania 

donovani. 

 

5.3.2 Especificidade do ensaio de PCR para o alvo da região intragênica da gp63 

Todas as amostras desse estudo foram também amplificadas para a região 

intragênica da glicoproteína gp63 com os iniciadores SG1 e SG2, seguindo protocolos 

descritos por Guerbouj et al. 2001. Esses iniciadores são para tripanossomatídeos. Foram 

feitos testes com outras espécies de Leishmania, como L. donovani, L. amazonensis e L. 

braziliensis (Figura 9). 

 
Figura 9: Especificidade do ensaio de PCR para o alvo da região intragênica da gp63 (1330pb), 

em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata 0,2%.  aPadrão de Tamanho Molecular 

→ 100pb(PROMEGA); b Controle Negativo da reação de PCR, cL. infantum → 
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; dL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75;  eL. donovani → 

447pb
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MHOM/ET/1967/HU3; fL. amazonensis→ IFLA/BR/1967/PH-8; gL. braziliensis→ 

MHOM/BR/75/M2903.  

 

Como visualizado na imagem do gel anterior, o DNA proveniente das cepas 

referência de L. amazonensis e L. braziliensis foram amplificados para o alvo da região 

intragênica da glicoproteína gp63 (1330pb), uma vez que estes iniciadores são para 

tripanossomatídeos. 

 

5.4 Reação em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo por Tamanho de Fragmento de 

Restrição (PCR-RFLP) 

Para avaliação da variabilidade intraespecífica de L. infantum foram utilizadas 

diversas endonucleases de restrição direcionadas para a avaliação das regiões de 

minicírculos do kDNA e da região intragênica da glicoproteína gp63.  

 Todos os perfis de cada enzima foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 6% e confirmados no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies GmbH, Waldbronn, Alemanha) com a utilização do kit “Agilent High 

Sensitivity DNA Kit”, que através da eletroforese capilar é capaz de separar, quantificar 

e determinar exatamente os tamanhos dos fragmentos em pb. Este kit é ideal para análise 

de fragmentos entre 50 e 7000pb. 

 

5.4.1 PCR-RFLP para a região de minicírculo do kDNA  

Para o alvo da região do minicirculo do kDNA (447 pb) foram avaliadas cinco 

endonucleases, sendo elas: VspI, RsaI, BglII, DdeI e Hpa II. Dessas, os padrões de 

restrição obtidos com as enzimas RsaI, BglII, DdeI, HpaII revelaram-se monomórficos 

para as amostras do estudo e apenas os padrões de restrição da enzima VspI mostraram-

se polimórficos. 

 

5.4.1.1 Endonuclease VspI  

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do 

kDNA (447 pb) com a enzima VspI dois perfis puderam ser identificados, sendo eles: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando três bandas: 134pb, 152pb e 161pb (Figura 10). 
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Figura 10: Perfil tipo I da restrição enzimática realizada com a endonuclease VspI a partir de 
produtos  de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 

6% corado com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 

100pb(PROMEGA); b Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de 
amplificação do minicirculo do kDNA intacto, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum 

→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 

grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum → MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 
 

Perfil tipo II → Perfil apresentando duas bandas: 310pb e 164pb (Figura 11). 

 

A )  Gel de poliacrilamida6% B) Eletroforese capilar em
microchip- Bioanalyzer2100
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Figura 11: Perfil tipo II da restrição enzimática realizada com a endonuclease VspI a partir de 

produtos  de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 

6% corado com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 
100pb(PROMEGA); bAmostra do grupo de adultos; cAmostra de cultura. B) Eletroforese capilar 

em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100; aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; 
bAmostra do grupo de adultos; cAmostra de cultura. 
  

Apenas uma amostra de cultura de L. infantum, AD1, apresentou o Perfil tipo II, 

todas as outras quarenta e seis amostras apresentaram o Perfil tipo I.  

A amostra que apresentou variabilidade genética com a restrição enzimática 

realizada pela endonuclease VspI, que apresentou o Perfil tipo II, foi isolada de uma 

paciente do grupo de adultos, que é residente do município de Minas Novas, localizado 

no Alto Jequitinhonha na região Nordeste do estado de Minas Gerais, a 485Km do 

município de Belo Horizonte. 

Os parasitos da amostra AD1 foram isolados através da punção de medula óssea 

e cultivados em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose), suplementado com 20% 

de Soro Fetal Bovino inativado e meio NNN-sangue (ágar bacteriológico com sangue de 

coelho desfibrinado). A coleta dessa amostra clínica foi realizada no ano de 2011 e a 

paciente era sintomática para leishmaniose visceral, do sexo feminino, tendo 14 anos de 

idade, sem histórico de infecção pelo HIV e sem nenhuma outra comorbidade. A paciente 

apresentava a forma clínica clássica de LV e todos os seus outros exames para o 

diagnóstico da doença foram considerados positivos (exame direto - medula óssea, RIFI 

e Teste Rápido). A paciente iniciou o tratamento com Anfotericina B no hospital e depois 

da melhora do quadro clínico, o tratamento foi finalizado com a administração de 

Glucantime, no ambulatório. Após o fim do tratamento, a paciente fez acompanhamento 

regular com médicos especializados e atualmente encontra-se em bom estado de saúde. 

 

5.4.1.1.1 Dendograma sem raiz – endonuclease VspI 

Para melhor visualização dos resultados obtidos com a análise do perfil da reação 

de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do kDNA (447 pb) usando a 

endonuclease de restrição VspI, os dados foram agrupados em um dendograma sem raiz 

(Figura 12).  
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Figura 12: Dendograma sem raiz - endonuclease VspI. CA→Amostras do grupo de cães; CR→ 

amostras do grupo de crianças; AD→Amostras do grupo de adultos; Cult→Amostras de cultura; 

Clín→Amostras clínicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil 1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e 

Cortes 2008).  

Através da análise da imagem do dendograma sem raiz é possível perceber que a 

única amostra variável foi a amostra AD1_cult, Perfil tipo II deste trabalho (bandas de 

310 e 164pb). Este Perfil encontrado é semelhante ao Perfil 3, para enzima VspI (bandas 

310 e 137pb) descrito por Cortes (2008).  

Também é possível perceber que as outras quarenta e seis amostras que 

apresentaram o Perfil tipo I deste trabalho (bandas 134,152 e 161pb) ficam pareadas com 

o Perfil 1 (bandas134,152 e 161pb) descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes 

(2008). Estas amostras também ficaram pareadas com todas as demais oito sequências de 

nucleotídeos para o alvo kDNA obtidas após busca no GenBank (Tabela 5) e posterior 

análise in silico no programa “RestrictionMapper” sendo elas: AF169140.1/Genbank1, 
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AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, AF169131.1/Genbank4, 

AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBank6, AF103739.1/GenBank7, 

AF169137.1/GenBank8. Ainda, estas amostras ficaram pareadas com as cepas referência 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Ref1), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e 

MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4). 

O Perfil 2 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008) para enzima 

VspI formou um grupo separado dos demais, e isto deve-se ao fato deste padrão ser 

representado por bandas de 170, 137, 90 e 50pb, e para o qual nenhuma das amostras 

deste trabalho demonstraram, além das sequências obtidas após busca no GenBank  

(Tabela 5) e amostras referência (Tabela 4). 

 

5.4.1.1.2 Dendograma sem raiz com análise Bootstrap – endonuclease VspI 

Foi gerado um outro tipo de representação para análise dos dados do perfil da 

reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do kDNA (447 pb) com a enzima 

VspI. Um novo dendograma sem raiz foi criado com adição da análise por Bootstrap 

(Figura 13). Este é um método de simulação que objetiva a obtenção de intervalos de 

confiança para as estimativas dos parâmetros de interesse, por reamostragem do conjunto 

de dados original (Matinez-Espinosa et al. 2006). Os resultados visualizados são os 

mesmos encontrados na representação anterior no item 5.4.1.1.1. Ainda, nesta 

representação é possível analisar os valores de Bootstrap, que indicam o percentual de 

suporte calculado pelo teste às relações apresentadas, como por exemplo, a amostra 

AD1_cult que fica pareada com o Perfil 3 Cortes (2008) apresenta um valor de suporte 

do nó de 92%. Já o Perfil 2 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008) 

para enzima VspI que formou um grupo separado dos demais possui um valor de suporte 

do nó de 100%. 

 



Resultados 

40 
 

 

Figura 13: Dendograma sem raiz com análise Bootstrap - endonuclease VspI. CA→Amostras do 

grupo de cães; CR→ amostras do grupo de crianças; AD→Amostras do grupo de adultos; 

Cult→Amostras de cultura; Clín→Amostras clínicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil 

1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008). 
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5.4.1.2 Endonuclease RsaI  

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do 

kDNA (447 pb) com uso da enzima RsaI foi possível observar apenas um perfil, sendo 

ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando duas bandas: 194pb e 253pb (Figura 14). 

 

 

Figura 14: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease RsaI a partir de produtos  
de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb) . A) Gel de poliacrilamida 6% 

corado com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); 

b Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação do 

minicírculo do kDNA intacto, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 

grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 

 

 Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 194 e 253pb) também foi 

descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008), como Perfil I para enzima 

RsaI (bandas 194 e 253pb).  

  

5.4.1.2.1 Dendograma sem raiz com análise Bootstrap – endonuclease RsaI 

Através da análise da imagem do dendograma sem raiz com a análise Bootstrap 

para a enzima RsaI (Figura 15) é possível perceber que a única amostra que apresentou 

variabilidade e com um valor de suporte do nó de 97% foi a sequência de nucleotídios 
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AF169140.1/Genbank1 (Tabela 5), que ficou pareada com o Perfil 3, descrito por Cortes 

e colaboradores (2006) e Cortes (2008).  

 O Perfil 2 descrito por estes autores também ficou num grupo separado das 

demais e com um valor de suporte do nó de 86%. 

As outras sequências de nucleotídeos para o alvo kDNA obtidas após busca no 

GenBank (Tabela 5) e posterior análise in silico no programa “RestrictionMapper”: 

AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, AF169131.1/Genbank4, 

AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBank6, AF103739.1/GenBank7, 

AF169137.1/GenBank8, as cepas referência MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Ref1), 

MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram 

o mesmo perfil das 47 amostras avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1, 

descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008).  
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Figura 15: Dendograma sem raiz com análise Bootstrap - endonuclease RsaI. CA→Amostras do 

grupo de cães; CR→ amostras do grupo de crianças; AD→Amostras do grupo de adultos; 

Cult→Amostras de cultura; Clín→Amostras clínicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil 

1,2 e 3 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008). 
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5.4.1.3 Endonuclease BglII  

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do 

kDNA (447 pb) com uso da enzima BglII apenas um perfil pode ser identificado, sendo 

ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando apenas uma banda: 447pb (Figura 16). 

 

Figura 16: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease BglII a partir de produtos  

de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado 

com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação do 
minicírculo do kDNA intacto, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 
grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 

 

As sequências de nucleotídeos para o alvo kDNA obtidas após busca no GenBank 

(Tabela 5) e posterior análise in silico no programa “RestrictionMapper”: 

AF169140.1/Genbank1 AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, 

AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBank6, 

AF103739.1/GenBank7, AF169137.1/GenBank8, bem como as cepas referência 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Ref1), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e 

MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram o mesmo perfil das 47 amostras 

avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1(banda 447pb) , descrito por Cortes 

e colaboradores (2006) e Cortes (2008). 
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5.4.1.4 Endonuclease DdeI  

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do 

kDNA (447 pb) com uso da enzima DdeI apenas um perfil pode ser identificado, sendo 

ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando duas bandas: 100pb e 319pb (Figura 17). 

 

 

Figura 17: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease DdeI a partir de produtos  

de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado 

com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação do 

minicírculo do kDNA intacto, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 
grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 

 

As sequências de nucleotídeos para o alvo kDNA obtidas após busca no GenBank 

(Tabela 5) e posterior análise in silico no programa “RestrictionMapper”: 

AF169140.1/Genbank1 AF169133.1/GenBank2, AF103741.1/GenBank3, 

AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5, AJ010077.2/GenBank6, 

AF103739.1/GenBank7, AF169137.1/GenBank8, bem como as cepas referência 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Ref1), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e 

MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4) apresentaram o mesmo perfil das 47 amostras 
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avaliadas neste estudo e que corresponde ao Perfil 1(bandas 100 e 319pb) , descrito por 

Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008). 

 

5.4.1.5 Endonuclease HpaII   

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região do minicírculo do 

kDNA (447 pb) com uso da enzima HpaII apenas um perfil pode ser identificado, sendo 

ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando duas bandas: 37pb e 410pb (Figura 18). A banda de 

37pb por ser de tamanho bastante pequeno não pode ser observada em todas as amostras. 

Apesar de padronizado o tempo de corrida na eletroforese, muitas vezes esta banda era 

perdida na mesma, ou aparecia com pouca intensidade.  

 

Figura 18: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease HpaII a partir de produtos  

de amplificação da reação de PCR para o alvo kDNA(447pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado 
com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação do 

minicírculo do kDNA intacto, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 

grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 
 

Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 37 e 410pb) também foi 

descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008), como Perfil 1 para enzima 

HpaII (bandas 37e 410pb). 
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5.4.1.5.1 Dendograma sem raiz com análise Bootstrap – endonuclease HpaII 

Através da análise da imagem do dendograma sem raiz com a análise Bootstrap 

para a enzima HpaII (Figura 19) é possível perceber que duas amostras apresentaram 

variabilidade com um valor de suporte do nó de 97%, sendo elas: a sequência de 

nucleotídios AF169140.1/Genbank1 (Tabela 5), que ficou pareada com o Perfil 2, 

descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008).  

A sequência AF169133.1/GenBank2, que mostra-se num grupo separado com um 

valor de suporte do nó de 50%. Para esta última não foi encontrado nenhum perfil 

semelhante na literatura que utilizasse o mesmo alvo e análise pela mesma enzima.   

O Perfil 4 descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008) também 

ficou num grupo separados das demais amostras com um valor de suporte do nó de 84%.   

A sequência de nucleotídios AF169137.1/GenBank8 (Tabela 5) ficou pareada 

com o Perfil 3, descrito por Cortes e colaboradores (2006) e Cortes (2008),  com um valor 

de suporte do nó de 54%.   

As outras sequências de nucleotídeos para o alvo kDNA obtidas após busca no 

GenBank (Tabela 5) e posterior análise in silico no programa “RestrictionMapper”:  

AF103741.1/GenBank3, AF169131.1/Genbank4, AF103740.1/Genbank5, 

AJ010077.2/GenBank6, AF103739.1/GenBank7, bem como as cepas referência 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV (Ref1), MHOM/BR/1974/PP75 (Ref2) e 

MHOM/ET/1967/HU3 (Ref3) (Tabela 4), e o Perfil 1 descrito por Cortes e colaboradores 

(2006) e Cortes (2008) apresentaram o mesmo perfil das outras 47 amostras do estudo.  
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Figura 19: Dendograma sem raiz com análise Bootstrap - endonuclease HpaII. CA→Amostras 

do grupo de cães; CR→ amostras do grupo de crianças; AD→Amostras do grupo de adultos; 

Cult→Amostras de cultura; Clín→Amostras clínicas; Ref (Tabela 4); Genbank (Tabela 5); Perfil 

1,2,3 e 4 (Cortes et al. 2006 e Cortes 2008).  
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5.4.2 PCR-RFLP para a região intragênica da glicoproteína gp63 

 Para o alvo da região intragênica da glicoproteína gp63 foram avaliadas duas 

endonucleases, sendo elas: HincII e TaqI. 

Os padrões de restrição obtidos com as enzimas HincII e TaqI revelaram-se 

monomórficos para as amostras do estudo. 

 

5.4.2.1 Endonuclease HincII 

 Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região intragênica da 

glicoproteína gp63 com a enzima HincII apenas um perfil pode ser identificado, sendo 

ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando quatro bandas: 80pb, 400pb, 850pb e 1250pb (Figura 

20). Importante ressaltar que as bandas de 80 e 1250pb sempre eram as mais nítidas e de 

melhor resolução, enquanto as bandas de 400 e 850pb mostravam-se mais fracas e menos 

nítidas. 

 

Figura 20: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease HincII a partir de produtos  

de amplificação da reação de PCR para o alvo gp63(1330pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado 
com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação da região 

intragênica da gp63 intacta, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 
MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  

cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 

grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 
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Este Perfil tipo I, encontrado neste trabalho (bandas 80, 400, 850 e 1250pb) 

também foi descrito por Guerbouj e colaboradores em 2001 para enzima HincII (bandas 

80, 400, 850 e 1250pb). 

 

5.4.2.2 Endonuclease TaqI  

Na análise do perfil da reação de PCR-RFLP do alvo da região intragênica da 

glicoproteína gp63 com a enzima TaqI apenas um perfil pode ser identificado, sendo ele: 

Perfil tipo I → Perfil apresentando cinco bandas: 80pb, 84pb, 180, 414 e 504 (Figura 21). 

 

Figura 21: Perfil da restrição enzimática realizada com a endonuclease TaqI a partir de produtos  

de amplificação da reação de PCR para o alvo gp63(1330pb). A) Gel de poliacrilamida 6% corado 

com brometo de etídio 0,5 μg/ml; aPadrão de Tamanho Molecular → 100pb(PROMEGA); b 

Padrão de Tamanho Molecular → Phixφ174(PROMEGA); c  Produto de amplificação da região 

intragênica da gp63 intacta, sem a etapa de digestão enzimática; dL. infantum→ 

MHOM/BR/2002/LPC-RPV; eL. infantum → MHOM/BR/1974/PP75; fAmostras do grupo de  
cães; g Amostras de cultura; hAmostras clínicas; iAmostras do grupo de  adultos; jAmostras do 

grupo de crianças. B) Eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100, 
aPadrão de Tamanho Molecular Bioanalyzer; b L. infantum→ MHOM/BR/2002/LPC-RPV. 

 

Vários autores utilizaram a técnica de PCR-RFLP para o alvo da região 

intragênica da glicoproteína gp63 com a endonuclease de restrição TaqI, entretanto os 

padrões de fragmentos gerados não foram demonstrados com clareza nestes trabalhos 

(Quispe- Tintaya et al. 2004, Botilde et al. 2006, Seridi et al. 2008). Dessa maneira, o 

Perfil tipo I encontrado neste trabalho (bandas 80, 84, 180, 414 e 504pb) pode ser 

comparado com sequências de nucleotídeos para o alvo gp63 obtidas após busca no 

GenBank e posterior análise in silico no programa “RestrictionMapper” (Tabela 6). As 
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47 amostras analisadas neste trabalho, obtiveram perfil semelhante às sequências de 

nucleotídeos Z83677.1/Genbank2 e U48798.1/Genbank3 (Tabela 6).
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6.0 DISCUSSÃO  

 

 A importância das leishmanioses nos contextos social, econômico e sanitário está 

baseada na ampla distribuição geográfica das mesmas e na gravidade de suas 

manifestações clínicas. O crescimento dessa importância nos últimos anos está 

relacionado ao aumento da incidência e da disseminação de algumas formas de 

leishmaniose para novas áreas geográficas, bem como da sua tendência à urbanização. 

 Nas últimas décadas, com o aparecimento e aprimoramento da biologia molecular, 

avanços tecnológicos têm contribuído para o estudo da caracterização de linhagens 

patogênicas e melhor compreensão da epidemiologia de muitas doenças infecto 

parasitárias bem como de suas dinâmicas de transmissão. 

 O estudo da diversidade genética de uma espécie permite que as diferenças 

encontradas entre grupos, possam ser relacionadas a características observadas entre 

populações analisadas, como por exemplo: manifestações de diferentes formas clínicas, 

apresentação de diferentes distribuições geográficas, acometimento de diferentes 

hospedeiros ou vetores, apresentação de resistência ou sensibilidade a tratamentos 

específicos, entre outros (Alvarenga 2007, Segatto et al. 2012). 

 Considerando a importância da leishmaniose visceral para a saúde pública e a 

necessidade de um melhor entendimento da epidemiologia desta doença, estudos focando 

identificar a variabilidade genética do parasito têm sido amplamente abordados. No 

presente estudo, avaliou-se a variabilidade genética intraespecífica de L. infantum 

provenientes de casos humanos e caninos do município de Belo Horizonte, de alguns 

municípios próximos e de outros do estado de Minas Gerais, através do uso da técnica de 

PCR-RFLP e diferentes alvos gênicos: região intragênica da glicoproteína gp63 e 

minicírculos do DNA do cinetoplasto (kDNA). 

Diversos estudos apontam que os minicírculos do kDNA são excelentes alvos a 

serem analisados para estudos de variabilidade genética, pois estes estão mais envolvidos 

com uma rápida resposta a diferentes condições ambientais e situações de estresse 

fisiológico. Essa resposta provavelmente interfere na adaptabilidade do parasita que pode 

adquirir vantagens seletivas diferentes conforme a classe de minicírculos que mais 

prevalece dentro da rede de kDNA (Alonso et al. 2010, Alonso 2011). 

A gp63 é uma glicoproteína de 63kDa expressa na superfície de promastigotas e 

amastigotas de todas as espécies de Leishmania e representa mais de 1% da proteína total 
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do parasito. Esta enzima cliva o componente C3b do Sistema Complemento em C3bi, 

facilitando assim a fixação da Leishmania ao macrófago e sua ligação às células natural 

killer (células NK), o que inibe a multiplicação destas células e facilita a infecção 

parasitária (Guerbouj et al. 2001, Silva-López 2010). Esta glicoproteína possui grande 

importância na virulência do parasito e sofre constantes pressões seletivas frente à 

adaptação do mesmo. Dessa forma, o gene codificador da gp63 é um outro alvo promissor 

para o estudo de variabilidade genética em Leishmania (Guerbouj et al. 2001, Elamin et 

al. 2008). 

Várias abordagens moleculares vem sendo escolhidas para estudos de 

variabilidade genética de espécies do gênero Leishmania: Polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso - RAPD (Bañuls et al.1999, Hide et al. 2001, Chicharro et al. 2002, 

Toledo et al. 2002, Zemanová et al. 2004, Botilde et al.2006, Segatto et al. 2012); análise 

de regiões de DNA com marcadores microssatélites - MLMT (Jamjoom et al. 2002, Bulle 

et al. 2002, Schwenkenbecher et al. 2004, Schwenkenbecher et al. 2005, Botilde et al. 

2006, Ochsenreither et al. 2006, Kuhls et al. 2007, Kuhls et al. 2011, Segatto et al. 2012, 

Ferreira et al. 2012); PCR de repetições de sequências simples –SSR-PCR (Oliveira et al. 

1997, Segatto et al. 2012); análise por hibridização de sondas de DNA - Southern blotting 

(Sreenivas et al. 2004) e análise por polimorfismo de tamanho de fragmentos de restrição-

RFLP (Mauricio et al. 2001, Guerbouj et al. 2001, Morales et al. 2001, Chicharro et al. 

2002, Cupolillo et al. 2003, Quispe-Tintaya et al. 2004, Cortes et al. 2006,  Cortes 2008; 

Laurent et al. 2007, Alonso et al. 2010, Alonso 2011). Embora todas essas técnicas 

tenham apresentado bons resultados, na maioria dos trabalhos a MLMT e RFLP tem se 

revelado como as melhores ferramentas para investigações de genética de populações, 

assim como para investigações epidemiológicas.   

A MLMT possui um alto poder discriminatório, pois se trata de marcadores 

moleculares codominantes (ambos os alelos do gene se expressam), abundantes 

(amplamente distribuídos nos organismos), ubíquos (presentes em todo genoma), 

hipervariáveis e estáveis (eventualmente ocorrem mutações). A diversidade desses 

marcadores pode ser explicada, especialmente, pela derrapagem da DNA polimerase no 

momento da replicação, devido às repetições, ocasionando ganho ou perda de unidades 

repetitivas e, com isso, alterações em seu tamanho (Tachida & Iizuca 1992). A aplicação 

dessa metodologia pode ser considerada simples e rápida na detecção de polimorfismos 

de microssatélites por PCR, com boa reprodutibilidade e alto poder discriminatório entre 

isolados, possuem o mais elevado conteúdo de informações de polimorfismo na 
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terminologia de marcadores moleculares. (Ochsenreither et al. 2006, Botilde et al. 2006, 

Kuhls et al. 2007, Cortes 2008, Alonso 2011, Kuhls et al. 2011, Ferreira et al. 2012, 

Segatto et al. 2012). 

A RFLP permite uma discriminação refinada entre linhagens do parasita, pois gera 

diferentes padrões de restrição através de polimorfismos, mutações pontuais, inserções 

ou deleções encontradas no sítio de restrição das endonucleases utilizadas. Entretanto 

essas mutações tornam-se estáveis quando são transmitidas aos seus descentes (Alonso et 

al. 2010, Alonso 2011). Nesse contexto, deve-se levar em consideração que a maioria das 

leishmanias são espécies clonais, ou seja, seus genótipos podem ser usados como 

marcadores epidemiológicos confiáveis, facilitando assim o estudo de dispersão desse 

parasita. Entretanto, eventos de recombinação genética têm sido registrados por alguns 

autores, mas ainda são considerados eventos mais raros, sendo que a forma mais comum 

de reprodução entre espécies de Leishmania seria ainda a forma clonal (Dujardin et al. 

1995, Bañuls et al. 1999, Akopyants et al. 2009). 

Em 1986, Pacheco e colaboradores, foram pioneiros ao utilizar a técnica de PCR-

RFLP do kDNA para analisar diversidade genotípica entre isolados de L. infantum dos 

estados do Rio de Janeiro e Bahia. Uma amostra referência de L. infantum da França e 

outra da índia também foram analisadas. A RFLP foi capaz de distinguir essas duas cepas 

referência com clareza, pois essas apresentaram perfis nitidamente diferentes. Também 

foi possível observar que os isolados da Bahia eram genotipicamente distintos daqueles 

encontrados nas amostras do Rio de Janeiro. Guerbouj et al. (2001), também através da 

RFLP, avaliaram o polimorfismo do gene codificador para a gp63 de L. infantum 

proveniente de diferentes países, e demonstraram o agrupamento dos isolados de acordo 

com a região de origem. Do mesmo modo Toledo et al. (2002) mostraram a formação de 

dois grupos de L. infantum da Espanha que tiveram associação com a origem geográfica. 

Em trabalho mais recente, Alonso (2011), através da técnica de RFLP dos minicírculos 

do kDNA foi capaz de distinguir em dois grupos as amostras do estudo, sendo eles: um 

grupo composto somente por amostras de Teresina (PI) e o outro por amostras de Campo 

Grande (MS) e de Bauru (SP), visto que esses dois últimos são regiões geograficamente 

próximas, evidenciando assim uma relação entre distância genética e origem geográfica. 

Assim, para o presente estudo, optou-se por utilizar a PCR-RFLP em dois alvos 

(gene codificador da glicoproteína gp63 e minicírculo do kDNA) como já descrito 

anteriormente. Para o alvo kDNA foram utilizadas cinco endonucleases de restrição, 

sendo elas: VspI, RsaI, BglII, DdeI e Hpa II. Para o alvo da glicoproteína gp63 foram 
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utilizadas duas endonucleases, sendo elas: HincII e TaqI. Das sete endonucleases de 

restrição utilizadas para a técnica de RFLP, apenas uma endonuclease, VspI, foi capaz de 

detectar dois perfis diferentes (Tipo I e Tipo II) e assim variabilidade genotípica entre as 

amostras de DNA avaliadas no estudo. 

As amostras deste trabalho eram principalmente provenientes do município de 

Belo Horizonte-MG ou de municípios bem próximos a esse como: Contagem, Ribeirão 

das Neves, Ibirité e Betim, que fazem parte da Região Metropolitana de Belo Horizonte 

(RMBH). Duas amostras foram incluídas neste estudo por conveniência. Uma é 

proveniente do município de Minas Novas-MG e outra do município de Aimorés-MG. 

Esses dois municípios não fazem parte da RMBH e encontram-se um pouco mais 

afastados da cidade de Belo Horizonte.  

A amostra que apresentou variabilidade genética neste trabalho era proveniente 

de Minas Novas. Este município encontra-se no Alto Jequitinhonha na região Nordeste 

do estado de Minas Gerais e está localizado a 485 Km de Belo Horizonte. Esses achados, 

no entanto, não permitem concluir que a variabilidade genética encontrada para esta 

amostra esteja relacionada à distância geográfica entre as amostras. As outras 46 amostras 

do estudo, juntamente com demais oito sequências de nucleotídeos para o alvo kDNA 

obtidas após busca no GenBank (Tabela 5) e posterior análise in silico no programa 

“RestrictionMapper” apresentaram Perfil Tipo I. Essas amostras do GenBank são 

provenientes de vários países do mundo, inclusive de outros continentes como África, 

Europa e América Central.  

Cortes (2008) ao estudar diversidade genética de L. infantum a partir de isolados 

de humanos, cães e flebotomíneos obtidos em diferentes regiões geográficas de Portugal, 

utilizando a PCR-RFLP em minicírculos do kDNA, encontrou perfil semelhante ao Perfil 

Tipo II deste estudo, quando utilizada a endonuclease VspI. No entanto, o perfil 

encontrado no trabalho de Cortes (2008) foi chamado de Perfil Tipo III para endonuclease 

VspI, que apresenta duas bandas: 310pb e 137pb é semelhante ao Perfil Tipo II do 

presente trabalho, porém com bandas de 310pb e 164pb. A banda de menor tamanho 

molecular difere em 27pb no tamanho dos fragmentos observados entre esses dois perfis. 

Esta variação pode estar relacionada ao tipo de gel utilizado na análise dos perfis. Cortes 

(2008) utilizou gel de agarose 3% para separação e visualização das bandas e, no presente 

estudo foi utilizado gel de poliacrilamida 6% e confirmado o tamanho das bandas com 

eletroforese capilar em microchip no equipamento Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies). Dependendo do tamanho da banda que se espera encontrar existem 
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sistemas de eletroforese em gel mais adequados para a sua visualização. O gel de 

poliacrilamida tem maior capacidade de resolução e é mais efetivo para separar pequenos 

fragmentos de DNA (5-500pb). Esse gel também pode acomodar maiores quantidades 

de DNA sem perda de resolução, até 10µg, comparado ao de gel de agarose, que pode 

acomodar bandas que contenham até aproximadamente 10ng de DNA com boa resolução. 

Ainda, o gel de agarose tem menor capacidade de resolução, porém apresenta maior 

extensão de separação. Longos fragmentos de DNA (500-20.000 bp) podem ser separados 

em gel de agarose com diferentes concentrações (Teixeira 2003). O equipamento 

Bioanalyzer 2100 possui um sistema de eletroforese capilar com detecção induzida a laser 

em microchips, possui alta capacidade para separação de moléculas de DNA de tamanhos 

moleculares diferentes o que a torna a técnica bastante eficiente e precisa. 

As amostras analisadas neste trabalho pertenciam a diferentes grupos: amostras 

provenientes de cães e de humanos. Dentre as amostras provenientes de humanos havia 

dois grupos: amostras provenientes de crianças e de adultos, estes últimos podiam ser co-

infetados com HIV ou não. A amostra variável, que foi a única amostra do estudo a 

apresentar Perfil Tipo II, após restrição com a endonuclease VspI, pertence ao grupo de 

adultos, e é proveniente de uma paciente sintomática para leishmaniose visceral, do sexo 

feminino, tendo 14 anos de idade, sem histórico de infecção pelo HIV e sem nenhuma 

outra comorbidade. Como apenas esta amostra foi variável não se pode estabelecer 

nenhuma relação entre a variabilidade genética e diferentes manifestações clínicas, idade, 

sexo, localização geográfica e especialmente nenhuma diferença significativa foi 

encontrada entre os diferentes tipos de hospedeiro (cães e humanos). Outros autores 

também encontraram resultados semelhantes a esses. Chicharro et al. (2002) utilizando 

as técnicas de RAPD e IRT (Tipagem de região intergênica do RNA ribossomal-ITS) não 

observaram diferenças genotípicas entre isolados de Leishmania de caninos e humanos 

da Ilha de Majorca, Espanha. Segatto e colaboradores em 2012, avaliando a variabilidade 

genética de L. infantum em amostras de diferentes regiões do Brasil não encontraram 

diferenças significativas entre amostras de cães e humanos. 

Essa baixa variabilidade encontrada no presente estudo corrobora com a hipótese 

sugerida por Lukes e colaboradores em 2007, estes fizeram uma análise multifatorial com 

25 cepas do complexo Leishmania donovani geograficamente representativas da Europa, 

África e Ásia, através da análise de microssatélites, RFLP, análise de sequência de DNA 

codificantes e não codificantes. A análise permitiu o rastreamento molecular dessas 

espécies e propôs uma nova teoria de como L. infantum foi introduzida nas Américas. Os 
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resultados mostraram que o ancestral comum de L. donovani e L. infantum apareceu na 

Ásia Central há aproximadamente 20 milhões de anos, e há mais ou menos um milhão de 

anos divergiu, dando origem a L. infantum na Europa e L. donovani na África e Índia. 

Com as grandes navegações marítimas L. infantum foi introduzida na Ámerica do Sul há 

aproximadamente 500 anos. Esses achados levam em consideração que o modo 

prevalente de reprodução de espécies do gênero Leishmania é clonal, mas há algumas 

evidências de trocas genéticas entre cepas, particularmente na África. Ainda os autores 

concluíram que 500 anos é um tempo relativamente curto para gerar variabilidade 

genética especialmente quando se trata do Brasil, onde a LV tem praticamente um vetor 

principal (L. longipalpis) bem como um reservatório principal (Canis familiaris), e além 

disso, como já dito anteriormente, tem como principal tipo de reprodução a clonal.  Ainda, 

diversos outros estudos realizados com amostras do Brasil, de uma maneira geral, também 

encontram baixa variabilidade genética entre as amostras analisadas (Alvarenga 2007, 

Alonso 2011, Coutinho et al. 2011, Kulhs et al. 2011, Segatto et al. 2012, Ferreira et al. 

2012, Batista et al 2012). 

Os resultados deste estudo mostraram-se promissores, porém estudos adicionais 

devem ser feitos com amostras de outros municípios de Minas Gerais com a adição de 

outras técnicas moleculares, maior número de amostras de DNA provenientes de cães, 

humanos e se possível vetores. Assim, busca-se compreender melhor o papel de 

hospedeiros, vetores e reservatórios, bem como se a distância geográfica entre a origem 

das amostras pode estar relacionada à geração e manutenção da diversidade genética 

destes parasitas. Ainda, compreender melhor aspectos relacionados à epidemiologia da 

LV na RMBH.
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7.0 CONCLUSÃO  

 

 A análise de fragmentos do DNA de L. infantum pela técnica de PCR-RFLP com 

os alvos gp63 e kDNA não detectou polimorfismos entre as amostras do estudo; 

 

 Através da análise fenética dos dados obtidos com as endonucleases de restrição 

nos diferentes alvos foi observada grande similaridade entre as amostras de L. 

infantum de humanos e cães provenientes de alguns municípios de Minas Gerais, 

sendo eles: Belo Horizonte, Contagem, Betim, Ibirité, Ribeirão das Neves e 

Aimorés;  

 

 O alto grau de homogeneidade entre amostras estudadas não permitiu associações 

de amostras de L. infantum de humanos e cães provenientes de Belo Horizonte e 

municípios próximos a esses, com fatores epidemiológicos da LV humana, tais 

como: localização geográfica, hospedeiro, idade, sexo e presença de co-infecção 

Leishmania/HIV.
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9.0 ANEXOS 

9.1 Anexo 1 - Resultado da caracterização de espécies de Leishmania por eletroforese de 

enzimas (MLEE) – Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz. 
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9.1 Anexo 2 - Carta de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) - UFMG 

 

 


