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RESUMO 

 
Delprete JA. Identificação de espécies causadoras de leishmaniose tegumentar por meio de 

técnicas moleculares, tendo como alvos o gene hsp70 e a região ITS1 [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo; 2023.  

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) pode ser causada por diferentes espécies de 

Leishmania, podendo haver diferentes manifestações clínicas decorrentes da espécie do parasito 

envolvido e, da resposta imune do hospedeiro. No Brasil são descritas oito espécies circulantes 

de Leishmania, principalmente na região norte do país, que podem causar desde forma cutânea 

localizada até a forma mucosa. Identificar as espécies de Leishmania a partir de amostras de 

lesão pode contribuir para melhor escolha terapêutica, pois sabidamente diferentes espécies de 

Leishmania são mais sensíveis a diferentes medicamentos. Ademais, a utilização de técnicas 

moleculares permite a melhor identificação do parasito, contribuindo não só para definição da 

espécie como também para identificar espécies que comumente não são descritas como 

causadoras de determinada forma clínica. Neste trabalho buscamos identificar espécies de 

Leishmania causadoras de lesão cutânea ou mucosa, utilizando-se amostras de uma corte de 

pacientes atendidos no Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Duzentas e onze amostras de 

lesão cutânea ou mucosa de pacientes com suspeita clínica de LTA foram submetidas a reação 

em cadeia da polimerase utilizando-se o gene codificador da proteína do choque térmico de 

70kDa (hsp70) e a região do espaçador interno transcrito (ITS1) como alvos para diagnóstico e 

posteriormente, as amostras positivas, foram submetidas ao polimorfismo de comprimento de 

fragmento de restrição e ao sequenciamento pelo método de Sanger para identificação da 

espécie. Oitenta e quatro amostras amplificaram na PCR para os alvos, confirmando o 

diagnóstico de LTA, sendo 18 amostras de leishmaniose mucosa (LM), 62 amostras de 

leishmaniose cutânea localizada (LCL) e 4 de leishmaniose muco-cutânea (LMC). A 

caracterização da espécie de Leishmania foi melhor obtida utilizando-se a técnica de 

sequenciamento de Sanger, tendo como gene alvo hsp 70 ou a região ITS-1 com 98,8 % de 

concordância. Dezoito amostras de LM foram caracterizadas como Leishmania (Viannia) 

braziliensis. Das 62 amostras de LCL, 56 amostras foram caracterizadas como L. (V.) 

braziliensis, três foram caracterizadas como L. (L.) amazonensis, três foram caracterizadas 

como L. (V.) guyanensis, uma caracterizada como L. (L.) infantum. Das 4 amostras de LCM, 3 

foram caracterizadas como L. (V.) braziliensis e uma amostra caracterizada como L. (L.) 

amazonensis. Somente uma amostra de LCL foi identificada como L. (V.) guyanensis / L. (V.) 
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panamensis com o alvo ITS1, sendo identificada como L. (V.) guyanensis pelo gene alvo hsp70.  

A PCR-RFLP, com gene alvo hsp70, utilizando-se a enzima HaeIII apresentou padrão de 

restrição característico das espécies identificadas pelo sequenciamento. A PCR-RFLP, tendo 

como alvo a região ITS1, com a enzima HaeIII, não diferenciou as espécies do subgênero 

Viannia. Nossos resultados confirmam que L. (V.) braziliensis é a principal espécie causadora 

de LM no Brasil e que diferentes espécies de Leishmania podem causar LCL, inclusive a L. (L.) 

infantum.      

 

Palavras chaves: Leishmaniose tegumentar americana. Leishmania. Proteína de choque 

térmico HSP70. Reação em cadeia da polimerase. Polimorfismo de fragmento de restrição. 

Sequenciamento. Especificidade da espécie.  
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ABSTRACT 
 

Delprete JA. Identification of species that cause tegumentary leishmaniasis by molecular 

techniques, targeting the hsp70 gene and ITS1 region [dissertation]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo”; 2023. 

 

American tegumentary leishmaniasis (ATL) can be caused by different species of Leishmania 

and there may be different clinical manifestations resulting from the species of parasite involved 

and the host's immune response. In Brazil, eight species of Leishmania are described, mainly in 

the Northern region of the country, which can cause from a localized cutaneous form to a 

mucosal form. Identifying Leishmania species from lesion samples can contribute to a better 

therapeutic choice, as different Leishmania species are known to be more sensitive to different 

drugs. Furthermore, the use of molecular techniques favors a better identification of the parasite, 

contributing not only to defining the species but also to identifying species that are not 

commonly described as causing a certain clinical form. In this work, we proposed to identify 

species of Leishmania that cause cutaneous or mucosal lesions, using samples from a group of 

patients seen at Instituto de Infectologia Emilio Ribas. Two hundred and eleven samples of 

cutaneous or mucosal lesions from patients with clinical suspicion of ATL were subjected to 

polymerase chain reaction using the 70kDa heat shock protein coding gene (hsp70) and the 

transcribed internal spacer region (ITS1) as targets for diagnosis and subsequently, the positive 

samples were submitted to restriction fragment length polymorphism and sequencing by the 

Sanger method for species identification. Eighty-four samples amplified in PCR for the targets, 

confirming the diagnosis of ACL, being 18 samples of mucosal leishmaniasis (ML), 62 samples 

of localized cutaneous leishmaniasis (LCL) and 4 of mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The 

characterization of the Leishmania species was better obtained using the Sanger sequencing 

technique, with the target gene hsp 70 or the ITS-1 region with 98.8% agreement. Eighteen LM 

strains were characterized as Leishmania (Viannia) braziliensis. Of the 62 LCL samples, 56 

samples were characterized as L. (V.) braziliensis, three were characterized as L. (L.) 

amazonensis, three were characterized as L. (V.) guyanensis, one characterized as L. (L.) 

infantum, of the 4 MCL samples, 3 were characterized as L. (V.) braziliensis and one sample 

characterized as L. (L.) amazonensis. Only one LCL sample was identified as L. (V.) guyanensis 

/ L. (V.) panamensis with the ITS1 target, being identified as L. (V.) guyanensis by the hsp70 

target gene. PCR-RFLP, with the target gene hsp70, using the HaeIII enzyme, showed a 

restriction pattern characteristic of the species identified by sequencing. PCR-RFLP, targeting 
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the ITS1 region, with the HaeIII enzyme, did not differentiate the species of the subgenus 

Viannia. Our results confirm that L. (V.) braziliensis is the main specie causing ML in Brazil 

and that different species of Leishmania can cause LCL, including L. (L.) infantum. 

Keywords: American tegumentary leishmaniasis. Leishmania. Heat shock protein hsp70. 

Polymerase chain reaction. Restriction fragment length polymorphism. Sequencing. Species 

specificity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

        As leishmanioses são antropozoonoses consideradas um grave problema de 

saúde pública e representam um complexo de doenças com importante espectro 

clínico e diversidade  epidemiológica (1). 

        De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), as leishmanioses 

estão entre as sete doenças tropicais mais importantes (2) e a segunda doença causada 

por protozoário de importância em saúde pública, superada apenas pela malária. É 

estimado que 350 milhões de pessoas estejam expostas ao risco, com registro 

aproximado de 2 milhões de novos casos de diferentes formas clínicas. Apesar das 

leishmanioses ocorrerem em 98 países, sua notificação é compulsória em apenas 

34% deles. Nas Américas, a leishmaniose tegumentar  (LT) está presente em 18 países 

com ocorrência média anual de 53.387 casos (3), sendo associada ao deslocamento 

populacional, às condições precárias de habitação e falta de recursos de saneamento 

básico, afetando populações mais vulneráveis. Também está ligada a mudanças 

ambientais, como o desmatamento, construção de barragens, novos esquemas de 

irrigação e urbanização e migração de pessoas não imunes a áreas endêmicas (4). No 

Brasil, a LT ocorre de forma autóctone nas cinco regiões políticas, com maior 

prevalência na região Norte (1), sendo o estado do Pará com maior casuística e um 

dos estados com maior diversidade de espécies do parasito. 

        As leishmanioses são causadas por parasitos inicialmente descritos por Ross em 

1903 (14), os quais são transmitidos por dípteros dos gêneros Phlebotomus e 

Lutzomyia. 

        As leishmânias são protozoários flagelados, posicionados taxonomicamente da 

seguinte forma: Reino Protista; Sub-Reino Protozoa; Filo Sarcomastigophora; Sub-

Filo Mastigophora; Classe Zoomastigophorea; Ordem Kinetoplastida; Sub-Ordem 

Trypanosomatida; Família Trypanosomatidae; gênero Leishmania. As espécies do 

gênero Leishmania são agrupadas em dois subgêneros, cada um englobando várias 

espécies: no  subgênero Viannia, as leishmânias apresentam crescimento pobre em 

meio de cultura e desenvolvem-se no intestino posterior do flebotomíneo, aderidos 

à parede, na região do piloro;  já no subgênero Leishmania, as leishmânias crescem 

facilmente em cultura e se desenvolvem no intestino médio e anterior do 

flebotomíneo (5). Nas Américas são reconhecidas 11 espécies causadoras da 
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leishmaniose tegumentar em humanos, sendo sete delas identificadas no Brasil: 

Leishmania (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) amazonensis, L. (V.) 

lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi, (1). No Brasil, a principal 

espécie causadora de doença tegumentar é a Leishmania (V.) braziliensis (1), porém 

pode ser causada pelas diferentes espécies descritas no Brasil, incluindo a L. (L.) 

infantum (6). Outras espécies de Leishmania podem causar doença tegumentar nas 

Américas, tais como L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis, L. colombiensis, L. (V.) 

peruviana e L. (V.) panamensis (7). No Brasil a Leishmania (V.) utingensis foi 

descrita como causadora de de lesão cutânea no estado do Pará e Roraima (7,8), 

porém sem outros relatos. Também L. martiniquensis e L. orientalis pertencentes ao 

subgênero Mundinia podem causar leishmaniose tegumentar (9), porém sem 

descrição de ocorrência no Brasil (10). 

        As características clínicas da LT são diversas, dependendo da espécie de 

Leishmania envolvida e fatores do hospedeiro, incluindo o estado imunológico. A 

LT pode se apresentar como: 

a) leishmaniose cutânea localizada: forma mais prevalente onde as lesões 

aparecem em  uma área exposta, variando em número de um a dez, caracterizada 

principalmente por lesão ulcerada com bordas nítidos e centro limpo; 

b) leishmaniose recidiva cútis: caracterizada por lesão com área 

central epitelizada e bordas com sinais de atividade; 

c) leishmaniose cutânea disseminada: caracterizada por múltiplas lesões 

pleomórficas em duas ou mais áreas não contíguas do corpo, 

d) leishmaniose cutânea difusa: condição rara com lesões ricas em 

parasitos, caracterizada por lesões nodulares, não ulceradas. 

e) leishmaniose mucocutânea: também conhecida como espúndia, 

caracterizada por comprometimento de cavidade nasal, podendo atingir a cavidade 

oral e faríngea, evoluindo potencialmente para lesões desfigurantes (11). 

A correlação de características clínicas e espécies de Leishmania não é simples 

porque, em  algumas áreas, muitas espécies diferentes coexistem e, além disso, a 

identificação de espécies geralmente não é realizada para amostras clínicas devido à 

complexidade dos procedimentos laboratoriais, bem como sua acessibilidade. (11). 

As leishmanioses tegumentares são clinicamente diagnosticadas quando 
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apresentam suas manifestações clássicas: formas cutâneas ou mucosas. Porém, a 

correta identificação dos agentes etiológicos é fundamental em estudos 

epidemiológicos, ecológicos, clínicos e farmacológicos (12). O diagnóstico 

laboratorial é baseado na visualização do parasito por microscopia, pelo cultivo em 

meio adequado para o crescimento de Leishmania, pela detecção de biomoléculas 

do parasito ou ainda, indiretamente pela detecção de anticorpos produzidos pelo 

hospedeiro (13). A demonstração direta por microscopia é o procedimento de 

primeira escolha por ser mais rápido, de menor custo e simples execução (1); baseia-

se na observação de amastigotas pela citologia em aspirado, esfregaços ou raspado 

de lesões e apresenta sensibilidade e especificidade variáveis decorrente do tempo 

de evolução da lesão, das condições de espécime clínica e da qualificação do técnico 

responsável pela leitura da lâmina (15,16). A obtenção de uma cultura de parasitos 

originada de  material de biópsia não é simples, pois é muito comum a contaminação 

da cultura pela presença de organismos oportunistas na lesão (13). A 

intradermorreação de  Montenegro (IDRM) consiste em uma injeção intradérmica de 

uma solução contendo uma preparação antigênica de promastigotas que produz uma 

reação alérgica, traduzindo uma resposta de hipersensibilidade cutânea tardia. Este 

teste tende a mostrar resultados positivos dentro de 3 meses da infecção, não tendo, 

entretanto, positividade frequente em infecções agudas e em formas anérgicas como 

a leishmaniose cutânea difusa. (17, 18). Segundo GUEDES et al. 2017, é importante 

afirmar também que a IDRM é um método fácil de realizar, de baixo custo, que não 

requer equipamentos sofisticados e pode ser realizado in loco (19). No entanto, este 

teste encontra-se suspenso no Brasil devido à interrupção da  produção do antígeno 

pelo laboratório de referência (20). Métodos sorológicos        têm sido empregados como 

alternativa para o diagnóstico da leishmaniose tegumentar, no entanto apresentam 

sensibilidade e especificidade variáveis dependente do antígeno utilizado e da forma 

clínica, além disso, a reatividade cruzada com outras doenças e baixos títulos de 

anticorpos são os principais entraves para uso das técnicas sorológicas (21). 

Ademais, observa-se sensibilidade variável devido às diferenças antigênicas entre as 

espécies de Leishmania (22). O método padrão ouro aceito pelo Ministério da Saúde 

para identificação de espécies de Leishmania é o de migração eletroforética de 

isoenzimas. Apesar de ser uma ferramenta com elevada especificidade, o seu 

desenvolvimento é bastante difícil, pois requer grande quantidade de promastigotas, 

e necessita de laboratório especializado para realização da técnica (23). Atualmente 
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o laboratório de referência para realização desta técnica é o Laboratorio de Pesquisa 

em Leishmaniose do Instituto Oswaldo Cruz no Rio de Janeiro (24). 

A reação em cadeira da polimerase (PCR) se destaca por ser uma técnica 

simples, com maior especificidade e sensibilidade do que métodos diagnósticos 

convencionais, podendo ser realizada a partir de qualquer amostra biológica (25). A 

PCR tem sido empregada no diagnóstico das diferentes formas clínicas de LT, 

principalmente naquelas em que há baixa carga parasitária na lesão (1). 

A identificação da espécie de Leishmania causadora da lesão é de suma 

importância principalmente para identificação de espécies circulantes em 

determinadas regiões e para detecção de entrada de novas espécies em regiões onde 

havia circulação somente de espécies já bem conhecidas (26). Ademais, diferentes 

espécies de Leishmania são mais suscetíveis a determinado tratamento, como no 

caso da L. (V.) guyanensis ser mais sensível à pentamidina e L (V.) braziliensis ser 

mais sensível ao antimonial  pentavalente (1). Sendo assim, ferramentas moleculares 

que discriminem as  espécies vem sendo usadas e dentre as quais destaca-se a PCR-

RFLP (Restriction Fragments Length Polymorphisms); esta técnica baseia-se na 

clivagem de moléculas de DNA por enzimas  de restrição gerando fragmentos de 

diferentes tamanhos e números que podem ser visualizados  em géis na forma de 

bandas, chamadas de perfil de digestão. Para cada segmento de DNA é possível 

definir essas enzimas que fornecerão fragmentos em número e tamanhos desejados 

(27). 

Devido à necessidade de metodologias capazes de discriminar espécies de 

Leishmania iniciou-se o desenvolvimento de testes de PCR em tempo real aliado a 

High Resolution Melting (HRM), método que detecta diferenças na composição 

nucleotídica de produtos de qPCR (13). 

Outro método usado para discriminar espécies é o sequenciamento dos produtos 

obtidos na PCR, pois esta metodologia identifica os polimorfismos encontrados no 

fragmento amplificado (13).  

A atual disponibilidade de bancos de informações biológicas 

tais como sequências nucleotídicas originadas do 

sequenciamento de genomas, sequências preditas de peptídeos e 

acervos de modelos estruturais de proteínas, tem permitido a 

escolha de uma grande diversidade de alvos para a detecção 

específica de diferentes patógenos. (13). 

Assim como a metodologia utilizada, é importante obter-se uma técnica robusta 



20  

com especificidade e sensibilidade adequadas; a escolha do gene alvo também é 

fundamental para desenvolver um teste com alta acurácia, pois dependendo do 

número de cópias do gene e quão conservadas são as cópias, pode-se obter resultados 

distintos.   (28). 

Diversas sequências alvos foram descritas para a detecção de DNA de 

Leishmania, sendo os mais frequentes: o DNA do mini-círculo do cinetoplasto 

(kDNA) (29), o RNA da subunidade ribossômica (SSUrRNA) (30), gene da 

desidrogenase de glicose-6-fosfato (g6pd) (31), o espaçador transcrito interno (ITS) 

(32, 33), e o gene hsp70 (34, 35). A região de ITS-1 (internal transcribed spacer1) 

do gene do RNA ribossômico é amplamente estudada, por apresentar um número 

adequado de polimorfismos para a distinção, pelo menos, ao nível de espécie. Separa 

os sítios 18S (gene da subunidade menor) e 26S (gene  da subunidade maior), 

incluindo duas regiões: o ITS1 e o ITS2 do RNA ribossomal (rRNA), e   a sequência 

codificante 5.8S. Esta região possui alto nível de variação intra e interespecífica, 

sendo utilizadas para o estudo da genética populacional, através da técnica IRT 

(Tipagem da Região Intergênica). É possível o diagnóstico diferencial da maioria 

das espécies causadoras da  leishmaniose pela digestão com a enzima de restrição 

HaeIII do fragmento amplificado por PCR da região ITS-1 (33, 36, 37) 

principalmente aquelas do subgênero Leishmania. 

As “Heat-shock-proteins” (HSP) são proteínas de choque térmico de expressão 

constitutiva e induzida, produzidas pelo estresse, por células eucarióticas e 

procarióticas (38). As HSPs identificam a estrutura alterada, reparam, montam e 

translocam peptídeos alterados através da membrana celular, com o propósito de 

garantir a funcionalidade das proteínas defeituosas (39). A HSP70 está envolvida no 

processo em que o parasito adquire mecanismos de termotolerância, como resposta 

ao choque térmico. Devido às suas características, o gene hsp70 tem sido apresentado 

em ensaios de PCR- RFLP como uma ferramenta universal para a discriminação das 

espécies de Leishmania. Os ensaios com a utilização da enzima HaeIII demonstraram 

utilidade na diferenciação das espécies  do subgênero Viannia e Leishmania (34, 35, 

40, 41). 

Apesar do entendimento de que há resposta terapêutica diferenciada, em 

decorrência da forma clínica e da espécie de Leishmania, a identificação da espécie 

não é um exame realizado na prática clínica para orientar o tratamento adequado. As 



21  

drogas atualmente preconizadas pelo  Ministério da Saúde do Brasil para o tratamento 

da LT são as seguintes: antimoniato de meglumina, isetionato de pentamidina, 

anfotericina B e miltefosina (1, 4). 

Apesar de haver descrição de vários métodos e diferentes alvos para o 

diagnóstico espécie- específico de Leishmania não há, até um momento, uma 

metodologia padronizada que possa ser empregada na prática clínica, sendo 

necessário a definição de um protocolo que utilize genes  alvos com capacidade de 

discriminação ao nível da espécie e que possa ser útil para definição de  espécies 

circulantes e causadoras de lesão. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Diferentes métodos laboratoriais são empregados para o diagnóstico da 

leishmaniose tegumentar, porém com sensibilidade variável decorrente da forma 

clínica e da espécie de   Leishmania envolvida. Os métodos sorológicos apresentam 

baixa sensibilidade e especificidade   para todas as formas clínicas de LT. Os métodos 

parasitológicos apresentam sensibilidade e especificidade variada decorrente da 

espécie de Leishmania e da forma clínica. A pesquisa direta apresenta sensibilidade 

elevada na leishmaniose cutânea difusa (onde há abundância parasitária na lesão), 

porém tem baixa sensibilidade na forma mucosa (onde há baixa carga parasitária) e 

apresenta sensibilidade variável na forma cutânea localizada, decorrente do tempo  de 

evolução da lesão e da experiência do técnico responsável pela leitura da lâmina. 

Entre as estratégias para melhorar o diagnóstico das leishmanioses, as técnicas 

moleculares   foram as que mais avançaram por apresentarem diversas vantagens, tais 

como: possibilidade de detecção de DNA do parasito mesmo quando há baixa carga 

parasitária e possibilidade de discriminação de espécie. A identificação da espécie 

de Leishmania causadora da lesão é de suma importância diante da diferente 

sensibilidade das espécies à terapêutica. Existem diversos métodos moleculares que 

exploram as características do DNA do parasito, no entanto, não há um consenso 

sobre qual melhor alvo ou técnica molecular para a discriminação das espécies da 

Leishmania. 

Diante do exposto, propusemos a utilização da PCR-RFLP e sequenciamento dos 

amplificados da região do espaçador interno transcrito (ITS-1) e do gene alvo hsp70 

para o diagnóstico espécie-específico da leishmaniose tegumentar. Apesar de cada 

técnica ter sua particularidade, a finalidade é identificar as diferentes espécies 

circulantes e potencialmente, orientar a terapêutica mais adequada baseada na 

espécie de Leishmania identificada. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Comparar as técnicas moleculares: PCR-RFLP e sequenciamento, tendo como alvos o gene 

hsp70 e a região do espaçador interno transcrito (ITS1), no diagnóstico espécie-específico da 

leishmaniose tegumentar, em amostras de lesões cutâneas e mucosa de pacientes de uma coorte 

do Instituto de Infectologia Emílio Ribas, São Paulo. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

1- Avaliar o desempenho do ensaio PCR-ITS1-RFLP com a enzima HaeIII  na caracterização 

das espécies causadoras da LT; 

2- Avaliar o desempenho do ensaio PCR-hsp70-RFLP com a enzima HaeIII na 

caracterização das espécies causadoras da LT; 

3- Avaliar o desempenho do sequenciamento dos amplificados da PCR-ITS1 na caracterização   

das espécies causadoras da LT; 

4- Avaliar o desempenho do sequenciamento dos amplificados da PCR-hsp70 na caracterização 

das espécies causadoras da LT. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Sujeitos de Pesquisa 

Para composição da coorte deste estudo retrospectivo, foram selecionados 211 pacientes 

com lesão cutânea  e/ou mucosa suspeitas de leishmaniose tegumentar atendidos no ambulatório 

de dermatopatias infecto-parasitárias e de mucosas do Instituto de Infectologia Emílio Ribas. 

Estes pacientes foram devidamente esclarecidos sobre o projeto e, ao concordarem em 

participar, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 
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4.2. Materiais 

 

4.2.1. Amostras clínicas de pacientes com suspeita leishmaniose tegumentar 

Foram utilizadas amostras clínicas obtidas de pacientes com suspeita de LT no período de 

março de 2018 a março de 2022. As biópsias das lesões foram realizadas de acordo com a rotina 

estabelecida no IIER por médicos especializados e armazenadas em tubo cônico contendo 

solução fisiológica 0,9% e enviadas para diagnóstico de LT para o laboratório de Protozoologia 

do IMT-FMUSP onde foi mantida em geladeira em temperatura de 2 a 8ºC. 

 

4.2.2. Amostras de cultura de promastigotas de cepas referência.  

 

Foram utilizadas amostras de cepas referência, gentilmente cedidas por MsC Edite Y. 

Kanashiro do Laboratório de Soroepidemiologia do IMT-USP e pelo Prof. Dr. Adriano C. 

Coelho do   Departamento de Biologia Animal do Instituto de Biologia da UNICAMP. Foram 

usadas as seguintes cepas: 

a) Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) 

b) Leishmania (L.) infantum chagasi (MCER/BR/1981/M6445) 

c) Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) 

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

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

 

 

4.3.  Métodos 

4.3.1. Cultura de promastigotas 

As cepas de Leishmania foram descongeladas e cultivadas a 26ºC em meio M199 

(Sigma-Aldrich, USA) acrescido de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) até alcançarem a 

concentração de 107 parasito/mL. As promastigotas foram centrifugadas a 2.000 x g por 10 

minutos, a 4ºC, sendo o sobrenadante desprezado e o sedimento utilizado para extração de 

DNA. 

 

4.3.2. Extração e quantificação de DNA 

As amostras de cepas referência e as amostras clínicas foram submetidas ao procedimento 

de extração de DNA utilizando-se o Qiamp DNA Mini Kit (Qiagen/Alemanha), de acordo com 
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as recomendações do fabricante. A amostra da lesão foi fragmentada com bisturi e misturada 

com 200µL do tampão     ATL (tampão de lise tecidular) e colocada em termobloco a 56ºC por 

24h. Posteriormente foi adicionado 180uL do tampão AL (tampão de lise) e 20µL de proteinase 

K, aquecida em termobloco (Labnet Internacional/EUA) por 10 minutos a 56°C. A mistura foi 

homogeneizada e adicionado 200µL de etanol absoluto e transferida para coluna de extração. 

Após  centrifugação a 6.000 x g por 1 minuto, o filtrado foi desprezado, feita duas lavagens 

consecutivas  com tampão de lavagem 1 e tampão de lavagem 2. Após centrifugação a 20.000 x 

g por 3 minutos  o pellet foi ressuspenso em tampão de eluição “AE” e armazenado a -20°C. Para 

extração de DNA a partir de promastigotas de Leishmania, de cepas referência, o processo foi iniciado 

a partir da adição do tampão AL, não sendo necessária a incubação anterior com tampão ATL, como 

feito com as amostras clínicas.  

Os DNAs extraídos foram quantificados no equipamento de espectrofotometria UV-VIS modelo 

Nanodrop ND 1000 (ThermoScientific/EUA). Foi utilizado 2 uL do tampão de eluição “AE” como 

branco e 2uL de DNA da amostra a ser quantificada. 

 

4.3.3. PCR convencional para o gene β-globina 

 
Os DNAs extraídos das amostras foram submetidos à PCR convencional com o gene da β-

globina a fim de verificar a integridade. Foram utilizados os seguintes iniciadores: GH20 5’ 

GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’ e PC04 5’ CAACTTCATCCACGTTCACC 3’, descritos por Bell 

et al. (1993) que gera um fragmento de 268pb. As condições das reações de PCR estão apresentadas 

na tabela 1. As reações foram   realizadas em termociclador Mastercycler gradiente thermocycler 

(Eppendorf/Alemanha) com um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, 25 ciclos (10 segundos a 94°C; 

20 segundos a 57°C; 45 segundos  a 72°C) e uma extensão final de 5 minutos a 72°C. 

 

4.3.4. PCR convencional para a região ITS1 

Foram utilizados os seguintes iniciadores: LITSR 5’ CTG GAT CAT TTT CCG ATG 

3’ e L5.8S 5’ TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT 3’, descritos por SCHONIAN (2003) que 

gera um fragmento de  320pb. As condições das reações de PCR estão apresentadas na 

tabela 1. A reação foi realizada em termociclador Mastercycler Gradiente 

Thermocycler (Eppendorf, Alemanha) com um ciclo inicial de 6 minutos a 94°C, 35 

ciclos (20 segundos a 94°C; 30 segundos a 53°C; 60 segundos a 72°C;) e uma 

extensão final de 1 minuto a 72°C. 
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Tabela 1 - Descrição dos protocolos utilizados para as diferentes reações de PCR. 

Reagentes 
β-

globina 
ITS1 

Pré-

amplificação 

hsp70 

hsp70 

Tampão da 

enzima 

(Promega, 

Wiscosin/USA) 

1X 1X 1X 1X 

dNTP 

(Promega, 

Wiscosin/USA) 

0,2mM 0,2mM 0,2mM 0,2mM 

MgCl2 

(Promega, 

Wiscosin/USA) 

1,5M 4,0mM 1,5M 1,5mM 

PC04 0,2mM - - - 

GH20 0,2mM - - - 

LITSR  - 0,4mM - - 

L5.8S  - 0,4mM - - 

hsp70-preamp-

F  
- - 0,2mM - 

hsp70-preamp-

R 
- - 0,2mM - 

hsp70cF  - - - 0,2mM 

hsp70cR  - - - 0,2mM 

Tap polimerase 

(GoTaq® Hot 

Start, Promega, 

Wiscosin/USA) 

1U 2U 1U 1U  

 

DNA da 

amostra 
50ng 100ng 100ng 

0,5uL do 

produto de 

pré-

amplificação 

 

Volume Final 10µL 25µL 10µL 25µL  

 

4.3.5. Nested PCR para o gene alvo hsp70 

 

Inicialmente foi realizada uma pré-amplificação utilizando os oligoiniciadores hsp70-

preamp-F GGCATCCTGAACGTGTCCG e hsp70-preamp-R 
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ATCTTGGTCATGATCGGGTTGCAT descritos por Zampieri (2019). Posteriormente os 

produtos obtidos na pré-amplificação foram utilizados para amplificação dos iniciadores hsp70CF 5’ 

GGACGAGATCGAGCGCATGGT 3’ e hsp70CR 5’ TCCTTCGACGCCTCCTGGTTG 3’, 

descritos por Graça et al. (2012) que gera um fragmento de 234pb. As condições da reação de 

PCR estão apresentadas na tabela 1. As reações foram   realizadas em termociclador Mastercycler 

gradiente thermocycler (Eppendorf/Alemanha) com um ciclo inicial de 5 minutos a 94°C, 30 

ciclos (30 segundos a 94°C; 1 minuto a 61°C; 3 minutos a 72°C) e uma extensão final de 8 

minutos a 72°C. 

 

4.3.6. Eletroforese em gel de agarose 

 

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose (Agargen/Espanha) a 2% 

preparado com tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA) [1X]. Foi utilizado marcador de peso 

molecular de 100 ou 50 pb (Sinapse Inc./EUA) e uma alíquota de 7μL (6,5μL da amostra e 

0,5μL de azul de bromofenol) foi submetida à eletroforese em cuba horizontal (Loccus/Brasil) 

a 80V durante 1 hora. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio (10µL em 100mL 

de TAE 1x) por 15 minutos e observado em transiluminador UVP High Performance UV 

Transilluminator (Fischer Scientific/EUA). 

 

4.3.7. PCR-RFLP-ITS1 

 

Os produtos obtidos na PCR-ITS1 foram submetidos à digestão com a enzima  de restrição 

HaeIII FastDigest® (ThermoFisher Scientific/EUA) de acordo com as instruções do fabricante: 

5µL da amostra foram digeridos a 37°C por 3 minutos com 1µL (10 U) da enzima de restrição, 

2µL de tampão e 10µl de água ultrapura. Posteriormente foi realizada a inativação da enzima na 

temperatura de 80ºC por 20 minutos. Os fragmentos foram submetidos à corrida em gel de 

agarose Nusieve (Lonza/EUA) a 4%, submetidos a 80V em tampão TAE 1x por 90 minutos. 

Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio 0,1 mg (10µL em 100mL de TAE 1x)   

por 15 minutos, e observado em transiluminador UVP High Performance UV Transilluminator 

(Fischer Scientific/EUA). 
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4.3.8. PCR-RFLP-hsp70 

 

Os produtos obtidos na PCR-hsp70 foram submetidos à digestão com a enzima  de 

restrição HaeIII FastDigest® (ThermoFisher Scientific/EUA) de acordo com as instruções do 

fabricante: 5µL da amostra foram digeridos a 37°C por 3 minutos com 1µL (10 U) da enzima 

de restrição, 2µL de tampão específico (Kit da enzima) e 10µl de água ultrapura. Posteriormente 

foi realizada a inativação da  enzima a 80ºC por 20 minutos. Os fragmentos foram submetidos à 

corrida em gel de agarose (Argagen/Espanha) a 3%, submetidos a 80V em tampão TAE (Tris-

Acetato-EDTA) 1x por 90 minutos. Após a corrida, o gel foi corado com brometo de etídio 0,1 

mg (10µL em 100mL de TAE 1x)  por 15 minutos, e observado em transiluminador UVP High 

Performance UV Transilluminator (Fischer Scientific/EUA). 

 

4.3.9. Purificação e sequenciamento dos fragmentos obtidos na PCR-ITS1 

convencional 

Os fragmentos amplificados na PCR convencional foram purificados utilizando-se o 

GeneClean II Kit (MP Biomedicals/EUA) conforme recomendações do fabricante. 

Resumidamente: o DNA foi ressuspenso em iodeto de sódio na proporção de 1:3. e adicionado 

solução GlassMilk. A mistura foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos, 

homogeneizando a cada minuto. Após centrifugação a 2.500 x g por 5 segundos, o sobrenadante 

foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 500uL de solução new wash e centrifugado a 2.500 

x g por 5 segundos. Após descarte do sobrenadante, o pellet foi seco em termobloco a 55ºC. O  

DNA foi eluído em água ultrapura adicionada na mesma quantidade de GlassMilk e armazenado 

até a realização do sequenciamento. 

O sequenciamento foi realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano e Células 

Tronco do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo de acordo com protocolo 

estabelecido, utilizando os oligonucleotídeos LITSR/L5.8S a 2,5µM (El Tai, 2001) para o alvo 

ITS1 e hsp70CF/hsp70CR (Graça et al., 2012) para o alvo hsp70. 

As sequências forward e reverse de cada gene foram analisadas no programa BioEdit 

(versão 7.2.5) Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). As sequências consenso obtidas foram 

submetidas à ferramenta online BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para avaliação da 

similaridade com as sequências já depositadas no genbank. 
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4.4.  Aspectos Éticos 

 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa do IIER (CAAE: 

07801112.1.0000.0061) e pelo comitê de ética do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (HCFMUSP) (CAAE: 47217419.0.0000.0068). 
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5. RESULTADOS  

 

 

5.1. Detecção de DNA total íntegro extraído de amostras clínicas, tendo como alvo o 

gene da β-globina. 

 As amostras clínicas foram inicialmente avaliadas quanto à qualidade do DNA 

extraído, utilizando-se o gene housekeeping da β-globina. Observamos que o DNA de todas as 

amostras usadas neste projeto, amplificaram uma banda de 268pb, conforme figura 1. 

 

 

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com suspeita de 

leishmaniose tegumentar submetidas à PCR para o gene da β-globina. 100: Padrão de peso 

molecular de 100 pares de bases (pb); CP: Controle positivo; CN: Controle negativo. Colunas 

1, 2,  3, 4,  5  e  6 : Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar. 
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5.2. Técnica de PCR-convencional para o gene alvo ITS1 

 

Das 211 amostras de lesão tegumentares analisadas, 84 (4 de lesão mucocutânea, 18 de 

lesão mucosa e 62 de lesão   cutânea) amostras tiveram o DNA do parasito amplificado pela 

técnica de PCR-ITS1, produzindo um fragmento de 320pb, conforme Figura 2. 

 

 

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com 

suspeita de leishmaniose tegumentar submetidas à PCR-ITS1 convencional. 50: Padrão de peso 

molecular de 50 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L. amazonensis; CN: Controle 

negativo. Colunas 3, 4,  5, 6 e 9: Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose 

tegumentar e que amplificaram o gênero Leishmania (320 pb). Colunas 1, 2, 7, 8, 10, 11, 12, 

13, 14, 15, 16 e 17: Amostras de pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar que não 

amplificaram o gênero Leishmania (320 pb). 

 

5.3. RFLP dos amplificados da PCR ITS-1 

 

Todas as 84 amostras que amplificaram, correspondente à amplificação da sequência ITS- 

1, foram submetidas ao RFLP, e 46,42% (39/84) delas apresentaram padrão de corte condizente   

com o subgênero Viannia. Uma amostra apresentou padrão de corte condizente com L. (L.) 

amazonensis e 52,38% (44/84) não foram identificadas após o RFLP. Na Figura 3 é possível 

visualizar os fragmentos após RFLP-PCR-ITS1. 
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Figura 3- Eletroforese em gel Nusieve, representativo, de amostras de pacientes com 

diagnóstico de leishmaniose tegumentar submetidas ao RFLP pós PCR-ITS1. 50: Padrão de 

peso molecular de 50 pares de bases (pb); 100: Padrão de peso molecular de 100 pb. CN: 

Controle   negativo; Colunas 3, 6, 7, 8, 11: Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar 

que apresentaram bandas condizentes com o subgênero Viannia (150pb-160pb); Coluna 9: 

Amostras de paciente com leishmaniose tegumentar que apresentou bandas condizentes com L. 

amazonensis (140pb-190pb). Colunas: 1, 2, 4, 5, 10 e 12: Amostras de pacientes com 

leishmaniose tegumentar cujos amplificados não apresentaram fragmentos. La: controles 

positivos de L. amazonensis; Lb: controle positivo de L. braziliensis. 

 

5.4. Técnica de sequenciamento Sanger dos amplificados da PCR ITS-1 

As 84 amostras que amplificaram para a sequência ITS1 foram submetidas ao 

sequenciamento Sanger, sendo possível identificar 4 espécies de Leishmania. O maior 

percentual foi de L. (V.) braziliensis detectada em 91,7 % (77/84) das amostras de leishmaniose 

tegumentar; L. (L.) amazonensis foi detectada em 3,5% (3/84), L. (V.) guyanensis em 2,3% 

(2/84)   e L. (L.) infantum foi identificada em 1,2% (1/84) das amostras. Uma amostra 

demonstrou o mesmo perfil de similaridade com duas espécies: L. (V.) panamensis e L. (V.) 

guyanensis, conforme tabela 2. 
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Tabela 2 - Identificação de espécies de Leishmania em amostras clínicas de pacientes com 

leishmaniose tegumentar, pela técnica de sequenciamento Sanger pós PCR-ITS1. 

Espécies Amostras Percentagem 

L. (V.) braziliensis 77 91,7% 

L. (L.) amazonensis 3 3,5% 

L. (V.) guyanensis 2 2,4% 

L. (L.) infantum 1 1,2% 

L. (V.) guyanensis/panamensis 1 1,2% 

Total de amostras 84 100% 

 

 

5.5. Técnica de PCR-convencional para o gene alvo hsp70 

Inicialmente foram utilizados os oligoiniciadores F25/R1310 descritos por Montalvo et 

al. 2012, por apresentarem um potencial para diferenciar espécies de Leishmania, considerado 

um marcador robusto. Quando da padronização desta metodologia utilizando-se amostras de 

cepas referências e amostras clínicas com diagnóstico confirmado de leishmaniose tegumentar, 

observamos presença de grande quantidade de bandas inespecíficas no gel de agarose (Figura 

3). Diante disto, realizamos algumas tentativas mudando a concentração de MgCl2, dos 

oligoniciadores F25/R1310 e da enzima Taq DNA polimerase, além de alterarmos também a 

quantidade de ciclos e temperatura de associação, porém, não obtivemos sucesso. No entanto, 

optamos por não mais utilizar estes oligoiniciadores. 
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Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com 

diagnóstico de leishmaniose tegumentar submetidas à PCR-hsp70 convencional (primers 

F25/R1310). 100: Padrão de peso molecular de 100 pares de bases (pb); 200: Padrão de peso 

molecular de 200 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L. amazonensis; Lb: Controle 

positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1 e 2: Amostras de pacientes com 

leishmaniose tegumentar que não amplificaram. Colunas 3, 4 e 5: Amostras de pacientes com 

leishmaniose tegumentar que tiveram várias bandas amplificadas, sendo a banda de interesse a 

de 1286pb. 

Diante dos resultados acima, optamos por usar a metodologia descrita por Graça et al., 

(2012) para o gene alvo hsp70 (hsp70cF/hsp70cR); padronizamos as condições da PCR em 

nosso laboratório e obtivemos amplificados correspondentes à banda de 234pb e ausência de 

bandas inespecíficas. Observamos que utilizando a amplificação com os oligoiniciadores acima 

referidos obtivemos menor sensibilidade quando comparamos com o alvo ITS-1 (Figura 4). 

Diante desta menor detecção de DNA de Leishmania com o gene hsp70, optamos por 

realizarmos uma pré-amplificação, utilizando-se os oligoiniciadores (pre-ampF e pre-ampR), 

descritos por Zampieri (2019) e posterior amplificação com os oligoiniciadores descritos por 

Graça et al (2012), caracterizando-se assim uma nested-PCR. Desta forma obtivemos 100% de 

amplificação (figura 5) das amostras que foram também positivas com o alvo ITS-1. 
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com diagnóstico de 

leishmaniose tegumentar submetidas à PCR-hsp70 convencional (primers hsp70cF/hsp70cR). 

100: Padrão de peso molecular de 100 pares de bases (pb); La: Controle positivo de L. 

amazonensis; Lb: Controle positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1, 2, 

11 e 12: Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar que amplificaram o gênero 

Leishmania (234 pb). Colunas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10: Amostras de pacientes com leishmaniose 

tegumentar que não amplificaram o gênero Leishmania (234 pb). 

 

 

 

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose de amostras de pacientes com diagnóstico de 
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leishmaniose tegumentar submetidas à nested PCR-hsp70 convencional. 50:Padrão de peso 

molecular de 50 pares de bases (pb); 100:Padrão de peso molecular de 100 pares de bases (pb); 

Lb: Controle positivo de L. braziliensis; CN: Controle negativo. Colunas 1, 2, 3, 4, 5 e 6: 

Amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar que amplificaram o gênero Leishmania 

(234 pb).  

 

5.6. RFLP dos amplificados da nested PCR-hsp70 

As 84 amostras amplificadas com o gene alvo hsp70 foram submetidas à RFLP e 

identificadas como se segue: 91,7% (77/84) apresentaram padrão de corte para as espécies (L. 

(V.) braziliensis/L.(V.) naiffi); 3,6% (3/84) apresentaram padrão de corte condizente  com L. (L.) 

amazonensis; 1,1% (1/84) com L. (L.) infantum e 3,6% (3/84) L.(V.) guyanensis (Tabela 3). Na 

figura 7 é possível visualizar os fragmentos obtidos na RFLP-hsp70. 

 

 

Tabela 3 - Identificação de espécies de Leishmania por PCR-RFLP com o gene hsp70, 

utilizando-se amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar. 

Espécies Amostras Percentagem 

L. (V.) braziliensis/ L.(V.) naiffi 77 91,7% 

L. (L.) amazonensis 3 3,6% 

L.(V.) guyanensis 3 3,6% 

L. (L.) infantum 1 1,1% 

Total de amostras 84 100% 
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Figura 7- Eletroforese em gel de agarose, representativo, de amostras de pacientes com 

diagnóstico de leishmaniose tegumentar submetidas ao RFLP pós PCR-hsp70. 50: Padrão de 

peso molecular de 50 pares de bases (pb); CN: Controle negativo; Coluna 1: Amostra de 

pacientes com leishmaniose tegumentar que apresentou fragmentos condizentes com L. 

infantum; Coluna 2: Amostra de paciente com leishmaniose tegumentar que apresentou 

fragmentos condizentes com L. guyanensis. Colunas: 3 e 4: Amostras de pacientes com 

leishmaniose tegumentar que apresentaram bandas condizentes com o padrão de corte de L. 

braziliensis / L. naiffi. La: controle positivos de L. amazonensis; Lb: controle positivo de L. 

braziliensis; Lg: controle positivo de L. guyanensis; Li: controle positivo de L. infantum e Ln: 

controle positivo de L. naiffi. 

 

 

 

5.7. Técnica de sequenciamento Sanger dos amplificados da PCR-hsp70 

 

As 84 amostras que amplificaram para a sequência hsp70 foram submetidas ao 

sequenciamento Sanger, sendo possível identificar 4 espécies de Leishmania.   O maior 

percentual foi de L. (V.) braziliensis detectada em 91,7% (77/84) das amostras de leishmaniose 

tegumentar; L. (L.) amazonensis foi detectada em 3,5% (3/84), L. (V.) guyanensis em 3,5% 
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(3/84)   e L. (L.) infantum foi identificada em 1,2% (1/84) das amostras, conforme tabela 4. 

 

 

Tabela 4 - Identificação de espécies de Leishmania por sequenciamento Sanger pós PCR-

hsp70. 

Espécies Amostras Percentagem 

L. (V.) braziliensis 77 91,67% 

L. (L.) amazonensis 3 3,57% 

L.(V.) guyanensis 3 3,57% 

L. (L.) infantum 1 1,19% 

Total de amostras 84 100% 

 

 

5.8. Comparação das metodologias para determinação da espécie de Leishmania 

causadora de leishmaniose tegumentar  

 

Ao compararmos as diferentes metodologias para discriminação de espécies de 

Leishmania, observamos que o sequenciamento do gene alvo hsp70 apresentou melhor 

resultado, sendo que em 100% das amostras, a espécie de Leishmania foi identificada. Quando 

foi utilizado o sequenciamento do alvo ITS-1, obtivemos 98,80% de identificação das amostras. 

A metodologia PCR-RFLP hsp70 identificou as amostras de L. amazonensis e de L. infantum. 

Com relação as espécies do subgênero Viannia esta metodologia discrimina L. braziliensis e L. 

guyanensis de outras espécies, porém não discrimina L. braziliensis de L. naiffi (Tabela 5). A 

metodologia utilizando-se PCR-RFLP-ITS1 identificou somente uma amostra como sendo de 

L. amazonensis, não discriminando nenhuma outra espécie. Trinta e nove amostras foram 

identificadas com sendo do subgênero Viannia e em 44 amostras não houve nenhum padrão de 

restrição, com a enzima HAE III.  

Quando analisamos a concordância entre as metodologias, houve 100% de concordância 

entre sequenciamento ITS1, PCR-RFLP-hsp70 e sequenciamento hsp70 na identificação de L. 

braziliensis, L. amazonensis e L. infantum. Houve concordancia de 100% entre PCR-RFLP-

hsp70 e sequenciamento hsp na identificação de L. guyanensis (Tabela 5). Uma amostra foi 

caracterizada como sendo L. guyanensis pela técnica de PCR-RFLP hsp70 e sequenciamento 

hsp 70, porém, na técnica de sequenciamento ITS-1 essa mesma amostra foi identificada como 

sendo L.guyanensis/L.panamensis. 

 



39  

 

Tabela 5 - Identificação de espécies de Leishmania pelas diferentes técnicas, utilizando-se 

amostras clínicas de pacientes com leishmaniose tegumentar. 

Espécie de 

Leishmania 

PCR-RFLP 

ITS-1 

Sequenciamento 

ITS-1 

PCR-RFLP 

Hsp70 

Sequenciamento 

Hsp70 

Leishmania 

(Viannia) 

braziliensis 

46.4% 

(subgênero 

Viannia) 

91,7% (L.b) 91,7% 

(L.b/L.n) 

91,7% (L.b) 

Leishmania 

(Leishmania) 

amazonensis 

1,2% 3,5% (L.a) 3,5% (L.a) 3,5%  (L.a) 

Leishmania 

(Viannia) 

guyanensis 

46.4% 

(subgênero 

Viannia) 

2,3% (L.g) 3,5% (L.g) 3,5% 

(L.g) 

Leishmania 

(Leishmania) 

infantum 

0% 1,2% (L.i) 1,2% (L.i) 1,2% (L.i) 

Leishmania 

(Viannia) 

guyanensis/L. 

panamensis 

0% 1,2% (L.g/L.p) 0 % 0 % 

Não identificada 52.4% 0 % 0 % 0 % 

Total  100% 100% 100% 100% 

5.9. Amostras de pacientes que não tiveram DNA de parasito amplificado por PCR 

 

 Das 211 amostras suspeita de LT, como mostrado anteriormente, 84 apresentaram 

amplificação de DNA de Leishmania, sendo que 127 não apresentaram amplificação para o alvo 

ITS-1. Das amostras consideradas negativas para Leishmania pela PCR, 101 eram amostras de 

lesão de pacientes com outras doenças conforme tabela 6, sendo descartado diagnóstico de LT. 

No entanto, 26 amostras que foram negativas na PCR para Leishmania, tiveram o diagnóstico 

de LT (18 de leishmaniose cutânea localizada e 8 de leishmaniose mucosa) confirmado por 

outras metodologias, sendo 20 por imunoistoquímica, 6 por anatomopatológico.  
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Tabela 6 - Diagnóstico dos pacientes que não amplificaram na PCR convencional. 

Diagnóstico Quantidade Percentagem   

Úlcera crônica da pele não classificada, em outra parte          21 16,5%   

Esporotricose       19 15,0%   

Leishmaniose cutânea      18 14,2%   

Úlcera dos membros inferiores não classificada 11 8,7%   

Leishmaniose mucosa 8 6,3%   

Varizes dos membros inferiores com úlcera e inflamação      6 4,7%   

Fissura, entalhe ou fenda nasal       5 3,9%   

Carcinoma      3 2,4%   

Dermatite atópica     3 2,4%   

Eczema crônico      3 2,4%   

Outras alterações de pele não especificadas         3 2,4%   

Outros transtornos do nariz e dos seios paranais        3 2,4%   

Piodermite         2 1,6%   

Rinite crônica          2 1,6%   

Abcesso cutâneo, furúnculo e carbúnculo    1 0,8%   

Afecções da pele e do tecido subcutâneo, não 

especificados        1 0,8% 

  

Afeccções hipertróficas da pele      1 0,8%   

Celulite da face       1 0,8%   

Criptococose cutânea      1 0,8%   

Esquistossomose não especificada      1 0,8%   

Estenose e insuficiência dos canais lacrimais     1 0,8%   

Granuloma piogênico       1 0,8%   

Hanseníase virchowiana nasal       1 0,8%   

Impetigo       1 0,8%   

Infeccção localizada da pele e do tecido subcutâneo, não 

especificada       1 0,8% 

  

Intoxicação por substâncias de uso tópico que atuam 

sobre a pele e a mucosa 1 0,8% 

  

Neoplasia maligna do assoalho da boca       1 0,8%   

Outras dermatites        1 0,8%   

Outras formas de prurigo        1 0,8%   

Papiloma invertido       1 0,8%   

Paracoccidioidomicose        1 0,8%     
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Reação à picada de inseto       1 0,8%   

Tuberculose da laringe         1 0,8%   

Vestibulite       1 0,8%   
 

   

 

 

5.10. Local de procedência dos pacientes com diagnóstico de LTA 

 

Ao analisarmos a procedência dos pacientes com diagnóstico de LTA confirmado por 

PCR, observamos que 28 pacientes eram procedentes de São Paulo, 17 da Bahia, 15 de Minas 

Gerais, 5 de Pernambuco, 3 do Amazonas, 2 do Rio de Janeiro, 2 de Goiás, 2 do Paraná, 1 do 

Maranhão, 1 do Acre, 1 do Pará, 1 do Piauí, 1 da Paraíba, 3 da Bolívia e 1 da Venzuela (Grafico 

1).  

 

5.11. Identificação das espécies de Leishmania de acordo com o local de procedência 

 

        L. braziliensis foi identificada em 27 amostras de pacientes procedentes de São Paulo, 16 

amostras de pacientes procedentes da Bahia, e todas as amostras de pacientes procedentes de 

Minas Gerais (15 amostras), Pernambuco (cinco amostras), Rio de Janeiro (duas amostras), 

Paraná (duas amostras), Goiás (duas amostras), Mato Grosso (uma amostra), Maranhão (uma 

amostra), Pará (uma amostra) e Bolivia (três amostras). L. amazonensis foi identificada em uma 

amostra de paciente procedente de Presidente Prudente - SP, em uma amostra de paciente 

procedente do Piauí e em uma amostra de paciente procedente da Bahia. L. guyanensis foi 

identificada em uma amostra de paciente procedente do Acre, em uma amostra de paciente 

procedente do Amazonas e em uma amostra de paciente procedente da Venezuela. L. infantum 

foi identificada em uma amostra de paciente procedente da Paraíba (gráfico 2).  
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Gráfico 1. Provável local de infecção dos pacientes que foram positivos na PCR convencional. 

 

*Três pacientes são procedentes da Bolívia e um da Venezuela. 
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Figura 8 - Distribuição geográfica das espécies de Leishmania identificadas no sequenciamento 

Sanger pós PCR-hsp70. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho identificamos diferentes espécies de Leishmania causando leishmaniose 

tegumentar americana, utilizando-se diretamente espécime clínica de pacientes atendidos num 

centro especializado no atendimento de doenças infecto-parasitárias. A identificação das quatro 

espécies de Leishmania foi feita por meio de PCR-RFLP e sequenciamento Sanger. É 

importante ressaltar que a realização deste trabalho com amostras procedentes do centro de 

referência em atendimento de doenças infecciosas, possivelmente reflita a diversidade de 

formas clínicas de LTA e de espécies de Leishmania circulantes no Brasil, visto que foram 

incluídos pacientes provenientes de 13 estados brasileiros, das cinco regiões geográficas e ainda 

participantes provenientes de dois países da América Latina (Bolívia e Venezuela). Ademais a 

utilização de dois alvos e duas diferentes técnicas, para identificação das espécies, assegurou a 

verdadeira espécie de Leishmania envolvida no desencadeamento da lesão.  

A identificação correta da espécie de Leishmania causadora de lesão tegumentar em 

uma determinada região geográfica é fundamental para fins taxonômicos, escolha da melhor 

terapêutica e ainda para ações de vigilância epidemiológica (48,49). Diversas técnicas são 

utilizadas para o diagnostico de LTA e identificação de Leishmania, utilizando diferentes 

espécimes clínicas e diferentes abordagens. Pesquisa direta por microscopia e cultura de 

parasita podem confirmar o diagnostico de LTA, demonstrando a presença do parasito em 

lesões, porém não discrimina a espécie de Leishmania envolvida (46). Os métodos mais 

comumentes utilizados para identificação da espécie são migração eletroforética de isoenzimas 

e análise molecular (12, 47, 71).  Análise de isoenzimas é considerado o método padrão, porém 

utiliza formas promastigotas obtidas de cultura, o que nem sempre é possível devido à baixa 

sensibilidade da cultura, secundária a contaminação por bactérias e escassa quantidade de 

parasitos em determinadas formas clínicas (leishmaniose mucosa) (46). Métodos moleculares 

utilizando diversos alvos genômicos para identificação de Leishmania são os mais comumente 

empregados (50, 51, 53). Análise por PCR-RFLP de múltiplos alvos tem sido empregados, 

objetivando uma identificação prática de Leishmania, sem a necessidade de uso de 

equipamentos mais caros e menos acessíveis (52). Sequenciamento de genes ou de regiões 

intergênicas também tem sido empregado, porém é mais caro e menos acessível. Apesar da 

expansão do uso dessas metodologias utilizadas para identificação de patógenos, ainda há uma 

falta de conhecimento da melhor metodologia e do melhor alvo a ser utilizado para identificação 

de Leishmania. Neste estudo utilizamos dois diferentes alvos e duas diferentes técnicas 
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moleculares para identificação de Leishmania, a partir de amostras clínicas de pacientes com 

suspeita de LTA. Os alvos moleculares escolhidos foram ITS1 e hsp70, utilizando as técnicas 

de PCR-RFLP e sequencimento Sanger. Em nosso estudo, utilizando-se a PCR-RFLP ITS1, 

com a enzima HaeIII não foi possível identificar as espécies, somente o subgênero em 46,4% 

(39/84) das amostras e L. amazonensis em uma amostra. Também Satow, 2016 utilizando o 

mesmo alvo (ITS1 com a enzima HaeIII) obteve resultados semelhantes, distinguindo o 

subgênero Leishmania do subgênero Viannia, não distinguindo as espécies (69). Bilbao-Ramos 

et al, 2020 usando essa mesma abordagem para identificação de Leishmania em amostras de 

pacientes com LTA, da Bolivia, identificaram dois padrões distintos eletroforéticos, um padrão 

correspondente a L. amazonensis e outro padrão correspondente ao subgênero Viannia sem 

distinção entre espécies (54). Conter et al 2019 em uma revisão sistemática descrevem que os 

oligoiniciadores desenhados para região ITS1, permitem identificar espécies do subgênero 

Leishmania, principalmente as espécies L. infantum, L. tropica, L. major e L. aethiopica, porém 

não encontraram dados de identificação de espécies do subgênero Viannia, o que corrobora os 

nossos resultados, em que apenas conseguimos distinguir o subgênero, sem identificar espécies 

(55). Diversos autores têm utilizado a região ITS1 com PCR-RFLP para identificação de 

espécies de Leishmania no velho mundo, permitindo diferenciar as diferentes espécies do 

subgênero Leishmania que causam doença tegumentar (46, 56, 57, 58, 59, 60) tais como 

Leishmania major e L. tropica, as quais apresentam fragmentos de 220 e 140 pb e de 200 e 60 

pb respectivamente, o que favorece esta abordagem para identificação de Leishmania no velho 

mundo (61). Claramente esta abordagem não permite distinguir espécies de Leishmania do 

subgênero Viannia, provavelmente devido o número e local do sítio de restrição da enzima 

HaeIII ser semelhante nessas espécies, apresentando somente um padrão de restrição 

enzimático, quando visualizado no gel de agarose. Estes dados sugerem que a abordagem PCR-

RFLP-ITS1 possa ser usada para detecção de DNA de Leishmania em espécimes clínicas, 

porém não deva ser usado para identificação de espécies do subgênero Viannia, o mais 

prevalente nas Américas causador de leishmaniose tegumentar. Nas Américas, Silva et al, 

(2006) usaram PCR-RFLP-ITS1 com a enzima Sau3AI e identificaram 13 amostras com 

padrões compatíveis com as cepas de referência de L. (V.) lainsoni e 28 com L. (V.) braziliensis 

ou L. (V.) guyanensis, pois esta metodologia não permitiu discriminar L (V) braziliensis de L. 

(V.) guyanensis(48). Provavelmente a utilização da enzima Sau3AI permitiu que tenha sido 

observado padrão distinto de painel eletroforético, pois o sítio de restrição entre as duas enzimas 

(HaeIII e Sau3AI) é diferente.  

Outros alvos são mais promissores para identificação de espécies de Leishmania, 



46  

principalmente aquelas do subgênero Viannia. Dentre esses alvos destacamos o gene hsp70 por 

ser altamente conservado e que tem sido usado para estudos taxonômicos e filogenéticos de 

Leishmania. Graça et al (2012) e Montalvo et al (2012) utilizando oligoiniciciadores do gene 

hsp70 e PCR-RFLP com enzima HaeIII identificaram espécies do subgênero Viannia, 

permintindo distinguí-las (40,41). Utilizando essa mesma abordagem com os oligoiniciadores 

descritos por Graça et al (2012) conseguimos distinguir 4 diferentes espécies de Leishmania em 

nossa casuística, inclusive com identificação de L. infantum causando doença tegumentar, 

corroborando os achados descritos por Graça et al (2012). No entanto, quando utilizamos os 

oligoiniciadores descritos por Montalvo et al (2012) não obtivemos o mesmo êxito. Alguns 

fatores podem ter contribuído para esta diferença entre os oligoiniciadores. Primeiramente, 

quando utilizamos o protocolo descrito por Montalvo et al (2012) observamos que quando da 

amplificação do DNA de Leishmania, obtivemos vários fragmentos de banda, sem termos usado 

enzima de restrição e certamente este padrão interferiria no padrão de bandas que obteríamos 

quando da realização da PCR-RFLP. Outro fator que pode ter contribuído para esta diferença 

se refere ao tamanho fragmento esperado, pois o amplificado do protocolo descrito por 

Montalvo geraria um fragmento inicial de 1286pb enquanto o tamanho do fragmento gerado, 

usando-se o protocolo descrito por Graça et al (2012) é de 234pb. Satow et al (2016) utilizando 

PCR-RFLP-hsp70, com as enzimas HaeIII e BstUI, identificou padrão de restrição diferente 

para cinco espécies de Leishmania de cepa padrão (69). Utilizando a mesma abordagem em 21 

amostras de pacientes com leishmaniose tegumentar identificou L. braziliensis em 18 amostras, 

L. naiffi em uma amostra e duas amostras apresentaram perfis eletroforéricos não condizentes 

com nenhuma das cinco espécies de Leishmania de cepa de referência. Em nosso estudo, 

utilizando-se os mesmos oligoiniciadores descritos por Graça et al (2012) na PCR-RFLP com 

a enzima HaeIII pudemos distinguir 4 espécies de Leishmania causando leishmaniose 

tegumentar na casuística estudada, sendo 91,7%  L. braziliensis, 3,6% L. amazonensis, 3,6% L. 

guyanensis e 1,1% L. infantum. Estes nossos resultados corroboram os resultados obtidos 

anteriormente por outros autores, em que a abordagem de PCR-RFLP-hsp70 com HaeIII pode 

ser usada como importante ferramenta para distinção de espécies causadoras de LTA, 

identificando não só as espécies do subgênero Viannia, como também identificando espécies 

do subgênero Leishmania como causadoras de LTA, entre elas a L. infantum. Muvdi-Arenas et 

al, (2020) identificaram L. (V.) braziliensis em 88%, L. (V) panamensis em 8%, e L. (V.) 

guyanensis e L. (L.) amazonensis em 2% em amostras de pacientes com LTA utilizando a 

mesma abordagem usada neste nosso estudo (PCR-RFLP-hsp70 com a enzima HaeIII) 

corroborando nossos achados de que esta abordagem é útil na identificação de espécies de 
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ambos os subgêneros (72). Apesar de haver menos cópias do gene hsp70, este se apresenta 

como excelente alvo para estudos de taxonomia em Leishmania, por ser um gene altamente 

conservado em sequência e função, e de suma importância como chaperonas moleculares (63).  

Ao longo dos anos tem-se buscado diferentes metodologias para melhor identificação 

de espécies de patógenos. Certamente, entre essas metodologias, a que melhor permite 

distinguir diferentes espécies de um mesmo parasito é o sequenciamento do genoma, seja de 

parte dele ou do todo. Porém, esta metodologia não está acessível a todos os serviços de saúde, 

em decorrência de custo elevado, necessidade de equipamento específico e ainda de pessoal 

treinado. Por meio do sequenciamento de diferentes fragmentos de DNA é possível identificar 

as espécies pela simples mudança de uma base numa determinada posição do fragmento 

analisado. Através do sequenciamento dos amplificados na PCR-ITS1 foi possível identificar a 

espécie de Leishmania em 98,8% (83/84) das amostras analisadas e em 100% quando utilizamos 

o hsp70 em nossa casuística. Quando comparamos o sequenciamento da região ITS1 pelo 

método Sanger com a ITS1-PCR-RFLP (HaeIII) houve uma diferença substancial, visto que no 

sequenciamento foi possível definir 98,8% das amostras e com a PCR-RFLP-ITS1 pudemos 

distinguir somente subgêneros e em uma única amostra definimos a espécie. Esta diferença 

pode ser devido a enzima HaeIII que foi usada na PCR-RFLP-ITS1, a qual não identificou sítios 

de restrição para que possa ter feito a fragmentação do DNA. Talvez se fosse usada uma outra 

enzima, poderíamos ter obtido padrão eletroforético distinto entre as espécies de Leishmania, 

visto que o sequenciamento Sanger permitiu distinguí-las, havendo, portanto, diferença na 

sequência do fragmento da região analisada, permitindo identificar as seguintes espécies de 

Leishmania: L. (V.) braziliensis detectada em 91,6% (77/84) das amostras; L. (L.) amazonensis 

em 3,6% (3/84), L. (V.) guyanensis em 2,4% (2/84) e L. (L.) infantum em 1,2% (1/84). Um dado 

interessante se refere a uma amostra, em que o sequenciamento ITS1 não distinguiu L. (V.) 

guyanensis de L. (V.) panamensis de um paciente proveniente da Venezuela. Uma hipótese para 

isto pode ser a coinfecção por duas espécies numa mesma lesão ou devido à similaridade na 

sequência dessas duas espécies na região ITS1. Ao utilizarmos outra abordagem para 

identificação de espécie de Leishmania, na referida amostra, obtivemos a identificação de L. 

guyanensis, sendo que a diferenciação entre L. guyanensis e L. panamensis nem sempre será 

determinada pelo sequenciamento amplificado de 320pb da região ITS1. 

      Ao compararmos as diferentes técnicas de identificação para identificação de Leishmania, 

a partir de amostras de lesão de LTA, claramente observamos que o sequenciamento seja da 

região ITS1, como do gene alvo hsp70, é uma técnica mais robusta para esta finalidade. No 

entanto a PCR-RFLP-hsp70 apresenta resultados semelhantes ao do sequenciamento Sanger do 
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mesmo gene alvo. Esta informação é fundamental, pois como já descrito anteriormente, a 

técnica de sequenciamento necessita de equipamentos mais sofisticados, requer mão de obra 

especializada e está pouco disponível para uso na rotina. A PCR-RFLP-hsp70 é mais trabalhosa 

e apresenta maior risco de contaminação da amostra devido a maior manipulação da mesma, no 

entanto está mais disponível para uso e não requer, por exemplo, uso de equipamento para 

sequenciamento das amostras. Apesar das diferenças na execução das técnicas, mesmo que em 

ambas haja necessidade de extração de DNA e realização de PCR, não se pode afirmar qual 

seria mais dispendiosa para realização em centros de atendimento de pacientes, pois não há 

estudo disponíveis que comparem os gastos para realização de cada uma das técnicas. 

        Após analisarmos as quatro metodologias aqui utilizadas para identificação das espécies 

de Leishmania e concluirmos que o sequenciamento da região ITS1 ou do gene hsp70 seriam 

as melhores ferramentas a serem empregadas, partimos para relacionarmos as espécies de 

Leishmania com as formas clínicas de LTA e com o local provável de infecção. Das 84 

amostras, em que houve detecção de DNA de Leishmania, 18 (21,4%) eram de leishmaniose 

mucosa causada por L. braziliensis, 4 (4,8%) de leishmaniose muco-cutânea, sendo 3 L. 

braziliensis e uma L. amazonensis. Das 84 amostras, 62 (73,8%) eram de leishmaniose cutânea 

localizada, sendo 56 L. braziliensis, 2 L. amazonensis, 3 L. guyanensis e 1 L. infantum. Esses 

nossos achados revelam a diversidade de espécies de Leishmania que causam LTA nas 

Américas. Os nossos achados corroboram o que já foi descrito anteriormente, em que diferentes 

espécies de Leishmania causam lesão tegumentar no Novo Mundo (7, 11) prevalecendo 

espécies do subgênero Viannia e mais precisamente a espécie L. braziliensis, como a principal 

causadora de LTA nas Américas (26) incluindo a leishmaniose mucosa e muco-cutânea. Cabe 

ressaltar, que em nossa casuística não detectamos nenhuma espécie de L. naiffi, L. shawi, L. 

lainsoni e L. lindenberg.   

        Com a utilização de ferramentas robustas de identificação de Leishmania é possível não 

só confirmar as principais espécies causadoras de LTA, como identificar espécie que 

comumente não está relacionada com determinada forma clínica. Nesta nossa casuística 

identificamos L. infantum em uma amostra de um paciente procedente do estado da Paraíba, o 

qual era cuidador de um cão que faleceu de leishmaniose visceral. Este achado chama atenção 

para a importância de espécies viscerotrópicas causarem doença tegumentar no Brasil, como já 

demonstrado por outros autores (6). Ademais a descrição de L.infantum causando doença 

tegumentar necessita de melhor avaliação molecular objetivando identificar diferentes cepas 

podem causar doença visceral ou tegumentar, como descrito no continente Europeu (45) e na 

América Central (44).  
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        Ao avaliarmos a procedência dos participantes deste estudo, houve uma diversidade de 

prováveis locais de infecção, pois houve participantes das cinco regiões geográficas brasileiras, 

além de 3 pacientes procedentes da Bolívia e um procedente da Venezuela. L. braziliensis foi 

identificada nas 3 amostras dos pacientes procedentes da Bolívia, em todas as amostras 

procedentes de Minas Gerais (15 amostras) em 27 das 28 amostras procedentes de São Paulo e 

em 15 das 17 amostras procedentes da Bahia, além de haver sido detectada em amostras do 

Pará, do Maranhão, do Rio de Janeiro, Paraná, Mato Grosso e Goiás. Estes resultados 

confirmam a ampla distribuição de L. braziliensis no Brasil e na Bolívia, como principal agente 

etiológico de LTA. L. amazonensis também está amplamente distribuída no Brasil, pois foi 

identificada em amostras de São Paulo, Bahia e Piauí. L. guyanensis está restrita a região Norte 

do Brasil, pois foi encontrada somente em amostras procedentes do Amazonas e do Pará e 

ademais em uma amostra da Venezuela. Essas informações de identificação de espécie de 

Leishmania de acordo com a procedência é necessária, não só paras fins de ecoepidemiologia, 

como também para auxiliar na tomada de decisão dos programas de controle de LTA, pois 

sabidamente as diferentes espécies de Leishmania circulam em diferentes reservatórios e são 

transmitidas por espécies diferentes de flebotomíneos (1). Conhecendo-se a espécie circulante 

em uma determinada região é possível não somente indicar a melhor escolha terapêutica em 

decorrência da espécie do parasito, como também poder-se-á desenvolver programas de 

controle vetorial e de reservatórios.  

        Apesar de ferramentas robustas para identificação de espécie de Leishmania (PCR-RFLP 

e sequenciamento) estas podem apresentar sensibilidade variável. Nesta nossa casuística das 

211 amostras incluídas neste estudo, 110 tiveram diagnóstico de LTA confirmado por alguma 

metodologia, porém em 26 amostras não houve amplificação de DNA de Leishmania 

utilizando-se como alvo a região ITS 1. Este resultado nos permitiu inferir uma sensibilidade 

de 76% e uma especificidade de 100% pois todas as amostras em que o diagnóstico de LTA 

não foi confirmado, não obtivemos amplificação de DNA de Leishmania. A sensibilidade 

encontrada, utilizando-se os alvos ITS 1 e hsp70 pode ser considerada baixa, quando avaliamos 

que em 20 amostras em que não houve amplificação de DNA de Leishmania, a 

imunoistoquímica foi positiva e em outras 6 amostras a confirmação foi pelo achado 

anatomopatológico. Alguns fatores podem contribuir para que não se observe uma sensibilidade 

mais elevada, devendo-se levar em consideração o tempo de evolução da lesão, o tamanho do 

fragmento da lesão encaminhado para realização de PCR e ainda o número de cópias do alvo 

analisado, pois é descrito entre 20 à 200 cópias para o ITS1 e de 1 à 7 cópias para hsp70 

(64,65,66,70). Quando são usados genes alvos com maior número de cópias, por exemplo 



50  

kDNA que tem cerca de 20.000 cópias a sensibilidade é próximo a 100 % conforme descrito 

por Satow et al 2013(69). Satow et al 2013, utilizando o gene alvo kDNA obteve 87,5% de 

sensibilidade, porém quando as mesmas amostras foram analisadas com o alvo ITS 1 a 

sensibilidade foi de 85,7 % e de 68,4% utilizando o gene alvo hsp70 (62). Em nosso estudo 

obtivemos uma sensibilidade mais baixa com o alvo ITS1, porém no estudo de Satow houve 

reamplificação da PCR-ITS1. Provavelmente este fator, reamplificação, foi determinante para 

diferença na sensibilidade nestes dois estudos, pois na primeira rodada de PCR-ITS1, Satow 

obteve sensibilidade de 57,1%. Acreditamos que se reamplificássemos o produto de PCR obtido 

com a primeira análise, teríamos uma sensibilidade maior, porém não utilizamos esta 

abordagem. Em relação as formas clínicas, houve diferença na sensibilidade, sendo de 77,5% 

na forma cutânea e 69% na forma mucosa. Esta diferença de sensibilidade entre as formas 

clínicas pode ser em decorrência da maior quantidade de parasitos, pois sabidamente a forma 

mucosa apresenta escassez parasitária em relação a forma cutânea (1). Outro fato que pode ser 

considerado se refere ao tamanho do fragmento da lesão disponibilizado para detecção de DNA 

de Leishmania, pois em amostras de lesão cutânea o fragmento obtido é maior quando 

comparado ao fragmento de lesão mucosa.  

       Em conjunto, os nossos resultados permitem inferir que tanto a PCR-RFLP-hsp70 (HaeIII), 

sequenciamento ITS1 e sequenciamento hsp70 são ferramentas de grande valia e adequadas 

para identificação de espécies de Leishmania causadoras de diferentes formas clínicas de LTA 

de diferentes regiões geográficas.  

        A obtenção dos resultados, aqui descritos, podem subsidiar pesquisas futuras que visem 

melhorar as metodologias para estudos taxonômicos de Leishmania. Certamente a utilização de 

dados mais robustos permitirá conhecermos melhor a ecoepidemiologia da LTA, mas também 

poderá auxiliar na tomada de decisão terapêutica e de políticas públicas de controle de 

leishmaniose tegumentar.  

        Apesar de todo o empenho, para obtenção dos melhores resultados possíveis, este estudo 

apresenta limitações, tais como: a) uso de amostras de conveniência, que pode induzir um viés 

de representação das amostras e b) não utilização de um método, que pudesse ser usado como 

referência no diagnóstico da LTA, como por exemplo, a PCR tendo como alvo o kDNA, que 

apresenta maior número de cópias, o que permitiria analisarmos melhor a sensibilidade dos 

métodos aqui usados.  

        Apesar das limitações, este estudo realizado com espécimes clínicas reflete o que acontece 

no cotidiano nos centros de atendimentos de pacientes e reforça a importância de que outros 

estudos sejam realizados para definição do melhor alvo e da melhor metodologia para o 
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diagnóstico espécie específico de leishmaniose, pois até o momento não dispomos de método 

padronizado e validado para uso na prática clínica.    
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7. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados obtidos neste estudo podemos concluir que: 

O sequenciamento do gene hsp70 de 234pb permitiu identificar a espécie de Leishmania 

em todas as amostras clínicas analisadas, diferenciando as entre as várias espécies de 

Leishmania de ambos os subgêneros: Leishmania e Viannia.  

A PCR-RFLP hsp70 com enzima HaeIII é capaz de identificar espécies de Leishmania 

causadoras de LTA, porém não é possível diferenciar L. brazilensis de L. naiffi; 

O sequenciamento da região ITS1 de 320pb permitiu identificar espécies de Leishmania 

causadoras de LTA, porém não foi possível discriminar L. guyanensis de L. panamensis em 

uma das amostras analisadas; 

A PCR-RFLP-ITS1 com a enzima HaeIII não permite identificar espécies de 

Leishmania do subgênero Viannia, causadoras de LTA; 

        Em conclusão a ferramenta mais robusta, usada neste estudo para diagnóstico espécie-

específico de LTA, foi o sequenciamento do fragmento de 234pb do gene hsp70. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53  

 

8.  ANEXOS 

 
Parecer consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa
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