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RESUMO 

 

 

Entre as doenças causadas por protozoários, as leishmanioses, possuem um papel 
de destaque devido à sua ampla distribuição geográfica, severidade das 
manifestações clínicas e grande incidência. Na leishmaniose visceral (LV), os cães 
domésticos são os reservatórios mais importantes e, talvez, os responsáveis pela 
mudança no perfil epidemiológico da doença em diferentes regiões do Brasil, 
principalmente pelo constante movimento migratório, facilitando a expansão da 
doença para áreas consideradas indenes. A possível variabilidade genética de 
subpopulações de Leishmania (Leishmania) chagasi que circulam em diferentes 
ciclos naturais ainda é muito pouco explorada no Brasil, sendo tal conhecimento de 
grande importância em vários aspectos, principalmente no contexto epidemiológico e 
clínico. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade fenotípica de amostras de 
Leishmania chagasi isoladas de cães oriundos do município do Rio de Janeiro e de 
Belo Horizonte. Foram selecionadas cem (100) amostras, de ambas as localidades, 
criopreservadas no banco de amostras biológicas do Laboratório de Vigilância em 
Leishmanioses do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas (Lab-Vigileish) e 
analisadas por eletroforese de isoenzimas (MLEE) empregando nove sistemas 
enzimáticos (6PG, GPI, NH1 e NH2, G6P, PGM MDH, ME, IDHNADPcolocar todos 
entre parênteses). Das 200 amostras previamente selecionadas, 153 foram 
analisadas, das quais  96 foram obtidas de Belo Horizonte e 57 do Rio de Janeiro, 
tendo todas, apresentado perfil eletroforético idêntico entre si e com a amostra de 
referência de Leishmania chagasi (MHOM/BR/74/PP75). A análise fenética 
demonstrou índice de similaridade igual a um para todas as 153 amostras estudas, 
revelando dessa forma, um compartilhamento comum de 100% dos caracteres 
avaliados. Como conclusão deste estudo, podemos afirmar que a população de 
Leishmania chagasi que está circulando em cães do Rio de Janeiro e Belo Horizonte 
possuem características fenotípicas iguais entre si, sendo agrupadas em um único 
zimodema. Não foi possível correlacionar qualquer agrupamento geográfico de 
subpopulações ou com o status clínico do animal. 
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ABSTRACT 

 

 

Among the diseases caused by protozoa, all the leishmaniases have an important 
role due to their wide geographic distribution, severity of clinical manifestations and 
high incidence. In visceral leishmaniasis (VL), domestic dogs are the most important 
reservoirs, and perhaps, responsible for the shift on the epidemiologic profile of the 
disease in different regions of Brazil, especially by the constant migratory flow, 
facilitating the spread of the disease to areas considered unaffected. The genetic 
variability of sub-populations of Leishmania (Leishmania) chagasi that circulate in 
different natural cycles is still very little explored in Brazil, this knowledge is of great 
importance in many aspects, especially in the epidemiological and clinical context. 
The aim of this study was to evaluate the phenotypic variability of samples of 
Leishmania chagasi isolated from dogs in the city of Rio de Janeiro and Belo 
Horizonte. We selected one hundred (100) samples from each of the two sites, 
cryopreserved in the bank of biological samples from the Laboratory of 
Leishmaniasis Surveillance in the Clinical Research Institute Evandro Chagas (Lab-
Vigileish) and analyzed by isoenzymes electrophoresis (MLEE) using nine enzymatic 
systems (6PG, GPI, NH1 and NH2, G6P, PGM, MDH, ME, IDHNADP). Of the 200 
samples previously selected, 153 were analyzed, of which 96 were from Belo 
Horizonte and 57 from Rio de Janeiro, and all presented the same electrophoretic 
profile among themselves and with the reference sample of Leishmania chagasi 
(MHOM/BR/74 / PP75). Phenetic analysis showed similarity index equal to one for all 
153 samples studied, thereby revealing a common share of 100% of the evaluated 
traits. In conclusion of this study, we can state that the population of Leishmania 
chagasi that is circulating in dogs in Rio de Janeiro and Belo Horizonte have 
phenotypic characteristics identical to each other and are grouped into a single 
zymodeme. It was not possible to correlate any geographical grouping of 
subpopulations or with the clinical status of the animal. 
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assim como das cepas de refência estudadas podem 

ser obtidas nas tabelas 1 e 2. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

 

1.1. AS LEISHMANIOSES: CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

 

As Leishmanioses são doenças causadas por diferentes espécies 

pertencentes ao gênero Leishmania - Kinetoplastida: Trypanosomatidae (Ross, 

1903) no qual estão incluídos os subgêneros Viannia e Leishmania (Lainson; Shaw, 

1987). A doença é um grave problema de saúde pública em várias regiões do 

mundo ocorrendo em cerca de 88 países, onde 12 milhões de pessoas se 

encontram infectadas e há uma incidência anual de 2 milhões de casos (OMS, 

2008). São classificadas clinicamente como Leishmaniose Visceral (LV) e 

Leishmaniose Tegumentar (LT) e dependendo da espécie de Leishmania em 

questão e de outros fatores, como a imunidade do hospedeiro, ambas as doenças 

podem apresentar espectro clínico bem variado.  

Tanto a LV como a LT ocorrem de forma endêmica em países dos 

continentes Americano, Africano, Asiático e Europeu (OMS, 2008), sendo apontada 

como a segunda mais importante doença causada por protozoários, do ponto de 

vista sócio-econômico e sanitário, depois da malária. 



 

 

O ciclo biológico compreende formas promastigotas e paramastigotas 

flageladas que se desenvolvem no trato alimentar dos insetos vetores (Diptera: 

Psychodidae: Phlebotominae), que infectam os hospedeiros durante seu repasto 

sanguíneo, e formas amastigotas, sem flagelo livre, que parasitam células do 

Sistema Fagocítico Mononuclear (SFM) do hospedeiro vertebrado (Hoare; Wallace, 

1966), multiplicando-se por divisão binária em ambos os hospedeiros, invertebrado e 

vertebrado, embora atualmente alguns autores acreditem na possibilidade de raros 

eventos de reprodução similar à sexuada ou algum tipo de troca de material genético 

nos vetores (Rougeron et al. 2009).  

Nas Américas, as espécies de Leishmania encontram-se amplamente 

distribuídas, desde o sudeste dos Estados Unidos até o nordeste da Argentina 

(Marzochi; Marzochi, 1994). As que ocorrem nesta região e que pertencem ao 

subgênero Leishmania são L. (L) mexicana, implicada como causadora da forma 

cutânea e ainda, as pertencentes ao complexo L. amazonensis [L. (L.) amazonensis, 

L. (L) garnhami e L. (L.) aristidesi], que são responsáveis pela forma cutânea. O 

subgênero Viannia ocorre exclusivamente no novo mundo e as espécies 

pertencentes a ele são responsáveis pela forma tegumentar. Neste subgênero 

encontramos o complexo L. braziliensis (L. (V.) braziliensis e L. (V.) peruviana), o 

complexo L. guyanensis (L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) shawi), L. 

(V.) naiffi e L. (V.) lainsoni, além destas espécies, têm sido descritas na América do 

Sul L. equatoriensis, L. colombiensis e L. venezuelensis (Grimaldi Jr. ; Tesh, 1993; 

Schonian et  al. 2008) e mais recentemente L. lindembergi no Pará. No Brasil as 

leishmanioses ocorrem em todos os estados e as regiões nordeste e amazônica são 

as que apresentam maior número de casos. Dentre as espécies de Leishmania que 

ocorrem no País, a L. (V.) braziliensis é a espécie de maior distribuição ocorrendo 



 

 

desde o nordeste até o sul do país, causando lesões cutâneas e mucosas, estando 

associada à animais domésticos como os cães, sendo relatada também em eqüinos 

(Barbosa-Santos et al. 1994).  Os vetores relacionados a este agente são o 

Psychodopigus wellcomei na região norte, Lutzomyia whitmani na região nordeste, 

central e nordeste de Minas Gerais e Lu. intermedia nas regiões sudeste e sul, 

sendo estas duas espécies encontradas em maior quantidade em áreas de 

desmatamento. Fora da região amazônica L. (V.) braziliensis pode não fazer parte 

do ciclo enzoótico silvestre, porém, pode estar sendo introduzida por meio de 

animais domésticos, sinantrópicos e até o próprio homem, em associação à 

atividade humana que promove alterações ambientais e que facilita a disseminação 

dos reservatórios e vetores, bem como a migração das populações. Isto pode ser 

comprovado pelo aumento da incidência de casos de LT em diversos Estados, 

coincidindo com os períodos de migração de trabalhadores para a Amazônia e o seu 

retorno aos seus Estados de origem, como é o caso da região sudeste, e ainda pela 

semelhança genética entre as amostras isoladas nestas diferentes regiões (Grimaldi 

Jr.; Tesh, 1993; Marzochi; Marzochi, 1994, Cupolillo et al. 2003; Falqueto et al. 

2003).  

L. (V.) guyanensis é uma espécie restrita à região amazônica, é responsável 

por causar predominantemente lesões cutâneas ulcerativas, tem como hospedeiros 

animais silvestres como o gambá (Didelphis marsupialis) e a preguiça (Choloepus 

didactilus) e como vetores as espécies Lu. umbratilis, Lu. anduzei e Lu. whitimani 

(Marzochi; Marzochi, 1994). 

Três espécies são restritas à região amazônica: L. (V.) lansoni, que é 

causadora de lesões cutâneas ulcerativas, com raros casos humanos, está mais 

associada ao ciclo silvestre e a roedores como a paca (Agouti paca), já que o vetor 



 

 

incriminado (Lu. ubiquitales), não possui hábitos antropofílicos; L. (V.) naiffi, 

raramente causa lesões cutâneas ulcerativas em humanos, está associada a tatus 

(Dasypus novencictus) e tem como vetores Lu. isquamiventris, Lu. paraensis e Lu. 

ayrozai e ainda, L. (V.) shawi que causa lesões cutâneas isoladas e está associada 

a alguns primatas (Cebus e Chiropotes), edentatas (Choloepus e Bradypus) e 

carnívoros (Nisua) e tem como vetor Lu. whitmani (Grimaldi Jr. ; Tesh, 1993; 

Marzochi; Marzochi, 1994; Gomes et al. 1995; Noyes et al. 1997; Passos et al. 1999; 

Ishikawa et al. 2002). 

L. (L.) chagasi é o único agente que determina a forma visceral da 

leishmaniose no Brasil, com focos mais freqüentes no nordeste, porém, nos últimos 

anos, a doença se espalhou para diversas áreas do país. É uma antropozoonose 

com características rurais, periurbanas e atualmente urbana que tem o cão como 

principal reservatório e fonte de infecção nesses ambientes. Lu. longipalpis é o vetor 

associado nas áreas rural e de floresta, além disso, raposas do gênero Lycalopex e 

marsupiais (Didelphis) também estão envolvidos no ciclo. No caso desta doença, a 

distribuição dos vetores e das fontes de infecção para áreas indenes tem papel 

fundamental no estabelecimento da endemia. Sugere-se que esta espécie possa ter 

sido introduzida no país durante a colonização européia, devido às semelhanças 

genéticas, bioquímicas e de comportamento clínico entre as cepas isoladas de 

diversas regiões do país e as isoladas no Mediterrâneo, neste caso a L. (L.) infantum 

(Grimaldi Jr. ; Tesh 1993; Marzochi; Marzochi, 1994; Maurício et al, 2000; Pratlong et 

al. 2004; Botilde et al. 2006; Lukes et al. 2007). 

  As Leishmanioses, epidemiologicamente, apresentam padrões distintos em 

variados aspectos, provocados principalmente pela multiplicidade de espécies do 

parasita, de insetos vetores, de diferentes reservatórios acometidos e dos diferentes 



 

 

fatores ambientais que interferem no ciclo natural (Lainson; Shaw, 1987; Marzochi; 

Marzochi, 1994). A distribuição geográfica está associada às regiões tropicais e 

subtropicais, onde existe uma maior densidade de espécies vetoras, dos gêneros 

Phlebotomus, responsáveis pela transmissão no Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo 

Mundo. Nos últimos anos, as leishmanioses têm sido incriminadas, junto com outras 

doenças também transmitidas por artrópodes, como uma doença emergente e 

reemergente, principalmente nos países da Europa e América do Sul, onde está 

associada à co-infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Alvar et al. 

1997). 

Os parasitas e vetores da leishmaniose podem se adaptar a mudanças 

ambientais, ocasionadas por desmatamentos ou ocupação desordenada de áreas 

de floresta passando então do ciclo silvestre para o urbano e sua distribuição para 

áreas indenes tem grande importância no estabelecimento da endemia (Passos et 

al. 1999; Cupolillo et al. 2003). Devido às mudanças das características 

epidemiológicas dessa doença é necessário sempre o desenvolvimento de novas 

ferramentas de identificação das espécies para que se possa monitorar sua 

distribuição e adaptar as medidas de controle (Botilde et al.  2006).  

Admite-se que nas Américas, a forma tegumentar da leishmaniose seja 

autóctone, sendo denominada de Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), e no 

Brasil, é encontrada em todo o território nacional causada por sete espécies de 

Leishmania (Grimaldi Jr. et al. 1989). É uma doença de grande espectro clínico e 

constitui uma das afecções dermatológicas que merece grande atenção por parte do 

serviço público de saúde, principalmente pela magnitude e potencial endêmico. De 

acordo com Marzochi e Marzochi (1994), as manifestações clínicas produzidas no 

homem podem ser classificadas em diferentes tipos:  



 

 

a) leishmaniose cutânea inaparente - onde não há presença de lesões, 

podendo ocorrer o desenvolvimento da doença clínica caso haja uma queda na 

imunidade do hospedeiro;  

b) leishmaniose cutânea – presença de lesões ulceradas localizadas ou 

disseminadas com as formas localizada, difusa e disseminada;  

c) leishmaniose mucosa - pode apresentar lesões múltiplas na mucosa interna 

associada à leishmaniose cutânea quando se tratar da forma tardia, ou lesões 

únicas na mucosa externa no caso da forma primária sem lesões cutâneas;  

d) leishmaniose mucocutânea - associada às lesões cutâneas e mucosas que 

ocorrem de forma simultânea, podendo ocorrer lesões distantes ou contíguas.  

A Leishmaniose Visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835, mas, foi na 

Índia que ficou popularmente conhecida como calazar (febre negra), pelos sintomas 

de febre e escurecimento da pele dos indivíduos acometidos. É causada por três 

espécies de parasitas do subgênero Leishmania: L. (L.) donovani e L. (L.) infantum 

no Velho Mundo e L. (L.) chagasi nas Américas, embora, haja relatos desta espécie 

também como agente da LC em alguns países como Venezuela, Honduras, 

Nicarágua e Costa Rica e também no Brasil (Oliveira-Neto et al. 1986; Grimaldi et al. 

1989; Noyes et al. 1997; De Lima et al. 2009).  Dos milhares de casos de LV 

descritos anualmente em todo o mundo, 90% concentram-se em Bangladesh, 

nordeste da Índia, Nepal e Sudão (Velho Mundo) e nordeste do Brasil (Novo Mundo) 

(Herwaldt, 1999). No Brasil, a LV é descrita desde 1913, sendo atualmente 

registrada em 20 das 27 Unidades da Federação, com cerca de 1600 municípios das 

regiões Centro-Oeste, Norte, Sudeste, Nordeste e Sul, nos seguintes Estados: 

Alagoas, Bahia, Ceará, Distrito Federal, Espírito Santo, Goiás, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Minas Gerais, Pará, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio de Janeiro, Rio 



 

 

Grande do Norte, Roraima, Sergipe, São Paulo, Tocantins (Diniz et al. 2008) e no 

Rio Grande do Sul apresentando transmissão autóctone em cães (Ministério da 

Saúde,  2006; Souza et al.  2009). Recentemente, foram descritos casos autóctones 

da doença em cães no município de São Borja (RS), demonstrando a expansão da 

LV para a região sul do país. É uma doença de difícil controle, ocorrendo atualmente 

em centros urbanos como Araçatuba (SP), Corumbá (MS), Rio de Janeiro (RJ) e 

Belo Horizonte (MG) cujo ciclo é mantido principalmente pela presença dos 

hospedeiros e vetores adaptados a estes ambientes (Marzochi et al 2009; Evans et 

al. 1992; Santa Rosa; Oliveira, 1997; Silva et al. 2001; Palatnik-De-Sousa et al. 

2001; Ministério da Saúde, 2006). A doença manifesta-se normalmente em caráter 

endêmico, sendo considerada crônica e de alta letalidade em indivíduos não 

tratados, cuja severidade depende normalmente do seu tempo de evolução, com 

período de incubação que pode variar de meses a anos. O ciclo de transmissão 

envolve os cães domésticos, vetores flebotomíneos como Lutzomyia longipalpis e 

Lutzomyia cruzi, além de algumas espécies silvestres como raposas (Lycalopex 

vetulus e Cerdocyon thous) e marsupiais como o Didelphis albiventris (Evans et al. 

1992; Marzochi; Marzochi, 1994; Santa Rosa; Oliveira, 1997; Palatnik-De-Sousa et 

al. 2001; Silva et al. 2001).  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Pela severidade da leishmaniose visceral no homem, as ações sanitárias 

direcionadas para esta forma da doença são mais rigorosas que aquelas 

direcionadas à leishmaniose tegumentar. Assim, programas de controle são 

implantados nas áreas endêmicas, objetivando interromper o ciclo de transmissão. 

Tais programas assumem três pontos principais: detecção e tratamento dos casos 

humanos; borrifação de inseticidas no domicílio e peridomicílio e monitoramento de 

cães domésticos, removendo e eliminando os sororeatores. No Brasil, estes 

programas iniciaram-se por volta da década de 50, durante um surto ocorrido no 

Estado do Ceará, estendendo-se mais tarde para outras regiões do país onde 

permanecem até os dias de hoje (Ministério da Saúde, 2006). 

  

 

Figura 1. Mapa apresentando os Estados brasileiros com registro 
de casos de Leishmaniose Visceral. 



 

 

1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC) 

 

 

O cão doméstico pela grande proximidade com o homem não só está exposto 

aos agentes causadores da doença humana, como também expõem o homem aos 

seus parasitas, sendo considerado um importante elo de certas zoonoses. Nas 

Leishmanioses esse animal tem sido encontrado naturalmente infectado em 

diferentes focos registrados no mundo, com relatos de que a enzootia canina possa 

preceder o aparecimento de casos humanos (Deane; Deane, 1955; Marzochi; 

Marzochi, 1994; Paranhos-Silva et al. 1998; Palatnik-De-Sousa, 2001). No caso da 

infecção canina causada por L. (V.) braziliensis geralmente não há 

comprometimento do estado geral do animal e a doença manifesta-se com lesões 

cutâneas localizadas preferencialmente na bolsa escrotal, pavilhão auricular e 

focinho, que são locais de poucos pêlos, preferidos pelo inseto vetor (Aragão, 1927) 

e ainda não se conhece totalmente o potencial do cão doméstico como reservatório 

(Reithinger; Davies, 1999). 

Diferentemente do que ocorre no ciclo de transmissão da leishmaniose 

tegumentar, na leishmaniose visceral, esse animal possui um papel já bem 

sedimentado, sendo considerado um importante reservatório doméstico. No Brasil, 

apesar do primeiro caso canino ter sido descrito em 1938, foi a partir dos relatos de 

Deane e Deane (1955), que constataram a presença de formas amastigotas na pele 

de cães infectados, facilitando a infestação pelos vetores, que se passou a 

incriminá-los como um dos prováveis elos no ciclo de transmissão no ambiente 

doméstico. Desde então, a notificação de cães infectados em áreas endêmicas, 

associado ao aparecimento dos casos humanos, tem sugerido que o cão infectado 



 

 

possa manter e amplificar ciclos instalados no peridomicílio principalmente através 

de sua migração para determinadas áreas (Marzochi et al. 1985a; Paranhos-Silva et 

al. 1998; Costa et al. 2007; Costa et al. 2008; Diniz et al. 2008), levando os órgãos 

sanitários competentes a adotarem medidas objetivando a interrupção desse ciclo 

de transmissão, através da detecção e eliminação dos cães suspeitos (OMS, 2008; 

Ministério da Saúde, 2006; Dantas Torres, 2009; Marzochi et al. 2009). 

No cão a doença é de evolução lenta, mas com início insidioso. 

Classicamente a LVC pode apresentar um espectro de manifestações clínicas bem 

variadas, condicionadas a imunocompetência individual do animal e também à 

virulência do parasito, como por exemplo, lesões cutâneas, descamação, eczema, 

em particular no espelho nasal e orelha, e pequenas úlceras rasas, localizadas mais 

freqüentemente ao nível das orelhas, focinho, cauda e articulações. Nas fases mais 

adiantadas da doença, observa-se, com grande freqüência, onicogrifose, 

esplenomegalia, linfadenopatia, alopecia, dermatites, úlceras de pele, 

ceratoconjuntivite, coriza, anemia, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema de 

patas e vômito, além da hiperqueratose. Na fase final da infecção ocorre, em geral, a 

paresia dos membros posteriores, caquexia, inanição e morte. Entretanto, em alguns 

cães, a doença pode permanecer latente, levando até a cura espontânea (Marzochi 

et al. 1985b; Colmenares et al. 2002; Crescente et al. 2009). 

           A forma assintomática da doença é predominante e tem sido relatada em 

proporções que podem representar cerca de 40 a 60% da população soropositiva 

(Dantas-Torres, 2009; Queiroz et al. 2009). De acordo com o manual de controle da 

Leishmaniose Visceral (Ministério da Saúde, 2006), devem ser realizados inquéritos 

sorológicos (amostrais ou censitários) na população canina para avaliação da 

soroprevalência, empregando para isto a técnica de ELISA (Enzyme Linked Immuno 



 

 

Sorbent Assay) para triagem e a imunofluorescência indireta (IFI) para confirmação 

dos casos. Para o diagnóstico parasitológico, os espécimes clínicos coletados de 

cães podem ser obtidos a partir de aspirado de medula óssea, baço, fígado, 

linfonodos e em alguns casos de biópsias de pele íntegra, lesão ou vísceras 

(Barrouin-Melo et al 2006; Madeira et al, 2006a). No exame parasitológico direto, é 

realizada a pesquisa de formas amastigotas em lâminas de impressão de 

fragmentos de orelha, por este ser considerado por alguns autores o sítio com maior 

densidade de parasitos, (Travi et al. 2001). Este é então corado pela técnica de 

Giemsa ou Leishman. O exame parasitológico indireto visa o isolamento do agente 

infeccioso, a partir de tecidos do sistema monocítico fagocitário e na pele 

aparentemente sã, em meios de cultivo apropriados como, por exemplo, NNN 

acrescido de meio Schneider enriquecido com soro fetal bovino, sendo este o 

método usado para o diagnóstico (Marzochi et al. 1985b).  

 No Brasil a doença no cão coexiste com a doença humana em todos os focos 

conhecidos, sendo mais prevalente e precedendo a doença no homem e, do ponto 

de vista epidemiológico, a doença canina é mais importante, pois além de ser mais 

prevalente, também apresenta um grande número de portadores assintomáticos, 

bem como doentes, que são fontes de infecção para os vetores, mais até que o 

homem doente (Marzochi et al. 1985a). Em relação ao envolvimento da 

sintomatologia clínica na transmissão da doença Travi et al. (2001), estudando a 

infectividade de cães na Colômbia, observaram que cães sintomáticos e 

oligossintomáticos apresentaram maior infectividade para os flebotomineos do que 

os assintomáticos, sugerindo uma maior carga parasitária na pele destes animais, o 

que foi confirmado nos relatos de Giuncheti et al. (2006) e Reis et al. (2006). O 

mesmo foi visto por Michalsky et al. (2007) e Verçosa et al. (2008) em seus estudos 



 

 

no Brasil. Além disso, no cão o tratamento é pouco eficiente e está proibido pelas 

autoridades de saúde. Outro fator relacionado ao grande número de cães infectados 

é a possibilidade de transmissão intercanina, sem a participação do vetor, que 

poderia, por exemplo, ocorrer através da mordedura, coito, por via transplacentária e 

provavelmente por ingestão de carrapatos ou pulgas que se alimentam do sangue 

de cães doentes (Marzochi et al. 1985b; Coutinho et al. 2005; Coutinho; Linardi, 

2007; Pita-Pereira et al.  2008; Pangrazio et al. 2009; Savani et al.  2009).  

 No Município do Rio de Janeiro, a área afetada pela leishmaniose visceral 

canina compreende diversos bairros como Realengo, Bangu, Senador Camará, 

Campo Grande e Jacarepaguá, que são localidades periurbanas e que ainda 

apresentam determinadas características rurais com população de baixa renda e 

habitações precárias (Mazochi et al. 2009). Em cães, esta doença no Rio de Janeiro 

parece não diferir clinicamente da observada em outras regiões do país, porém há 

relatos de diferenças entre casos de LV ocorridos no nordeste (Almeida et al. 2005). 

O mesmo ocorre no caso da doença humana quando os aspectos clínicos são 

comparados entres casos da África e do Novo Mundo (Berman, 2006). 

Alguns outros fatores como sexo, idade, comprimento do pelo e raça podem 

estar relacionados à ocorrência da doença, como visto por França-Silva et al.  

(2003), que encontraram maior prevalência de soropositividade nos machos, em 

animais de pelo curto e em cães das raças boxer e cocker spaniel. Curiosamente a 

primeira raça está relacionada a uma maior susceptibilidade a neoplasias podendo 

haver uma relação entre estes dois fatores. 

 

 



 

 

1.3   CARACTERIZAÇÃO DE PARASITAS DO GÊNERO LEISHMANIA:  

CONCEITOS E APLICABILIDADE 

 

 

 

A classificação correta de qualquer organismo é fundamental para que se 

possam inferir, sobre os organismos estudados, informações essenciais no nível do 

conhecimento taxonômico, mas também para o controle das doenças causadas por 

eles. 

Até aproximadamente meados dos anos 70, os estudos sobre as 

leishmanioses baseavam-se em aspectos clínicos e epidemiológicos. As 

metodologias voltadas para a classificação dos parasitas desse gênero visavam 

principalmente características extrínsecas ao parasita, fazendo referência a 

características biológicas como: comportamento em meio de cultura; 

desenvolvimento no inseto vetor, em animais de laboratório ou mesmo, as 

manifestações clínicas apresentadas pelos indivíduos acometidos. Atualmente são 

inúmeras as ferramentas aplicadas nesse contexto, principalmente pelo avanço da 

biologia molecular, cujo conhecimento é aplicado nos estudos genéticos das 

amostras isoladas. A introdução destas técnicas na rotina dos laboratórios de 

pesquisa tem contribuído para o conhecimento desses parasitas enfocando desta 

vez características intrínsecas dos mesmos. (Momen, 1984; Pacheco et al, 1986; 

Pacheco et al. 1999). 

A técnica da eletroforese utilizada para determinar os pesos moleculares das 

proteínas foi desenvolvida por Tiselius em 1937. Esta técnica visa determinar as 

variações entre proteínas mediante a migração diferencial destas quando 



 

 

submetidas a uma corrente elétrica. Através das diferenças na mobilidade 

eletroforética das proteínas, que podem ocorrer em função da carga elétrica, forma 

estrutural ou peso molecular é possível distinguir os organismos. Contudo, devido ao 

perfil complexo de bandas que são obtidas na análise eletroforética de proteínas, há 

uma dificuldade da interpretação dos resultados. Na tentativa de melhor resolução, 

passou-se a utilizar para diferentes estudos, proteínas de ação enzimática, uma vez 

que as enzimas podem ser facilmente identificadas pela especificidade dos seus 

substratos. As enzimas compõem um grupo de moléculas protéicas responsáveis 

por catalisar reações metabólicas, admitindo-se para uma mesma função sutis 

alterações estruturais na enzima. Um grupo de enzimas que possui tal característica 

é denominado de isoenzimas. As isoenzimas podem ocorrer devido a diversos 

fatores tais como: presença de mais de um locus que codifica para enzima; 

presença de mais de um alelo para o locus codificador da enzima; modificações ou 

alterações pós-traducionais na cadeia polipepitídica formada e enzimas poliméricas 

cujos componentes são de alelos ou locos diferentes. Para que os resultados sejam 

satisfatórios é necessário que sejam determinados o meio suporte onde serão 

aplicadas as amostras, a solução tampão com que será feita a corrida e os sistemas 

reveladores para a enzima que se deseja estudar (Cupolillo et al. 1994). A 

eletroforese de isoenzimas permite o estudo simultâneo de várias cepas e 

caracteres, permitindo a rápida identificação de organismos e facilitando a 

visualização de possíveis diferenças entre indivíduos de uma mesma população 

(Romanha, 1982). Assim, uma banda no perfil eletroforético (denominada 

eletromorfo) é um marcador molecular que representa o alelo de um determinado 

lócus. Desse modo, pela técnica de isoenzimas, podem ser ensaiados vários loci na 

identificação parasitária. 



 

 

A difusão do uso das isoenzimas ocorreu através do desenvolvimento de 

métodos eficientes para a visualização do produto enzimático e da aplicabilidade 

imediata encontrada em várias áreas da biologia. A utilização da eletroforese de 

isoenzimas permite determinar as similaridades e diferenças entre os organismos, 

possibilitando a identificação e classificação taxonômica de diversos parasitas 

(Momen, 1984). 

Segundo conceito proposto por Godfrey et al. (1979), um zimodema consiste 

no grupamento de organismos com exatamente o mesmo perfil para todas as 

enzimas com as quais foi realizada a análise. Dentro de uma mesma espécie 

podem-se encontrar diferentes zimodemas, que representa o conjunto de amostras 

que apresentam o mesmo perfil enzimático. Um determinado zimodema pode ser o 

produto de diferenças enzimáticas simples ou um conjunto de diferenças que se 

estabelecem entre grupos populacionais de organismos.  Esta técnica foi 

estabelecida como padrão-ouro na identificação de espécies de Leishmania 

(Schonian et al. 2008). Mesmo sendo considerada uma técnica de caráter fenotípico, 

na prática, cada variante enzimática corresponde a um genótipo e os eletromorfos 

correspondem a alelos. 

O uso de eletroforese de isoenzimas em estudos taxonômicos de Leishmania 

teve início na década de 80 e atualmente é um dos métodos mais utilizado para 

caracterização das espécies deste parasita (OMS, 1990; Lopes et al. 1984; Pacheco 

et al, 1986; Cupolillo et al. 1998; Pratlong et al. 2004; Maurício et al. 2006; Kuhls et 

al. 2008). Além da caracterização, esta técnica fornece resultados que podem ser 

interpretados por análises numéricas, proporcionando numerosas informações nos 

estudos taxonômicos das populações destes parasitas. Os resultados obtidos com 

esta metodologia demonstraram que certas enzimas servem para o diagnóstico de 



 

 

determinadas espécies, enquanto outras não são capazes de permitir a 

diferenciação de organismos distintos (Cupolillo et al. 1995). Assim, todas as 

espécies de Leishmania descritas até o momento, apresentam diferenças quanto ao 

perfil de mobilidade eletroforética de isoenzimas em poucos ou até mesmo em 

apenas um único locus enzimático. Dentro do complexo L. donovani, a eletroforese 

de enzimas suporta o status taxonômico de L. donovani e L. (L.) infantum, mas não 

suportam diferenças entre L.(L.) infantum e L. (L.) chagasi que parecem representar 

um único zimodema destas espécies (Mauricio et al. 1999, Maurício et al. 2000; 

Campos-Ponce et al. 2005). 

As variações podem ser diretamente atribuídas às diferenças genéticas e os 

perfis eletroforéticos encontrados, considerados como expressão fenotípica do 

organismo. A similaridade entre os organismos será maior quanto maior forem os 

caracteres idênticos entre eles. Entretanto, a eletroforese de enzimas nem sempre é 

capaz de distinguir todos os alelos presentes em uma espécie ou população, logo, 

alguns fenótipos que parecem idênticos podem representar genótipos diferentes. 

Apesar dessa limitação, a eletroforese de isoenzimas é considerada bastante 

sensível em diversos aspectos e tem apresentado resultados satisfatórios em 

diversos estudos (Pacheco et al. 1999; Gonzalez et al. 2007, Michalsky et al. 2007). 

Cada região pode apresentar uma ou mais espécies endêmicas e dentro 

destas espécies, diversos subtipos (ou variantes) diferentes, que podem ser 

identificados pelo seu zimodema. No Velho Mundo, por exemplo, foram classificados 

para isolados de L. (L.) infantum cerca de 31 zimodemas (Kuhls et al. 2008), sendo 

MON-1 o mais prevalente entre eles e a nomenclatura MON-1 tem sido relacionada 

ao perfil eletroforético no qual estão agrupadas amostras de L. (L.) infantum do 

Velho Mundo (Toledo et al. 2002; Campino et al. 2006; Kallel et al. 2008; Amro et al. 



 

 

2009) e que estão presentes em diferentes países (Sanchez et al. 2004; Botilde et 

al. 2006). Na França, um estudo com 712 amostras de L. (L.) infantum isoladas de 

fontes humanas, animais e vetores revelaram a presença de sete zimodemas, 

também com predominância do perfil MON-1 (Pratlong et al. 2004). Além da Europa 

e Mediterrâneo, este zimodema já foi isolado no Novo Mundo, mais precisamente na 

Venezuela (Zerpa et al. 2001). Há ainda uma tendência à associação de alguns 

zimodemas a determinados fatores como formas clínicas da doença, como MON-1 

que pode estar relacionado aos casos de LV e LC enquanto outros zimodemas 

estão mais relacionados somente aos casos de LC, porém, há exceções como 

MON-24, que já foi implicado como causador da LC, LV e Leishmaniose 

mucocutânea (LMC) (Sanchez et al. 2004; Kallel et al. 2008; Amro et al. 2009). 

Também há uma associação ao tipo de hospedeiro ou vetor, onde MON-1 foi isolado 

predominantemente de cães e indivíduos imunocompetentes, porém, com 

prevalência baixa nos vetores, e ainda há o caso de alguns zimodemas que estão 

restritos a indivíduos portadores de HIV ou a determinadas regiões geográficas ( 

Pratlong et al. 2004; Sanchez et al. 2004; Alvar et al. 2008; Schonian et al. 2008).  

No Brasil, o agente da LV (humana e canina) foi denominado Leishmania (L.) 

chagasi por Cunha e Chagas (1937). A identidade deste agente tem sido causa de 

alguns debates (Lainson et al. 1983; Momen et al. 1993; Mauricio et al. 1999; 

Maurício et al. 2000; Dantas-Torres, 2006). Por muito tempo, este agente foi 

considerado autóctone das Américas, tendo os cães atuado como amplificadores da 

doença do ciclo silvestre para o urbano, e apesar das semelhanças observadas nos 

aspectos epidemiológicos, taxonômico e clínicos L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi 

foram por muito tempo considerado espécies distintas (Costa et al. 2007; Costa et al. 

2008; Diniz et al. 2008). Entretanto, alguns autores consideram que este agente 



 

 

tenha sido introduzido nas Américas por colonizadores europeus, escravos africanos 

ou, até mesmo pelos cães domésticos e que se adaptou a novos vetores e 

hospedeiros. Dados bioquímicos e moleculares suportam tal hipótese já que L. (L.) 

infantum e L. (L.) chagasi possuem inúmeras características comuns entre si e 

atualmente, admite-se que L. (L.) chagasi seja uma variante de L. (L.) infantum que 

se adaptou a novos hospedeiros (Mauricio et al. 1999; Mauricio et al. 2000; Shaw, 

2002). Baseado nesse conceito, alguns autores já utilizam a denominação de 

Leishmania (L) infantum chagasi (Lainson; Rangel, 2005 Crescente et al. 2009; 

Silveira et al. 2009).  

Estudos realizados com amostras de L. (L.) chagasi, isoladas de casos 

humanos e animais domésticos obtidos de diferentes regiões geográficas das 

Américas revelaram grande semelhança com L. (L.) infantum (Momen; Grimaldi Jr, 

1989). Dados da literatura demonstram que L. (L.) chagasi não apresenta 

polimosfismo enzimático, sendo seu perfil idêntico ao da cepa de referência de L. 

(L.) infantum (Kreutzer et al. 1987; Momen; Grimaldi, 1989). No entanto, é 

interessante lembrar que embora MON-1 seja o mais prevalente em diversas regiões 

do Velho Mundo, existe um grande polimorfismo enzimático em populações naturais 

que circulam em diferentes regiões geográficas (Alvar et al. 2004; Kuhls et al. 2008). 

Já relacionada à forma tegumentar, o espectro de desordens observadas na 

LTA, principalmente causada por L. (Viannia) braziliensis sugere uma variabilidade 

genética entre parasitas desta espécie que foi observada por alguns autores 

(Cupolillo et al. 1997; Pacheco et al. 1999; Ishikawa et al. 2002). Entretanto, estudos 

realizados no Rio de Janeiro utilizando outras técnicas, demonstraram que a maioria 

das cepas de L. (Viannia) braziliensis isoladas de pacientes com diferentes 

apresentações clínicas apresentam o mesmo genótipo (Baptista et al. 2009). 



 

 

Outras técnicas moleculares, como Amplificação Randômica de Polimorfismo 

de DNA (RAPD) e Polimorfismo de Tamanho de Fragmento de Restrição (RFLP) do 

kDNA  também podem ser empregadas na caracterização de parasitas do gênero 

Leishmania., as quais também tem sido utilizadas no entendimento de aspectos 

relacionados à falhas terapêuticas, resistência à drogas, diferenciação de re-

infecção e reativação e a correlação entre a diversidade genética e a eco-geografia 

dos parasitas (Saravia et al. 1990; Pacheco et al. 1995). Estas técnicas têm 

apresentado boa correlação com os resultados obtidos por MLEE em diferentes 

estudos (Passos et al. 1999; Botilde et al. 2006). No entanto, há relatos de autores 

que verificaram diversidade genotípica em amostras de Leishmania quando 

submetidas ao RAPD e Fingerprinting em comparação a MLEE onde esta não foi 

observada (Gomes et al. 1995). Ishikawa et al. (2002) ao utilizar o RAPD em seus 

estudos, verificaram que esta técnica distinguiu adequadamente as populações de 

amostras amazônicas e que coincidiam com as espécies conhecidas desta região. 

Já Lopes et al. (1984), ao utilizar endonucleases em seu estudo visando identificar 

amostras de Leishmania, observaram variações ao comparar os resultados com os 

obtidos por isoenzimas. Para L. (V.) braziliensis, por exemplo, foram encontrados, 

dentre 15 Zimodemas, 41 genótipos diferentes, a maioria restrita a áreas geográficas 

específicas (Cupolillo et al. 2003). Apesar da grande aplicabilidade, estas técnicas 

esbarram em dificuldades como alto custo e necessidade de equipamentos mais 

sofisticados (Passos et al. 1999; Botilde et al. 2006). Ao analisar amostras de L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis por RAPD, Ishikawa et al. (2002), em seus estudos 

no Brasil, verificaram que as diversas espécies de Leishmania analisadas, 

pertencentes aos subgêneros Leishmania e Viannia, apresentaram uma grande 

variabilidade de zimodemas e genótipos. Porém, o mesmo não ocorre com L. (L.) 



 

 

chagasi, única espécie causadora da doença visceral. Embora poucos estudos 

tenham sido realizados, a variação de L. (L.) chagasi é muito reduzida, sendo 

relatadas somente pequenas diferenças em algumas amostras, estando mais 

próxima geneticamente de L. (L.) infantum do que das outras espécies existentes 

(Noyes et al. 1997). Beverley et al (1987) utilizaram análises dos perfis de restrição 

do DNA nuclear; Grimaldi et al (1991) empregaram análises por anticorpos 

monoclonais e eletroforese de isoenzimas, Momem et al (1993) utilizaram análises 

por diferentes loci enzimáticos, em todos esses estudos, L. chagasi e L. infantum 

apresentaram perfis genéticos semelhantes, sendo consideradas a mesma espécie 

(Momen et al., 1993; Mauricio et al, 1999; Shaw, 2002; Lukes et al, 2007). Em 

relação à reprodução dos parasitos, há relatos de heterozigose fixa entre amostras 

de Leishmania, demonstrando a existência de uma estrutura clonal na população, 

sendo mais provável a hipótese de uma reprodução assexuada. Porém, acredita-se 

que a variabilidade genética destes parasitas seja devida a trocas de material 

genético entre eles por uma eventual reprodução sexuada ou outros mecanismos 

que possam ocorrer entre as populações (Tibayrenc, 1998; Tibayrenc; Ayala, 2002; 

Miles et al. 2009), no entanto, ainda não há comprovação cientifica de tal fato, 

embora haja relatos de fusão de células in vitro e achados de células que possuem 

uma maior quantidade de material genético do que outras, a troca de informação 

genética entre parasitas pode ocorrer ainda em casos de infecções mistas (Cupolillo 

et al. 1998; Pratlong et al. 2004; Sanchez et al. 2004; Maurício et al. 2006, Chargui 

et al. 2009). As outras hipóteses seriam a expressão simultânea de dois ou mais 

genes em uma família multigênica, uma modificação pós-transcripcional ou mutação 

em uma população clonal (Pratlong et al. 2004; Maurício et al. 2006). Há também 

autores que atribuem esta variação a fatores como a diversidade de hospedeiros, 



 

 

vetores e variações climáticas, pois foi visto que em áreas onde a diversidade de 

hospedeiros e vetores é menor, a variabildade genética do parasita também é 

menor, ocorrendo também o contrário, uma variabilidade genética maior quando a 

diversidade é maior (Gomes et al. 1995; Cupolillo et al. 1998; Pratlong et al. 2004; 

Sanchez et al. 2004).  

Mesmo com os avanços das técnicas moleculares ainda é difícil associar os 

resultados às características epidemiológicas nas diferentes regiões (Ishikawa et al. 

2002). Como as medidas de controle destas doenças estão baseadas 

principalmente em tratamento dos doentes, controle de vetores e reservatórios, é 

importante o conhecimento da variabilidade genética da Leishmania e o 

entendimento das características relacionadas a ela, através de técnicas 

enzimáticas, moleculares ou a associação de ambas, bem como a investigação da 

existência de novos hospedeiros e o entendimento da ecologia dos já descritos, para 

uma melhor implantação das medidas de controle (Ishikawa et al. 2002; Cupolillo et 

al. 2003), pois essa heterogeneicidade, que produz diferentes fenótipos e pode 

influenciar na virulência do agente, pode estar associada às diferentes 

manifestações clinicas e epidemiológicas em associação à resposta imune do 

hospedeiro e às sua próprias características genéticas (Peacock et al. 2001; Almeida 

et al. 2005; Baptista-Fernandes et al. 2007; Ettinger et al. 2009). Como é visto no 

caso da L. infantum, onde determinados zimodemas se apresentam restritos a 

certas formas clínicas da doença. O zimodema MON-1, por exemplo, que é o mais 

prevalente, está associado tanto à forma cutânea como a visceral em humanos 

(Campino et al, 2006, Kallel et al, 2008, Toledo et al, 2002, Amro et al, 2009). O 

MON-24 causa a forma cutânea em indivíduos imunocompetentes, porém, a forma 

visceral determinada por este zimodema, só ocorre em indivíduos imunodeprimidos 



 

 

(Kallel et al. 2008), o mesmo ocorrendo com alguns outros zimodemas, como o 

MON-29 e MON-80 que são encontrados associados ao HIV (Campino et al. 2006).  

 

1.4. IMPORTÂNCIA DO CONHECIMENTO DA DIVERSIDADE GENÉTICA EM 
LEISHMANIA 

 

 

Epidemiologicamente as leishmanioses apresentam padrões distintos em 

variados aspectos, provocados principalmente pela multiplicidade de espécies de 

Leishmania, de insetos vetores, de diferentes reservatórios acometidos e dos 

diferentes fatores ambientais que afetam essa cadeia epidemiológica (Lainson; 

Shaw, 1987; Marzochi; Marzochi, 1994).  Na Leishmaniose Visceral (LV), os cães 

domésticos são os reservatórios mais importantes e, talvez, os responsáveis pela 

mudança no perfil epidemiológico da doença em diferentes regiões do Brasil, 

principalmente pelo constante movimento migratório, facilitando a expansão da 

doença para áreas consideradas indenes. Atualmente, é reconhecido que as 

manifestações clínicas da doença e a resposta ao tratamento estejam parcialmente 

relacionadas a espécie de Leishmania envolvida (Grogl et al. 1992; Belli et al. 1998). 

Entretanto, o grau de variabilidade genética dentro de uma mesma espécie, pode 

também ter importância nesse contexto.  

A eletroforese de multilocos enzimáticos (MLEE) é considerada uma 

ferramenta padrão ouro na identificação de parasitas do gênero Leishmania (Rioux 

et al. 1990). Embora, amplamente utilizada na caracterização taxonômica desses 

organismos, possui aplicações com inúmeras abordagens epidemiológicas (Pacheco 

et al. 1984; Pacheco et al. 1995; Thomaz-Soccol et al. 1993). O conceito de 

zimodema, que é definido pelo conjunto de amostras que apresentam o mesmo 



 

 

padrão eletroforético surgiu a partir das variações enzimáticas encontradas entre 

isolados de uma mesma espécie. Outra grande aplicabilidade da técnica de 

isoenzimas é a possibilidade da utilização de determinados sistemas enzimáticos 

para o diagnóstico diferencial de espécies ou grupos de parasitas (Cupolillo et al. 

1997). 

 No município do Rio de Janeiro tanto a forma tegumentar como visceral 

ocorrem simultaneamente em diversas áreas, acometendo o homem e cães 

domésticos. Neste município, sugere-se que apenas um zimodema (Z 27) de L. (V.) 

braziliensis esteja envolvido na forma tegumentar da doença humana e animal 

(Cupolillo et al. 1997), entretanto, pouco se sabe sobre a variabilidade fenotípica de 

L. (L.) chagasi, única espécie responsável pela doença visceral nas Américas. 

Estudos avaliando a variabilidade de diferentes isolados de Leishmania empregando 

a eletroforese de enzimas têm indicado, de um modo geral, baixo nível de variação 

genética entre amostras de L. (L.) chagasi (Momen; Grimaldi Jr. 1989) ao passo que 

amostras de L. (V.) braziliensis apresentam grande polimorfismo (Cupolillo et al. 

1997).  Leishmania (L.) chagasi é uma espécie pertencente ao subgênero 

Leishmania, considerada como uma variante originada a partir da L. (L.) infantum 

(Momen et al. 1993), espécie responsável pela doença visceral nos países do 

Mediterrâneo, que acredita-se ter sido introduzida nas Américas na época da 

colonização espanhola (Shaw, 2007), sendo o único agente envolvido no ciclo 

epidemiológico, urbano e silvestre, da LV no Brasil.  

 As amostras isoladas, a partir do diagnóstico indireto são de grande 

importância para diversos estudos, principalmente àqueles que envolvem a 

vigilância epidemiológica, possibilitando, através da caracterização dos parasitas 

isolados, o mapeamento das espécies e variantes de Leishmania que circulam entre 



 

 

os hospedeiros humanos e animais envolvidos no ciclo de transmissão da doença, 

bem como um melhor entendimento dos fatores que podem estar relacionados a 

essas variações fenotípicas como, por exemplo, características clínicas, resistência 

a drogas, predileção por determinados hospedeiros, associação a determinadas 

doenças como o HIV e virulência do parasita. O Laboratório de Vigilância em 

Leishmanioses/IPEC/Fiocruz possui um banco de amostras de Leishmania que são 

obtidas na rotina diagnóstica humana e animal. Dessa forma, considerando a 

importância da LV no contexto de saúde pública e a carência de dados sobre o 

polimorfismo dos parasitas envolvidos no ciclo epidemiológico da doença no Brasil, 

nos propomos avaliar, pela técnica de eletroforese de enzimas, o nível de variação 

fenotípica entre um grupo de amostras de L. (L.) chagasi isoladas de cães 

domésticos oriundos do município do Rio de Janeiro e da região metropolitana de 

Belo Horizonte. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a variabilidade fenotípica de amostras de Leishmania (Leishmania) 

chagasi isoladas de cães oriundos do município do Rio de Janeiro e de Belo 

Horizonte empregando a técnica de eletroforese de enzimas. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Caracterizar fenotípicamente 200 isolados de L. (L.) chagasi, sendo 100 

obtidos de cães do município do Rio de Janeiro e 100 do município de Belo 

Horizonte; 

 Comparar o perfil eletroforético de ambos os grupos estudados a partir da 

utilização de nove sistemas enzimáticos; 

 Avaliar a similaridade entre os isolados estudados; 

 Correlacionar os resultados obtidos neste estudo com dados clínicos e 

epidemiológicos.  



 

 

 

 

3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1. ASPECTOS ÉTICOS 

 

 

Este estudo constitui um desdobramento de outros projetos já aprovados e 

licenciados pelo Comitê de Usuários de Animais (CEUA-FIOCRUZ), onde foram 

obtidas as amostras de Leishmania que foram estudadas. 

 Protocolo CEUA N° 195/03 – “Avaliação Parasitológica nas Leishmanioses 

Caninas” sob responsabilidade de Maria de Fátima Madeira; 

 Protocolo SMS N° P0298-06 – “Leishmania (L.) chagasi em cães 

domésticos (Canis familiaris) soronegativos em área endêmica na cidade 

do Rio de Janeiro” sob responsabilidade de Fabiano Borges de Figueiredo. 

 

 

3.2. DELINEAMENTO DO ESTUDO  

 

 

 

Trata-se de um estudo laboratorial visando avaliar a variabilidade fenotípica 

de amostras de Leishmania (Leishmania) chagasi empregando a técnica de 



 

 

eletroforese de multilocos enzimáticos, comparando amostras obtidas de duas áreas 

endêmicas de leishmaniose visceral no Brasil.  

 

 

3.3. OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS   

 

 

 

 As amostras estudadas encontram-se criopreservadas e constituem um 

acervo do Banco de amostras biológicas do Laboratório de Vigilância em 

Leishmanioses – VigiLeish/IPEC/FIOCRUZ, RJ e foram obtidas de cães durante 

estudo diagnóstico das Leishmanioses caninas realizado no município do Rio de 

Janeiro e na cidade metropolitana de Belo Horizonte.  

 No município do Rio de Janeiro, a captação dos animais envolveu a 

Secretaria Municipal de Saúde (RJ) que diagnosticou os cães pela sorologia (IFI) 

sendo os positivos para LeishmanioseLeishmania sp. encaminhados para o 

Laboratório de Dermatozoonoses em Pesquisa Clínica em Animais Domésticos – 

(LABCLINDERMOZOO) do Instituto de Pesquisa Clínica Evandro Chagas para 

eutanásia e coleta de material clínico para confirmação do diagnóstico. Na cidade 

metropolitana de Belo Horizonte, a captação dos animais foi realizada em 

colaboração com o Centro de Controle de Zoonoses onde os animais sororeatores 

para Leishmania sp. foram eutanasiados para coleta de amostras biológicas. A 

eutanásia, em todos os casos, foi realizada por overdose de tiopental de acordo com 

protocolos aprovados pelo CEUA como citado anteriormente. Durante ambos os 

estudos, foram preenchidas fichas contendo informações sobre o status clínico de 



 

 

todos os animais eutanasiados. Os animais foram classificados como sintomáticos, 

assintomáticos e oligossintomáticos (Manciante et al. 1988). Considerou-se como 

assintomáticos os animais que apresentavam ausência de qualquer sinal ou 

sintomas sugestivos da infecção; como sintomáticos, os animais que apresentaram 

sinais tais como: alterações cutâneas como eczema, descamação, ulceras rasas, 

onicogrifose, hiperqueratose, caquexiaemagrecimento, esplenomegalia, 

ceratoconjuntivite, coriza, vômito, diarréia,  edemas de membros e paresia dos 

membros posteriores e como oligossintomáticos os que apresentaram sinais como 

adenopatia linfóide, pequena perda de peso e/ou pêlo opaco. Ver se é isso mesmo! 

 Dos animais estudados, a amostra de pele integra, foioi obtida do pavilhão 

auricular, escápula ou de outros locais, não identificados nos prontuários do animal, 

após tricotomia, limpeza com água e sabão e anti-sepsia com álcool a 70%. Foi 

coletado um fragmento de cerca de 4mm o qual foi acondicionado em solução salina 

estéril, contendo 50ug de 5’fluorocytocine; 1000 unidades de penicilina G potássica 

e 200ug de estreptomicina, onde permaneceu por 24 horas a temperatura de 4ºC. 

Após este período, os fragmentos foram transferidos, de forma asséptica, para tubos 

contendo meio NNN (Novy McNeal; Nicolle, 1908) acrescido de meio Schneider 

(Sigma) suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB-Cultilab) contendo 

antibióticos associados (penicilina G potássica: 200 unidades/mL e estreptomicina: 

100 unidades/mL). Os tubos foram mantidos em estufa incubadora B.O.D. com 

temperatura de 26-28ºC durante 30 dias e em períodos semanais eram examinados, 

coletando-se amostras para exame à fresco por microscopia óptica. Nos casos 

positivos, a amostra foi criopreservada em nitrogênio líquido (N2).  

 



 

 

3.4. SELEÇÃO DAS AMOSTRAS ESTUDADAS 

 

 

 

 Das amostras isoladas dos animais eutanasiados por suspeita de 

leishmaniose visceral, foram selecionadas somente amostras obtidas de pele 

íintegra, as quais foram previamente identificadas por isoenzimas, como L. (L.) 

chagasi utilizando o sistema enzimático nucleotidase (NH)(1 e 2. Foram 

selecionadas aleatoriamente X  100 amostras do Rio de Janeiro e X 100 amostras 

de Belo Horizonte. A Tabela 1 apresenta dados das amostras estudadas, indicando 

o código da amostra no VigiLeish, sítio de pele e a data de isolamento assim como,, 

a procedência e status clínico dos animais e condição clínica do animal e o Quadro 1 

apresenta os dados das amostras de referência utilizadas no estudo que foram, 

obtidas junto ao Laboratório de Pesquisa em Leishmanioses do Instituto de Oswaldo 

Cruz.ELISA 

  

Tabela 1: Dados gerais das amostras selecionadas para o estudo 

Amostras BH  Amostras RJ  

N° Código Data 

Isolamento 

Sítio de 

Pele 

Clínica N° Código Data 

Isolamento 

Sítio de 

Pele 

Clinica 

1 403 BH 6/11/06 Orelha O 101 21 12/07/04 PI A 

2 448 BH 13/11/06 Orelha A 102 44 01/09/04 PI A 

3 481 BH 21/11/06 Orelha A 103 53 17/09/04 Escápula A 

4 484 BH 21/11/06 Orelha A 104 70 08/11/04 Escápula A 

5 533 BH 29/11/06 Orelha A 105 85 25/11/04 Escápula A 

6 572 BH  02/05/07 Orelha A 106 264 27/10/05 Escápula * 

7 574 BH 02/05/07 Escápula A 107 266 27/10/05 PI * 

8 579 BH 02/05/07 Orelha O 108 342 05/04/06 Orelha * 

9 580 BH 02/05/07 Orelha O 109 343 05/04/06 Orelha * 

10 581 BH 02/05/07 Escápula A 110 350 07/04/06 Orelha * 

11 582 BH 03/05/07 Orelha A 111 352 11/04/06 Orelha * 

12 585 BH 03/05/07 Orelha A 112 362 25/04/06 Orelha * 

13 586 BH 03/05/07 Orelha O 113 366 27/04/06 Escápula * 

14 587 BH 03/05/07 Orelha A 114 375 12/05/06 Orelha A 



 

 

15 589 BH 12/06/07 Orelha A 115 392 08/06/06 Orelha A 

16 592 BH 07/05/07 Orelha A 116 402 05/07/06 Orelha * 

17 593 BH 07/05/07 Orelha A 117 412 13/07/06 Orelha * 

18 595 BH 07/05/07 Escápula A 118 421 11/08/06 Orelha * 

19 597 BH 07/05/07 Orelha O 119 428 21/09/06 Orelha * 

20 599 BH 07/05/07 Escápula A 120 430 21/09/06 Escápula * 

21 600 BH 07/05/07 Escápula A 121 432 21/09/06 Escápula A 

22 601 BH 07/05/07 Orelha A 122 433 21/09/06 Orelha A 

23 602 BH  08/05/07 Orelha A 123 434 21/09/06 Orelha A 

24 603 BH 08/05/07 Orelha A 124 
449 

23/10/06 Orelha A 

25 605 BH 08/05/07 Orelha A 125 450 23/10/06 Escápula A 

26 606 BH 08/05/07 Orelha A 126 451 20/10/06 Orelha A 

27 607 BH 08/05/07 Orelha A 127 534 18/04/07 PI * 

28 608 BH 08/05/07 Orelha A 128 576 10/07/00 PI S 

29 609 BH 08/05/07 Orelha A 129 585 10/07/00 PI A 

30 611 BH 08/05/07 Orelha A 130 586 10/07/00 PI A 

31 612 BH  09/05/07 Orelha A 131 593 24/10/03 Escápula S 

32 615 BH 09/05/07 Orelha A 132 601 06/08/01 PI S 

33 617 BH 09/05/07 Orelha O 133 602 19/09/01 PI S 

34 618 BH 09/05/07 Orelha A 134 613 12/09/00 PI S 

35 620 BH 09/05/07 Orelha A 135 618 19/09/01 PI A 

36 622 BH 09/05/07 Escápula O 136 641 19/09/01 PI S 

37 623 BH 10/05/07 Orelha A 137 650 18/07/00 PI S 

38 625 BH 10/05/07 Orelha A 138 658 18/07/00 PI A 

39 628 BH 10/05/07 Escápula A 139 660 03/05/99  PI A 

40 631 BH 10/05/07 Escápula A 140 662 10/07/00 PI A 

41 633 BH 14/05/07 Orelha A 141 665 03/05/99 PI A 

42 638 BH 14/05/07 Orelha A 142 668 11/05/99 PI S 

43 639 BH 14/05/07 Orelha A 143 673 19/10/01 Orelha S 

44 640 BH 14/05/07 Orelha A 144 697 19/10/01 PI A 

45 648 BH 15/05/07 Orelha A 145 702 19/10/01 PI * 

46 649 BH 15/05/07 Orelha O 146 781 02/12/02 Orelha S 

47 651 BH 16/05/07 Orelha S 147 785 03/02/03 PI S 

48 652 BH 16/05/07 Orelha A 148 802 14/02/03 Orelha A 

49 653 BH 16/05/07 Orelha A 149 807 17/02/03 Orelha S 

50 654 BH 16/05/07 Orelha O 150  831 20/06/03  PI  S 

51 656 BH 16/05/07 Orelha A 151 832 20/06/03 PI  S 

52 657 BH 16/05/07 Orelha A 152 840 14/07/03 Escápula S 

53 658 BH 16/05/07 Orelha A 153 850 20/07/03 Escápula S 

54 659 BH 16/05/07 Orelha A 154 864 15/08/03 Escápula A 

55 660 BH 16/05/07 Orelha A 155 866 15/08/03 PI A 

56 661 BH 17/05/07 Escápula A 156 874 25/08/03 Escápula S 

57 662 BH 17/05/07 Orelha A 157 880 25/08/03 Escápula S 

58 663 BH 17/05/07 Orelha A 158 898 27/08/03 Escápula A 

59 667 BH 17/05/07 Orelha A 159 904 02/09/03 Escápula A 

60 670 BH 17/05/07 Orelha O 160 919 10/09/03 PI S 

61 672 BH 21/05/07 Orelha A 161 924 10/09/03 Escápula S 

62 673 BH 21/05/07 Orelha A 162 939 27/10/03 Escápula S 



 

 

63 675 BH 21/05/07 Escápula A 163 962 17/11/03 Escápula S 

64 677 BH 21/05/07 Orelha A 164 974 22/12/03 Escápula S 

65 679 BH 21/05/07 Orelha A 165 989 13/04/04 PI S 

66 680 BH 21/05/07 Escápula O 166 1000 09/06/04 PI S 

67 682 BH 22/05/07 Escápula A 167 1021 08/03/07 Orelha * 

68 683 BH 22/05/07 Orelha S 168 1022 20/07/07 PI S 

69 685 BH 22/05/07 Orelha S 169 1024 20/07/07 Orelha S 

70 691 BH 22/05/07 Orelha A 170 1025 30/03/07 Orelha * 

71 692 BH 23/05/07 Orelha A 171 1026 20/07/07 PI A 

72 696 BH 23/05/07 Orelha A 172 1035 27/04/07 Orelha * 

73 699 BH 23/05/07 Orelha O 173 1041  01/08/07 PI A 

74 700 BH 23/05/07 Orelha A 174 1057 11/10/07 Orelha * 

75 701 BH 23/05/07 Orelha A 175 1064 13/11/07 PI * 

76 703 BH 24/05/07 Orelha A 176 1065 13/11/07 PI * 

77 706 BH 24/05/07 Orelha A 177 1068 28/11/07 PI O 

78 707 BH 24/05/07 Orelha A 178 1072 28/11/07 Escápula * 

79 710 BH 24/05/07 Orelha A 179 1079 15/01/08 Orelha * 

80 712 BH 28/05/07 Orelha A 180 1084 23/01/08 Escápula * 

81 724 BH 29/05/07 Orelha A 181 1095 19/02/08 Escápula * 

82 726 BH 29/05/07 Orelha A 182 1099 28/03/08 Escápula * 

83 745 BH 31/05/07 Orelha O 183 1111 06/08/01 PI O 

84 753 BH 04/06/07 Orelha A 184 1114 25/04/08 Escápula * 

85 755 BH 04/06/07 Orelha O 185 1120 25/06/08 PI * 

86 757 BH 04/06/07 Orelha S 186 1124 26/06/08 Escápula O 

87 759 BH 04/06/07 Orelha A 187 1129 30/06/09 Escápula * 

88 760 BH 04/06/07 Orelha S 188 1136 29/07/08 Escápula O 

89 761 BH 04/06/07 Orelha A 189 1147 08/08/08 Escápula S 

90 763 BH 05/06/07 Orelha A 190 1148 08/08/08 PI  O 

91 772 BH 05/06/07 Orelha A 191 1149 08/08/08 Escápula * 

92 774 BH 11/06/07 Orelha A 192 1160 19/08/08 Escápula A 

93 779 BH 11/06/07 Orelha A 193 1166 12/09/08 Escápula O 

94 782 BH  11/06/07 Orelha A 194 1168 12/09/08 Escápula O 

95 786 BH 12/06/07 Orelha A 195 1182 12/09/08 Escápula O 

96 787 BH 12/06/07 Escápula S 196 1194 19/04/08 Escápula A 

97 788 BH 12/06/07 Orelha A 197  1195 20/09/08 Escápula S 

98 792 BH 12/06/07 Orelha A 198 1197 26/09/08 PI S 

99 793 BH 12/06/07 Escápula A 199 1343 16/09/09 Escápula * 

100 794 BH 12/06/07 Orelha A 200  1349 19/09/09 Escápula * 

A=Assintomático;S=Sintomático;O=Oligossintomático 
PI=Pele íntegra sem identificação do local 
Obs: Nas amostras assinaladas com (*), não foi possível a recuperação das informações nos 
prontuários dos animais. 

 

 

 

 



 

 

 

Carlos, complete esta tabela 
Quadro 1: Dados das amostras de referência da Organização Mundial da Saúde 
(OMS) utilizadas nas análises isoenzimáticas. 
 

Espécie Nomenclatura Internacional Outros dados 

Leishmania (Viannia) 

braziliensis 

MHOM/BR/75/M2903 Isolada de caso de leishmaniose 

tegumentar humana, na serra dos 

Carajás, Pará 

Leishmania (Leishmania) 

amazonensis 

IFLA/BR/67/PH8 Isolada de infecção natural de 

flebotomineo capturado na região de 

Utinga, Pará 

Leishmania (Leishmania) 

chagasi 

MHOM/BR/74/PP75 

Ver se não é a M2682 

Isolada de caso humano de 

leishmaniose visceral na cidade de 

Ituaçu, Bahia 

 

 

3.5. OBTENÇÃO DAS MASSAS PARASITÁRIAS 

 

 

3.5.1 Recuperação das amostras criopreservadas 

 

 

As amostras foram retiradas do nitrogênio (N2) em lotes de 10 amostras. 

Inicialmente, após descongelamento em temperatura ambiente, realizou-se exame a 

fresco para observação da motilidade das formas promastigotas, sendo o conteúdo 

(cerca de 1 mL) semeado em dois tubos contendo  o meio NNN (Novy McNeal; 

Nicolle, 1908) acrescido de meio Schneider (Sigma) suplementados com 10% de 

SFB (Cultilab) contendo antibióticos associados (penicilina G potássica: 200 

unidades/mL e estreptomicina: 100 unidades200ug/mL)o mesmo meio de cultura 

utilizado para o isolamento citado no item 4.3. Os tubos foram examinados 

semanalmente por meio de exames a fresco em microscópio óptico e quando 



 

 

positivos observado crescimento satisfatório as amostras foram repicadaos para 

obtenção da massa parasitária. Foram retiradas novas alíquotas do N2 e repetido o 

processo descrito anteriormente para as amostras que não apresentaram 

crescimento. 

 

3.5.2 Expansão das culturas  

 

 

Para obtenção da massa parasitária, empregada na técnica de isoenzimas, é 

necessário um número de parasitas na ordem de 109. Para tal, as amostras 

crescidas em tubos, foram transferidas, com inóculo aproximado de 10%, para 

garrafas de cultivo celular (TPP – 75cm2) contendo meio bifásico (NNN/Schenider) 

acrescido de SFB (Cultilab) e antibióticos na mesma proporção citado para o 

isolamento. O crescimento foi acompanhado em microscópio invertido, adicionando-

se meio Schneider completo em volumes e intervalos de acordo com o crescimento 

da amostra, até obtenção de um volume de cultura com cerca de 60-80mL. Em fase 

exponencial, a cultura foi transferida para tubos tipo FALCON de 50 mL e 

centrifugada a 7000 rpm por 10 minutos a 4ºC. Após desprezar o sobrenadante as 

culturas foram submetidas a duas lavagens utilizando solução tampão de lavagem 

(NaCl 0,85% adicionada de 0,01M de EDTA, pH 8,0). Na última etapa, o pellet foi 

ressuspenso em dois mL do tampão de lavagem e transferido para criotubos e 

submetido àa nova centrifugação. Após, o sobrenadante foi desprezado e os 

sedimentos devidamente identificados, foram estocados em N2 até o momento da 

utilização na técnica de isoenzimas. 

 

 



 

 

 

 

 

3.6. ELETROFORESE DE ENZIMAS – MLEE  

 

 

 

 O estudo isoenzimático das amostras foi realizada por eletroforese em gel de 

agarose, seguindo protocolos descritos por Pacheco et al. (1995) e Cupolillo et al. 

(1994). Foram utilizados nove sistemas emzimáticos: 

 

1. 6PGDH  (6-fosfogluconato desidrogenase, EC.1.1.1.43) 

2. GPI (fosfoglucose isomerase, EC.5.3.1.9) 

3. NH1 e NH2 (nucleosideo hidrolase, 2 loci, EC. 3.2.2.1) 

Figura 2. Esquema representando as etapas para obtenção das massas parasitárias. 



 

 

4. G6PDH (Glucose-6-fosfato desidrogenase, EC.1.1.1.49) 

5. PGM (fosfoglucomutase, EC. 1.4.1.9) 

6. MDH (malato desidrogenase, EC.1.1.1.37 

7. ME (enzima málica, EC.1.1.1.40) 

8. IDHNADP (isocitrato desidrogenase, EC.1.1.1.42) 

 

A preparação do gel de agarose foi realizada na concentração de 1% em 

diluição de 1:1 de água destilada e solução tampão de reação. O tipo de tampão 

utilizado foi escolhido segundo a enzima a ser testada, sendo o mesmo tampão 

utilizado nas corridas eletroforéticas (Quadro 2). 

 

 

Quadro 2: Soluções tampão utilizados na preparação dos géis e nas corridas 
eletroforéticas. 
 

Solução Tampão Reagentes e preparo 

 

1. Tampão Tris Maleico, pH 7,4 

 

Tris base (24,22g), Acido maleico (10,0), MgCl2 
(0,19g), EDTA (0,74g). H2) q.s.p 2 litros. 
Dissolver todos os reagentes e acertar o pH para 
7,4. Estocar a 4ªC 

 

2. Tampão Fosfato, pH 8,0 

Na2HPO4.H2O (solução A - estoque 1M), 
NaH2PO4 (solução B- estoque 1M). Mistura 13,6 
mL da solução A e 186,4 mL da solução B e 
completa para 1litro com H2O destilada. Estocar 
a temperatura ambiente 

1. Utilizado nos seguintes sistemas enzimáticos: 6PGDH, GPI, PGM, NH, MDH 
2. Utilizado nos seguintes sistemas enzimáticos: G6PDH, ME, IDHNADP 

 

 

A agarose utilizada foi a do Tipo V (Sigma) e uma vez pesada a quantidade 

necessária foi adicionado o tampão (maleico ou fosfato) e a água e, levou-se ao 

microondas para ser dissolvida. A dissolução completa da agarose foi obtida 



 

 

aquecendo até que a mistura tornou-se transparente e sem precipitados. Utilizou-se 

a potência alta por cerca de 5 minutos. Com a agarose completamente dissolvida e 

ainda quente, a solução (cerca de 50 mL) foi derramada sobre um suporte de 

poliestireno (Filme Gelbond®, GE Healthcare), o qual era apoiado sobre uma placa 

de vidro devidamente nivelada, garantindo um espalhamento uniforme da agarose. 

Após o endurecimento a solidificação natural da agarose a temperatura ambiente, o 

gel foi estocado em câamara úmida (escuroescura) a 4ºC no prazo máximo de 24 

horas. No momento do uso, a umidade dos géis era foi absorvida utilizando-se um 

papel de filtro que era posicionado e levemente pressionado contra o gel.  

Para aplicação das amostras a serem testadas, foii colocados colocada sobre 

o gel uma fita plástica contendo 24 retângulos vazados e eqüidistantes que eram 

numeradas de 1 a 24 de acordo com a ordem das amostras aplicadas, as quais 

eram identificadas em formulário próprio. Inicialmente, aplicou-se cerca de 5ul da 

solução corante (Quadro 3) nas ranhuras das extremidades do gel, objetivando gerar 

um marcador, facilitarfacilitando a visualização da corrida eletroforética. Uma vez 

absorvidos os corantes, prosseguia-se com a aplicação da amostras e das 

referências sobre o gel, inclusive nos quadrículos em que os mesmos foram 

aplicados. 

As amostras eram retiradas do N2 e mantidas em gelo. No momento do uso, 

eram homogeneizadas e quando necessário, acrescentava-se um pouco de tampão 

de lavagem. Empregando um pipetador automático, cerca de 10ul de cada amostra 

foi aplicado em cada um dos quadrículos da fita. Essas amostras eram absorvidas 

pelo gel e quando completamente secas a fita plástica era retirada. O gel então, foi 

transferido para uma cuba de eletroforese horizontal (Pharmacia BiotechLKB – 

modelo Multiphor IIXXX) acoplada a um banho Maria com circulação constante de 



 

 

água, que mantinha a refrigeração das cubas em torno de 4ºC. O tampão (maleico 

ou fosfato, dependendo do sistema enzimático) foi colocado nas laterais da cuba 

previamente niveladas e foi feito feita uma ponte para condução de energia entre os 

eletrodos (polo positivo e pólo negativo) e o gel. Esse procedimento foi realizado por 

meio de esponjas, cuja uma das laterais foi mergulhada no tampão e a outra bem 

alinhada sobre as laterais do gel. Após, foi colocada a tampa da cuba e, aplicou-se 

uma corrente elétrica de 40 volts para as corridas realizadas em tampão fosfato e de 

60 volts para as corridas em tampão maleico. O término da corrida foi determinado 

quando os corantes alcançavam a extremidade do gel com o primeiro ou segundo 

marcador dependendo do sistema enzimático a ser revelado. A revelação da 

atividade enzimática foi feita acondicionando os géis em recipientes plásticos e 

colocando-se diretamente sobre ele uma mistura contendo os substratos, 

transportadores e receptores de elétrons, cofatores e tampões próprios para cada 

sistema enzimático estudado, apresentados na Quadro 4. Visando facilitar a 

revelação, os géis foram colocados emno escuro em estufa a 37ºC e assim que as 

bandas eram visualizadas no gel, a reação foi interrompida, colocando-se sobre o 

gel uma solução de ácido acético a 5%, sendo tal solução trocada quantas vezes 

fosse necessário até que o excesso de corante do sistema revelador fosse 

completamente eliminado do gel, deixando-os apenas com as bandas eletroforéticas 

marcadas. Após esse processo, os géis são foram deixados à temperatura ambiente 

até secarem completamente. 

 

 

Quadro 3: Solução corante utilizada na corrida eletroforética de isoenzimas. 
 

Corante Quantidade Modo de preparo 

Azul de bromofenol 34 mg Pesar as quantidades de cada corante e 



 

 

Xilencianol 28 mg dissolver em 10 mL de H2O destilada. 

Estocar a 4ºC 

  

 

 
Quadro 4: Condições Protocolos utilizadoas no processo de revelação das enzimas 
estudadas, indicando substratos, coenzimas, ativadores, enzimas de ligação 
específica para cada sistema enzimático e os métodos de visualização empregados. 
 

Enzima 

Tampão 

TRIS HCl 

0,05M 

H2O 
Substrato 

200mg/10mL 

Coenzima 

40mg/10m

L 

Ativadores 

4g/20mL 

Enzima de 

Ligação 
Visualização Agarose 

GPI 

 
4mL pH 8,0 1mL 1mL F-6-P 

1mL 

NADP 

200µL 

MgCl2 
2U G6PDH 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

G6PDH 

 
4mL pH 7,4 - 1mL G-6-P 

2mL 

NADP 

300µL 

MgCl2 
- 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

IDH 

 
4mL pH 8,0 - 

2mL 

isocitrate 

1mL 

NADP 

200µL 

MgCl2 
- 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

MDH 

 
4mL pH 8,0 - 

1mL 1M Na 

Malate 

1,78g/10mL 

2mL NAD - - 
2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

ME 

 
4mL pH 7,4 1mL 

1mL 1M Na 

Malate 

1mL 

NADP 

200µL 

MgCl2 
- 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

NH 4mL pH 7,4 3mL 30mg Inosine - - 
2U xantine 

oxidase 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

PGM 

 
4mL pH 7,4 - 2mL G-1-P 

1mL 

NADP 

200µL 

MgCl2 
2U G6PDH 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

6PGDH 

 
4mL pH 8,0 - 2mL 6-P-G 

1mL 

NADP 

500µL 

MgCl2 
- 

2mL MTT  

1mL PMS 
10mL 

Carlos, coloque aquela tabela, mas só com as enzima que utilizamos 

MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium bromide) 
PMS (Phenazine Methosulfate) 
MgCl2 (Magnesium Chloride) 
F-6-P (Fructose-6-Phosphate) 
G-1-P (Glucose-1-Phosphate) 
G-6-P (Glucose-6-Phosphate) 

 

 

3.7. ANÁLISE DOS RESULTADOS 

 

 

 

 Os eletromorfos, que são as bandas visualizadas no gel, foram inicialmente 

comparadas com o padrão das amostras de referência utilizadas no estudo. As 

bandas foram numeradas de acordo com a sua motilidade eletroforética, utilizando 



 

 

os protocolos descritos por Cupolillo et al. (1994), onde o mais próximo do catodo 

(ponto de aplicação das amostras) foi foi denominado eletromorfo 1, a banda 

imediatamente superior, como eletromorfo 2 e assim por diante. Após tal análise, foi 

construída uma tabela indicando os eletromorfos observados em cada uma das 

amostras e os respectivos sistemas enzimáticos. 

A partir dos valores obtidos foi construída uma matriz indicando ausência e 

presença de cada eletromorfo que foram analisadas com auxílio de programas de 

computador (NTSYS-pc software” Versão 1.70, Exeter Software) e utilizando o 

Coeficiente de Jaccard (Sj) e foi estabelecida uma matriz de similaridade entre os 

isolados e transformada em um dendrograma (fenograma) pelo método não 

ponderado de agrupamento aos pares por média aritmética (UPGMA), comparando 

as amostras obtidas de cães dos municípios do Rio de Janeiro, Belo Horizonte e 

com as amostras de referência utilizadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 
 

4. RESULTADOS  

 

 

4.1. CRESCIMENTO IN VITRO DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O 

ESTUDO 

 

 

 Avaliaram-se amostras isoladas de cães oriundos dos municípios do Rio de 

Janeiro e Belo Horizonte. Todos os animais eram sororeatores e foram eutanasiados 

por suspeita de leishmaniose visceral. Das 200 amostras inicialmente selecionadas 

para o estudo, não foi possível a recuperação do N2 de 28 amostras obtidas de 

animais do Rio de Janeiro, mesmo depois de repetido o processo de 

descongelamento de outras ampolas estocadas no N2 (Tabela 2). As demais 

amostras mostraram-se capazes de crescer nos meio empregados, sendo 

preparadas massas parasitárias para as análises sem dificuldades.  

 

 

 



 

 

Tabela 2: Relação das 28 amostras, isoladas de animais do Rio de Janeiro, 
selecionadas para o estudo, nas quais não foi possível a recuperação após a 
criopreservação 

PI = pele íntegra sem identificação do local 

 

 

4.2. RELAÇÃO DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O ESTUDO COM A 

CONDIÇÃO CLÍNICA DO ANIMAL 

 

 

 

 

 Visando obter dados relacionados à condição clínica dos animais, dos quais 

as amostras foram selecionadas para o estudo, as fichas preenchidas no momento 

da eutanásia dos animais de ambas as regiões foram consultadas. Os animais eram 

de várias raças e idades e encontravam-se em diferentes condições clínicas. Das 

amostras obtidas de cães do Rio de Janeiro e de Belo Horizonte, 30 e 80 amostras 

foram obtidas de cães assintomáticos, 30 e 06 de sintomáticos e 08 e 14 de 

oligossintomaticos, respectivamente. Abaixo, apresentamos a Tabela 3 onde estão 

identificadas tais informações.  

 

Código da 

amostra  

Data de 

isolamento 

Sitio de 

isolamento 

Código da 

amostra  

Data de 

isolamento 

Sitio de 

isolamento 

44 01/09/04 PI 613 12/09/00 PI 

85 25/11/04 Escápula 660 03/05/99 PI 

352 11/04/06 Orelha 662 10/07/00 PI 

375 12/05/06 Orelha 665 03/05/99 PI 

428 21/09/06 Orelha 668 11/05/99 PI 

430 13/03/07 Escápula 781 02/12/02 Orelha 

432 21/09/06 Escápula 802 14/02/03 Orelha 

433 21/09/06 Orelha 840 14/07//03 Escápula 

434 21/09/06 Orelha 850 20/07/03 Escápula 

449 23/10/06 Orelha 864 15/08/03 Escápula 

450 23/10/06 Escápula 866 15/08/03 PI 

451 20/10/06 Orelha 904 02/09/03 Escápula 

585 10/07/00 PI 935 24/10/03 Escápula 

602 19/09/01 PI 962 17/11/03 Escápula 



 

 

Tabela 3. Número de amostras analisadas pela eletroforese de isoenzimas de 
acordo com a condição clínica do animal e origem geográfica 
 

Região Animais 
assintomáticos 

Animais 
sintomáticos 

Animais 
oligossintomáticos 

Rio de Janeiro 30 30 08 

Belo Horizonte 80 06 14 

Total 110 36 22 

Obs: em 32 animais do Rio de Janeiro não foi possível a recuperação das informações relativas à 
condição clínica.  

 

 

4.3. ELETROFORESE DE ISOENZIMAS 

 

 

Das 200 amostras selecionadas para o estudo, 96 obtidas de cães de Belo 

Horizonte e 57 de cães do Rio de Janeiro foram analisadas na totalidade pelos nove 

sistemas enzimáticos propostos, todas demonstrando padrão eletroforético idêntico 

entre si e ao observado na cepa de L. (L.) chagasi utilizada como referência, cuja 

posição dos eletromorfos são apresentados na Tabela 4. 

Para cada um dos sistemas enzimáticos estudado, as bandas que 

apresentaram posição idêntica no gel foram consideradas como sendo o mesmo 

eletromorfo. O padrão revelado para cada sistema enzimático se mostrou 

semelhante entre as amostras das duas regiões quando comparadas entre si e com 

a amostra de referência de L. (L.) chagasi utilizada nos ensaios. Também não foi 

observada variação quanto ao sítio de isolamento (pele da orelha, pela da região da 

escápula ou outro local de pele) e ao status clínico do animal.  



 

 

Quatro amostras da região de Belo Horizonte (BH) e 15 do Rio de Janeiro 

(RJ), embora tenham sido recuperadas do nitrogênio líquido e preparadas massas 

parasitárias, não puderam ser analisadas na totalidade com os nove sistemas 

enzimáticos. As quatro amostras de BH não apresentaram revelação de 

eletromorfos na enzima PGM, no entanto, nos demais sistemas não foi observado 

qualquer variação, apresentando padrão idêntico a cepa de referência de L. (L.) 

chagasi em oito dos nove sistemas analisados, já nas 15 amostras deste grupo, 

obtidas do RJ, não foi possível análise por todos os sistemas propostos, sendo todas 

retiradas do estudo.  

 

 

Tabela 4: Posição dos eletromorfos das 153 amostras estudadas e das amostras de 
referência empregadas no estudo em nove sistemas enzimáticos. 

Sistemas 

enzimáticos 
Eletromorfos 

 Amostras (BH e RJ) L.(L.) chagasi* L. (L.)amazonensis* L. (V.)braziliensis* 

G6PDH 6,4 6,4 2,5 7 

PGM 3 3 3 4 

NH1 e NH2 2,1 2,1 1,0 4,3 

6PGDH 8 8 9 4 

MDH 3,4 3,4 5 1 

IDHNADP 4 4 6 5 

GPI 9 9 4 6 

ME 5 5 5 4 

 amostras de referência 

 

 

Devido a uniformidade dos resultados obtidos entre as 153 amostras estudas, 

foram selecionadas 10 amostras obtidas de cães do Rio de Janeiro e 10 de cães de 

Belo Horizonte para representar os sistemas enzimáticos estudados  que estão 

apresentados nas Figuras 3,4 e 5. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Perfil enzimático do sistema 6-fosfogluconato desidrogenase - 6PGDH (A); Perfil 
enzimático do sistema fosfoglucose isomerase – GPI (B); Perfil enzimático do sistema nucleotidase 
– NH1 e NH2 (C). Números de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-1084; 2-70; 3-
343; 4-392; 5-42; 6-880; 7-702; 8-618; 9-1136 e 10-1160), números de 11 a 13 amostras de 
referência (11-Leishmania (L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.) amazonensis 
IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), Números de 14 a 23 
Amostras provenientes de Belo Horizonte (14-710BH; 15-745BH; 16-763BH; 17-651BH; 18-622BH; 
19-623BH; 20-448BH; 21-533BH; 22-592BH; 23-599BH) 
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Figura 4. Perfil enzimático do sistema Glucose-6 Fosfato desidrogenase  - G6PDH (A); Perfil 
enzimático do sistema fosfoglucomutase – PGM (B); Perfil enzimático do sistema Malato 
Desidrogenase - MDH (C). Números de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-264; 2-
350; 3-412; 4-366; 5-1197; 6-919; 7-1068; 8-1079; 9-1195 e 10-1349), números de 11 a 13 
amostras de referência (11- Leishmania (L.) chagasi – (A) MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.) 
amazonensis IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), Números de 
14 a 23 amostras Provenientes de Belo Horizonte (14-788BH; 15-786BH; 16-782BH; 17-792BH; 18-
779BH; 19-699BH; 20-700BH; 21-701BH; 22-724BH; 23-726BH) 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir da construção de uma matriz relacionada com a presença ou 

ausência de bandas obtidas nos diferentes sistemas enzimáticos, os resultados 

foram analisados no programa NTSYS, a partir do qual foi possível a construção de 

um dendrograma, agrupando as amostras de Leishmania (L.) chagasi isoladas de 

casos caninos nos municípios do Rio de Janeiro e Belo Horizonte em um único perfil 

Figura 5. Perfil enzimático do sistema Enzima Málica ME (A); Perfil enzimático do sistema Isocitrato 
Desidrogenase - IDHNADP (B). Números de 1 a 10 amostras provenientes do Rio de Janeiro (1-
342; 2-266; 3-421;4-362; 5-1149; 6-898; 7-1111; 8-1072; 9-1343 e 10-807), números de 11 a 13 
amostras de referência (11-Leishmania (L.) chagasi MHOM/BR/74/PP75; 12-Leishmania (L.) 
amazonensis IFLA/BR/67/PH8; 13-Leishmania (V.) braziliensis MHOM/BR/75/M2903), Números de 
14 a 23 amostras Provenientes de Belo Horizonte (14-611BH; 15-609BH; 16-612BH; 17-631BH; 18-
639BH; 19-607BH; 20-580BH; 21-581BH; 22-595BH; 23-579BH) 
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enzimático. A partir desta análise, observamos que as amostras do RJ e BH 

compõem um grupo bem homogêneo, com índice de similaridade igual a um, ou 

seja, todas as amostras compartilham de características idênticas em seu fenótipo 

(Figura 6). 
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Figura 6: Dendrograma utilizando o Coeficiente de Jaccard, baseado no perfil fenético obtido por 
eletroforese de isoenzimas com 96 amostras isoladas de cães oriundos de Belo Horizonte e 57 
amostras obtidas de cães do Rio de Janeiro. Os dados das amostras, assim como das cepas de 
refência estudadas podem ser obtidas na tabela 1 e quadro 1. 

 



 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 

 

 No Brasil, as leishmanioses constituem um sério problema de saúde pública, 

sobretudo a forma visceral da doença, que se encontra amplamente distribuída no 

país. A ocorrência de surtos em áreas urbanas é um fato conhecido, indicando a 

mudança do perfil epidemiológico da leishmaniose visceral (LV), cujo ciclo é mantido 

por cães domésticos (Marzochi et al. 1985b; Ministério da Saúde, 2006; Dantas-

torres, 2009; Marzochi et al. 2009). 

 Considerando a importância da LV em saúde pública e o papel do cão 

doméstico nesse contexto, estudos envolvendo a variabilidade genética de isolados 

desse hospedeiro são extremamente importantes, entretanto, são escassos na 

literatura, sendo a proposta deste estudo, avaliar e comparar características 

fenotípicas de amostras de Leishmania isoladas de cães oriundos de duas áreas 

endêmicas do Brasil. 

 No município do Rio de Janeiro embora não sejam ultimamente descritos 

casos humanos de LV, casos caninos são frequentemente notificados (Marzochi et 

al. 1985b; Cabrera et al. 2003; Madeira et al. 2009). Atualmente são relatados 

índices de soroprevalência canina de 0,4% (Marzochi et al. 2009) com casos 

autóctones descritos em diferentes municípios do estado (Madeira et al. 2006b; De 

Paula et al. 2009). Já na região de Belo Horizonte, a partir do primeiro caso humano 

descrito no ano de 1959 (Rezende; Bastos, 1959) o números de casos humanos e 

caninos tem aumentado consideravelmente nas últimas décadas, inclusive com 



 

 

relatos de óbitos. Índices de soroprevalência canina, em Belo Horizonte, variam de 5 

a 64% dependendo da região estudada (Silva et al; 2001; França-Silva et al. 2003; 

Michalsky et al. 2007). A variação destes valores, para mais ou para menos, pode 

estar relacionada aos métodos utilizados para o diagnóstico, fatores ecológicos, 

sociais ou até mesmo pela a possibilidade da ocorrência de reações cruzadas com 

outros parasitas, gerando alguns erros no diagnóstico (Dantas-Torres, 2009; 

Marzochi et al, 2009; Queiroz et al. 2009). 

 Inquéritos caninos são aplicados em ambas as regiões visando identificar os 

animais positivos e interromper o ciclo de transmissão, através do recolhimento e 

eutanásia desses animais. Todas as amostras analisadas neste estudo foram 

obtidas de cães sororeatores, de ambas as áreas, identificados nos inquéritos no 

momento da eutanásia. 

 O aspecto clínico da leishmaniose visceral canina (LVC) observado nos 

animais provenientes das duas regiões (BH e RJ) foi similar aos citados na literatura, 

onde animais seguramente infectados (com isolamento parasitário) exibiram 

diferentes condições clínicas (França-Silva et al. 2003). Segundo alguns autores, de 

um modo geral, a forma assintomática da LVC é predominante (Dantas-Torres, 

2009; Queiroz et al. 2009), semelhante ao que ocorre na LV humana (Crescente et 

al. 2009, Silveira et al. 2009) e esta pode estar relacionada a uma resposta celular 

por parte do sistema imunológico dos hospedeiro, que de certa forma controla o 

aparecimento dos sintomas (Almeida et al. 2005), à virulência do agente ou a fatores 

genéticos do hospedeiro (Peacock et al, 2001; Baptista-Fernandes et al, 2007; 

Ettinger et al. 2009). Neste estudo, o percentual de amostras obtidas de cães 

assintomáticos foi maior do que em animais sintomáticos ou oligossintomáticos, em 



 

 

ambas as regiões, demonstrando importância desses animais no ciclo 

epidemiológico. 

 A presença do parasita nos mais diferentes tecidos e órgãos provocam 

reações características da LVC, entre as quais a ativação policlonal de células B, 

produzindo elevados níveis séricos de imunoglobulinas, que, se por um lado não 

possui significado de proteção, por outro, facilita o diagnóstico laboratorial através de 

testes sorológicos.  

Embora a cultura seja considerada padrão ouro no diagnóstico das 

leishmanioses, a tentativa de isolamento parasitário em cães sororeatores não é 

feito na rotina investigatória dos casos de LVC, devido ao grande volume de trabalho 

que é gerado com esta atividade, no entanto, o isolamento e identificação etiológica 

é extremamente importante para a comprovação da circulação da L. (L.) chagasi, 

para que ações específicas no controle sejam desencadeadas. Recentemente, no 

estado do Rio Grande do Sul, região considerada até então indene para LV, foi 

comprovada a presença de L. (L.) chagasi em cães sororreatores no município de 

São Borja (Souza et al. 2009). 

 O parasitismo de pele íntegra, descrito de forma pioneira na década de 50 

(Deane; Deane, 1955), é uma das características que fazem do cão um elemento de 

importância no ciclo de transmissão e um aspecto interessante que devemos 

ressaltar foi o isolamento parasitário desse sítio em todos os animais avaliados 

neste estudo. A disseminação de L. (L.) chagasi para os diferentes sítios do 

hospedeiro pode estar associado a inúmeros fatores (Colmenares et al. 2002), 

entretanto, o parasitismo de pele tem sido apontado como um evento tardio no curso 

da infecção canina (Tafuri et al. 2001;Travi et al. 2001) estando fortemente 



 

 

associado às manifestações clínicas comuns da LVC (Solano-Gallego et al. 2004; 

Giunchetti et al. 2006; Reis et al. 2006).  

 A biopsia de pele íntegra de cães suspeitos de LVC, como ferramenta na 

confirmação diagnóstica de cães sororreatores, tem sido utilizada pelo grupo de 

pesquisadores do IPEC com grande sucesso (De Paula et al. 2009; Madeira et al. 

2009). A partir dessa atividade, constituiu-se um banco de amostras isoladas de 

diferentes áreas geográficas do Brasil, que estão depositadas no 

VigiLeish/IPEC/Fiocruz, dentre as quais, amostras obtidas das áreas do Rio de 

Janeiro e Belo Horizonte foram selecionadas para compor este estudo. 

Apesar da sorologia seja determinante nos casos de LVC, estudos também 

têm demonstrado o isolamento parasitário em pele íntegra de animais soronegativos 

(Barrouin-Mello et al. 2006; dos-Santos et al. 2008, Figueiredo et al. 2010), indicando 

que diferentes parâmetros devem ser avaliados no momento do diagnóstico desses 

animais. Embora a pele constitua um sítio de investigação parasitológica, não se 

conhece a distribuição da L. (L.) chagasi neste órgão nos cães afetados. O encontro 

do parasita poderia estar relacionado às áreas de maior irrigação sanguínea como 

observado por Travi et al. (2001) que destacou o maior potencial infectivo da pele da 

orelha para flebótomos  comparada à pele do abdômen. Outros autores investigando 

diferentes locais de pele de cães infectados não conseguiram demonstrar diferenças 

com relação à densidade parasitária desse órgão (Saridomechelakis et al. 2007). No 

estudo realizado por Madeira et al. (2009) que investigaram simultaneamente a pele 

da orelha e da região escapular em um grupo de 247 cães, não foram observadas 

diferenças estatísticas para o isolamento de L. (L.) chagasi. No presente estudo, das 

153 amostras estudadas na totalidade, 95 foram obtidas da pele da orelha, 35 da 

escápula e 23 de outros sítios de pele, apontando este sítio como um excelente alvo 



 

 

na confirmação parasitológica da LVC, corroborando os estudos acima 

mencionados. 

A distribuição geográfica da LV no município do Rio de Janeiro se sobrepõe 

em diversas áreas de ocorrência da LT, principalmente nos bairros de Jacarepaguá, 

Campo Grande, Barra de Guaratiba, Realengo, Bangu e Barra da Tijuca. Este fato 

por si só já representa um fator complicador para o diagnóstico dos cães, uma vez 

que a sorologia não tem poder discriminatório entre ambas as doenças. Em recente 

estudo, realizado com 66 cães, em diferentes condições clínicas e sorológicas, 

observou-se, após a eutanásia e exame parasitológico pela cultura de diferentes 

sítios anatômicos, que 59% estavam parasitados por L. (L.) chagasi, todos com título 

a partir de 1:80; 18% por L. (V.) braziliensis e 3% estavam co-infectados por ambos 

agentes. Desse total, apenas seis cães possuíam título de 1:40, sendo isolado L. 

(V.) braziliensis em dois animais, sendo os demais negativos (Madeira et al. 2006b). 

Embora a retirada e eliminação de cães sororreatores das áreas endêmicas, seja 

uma recomendação do Ministério da Saúde, ainda é um assunto polêmico. Os 

resultados, acima mencionados, demonstram a importância da identificação 

etiológica em animais suspeitos de LVC, principalmente em áreas de sobreposição. 

 Os meios de cultura foram desenvolvidos baseados principalmente em dois 

propósitos básicos: necessidade da confirmação definitiva do diagnóstico clínico 

através do isolamento do agente etiológico e preservação contínua da espécie 

isolada para utilização em outros estudos (Taylor; Baker, 1968). O meio de cultura 

empregado neste estudo (NNN acrescido de meio Schneider suplementado com 

10% de SFB) para o isolamento parasitário e expansão das amostras foi 

considerado eficiente. Inicialmente tentamos a expansão em meio BHI (Brain Hearth 

Infusion) por representar menor custo ao estudo, devido ao volume de culturas 



 

 

trabalhadas (200 amostras), entretanto, algumas amostras retiradas do N2 não 

evoluíram nessa condição, explicando talvez a perda de 25 amostras selecionadas 

para o estudo. A contaminação ocasional, fato que ocorreu em duas das amostras 

estudadas, também foi um fator que contribuiu. Em outros casos, alguns isolados 

apresentaram um bom crescimento inicial e em repiques subseqüentes entraram em 

queda, havendo mortalidade dos parasitos com perda da amostra sem uma causa 

específica, como foi visto por Zerpa et al. (2001) em seus estudos, demonstrando 

que a composição do meio e determinados componentes incorporados ao mesmo 

(aminoácidos, vitaminas, carboidratos, sangue ou derivados) são elementos 

essenciais na manutenção e crescimento de protozoários tripanosomatideos. Por 

outro lado, amostras criopreservadas devem ser periodicamente avaliadas. A 

criopreservação é um método de congelamento a baixas temperaturas (-196ºC) 

utilizando nitrogênio líquido (N2) visando manter parasitos congelados e viáveis 

(vivos) por longos períodos. Tal método foi aprimorado, principalmente com o 

propósito de diminuir a rotina de repiques, bem como preservar a infectividade das 

amostras isoladas. Das 28 amostras não recuperadas, 18 estavam estocadas no N2 

por período maior que 5 anos sem qualquer avaliação, o que também pode ter sido 

um fator que contribuiu para a perda.  

 Devido ao tempo reduzido para a realização dos experimentos, não foi 

possível a retirada de novas ampolas do N2 para uma terceira tentativa de 

crescimento além da que foi realizada. Mesmo apresentando algumas dificuldades 

de recuperação de cultivos, a armazenagem em N2 é a técnica mais adequada para 

estoque de amostras de Leishmania e é utilizada na maioria das instituições que 

trabalham com este parasito. 



 

 

 A identidade do agente etiológico da LV nas Américas tem sido causa de 

inúmeras discussões (Lainson et al, 1983; Momem et al, 1993; Shaw, 2002). Por 

muito tempo considerou-se como agente autóctone no Novo Mundo, entretanto 

atualmente, admite-se-se que L. (L.) chagasi tenha sido introduzida neste continente 

durante a colonização européia, através de cães infectados por L. (L.) infantum, 

espécie predominante em países do Mediterrâneo, e aqui tenha se adaptado a 

novos vetores e hospedeiros (Shaw, 2002).  

 Tal hipótese direcionou estudos na comparação genética de L. (L.) infantum e 

L. (L.) chagasi envolvendo isolados obtidos de diferentes hospedeiros com 

diferentes abordagens metodológicas. Beverley et al. (1987) utilizaram análises dos 

perfis de restrição do DNA nuclear; Grimaldi et al (1991) empregaram análises por 

anticorpos monoclonais e eletroforese de isoenzimas.  Momem et al (1993) e 

Momem e Grimaldi (1989) utilizaram análises por diferentes loci enzimáticos. Em 

todos os estudos citados, L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum apresentaram perfis 

genéticos semelhantes, sendo considerada a mesma espécie (Momen et al. 1993; 

Mauricio et al, 1999; Shaw, 2002; Lukes et al. 2007). 

 As amostras isoladas, a partir do diagnóstico parasitológico indireto são de 

grande importância para diversos estudos, principalmente àqueles que envolvem a 

vigilância epidemiológica, possibilitando, através da caracterização dos parasitas 

isolados, o mapeamento das espécies e/ou variantes de Leishmania que circulam 

entre os hospedeiros humanos, vetores e animais envolvidos no ciclo de 

transmissão natural.   

 Com o avanço da biologia molecular, uma variedade de métodos tem sido 

empregados na busca de marcadores taxonômicos analisando características 

genéticas, imunológicas e bioquímicas/moleculares, podendo-se destacar nesse 



 

 

contexto a eletroforese de isoenzimas (Rioux et al. 1990; Thomaz-Soccol et al. 

1993).  

A eletroforese de isoenzimas (MLEE) além de constituir um método muito 

eficaz na identificação de amostras de Leishmania permite aplicações com 

diferentes abordagens (Rioux, 1990). Um dos inconvenientes desta técnica é a 

necessidade do isolamento prévio do parasita, para obtenção posterior de um 

grande volume de cultura, o que tem contribuído para incorporação de métodos 

baseados na PCR nestes estudos (Ikonomopoulos et al. 2003; Gonzalez et al. 2007 

Baptista et al. 2009; Lima Junior et al. 2009; Oliveira et al. 2009), entretanto, a 

variabilidade de parasitas do gênero Leishmania tem sido amplamente estudada por 

MLEE (Momem et al. 1993; Pacheco et al. 1986). 

 Sabe-se que alguns sistemas enzimáticos são mais informativos que outros 

(Kreutzer et al, 1987), sendo a enzima nucleotidase (NH) excelente marcador na 

separação dos subgêneros Viannia e Leishmania. Por essa razão, todas as 

amostras selecionadas para o estudo foram previamente analisadas por esse 

sistema enzimático já que somente L. (V.) braziliensis (subgênero Viannia) e L. (L.) 

chagasi (subgênero Leishmania) tem sido descritas em cães domésticos nas regiões 

de BH e RJ. Por outro lado, empregamos somente amostras isoladas de pele 

íntegra, um sítio do qual L. (L.) chagasi tem sido isolada comumente (Madeira et al. 

2006a; Madeira et al. 2009). L. (V.) braziliensis tem sido detectada principalmente a 

partir de lesões, embora haja relatos da detecção de DNA desta espécie em pele 

íntegra de cães naturalmente infectados (Oliveira et al. 2009).Esta espécie também 

já foi encontrada em associação com L. (L.) chagasi, o que reforça a necessidade de 

coleta de vários tipos de materiais para o diagnóstico. Em nosso estudo nenhuma 



 

 

das amostras isoladas de pele íntegra foi identificada como L. (V.) braziliensis, 

concordando com os dados citados anteriormente.  

 Neste estudo analisamos por nove sistemas enzimáticos 153 amostras de L. 

(L.) chagasi, todas demonstrando padrões eletroforéticos idênticos entre as 

amostras estudadas das duas regiões e a amostra de L. (L.) chagasi utilizada como 

referência no estudo (MHOM/BR/74/PP75). Dezenove amostras foram retiradas 

desta análise por não termos completado os nove sistemas, embora, todas tenham 

apresentado resultados idênticos com as demais amostras. Os resultados 

apresentados aqui, revelam que as amostras originárias de duas regiões endêmicas 

não apresentaram qualquer diferença que possa estar relacionada à área geográfica 

ou ao status do hospedeiro, demonstrando total homogeneidade desta espécie, fato 

já mencionado por outros autores que revelaram ausência de polimorfismo 

enzimático em amostras de L. (L.) chagasi (Momem et al. 1993; Lopes et al. 1984; 

Pacheco et al. 1986; Kreutzer et al. 1987; Silva et al. 2001; Madeira et al. 2004).  

 Um fato interessante a ser lembrado é a grande heterogeneidade 

apresentada por L. (L.) infantum, com inúmeros zimodemas descritos que circulam 

naturalmente em diferentes regiões do Velho Mundo (Kuhls et al. 2008). O 

zimodema MON-1 é o mais prevalente e está associado tanto à forma cutânea como 

a visceral humana (Toledo et al. 2002; Campino et al. 2006, Kallel et al. 2008; Amro 

et al. 2009).  Apesar de ocorrer normalmente no Mediterâneo, este zimodema foi 

isolado de humanos e cães na Venezuela (Zerpa et al. 2001). MON-1 é o único 

zimodema descrito para L. (L.) infantum que mostra identidade com L. (L.) chagasi 

nas Américas. Este fato pode sugerir que a introdução dessa espécie no continente 

americano possa ter sido feita em um único momento, a partir deste zimodema ou, 

que apenas este zimodema possa ter encontrado condições de adaptação e 



 

 

propagação, fato que poderia também, explicar a homogeneidade de L. (L.) chagasi 

encontrada em nosso continente. No entanto, MON-1 apresenta certo grau de 

variabilidade, observada com cepas consideradas virulentas (Baptista-Fernandes et 

al. 2007). Kulhs et al. (2008), empregando técnicas moleculares, evidenciaram três 

populações distintas dentro deste zimodema. 

 Embora a técnica de isoenzimas seja considerada uma ferramenta de pouca 

aplicabilidade nos estudos de polimorfirmos genéticos de populações, estudos 

empregando tal metodologia com isolados de L. (V.) braziliensis demonstraram 

elevada variabilidade para esta espécie (Cupolillo et al 1997; Pacheco et al. 1999; 

Ishikawa et al. 2002), o que pode ser um reflexo da capacidade adaptativa desta 

espécie a novas situações ecológicas envolvendo diferentes vetores flebotomíneos e 

animais reservatórios. No entanto, com o uso de outras metodologias, tal 

heterogeneidade não foi relacionada a determinados padrões clínicos para seus 

hospedeiros (Baptista et al. 2009).  

 A homogeneidade observada para L. (L.) chagasi pode estar relacionada a 

pouca diversidade de hospedeiros vertebrados e invertebrados nos ciclos de 

transmissão, fato contrário do que ocorre com L. (V.) braziliensis. No Brasil, L. (L.) 

chagasi é mantida principalmente por canídeos (silvestres e domésticos) e 

Lutzomyia longipalpis (Lainson; Rangel, 2005). Um fator que também pode ter 

contribuído para a homogeneidade observada entre os isolados estudados pode ser 

o fato de todas as amostras terem sido obtidas de um único sítio do animal (pele 

integra), uniformizando, de certa forma subpopulações que possam possuir tropismo 

por este sítio. Em estudos envolvendo a leishmaniose tegumentar canina, causada 

por L. (V.) braziliensis, tem-se demonstrado características de tropismo tissular por 

populações geneticamente distintas observadas e diferentes sítios desses animais 



 

 

(Oliveira et al. 2009). Embora, nos trabalhos publicados por Momem e Grimaldi 

(1989) que analisaram isolados de L. (L.) chagasi de diferentes hospedeiros, 

também não foram encontradas diferenças populacionais por isoenzimas. 

 Alguns autores mencionam que se o número de sistemas enzimáticos 

utilizado em um dado estudo for ampliado, a chance de encontrar diferenças e/ou 

variabilidade entre os isolados aumenta também. Entretanto, no estudo de Cupolillo 

et al. (1993) foi observado que a capacidade discriminatória da eletroforese de 

isoenzimas não variou quando o set de enzimas foi ampliado de 11 para 18 

sistemas. Esta observação reforça que determinados sistemas sejam mais 

informativos do que outros, e que a escolha desses sistemas, em dado estudo, 

devem considerar essa característica e objetivo do mesmo. Em nosso estudo, 

apesar de termos utilizado somente nove sistemas enzimáticos na análise de 153 

amostras, empregamos sistemas, os quais já demonstraram potencial discriminativo 

entre diferentes isolados de L. (V.) braziliensis (Pacheco et al. 1999). É sabido que 

cepas mantidas in vitro por muitos anos podem sofrer seleção de clones adaptados 

às condições de cultivo a que são expostas e, que variações isoenzimáticas podem 

ser encontradas entre as diferentes formas evolutivas e fases de crescimento do 

parasita (Grimaldi et al. 1982).    

 Momem e Grimaldi (1989) estudaram mais de 100 amostras de L. (L.) chagasi 

isoladas de diferentes hospedeiros e demonstraram que esta espécie não apresenta 

polimorfismos enzimáticos e os dados deste estudo, corroboram tal informação. 

Todas as amostras estudadas apresentaram o mesmo perfil e não observamos 

agrupamento geográfico de subpopulações como foi sugerido por Cupolillo et al. 

(2003) com amostras de L. (V.) braziliensis obtidas de diferentes regiões. 

 



 

 

 

 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 As leishmanioses são doenças negligenciadas mundialmente que afetam em 

sua grande maioria populações mais vulneráveis ou carentes. Isto vem a ser um 

reflexo de circunstâncias epidemiológicas, mas também do envolvimento de políticas 

de saúde no controle dessa endemia. 

 Os resultados obtidos nesta dissertação reforçam a baixa variabilidade de 

Leishmania (L.) chagasi, como já foi referenciado em outros estudos, no entanto, 

destacamos a importância da incorporação de amostras obtidas de outras regiões 

geográficas do Brasil, assim como de outros hospedeiros e reservatórios. Apesar da 

grande utilidade da eletroforese de isoenzimas para as conclusões obtidas neste 

estudo, a aplicação de ferramentas com maior potencial discriminatório na avaliação 

da variabilidade genética desses parasitas deve ser considerada. Nesse sentido, 

estamos selecionando isolados estocados em nosso banco de amostras, obtidos de 

diferentes cidades brasileiras (Baurú, Brasília, Fortaleza, Cuiabá, Belém e Porto 

Alegre) que serão futuramente avaliadas pela técnica de isoenzimas e por outras 

técnicas moleculares visando rastrear possíveis subpopulações de L. (L.) chagasi 

que possam estar circulando entre os cães domésticos e, contribuir para um melhor 

entendimento da epidemiologia em diversas áreas endêmicas do brasil. 

 

 

 

 



 

 

 

 

7. CONCLUSÕES 

 

 

1) A população de Leishmania (L.) chagasi que está circulando em cães do Rio 

de Janeiro e Belo Horizonte apresenta características fenotípicas iguais entre 

si. 

2) Não foi possível correlacionar subpolações com o agrupamento geográfico ou 

com o status clínico dos animais; 

3) Todas as amostras apresentaram perfil eletroforético idêntico entre si e com a 

amostra de referência de L. (L.) chagasi, demonstrando pertencerem ao 

mesmo zimodema; 

4) A análise fenética demonstra um índice de similaridade igual a um para todas 

as amostras estudadas, revelando que estas compartilham 100% de 

características em comum. 
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