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RESUMO 

A proposta deste estudo foi avaliar a transmissão das leishmanioses no 

município de Jaboticatubas, Serra do Cipó, região turística de Minas Gerais. 

Para tal, foram realizados estudos entomológicos e de reservatórios urbanos 

da doença. Para os estudos entomológicos foram selecionados oito bairros, 

levando-se em consideração a ocorrência de casos humanos, e colocadas 

armadilhas luminosas do tipo HP, no peridomicílio de 10 residências, durante 

três noites consecutivas por mês, entre maio de 2012 a abril de 2013. A fauna 

flebotomínica estudada foi composta de 3.104 exemplares, sendo bastante 

diversificada com 17 espécies do gênero Lutzomyia e duas fêmeas do gênero 

Brumptomyia. Com relação às espécies de importância médica e também 

numerosas, ressaltamos o encontro de Lu. whitmani (33,80%), Lu. intermedia 

(14,60%) e Lu. longipalpis (7,96%). A taxa de infecção natural geral dos 

flebotomíneos por Leishmania foi de 3,40%. Foram analisados 249 “pools” de 

diferentes espécies de flebotomíneos, dentre estes 32 estavam positivos.  Para 

o estudo da taxa de infecção canina, realizou-se inquérito censitário em cães 

domiciliados em área urbana do município. Foram coletadas 1.105 amostras de 

soros que foram testadas por meio do DPP® e as positivas confirmadas as 

infecções através do Ensaio Imunoenzimático ELISA, obtendo-se a taxa média 

de prevalência canina de 7,78%. Dos 86 cães positivos, foi escolhida uma 

amostra aleatória de 11 deles, que foram necropsiados e com as amostras de 

biópsia de tecidos obtidas foram realizados “imprints”, cultura de parasitos e 

PCR. Foi realizado o georreferenciamento na zona urbana de todos os casos 

caninos e humanos de leishmanioses dos últimos 6 anos, e construído um 

mapa mostrando a distribuição dos casos. A PCR de aspirado medular 

apresentou maior positividade (63,60%) em relação à pele (9,00%). Já nos 

“imprints”, a taxa de positividade da pele foi de 36,36% e de medula 0%. 

Quanto à cultura de aspirados de medula óssea, a positividade foi de 27,27%. 

Nossos resultados indicam a urbanização das leishmanioses no município, 

devido à alta densidade vetorial e infecção por Leishmania, expressiva taxa 

média de prevalência de infecção canina e recentes registros de casos 

humanos, Portanto, é importante intensificar as ações de controle a fim de 

evitar que o problema se agrave no município.  
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ABSTRACT 
 

The purpose of this study was to evaluate the transmission of leishmaniasis in 

Jaboticatubas, Serra do Cipó, tourist region of Minas Gerais. For this, 

entomological studies and urban reservoirs of the disease were conduzed. To 

entomological studies eight districts were selected, taking into account the 

occurrence of human cases, and light traps HP type were placed in the 

outdoors in10 homes for three consecutive nights per month from May 2012 to 

April 2013. The sand flies studied consisted of 3,104 specimes, quite diverse 

with 17 species of Lutzomyia and two females of the genus Brumptomyia. With 

regard to species of medical importance and also numerous, emphatize the 

meeting of Lu.whitmani (33.80 %), Lu. intermedia (14.60%) and Lu. longipalpis 

(7.96 %). The general rate of natural infection of sand flies by Leishmania was 

3.40%. 249 "pools" of different sandfly species, among them 32 were positive. 

To study the rate of canine infection was held census survey among domestic 

dogs in urban area. 1,105 serum samples were tested by the DPP® and 

confirmed positive infections by ELISA immunoenzymatic assay, obtaining the 

average prevalence of canine 7.78%. Of the 86 positive dogs, was selected a 

random sample of 11 of them , which were necropsied and samples of biopsy 

tissue obtained were performed " imprints ", culture of parasites and PCR . 

Georeferencing was conducted in urban areas of all canine and human 

leishmaniasis cases in the last 6 years, and built up a map showing the 

distribution of cases. The PCR of marrow aspirate showed a higher positivity 

(63.60%) compared to skin (9.00%)  While the "imprints", the positivity rate of 

skin was 36.36 % and 0 % marrow. As for the culture of marrow aspirates, the 

positivity was 27.27%. Our results indicate the urbanization of leishmaniasis in 

the municipality due to high vector density and infection by Leishmania, 

expressive average rate of prevalence canine infection and recent records of 

human cases, therefore, is important to intensify control actions in order to 

prevent the problem from getting worse in the municipality. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As leishmanioses são zoonoses que acometem os seres humanos e outras 

espécies de mamíferos através da picada de flebotomíneos infectados com 

parasitas do gênero Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). Os 

flebotomíneos são dípteros da família Psychodidae; sub-família Phlebotominae, 

pertencentes aos gêneros Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho 

Mundo (Killick-Kendrick, 1991). Somente as fêmeas participam diretamente do 

processo de infecção, uma vez que são hematófagas (Brazil & Brazil, 2003). As 

leishmanioses são doenças infecciosas crônicas, cujos sintomas clínicos no homem 

variam consideravelmente, dependendo da espécie de Leishmania, da resposta 

individual, da distribuição geográfica, dos hospedeiros e vetores envolvidos, dentre 

outros fatores (Marzochi & Marsden, 1991; Ashford, 1992). No Novo Mundo, são 

descritas duas formas clínicas básicas: a leishmaniose tegumentar americana (LTA) 

e a leishmaniose visceral americana (LV), cada uma com um perfil epidemiológico 

distinto.           

 A LV, ou calazar, acomete os órgãos internos e é a forma mais grave da 

doença (WHO, 2010). Apresenta maior importância devido a sua ampla distribuição 

geográfica e alta letalidade, principalmente em crianças desnutridas, idosos, 

pacientes co-infectados com o vírus da imunodeficiência humana (HIV) e em 

pacientes não tratados (Brasil, 2006).       

 A LTA ocorre sob as seguintes formas clínicas: cutânea isolada, cutâneo-

mucosa, como complicação da primeira, lesões cutâneas e mucosas ocorrendo 

simultaneamente, e a forma cutânea disseminada e difusa. Podem existir outras 

formas, porém são menos frequentes do que as anteriormente citadas (Marzochi & 

Marzochi, 1994).           

 As leishmanioses são importantes não somente pela sua alta incidência e 

ampla distribuição geográfica, mas também pelo fato de poderem assumir formas 

graves, com altas taxas de mortalidade nos casos de LV não tratados e alta 

morbidade nos casos de LTA, que podem levar à lesões destrutivas e desfigurantes. 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) estima que cerca de 350 milhões de 

indivíduos estejam expostos ao risco de contrair alguma das várias formas clínicas 

que as leishmanioses podem apresentar, e que cerca de 14 milhões de pessoas se 

encontram realmente infectados (WHO, 2010).      



 
 

20 
 

 Ao contrário do que ocorre na Índia, onde a LV comporta-se como uma 

antroponose, nas Américas a LV é primariamente uma zoonose (Lainson et al., 

1990). O cão é apontado como o principal reservatório doméstico relacionado com 

os casos humanos da LV (Deane & Deane, 1955; Abranches et al, 1991). 

 Os reservatórios incluem uma grande variedade de hospedeiros mamíferos, 

sendo a ocorrência comum em roedores e canídeos, mas também em edentados, 

marsupiais, ungulados, primatas, e entre estes, o homem que é atingido 

acidentalmente pela infecção (Deane & Deane 1954; Lainson et al. 1985). 

 Em Minas gerais, a primeira menção a LV foi registrada em 1953, no Vale do 

Rio Doce, em um paciente do distrito de Café, pertencente ao município de Itanhomi. 

Em Belo Horizonte, o primeiro relato de caso autóctone foi em 1958 (Rezende & 

Bastos, 1959). Somente na década de 90, novos registros de LV humana voltaram a 

ocorrer na capital.  Nos últimos anos houve elevação de número de casos e 

expansão das áreas de transmissão com número significativo de casos registrados 

na Região Metropolitana de Belo Horizonte (RMBH) (Oliveira et al., 2001; Carvalho 

et al., 2008).           

 Com relação a LV, o município de Jaboticatubas, Minas Gerais, é considerado 

área de transmissão esporádica, apresentando quatro casos humanos de 

leishmaniose visceral nos últimos seis anos (Brasil, 2013). Apesar da 

implementação, no ano de 2006, do Programa de Controle de Leishmaniose Visceral 

(PCLV) no município, este ainda não funciona em sua integralidade, contando 

somente com demanda espontânea de casos caninos; e quanto aos casos humanos 

há uma varredura da área com borrifação de casas próximas a casa do morador 

acometido pela enfermidade (Epidemiologista da Secretaria de Saúde de 

Jaboticatubas – comunicação pessoal).       

 O município está inserido na Serra do Espinhaço e abriga 65% da área total 

do Parque Nacional da Serra do Cipó, que é um importante pólo turístico de Minas 

Gerais, recebendo centenas de visitantes nos feriados, finais de semana e período 

de férias. Alguns dos atrativos turísticos que a região oferece são trilhas abertas a 

visitação, cachoeiras e uma fantástica beleza natural com uma grande diversidade 

de flora e fauna. Esse potencial turístico da região também justifica o estudo 

epidemiológico no município, visando à proteção à saúde. O município também 

pertence à região RMBH e parece ilustrar o processo de expansão e urbanização 

das leishmanioses. A LV provavelmente surgiu no município a partir da região 
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endêmica de Belo Horizonte, já que o número de casos humanos e de cães vem 

aumentando nos últimos anos na região metropolitana (Menezes, 2011). Além disso, 

alterações antropogênicas, principalmente no entorno do Parque Nacional da Serra 

do Cipó, podem ter contribuído para emergência das leishmanioses em 

Jaboticatubas. A carência de dados epidemiológicos relacionados aos vetores e 

reservatórios domésticos e suas possíveis interações com a infecção por 

Leishmania revela a importância da realização desta pesquisa, visando 

compreender melhor a situação atual das leishmanioses no município de 

Jaboticatubas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 2.1 Objetivo geral 

 

Estudar a eco-epidemiologia das leishmanioses no município de 

Jaboticatubas, região da Serra do Cipó, MG.   

 

  2.2 Objetivos específicos 

 

- Identificar as espécies de flebotomíneos presentes na área de estudo através             

da taxonomia clássica; 

- Estabelecer a flutuação mensal das espécies de flebotomíneos e correlacioná-la 

com algumas variáveis climáticas;  

- Identificar possíveis flebotomíneos infectados por Leishmania spp., através      de 

técnicas moleculares (“Nested PCR” para SSUrRNA); 

- Caracterizar a(s) espécie(s) de Leishmania nos possíveis flebotomíneos infectados 

através da técnica de sequenciamento de DNA;  

 

 - Confirmar pelos métodos de diagnósticos DPP® e ELISA a infecção por 

Leishmania nos cães, de modo a estabelecer a prevalência da LVC na área urbana 

do município de Jaboticatubas; 

 

 - Demonstrar a distribuição espacial dos casos humanos e caninos de leishmaniose 

na cidade de Jaboticatubas; 

- Apontar as principais áreas de risco para direcionar as ações de controle da LVC. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 3.1 Agentes etiológicos 

 

 Os parasitos causadores das leishmanioses são protozoários do gênero 

Leishmania, e apresentam em seu citoplasma uma organela característica da ordem 

Kinetoplastida, o cinetoplasto, composto de uma rede de moléculas de DNA 

circulares (kDNA), que são divididos em maxicírculos e minicírculos (Simpson, 

1987).            

 As principais espécies responsáveis pela LTA são classificadas dentro do 

subgênero Viannia e subgênero Leishmania. O subgênero Viannia compreende o 

complexo braziliensis com as espécies Le. braziliensis e Le. peruviana e o complexo 

guyanensis com as espécies Le. guyanensis, Le. panamensis, Le. lainsoni e Le. 

naiffi, enquanto o subgênero Leishmania, apresenta as espécies viscerotrópicas 

agrupadas no complexo donovani  e os representantes dermotrópicos do Velho 

Mundo, em complexos (Le. tropica, Le. major, Le. aethiopica). As espécies do Novo 

Mundo, Le. amazonensis e Le. mexicana, formam um único complexo, o mexicana 

(Rioux et al., 1990; Grimaldi & Tesh, 1993).      

 Atualmente nas Américas são reconhecidas 11 espécies de Leishmania 

causadoras da leishmaniose tegumentar humana (Costa, 2005). No Brasil já foram 

identificadas sete espécies, seis destas do subgênero Viannia e uma do subgênero 

Leishmania. As três principais espécies são: Le. (V.) braziliensis, Le.(V.) guyanensis 

e Le.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies Le. (V.) lainsoni, Le. (V.) 

naiffi, Le. (V.) lindenberg e Le. (V.) shawi foram identificadas em estados das regiões 

Norte e Nordeste.          

 O agente etiológico responsável por causar a LV pertence ao subgênero 

Leishmania, apresentando três espécies principais: Le. (Leishmania) donovani, Le. 

(L.) infantum e Le. (L.) chagasi (Melo, 2004). Nas Américas a LV é causada pela Le. 

chagasi, espécie considerada sinonímia de Le. infantum (Mauricio et al., 2001). 

Cunha e Chagas (1937) descreveram e incriminaram a Le. chagasi como uma nova 

espécie responsável pela doença nas Américas. Desde então, a posição taxonômica 

e a origem do agente etiológico da LV no Novo Mundo tem sido uma questão 

polêmica e muito discutida. Alguns autores separam Le. infantum, o agente 

etiológico da LV no Velho Mundo, e Le. chagasi no Novo Mundo, sendo as duas 
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espécies válidas (Lainson & Shaw, 1987; Gramiccia et al., 1992, Shaw, 2002). 

Outros acreditam que estes parasitos são diferentes, mas decidiram separá-los em 

duas subespécies: Le. (Leishmania) infantum chagasi e Le. (L.) infantum infantum 

(Lainson & Rangel, 2005). E ainda, alguns pesquisadores que acreditam ser uma 

única espécie, Le. infantum importada da Europa no período da colonização 

portuguesa e espanhola (Rioux et al., 1990; Dantas-Torres, 2006).  

  

 3.2 Ciclo Evolutivo 

 O parasito apresenta duas formas evolutivas básicas: promastigotas e 

amastigotas. As promastigotas estão presentes no trato digestivo dos insetos e a 

forma amastigota se multiplica dentro das células do Sistema Mononuclear 

Fagocitário (SMF) dos mamíferos (Pimenta et al., 2003).     

 Durante o repasto sanguíneo, realizado apenas pelas fêmeas dos 

flebotomíneos, há a inoculação na pele do hospedeiro, juntamente com a saliva, de 

formas promastigotas do parasito. As células do SMF do hospedeiro endocitam 

estas formas, que se transformam em amastigotas e começam a se multiplicar no 

interior do fagolisossomo por divisão binária longitudinal, infectando novas células do 

SMF quando a célula hospedeira original se rompe.      

 Quando o flebotomíneo realiza repasto sanguíneo em um hospedeiro 

infectado, o vetor ingere os macrófagos contendo as formas amastigotas, que 

sofrem divisão binária no seu intestino, transformando-se em promastigotas. Estas 

formas se dividem por divisão binária longitudinal, passando por mudanças 

morfológicas e fisiológicas.         

 O primeiro estágio no vetor é chamado promastigota procíclica, que possui 

baixa motilidade e se replica no interior da matriz peritrófica, estrutura quitinosa que 

envolve o sangue ingerido, separando-o do epitélio intestinal (Secundino et al., 

2005). Após alguns dias, os parasitos se diferenciam em formas alongadas e com 

alta motilidade, chamadas nectomonas. Estas se dirigem para o exterior da matriz 

peritrófica e se aderem ao epitélio intestinal. As nectomonas se diferenciam em 

leptomonas, formas curtas que continuam a se replicar. A partir de então, alguns 

parasitos se diferenciam em formas haptomonas e outros em promastigotas 

metacíclicas (formas infectantes), que são formas longas com um longo flagelo, alta 

motilidade e não mais se dividem, então migram para a porção anterior do tubo 
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digestivo, alcançando a probóscide do inseto.  Após cada novo repasto sanguíneo, o 

relaxamento dos músculos responsáveis pela sucção provoca o refluxo das 

promastigotas metacíclicas infectando o novo hospedeiro (Ashford, 2000; Choi & 

Lerner, 2001; Bates, 2007).  

  

 3.3 Vetor  

  Os flebotomíneos são insetos cor-de-palha ou castanho-claro, de pequeno 

porte (2 a 3 mm), os olhos são proeminentes, arredondados e bem separados, e as 

antenas são longas, formadas por 16 segmentos. O corpo é coberto de cerdas, 

sendo facilmente reconhecidos pela posição de pouso, as asas se mantém 

divergentes em posição semi-ereta, conferindo-lhe característica peculiar (Forattini et 

al., 1973). São conhecidos popularmente por “cangalha”, “tatuquira”, “asinha 

branca”, “mosquito-palha” e “birigui (Froés, 1935). Taxonomicamente pertencem à 

ordem Diptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae. O gênero 

Phlebotomus é responsável pela transmissão no Velho Mundo enquanto o gênero 

Lutzomyia é quem transmite no Novo Mundo (Langohr  et al., 2000).  

Existem duas classificações taxonômicas dos flebotomíneos das Américas. A 

primeira foi produzida por Young & Duncan (1994), intitulada “Guia para identificação 

e distribuição geográfica de Lutzomyia no México, América do Sul e Central e oeste 

da Índia”. Nesta proposta, o autor, subdivide o gênero Lutzomyia em 15 subgêneros 

e 11 grupos (Caceres, 1993). Esta classificação é bastante prática e prioriza a 

identificação a partir da observação de estruturas essenciais como: genitália 

masculina, genitália feminina e espermateca, cibário em fêmeas, presença ou não 

de espinhos femurais, tamanho dos segmentos da antena, entre outras.   

 Em 2003, Galati propôs uma nova abordagem para classificação de 

flebótomos do Novo Mundo.  Nesta, a autora utiliza 88 caracteres morfológicos, 

priorizando o uso das cerdas ao longo do corpo do inseto, além das outras 

estruturas para uma melhor distribuição entre os grupos. Alguns grupos e 

subgêneros anteriores à classificação foram elevados a gênero, mas a maior 

mudança ficou na fragmentação do gênero antes conhecido como Lutzomyia (Beati 

et al., 2004). Esta recente classificação publicada em “Flebotomíneos do Brasil” 

(Rangel & Lainson, 2003), traz alterações na classificação de quase todas as 

espécies em relação à publicação anterior.      

 Até 2003, o número de espécies de flebotomíneos descritas no mundo era 
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464, e destas, pelo menos 229 eram encontradas no Brasil (Galati, 2003), sendo 19 

delas vetoras de leishmanioses no país (Santos et al., 1998; Rangel & Lainson, 

2003).  Em apenas nove anos após esta publicação, o número de espécies descritas 

de  flebotomíneos no mundo praticamente dobrou, atingindo o patamar de 927 

espécies conhecidas, sendo que 260 delas ocorrem no Brasil (Shimabukuro & 

Galati, 2011).           

 O ciclo de vida é constituído de ovo, larva (quatro estádios), pupa e adulto. As 

larvas são terrestres e bastante ativas, movimentando-se com rapidez para buscar 

alimento, com isso, provavelmente, se dissemina em uma grande área (Sherlock, 

2003).  Os flebotomíneos se refugiam em locais com bom teor de umidade, pouca 

ou nenhuma luminosidade, movimentação de ar e com matéria orgânica em 

decomposição, o que dificulta seu combate e favorece sua adaptação no ambiente 

doméstico e peridoméstico (Aguiar & Medeiros, 2003). Em função de sua 

hematofagia para maturação dos ovários, as fêmeas possuem probóscide 

desenvolvida, do tipo picador-pungitivo, constituída de um labro e um par de 

mandíbulas, hipofaringe, um par de maxilas e um lábio. Já os machos possuem 

mandíbulas rudimentares.         

 A espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva, 1912) é considerada a 

principal vetora de Le. chagasi no Novo Mundo, embora as espécies Lu. evansi 

(Zulueta et al., 1999; Travi et al., 1990) e Lu. cruzi (Mangabeira, 1938) (Santos et al., 

1998) sejam implicadas como possíveis vetoras em áreas restritas. 

 Muitas espécies têm sido incriminadas na transmissão da LTA, em 

associação com leishmânias dos subgêneros Viannia e Leishmania, porém somente 

algumas têm sido consideradas importantes vetoras, com base no grau de 

antropofilia, infecção natural por Leishmania e distribuição espacial coincidente com 

a da doença (Rangel & Lainson, 2003). Os principais flebotomíneos transmissores 

da LTA no Brasil são Lutzomyia (Nyssomyia) intermedia (Lutz & Neiva, 1912); Lu. 

migonei (França, 1920); Lu. (N.) whitmani (Antunes & Coutinho, 1939); Lu. 

(Pintomyia) fischeri (Pinto, 1926); Lu. (P.) pessoai (Coutinho & Barreto, 1940); Lu. 

(Nyssomyia) umbratilis (Ward & Fraiha, 1977); Lu. (Psychodopygus) wellcomei 

(Fraiha, Shaw & Lainson, 1971); Lu. (Trichophoromyia) ubiquitalis (Mangabeira, 

1942); Lu. (P.) complexa (Mangabeira 1941); Lu. (P.) ayrozai (Barreto & Coutinho, 

1940); Lu. (P.) paraensis (Costa Lima, 1941); Lu. (N.) flaviscutellata (Mangabeira, 

1942).            
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 Os flebotomíneos apresentam importância médica como vetores naturais não 

só de Leishmania, mas também de outros agentes etiológicos, como protozoários 

tripanossomatídeos, bactérias do gênero Bartonella e vários arbovírus (Sherlock, 

2003). 

 

 3.4 Reservatórios 

 

Um animal considerado reservatório da doença tem seu sistema capaz de 

manter populações do parasito que consigam sobreviver indefinidamente, mantendo 

alta carga parasitária e podendo transmitir o parasito a um hospedeiro susceptível. 

Alguns fatores determinam a susceptibilidade de um hospedeiro ao parasito, como a 

densidade populacional do hospedeiro, a duração da infecção de acordo com a 

longevidade do hospedeiro, a localização do parasito no seu interior e o estado 

imunológico do hospedeiro após a cura. O hospedeiro alberga o parasito em seu 

corpo, mas não consegue transmití-lo a outros animais (Ashford, 2000). 

 No ambiente silvestre, os reservatórios de LV são principalmente raposas 

(Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous) (Deane, 1956; Lainson et al., 1990) e 

marsupiais (Didelphis albiventris e Didelphis marsupiais) (Sherlock, 1996; Corredor 

et al.,1989).            

 Nas regiões rurais, periurbanas e urbanas, o cão doméstico (Canis familiaris) 

é o principal reservatório da infecção para o homem (Ramiro et al., 2003; Molano et 

al., 2003).  Segundo Caldas et al. (2001), os roedores constituem um dos grupos de 

animais sinantrópicos mais procurados pelos flebótomos, o que reforça a 

necessidade desses animais serem estudados como possíveis reservatórios de Le. 

chagasi. Um estudo em uma área endêmica de leishmaniose tegumentar e visceral 

mostrou que as espécies Rattus rattus e Thrichomys apereoides foram encontrados 

naturalmente infectados por espécies de Leishmania (Oliveira et al., 2005). 

Evidências epidemiológicas indicam roedores em geral, como possíveis 

reservatórios peridomésticos de Le. chagasi, constituindo um importante elo entre o 

ambiente silvestre e o domiciliar (Corredor  et al., 1989).    

 Além de roedores também têm sido encontrados naturalmente infectados 

gatos (Figueiredo et al., 2009), mas pouco se sabe sobre a importância 

epidemiológica destes animais como reservatórios da doença.   
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 Forattini, na década de 50, no estado de São Paulo, em área endêmica para 

LTA, capturou 928 animais, a maioria roedores, e encontrou paca (Cuniculus paca), 

cutia (Dasyprocta azarae) e rato-da-taquara (Kannabateomys amblyonyx) positivos 

ao exame parasitológico de pele e hemocultura. Guimarães et al. (1968) 

encontraram resultado semelhante quando pesquisaram a infecção natural por 

Leishmania em roedores, na floresta de Utinga, município de Belém, Pará. 

 O envolvimento de animais domésticos na epidemiologia da LTA já é 

conhecido desde o início do século (Falqueto et al., 1986; Brumpt & Pedroso, 1913). 

Entretanto, a discussão do papel do cão na epidemiologia da LTA é ainda 

controversa. Alguns autores consideram o cão apenas um hospedeiro acidental, 

assim como o homem (Lainson & Shaw, 1970). Outros acreditam no papel do cão 

como elo entre animais silvestres e homem no ciclo epidemiológico da doença 

(Coutinho et al., 1985; Pirmez et al., 1988). Falqueto et al. (1986) observaram no 

Espírito Santo nítida relação entre presença de cães infectados e surgimento de 

novos casos humanos da doença. Mas ainda, pouco se sabe sobre os aspectos 

clínicos, parasitológicos e imunológicos do curso da infecção pela Le. braziliensis em 

cães (Reithinger & Davies, 1999).       

 Em relação a LV, a cadeia epidemiológica inclui, numa área endêmica, a 

presença concomitante do vetor, do reservatório e do hospedeiro susceptível. 

Conforme supracitado, o hospedeiro doméstico (Canis familiaris) tem sido 

incriminado como o principal reservatório da LV para o homem em áreas próximas 

aos centros urbanos. O papel do cão na transmissão da doença no Brasil foi 

elucidado com os trabalhos de Deane & Deane (1954, 1955, 1956) em Sobral, 

Ceará, onde descreveram a leishmaniose visceral canina urbana e o papel definitivo 

do cão como reservatório doméstico. 

  

 3.5 Leishmaniose Tegumentar Americana  

 

O primeiro a identificar a enfermidade e a suspeitar do papel dos 

flebotomíneos como vetores foi Alexandre Cerqueira, em 1885, na Bahia. Em 1911, 

Gaspar Vianna, propôs a denominação de Le. braziliensis para o agente etiológico 

da leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasil (Viannia, 1912). 

 O sintoma característico da LTA é o aparecimento de pequena lesão 

eritemato-papulosa no local da picada do vetor, onde há a multiplicação de 
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protozoários. Posteriormente há a formação de um nódulo que dá origem a uma 

úlcera, formando a úlcera leishmaniótica clássica, de formato arredondado, com 

bordas elevadas e infiltradas (Deane & Deane, 1954). 

A LTA atinge o homem em qualquer idade, havendo prevalência do sexo 

masculino devido ao modo de vida, que oferece maior exposição ao contágio. Em 

algumas regiões do país, como São Paulo, intensas modificações do ambiente 

ocorreram devido à ação do homem, em sua atividade agrícola e pastoril, o que 

levou ao quase desaparecimento da leishmaniose tegumentar no final da década de 

40. Entretanto, a partir das décadas de 70 e 80 a leishmaniose reaparece, nestas 

regiões, com aumento significativo no número de casos e com o surgimento de 

novas áreas endêmicas. Com a eliminação de predadores e o deslocamento das 

comunidades nativas, certas espécies passam a invadir e colonizar novos hábitats. 

O quadro epidemiológico atual é representado por um complexo de espécies de 

Leishmania, animais reservatórios e insetos transmissores, compondo diferentes 

ciclos de transmissão (Negrão & Ferreira, 2009). 

A presença de Lu. whitmani, Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. fischeri em 

ambientes antrópicos tem sido observado no Estado de São Paulo, Minas Gerais, 

Rio de Janeiro e Espírito Santo (Teodoro et al., 1991). Lutzomyia whitmani e Lu. 

migonei são considerados importantes vetores de LTA encontrados no peridomicílio 

de regiões do sudeste (Gomes & Galati, 1989; Rocha et al., 2007) bem como região 

Nordeste (Brandão-Filho et al., 2011) e Centro-Oeste (Missawa et al., 2008). A 

espécie Lu. whitmani está entre os mais importantes vetores de LTA no Brasil 

(Rangel & Lainson, 2009). 

   

 3.6 Leishmaniose Visceral  

 

 A LV foi descrita primariamente na Grécia em 1835, quando então foi 

denominada “ponos” ou “hapoplinakon”. Em 1869, na Índia, recebeu o nome de 

“kala-jwar” ou Kala-azar, em virtude do discreto aumento da pigmentação da pele 

nos acometidos, sendo essa característica o tipo clássico da doença, denominada 

doença negra. A enfermidade ficou conhecida como uma doença de alta letalidade 

(Marzochi et al., 1981). William Leishman (1900) identificou um protozoário no baço 

de um soldado que faleceu na Índia, em decorrência de uma febre local conhecida 

como febre “Dum-dum” ou “Kala-azar. Donovan (1903) encontrou o mesmo parasito 
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em outro paciente, e Laveran & Mesnil (1903) descreveram o protozoário com o 

nome de Piroplasma donovani, uma vez que as observações de Leishman não 

foram publicadas. Leonard Rogers foi o primeiro a cultivar o parasito e observou 

formas flageladas nas culturas. Patton (1907) observou as formas leishmânias 

(amastigotas) em monócitos e as formas leptomonas (promastigotas) no intestino de 

insetos que se alimentavam em pacientes com calazar. Entretanto, a constatação da 

existência de um vetor e nomeado flebotomíneo só ocorreu em 1931. Em 1934, 

Penna relatou o primeiro caso de LV no Brasil quando foram observados cortes 

histológicos de fígado de pessoas que vieram a óbito com suspeita de febre 

amarela. Em 1955, Deane & Deane, publicaram um estudo clássico sobre a 

epidemiologia da doença no estado do Ceará, quando houve o primeiro surto da 

doença. 

 A LV é uma doença crônica grave, potencialmente fatal para o homem, cuja 

letalidade pode alcançar 10% quando não se institui o tratamento adequado (Gontijo 

& Melo, 2004). 

  No Brasil, a transmissão da LV se dá através da picada das fêmeas de Lu. 

longipalpis infectados pela espécie Le. (L.) chagasi. Entretanto, em 1998, Lu. cruzi 

foi considerada a espécie vetora de LV nos municípios de Ladário e Corumbá, (MS) 

(Santos et al., 1998; Elkhoury, 2005; Lainson & Rangel, 2005).  

 Alguns autores acreditam na transmissão entre cães através de 

ectoparasitos, sugerindo a capacidade vetorial de pulgas e carrapatos (Coutinho & 

Linardi, 2007; Paz et al., 2010). Outros autores sugerem que a transmissão possa 

ocorrer através de mordeduras, cópula ou transmissão vertical entre os cães, porém 

não existem evidências sobre a importância epidemiológica destes mecanismos de 

transmissão (SiLV et al., 2009). 

 A urbanização da LV no Brasil, após a década de 80, se deve, possivelmente, 

a uma mudança de comportamento do homem, ocorrida em função de modificações 

sócio-ambientais, como o desmatamento que reduziu a disponibilidade de animais 

para servir de fonte de alimentação para o vetor. Dessa forma, o cão e o homem se 

tornaram alternativas mais acessíveis. Outro fator é o processo migratório, que levou 

para a periferia das cidades populações humana e canina, oriundas de áreas rurais 

onde a doença era endêmica (Barata et al., 2005; Monteiro et al., 2005; Missawa & 

Dias, 2007). 
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 A leishmaniose visceral canina (LVC) é uma doença sistêmica grave, de 

evolução lenta e inicio insidioso.  Os sinais clínicos podem variar de cão para cão 

dependendo da resposta imunológica. Geralmente, os cães infectados apresentam 

um acentuado emagrecimento; por outro lado, algumas vezes, apresentam-se 

aparentemente normais, mas com alto grau de parasitismo na pele íntegra e 

vísceras (Deane & Deane, 1955).   

 Nicolle (1908) na Tunísia anunciou que havia conseguido infectar um cão 

jovem com o parasito da leishmaniose visceral infantil. O cão foi sacrificado 159 dias 

após o inóculo, apresentando numerosos parasitos na medula. Em seguida, foi 

realizado em Túnis um inquérito canino para verificar se a doença ocorria 

naturalmente entre estes animais. Foram examinados 145 cães através do exame 

de esfregaços da medula óssea, e encontrados três animais positivos, ficando assim 

evidenciado, o primeiro foco de leishmaniose visceral canino no mundo, fato este 

consolidado pelo encontro posterior de outros focos em outras regiões (Genaro, 

1993).           

 Classicamente, a LVC inicialmente é acompanhada por febre, descamação e 

eczema, especialmente, no espelho nasal e na orelha. Muitas vezes apresentam 

pêlo opaco, pequenas úlceras rasas localizadas, frequentemente ao nível das 

orelhas, focinho, cauda e articulações. Com a evolução da doença é comum ocorrer 

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

ceratoconjutivite, coriza, apatia, diarréia, hemorragia intestinal, edema das patas, 

vômito, além do aparecimento de áreas de hiperqueratose, especialmente na ponta 

do espelho nasal (Paz, 2010). Na fase final da infecção ocorre em geral, a paresia 

das patas posteriores, caquexia, inanição e morte (Deane & Deane, 1955; Brener, 

1957; Marzochi et al., 1985). Em função da variedade de sintomas, os animais 

podem ser classificados em assintomático (ausência de sinais e sintomas clínicos 

sugestivos de infecção por Leishmania), oligossintomático (com até três dos sinais 

clínicos característicos da infecção) e sintomático (mais de três sinais clínicos 

característicos da infecção) (Genaro, 1993).        

 Entretanto, para uma melhor classificação dos cães como oligossintomáticos 

ou sintomáticos é preciso haver a presença de um ou mais sinais patognomônicos 

da infecção, principalmente quando o animal se origina de regiões endêmicas 

estabelecidas. No entanto, é importante salientar, que diversos fatores podem estar 

associados, especialmente parasitos e desnutrição, modificando ou mascarando o 
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quadro clínico da LVC, principalmente em zonas rurais (Brener,1957).  

 O papel do cão como reservatório tem sido objeto de estudo de muitos 

pesquisadores e conforme já descrito por Deane (1956), representa um importante 

elo de transmissão da leishmaniose visceral, sendo, em meio urbano, o principal 

reservatório do agente etiológico (Monteiro et al., 2005; Dantas-Torres, 2007). 

Dentre as razões podem ser citadas a proximidade com o homem, é fácil fonte de 

repasto para o vetor, atraindo-o para perto do homem e a persistência desse 

parasitismo cutâneo depois do desaparecimento das leishmanias nas vísceras 

(Deane, 1956).  Os cães infectados, mesmo assintomáticos, são fonte de infecção 

para os flebotomíneos e, conseqüentemente, têm papel ativo na transmissão de 

Leishmania (Michalsky et al., 2007).       

 Do ponto de vista epidemiológico, a LVC é considerada, no Brasil, mais 

importante do que a doença humana. Normalmente antecede o acometimento de 

casos humanos (Madeira et al., 2004; Nunes et al., 2010), sendo a infecção nos 

cães mais prevalente que nos humanos (Deane & Deane, 1955; Marzochi & 

Marzochi, 1994; Galimbertti et al., 1999). Estudos destacam o cão no ciclo de 

transmissão da LV para o homem associados a altas taxas de soropositividade 

canina e presença de LV humana, numa determinada área (Deane & Deane, 1955; 

Dye et al., 1992).          

 A LVC vem aumentando sua prevalência no Brasil, não só em número de 

casos, mas também na dispersão geográfica. A alta prevalência de infecção canina 

em áreas endêmicas, a estreita convivência entre humanos e cães e a mesma 

identidade dos parasitos isolados de casos humanos e caninos, reforçam a 

participação destes animais como reservatórios da infecção (Oliveira et al., 2001; 

Silva et al., 2001).            

 O diagnóstico da LVC compreende a associação entre dados clínicos, 

laboratoriais e epidemiológicos. Os testes laboratoriais são utilizados para evidenciar 

o parasita ou para detectar componentes da resposta imune, como anticorpos 

específicos ou reações de tipo celular. Os testes disponíveis incluem os métodos 

parasitológicos, sorológicos, imunocromatográficos, imunohistoquímicos e 

moleculares. Para o diagnóstico parasitológico de cães, obtêm-se espécimes 

clínicos a partir de aspirado de medula óssea, de baço, de fígado, de linfonodos, e 

em alguns casos, biópsias de pele íntegra. Entre os métodos sorológicos mais 

utilizados estão a reação de imunofluorescência indireta (RIFI) e ensaio 
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imunoenzimático (ELISA), muito utilizados em estudos epidemiológicos e inquéritos 

para medidas de controle da LV, devido a possibilidade de utilizar amostras de 

sangue em papel, algo que facilita a coleta e baixa o custo (Nunes et al., 2001; 

Almeida et al., 2005). Um dos problemas desses métodos é a baixa sensibilidade, o 

que leva a taxas de infecções subestimadas e consequentemente permitindo a 

manutenção de animais infectados em área endêmica (De Paula et al., 2003; 

Porrozzi et al., 2007).         

  Novos métodos têm sido testados utilizando antígenos recombinantes de Le. 

chagasi (k9, k26 e k39) para o diagnóstico de leishmaniose visceral humana (el 

Hassan et al., 1998) e canina (Rosati et al., 2003). O desempenho da sensibilidade e 

especificidade destes testes têm se mostrado mais elevada em relação aos testes 

sorológicos convencionais. Dessa forma, o Instituto de Biotecnológicos da Fiocruz 

(Biomanguinhos) vem desenvolvendo testes imunocromatográficos voltados para o 

diagnóstico da LVC. Inicialmente, foi desenvolvido o teste denominado “lateral flow” 

(LF), mas sua tecnologia tem sido substituída pela técnica de imunocromatografia 

rápida de duplo percurso TR DPP (Schubach, 2012), atualmente preconizada pelo 

Ministério da Saúde como técnica de triagem para diagnóstico de LVC. Em 2011 

foram realizados trabalhos de validação desta técnica para diagnóstico da LVC 

(Schubach, 2012; Queiroz-Júnior, 2011).      

 Dual Path Platform (DPP®) é uma inovadora tecnologia de imunoensaio 

cromatográfico para testes de diagnóstico rápido, que foi desenvolvido pela empresa 

norte americana Chembio® e a empresa nacional Bio-Manguinhos®, Rio de Janeiro, 

Brasil (Queiroz-Júnior, 2011).        

 O DPP® é o único disponível no mercado atual que oferece resultado em 15 

minutos. É de fácil manipulação, pois não necessita de pessoa especializada para a 

sua execução e pode ser realizado em campo, desonerando, desta forma, o 

laboratório. Possui uma tecnologia de alta sensibilidade, o que agrega precisão ao 

diagnóstico da LVC em sangue soro, plasma ou sangue total.    

 O teste DPP® utiliza a proteína recombinante K39 (rK39) como antígeno, uma 

sequência de 39 aminoácidos clonada da região quinase específica de Le. chagasi 

que tem sido largamente avaliada no diagnóstico da LVC (Burns-Júnior et al., 1993). 

Já o ensaio imunoenzimático (ELISA) é bastante útil para análises de laboratório, 

possibilitando a análise de grande quantidade de amostras em pouco tempo (Maia & 

Campino, 2008), sendo, por isso, um teste mais rápido e de fácil execução 
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(Camargo & Langoni, 2006) quando comparado à RIFI. A técnica de ELISA permite 

detectar baixos títulos de anticorpos e é acurado na identificação de casos 

assintomáticos (Cândido et al., 2008).       

 Em 2012, foi preconizado pelo Ministério da Saúde (MS) o uso do DPP® 

como método de triagem e do ELISA para confirmação do diagnóstico de 

leishmaniose visceral canina.  

  

 3.7 Influência dos fatores climáticos sobre as populações de f
 lebotomíneos 

 

A densidade populacional é passível de grande interferência pela variação 

das estações do ano (Oliveira et al., 2003). Os locais de abrigo e criadouro dos 

flebotomíneos sofrem uma pequena variação na temperatura e umidade, 

característica esta que favorece a presença dos mesmos e pode alterar a dinâmica 

das populações destes insetos (Dias et al., 2007). Geralmente, estes locais 

correspondem aqueles onde as fêmeas encontram os hospedeiros vertebrados e 

realizam seu repasto sanguíneo (Basimike et al., 1991; Comer & Brown, 1993). 

 Em áreas tropicais, a densidade populacional de flebotomíneos aumenta 

durante ou após períodos chuvosos, pois é a alta umidade resultante das primeiras 

chuvas que proporciona a eclosão dos adultos, também há maior atividade destes 

insetos fora de seus abrigos nesse período (Almeida et al., 2010). Em contrapartida, 

é comum haver uma redução populacional durante longos períodos secos (Tesh, 

1988), o que configura um complexo dependente de fatores bióticos, físicos e 

ambientais (Lewis, 1974).        

 Barata et al. (2004) mostraram a interferência de fatores climáticos sobre a 

população de flebotomíneos na cidade de Porteirinha (MG). Observaram uma 

correlação significativa entre o número de flebotomíneos capturados e a umidade e 

pluviosidade. Outros autores observaram que há um aumento na densidade desses 

insetos após o período de chuvas (Missawa & Dias, 2007; Dias et al., 2007; 

Michalsky et al., 2009).         

 Segundo Dias-Lima et al. (2003), os flebotomíneos apresentam uma nítida 

variação sazonal, sendo que as chuvas em níveis moderados, a temperatura, 

insolação e evaporação mais baixos e a umidade alta, favorecem o aumento da 

densidade de flebotomíneos. Corroborando com esses resultados, em Sobral, 



 
 

35 
 

Ceará, os flebotomíneos apresentaram uma distribuição sazonal associada aos 

índices pluviométricos e de umidade, com aumento de densidade no período 

chuvoso (Macedo et al., 2008). Em estudo realizado em uma floresta primária no 

Paraná, a temperatura média mensal, a pluviosidade e a temperatura nas noites de 

coleta influenciaram significativamente no número de determinadas espécies 

capturadas e em relação ao sexo dos flebotomíneos. Entretanto, a altitude não 

influenciou da mesma maneira (Marcondes et al., 2001).    

 O estudo da variação sazonal da fauna flebotomínica se faz necessário para 

melhor compreensão da biologia do vetor e sua importância epidemiológica, da 

relação entre a espécie e seu hábitat, visando estabelecer medidas de controle da 

leishmaniose que possam diminuir a densidade de flebotomíneos em determinados 

locais (Macedo et al., 2008). 

 

 3.8 Epidemiologia e controle das leishmanioses 

 

 As leishmanioses manifestam-se nas populações tropicais e subtropicais da 

América Latina de forma endêmica. Os surtos são decorrentes de resposta imune 

precária por parte dos hospedeiros (Grimaldi & Tesh, 1993) ou de situações eco-

epidemiológicas que favoreçam o aumento da quantidade de vetores infectados 

(Tesh & Papaevangelou, 1977).        

 As leishmanioses têm ampla distribuição nos cinco continentes e são 

consideradas endêmicas em 88 países, porém a notificação é obrigatória somente 

em 32 países (WHO, 2010). Colômbia, Bolívia, Equador, Peru, Venezuela e Brasil 

apresentam prevalência mais elevada (Aguillar et al., 1998; Davies et al., 2000). Nas 

Américas, a LV ocorre desde o México até a Argentina, sendo 90% dos casos 

humanos descritos procedentes do Brasil, sendo que 24 de suas 27 Unidades 

Federativas apresentaram casos humanos e ainda não existe estratégia eficiente de 

controle (Queiroz et al., 2012; Quaresma, 2011).      

 Na década de 90, aproximadamente 90% dos casos notificados de LV 

ocorreram na Região Nordeste. À medida que a doença se expandiu para as outras 

regiões e atingiu áreas urbanas e periurbanas, esta situação se modificou e, no 

período de 2000 a 2002, a Região Nordeste apresentou uma redução para 77% dos 

casos do país (Brasil 2006a). A proporção dos casos confirmados de LV no país 
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aumentou nas regiões Sudeste, Centro-Oeste e Norte. A região Sul, embora com 

aumento, mantém um número pequeno de casos autóctones (Brasil, 2010).  Surtos 

epidêmicos de LTA têm ocorrido nas regiões Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste, 

Norte e, mais recentemente, na região Sul. Nos últimos anos, o Ministério da Saúde 

registrou média anual de 35 mil novos casos de LTA no país (Brasil, 2007). 

 Durante muitos anos, o impacto das leishmanioses na saúde pública foi 

subestimado. Atualmente há uma incidência de 2 milhões de casos por ano (1,5 

milhões da forma tegumentar e 500 mil de forma visceral), com uma estimativa de 14 

milhões de pessoas infectadas (WHO, 2010).      

 O tratamento de primeira escolha para todas as formas da doença se faz 

através de antimoniais pentavalentes, de forma sistêmica. Entretanto, é importante 

se conhecer a epidemiologia do local em relação à suscetibilidade do parasito às 

diferentes drogas, o entendimento da farmacocinética do medicamento, assim como 

uma criteriosa avaliação clínica do paciente, levando em consideração 

características imunológicas e aspectos socioeconômicos. Estes aspectos são 

fundamentais na escolha da terapia e, conseqüentemente, no sucesso da mesma 

(Tuon et al., 2008).          

 A eliminação do parasito no homem em estágios iniciais de instalação reduz a 

letalidade apesar de não diminuir a incidência da doença (Monteiro et al., 1994). A 

epidemia devastadora do Sudão, onde populações deslocadas pela guerra civil 

tinham pouco acesso à medicação para LV (Seaman et al., 1996), deixou claro que 

a ampla distribuição gratuita do tratamento específico é crucial para a prevenção da 

morte, particularmente entre os mais pobres, contingente que constitui a maioria das 

vítimas de LV.          

 No Brasil, até a década de 80, a LV apresentava um caráter eminentemente 

rural ou silvestre, mas atualmente a doença vem se expandindo alterando seu perfil 

epidemiológico, atingindo regiões urbanizadas (Gontijo & Melo, 2004; Maia-Elkhoury 

et al., 2008). Isso é comprovado pela ocorrência de casos da doença em cidades de 

grande e médio porte como Araçatuba (SP), Corumbá (MT), Campo Grande (MS), 

Palmas (TO), Rio de Janeiro (RJ), Belo Horizonte (MG) (Brasil, 2006). Fortaleza (CE) 

apresentou grande número de casos em 2009 (309), contribuindo com a elevada 

letalidade da LV no estado (5,6% em 2008 e 5% em 2009) (Ceará, 2009; Ceará, 

2011). Também nos últimos anos foram relatados casos de LV no Paraná (Thomaz- 

Soccol et al., 2009) e no Rio Grande do Sul, áreas  consideradas  até então livres da 
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doença (Krauspenhar et al., 2007; Ministério da Saúde, 2010).    

 A importância do cão como reservatório da Le. chagasi é por apresentaR 

intenso parasitismo cutâneo e ser potencialmente capaz de transmitir o parasita ao 

vetor mesmo quando se apresenta assintomático, por isso, constitui-se elo 

fundamental da transmissão da LV. (Madeira et al., 2004; Nunes et al., 2010). 

 O controle da LV no Brasil tem sido baseado em uma tríade de ações 

recomendado pela OMS associado à uma rigorosa vigilância epidemiológica, a 

saber: tratamento dos casos humanos;  eliminação dos reservatórios domésticos 

(cães soropositivos) e combate ao vetor para reduzir a sua densidade populacional, 

utilizando-se inseticidas residuais aspergidos no domicílio e peridomicílio. Porém, 

estas medidas, aplicadas isoladamente, não se mostram efetivas para a redução da 

incidência da doença (Brasil, 2003).       

 O Ministério da Saúde em parceria com o Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento publicaram em 11 de julho de 2008 a Portaria Interministerial n° 1426 

que "proíbe o tratamento de leishmaniose visceral canina com produtos de uso 

humano ou não registrados no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento" 

(Brasil, 2008; Brasil, 2009). Considerando isso, a vacina surge como uma alternativa 

para o controle (Gontijo & Melo, 2004). Atualmente existem algumas vacinas no 

mercado, uma utilizando o antígeno protéico A2; outra o antígeno glicoproteico FML 

(ligante de manose-fucose), mas ensaios clínicos e epidemiológicos ainda são 

necessários para provar a sua eficácia (Oliveira et al., 2008).    

 Apesar de os cães portadores de Leishmania serem considerados, de uma 

forma geral, fonte de infecção para os flebotomíneos, e grandes responsáveis pela 

persistência da LV em diversas regiões (Abranches et al., 1991), esta questão ainda 

necessita de maiores estudos. O impacto da remoção de cães infectados, durante 

campanhas de controle, na redução de casos humanos é controverso e tem sido 

questionado por vários autores (Dietze et al., 1997). No Brasil, no município de 

Caratinga, Vale do Rio Doce (MG), uma ação controlada envolvendo o sacrifício de 

todos os cães soropositivos, culminou com o controle da LV, após 10 anos de 

intensivos trabalhos, além da rigorosa manutenção da vigilância epidemiológica 

(Magalhães et al., 1980). Um resultado semelhante foi observado na Ásia e Europa 

com o decréscimo da incidência de LV, após a eliminação de cães infectados 

domiciliados nas áreas endêmicas (Ashford, 1996). Já Ashford et al. (1998), em 

trabalho na Bahia, relataram que eliminar cães positivos é insuficiente para o 
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controle da LVC, mas a força da infecção entre cães pode diminuir, bem como, a 

incidência de LVH, com esta estratégia. A transmissão continuada pode estar 

relacionada com a baixa aceitação da eutanásia dos cães pelos proprietários e o 

tempo que leva para remoção de cães sorologicamente positivos e pela viragem 

sorológica dos mesmos (Ashford et al., 1998; Romero & Boelaert, 2010).  

 Teodoro et al. (2003) mostraram  que, tanto a desinsetização quanto a 

reorganização do ambiente contribuem significativamente para reduzir a densidade 

de flebotomíneos no domicílio e peridomicílio. Assim, a limpeza de matéria orgânica 

acumulada no solo, representada por frutos e folhas em decomposição, corte de 

algumas árvores ao lado da residência do morador e a drenagem do solo com 

elevada umidade constituem medidas complementares que podem auxiliar no 

controle destes insetos. Tem sido demonstrado que nas áreas com solos úmidos e 

acúmulo de matéria orgânica de origem animal e vegetal há condições para a 

formação de criadouros e para a concentração de flebotomíneos no ambiente 

peridomiciliar ( Forattini, 1953).            

 Apesar do grande esforço realizado na execução das medidas tradicionais de 

controle, não é possível a erradicação da doença. Estas ações sistematizadas 

apresentam resultados satisfatórios se mantidas durante longos períodos de tempo, 

e mesmo assim, é freqüente a reativação dos focos. Além disso, outras variáveis 

não estão sendo consideradas no processo de transmissão do parasita e 

consequentemente, no planejamento das ações de controle das leishmanioses. 

 A complexidade do controle é mais evidente quando consideramos que 

existem lacunas no conhecimento sobre cada aspecto estudado, incluindo a 

distribuição geográfica do parasito, insetos vetores, fontes de infecção, fatores 

históricos e socioeconômicos, integração dos serviços de saúde, técnicas utilizadas 

para o diagnóstico, tratamento e imunoprofilaxia (França-Silva,1997). Desta forma, 

as características peculiares de cada elemento da cadeia de transmissão aliadas à 

variedade de situações epidemiológicas, têm mostrado que estratégias de controle 

devem ser flexíveis e designadas, especialmente, para cada área endêmica 

(Marzochi,1992). Claramente, o conhecimento da história natural da doença forma 

uma base essencial para o controle das leishmanioses. Entretanto, o planejamento 

deve ser refinado, fornecendo informação quantitativa básica sobre a prevalência, a 

incidência e o índice de reprodução basal da doença (Dye et al.,1992). 
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3.9 Geoprocessamento - distribuição de doenças parasitárias 

            

 A utilização de mapas relacionando-os com a distribuição geográfica de 

doenças têm início em um passado remoto. Hipócrates há 480 a.C no seu livro “Dos 

ares, dos mares e dos lugares” destacou a importância do modo de vida dos 

indivíduos, analisou a influência dos ventos, água, solo e localização das cidades em 

relação ao sol, na ocorrência de doenças (Medronho, 1995; Costa & Teixeira, 1999). 

Dr John Snow, em 1854, conseguiu controlar a epidemia de cólera em Londres, sem 

utilizar nenhum recurso tecnológico e tendo o espaço como a principal variável ao 

estudar a epidemiologia da doença.       

 Com o avanço tecnológico, a cartografia passa a ser dinâmica, a coleta de 

informações sobre distribuição geográfica deixa de ser analisada somente com 

documentos e mapas de papel, hoje ela conta com a ajuda de computadores, o que 

é promissor para setores de saúde pública.     

 Neste quadro de evolução da ciência geográfica, o geoprocessamento é uma 

tecnologia de grande significado para as pesquisas na área da saúde. Tal técnica 

pode ser destrinchada nos seguintes ramos: análise dos padrões de distribuição 

espacial e temporal das doenças; mapeamento das doenças; ecologia das doenças; 

e aplicação de conceitos geográficos ao planejamento para a localização e 

administração de serviços de saúde.       

 O geoprocessamento é um termo amplo, que envolve um conjunto de 

técnicas de coleta, tratamento de imagens e exibição de informações 

georreferenciadas que permitem identificar variáveis relacionadas às estruturas 

sociais, econômicas e ambientais que podem oferecer risco à saúde (Medronho & 

Perez, 2002; Barcellos & Bastos, 1996). Dentre essas tecnologias, se destacam: o 

sensoriamento remoto, a digitalização de dados, a automação de tarefas 

cartográficas, a utilização de Sistemas de Posicionamento Global – GPS, os 

Sistemas de Informações Geográficas – SIG e a utilização de modelos matemáticos 

inseridos na estatística espacial (Kitron, 1998; Umunbo et al., 2002; Margonari et al., 

2006).            

 O conhecimento da variação espacial e temporal da incidência das doenças 

que ocorrem simultaneamente com situações ambientais especificadas é importante 

para o planejamento de ações de prevenção e controle das mesmas, mesmo não 
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sendo possível inferir diretamente fatores causais do ponto de vista etiológico 

(Margonari et al., 2006 ).        

 Estudos revelam o potencial do geoprocessamento como importante 

ferramenta para análise epidemiológica, visando o planejamento de ações 

específicas para o controle de doenças (Godoy et al., 2007).   

 Essa tecnologia permite aos pesquisadores o mapeamento de vetores e 

análises de fatores ambientais que afetam a distribuição espacial e temporal dos 

insetos. Estudos utilizando técnicas de geoprocessamento, foram realizados com 

mosca Tsé-tsé, Glossina spp. (Rogers, 1991), Aedes (Medronho 1995, Gleiser et al. 

1997), Anopheles gambiae (Thomson et al. 1997), Phlebotomus papatasi (Cross et 

al. 1996), todos eles artrópodes de importância médica. Essas técnicas também têm 

sido utilizadas para monitorar doenças como malária, tripanossomíases e 

leishmanioses (Elnaiem et al., 2003; Thomson & Connor, 2000; Umunbo et al., 

2002). No caso desta última, o geoprocessamento tem sido utilizado por vários 

pesquisadores.         

 Werneck & Maguire (2002) utilizaram análises espaciais ao estudar 

determinantes ambientais e sócio-econômicas da incidência de LV na cidade de 

Teresina, PI. Kawa & Sabroza (2002), em estudo no Rio de Janeiro, também 

utilizaram ferramentas espaciais e observaram que o movimento urbano favoreceu a 

intensificação da endemia em focos bem definidos, onde o processo de trabalho 

possibilitou maior contato entre indivíduos susceptíveis e vetores. Esta mesma 

abordagem mostrou a rota de dispersão da LV, bem como os fatores a ela 

relacionados em Mato Grosso (Antonialli et al., 2007). França-Silva (2003), 

semelhantemente, utilizando ferramentas de análise espacial e temporal em 

Porteirinha (MG) encontrou um “cluster” bem definido de casos caninos coincidentes 

com casos humanos e percebeu que a maior parte dos casos humanos ocorreu nos 

sopés dos morros.           

 No Sudão, a partir de resultados de estudos que utilizaram técnicas de 

geoprocessamento relacionando LV, fatores ecológicos e pluviométricos, criaram um 

mapa de risco de se adquirir LV no país (Thomson et al., 1999; Elnaiem et al., 2003). 

Semelhantemente, no Brasil, Peterson & Shaw (2003) demonstraram a distribuição 

dos principais vetores de LTA em seu cenário geográfico e climático em um raio de 

30 anos.            

  A partir de dados coletados pela Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) em 
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2002, foram realizadas análises de distribuição espaço-temporal da LTA no Brasil, 

através de técnicas de geoprocessamento e estatística. Oliveira et al. (2001) 

estudaram a distribuição espacial da LV em Belo Horizonte após o 

georreferenciamento de 11.048 cães positivos e 158 casos humanos no período 

entre 1994 e 1997. Ainda em Minas Gerais, Margonari et al. (2006) estudaram a 

epidemiologia da LV em Belo Horizonte, através da análise espacial no período de 

abril de 2001 a março de 2002. Observaram que 84% dos casos de leishmaniose 

humana se relacionam com casos caninos. Prado (2011) descreveu a distribuição 

espacial da LV humana e canina na área urbana do município de Montes Claros, no 

período de 2007 a 2009. Através de mapa de Kernel verificou-se a relação de casos 

humanos e caninos no período estudado. Estudo semelhante foi realizado, utilizando 

análise espacial, em Araçatuba, estado de São Paulo, entre 1998-1999. Os autores 

observaram que a transmissão da LV não foi homogênea no município: a 

transmissão humana ocorreu nas áreas com maiores taxas de prevalência canina 

(Camargos-Neves et al., 2001).  .     

 Estudos epidemiológicos associados a fatores bioclimáticos vêm contribuindo 

para o monitoramento e identificação das prioridades e formas efetivas de utilização 

de tecnologias e conhecimento científico para a prevenção das doenças tropicais. 

Dessa forma, métodos geocomputacionais demonstram extrema relevância para 

análise de um grande volume de dados de saúde coletados (Margonari et al., 2006).
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4 MÉTODOS 

4.1 Área de estudo 

 O estudo foi realizado no município de Jaboticatubas, Serra do Cipó, Minas 

Gerais, que está localizado a 63 km de Belo Horizonte, na Cadeia do Espinhaço e 

apresenta uma população de 17.134 habitantes, com uma densidade demográfica 

de 15,37 hab/km2 (IBGE, 2010) (Figura 1). O Parque Nacional da Serra do Cipó 

possui uma área aproximadamente de 33.800 ha em um perímetro de 154 km, 

enquanto Jaboticatubas apresenta uma área de 1.114 km2. Além de Jaboticatubas, 

também circundam o Parque os municípios de Santana do Riacho, Morro do Pilar, 

Itambé do Mato Dentro. Segundo Curi (2006), a presença de habitações humanas e 

animais domésticos dentro do Parque é resultado da situação fundiária, somente 

57% da área do total do Parque está regularizada.     

 O clima da Serra do Cipó é do tipo tropical de altitude com verões frescos e 

estação seca bem definida. As temperaturas médias anuais ficam em torno de 21, 2º 

C e apresenta precipitação média anual de 1.622 mm (IBAMA, 2006a). É uma região 

montanhosa, possui estrutura rochosa de natureza quartzítica e alguns afloramentos 

de calcário. O solo é predominantemente raso e arenoso permitindo o crescimento 

de formações vegetais como campos rupestres, matas ciliares e cerrado (Eterovick 

& Fernandes, 2001). A fauna da região é bastante rica, com alto grau de 

endemismo, destacando-se insetos e anfíbios, porém ainda é pouco conhecida 

(IBAMA, 2006b).          

 Os critérios de inclusão para exposição das armadilhas foram residências 

com ocorrência de casos humanos de LV ou LTA e residências que possuíam 

condições favoráveis para a presença do vetor. Com isso foram selecionadas 10 

casas, localizadas em oito bairros do município de Jaboticatubas: Sagrada Família, 

São Tarcísio, Bom Jesus, Bosque dos Coqueiros, Santo Antônio, São Sebastião, 

Balneário Maré Mansa e Canto da Siriema (Figura 2). As capturas entomológicas 

foram realizadas no período de maio de 2012 a abril de 2013. 

 

 

   

  Figura 1: Município de Jaboticatubas, Minas Gerais. Fonte: Google 
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Figura 2: Distribuição espacial dos pontos de captura entomológicos na cidade de 
Jaboticatubas/MG (A- Sagrada família; B- São Tarcisio; C- Bom Jesus; D- Bosque 
dos Coqueiros; E- Bom Jesus; F- Santo Antônio; G-Balneário Maré Mansa; H-Santo 
Antônio; I-São Sebastião; J-Canto da Siriema). Créditos: Ailton Costa. 

 

4.2 Estudo da fauna de flebotomíneos 

 

As capturas entomológicas foram realizadas no peridomicílio com armadilhas 

luminosas do tipo HP (Pugedo et al., 2005) durante três noites consecutivas por 

mês, pelo período de um ano, correspondendo a maio de 2012 a abril de 2013. As 

armadilhas foram colocadas em locais sombreados, próximos a galinheiros e a 

outros animais domésticos (Figura 3). Os moradores dessas residências estavam de 

acordo com a pesquisa e assinaram o TCLE (Termo de Consentimento Livre 

Esclarecido), conforme Anexo 1.        

 Os machos foram acondicionados em tubos de hemólise contendo álcool 

70%, preparados e montados entre lâminas e lamínulas, enquanto as fêmeas foram 

acondicionadas em “eppendorfs” de 1,5 ml contendo dimetil-sulfóxido (DMSO) a 6%, 

para posterior estudo de infecção natural.       

 A cabeça e os três últimos segmentos das fêmeas foram dissecados e 

montados entre lâminas e lamínulas para identificação taxonômica e o restante do 

corpo do inseto foi utilizado para extração de DNA (item 4.4.1).  

 Utilizou-se líquido de Berlese para montagem de machos e fêmeas de acordo 
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com a técnica de Langeron (1949) modificada (Tabela 1). Neste estudo, as fêmeas 

não passaram pelo processo de clarrificação como os machos, uma vez que foram 

armazenadas com DMSO a 6%.        

 A identificação dos exemplares foi realizada de acordo com a classificação 

proposta por Young e Duncan (1994) e comparações com exemplares de referência 

depositados na Coleção do Laboratório de Leishmanioses/ CPqRR.  

 Parte do material não nos permitiu chegar à espécie, devido a não integridade 

de alguns exemplares, sendo então identificados apenas no âmbito genérico.   

 

Figura 3: Exemplos dos ecótopos peridomiciliares onde foram expostas armadilhas 
entomológicas, no município de Jaboticatubas, Minas Gerais. Créditos: Rosana S. 
Lana. 

 
Tabela 1: Protocolo de preparação de flebotomíneos para montagem, segundo 
normas preconizadas pelo Laboratório de Leishmanioses do Centro de Pesquisas 
René Rachou (Langeron, 1949). 

 

  

 

 

Flebotomíneos (machos) 
Potassa 10% 3 h 
Ácido acético 10% 20 min 
Água destilada 15 min 
Água destilada 15 min 
Água destilada 15 min 
Lactofenol 24 h 
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 4.3 Dados climáticos 

 

 Para verificar a influência do clima sobre a densidade de flebotomíneos no 

município, foram utilizados os dados climáticos de temperatura (C), umidade 

relativa do ar (%) e pluviosidade (mm3) referentes ao período de maio de 2012 a 

abril de 2013. As variáveis climáticas foram obtidas junto ao Instituto Nacional de 

Meteorologia (INMET).          

 Foi verificada a oscilação das variáveis climáticas ao longo do ano através do 

cálculo da média, desvio padrão e coeficiente de variação (SDx100/média). Foram 

considerados os valores das médias mensais para cada uma delas. 

 

4.4 Estudo da Infecção natural dos flebotomíneos 

 

As fêmeas que foram acondicionadas em tubos contendo DMSO a 6% e 

congeladas a - 20º C, posteriormente foram dissecadas para montagem de “pools” 

com segmentos do abdômen (conforme supracitado). Cada “pool” foi formado por 

exemplares da mesma espécie, capturados na mesma residência e no mesmo mês. 

 

 4.4.1 Extração de DNA total das fêmeas de flebotomíneos  
 capturadas 

 

As fêmeas, depois de dissecadas e identificadas, foram agrupadas em “pools” 

de no máximo 10 indivíduos para extração de DNA total. Esta foi realizada através 

de kit de extração de tecido e células (GE HealthCare)  e os DNAs extraídos foram 

armazenados a - 20º C até a realização de amplificação pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR). 

 

 4.4.2 Detecção da taxa de infecção natural dos flebotomíneos  por 
Leishmania spp.  
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As amostras de DNA extraídas dos “pools” de flebotomíneos foram analisadas 

através da técnica “Nested PCR” (LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA (pequena 

subunidade ribossomal RNA) de Leishmania, que amplifica um fragmento 

conservado em todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 

2002, 2006). 

Inicialmente foi realizada a amplificação de um fragmento de 

aproximadamente 603pb, utilizando-se os iniciadores R1 (5´ GGT TCC TTT CCT 

GAT TTA CG 3´) e R2 (5´ GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG  3´), seguida de 

amplificação de um fragmento de aproximadamente 353pb, a partir do produto 

amplificado da primeira reação, utilizando-se os iniciadores R3 (5´ TCC CAT CGC 

AAC CTC GGT T 3´) e R4 (5´ AAA GCG GGC GCG GTG CTG 3´), como mostrado 

na Figura 4. 

 

 

Figura 4: Desenho esquemático do resultado da LnPCR destinada a amplificar um 
fragmento do gene SSUrRNA de Leishmania. 

 

A primeira reação foi preparada para um volume final de 25 μl contendo 10μl 

de DNA da amostra a ser testada. Em tubos contendo 1 ml de H2O foram diluídos 25 

μl de produto da primeira reação, para serem utilizados como molde na segunda 

PCR. Esta foi preparada para um volume final de 25 μl contendo 10μl do produto 

3’ 5’

3’ 5’ 

Fragmento do gene SSUrRNA de 603 pb, amplificado pela PCR utilizando 
os iniciadores R1 e R2 (1a reação) 

Fragmento do gene SSUrRNA de 353 pb, amplificado pela PCR utilizando 
os iniciadores R3 e R4 (2a reação) 

 

R1 R2 

R3 R4 
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amplificado diluído. As duas reações foram preparadas utilizando o kit PCR Beads 

(GE Healthcare). 

A amplificação foi processada em termociclador automático, da seguinte 

forma: desnaturação inicial a 94ºC por cinco minutos, seguida de 30 ciclos de 

desnaturação a 94ºC por 30 segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos e 

extensão a 72ºC por 30 segundos, para a primeira reação. Na segunda reação a 

temperatura de anelamento foi elevada para 65ºC, mantendo-se as outras 

condições.  A etapa de extensão final foi realizada a 72ºC por cinco minutos, para 

ambas as reações.  

Em todas as reações utilizou-se 20 ng de DNA extraído de cultura de Le. 

chagasi = Le. infantum, como controle positivo. Como controle negativo (sem DNA) a 

amostra de DNA foi substituída por volume equivalente de H2O destilada estéril.  

   

 4.4.3 Análise dos produtos amplificados pela PCR  

 

Os produtos amplificados na etapa anterior foram analisados através de 

eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio e examinado em 

exposição à luz ultravioleta (UV) (Sambrook, 1989). 

 

 4.4.4 Sequenciamento SSUrRNA para determinação da   
 espécie de Leishmania 

 

Para a identificação das espécies de Leishmania presentes no vetor foi 

realizado o seqüenciamento do produto de aproximadamente 353pb, amplificado na 

segunda reação da LnPCR. Para isso, todas as bandas correspondentes, com 

intensidade considerável, foram extraídas do gel e purificadas utilizando o kit 

comercial QIAquick PCR Purification (QIAGEN), de acordo com as especificações do 

fabricante. O produto purificado foi eluído em 20 μl de H2O destilada estéril e 

utilizado como molde para amplificação anterior ao processo de seqüenciamento.

 A reação de PCR para o sequenciamento foi preparada para um volume final 

de 10 μl, formados por 4 μl do PREMIX (BigDye® Terminator v3.1 Cycle), 1 μl do 

iniciador R3 e R4 na concentração de 3,2 pmol e 5 μl do produto purificado na etapa 
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anterior. A mistura foi amplificada em um termociclador Eppendorf Master Cycler 

Gradient ® com o seguinte programa: 94ºC por três minutos, seguido de 25 ciclos de 

96ºC por um segundo, 65ºC por 5 segundos  e 60ºC por quatro minutos. O 

seqüenciamento propriamente dito foi realizado, posteriormente, em seqüenciador 

automatizado Megabace.          

 A análise bioinformática (edição e alinhamento) das seqüências obtidas foi 

realizada utilizando-se o programa computacional BIOEDIT. As sequências editadas 

foram alinhadas com sequências depositadas no GenBank para Leishmania 

braziliensis, Leishmania amazonensis e  Leishmania chagasi.  

 

 4.4.5 Cálculo da taxa mínima de infecção natural 

  

 Por estarem acondicionados em “pools”, a taxa mínima de infecção natural 

(TMI) para a espécie de flebotomíneo foi calculada pela seguinte fórmula (Paiva et 

al., 2006): 

TMI = N° de “pools” positivos de cada espécie x 100 

N° total de indivíduos da espécie          

 

 4.5 Inquérito canino censitário 

 

 4.5.1 Coleta de amostras de sangue 

 

Foram avaliados todos os cães domiciliados pertencentes à área urbana de 

Jaboticatubas para levantamento da infecção canina do município. Foram visitadas 

todas as casas do município e aquelas que estavam fechadas, foram novamente 

visitadas em um segundo momento na tentativa de encontrar o cão para coleta de 

sangue. Se em duas tentativas ainda não se encontrasse o morador, a casa era 

descartada do inquérito.         

 Os cães foram submetidos a exames clínicos para coleta de amostras de 

sangue por veterinários da Universidade Federal de Minas Gerais e da Secretaria 

Municipal de Saúde de Jaboticatubas. O sangue foi obtido através de coleta de 
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sangue da veia radial do cão. Cada amostra foi devidamente identificada, e junto 

com ela foi preenchida uma ficha clínico-epidemiológica com informações referentes 

ao estado clínico do animal e os seguintes dados: proprietário, endereço, nome do 

cão, código da amostra, sexo, raça, idade, tamanho do pêlo, porte e se foi vacinado 

contra raiva (Anexo 2).         

 Após a coleta de sangue total, este foi acondicionado em caixa térmica para 

posterior centrifugação, e obtenção de soro, no laboratório da prefeitura de 

Jaboticatubas. Os soros obtidos foram encaminhados para o laboratório da 

Fundação Ezequiel Dias (FUNED), onde foram realizados os testes sorológicos. 

 
 4.6 Diagnóstico sorológico 
  

Foi utilizado o seguinte protocolo para o diagnóstico sorológico da LVC: 1) 

Teste de Triagem: TR DPP (Bio-Manguinhos) - Teste imunocromatográfico de uso 

único para detecção, em cães, de anticorpos específicos para Leishmania, em soro, 

plasma ou sangue total. 2)Teste Confirmatório: EIE® LEISHMANIOSE VISCERAL 

CANINA (Bio-Manguinhos) - Ensaio imunoenzimático ELISA - utilizado na detecção 

de anticorpos contra Leishmania major like, em soros ou plasma de cães. O 

resultado foi obtido através da visualização da alteração de cor com o auxílio de 

equipamentos mensuradores de absorbância. A execução de ambos os testes foi 

realizada por profissionais devidamente qualificados.     

 Em seguida foi realizada a eutanásia de uma amostra aleatória de 11 cães 

sorologicamente reativos nos dois testes. Os proprietários dos cães assinaram um 

termo de autorização para eutanásia dos animais (Anexo 3). 

 

          4.7 Diagnóstico parasitológico direto 

 4.7.1 Cultura         

            

 Para o isolamento e manutenção das cepas de Leishmania foram semeadas 

amostras de liquor medular em meio de cultura ágar sangue de Novy & McNeal 

modificado por Nicolle - NNN/LIT, para o crescimento dos parasitos. As culturas 

foram examinadas a cada sete dias e feitos repiques para a manutenção das cepas. 
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 4.7.2 Aposições em lâminas de biópsias (“imprints”) obtidas de cães 

 soropositivos  

 

Foram confeccionadas lâminas a partir de biópsia de pele e medula óssea 

dos cães soropositivos para análise em microscópio óptico, utilizando aumento de 

100x. Para cada cão eutanasiado, foi realizado um esfregaço da medula sobre uma 

área equivalente a uma aposição da biópsia da lâmina, sendo esta operação 

repetida em mais duas áreas da lâmina. A área foi fixada com metanol e corada com 

Giemsa. O mesmo procedimento foi realizado com tecido de pele dos cães 

soropositivos. Em seguida, o material (medula e pele) foi transferido para tubos 

“eppendorfs” devidamente etiquetado, para extração de DNA e diagnóstico 

molecular. As lâminas foram estocadas em uma caixa para posterior análise 

microscópica. 

 

4.7.3 PCR para Leishmania spp. em tecidos de cães soropositivos 

 

A PCR foi realizada com o objetivo de confirmar os resultados da sorologia. 

As amostras de DNA extraídas a partir de aposições de biópsias de pele e medula 

óssea dos cães soropositivos foram analisadas através da técnica “Nested PCR” 

(LnPCR) dirigida ao gene SSUrRNA de Leishmania, que amplifica um fragmento 

conservado em todas as espécies de Leishmania (Van Eys et al.,1992; Cruz et al., 

2002, 2006). A mesma técnica utilizada para amplificação de DNA de flebotomíneos. 

Foi modificado apenas o kit de extração, nesse caso utilizado o kit de extração de 

sangue (GE HealthCare)  e os DNAs extraídos foram armazenados a –20º C até a 

realização de amplificação pela reação em cadeia da polimerase (PCR).  

 Em cada conjunto de reação de PCR foi incluído um controle negativo e um 

controle positivo. Como controle negativo da reação, foi utilizado um tubo que 

continha o mix (solução tampão, iniciadores, dNTPs, DNA polimerase, H2O destilada 

estéril) exceto o DNA e no controle positivo, foi adicionado DNA purificado da cepa 

referência de Le. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903).     

 Os produtos amplificados pelo LnPCR foram analisados através de 

eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etídio e examinado em 
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exposição à luz UV, da mesma forma realizada com DNA de flebotomíneos 

 Os resultados do diagnóstico foram transferidos para a ficha epidemiológica e 

remetidos para o Centro de Pesquisas René Rachou e inseridos em um banco de 

dados (Anexo 3). 

 

4.8 Georreferenciamento dos casos humanos, caninos e pontos de 
 coletas entomológicas  

 

Todos os cães sorologicamente reagentes, nos dois testes, foram 

georreferenciados, bem como todos os pontos de capturas entomológicas, 

coincidentes com os casos humanos de LV e LTA ocorridos nos últimos seis anos 

(2008 a 2013) de acordo com dados da prefeitura de Jaboticatubas.   

 Os dados geoespaciais foram obtidos utilizando um GPS, modelo GARMIM-

ETREX, e transferidos para o programa ArcGIS 9.3 (ESRI, Redlands, California, 

USA) juntamente com a extensão de Análise Espacial para produção dos mapas de 

densidade de infecção segundo estimador de Kernel.  

 

 4.8.1 Cálculo da taxa de infecção canina 

 

Para a medida da freqüência da leishmaniose visceral canina no município de 

Jaboticatubas foi calculada a taxa de prevalência, segundo a fórmula: 

Taxa de prevalência canina =   N° de casos existentes no período x 100 

                                       População no período 
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5 RESULTADOS 
 

     5.1 Flebotomíneos 

5.1.1 Fauna 

 Durante o período de maio de 2012 a abril de 2013 foram coletados 3.104 

espécimes distribuídas em dois gêneros (Brumptomyia e Lutzomyia), sendo 17 

espécies do gênero Lutzomyia: Lu. sallesi (Galvão & Coutinho, 1939) e Lu. 

cortelezzii (Brèthes, 1923) que foram consideradas complexo cortelezzii (Galati et 

al., 1989), Lu. aragaoi (Costa Lima, 1932), Lu. evandroi (Costa Lima & Antunes, 

1936), Lu. fischeri (Pinto, 1926), Lu. intermedia (Lutz & Neiva, 1912), Lu. lenti 

(Mangabeira, 1938), Lu. lloydi (Antunes, 1937),  Lu. longipalpis (Lutz & Neiva, 1912), 

Lu. lutziana (Costa Lima,1932), Lu. migonei (França, 1920), Lu. pessoai (Coutinho & 

Barretto, 1940),  Lu. quinquefer (Dyar, 1929), Lu. renei  (Martins, Falcão & Silva, 

1957), Lu. sordellii (Shannon & Del Ponte, 1927), Lu. termitophila (Martins, Falcão & 

Silva, 1964) e Lu. whitmani (Antunes & Coutinho, 1939) (Tabela 2). No complexo 

cortelezzii estão incluídas as espécies Lu. sallesi (Galvão & Coutinho, 1939) e Lu. 

cortelezzii (Brèthes, 1923), uma vez que as fêmeas dessas espécies são 

morfologicamente indistinguíveis e, portanto, foram consideradas como complexo. 

As espécies do gênero Brumptomyia (França e Parrot,1921) também só foram 

identificadas no âmbito genérico devido a grande semelhança morfológica das 

fêmeas.            

 A Tabela 2 mostra a diversidade de espécies de flebotomíneos encontradas 

no município bem como a quantidade capturada por sexo, sendo que do total de 

3.104 espécimes capturados 941 foram fêmeas (30,32%) e 2.163 machos (69,68%).  

As principais espécies de importância médica e mais numerosas capturadas foram 

Lu. intermedia (14,60%), Lu. longipalpis (7,96%) e Lu. whitmani (33,80%) e estão 

representadas na Figura 5. A espécie Lu. pessoai não foi considerada importante do 

ponto de vista médico porque ainda necessitam de mais estudos a respeito desta 

espécie como vetora de parasitos das leishmnioses.   
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Tabela 2: Espécies de flebotomíneos capturados no município de Jaboticatubas, no 
período de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha luminosa HP. 

Espécies Machos Fêmeas Total % 

Brumptomyia sp. - 2 2 0,06%

Complexo cortelezzii 76 105 181 5,80 

Lutzomyia aragaoi 1 1 2 0,06 

Lu. evandroi - 1 1 0,03 

Lu. fischeri 1 1 2 0,06 

Lu. intermedia 376 77 453 14,60 

Lu. lenti 482 260 742 23,90 

Lu. lloydi - 1 1 0,03 

Lu. longipalpis 197 50 247 7,96 

Lu. lutziana 2 4 6 0,19 

L. migonei 31 5 36 1,16 

Lu. pessoai 194 76 270 8,70 

Lu. quinquefer 1 - 1 0,03 

Lu. renei - 2 2 0,06 

Lu. sordellii 4 28 32 1,03 

Lu. termitophila 1 7 8 0,26 

Lu. whitmani 785 264 1049 33,80 

Lutzomyia spp. 12 57 69 2,22 

Total  (%) 2163 (69,68%) 941(30,32%) 3104 100 
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Figura 5: Porcentagem das principais espécies de importância médica e mais 
numerosas capturadas em relação às demais espécies capturadas no município de 
Jaboticatubas, no período de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha 
luminosa HP. 

 

O maior número de flebotomíneos capturados foi observado no mês de 

dezembro, com 1.118 exemplares (36,02%) e nos bairros Canto da Siriema, com 

529 (47,32%) exemplares, Balneário Maré Mansa com 256 (22,90%) e Bosque dos 

Coqueiros, com 238 (21,29%), totalizando mais de 91% de espécimes capturados 

nesses três bairros (Tabela 3).       

 Considerando todo o periodo estudado, de modo geral, os barirros Balneário 

Maré Mansa e Canto da Siriema foram os que apresentaram o maior número de 

exemplares capturados, com 1.180 e 1.053 espécimes, respectivamente (Tabela 3). 
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Tabela 3: Número de flebotomíneos capturados no município de Jaboticatubas, 
porm mês e bairro no período de maio de 2012 a abril de 2013, utilizando armadilha 
luminosa HP. 

 

A relação de flebotomíneos coletados mensalmente, de acordo com a espécie 

está representada na Tabela 4. As espécies consideradas de importância médica 

neste estudo foram capturadas em todos os meses de estudo, sendo Lu. whitmani a 

espécie predominante, totalizando 1.049 exemplares.     

 A relação de flebotomíneos capturados por bairros de acordo com a espécie 

pode ser visualizada na Tabela 5, onde mostra que em todos os bairros de estudo 

foram capturados Lu. longipalpis e Lu. whitmani.  O único bairro que não foi 

capturado Lu. intermedia no período estudado foi o Sagrada Família.   

    

Ano  Mês Balneário 
Maré 

Mansa 

Bom 
Jesus 

Bosque 
dos 

Coqueiros

Canto 
da 

Siriema

Sagrada 
Família 

Santo 
Antônio 

São 
Sebastião

São 
Tarcísio

Total

 

 

 

 

2012 

Mai 13 - 25 31 - 6 - - 75 

Jun 51 1 5 21 - 13 1 - 92 

Jul 55 - 12 44 - 8 5 - 124 

Ago 18 4 21 16 1 7 3 1 71 

Set 87 2 20 5 8 1 1 - 124 

Out 148 4 11 22 13 12 7 4 221 

Nov 355 1 70 30 12 12 10 53 543 

Dez 256 11 238 529 17 19 7 41 1118 

 

 

2013 

Jan 61 8 7 51 9 10 6 8 160 

Fev - 12 6 196 1 6 3 7 231 

Mar 115 16 3 69 7 11 1 11 233 

Abr 21 8 11 39 1 9 - 23 112 

Total 1180 67 429 1053 69 114 44 148 3104 
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Tabela 4: Espécies de flebotomíneos capturados por mês no período de maio de 2012 a abril de 2013, no município de 
Jaboticatubas, utilizando armadilha luminosa HP.  

Ano  Mês 
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Lu
. w
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an
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yi

a 
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p.
 

T
ot

al
 

 

 

 

 

2012 

Mai 1 2 - - - 7 3 1 5 - - 1 - - - - 51 4 75 

Jun - 7 - - - 32 - - 7 1 1 8 - - - - 35 1 92 

Jul - 7 - - - 46 1 - 13 - - 2 - - - - 52 3 124 

Ago - 4 - - - 7 2 - 22 1 - 3 - 1 - - 27 4 71 

Set - 4 - - - 20 1 - 23 1 - 2 - 1 1 - 68 3 124 

Out - 33 - - - 35 12 - 2 1 2 22 -- - 1 1 107 5 221 

Nov 1 50 - - 2 120 21 - 53 - 9 79 - - 3 - 199 6 543 

Dez - 41 - 1 - 111 484 - 69 1 13 91 1 - 10 4 271 24 1118 

 

 

2013 

Jan - 11 1 - - 17 28 - 13 - 6 19 - - 13 1 50 1 160 

Fev - 4 - - - 3 122 - 20 - - 6 - - - 1 69 6 231 

Mar - 13 - - - 40 65 - 9 - 3 36 - - 4 1 57 5 233 

Abr - 5 1 - - 15 3 - 15 1 2 1 - - - - 63 6 112 

Total 2 181 2 1 2 453 742 1 247 6 36 270 1 2 32 8 1049 69 3104 
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Tabela 5: Espécies de flebotomíneos capturados por bairro, no período de maio de 
2012 a abril de 2013, no município de Jaboticatubas, utilizando armadilha luminosa 
HP (B. Maré Mansa= Balneário Maré Mansa).  

  
 
 

Espécies         
 

            
          Bairros 
 

B
. M

ar
é 

M
an

sa
 

B
om
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es

us
 

B
os

qu
e 

do
s 
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 S
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a 

S
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F

am
íli

a 

S
an

to
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S
ão

  
S

eb
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tiã
o 

S
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T

ar
cí

si
o 

T
o

ta
l 

Brumptomyia sp. - - 2 - - - - - 2 

complexo 
cortelezzii  

8 18 42 3 23 41 18 28 181 

Lutzomyia aragaoi 
 

- - - - - 1 - 1 2 

Lu. evandroi - - - 1 - - - - 1 

Lu. fischeri 2 - - - - - - - 2 

Lu. intermedia 
 

421 1 1 10 - 1 1 18 453 

Lu. lenti 7 8 167 511 16 16 12 5 742 

Lu. lloydi - - - 1 - - - - 1 

Lu. longipalpis 5 20 163 17 9 12 9 12 247 

Lu. lutziana 1 - - 3 1 1 - - 6 

Lu. migonei 10 - 1 - - - - 25 36 

Lu. pessoai 235 1 1 22 - - - 11 270 

Lu. quinquefer - - - - 1 - - - 1 

Lu. renei 1 - - - - 1 - - 2 

Lu. sordellii 4 6 - 4 12 3 - 3 32 

L. termitophila - - - 8 - - - - 8 

L. whitmani 468 11 41 444 4 36 3 42 1049

Lutzomyia spp. 18 2 11 29 3 2 1 3 69 

Total 1180 67 429 1053 69 114 44 148 3104
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5.1.2 Influência das variáveis climáticas na população de flebotomíneos  

A oscilação das variáveis climáticas: precipitação, temperatura e umidade ao 

longo do ano bem como a média, desvio-padrão e coeficiente de variação estão 

representadas na Tabela 6. 

 

Tabela 6: Variáveis climáticas mensais no município de Jaboticatubas, MG, entre os 
meses de maio de 2012 a abril de 2013. 

Mês 

Precipitação 
total 

Temp 
Compensada 

Média 
Umidade Relativa 

Média 
(mm) (oC) (%) 

maio 61,1 19,6 67,8 
junho 17,0 20,6 64,7 
julho 0,0 19,9 54,3 

agosto 0,0 19,4 55,5 
setembro 22,8 22,4 49,3 
outubro 32,1 23,9 50,9 

novembro 310,0 22,7 69,6 
dezembro 143,0 25,2 60,4 

janeiro 426,8 23,1 72,2 
fevereiro 75,4 24,5 59,5 
março 127,9 23,4 68,9 
abril 99,4 21,3 67,8 

Média 109,625 22,1 61,7 
SD 132,1 1,9 7,5 

CV (%) 120,5 8,6 12,2 
 

A temperatura teve pouca oscilação, com coeficiente de variação (CV) inferior 

a 10%. Já a umidade teve CV em torno de 12%, que também é baixo e resulta 

diretamente da pluviometria.        

 Para facilitar a análise, foi feito um delineamento de estações (quente e seca, 

quente e úmida, fria e seca, e fria e úmida), utilizando-se quadrantes, tomando como 

referência as médias de cada variável (Figuras 6, 7 e 8). 
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Figura 6: Número mensal de flebotomíneos coletados em relação às variáveis 
climáticas (temperatura e precipitação), no período de maio de 2012 a abril de 2013, 
no município de Jaboticatubas, MG. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Número mensal de flebotomíneos coletados em relação às variáveis 
climáticas (umidade e precipitação), no período de maio de 2012 a abril de 2013, no 
município de Jaboticatubas, MG. 
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Figura 8: Número mensal de flebotomíneos coletados em relação às variáveis 
climáticas (umidade e temperatura), no período de maio de 2012 a abril de 2013, no 
município de Jaboticatubas, MG. 

 

De uma forma geral, observa-se que os meses com captura de um maior 

número de flebotomíneos agrupam-se em um  mesmo quadrante.   

 Já as chuvas tiveram grande variação ao longo do ano e, conhecendo que 

essa variável tem mesmo grande influência sobre a população de flebotomíneos, foi 

feita a análise mais detalhada dessa variável.      

 Para facilitar a comparação entre chuva e flebotomíneos, que tinham escalas 

numéricas diferentes, os dados foram normalizados, tomando o total anual tanto de 

chuva quanto de insetos como 100% (Tabela 7).  
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Tabela 7: Normalização dos dados mensais de pluviometria e flebotomíneos 
capturados em Jaboticatubas, MG, no período de maio de 2012 a abril de 2013. 

Mês 

Precipitação Flebotomíneos 

Total % do total anual 
Número 

capturado % do total anual 
maio 61,1 4,6 75 2,4 
junho 17,0 1,3 92 3,0 
julho 0,0 0,0 124 4,0 

agosto 0,0 0,0 71 2,3 
setembro 22,8 1,7 124 4,0 
outubro 32,1 2,4 221 7,1 

novembro 310,0 23,6 543 17,5 
dezembro 143,0 10,9 1118 36,0 

janeiro 426,8 32,4 160 5,2 
fevereiro 75,4 5,7 231 7,4 
março 127,9 9,7 233 7,5 
abril 99,4 7,6 112 3,6 

 

Assim, o total de chuva no ano foi de 1315.5 mm³. No mês de maio, a 

precipitação correspondeu a 4,6% do total que choveu no ano (61.1 x100/1315.5). 

Da mesma forma nesse mês, o número de flebotomíneos correspondeu a 2.4 do 

total capturado no ano.         

 A associação entre a pluviometria e o número de flebotomíneos capturados, 

após normalização dos dados está mostrada na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Número mensal de flebotomíneos coletados em relação à precipitação, no 
período de maio de 2012 a abril de 2013, no município de Jaboticatubas, MG. 
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No período estudado, a população de flebotomíneos se mostrou mais elevada 

durante a estação chuvosa, entre os meses de novembro a março, correspondendo 

a 73,61% dos espécimes capturados. O mês de dezembro correspondeu ao maior 

número de espécimes coletados, 36,02%. 

 

5.1.3 Estudo da infecção natural de flebotomíneos  

Para a verificação da infecção natural de flebotomíneos por Leishmania foram 

capturadas 941 fêmeas, sendo distribuídas em 249 “pools”. Os “pools” formados 

variaram de 1 a 10 espécimes (item 4.4).      

 As amostras foram analisadas através da PCR dirigida ao gene SSUrRNA de 

Leishmania para amplificação de um fragmento de aproximadamente 603pb, 

seguida da Nested PCR, que amplifica um fragmento de aproximadamente 353pb, 

característico do gênero Leishmania spp. a partir do produto amplificado da primeira 

reação. Amostras de produtos de amplificação de DNA de flebotomíneos em gel de 

agarose 2% corado com brometo de etídeo podem ser visualizadas na Figura 10. 

 

 

         Figura 10: Exemplos de amostras de produtos de amplificação de DNA de  
         flebotomíneos obtidos com iniciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4  
         (353 pb) visualizados após gel de agarose a 2% corado pelo brometo de etídio.  
         Canaletas: M- marcador. 1 a 15- Amostras positivas de DNA de Leishmania  
         spp. CN- Controle negativo (sem DNA). CP- Controle positivo: Leishmania  
        chagasi. 
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 Foi detectada a infecção natural em 32 “pools” de flebotomíneos, 

correspondentes às espécies do Complexo cortelezzii (11), Lu. intermedia (2), Lu. 

lenti (4), Lu. longipalpis (6), Lu. migonei (1), Lu. pessoai (4), Lu. sordellii (1), Lu. 

whitmani (3).  Desses, 12 “pools” correspondem a espécies já conhecidas de 

importância médica: Lu. intermedia com dois “pools”, Lu. longipalpis com seis, Lu. 

migonei com um “pool”, Lu. whitmani com três, ficando a taxa de infecção natural 

para Leishmania em 2,60%, 12,0%, 20%, 1,14%, respectivamente. A taxa de 

infecção geral ficou em 3,40% (Tabela 8).  

 
 
Tabela 8: Fêmeas de flebotomíneos capturadas com armadilha luminosa tipo HP, 
nos meses de maio de 2012 a abril de 2013 (fêmeas capturadas, número de “pools” 
e número de “pools” positivos, taxa mínima de infecção natural - TMI) no município 
de Jaboticatubas, MG. 

Espécies Nº fêmeas Nº "pools" 
Nº "pools" 
positivos TMI(%) 

Brumptomyia sp. 2 2 0 0 
complexo cortelezzii 105 52 11 10,48 
Lutzomyia aragaoi 1 1 0 0 
Lu. evandroi 1 1 0 0 
Lu. fisheri 1 1 0 0 
Lu. intermedia 77 20 2 2,6 
Lu. lenti 260 43 4 1,54 
Lu. longipalpis 50 25 6 12 
Lu. lloydi 1 1 0 0 
Lu. lutziana 4 4 0 0 
Lu. migonei 5 5 1 20 
Lu. pessoai 76 19 4 5,26 
Lu. renei 2 2 0 0 
Lu. sordellii 28 15 1 3,57 
Lu. termitophila 7 4 0 0 
Lu. whitmani 264 54 3 1,14 
Lutzomyia spp. 57 0 0 0 

Total 941 249 32 3,40 

 

Através do alinhamento das sequências de DNA encontradas nas amostras 

positivas para Leishmania spp. de flebotomíneos foi realizada a caracterização da 

espécie de Leishmania spp.. No Anexo 4 pode ser visualizado o alinhamento de 

todas as sequências de DNA.        



 
 

64 
 

 A espécie Le. chagasi esteva presente em sete “pools”, sendo dois deles do 

complexo cortelezzii; e em um “pool” de cada uma das seguintes espécies: Lu. lenti, 

Lu. longipalpis, Lu. migonei, Lu. pessoai, Lu. whitmani. Já a espécie Le. braziliensis 

esteve presente em 21 “pools”, divididos entre as espécies do complexo cortelezzii, 

Lu. intermedia, Lu. lenti, Lu. longipalpis, Lu. pessoai. Lu. sordellii e Lu. whitmani. A 

espécie do Complexo cortelezzii foi a que apresentou maior número de “pools” 

apresentando Le. braziliensis (8). Não foi possível realizar a caracterização da 

espécie de Leishmania spp. em quatro “pools”, provavelmente no processo de 

purificação de DNA obteve-se pouca quantidade de DNA dessas amostras ou houve 

degradação de DNA. O encontro de flebotomíneos infectados foi observado em 

todos os bairros estudados (Tabela 9). 
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Tabela 9: Amostras de “pools” positivos para Leishmania chagasi e Le.braziliensis 
de acordo com a espécie de flebotomíneo e bairro de captura no período de maio de 
2012 a abril de 2013, no municipio de Jaboticatubas, MG. 
 

Amostras        Vetores 
Agentes 

etiológicos Bairros
52 Lu. pessoai Le. chagasi Balneário Maré Mansa
104 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Sagrada Família
106 Lu. intermedia Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
107 Complexo cortelezzii Le. chagasi Santo Antônio
108 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
109 Lu. migonei Le. chagasi Bosque dos Coqueiros
110 Complexo cortelezzii Le. braziliensis São Sebastião
111 Lu. whitmani Le. chagasi São Tarcísio
112 Lu. lenti Le. braziliensis Canto da Siriema
113 Lu. intermedia Le. braziliensis São Tarcísio
114 Lu. longipalpis Le. chagasi Bom Jesus
115 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Antônio
117 Complexo cortelezzii Le. chagasi Bom Jesus
125 Lu. lenti Le. chagasi Canto da Siriema
126 Lu. lenti Le. braziliensis Canto da Siriema
128 Lu. lenti Não seqüenciado Bosque dos Coqueiros
135 Lu. longipalpis Não seqüenciado Bosque dos Coqueiros
137 Lu. whitmani Não seqüenciado Bosque dos Coqueiros
138 Complexo cortelezzii Não seqüenciado Bom Jesus
211 Lu. whitmani Le. braziliensis Canto da Siriema
214 Lu. longipalpis Le. braziliensis  Sagrada Família
216 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
217 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Antônio
218 Lu. longipalpis Le. braziliensis Sagrada Família
220 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
221 Lu. sordellii Le. braziliensis Sagrada Família
223 Lu. longipalpis Le. braziliensis Bosque dos Coqueiros
224 Lu. pessoai Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
226 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Bosque dos Coqueiros
227 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Sagrada Família
229 Complexo cortelezzii Le. braziliensis Santo Antônio
230 Lu. longipalpis Le. braziliensis Balneário Maré Mansa
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 5. 2 Inquérito canino censitário 

 

 5.2.1 Coleta de amostras de sangue e análise do diagnóstico sorológico 

 

 No inquérito canino sorológico foram examinados 1.105 cães domiciliados nos 

bairros da zona urbana do município de Jaboticatubas, no período de julho de 2012 

a junho de 2013. Desses, 175 apresentaram sorologia positiva para LVC através do 

teste DPP®; desses 86 foram confirmados pelo ELISA. 

 

 5.2.2 Prevalência da leishmaniose visceral canina em Jaboticatubas 

 

 A prevalência da LVC foi baseada no resultado positivo dos dois testes 

sorológicos, que mostrou que dos 1105 cães examinados, 86 foram positivos para 

LVC.              

 A prevalência canina se distribuiu de forma variada nos bairros estudados, 

ficando em 7,78% a taxa de infecção total do município, sendo que o bairro Santo 

Antônio registrou um índice de prevalência de 3,17%, enquanto que o bairro Bom 

Jesus registrou 1,54% de prevalência, sendo os bairros com maior soroprevalência. 

O bairro com menor prevalência foi o São Vicente, com 0,36% (Tabela 10). 

 

Tabela 10: Inquérito canino realizado em cães domiciliados na área urbana do 
município de Jaboticatubas, no período de julho de 2012 a junho de 2013. 
 

Bairros 
Total de 

cães 
 Cães positivos 
(DPP® e ELISA)

Prevalência da 
LVC(%) 

Bom Jesus 187 17 1,54 
Centro 66 5 0,45 
Sagrada 
Família 101 6 0,54 
Santo 
Antônio 431 35 3,17 
São Benedito 118 12 1,09 
São Tarcísio 78 7 0,63 
São Vicente 124 4 0,36 
Total 1.105 86 7,78 
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 5.2.3 Retirada sistemática de cães com LV na cidade de Jaboticatubas 

 
Durante o período de estudo não houve nenhuma ação de controle da 

leishmaniose visceral nos domicílios. Em novembro de 2013 uma amostra aleatória 

de cães com LV foi selecionada (11) e os cães foram transportados para o Parque 

de Exposições da cidade, uma vez que o município não possui um Centro de 

Controle de Zoonoses (CCZ), onde foram eutanasiados de acordo com as 

recomendações do MS. 

 

 5.3 Análise do diagnóstico parasitológico 

 5.3.1 Cultura 

Parasitos de Leishmania foram detectados através de aspirados de medula 

óssea obtidas dos cães soropositivos em cultura de parasitos. Dos 11 cães 

sorologicamente positivos, três apresentaram crescimento de Leishmania em 

cultura, representando 27,27% de positividade (Tabela 11). Esses três cães eram 

sintomáticos para LVC. 

 

 5.3.2 Detecção de Leishmania em aposições de biópsias de cães 
 soropositivos em lâminas (“imprints”) 

 

Foram confeccionados 44 esfregaços em lâminas, sendo 22 de cada órgão 

(medula e pele), que foram analisados através de leitura em microscópio. As 

amostras de pele de quatro cães apresentaram formas de Leishmania enquanto em 

nenhuma amostra de medula em lâmina foi encontrada tal parasita, provavelmente 

porque havia muito sangue periférico e pouco aspirado de medula. Dessa forma, a 

taxa de positividade da pele foi de 36,36% (Tabela 11). Desses cães somente um 

cão não era sintomático.  

 

 5. 4 Análise do diagnóstico molecular 

 

 5.4.1 Detecção de Leishmania através da PCR 

 

Foi realizada PCR das amostras de pele e medula. As amostras de medula de 

sete cães (63,6%) apresentaram positividade (Figura 11), enquanto somente uma 
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amostra de pele (9%) foi positiva. Três dos sete cães supracitados não 

apresentavam sintomas da doença. 

 Na Tabela 11 é possível visualizar os resultados de todas as técnicas 

utilizadas neste estudo. 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 11: Exemplos de amostras de produtos de amplificação de DNA de cães  
cominiciadores para o gene SSUrRNA da PCR R3R4 (353 pb) visualizados após gel  
de agarose a 2% corado pelo brometo de etídio. Canaletas: M- marcador. 1M a 11M-  
Amostras de medula positivas de DNA de Leishmania spp. CN- Controle negativo  
(sem DNA). CP- Controle positivo: Leishmania chagasi. 

 

    
Tabela 11: Detecção de positividade através de diagnóstico parasitológico (cultura e 
imprints) e molecular (técnica de PCR), de amostras de biópsias de cães 
soropositivos, provenientes de Jaboticatubas, MG. 

 

 

 

 

Cães PCR   Imprints   Cultura 

  Pele Medula Pele Medula Medula 
1 - + - - - 
2 - - + - - 
4 - - + - - 
5 - + - - + 
6 - + + - + 
7 - + + - - 
8 - + - - - 
9 - + - - - 
10 + - - - - 
11 - + - - + 
12 - - - - - 

     Total  1(9%) 7(63,6%) 4(36,36%) 0(0%) 3(27,27%) 

353 pb 
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 5.5 Georreferenciamento e Análise espacial 

 5.5.1 Distribuição espacial dos domicílios com casos caninos de LVC na 

 área urbana da cidade de Jaboticatubas 

Somente entraram nesta análise, os animais soropositivos para LVC 

diagnosticados entre o mês de julho de 2012 a junho de 2013, na zona urbana da 

cidade. Endereços de 86 cães soropositivos para leishmaniose visceral foram 

georreferenciados nos bairros da cidade de Jaboticatubas, onde foram notificados 

casos de LVC.          

 O menor número de domicílios com casos de LVC foi observado no bairro 

São Vicente (4 domicílios). O Centro também apresentou um número baixo (5 

domicílios), mas devido ao grande número de casas fechadas/recusa dos moradores 

o número pequeno pode não refletir a realidade local. O maior número de domicílios 

foi observado no bairro Santo Antônio (35 domicílios).    

 Dos 86 cães com LVC, três são da raça americano, dois são pastor alemão, 

dois pinscher, um galgo, um pit bull, um pointer, um poodle e um rottweiler. Os 

demais são sem raça definida (SRD). 

 

 5.5.2 Distribuição espacial dos domicílios com casos de leishmaniose 

 visceral ou leishmaniose tegumentar humana na área urbana cidade de 

 Jaboticatubas, entre 2008 e 2013 

Somente entraram nesta análise os casos humanos de LVH notificados nos 

últimos seis anos (2008 a 2013), que ocorreram na zona urbana. O ano de 2013 não 

entrou no estudo porque, até o momento, só havia sido notificado um caso, em área 

rural. Na Tabela 12, estão registrados os dados da distribuição por bairros dos 

domicílios com casos de LV ou LTA humanos, georreferenciados na cidade de 

Jaboticatubas, entre 2008 e 2013, na área urbana, segundo dados da Prefeitura 

local. 
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Tabela 12: Distribuição dos casos de leishmanioses humanas, georreferenciados na 
cidade de Jaboticatubas, entre 2008 e 2013, na área urbana. 

Bairros 
Casos humanos de leishmaniose na zona 

urbana entre 2008 a 2013 
  LV             LTA   
Bom Jesus 0 2 
Bosque dos Coqueiros 1 0 
Centro 0                  0 
Nossa Senhora da Conceição/São 
Tarcísio 1 0 
Sagrada Família 1 0 
Santo Antônio 1 1 
São Benedito 0 0 
São Sebastião 1                  0 
São Vicente  0                   0   
Total 5                  3 
 

 

 Os bairros Centro, São Benedito e São Vicente não apresentaram casos de 

leishmanioses no período analisado. Os demais bairros tiveram pelo menos um caso 

de LTA ou LV no período estudado, sendo que no ano de 2011 o bairro Santo 

Antônio acumulou um caso de LV e um de LTA. E no bairro Bom Jesus ocorreram 

dois casos de LTA nesse período. Houve um óbito por LV no bairro Sagrada Família. 

O bairro Nossa Senhora da Conceição e São Tarcísio foram considerados como um 

único bairro no estudo devido à proximidade das casas. 

 O mapa de Kernel (Figura 12) mostra que existe uma concentração de casos 

caninos de LVC nos bairros Santo Antônio e Bom Jesus. Em seguida é apresentado  

outro mapa mostrando a concentração de casos caninos e humanos de 

leishmanioses ocorridos no município na área urbana  (Figura 13). 
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Figura 12: Mapa de Kernel para georreferenciamentos da distribuição espacial dos 
domicílios com casos de leishmaniose visceral canina, registrados na cidade de 
Jaboticatubas. 

 
Figura 13: Distribuição espacial dos domicílios com casos de leishmaniose humana 
e canina, registrados na cidade de Jaboticatubas. 
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6 DISCUSSÃO 

 

No Brasil até a década de 50, a LTA se disseminou praticamente por todo o 

território nacional, coincidindo com o desmatamento para a construção de estradas e 

instalação de aglomerados populacionais, atingindo principalmente os estados de 

São Paulo, Paraná, Minas Gerais, Ceará e Pernambuco (Vale & Furtado, 2005). 

 A LV até a década de 80 ocorria principalmente em zonas rurais e municípios 

de regiões menos desenvolvidas, mas atualmente houve mudança desse perfil, com 

o estabelecimento de novas fronteiras da doença e urbanização, comprovada pela 

ocorrência de casos em cidades de médio e grande porte (Gontijo & Melo, 2004; 

Maia-Elkoury et al., 2008).         

 As mudanças das condições ambientais que ocorrem rapidamente em muitas 

regiões tropicais graças à destruição de habitat e processos de desmatamento e 

urbanização têm uma influência enorme na população de vetores e, 

conseqüentemente, na transmissão da doença. Enquanto algumas espécies não são 

mais encontradas, outras se tornam abundantes (Bejarano  et al., 2002).  

 Estudos com relação a transmissão da LV, mostram que onde há pobreza, 

desnutrição, grande número de cães infectados e alta densidade de flebotomíneos 

tanto no intradomicílio como no peridomicílio, más condições sanitárias e baixo nível 

sócio-econômico, existe maior correlação com casos humanos da doença, como 

observado por Sherlock (1996) na Bahia e em outras regiões do país. Certamente 

outros fatores estão envolvidos, em especial os componentes da cadeia de 

transmissão ligados ao vetor, tais como densidade vetorial e taxa de infecção 

parasitária, além da vulnerabilidade das pessoas suscetíveis ao desenvolvimento da 

doença. Os inquéritos sorológicos na população de cães e os levantamentos 

entomológicos flebotomínicos, nas áreas endêmicas, revelam em alguns lugares 

taxas de prevalência canina altas e a presença predominante e abundante do vetor, 

demonstrando um elevado risco de transmissão para o homem (Vieira & Coelho, 

1998).            

 As epidemias registradas em importantes centros urbanos do país evidenciam 

como o processo migratório do campo para as grandes cidades influenciou na 

mudança do perfil epidemiológico da LV (Vieira & Coelho, 1998). Dos grandes 

centros urbanos a doença parece atingir regiões metropolitanas, como ocorreu em 

Santa Luzia (Carvalho et al., 2008), e parece estar ocorrendo em Jaboticatubas.
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 Estuda-se pela primeira vez no município o perfil epidemiológico das 

leishmanioses em Jaboticatubas, levando-se em conta não só o aspecto vetorial, 

mas a doença canina, os casos humanos e a distribuição espacial das 

leishmanioses na área urbana.         

 A fauna flebotomínica coletada em Jaboticatubas apresentou-se diversificada, 

com a presença de 17 espécies, sendo quatro delas incriminadas como vetoras de 

leishmanioses no Novo Mundo: Lu. intermedia, Lu. migonei e Lu. whitmani, vetoras 

de Le. braziliensis (Falqueto et al., 1986) e Lu. longipalpis, principal vetora de Le. 

chagasi (Deane & Deane, 1962). O município estudado foi considerado receptivo 

para Lu. longipalpis, uma vez que já foi constatado, através de inquérito 

entomológico prévio, a sua presença no município (Curi et al., 2006; Minas Gerais, 

Secretaria Municipal de Jaboticatubas, 2007).      

 A maior parte dos insetos capturados neste estudo foram machos (69,68%). 

Se o método da coleta, armadilha luminosa HP, estiver refletindo a dinâmica das 

populações, pode-se pensar que esteja havendo atração diferenciada para ambos 

os sexos dessas espécies, como observado por Margonari et al (2006). É possível 

também que isso aconteça devido à proximidade das armadilhas dos criadouros, 

sabendo-se que os machos nascem antes das fêmeas. Há também a possibilidade 

de que os machos atraem  as fêmeas para a cópula, pois machos de flebotomíneos 

formam agregados com o propósito de acasalamento (Feliciangeli, 1987). Caso a 

prevalência de flebotomíneos machos sobre as fêmeas indicar realmente a 

existência de criadouro no local onde foram capturados, ou nas proximidades, as 

espécies que possuem essa característica nos ambientes domiciliar e peridomiciliar 

tendem a prosperar no processo de adaptação nesses ambientes (Teodoro et al. 

1993.            

 Os bairros Balneário Maré Mansa e Canto da Siriema  apresentaram o maior 

número dos exemplares capturados, provavelmente por estarem próximos aos 

remanescentes de mata com presença de matéria orgânica no solo e devido à 

presença de animais domésticos, como cão, galinha, cavalo,  próximos aos locais de 

exposição das armadilhas.         

 A espécie Lu. whitmani foi a mais numerosa neste estudo e  também tem sido 

encontrada em maior abundância em outras investigações. Em estudo realizado por 

Santos (2009) em área urbana de Maringá, Paraná, Lu. whitmani foi predominante 

no ambiente antrópico e de mata (92% e 93,7%, respectivamente). Em estudo 
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realizado em aldeia indígena do Mato Grosso, Missawa & Maciel (2009) 

encontraram predominância desta espécie. Dos exemplares encontrados 28,7% era 

Lu. whitmani. Em estudo realizado por Gomes & Galati (1977), em reserva florestal 

em Londrina, Lu. whitmani foi a espécie predominante durante todo o ano entre as 

13 espécies capturadas. Esta espécie também foi mais abundante em estudo 

realizado por Mayrink et al. (1979) no Vale do Rio Doce, no período de 1973-1974 e 

1976-1977.  Em Timóteo, Andrade-Filho (1997) relatou a predominância de Lu. 

whitmani entre as 20 espécies encontradas, seguida de Lu. intermedia, como neste 

estudo, sendo a fauna encontrada nesse local semelhante a encontrada em 

Jaboticatubas. A espécie Lu. whitmani está entre as espécies vetoras de LTA mais 

importantes do Brasil (Rangel & Lainson, 2009). Lu. whitmani e Lu. migonei são 

consideradas importantes vetores da LTA, tendo sido comumente encontradas no 

peridomicilio de regiões do sudeste como São Paulo, Minas Gerais, Espírito Santo e 

Rio de Janeiro (Gomes & Galati, 1989); nordeste nos estados da Bahia, Ceará e 

Pernambuco (Dias-Lima et al., 2003; Brandão-Filho et al., 2011) e centro-oeste nos 

estados do Mato Grosso e Tocantins (Andrade Filho et al., 2001; Missawa et al.,  

2008).            

 A espécie Lu. intermedia foi capturada em Jaboticatubas durante todo o 

período de estudo, o que apresenta um importante dado, já que tem sido assinalada 

como importante veiculadora do agente etiológico da LTA em diversas regiões do 

sudeste do Brasil (Gomes & Galati, 1989; Camargo-Neves et al., 2002; Saraiva et 

al., 2006; Lara-Silva, 2010). Em Minas Gerais, Lu. intermedia se apresenta bastante 

abundante em áreas afetadas pela LTA (Andrade-Filho et al., 1997; Gontijo et al., 

2002). Saraiva et al. (2006) encontraram uma alta densidade de Lu. intermedia 

(83%) no Alto Caparaó e Caparaó, Minas Gerais, demonstrando o fato de que as 

modificações antrópicas favorecerem o aparecimento da espécie, fato também 

observado no estudo de Silva (2010)  em Governador Valadares.    

 Foi possível observar em Jaboticatubas que as variáveis climáticas 

interferiram no número de flebotomíneos coletados. Alguns fatores abióticos como 

temperatura, pluviosidade e umidade estão relacionados à ocorrência de 

flebotomíneos em determinadas áreas, seja por influência sobre os adultos ou pela 

modificação nos criadouros (Scorza et al. 1968).      

 Em relação às variáveis climáticas recomendamos que o controle químico 

seja feito nos meses em que a densidade de flebotomíneos adultos esteja elevada e 
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os índices pluviométricos estejam baixos, ou seja, no fim da estação chuvosa nesse 

caso, a fim de impedir a reprodução dos adultos e a consequente elevação dos 

índices de transmissão nos meses pós-chuva. Forattini (1960) analisando a 

influência da sazonalidade na densidade de flebotomíneos observou que nos meses 

mais quentes e úmidos há um aumento no número de espécies capturadas, 

enquanto nos meses secos e frios há uma redução considerável no número de 

exemplares, o que também foi verificado por Barata et al. (2004) e Dias et al. (2007). 

Nossos estudos corroboram com este padrão, apresentando maior densidade dos 

flebotomíneos após os meses com altos índices pluviométricos e temperaturas um 

pouco mais elevadas. O mesmo perfil foi observado por Barata et al. (2004) 

mostrando que estas duas variáveis (precipitação pluviométrica e umidade) 

influenciaram significativamente a densidade de flebotomíneos, enquanto a 

temperatura não teve efeito significativo sobre a população dos mesmos. Em nosso 

estudo, a temperatura não foi um fator determinante na densidade de flebotomíneos, 

como demonstrado também por outros autores (Missawa & Dias, 2007; Dias et al., 

2007; Michalsky et al., 2009).        

  No estado do Mato Grosso do Sul, a densidade maior de flebotomíneos foi 

observada durante a estação chuvosa (Galati et al., 1997), fato também observado 

nos nossos estudos. É importante salientar que não há uma regra; deve-se 

considerar que os fatores climáticos influenciam de modo variável a população de 

flebotomíneos, de acordo com a região estudada e com o padrão de distribuição de 

chuvas. No período estudado, houve um aumento da densidade de Lu. intermedia, 

Lu. whitmani e L. longipalpis durante o período chuvoso, com o pico de densidade 

no mês de dezembro, apresentando tendência em reduzir nos meses mais secos e 

frios (maio e junho).         

 Camargo-Neves et al. (2001) consideraram importante a análise da densidade 

do vetor e sua relação com aspectos ambientais do peridomicílio, como presença de 

vegetação, raízes, troncos de árvores e matéria orgânica no solo, representando os 

possíveis criadouros dos vetores, e também a associação com animais domésticos, 

que são fonte de alimentação para os flebotomíneos. Em diversos trabalhos 

observa-se que a proximidade das moradias em relação às áreas verdes favorece o 

contato homem-vetor (Teodoro et al., 1993; Condino et al., 1998, Lara-Silva, 2010).

 No município de Jaboticatubas é encontrado um ambiente característico e 

propício a ocorrência de leishmanioses. Nos bairros estudados foram observadas 
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características ambientais que provavelmente favorecem a ocorrência de 

flebotomíneos e a presença de mamíferos reservatórios de Leishmania spp. no 

peridomicílio como abrigos de animais domésticos localizados próximos às 

habitações humanas, más condições de higiene no peridomicílio e a localização 

deste ao lado de remanescentes de mata, conforme já observado por Teodoro et al., 

(2001).           

 Em Jaboticatubas, a proporção de Lu. whitmani em relação a Lu. intermedia 

demonstra que a primeira é uma espécie melhor adaptada ao ambiente 

peridoméstico. Foi observado por Passos et al. (1993), no município de Sabará, uma 

elevada densidade de Lu. whitmani tanto em áreas urbanizadas como no ambiente 

doméstico, sugerindo adaptação desta espécie  neste ambiente e como vetora da 

LTA nesta região. Lu. whitmani parece estar associada ao ambiente peridomiciliar e 

às áreas verdes segundo Lara-Silva (2010).      

 O número considerável da espécie Lu. longipalpis, vetora comprovada de Le. 

chagasi, encontrado no município, pode ter implicações importantes na transmissão 

da LV na região, haja vista que esta espécie está amplamente distribuída em todo o 

país e está presente em regiões onde a LV apresenta um problema de saúde 

pública, como Belo Horizonte (Margonari et al., 2006), Araçatuba (Camargo-Neves 

et al., 2001) e Montes Claros (Monteiro et al., 2005). A espécie está bem adaptada 

ao ambiente peridomiciliar, alimentando-se em uma grande variedade de 

hospedeiros vertebrados (Barata et al., 2005), sendo frequentemente associada à 

presença de animais domésticos (Forattini, 1960).     

 Neste estudo foram encontradas exemplares da espécie Lu. sordellii, 

considerada exclusivamente de áreas de floresta (Donalísio et al., 2012). As 

espécies Lu. evandroi, Lu. quinquefer  e Lu. migonei  (Donalísio et al., 2012) e Lu. 

fischeri  (Mayo et al., 1998) comumente encontradas no ambiente modificado pelo 

homem, também foram encontradas neste trabalho.    

 Meneses et al. (2002) estudando a fauna local de flebotomíneos em Mesquita, 

Rio de Janeiro, perceberam que a espécie Lu. quinquefer era atraída pelo homem 

em ambiente florestal. Esta espécie já foi encontrada naturalmente infectada por 

Leishmania sp., sendo capturada no peridomicílio na Argentina por Salomón et al. 

(2009). A espécie Lu. migonei e Lu. fischeri foram encontradas em menor número, 

mas não devem ser ignoradas, pois apresentam potencial epidemiológico na 

transmissão da LTA (Teodoro et al., 1993; Mayo et al., 1998; Dias et al., 2007).  
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 Neste estudo foram encontrados exemplares de Lu. whitmani e Lu. intermedia 

infectados com Le. braziliensis, sugerindo o papel destes vetores na transmissão da 

LTA no município, bem como a espécie Lu. longipalpis  encontrada naturalmente 

infectada por Le. chagasi.         

 Em áreas onde Lu. longipalpis está ausente e ocorrem casos de LV, autores 

sugerem que Lu. migonei possa estar participando da transmissão na região (Souza 

et al, 2003). Reforçando essa hipótese, no presente estudo Lu. migonei foi 

encontrado naturalmente infectado com Le. chagasi. Em contrapartida, Camargo-

Neves et al. (2002) utilizaram aspectos ambientais associados a LTA no estado de 

São Paulo no período entre 1986-1995 e  demonstraram que a incidência da LTA 

esteve associada, significativamente, à presença de Lu. migonei nos municípios 

situados na região geomorfológica do Planalto Atlântico e naqueles cuja cobertura 

vegetal predominante foi a mata.        

 Alguns autores acreditam que a espécie Lu. pessoai também apresenta 

relevância na epidemiologia da LTA (Teodoro et al., 1993, Silva-Rodrigues & Lima, 

2013), sendo que neste estudo tal espécie foi encontrada naturalmente infectada por 

Le. braziliensis e Le. chagasi.  Teodoro et al. (1993) em estudo no norte do 

Paraná consideraram que Lu. pessoai poderia estar envolvida na transmissão de 

Leishmania ao homem nessa região.       

 A espécie Lu. lenti, a segunda mais abundante nas coletas com armadilha 

HP, não é suspeita de ser vetor ou de ter papel vetorial comprovado. Estudos 

realizados por Brazil et al. (1997) demonstraram que experimentalmente esta 

espécie não apresenta antropofilia, e é refratária à infecção por Leishmania, embora 

neste estudo Lu. lenti tenha sido encontrada naturalmente infectada por Le. chagasi 

e Le. braziliensis. Segundo Galati et al. (1996) essa espécie de flebotomíneo é bem 

representada em áreas onde animais domésticos estão presentes, sendo comum 

em galinheiros, corroborando com nossos resultados.    

 As espécies do Complexo cortelezzii foram encontradas em grande número e 

recentemente foram encontradas naturalmente infectadas em trabalhos realizados 

em Minas Gerais (Carvalho et al., 2008; Saraiva et al., 2009), por isso, merecem 

mais investigações.  Neste estudo tais espécies foram encontradas naturalmente 

infectadas por Le. chagasi e Le. braziliensis.     

 Investigações realizadas em regiões de planalto do Estado de São Paulo 

demonstraram que apenas algumas espécies, tais como Lu. whitmani, Lu. 
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intermedia, Lu. migonei, Lu. fischeri e Lu. pessoai apresentaram-se como sendo 

mais abundantes em ambientes antrópicos (Gomes et al., 1989). Em tais estudos, 

ora uma, ora outra parecem ter papel prioritário na transmissão de LTA, uma vez 

que as características lhes conferem capacidade vetorial. Apesar da diversidade, a 

predominância quase absoluta de poucas espécies (Tabela 2) coincide com dados 

de outros autores (Gomes & Galati, 1987).      

 Estudos sobre a ecologia dos flebotomíneos, bem como os estudos de 

variação sazonal são importantes, para melhor entender a interação da espécie com 

seu hábitat, assim como a dinâmica de transmissão da leishmaniose, e assim poder 

direcionar melhor os métodos de controle, como a aplicação de inseticidas (Macedo 

et al., 2008). É válido ressaltar que o aprimoramento das ações de controle depende 

das investigações sobre vetores, reservatórios, agentes etiológicos, e outros 

determinantes epidemiológicos.         

 A infecção de flebotomíneos por Leishmania spp. era  frequentemente 

investigada através da dissecção do inseto e observação direta do parasito. Porém 

este método é laborioso e requer grande habilidade técnica, devido ao tamanho 

reduzido dos insetos (Oliveira-Pereira et al., 2006). Já a PCR é mais prática e 

vantajosa, amplifica o DNA do parasita em tecidos de biópsia ou em leucócitos de 

sangue periférico, apresentando um alto potencial de sensibilidade, especificidade e 

facilidade, e vem sendo muito usado no diagnóstico das leishmanioses (Oliveira-

Pereira et al., 2006).         

 A sensibilidade da PCR pode ser aumentada pelo uso de iniciadores que 

apresentam mais de uma cópia por célula; no caso de Leishmania essas sequências 

incluem o cinetoplasto e famílias de genes de multicópias. Entre estes últimos, o 

mais estudado é o SSUrRNA. Van Eys et al. (1992) desenharam os pares de 

iniciadores R221 E R332 (R1 e R2 neste trabalho) que amplificam uma região 

menos específica de 603 pb e R223 E R333 (R3 e R4 neste trabalho) que 

amplificam uma região de 353 pb somente de espécies do gênero Leishmania 

(menos sensível). Em 2002, Cruz et al. sugerem a combinação destes dois pares de 

iniciadores em uma Nested PCR para detectar Leishmania em humanos, 

aumentando a sensibilidade e especificidade da reação.     

 Recentemente, o sequenciamento de fragmentos de DNA obtidos pela 

amplificação de diferentes genes alvo tem sido realizado e utilizado junto com o 

alinhamento das sequências obtidas como uma forma de identificar a espécie de 
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Leishmania envolvida na infecção (Parvizi et al., 2008; Medeiros et al., 2008). 

Ferreira (2010), comparando diferentes técnicas de PCR em amostras de população 

canina e pequenos mamíferos oriundos da mesma área endêmica para diferentes 

formas de leishmanioses, observou que a partir do momento que se obteve o 

produto amplificado, a identificação da espécie de Leishmania por sequenciamento 

foi mais eficaz do que a análise pela digestão por enzimas de restrição (PCR RFLP).

 A contaminação da PCR neste estudo pôde ser evitada pela utilização de 

controles negativos e controles internos da extração, tanto para flebotomíneos 

quanto para os cães (LnPCR), validando assim tanto o processo de extração quanto 

a confirmação dos resultados negativos.      

 Dos 249 “pools” de flebotomíneos analisados, a infecção foi observada em 32 

deles, correspondendo a 11 “pools” positivos do Complexo cortelezzii, dois da 

espécie Lu. intermedia, quatro da espécie Lu. lenti, seis Lu. longipalpis, um Lu. 

migonei, quatro Lu. pessoai, um Lu. sordellii e três “pools” de Lu. whitmani. Desses, 

12 “pools” são considerados espécies de importância médica, ficando a taxa de 

infecção em 2,60% para Lu. intermedia; 12% para Lu. longipalpis; 20% para Lu. 

migonei; 1,14% para Lu. whitmani. As taxas de infecção de Lu. longipalpis  e Lu. 

migonei  são consideradas altas, ainda mais por se tratar de um município com 

casos esporádicos da doença, levando a necessidade de medidas de controle 

efetivas para evitar um possível surto, já que a região tem todas as características 

que indicam que o ciclo de transmissão pode estar ocorrendo no município. 

Entretanto, a taxa geral de infecção natural dos flebotomíneos por Leishmania foi 

relativamente baixa (3,40%), corroborando com trabalhos realizados em área 

endêmica de leishmaniose. Lara-Silva (2010) encontrou 2,5% em Governador 

Valadares; Miranda et al. (2002) encontraram na Bahia taxa de positividade de 1,5% 

para Le. braziliensis; e Oliveira-Pereira et al. (2006) encontraram taxas ainda mais 

baixas em estudo na Amazônia Maranhense (0,4%).     

 É importante ressaltar, que em todos os bairros estudados verificamos a 

presença de infecção por leishmania em algumas das espécies des flebotomíneos 

capturados, demonstrando o risco de infecção da população por este parasito. 

 Para se estudar a história natural das doenças, antes de tudo é preciso 

identificá-las. Uma das alternativas é a pesquisa de anticorpos através de testes 

sorológicos. Métodos sorológicos têm contribuído, e muito, para o diagnóstico em 

estudos epidemiológicos de doenças endêmicas, especialmente na LV e LVC. 
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Contudo, quando os resultados da sorologia são utilizados como medidores da 

prevalência da doença, é preciso ter-se um bom estudo da sensibilidade e, 

principalmente, da especificidade do método empregado. Caso contrário, pode-se 

estar manipulando taxas de positividade equivocadas, o que leva a um falso 

conhecimento da gravidade da endemia na região (Monteiro et al., 2005).  

 A RIFI foi utilizada nos últimos anos como a técnica de referência adotada 

pelo MS em inquéritos sorológicos, antecedida pelo ELISA que era o teste de 

triagem de casos de LVC. Porém, em 2012, o MS passou a indicar como método de 

triagem uma nova técnica imunocromatográfica, chamada DPP®.    

 Queiroz-Júnior (2011) e Schubach (2012) desenvolveram estudos sobre a 

validação do novo teste imunocromatográfico para diagnóstico da LVC, o DPP®, e 

encontraram resultados satisfatórios. Queiroz-Júnior (2011) utilizou amostras de soro 

da veia cefálica e gota de sangue da ponta da orelha e demonstrou que o teste 

DPP® apresentou desempenho superior aos obtidos pelo ELISA. Dessa forma o 

autor sugere que o DPP® pode ser usado como teste de triagem sorológica do 

programa de controle da LVC, apresentando alta sensibilidade e especificidade 

(88,9% e 100%, respectivamente) no diagnóstico de cães sintomáticos para LVC. 

Ainda assim, novos estudos devem ser realizados com o objetivo de aumentar a 

sensibilidade do teste DPP® sobre cães assintomáticos e sintomáticos. Na análise 

de Schubach (2012), a sensibilidade do DPP® chegou a 88% e a especificidade 

73,3%, utilizando amostras de sangue periférico, sangue da veia jugular e pele 

íntegra. Porém, sugere que seu uso seja associado a outros testes.  

 A grande vantagem do ELISA é que ele pode ser usado em grande escala e 

tem sensibilidade e especificidade altas, cerca de 95% para ambos. E é 

recomendado pelo MS para avaliação de soroprevalência em inquéritos caninos 

(Brasil, 2006), detectando anticorpos contra Leishmania na fase mais precoce da 

infecção (Biogene, 2007).         

 No presente estudo, o DPP® foi utilizado como técnica de diagnóstico da LVC 

para a realização do inquérito censitário canino do município de Jaboticatubas, e de 

1.105 cães analisados, apresentou positividade para 175 cães.  A confirmação dos 

resultados foi obtida pelo ELISA, resultando em 86 cães positivos.   

 O conhecimento dos reservatórios é importante para o efetivo controle das 

leishmanioses. Entretanto, outros fatores de risco relacionados à epidemiologia da 

doença são mais complexos, como a urbanização do ciclo de transmissão e a 
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manutenção de um ciclo enzoótico nas cidades (Cabrera et al., 2003).  

 Com relação ao estudo de reservatórios domésticos (Canis familiaris) vários 

inquéritos sorológicos já foram realizados no município de Montes Claros, no ano de 

1994, 2001 e 2002 e verificaram que a taxa média de prevalência canina era de 

9,7%; 4,6% e 5% respectivamente. (França-Silva et al., 2003; Monteiro et al., 2005). 

Esses estudos revelaram a importância do cão como reservatório para Le. (Le.) 

chagasi no município. Corroborando com esses resultados, neste estudo também foi 

encontrada uma taxa de prevalência canina alta (7,78%), sendo possível verificar 

taxas de 3,17% no bairro Santo Antônio e 1,54% no Bom Jesus.  

 Molina et al. (1994), demonstraram que a infectividade dos cães com LVC não 

está exclusivamente ligada ao estágio sintomático da doença. Entretanto, 

epidemiologicamente, é necessário considerar que cães soropositivos são capazes 

de infectar flebotomíneos indiferentemente da presença de sintomas (Michalsky et 

al., 2007).          

 Diferentes materiais biológicos podem ser utilizados nas reações para 

diagnóstico de leishmanioses: aspirado de linfonodos, medula óssea, baço, sangue 

total, camada leucocitária, cultura e sangue coletado em papel filtro, biópsia ou 

escarificação da pele. O melhor teste de laboratório para diagnosticar LV é a 

demonstração do parasita em material de biópsia ou punção aspirativa de tecidos 

(Melo, 2004).  É um método seguro de diagnóstico, uma vez que o resultado positivo 

é dado pela observação direta de formas amastigotas ou promastigotas, no caso de 

cultura de parasitos. No caso do aspirado de medula e baço geralmente pode-se 

verificar a presença de formas amatigotas do parasito. A punção aspirativa esplênica 

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

parasita, seguida pelo aspirado de medula óssea, biópsia hepática e a aspiração de 

linfonodos. Por ser um procedimento mais seguro, recomenda-se a punção 

aspirativa da medula óssea (Brasil, 2006).       

 A especificidade destes métodos é de 100%, mas a sensibilidade é muito 

variável, pois a distribuição dos parasitas não é homogênea no mesmo tecido 

(Gontijo & Melo, 2004).        

 Quanto ao isolamento do parasito, os métodos de cultura “in vitro” em meios 

especiais apresentam positividades superiores a 60% em muitos casos. Formas 

amastigotas do parasita, inoculadas em meios de cultura especiais, contendo ágar e 

sangue de coelho, transformam-se em formas promastigotas. O isolamento “in vivo” 
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é feito preferencialmente em hamsters (Mesocricetus auratus), quando alíquotas do 

meio contendo formas promastigotas são inoculados nesses animais.  

 O exame direto ou a cultura de aspirados de baço ou medula óssea são as 

principais técnicas usadas para o diagnóstico da LV tanto em humanos como em 

cães. Já o exame microscópico de fragmentos de pele ou biópsia de lesão como 

“imprints”, embora rápido e de baixo custo, tem sensibilidade limitada, 

particularmente em lesões crônicas. A técnica de cultura “in vitro” é ligeiramente 

mais sensível que o exame microscópio de biópsias de lesão e amostras 

histológicas, apesar de mais laboriosa, onerosa e sujeita a contaminações 

microbiológicas (Manna et al., 2004).  Porém, neste estudo a sensibilidade foi 

maior nos “imprints” que na cultura (36,36% e 27,27%, respectivamente). 

 Quanto ao diagnóstico molecular o método da PCR, constitui-se em uma nova 

perspectiva para o diagnóstico da LV, pois apresenta 94% de especificidade (Brasil, 

2006).  

 Rodrigues et al. (2002) obtiveram uma sensibilidade de 95,4% e 

especificidadede 100% da PCR em amostras de pacientes. Uma explicação possível 

para os resultados falso-negativos é atribuída à baixa carga parasitária, instabilidade 

do DNA extraído ou a qualidade da amostra de DNA, que podem apresentar 

diferentes concentrações de inibidores da DNA polimerase.    

 No presente estudo foi utilizado aspirado de medula para cultura, “imprints” de 

medula e pele em lâminas analisados por microscopia, além da realização de PCR 

de amostras de medula e pele.        

 A cultura de aspirados de medula óssea dos cães soropositivos utilizados 

neste estudo, apresentou positividade em somente três dos 11 cães soropositivos 

(27,27%). Deve-se salientar que a sensibilidade da cultura, depende em grande 

parte do profissional, do número de campos microscópicos examinados e da 

prevenção de contaminações do material. Já nos nossos resultados obtidos através 

dos “imprints”, quatro dos 11 cães apresentaram positividade (36,36%).  

 Segundo Sollano-Gallego et al. (2001) a frequência de detecção de DNA do 

parasito é variável em diferentes tecidos. A baixa porcentagem de amostras 

positivas na medula óssea pode indicar que a disseminação do parasito pela medula 

não ocorra com freqüência nos animais. No mesmo estudo, os autores sugerem que 

a pele é o maior tecido reservatório de parasitos em cães já que a PCR utilizando 

biópsia de pele detectou DNA de Leishmania em metade dos cães estudados e da 
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medula somente 17%. Porém neste estudo, através da PCR, houve a detecção do 

DNA de Leishmania na medula óssea em mais da metade dos cães estudados 

(63,6%) enquanto a PCR de biópsia de pele detectou somente uma amostra (9%) 

com DNA de Leishmania. Estes resultados contrastam com os estudos de Reithinger 

et al. (2002), que demonstraram que a carga parasitária tende a ser menor em 

aspirados de medula óssea, baço e linfonodos, pois estes órgãos contêm inibidores 

da PCR que podem afetar a sensibilidade da técnica.    

 A PCR de medula apresentou maior sensibilidade em relação às outras 

técnicas utilizadas (cultura, imprints e até mesmo a PCR de amostras de pele). 

 O georreferenciamento dos cães positivos para LV bem como dos casos 

humanos de leishmanioses no município de Jaboticatubas demonstrou a existência 

de alguns focos da doença no município (Figura 13). Resultados mais 

esclarecedores provavelmente seriam obtidos através de um estudo prospectivo 

realizando o georreferenciamento acumulativo dos casos nos próximos anos, 

incluindo a zona rural.         

 A permanência do cão infectado nos domicílios pode ser explicada por vários 

motivos: não colaboração dos moradores, ausência de uma estratégia eficaz por 

parte dos órgãos competentes para exame dos cães de modo sistemático, a baixa 

sensibilidade do teste utilizado em estudos de forma geral – resultando em falsos 

negativos, além disso, o fato de existir cães assintomáticos garante a manutenção 

do parasita no município. Deste modo, a soroprevalência canina se mantém alta e o 

surgem novos casos humanos (Reithinger & Davies, 1999; Silva et al., 2001; 

Cabrera et al., 2003).         

 No ano de 2005, foi implementado no município o PCLV (MINAS GERAIS, 

Secretaria Municipal de Saúde de Jaboticatubas, 2007) mas o programa ainda não 

funciona em sua integralidade. Atualmente existe a demanda espontânea de casos 

de LVC, no qual o veterinário vai até a casa do morador para colher sangue do seu 

cão e realizar o diagnóstico. Quanto aos casos humanos, há uma varredura da área 

próxima à casa do morador acometido pela enfermidade, com a realização de 

borrifação das casas ao redor. O município ainda não possui visitas domiciliares 

periódicas de veterinários para coleta de amostras de sangue dos cães para 

diagnóstico da leishmaniose canina, freqüente borrifação das casas, um canil e nem 

mesmo um serviço para apreensão de animais errantes (João Paulo: 

Epidemiologista da Secretária de Saúde de Jaboticatubas – comunicação pessoal). 
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 De acordo com o Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN), 

até o ano de 2012, quatro casos humanos de LV, bem como 10 casos de LTA, foram 

notificados em Jaboticatubas.  O primeiro caso de LTA foi registrado em 1975 

enquanto de LV foi registrado somente em 2006. Segundo dados da Prefeitura, 

ocorreram cinco casos de LV no município e não quatro como registrados no SINAN. 

E em 2012 e 2013 não foram registrados casos humanos de leishmanioses nos 

humanos na zona urbana, mesmo com uma soroprevalência canina alta no 

município. Contudo, em 2010 houve um óbito de paciente acometido cm LV no 

bairro Sagrada Família. A alta taxa de soroprevalência canina no inquérito sorológico 

do município e o número de casos humanos distribuídos por todo o município torna 

urgente a tomada de medidas por parte dos órgãos competentes do Município e do 

Estado. Neste estudo, foram analisados somente dados de leishmanioses canina e 

humana na zona urbana da cidade, e os resultados já são alarmantes, faz-se 

necessário, a título de aprimoramento das medidas de controle, estudar ainda as 

áreas rurais.           

 Um aspecto importante é que provavelmente o número de casos humanos de 

leishmaniose diagnosticados é subestimado, representando apenas uma pequena 

parcela das pessoas infectadas. Em estudos prospectivos realizados nos estados da 

Bahia e Ceará, a taxa de indivíduos assintomáticos/ sintomáticos era 

respectivamente 6:1 a 18:1, dependendo da idade do paciente e da localidade 

estudada (Badaró et al., 1986; Evans et al., 1992).     

 As alterações no ambiente causadas por atividades humanas como, por 

exemplo, desmatamento e construções em áreas verdes, acarretam alterações no 

clima e no meio ambiente, modificando a epidemiologia das leishmanioses. Isso 

pode levar à invasão dos hospedeiros silvestres e dos vetores ao ambiente próximo 

ao homem, caracterizando a domiciliação do ciclo de transmissão (Costa et al., 

2007; Chaves et al., 2008).          

 As leishmanioses, principalmente a LTA, ainda hoje, são associadas a áreas 

rurais, às favelas e bolsões de pobreza (Souza et al., 2001). Entretanto, Kawa & 

Sabroza (2002), observaram que o movimento urbano criou as condições 

necessárias à intensificação da endemia em focos bem definidos, onde o ambiente 

de trabalho possibilitou maior contato entre indivíduos suscetíveis e vetores. Nesse 

mesmo sentido, Lima (2000), através de análises espaciais, observou que a LTA em 

vários municípios do Estado do Paraná têm relação com áreas de mata nativa 
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modificada, pequenas matas ciliares ou resquícios destas e/ou com área domiciliar e 

peridomiciliar.        

 Considerando que a área de estudo se localiza dentro da Serra do Cipó, a 

circulação de parasitas entre canídeos silvestres, marsupiais, cães domésticos e 

pessoas, além do intercâmbio de cães de uma região para outra, migração ou 

doação, torna-se necessário a adoção de medidas urgentes de controle da infecção 

em Jaboticatubas visando impedir o estabelecimento de um foco na área de estudo. 

Além disso, o município de Jaboticatubas pertence à RMBH, onde casos de 

leishmanioses vem ocorrendo nos últimos anos (Menezes, 2011).    

 De fato, foi constatado na área de estudo através de conversa com 

moradores e da Prefeitura que o município possui potencial epidemiológico para 

instalação da doença: das 10 casas percorridas, somente uma não apresentava 

galinhas, cães ou outros animais domésticos. Com a possibilidade de esses animais 

virem a participar como fonte alimentar de flebotomíneos, a aproximação e a 

manutenção desses insetos no ambiente peridomiciliar pode ser favorecida. Verifica-

se que as capturas de flebotomíneos não são bem sucedidas em casas que não 

existem animais domésticos (Dias et al., 2003). A galinha é um dos animais mais 

atrativos para Lu. longipalpis, sendo que o município de estudo foi considerado 

receptivo para Lu. longipalpis, segundo inquérito entomológico realizado no 

município. Nesse período, foram capturados diversos exemplares desse vetor, mas 

ainda não haviam sido notificados casos de leishmaniose visceral humana nem 

canina (Minas Gerais, Secretaria Municipal de Jaboticatubas, 2007).  

 O encontro de espécies vetoras infectadas com Le. chagasi ou Le. 

braziliensis, a alta prevalência de cães com LVC, além da ocorrência de casos 

humanos de leishmanioses no município, indica a urgência de uma vigilância 

entomológica rigorosa e de ações que evitem a formação de ambiente propício ao 

contato dos flebotomíneos com os animais domésticos, pois provavelmente estes 

servem como fonte de infecção para o flebotomíneo e o homem se infecta 

acidentalmente. Estas observações aliadas à vigilância e controle da doença podem 

evitar um possível surto da LV no município, comprovando a importância dos 

estudos envolvendo a biologia, ecologia, comportamento e análise de infecção 

natural de vetores e hospedeiros para o entendimento da epidemiologia da doença 

na área de estudo.          

 Os dados obtidos neste trabalho demonstram que a leishmaniose no 
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município de Jaboticatubas não pode ser negligenciada, sugerindo que as medidas 

de controle da LVC canina devem ser implementadas para que os níveis de 

prevalência canina não aumentem de modo a aumentar também o número de casos 

humanos. Atualmente a LVC está amplamente distribuída no município de 

Jaboticatubas e os resultados do presente trabalho mostram uma correlação na 

distribuição de casos de leishmaniose canina e humana no município estudado. 

(Figura 13). Esse resultado corrobora com dados de Margonari et al. (2006) onde foi 

observado que os casos humanos do município de BH ocorreram em áreas em que 

a densidade dos cães soropositivos era relativamente alta. Em um estudo 

semelhante utilizando análise espacial na vigilância epidemiológica de LV em 

Araçatuba (SP), os autores observaram que a transmissão da LV não foi 

homogênea no município: a transmissão humana ocorreu nas áreas com maiores 

taxas de prevalência canina (Camargos-Neves et al., 2001).   

 É importante salientar que os ciclos de transmissão das leishmanioses 

dependem do movimento de seus reservatórios e a identificação destes hospedeiros 

é fundamental para o entendimento da epidemiologia e controle efetivo de 

transmissão da doença. 
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7 CONCLUSÕES 

 

A fauna flebotomínica de Jaboticatubas apresentou exemplares pertencentes 

a dois gêneros distribuídos em 17 espécies do gênero Lutzomyia e dois exemplares 

de Brumptomyia. Dentre elas, importantes vetoras da LTA e LV, sendo Lu. whitmani 

a espécie mais numerosa. 

O encontro de Lu. whitmani em elevada densidade nos bairros estudados, a  

sua infecção natural por Le. braziliensis, além de sua implicação na literatura como 

importante vetora da LTA, sugerem que esta seja a principal espécie responsável 

pela transmissão da LTA em Jaboticatubas. 

O grande número de exemplares de Lu. longipalpis capturado e o encontro de 

infecção natural por Leishmania chagasi sugerem a participação desta espécie como 

vetora da LV no município estudado. 

De acordo com análises entre o número de flebotomíneos capturados e os 

dados climáticos, os meses mais chuvosos e quentes foram os que apresentaram 

maior número de flebotomíneos capturados no município. 

A presença do vetor Lu.longipalpis  e cães infectados por Leishmania chagasi 

nos bairros estudados, sugerem que o ciclo da LV em Jaboticatubas tenha um perfil 

urbano e ativo de transmissão. 

  Foi observada uma maior concentração de casos humanos e caninos nos 

bairros Santo Antônio e Bom Jesus, áreas onde as medidas de controle deverão ser 

mais intensificadas.  

 A espécie Lu. intermedia foi encontrada infectada por Le. braziliensis, 

reforçando sua importância na transmissão da LTA no município estudado. 

As espécies Lu. whitmani e Lu. longipalpis  encontradas, também, infectadas 

com Le. chagasi  e Le. braziliensis, respectivamente, demonstraram a 

permissividade destes flebotomineos a infecção por diferentes espécies de 

leishmania e indicam a importância de novos estudos para esclarecimento do real 

papel de suas competências vetoriais para essas leishmanias.  
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 O encontro de Lu. lenti infectada com Le. chagasi e Le. braziliensis, do 

complexo cortelezzii infectado tanto com Le. chagasi quanto com Le. braziliensis,de 

Lu. migonei e Lu. pessoai infectadas com Le. chagasi demonstraram que estas 

espécies merecem mais investigação do ponto de vista da transmissão destes 

parasitos em áreas urbanas.  

 A taxa de soroprevalência canina foi alta para um município onde é 

transmissão de LV é considerada esporádica. 

 A técnica de PCR de medula foi mais sensível que as demais técnicas 

utilizadas, uma vez que apresentou maior taxa de positividade em relação as demais 

técnicas. 

 Até então o município é considerado área de transmissão esporádica para as 

LV, mas possui todos os elementos que favorecem a transmissão intensa no 

município, por isso é importante que medidas de controle sejam intensificadas, 

principalmente em áreas onde a transmissão é maior, a fim de evitar que o problema 

se agrave no município. 
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8 Anexos 

 

8.1 Anexo 1 – Consentiimento Livre e Esclarecido do Voluntário 
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8.2 Anexo 2 – Ficha epidemiológica com os dados referentes ao cão 

 

CÓDIGO DATA BAIRRO RUA Nº PROPRIETÁRIO 
NOME 
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8.3  Anexo 3 - Termo de cientificação de resultado de exame laboratorial de 
leishmaniose visceral canina 
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8.4 Anexo 4 - Alinhamento para as amostras positivas para Leishmania 

spp. 

Alinhamento amostra 52 (Lu. pessoai) – Le. chagasi 

 

 
 

 

 Alinhamento amostra 107 (Complexo cortelezzii) – Le. chagasi 
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Alinhamento amostra 109 (Lu. migonei) – Le. chagasi 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 111 (Lu. whitmani) – Le. chagasi 
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Alinhamento amostra 114 (Lu. longipalpis) – Le. chagasi 

 

 
 

 

 Alinhamento amostra 117 (Complexo cortelezzii) – Le. chagasi 
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Alinhamento amostra 125 (Lu. lenti) – Le. chagasi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra104 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra106 (Lu intermedia) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

Alinhamento amostra108 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra110 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

Alinhamento amostra112 (Lu. lenti) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra113 (Lu. intermedia) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra115 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 
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 Alinhamento amostra126 (Lu. lenti) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 211 (Lu. whitmani) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 214 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 216 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 217 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 218 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 220 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 221 (Lu. sordellii) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 223 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 Alinhamento amostra 224 (Lu. pessoai) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 226 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 227 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 
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Alinhamento amostra 229 (Complexo cortelezzii) - Le. braziliensis 

 

 

 

 

 

Alinhamento amostra 230 (Lu. longipalpis) - Le. braziliensis 
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