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RESUMO 

 

 

 Leishmania (Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) lindenbergi são espécies causadoras 

da leishmaniose cutânea na Amazônia e apresentam grande similaridade no seu perfil 

isoenzimático, anticorpos monoclonais e produção de infecção inaparente em hamsters. O fato de 

não se ter um modelo experimental altamente suscetível à infecção por L. (V.) naiffi e L. (V.) 

lindenbergi, o objetivo deste estudo foi avaliar a susceptibilidade de camundongos BALB/c e 

Swiss, hamster e Proechimys roberti à infecção por essas duas espécies. Foram preparados 

inóculos com glândulas salivares e sem glândulas, associados às formas promastigotas das duas 

espécies de Leishmania.  Doze animais de cada espécie foram divididos em quatro grupos 

(machos e fêmeas inoculados com glândulas salivares e machos e fêmeas sem glândulas 

salivares). Todos foram inoculados intradermicamente na face dorsal das duas patas traseiras e 

foram observados durante 90 dias. No período de 30, 60 e 90 dias pós-inoculação, os animais 

foram sacrificados e diferentes fragmentos de pele do local de inoculação foram divididos e 

utilizados na cultura in vitro, exame microscópico direto e reação em cadeia da polimerase 

(PCR). Não foi possível observar lesões nos animais inoculados com L. (V.) naiffi e L. (V.) 

lindenbergi tanto na presença ou ausência de glândulas salivares. Assim como, formas 

amastigotas durante 30, 60 e 90 dias após a inoculação. Na cultura, todos os animais inoculados 

com L. (V.) lindenbergi não desenvolveram formas promastigotas. Por outro lado, todos os 

grupos de camundongos BALB/c inoculados com L. (V.) naiffi apresentaram positividade quando 

sacrificados com 30 dias após inoculação e até 90 dias nos machos inoculados com glândulas 

salivares e fêmeas inoculadas sem glândulas salivares. A PCR apresentou baixa sensibilidade 

comparada à cultura. Desse modo, concluímos que L. (V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi são espécies 

que apresentam baixa infectividade e nenhum dos animais utilizados no estudo podem ser 

considerados modelo experimental altamente susceptíveis à infecção por essas duas espécies.   

 

Palavras chaves: L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi, modelos experimentais.  

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Leishmania (Viannia) naiffi and Leishmania (Viannia) lindenbergi are species that cause 

cutaneous leishmaniasis in Amazonia and present great similarity in its isoenzymatic profile , 

monoclonals antibodies and production of unapparent infection in hamsters. The fact of not 

having a highly susceptible experimental model to the infection for L. (V.) naiffi and L. (V.) 

lindenbergi, the objective of this study was evaluate the susceptibility of BALB/c and Swiss 

mice, hamsters and Proechimys roberti to the infection for those two species. It was prepared 

inoculums with salivary glands and without glands for each group of animals, associated to the 

promastigotes. The experimental animals, of both sexes, were inoculated intradermally in the 

dorsal surface of back feet and they were observed for 90 days. In the period of 30, 60 and 90 

days after inoculation, the animals were sacrificed and different fragments of skin of the 

inoculation place were used in the culture, microscopic exam and polymerase chain reaction 

(PCR). It was not possible to observe lesions in the animals inoculated with L. (V.) naiffi and L. 

(V.) lindenbergi even at the presence or absence of salivary glands. As well as, forms amastigotes 

during 30, 60 and 90 days after the inoculation. In the culture, all the animals inoculated with L. 

(V.) lindenbergi haven’t developed promastigotes. For the other hand, BALB/c mice inoculated 

with L. (V.) naiffi presented positively when sacrificed 30 days after inoculation. PCR presented 

low sensibility compared to the culture. This way, we concluded that L. (V.) naiffi and L. (V.) 

lindenbergi is species that present low infectivity and none of the animals used in the study 

experimental model can be considered highly susceptible to the infection for those two species.  

 

Key words: L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenbergi, experimental models.     
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 HISTÓRICO 

 

As leishmanioses são enfermidades que vem afligindo o homem desde a antiguidade. Os 

primeiros relatos sobre leishmaniose tegumentar podem ser encontrados na literatura do primeiro 

século D.C na Ásia Central, onde a doença era conhecida como “Úlcera de Balkh”, devido a 

cidade de Balkh no norte do Afeganistão, considerada área endêmica para a doença. Outros 

relatos podem ser vistos no Novo Mundo, em cerâmicas sul-americanas da época de 400 a 900 

anos D.C. Comumente, essas cerâmicas mostravam faces humanas com mutilações no nariz e nos 

lábios semelhantes às causadas por leishmaniose mucocutânea (Lainson, 1997; Lainson & Shaw, 

1998). 

 

A primeira observação do parasita pertencente ao gênero Leishmania foi feita por 

Cunninghan em 1885, em casos de leishmaniose visceral na Índia. Em seguida, vários 

pesquisadores passaram a encontrar e descrever o parasita, até que Ross em 1903, criou o gênero 

Leishmania. No mesmo ano, Wright descobriu o agente etiológico do “Botão do Oriente”, nome 

referido a doença no Afeganistão, incluindo no mesmo gênero com o nome de Leishmania 

tropica. No Brasil, a natureza leishmaniótica das lesões cutâneas só foi confirmada pela primeira 

vez por Lindenberg em 1909, que encontrou formas amastigotas do parasito em material obtido 

de lesões cutâneas de indivíduos que trabalhavam nas matas do interior de São Paulo. Em 1911, 

Gaspar Vianna, observando que o parasita apresentava características morfológicas que o 

diferenciava da Leishmania tropica, atribuiu o nome da primeira espécie associada à doença, 

como Leishmania brasiliensis. Posteriormente, foram atribuídos nomes espécie-específicos para 



cada localidade, como por exemplo, L. tropica mexicana, atribuída ao parasita causador da 

doença “Úlcera de Chilero” no México (Lainson, 1982; Silveira et al., 1997). 

 

Em continuidade aos estudos sobre a doença, o modo de transmissão passou a ser 

questionado. Em 1913, Brumpt e Pedroso relataram as primeiras observações epidemiológicas 

sobre a doença, denominando-a “leishmaniose americana das florestas” devido ao fato de que sua 

transmissão se relacionava com o ambiente silvestre. Finalmente, Aragão em 1922, relatou 

evidencias da transmissão envolvendo flebotomíneos. Anos depois, no Velho Mundo, Shortt et 

al. em 1926, definiram o papel desses insetos na transmissão das leishmanioses (Falqueto & 

Sessa, 1997). 

 

1.2 CONCEITO 

 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma zoonose de alta freqüência, de 

evolução crônica e não contagiosa, causada por protozoários do gênero Leishmania. A doença 

acomete o homem e pode apresentar diferentes formas clínicas dependendo da espécie de 

Leishmania envolvida e da relação do parasita com seu hospedeiro (Lainson & Shaw, 1992). 

 

A doença acomete isoladamente ou em associação, a pele e mucosas do nariz, boca, 

faringe e laringe, gerando assim um espectro de quatro formas clínicas da doença que são: 

leishmaniose cutânea localizada (LCL), leishmaniose cutâneo-mucosa (LMC), leishmaniose 

cutânea anérgica difusa (LCAD) e leishmaniose cutânea disseminada borderline (LCDB) 

(Silveira et al., 2004).  



A LCL é uma forma normoreativa caracterizada por lesão inicial, geralmente única, 

denominada de úlcera leishmaniótica, acometendo principalmente os membros, face e pescoço, 

com tendência a cura espontânea. Os pacientes acometidos por essa forma apresentam reação de 

Montenegro positiva, demonstrando a presença de uma resposta imunológica satisfatória para 

destruir o parasita e obter cura após o tratamento utilizado (Silveira et al., 2004). 

 

A LCM é uma forma caracterizada por um comprometimento mucoso, que pode surgir 

meses ou anos após a cicatrização da lesão de pele inicial, podendo sofrer metástase e disseminar 

por via hematogênica atingindo o tecido nasobucofaríngeo (Marsden, 1986) 

 

A LCAD é uma forma incomum da doença, sendo assim, de grande interesse médico 

(Silveira et al., 1991). Caracteriza-se pelo número elevado de lesões disseminadas, podendo ser 

placas infiltradas, nódulos ou tubérculos, as quais apresentam riqueza parasitária em toda a sua 

evolução. As lesões são inicialmente localizadas, disseminando-se por via hematogênica por todo 

o corpo. A reação de Montenegro é sempre negativa, devido à deficiência imunológica específica 

(anergia) do hospedeiro a antígenos de Leishmania. Dessa forma, o paciente não responde bem 

aos tratamentos normalmente utilizados (Silveira et al., 2004). 

 

A forma hiporeativa reversível LCDB, comporta-se como uma forma intermediária. Nessa 

forma, há o aparecimento de lesão inicial (primária), com posterior disseminação após alguns 

meses de infecção (metastização secundária). As lesões são preferencialmente infiltradas, com 

número limitado. A reação ao teste de Montenegro é negativa antes do tratamento e após, 

observa-se uma conversão tornando-a positiva. Os pacientes após um período de tratamento 

evoluem para a cura (Silveira, 2001).   



Tem sido relatada também, a ocorrência de LTA em pacientes portadores da síndrome da 

imunodeficiência adquirida (AIDS), sendo esta co-infecção facilitada devido a uma progressiva 

desregulação do sistema imunológico dos hospedeiros. Nos casos publicados, tem se observado 

uma diversidade clínica, quadros mais graves, disseminação, comprometimento dos órgãos 

internos e refratariedade aos tratamentos habituais (Guiguemde et al., 2003; Sampaio et al., 

2002). 

 

 

1.3 BIOLOGIA E TAXONOMIA 

 

Com relação à posição taxonômica do parasita, a doença é causada por espécies de 

parasitas do gênero Leishmania Ross,1903, que pertencem a Classe Zoomastigophorea, Ordem 

Kinetoplastida e Família Trypanosomatidae. Vários caracteres podem ser utilizados para 

classificação taxonômica de Leishmania, como: especificidade do hospedeiro, características 

genotípicas do DNA genômico e DNA do cinetoplasto, características fenotípicas como a 

morfologia, caracterização enzimática, estruturas de proteínas, lipídios e carboidratos, e também 

a detecção por anticorpos monoclonais e etc (Peters, 1986; Shaw, 1994). 

 

O parasita apresenta a seguinte classificação taxonômica: 

Reino Protista Haeckel 1866 

Sub-Reino Protozoa Goldfuss 1817 

Filum Sarcomastigophora Honinberg e Balamuth 1963 

Sub-filum Mastigophora Deising 1866 

Classe Zoomastigophorea Calkins 1909 



Ordem Kinetoplastida Honinberg 1963, emend. Vickerman 1976 

Sub-ordem Trypanosomatina Kent 1880 

Família Trypanosomatidae Doflein 1901, emend. Grobben 1905 

Gênero Leishmania Ross 1903 

 

O gênero Leishmania compreende protozoários parasitas, com um ciclo de vida 

digenético (heteroxênico), compreendendo uma fase evolutiva nos hospedeiros invertebrados 

(insetos vetores) que albergam as formas promastigotas e outra fase nos hospedeiros vertebrados, 

representados por mamíferos, nos quais a forma amastigota pode ser encontrada (Lainson, 1985). 

 

Os hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de mamíferos como roedores, 

edentados (tatu, tamanduá, preguiça), marsupiais, canídeos e primatas. A infecção nestes animais 

é geralmente inaparente e benigna, indicando um relacionamento equilibrado entre o parasita e o 

animal. O homem e alguns animais domésticos são considerados como hospedeiros acidentais 

apresentam uma infecção produzindo comumente lesões de pele (Lainson, 1985; Lainson et al., 

1994). No tecido destes mamíferos, o parasita é visto como uma pequena forma arredondada, sem 

flagelo livre, denominada amastigota, que se multiplica dentro de macrófagos da pele (Lainson & 

Shaw, 1992).  

 

Os insetos vetores, hospedeiros invertebrados, são conhecidos como flebotomíneos, 

pertencentes aos gêneros Phlebotomus, no Velho Mundo e Psychodopygus e Lutzomyia (Ordem 

Díptera: Família Psychodidae: Subfamília Phlebotominae) no Novo Mundo (Desjeux, 1992). 

Nas Américas, são conhecidas mais de 350 espécies dos gêneros Psychodopygus e Lutzomyia, 

mas somente 32 delas são implicadas como vetores da leishmaniose. Desse total, 330 ocorrem no 



Brasil, encontrando-se na Região Amazônica aproximadamente 115 espécies descritas, sendo 24 

antropófogas (Grimaldi & Tesh, 1993).  

 

No intestino desses insetos, as amastigotas ingeridas durante o repasto sanguíneo, 

transformam-se em promastigotas (Ilustração 1), com um longo flagelo livre e corpo fusiforme 

(Lainson, 1997). Esta forma também pode ser encontrada em meios de cultivo in vitro.. 

 

Durante o ciclo evolutivo do parasito, a infecção do inseto ocorre quando a fêmea dos 

flebotomíneos, ao realizar repasto sanguíneo, pica um vertebrado infectado e juntamente com o 

sangue, ingere macrófagos parasitados por formas amastigotas (Ilustração 1). No trato digestivo a 

forma amastigota modifica-se e transforma-se em promastigota, que se multiplica por divisão 

binária. Em seguida, ocorre migração desses flagelados para a região anterior do estômago, 

colonizando o esôfago e a faringe. Nesta fase, as promastigotas se diferenciam para 

promastigotas metacíclicas infectantes, que são responsáveis por transferir a infecção para novos 

hospedeiros quando são injetadas na pele durante a picada do inseto infectado (Lainson, 1978; 

Lainson & Shaw, 1992). 

 

Ao realizar repasto sanguíneo, a fêmea de flebotomíneo infectada, introduz sua 

prosbócida na parte superficial da derme do hospedeiro vertebrado, e na presença da ação 

enzimática e vasodilatadora da saliva, injeta as formas promastigotas no local da picada (de 

Almeida et al.;2003). Estas são fagocitadas por macrófagos teciduais onde rapidamente se 

transformam em amastigotas, localizando-se no interior de vacúolos parasitóforos. Estas, já 

adaptadas ao novo meio fisiológico, resistem a ação destruidora das enzimas lisossomais 

multiplicando-se por divisão binária até ocupar todo o citoplasma. A infecção é mantida pelo 



rompimento da célula infectada, liberando amastigotas que serão fagocitadas por outros 

macrófagos (Lainson, 1997). Esta capacidade de sobreviver a diferentes meios, assim como 

ligação ao macrófago com sua posterior internalização, provavelmente, deve-se a uma molécula 

de superfície denominada de lipofosfoglicano (LPG) (Sacks et al.,2000; Ilg, 2001). 

 

 

 

 

Com base no comportamento dos parasitas no intestino do inseto vetor, Lainson e Shaw 

(1987) agruparam as espécies de Leishmania em 2 subgêneros: Viannia Lainson e Shaw 1987 e 

Leishmania Ross 1903. Sendo assim, no subgênero Leishmania o ciclo no vetor está restrito à 

porção anterior e média do tubo digestivo, onde o parasita se multiplica livremente ou aderente às 

paredes do estômago (seção suprapilaria). No subgênero Viannia, o ciclo no vetor inclui uma fase 

prolongada na qual a promastigota dirigi-se para o intestino e coloniza a região do piloro e íleo 

(seção peripilaria) e permanece aderida pelo flagelo ao epitélio intestinal através de 

Ilustração 1: Formas evolutivas de Leishmania: 
(a) amastigotas no macrófago , (b) promastigotas no vetor flebotomíneo 
(Lainson, 1982). Ad= amastigota em divisão; pd= promastigota em 
divisão; c= cinetoplasto; f= flagelo; n= núcleo; nch= núcleo da célula 
hospedeira. 



hemidemossomas. Até o momento, as espécies deste subgênero são encontradas somente nas 

Américas. 

 

A etiologia de LTA inclui uma multiplicidade de espécies dos subgêneros Viannia e 

Leishmania. São conhecidas cerca de 31 espécies de Leishmania no mundo inteiro, das quais 22 

são encontradas no Novo Mundo. Destas, apenas 14 são incriminadas como agentes etiológicos 

de LTA (Tabela1), dentre as quais 7 espécies têm registro na Região Amazônica como 

causadoras de LTA: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, 

Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) shawi, 

Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Viannia) lindenbergi (Silveira et 

al.,2002;2004). 

 

Tabela 1- Espécies de Leishmania, agentes etiológicos de LTA  

Subgênero Viannia Lainson & Shaw, 1987                   Subgênero Leishmania  Ross, 1903 

L.(V.) braziliensis*                 Vianna, 1911   L.(L.) mexicana                          Biagi, 1953 

L.(V.) peruviana                       Velez, 1913   L.(L.) pifanoi         Medina & Romero, 1959 

L.(V.) guyanensis*                   Floch, 1954   L.(L.) amazonensis*   Lainson&Shaw, 1972  

L.(V.) panamensis   Lainson & Shaw, 1972   L.(L.) garnhami              Scorza et al., 1979 

L.(V.) lainsoni *           Silveira et al., 1987   L.(L.)venezuelensis  Bonfante-Garrido,1980    

L.(V.) naiffi*           Lainson & Shaw, 1989        

L.(V.) shawi *              Lainson et al., 1989  

 L.(V.) colombiensis             Kreutzer, 1991  

L.(V.) lindenbergi *      Silveira et al., 2002   

* reportadas na Amazônia Brasileira 



1.4 DISTRIBUIÇÃO GEOGRÁFICA 

 

A leishmaniose tegumentar apresenta ampla distribuição geográfica (Ilustração 2), sendo 

registrada no Velho Mundo na Bacia do Mediterrâneo, Sudão e parte oriental da África, bem 

como no Oriente Médio e parte oriental da China, onde mais de 90% dos casos ocorridos no 

mundo provem dos seguintes paises: Irã, Arábia Saudita, Síria e Afeganistão. Nas Américas, a 

LTA ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o Norte da Argentina, cujo foco mais importante 

é o sul-americano, que compreende todos os países com exceção do Uruguai e do Chile (Desjeux, 

1992; Gontijo & Carvalho, 2003). 

 

No Brasil a doença tem uma ampla distribuição, tendo ocorrência em todos os Estados, 

desde áreas de crescimento populacional, principalmente nas regiões Norte e Centro-Oeste, como 

também em regiões consolidadas, ou mesmo com redução da população, como no Nordeste e 

Sudeste (FUNASA,2002). 

 

 
Ilustração 2: Distribuição geográfica da leishmaniose tegumentar segundo Lainson, 
1997. 



1.5 ASPECTOS ECO-EPIDEMIOLÓGICOS 

 

 As características ecológicas peculiares da LTA associadas aos seus agentes etiológicos 

devem-se as barreiras ambientais próprias do hospedeiro, que limitam cada espécie de 

Leishmania a um vetor específico, assim como ao reservatório. A relação existente entre 

mamíferos e flebotomíneos em nichos ecológicos específicos é condicionada por diversos fatores 

ambientais e por ações diversas dos homens, uma vez que migrações populacionais para áreas de 

abertura de florestas, por exemplo, tem produzido modificações ecológicas atingindo a 

epidemiologia de LTA e conseqüentemente ocasionando um aumento da doença (Grimaldi et al., 

1989). 

 

  Portanto, o índice mais alto de LTA encontra-se na mão-de-obra associada com a 

construção de novas estradas que cortam áreas de florestas, ou com o desmatamento relacionado 

à agricultura e silvicultura. Na Amazônia, a LTA pode ser considerada como uma doença 

ocupacional, atingindo principalmente trabalhadores que penetram nas florestas para 

desempenhar atividades como construção de estradas, hidrelétricas ou projetos que requerem a 

penetração e abertura de florestas nativas (Lainson, 1981) 

 

    Por outro lado, atualmente têm-se observado mudanças nos padrões epidemiológicos de 

transmissão. Neste contexto, alguns países da América do Sul, tais como Bolívia, Peru, 

Venezuela e Brasil, tem apresentado perfis de transmissão domestico e peridoméstico (Campbell-

Ledrum et al., 2001). No Brasil, geralmente isto ocorre em áreas de colonização antiga, estando 

relacionada a fluxos migratórios e aglomerados na periferia de centros urbanos. Nestes locais, 

algumas espécies de flebotomíneos provavelmente se adaptaram a este novo habitat e passaram a 



ter, como principais reservatórios, cães, eqüinos e roedores, desempenhando um papel importante 

na manutenção da infecção em ambientes intradomiciliares (Grimaldi et al.,1989). 

 

1.6- ASPECTOS IMUNOLÓGICOS 

 

 Após a inoculação das formas promastigotas de Leishmania através da picada do 

mosquito na pele, o parasita invade as células hospedeiras, gerando assim, resposta celular e 

humoral desenvolvida pelo sistema imune do homem (Ritting & Bogdan, 2000; de Almeida et 

al., 2003). 

 

            A maioria dos estudos de mecanismos de resposta imune foi realizada em modelos 

murinos, sendo caracterizados dois padrões de resposta Th1 e Th2, os quais são similares em 

humanos. Os macrófagos possuem uma função central na leishmaniose, onde são importantes não 

só como os hospedeiros do parasita, mas também apresentam-se com a primeira linha de defesa 

para o hospedeiro, participando da apresentação de antígenos ao linfócito T (Sunderkötter et al., 

1993). A ativação dos macrófagos desencadeia a produção de oxido nítrico, representando um 

importante mecanismo na destruição dos parasitas intracelulares (Liew et al.,1990; Mossalayi et 

al.,1999). 

  

Os Linfócitos T podem ser subdivididos em pelo menos duas subpopulações: Th1, que 

produz INFγ, IL-2, IL-12, TNFα e Th2, que produz IL-4, IL-5 e IL-10 (Mosmann & Coffman, 

1989). Essas duas subpopulações de células estão relacionadas com a resolução ou exacerbação 

(células Th1 e Th2, respectivamente) da leishmaniose (Liew, 1989). 

 



1.7- IDENTIFICAÇÃO DE LEISHMANIA 

 

Devido à multiplicidade de espécies existentes na Região Amazônica, a correta 

identificação desses parasitas faz-se necessária, não apenas para um melhor entendimento da 

epidemiologia, como também para um tratamento correto. A identificação de Leishmania se 

baseia na combinação de caracteres epidemiológicos e biológicos extrínsecos, como quadro 

clínico de infecção no homem, estudo da infecção no flebotomíneo, comportamento do parasito 

em hospedeiros mamíferos, etc. Estes são sustentados por caracteres intrínsecos como os 

imunológicos, bioquímicos e moleculares (Lainson et al., 1994). 

 

Testes imunológicos utilizando anticorpos monoclonais tem sido amplamente utilizados 

na identificação das espécies de Leishmania, sendo o mais importante o teste de reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) (McMahon Pratt & David, 1981; Grimaldi & McMahon Pratt, 

1996). É uma técnica que apresenta vantagens por ser rápida e sensível não requerendo grandes 

quantidades de parasitos cultivados (Shaw et al, 1989). São utilizados um painel de 23 anticorpos 

monoclonais (B2, B5, B11, B12, B13, B18, B19, M2, T3, D13, M11, M12, CO1, CO2, CO3, L1, 

W1C, N2, N3, LA2, WH1, WA2, V1) para a identificação a nível específico do parasito através 

dos perfis monoclonais observados. 

 

 A identificação bioquímica é representada pela eletroforese de isoenzimas, onde as 

amostras são submetidas a um campo elétrico, gerando bandas correspondentes a uma 

determinada enzima, com substratos específicos (Kreutzer et al.,1987). Este método permite o 

estudo das similaridades e diferenças entre os organismos ao nível de suas enzimas, através da 

comparação das bandas reproduzidas pelas amostras. Diferenças no perfil eletroforético indicam 

variações nos genes que regulam a produção das mesmas (Miles, 1986). 



Em relação aos métodos moleculares, várias técnicas têm sido utilizadas, tais como a 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que utiliza oligonucleotídeos derivados da seqüência 

nucleotídica de regiões comuns a todos os cinetoplastos- kDNA, a do RNA ribossômico- rRNA e 

da seqüência nuclear (Noyes et al., 1996), e algumas de suas derivações como a amplificação 

aleatória de DNA polimórfico (RAPD), a qual utiliza uma única seqüência iniciadora, sendo 

bastante utilizada em estudos na detecção de polimorfismo, apresentando grandes vantagens para 

a detecção de variabilidade genética (Ishikawa et al., 2002; Steindel et al, 1994) e o polimorfismo 

no comprimento do fragmento de restrição (RFLP) (Marfurt et al., 2003; Volponi et al., 2004).  

 

1.8 TRATAMENTO E CONTROLE 

 

O tratamento de LTA foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar Vianna em 1912, com 

o uso de Antimonial tártaro ermético, sendo utilizado durante muitos anos. Atualmente a droga 

de primeira escolha é o antimonial pentavelante. Este antimonial é indicado para o tratamento de 

todas as formas da doença. Não havendo resposta satisfatória, as drogas de segunda escolha são a 

Anfotericina B e a pentamidina (FUNASA, 2000). 

 

 Outra alternativa na terapêutica é o uso de vacinas para a imunoterapia e imunoprofilaxia. 

No Brasil, a vacina tem como antígenos promastigotas mortas de L. amazonensis (Leishvacin, 

Biobrás, Monte Carlos, MG). Uma observação importante é que esta vacina produz uma resposta 

predominante de células T CD8+, assim como observado em pacientes com leishmaniose após 

um tratamento bem sucedido (Modabber, 1995; Mayrink et al., 1999). Entretanto, ainda 

apresentam eficácia limitada nos estudos experimentais. 

 



 A prevenção e o controle das várias formas da doença nas grandes regiões endêmicas 

florestais são bastante difíceis devido a seu caráter zoonótico. Algumas medidas de proteção 

individual, como o uso de mosqueteiros, repelentes, entre outros, podem dificultar o contato com 

os insetos vetores. Um diagnóstico precoce e capacitação de equipes para informar a população 

sobre a doença, também são medidas importantes (Lainson et al., 1986). 

 

1.9 INFECÇÃO EXPERIMENTAL IN VIVO 

 

A maioria dos conhecimentos sobre as leishmanioses tem sido gerada por estudos 

experimentais em animais, como roedores e primatas. Espera-se que estes imitem características 

patológicas e respostas imunológicas semelhantes às observadas em humanos expostos às várias 

espécies de Leishmania. (Hommel et al., 1995; Olobo et al.2001). 

 

Muitos primatas não humanos têm sido utilizados em estudos experimentais, entre os 

quais o macaco Cebus apella tem-se mostrado susceptível a leishmaniose cutânea experimental. 

Silveira et al. (1990), avaliaram os aspectos evolutivos da infecção no primata pela L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis e confirmaram sua infectividade às duas espécies de 

Leishmania pela produção de um quadro lesional. O macaco verde africano (Cercopithecus 

aethiops) apresenta aproximadamente 92% de similaridade com o DNA humano, e é uma das 

espécies de primatas do Velho Mundo mais utilizadas nas pesquisas biomédicas. A inoculação 

intradérmica de promastigotas de L. major nesses primatas resultou em nódulos que progrediram 

para úlceras, havendo, posteriormente, uma cura espontânea (Olobo et al, 2001). Podem também 

ser úteis como modelo para leishmaniose visceral em estudos com L.(L.) donovani e L.(L.) 

infantum, onde reproduzem mudanças clinicas e imunopatológicas semelhantes à infecção 



humana (Githure et al., 1986; Binhazim et al.,1993). O macaco de cheiro (Saimiri sciurus) ao ser 

infetado com L. braziliensis e L. panamensis apresentou formação de lesões cutâneas, bem como 

o desenvolvimento de lesões satélites semelhantes às observadas em humanos (Pung & Kuhn, 

1987; Lujan et al., 1990). 

 

 Os modelos mais utilizados em estudos experimentais em leishmaniose são os roedores. 

Dentre eles, o camundongo (Mus musculus) tem sido infetado com diferentes espécies de 

Leishmania em estudos imunológicos para a observação de diferentes tipos de respostas no 

processo de infecção. Dumas et al.(2003), avaliaram o padrão de citocinas produzidos em 

camundongos à infecção por L. major. Também usando L. major, Muller et al.(2003) observaram 

o papel das células T helper na produção de citocinas neste modelo animal. 

 

 Este roedor é utilizado também em estudos de avaliação de drogas. Em 1988, Rezai et al., 

investigaram os efeitos da droga levamizole no curso da infecção por L. major, no qual os 

camundongos que receberam a medicação apresentaram uma infecção de menor severidade 

comparados ao grupo controle. 

 

 O camundongo pode ser útil no entendimento da relação parasito-hospedeiro. A fim de 

avaliar a patogênese de L. major, Bosque et al.(1995), inocularam formas promastigotas em 

diferentes locais como patas, orelhas e cauda. Assim, puderam ser comparados os camundongos 

susceptíveis e resistentes e a diferenciação de linfócitos T CD4 e CD8 estimulados pelos 

peptídeos de Leishmania. 

 



O camundongo BALB/c (Ilustração 3) tem sido considerado susceptível a muitas espécies 

de Leishmania. Diaz et al.(2003), utilizaram este modelo para examinar a produção de óxido 

nítrico durante o curso da infecção por L. mexicana, o que resultou no desenvolvimento de lesões 

crônicas progressivas com predominância de IL-4 e células Th2. Este animal possibilitou a 

avaliação do papel realizado por citocinas na diferenciação das células Th durante a doença 

progressiva apresentada (Gumy et al., 2004). 

 

 

 

 Para avaliar a eficácia da imunoterapia especifica contra a infecção por L. donovani na 

leishmaniose visceral, foram observados nos camundongos BALB/c os efeitos do tratamento com 

vacina na resposta humoral, os níveis de citocinas e a carga parasitária no fígado. Os resultados 

indicaram o potente efeito da vacina na modulação da infecção (Santos et al., 2003).  

 

 Camundongos BALB/c podem ser úteis na análise da fase infectiva das promastigotas. 

Sacks e Perkins (1984), avaliaram a infectividade da fase logarítima e estacionária de 

crescimento, ao inocularem 104 ou 106 promastigotas de Leishmania tropica nas patas traseiras 

de camundongos BALB/c. A infecção com promastigotas da fase estacionária resultaram em 

lesões dentro de 4 semanas enquanto na fase logarítima , apenas após 7 a 10 semanas, houve o 

aparecimento de lesões na pata. 

Ilustração 3: Camundongos BALB/c 



 Camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 foram infectados experimentalmente com 104 

amastigotas de Leishmania amazonensis na pata traseira. Observou-se que os camundongos 

BALB/c e C57BL/6 desenvolveram lesões progressivas, enquanto DBA/2 apresentou lesão 

discreta persistente. Após oito meses de infecção, foi possível observar metástase nas patas e no 

nariz e órgãos viscerais. O camundongo DBA/2 mostrou-se mais resistente a infecção por essa 

espécie de Leishmania, não apresentando generalização para outros pontos (Abreu-Silva et al., 

2004). 

 

 Outro roedor bastante utilizado em estudos experimentais é o hamster (Mesocricetus 

auratus). Giannini (1974) avaliou os efeitos de várias fases de crescimento das formas 

promastigotas nesses animais, assim como a idade destes no momento da infecção por L. 

donovani. Foi observado que hamsters adultos são mais resistentes à infecção que os mais jovens, 

e que há diferenças de infectividade de promastigotas retiradas da fase logarítmica e da fase 

estacionária. 

 

 O local de inoculação parece influenciar na evolução clínica de hamsters infectados por L. 

(V.) panamensis. Osório et al. (2003), observaram que hamsters inoculados no focinho 

mostraram lesões severas mais rápido quando comparadas aos inoculados nas patas. Além de 

apresentarem um infiltrado inflamatório mais extensivo e um maior titulo de anticorpos. 

 

 De acordo com Melby et al. (2001), este roedor é um bom modelo para leishmaniose 

visceral humana. Dessa forma, foi avaliado o efeito do tratamento com terbinafine (agente 

antifúngico sintético que interfere na biosíntese do ergosterol) em hamsters infectados com L. 



chagasi. Observou-se que não houve diferença entre o grupo tratado e o grupo não tratado com a 

droga (Simões-Matos et al., 2002). 

 

A infecção com promastigotas e amastigotas de L. infantum foi avaliada por mais de 32 

semanas usando o hamster como modelo experimental. O resultado foi uma doença visceral 

progressiva, como observado em cães e humanos, havendo uma diferença no período de 

incubação, que foi mais longo na infecção com promastigotas do que com amastigotas (Rica-

Capela et al., 2003). 

 

Em regiões endêmicas para leishmaniose, a doença clínica é geralmente reportada mais 

freqüentemente em homens do que mulheres. Travi et al.(2002b) realizaram um estudo 

experimental em hamsters a fim de observar a influência do gênero (macho ou fêmea) no curso 

da infecção por L.(V.) panamensis e L.(V.) guyanensis. Lesões em hamsters machos foram de 

maior tamanho e mais severas, tendo uma maior carga parasitária nos linfonodos que as fêmeas. 

 

 O roedor Proechimys (Ilustração 4) tem sido incriminado como hospedeiro natural de 

espécies patogênicas em muitos focos endêmicos da leishmaniose na América do Sul. Na 

Colômbia, a espécie Proechimys semispinosus é o mamífero pequeno mais abundante de florestas 

tropicais úmidas, onde a leishmaniose cutânea é endêmica. Dessa forma, foi avaliada neste país, a 

susceptibilidade desse roedor às espécies L. (V.) panamensis e L. (L.) chagasi. Os animais 

infectados experimentalmente com promastigotas de L. panamensis desenvolveram lesões não 

ulceradas, enquanto aqueles inoculados com L. chagasi tornaram-se infectados subclinicamente 

(Travi et al., 2002a) 

 



Lainson et al.(2002), investigaram a susceptibilidade de uma espécie comum da 

Amazônia, Proechimys guyanensis à infecção com L. chagasi, no qual nenhuma infecção foi 

detectada pelos métodos utilizados, apesar dos hamsters terem apresentado fígado e baço rico em 

amastigotas. 

 

 

 

 

1.10 LEISHMANIA (VIANNIA) NAIFFI E LEISHMANIA (VIANNIA) LINDENBERGI 

 

Leishmania (V.) naiffi Lainson & Shaw 1989, foi isolada pela primeira vez do fígado e 

baço do tatu (Dasypus novemcintus), coletados no Estado do Pará. Até o momento, este é o único 

hospedeiro reservatório conhecido desta espécie. O parasita apresenta crescimento vasto em meio 

de cultura, mas cresce pobremente na pele de hamsters, raramente produzindo uma lesão cutânea 

quase inaparente, contendo, muito escassamente, pequenas amastigotas.  

 

Os hospedeiros invertebrados conhecidos são Psychodopygus paraensis, Ps. ayrozai e Ps. 

Squamiventris (Arias et al.,1985; Grimaldi et al., 1991), os quais têm sido encontrados 

infectados, entretanto, há muitas dúvidas de qual destes é o principal vetor. A distribuição 

geográfica não tem sido muito estudada, mas já foram registrados isolados de humanos, do 

Ilustração 4: Proechimys sp. 



hospedeiro reservatório e de mosquitos vetores nos Estados do Pará e Amazonas (Lainson et al., 

1990; Naiff et al., 1991). Há também registro no Estado de Rondônia de isolados do tatu (Naiff et 

al., 1989) e de flebotomíneos do gênero Psychodopygus da região (Gil et al., 2003). Foi 

registrado um caso fora do Brasil, em um soldado francês que esteve visitando a Guiana 

Francesa, Martinica e Guadelupe (Darie et al., 1995). Os autores sugerem que a infecção pode ter 

sido adquirida em qualquer um desses três lugares, sendo mais provável na Guiana Francesa. 

 

O parasita causa lesões ulceradas, geralmente pequenas e únicas, sendo assim 

consideradas como infecções benignas ou ocultas na pele do homem, da mesma forma como 

ocorre em hamsters (Lainson et al, 1994; Lainson & Shaw, 1998). 

 

Silveira et al (2002), descreveram um novo parasita denominado Leishmania (V.) 

lindenbergi, que foi isolado de soldados do 2º Batalhão de Infantaria (2º BIS) localizado em 

Belém, próximo a uma área de floresta primária. Um outro caso detectado foi de uma mulher 

adulta que morava próximo ao local. Em todos os casos, os parasitas isolados mostram ser 

idênticos e se diferenciaram de todas as espécies de Leishmania reconhecidas na Região 

Amazônica brasileira e de algumas outras partes da América Latina. Todos os pacientes 

apresentaram lesões cutâneas sugestivas de Leishmania. As características morfológicas 

mostraram uma semelhança com outros membros do subgênero Viannia. 

 

Em relação ao comportamento do parasita em hamster, nenhum animal desenvolveu lesão 

de pele visível durante o período de 2 a 3 meses após a inoculação. Entretanto, o parasita foi 

isolado da cultura de pele retirada do local de inoculação, apresentando crescimento discreto a 

moderado. As amastigotas foram muito escassas e não foi possível detectá-las na coloração pelo 



giemsa. Em relação a reação com anticorpos monoclonais, B2, B12 e N2 foram os melhores 

epítopos utilizados para reconhecer o parasita. Ainda não é conhecido o hospedeiro reservatório e 

o inseto vetor, apesar da grande suspeita de Lutzomyia antunesi.  

 

1.11 JUSTIFICATIVA 

 

Vários conhecimentos sobre as interações parasita-hospedeiro, respostas imunológicas, 

avaliação de drogas, entre outras, utilizando diferentes espécies de Leishmania são gerados por 

estudos experimentais. Assim, muitos roedores são utilizados e já demonstram ser modelos 

importantes em estudos com diferentes enfoques. Pois, acredita-se que estes podem imitar 

algumas situações semelhantes em humanos.  

  

Além disso, a maioria dos estudos experimentais em animais abrange espécies do 

subgênero Leishmania, principalmente L. major. No entanto, poucos trabalhos relatam a 

susceptibilidade de roedores as espécies do subgênero Viannia. (Rey et al., 1990; Travi et al., 

2002b; Ozório et al., 2003). 

  

O fato de ainda não ter sido identificado o reservatório natural e o vetor transmissor da 

espécie L. (V.) lindenbegi e por este apresentar grande similaridade com a espécie L. (V.) naiffi 

em relação à infecção inaparente em hamsters (Silveira et al, 2002), pensou-se em avaliar a 

susceptibilidade de diferentes roedores, como hamsters, camundongos e Proechimys, à infecção 

por essas duas espécies, na tentativa de conhecer um modelo ideal para estudos de 

experimentação. 

 



1.12 OBJETIVOS 

 

1.12.1 Geral  

 

Avaliar a susceptibilidade dos camundongos (Mus musculus) da linhagem BALB/c e 

Swiss, hamsters (Mesocricetus auratus) e Proechimys roberti à infecção por Leishmania 

(Viannia) naiffi e Leishmania (Viannia) lindenbergi. 

 

 

1.12.2 Específicos 

 

- Observar a infectividade das amostras em 30, 60 e 90 dias após a inoculação nos animais 

pelo método parasitoscópico direto, desenvolvimento no meio de cultivo e a observação do 

aparecimento de lesões; 

 

- Realizar o isolamento de parasitas em meio de cultivo in vitro; 

 

- Observar a positividade da infecção pela técnica de PCR a partir dos fragmentos de 

tecidos obtidos do sítio de inoculação; 

 

- Comparar o efeito de extratos de glândulas salivares extraídos de Lutzomyia longipalpis 

no inóculo das duas espécies de parasitas. 

 

 



2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 SELEÇÃO DE CEPAS DE LEISHMANIA 

  

Foi selecionada do criobanco do Laboratório de Leishmanioses da Seção de Parasitologia 

do Instituto Evandro Chagas-SVS, uma cepa de L. (V.) naiffi MHOM/BR/93/M14299, isolada da 

lesão de um paciente proveniente do Estado do Amazonas e uma de L. (V.) lindenbergi 

MHOM/BR/96/M15733, isolada de paciente proveniente de Belém. Estas amostras foram 

previamente identificadas com anticorpos monoclonais e isoenzimas.  

 

2.2 SELEÇÃO DE ANIMAIS 

 

Foram selecionados para o estudo os seguintes roedores: camundongos (Mus musculus) 

isogênicos da linhagem BALB/c, camundongos da linhagem Swiss, Proechimys roberti e 

hamsters (Mesocrycetus auratus), machos e fêmeas, de três a cinco semanas de idade, obtidos de 

colônias do biotério central do Instituto Evandro Chagas-SVS. Estes animais foram mantidos em 

gaiolas apropriadas no biotério experimental do laboratório de Leishmanioses-IEC sob condições 

adequadas de ração e água, conforme orientação do responsável pelo biotério do IEC. 

 
 

 

 

 



2.3 RECUPERAÇÃO DA VIRULÊNCIA DAS CEPAS DE LEISHMANIA E CULTIVO IN 

VITRO 

 

As cepas de Leishmania foram retiradas do nitrogênio e transferidas para o meio de 

cultura bifásico de ágar-sangue Difco B45 (Laboratories, Detroit, Mich, USA), suplementado 

com sangue de coelho e antibiótico (APÊNDICE I), preparado conforme descrito por Walton et 

al. (1977). Para recuperar a virulência das cepas, formas promastigotas de Leishmania na fase 

estacionária foram retiradas diretamente da cultura e inoculadas por injeção intradérmica na face 

dorsal da pata traseira, esquerda e direita, de quatro hamsters jovens. Após 3 e 5 dias de 

inoculação, de cada dois hamsters, foram retirados fragmentos da pele do local inoculado e 

passados novamente para o meio de cultura.  

 

O crescimento e a morfologia do parasita (formas promastigotas) foram observados em 

intervalos de 5 a 7 dias. Após atingirem a fase estacionária de crescimento, foi realizada a 

contagem dos parasitos para a inoculação in vivo. 

 

2.4 CONTAGEM DE PARASITAS 

  

As formas promastigotas foram lavadas três vezes com PSG 4:6 estéril (APÊNDICE II), 

submetidas à centrifugação a 5.000 x g por 10 minutos a 4oC. Ao sedimento final adicionou-se 

proporcional volume de PSG 4:6. Uma alíquota da suspensão foi então preparada com PSG 4:6 

1% formol e os parasitas foram contados nos quatro quadrantes da Câmara de Neubauer. Em 

seguida, calculou-se o fator de diluição para obter uma suspensão de aproximadamente 2 x 107 

parasitas/mL. 



2.5 FLEBOTOMÍNEOS E EXTRATOS DE GLÂNDULAS SALIVARES 

 

 Para a obtenção das glândulas salivares, foram utilizadas fêmeas de Lutzomyia longipalpis 

com aproximadamente 25 dias de vida, da colônia de flebotomíneos do insetário do laboratório 

de Leishmanioses do Instituto Evandro Chagas-SVS. Os flebotomíneos, inicialmente, foram 

submetidos a uma temperatura de 5 graus negativos durante 15 minutos para serem sacrificados e 

em seguida lavados com solução tamponada a fim de eliminar os pêlos e as cerdas do corpo. 

Posteriormente, com auxílio de uma lupa entomológica, os flebotomíneos foram dissecados e 

retiradas as glândulas salivares que foram armazenadas em tubos do tipo eppendorf de 1,5 mL, 

contendo 500 µL de PSG 4:6 estéril. Estes tubos foram mantidos a – 20ºC até o momento do uso 

em associação com Leishmania. Para cada espécie de Leishmania foi utilizado um total de cinco 

pares de glândulas salivares. 

 

2.6 INOCULAÇÃO IN VIVO 

  

Foi preparado um inóculo com uma suspensão de aproximadamente 2 x 107 parasitas/mL  

de L. (V.) naiffi misturadas com 500 µL da suspensão de glândula salivar e outro sem a glândula 

salivar. Também foi preparado inóculos do mesmo modo utilizando L. (V.) lindenbergi. Foram 

utilizados um total de 12 animais de cada espécie, sendo dividido em quatro grupos de três 

animais: hamsters, camundongos, BALB/c, camundongos swiss e  Proechimys para cada 

amostra, sendo divididos em 4 grupos: animais machos inoculados com promastigotas associadas 

com glândulas salivares, machos inoculados somente com promastigotas, fêmeas inoculadas com 

promastigotas associadas com glândulas salivares e fêmeas inoculadas somente com 

promastigotas. 



Em cada animal foi inoculado, intradermicamente, 0,1 mL de cada inóculo preparado, em 

cada pata, recebendo uma carga total de 4x 106 promastigotas. Os animais foram observados 

semanalmente para a avaliação do surgimento e o desenvolvimento de lesão ou algum sinal de 

infecção no local da inoculação. 

 

2.7 AVALIAÇÃO DA INFECÇÃO 

  

Após 30, 60 e 90 dias da inoculação, os animais foram sacrificados para avaliar a 

infecção. Para a eutanásia, os animais foram colocados em um recipiente de alumínio contendo 

solução de éter e clorofórmio durante 3 minutos. O local de inoculação foi lavado com sabão e os 

pelos removidos utilizando-se lâminas de bisturi. Soluções de álcool a 70%, álcool iodado e éter 

foram utilizadas para a assepsia do local e em seguida, foram retirados pequenos fragmentos de 

pele do local da inoculação que foram utilizados para impregnação em lâminas e corados pelo 

Giemsa, para a realização do cultivo e extração de DNA para a realização do PCR. 

 

2.7.1 Exame microscópico 

  

Os fragmentos retirados da pele dos animais foram utilizadas para preparar impregnações 

em lâmina que foram fixadas com álcool metílico absoluto (metanol) e coradas pelo Giemsa 

(APÊNDICE III), diluindo-se 1 mL do corante em 15 mL de água tamponada (APÊNDICE IV). 

O tempo de coloração foi de 30 a 40 minutos que depois de lavadas em água corrente e seca à 

temperatura ambiente, foram examinadas em microscópio óptico com objetiva de 100 x em óleo 

de imersão para a observação das formas amastigotas. 

 



2.7.2 Cultivo  

  

Os fragmentos de pele foram retirados e colocados em meio de cultura bifásico de ágar-

sangue Difco B45 para a observação do crescimento das formas promastigotas das duas espécies 

de Leishmania estudadas. Para cada animal sacrificado foram utilizados quatro tubos de meio de 

cultivo. A cada semana, eram retiradas pequenas gotas da cultura e colocadas entre lâmina e 

lamínula, sendo posteriormente levadas ao microscópio óptico com objetiva de 40 x para a 

observação do crescimento das formas promastigotas. 

 

2.7.3 Extração do DNA 

  

Os fragmentos de pele retirados do local da inoculação foram mantidos em solução 

NET/1%SDS a –4ºC. Os fragmentos foram triturados e incubados em banho-maria a 60oC por 

uma hora. Foi acrescentado RNase (10 µg/mL) e incubado a 37ºC por 1 hora. A solução foi então 

adicionada de proteinase K (10 µg/mL) e incubada a 55oC por 30 minutos. O DNA foi extraído 

utilizando fenol: clorofórmio: álcool isoamílico (25:24:1) submetido a centrifugação de 3.000 x g 

por 5 minutos e precipitado com 0,1volume de 3M acetato de sódio e 2,5 volume de etanol 

absoluto gelado. As amostras foram mantidas a – 20oC por 8 horas ou mais, e então foram 

centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado cuidadosamente e ao 

sedimento foi adicionado 200 µL de etanol a 70%. Centrifugou-se por 5 minutos a 10.000 x g e 

após, o etanol foi descartado e o sedimento seco foi ressuspendido em 30µL ou 50µL de TE 

(APÊNDICE V) suficiente para solubilizar o DNA, sendo mantido a - 4oC até o momento do uso.  

 

 



2.7.4 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

Para a realização da técnica de PCR, cada reação de amplificação foi feita em um volume 

final de 25 µL contendo 2,5 U/µL de Taq DNA polimerase (GIBCO), 200 µM de cada dNTPs, 

1,5 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 100 mM de Tris-HCl, pH 8,5, com 25 ρmoles dos 

oligonucleotídeos sintéticos (primers) por  reação e 2 µL de DNA extraído. Os “primers” 

utilizados foram B1 (5’- GGG-GTT-GGT-GTA-ATA-TAG-TGG- 3’) e B2 (5’- CTA-ATT-GTG-

CAC-GGG-GAG-G- 3’), iniciadores capazes de detectar espécies de Leishmania do subgênero 

Viannia. Em um termociclador programado, esta reação foi incubada a uma temperatura inicial 

de 95oC por cinco minutos, seguindo de 35 ciclos nas seguintes temperaturas: 94oC por 1 minuto, 

61,5oC por 1 minuto e 72oC por 1 minuto. Após os 35 ciclos, a etapa de extensão da molécula a 

72oC foi de sete minutos. 

 

Os produtos amplificados pela reação de PCR foram analisados pela eletroforese 

horizontal em gel de agarose a 1% (APÊNDICE VI), utilizando-se uma alíquota de 12 µL do 

produto da reação com 2 µL de solução indicadora (APÊNDICE VII). A eletroforese foi feita em 

tampão TBE (APÊNDICE VIII) e processada por cerca de 1 hora a 100V. O DNA foi corado 

com brometo de etídio, com concentração final de 0,5 µg/mL. Os fragmentos de amplificação 

foram visualizados em transluminador de ultravioleta (UV) para a análise. Cada amostra foi 

testada por três vezes. 

 

 

 



2.8 ASPECTOS ÉTICOS 

 

 Este projeto foi submetido à apreciação do Comitê de ética em pesquisa com animais 

(CEPAN) do Instituto Evandro Chagas e aprovado segundo o parecer Nº 0018/2004  conforme 

ANEXO I. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 RESULTADOS 

 

3.1 OBSERVAÇÃO MACROSCÓPICA NO SÍTIO DE INOCULAÇÃO 

 

 Os animais foram observados semanalmente, durante um período de 90 dias após a 

inoculação. Durante este período, nenhum animal apresentou sinal de infecção ou lesão visível 

em relação à infecção por L. (V.) lindenbergi e L.(V.) naiffi. 

  

3.2 OBSERVAÇÃO MICROSCÓPICA 

  

 As lâminas impregnadas com fragmentos de pele retirados do local de inoculação dos 

animais estudados que foram coradas pelo Giemsa, foram analisadas em microscópio óptico. Não 

foi possível observar formas amastigotas nos campos analisados tanto pela infecção com L.(V.) 

naiffi e L.(V.) lindenbergi em todos os animais sacrificados durante os períodos de 30, 60 e 90 

pós-inoculação. 

 

3.3 AVALIAÇÃO DA INFECÇÃO PELA CULTURA 

 

3.3.1- Infecção por L.(V.) lindenbergi 

 

 Em relação à infecção pela cepa de L.(V.) lindenbergi, M15733, inoculados com ou sem 

extrato de glândulas salivares, camundongos BALB/c, camundongos Swiss, Proechimys robertii 

e hamsters, todos os animais sacrificados apresentaram cultura negativa dos fragmentos de pele 

retirados do local da inoculação com 30, 60 e 90 dias após a inoculação intradérmica. As culturas 

foram analisadas durante um período de até 2 meses após a retirada dos fragmentos.  



3.3.2 Infecção por L.(V.) naiffi 

  

 Todos os camundongos BALB/c machos e fêmeas inoculados com glândulas salivares e 

sem glândulas salivares apresentaram positividade na cultura quando sacrificados no período de 

30 dias após a inoculação da cepa de L.(V.) naiffi, M14299. 

 

Após 60 dias de inoculação, somente os camundongos machos inoculados com glândulas 

salivares e fêmeas inoculadas sem a presença de glândulas apresentaram formas promastigotas na 

cultura.  

 

Após 90 dias de inoculação, ainda foi possível observar os camundongos machos 

inoculados com glândulas salivares e fêmeas inoculadas sem a presença de glândulas 

apresentarem formas promastigotas na cultura, conforme (Tabela2). 

 

Tabela 2: Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias após inoculação de promastigotas de L.(V.) 
naiffi em camundongos BALB/c 
 

30 dias 60 dias 90 dias BALB/c infectado com L. (V.) naiffi 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Machos com glândulas salivares 2/4 (50%) 2/4 (50%) 1/4 (25%) 

Fêmeas com glândulas salivares 1/4 (25%) 0 0 

Machos sem glândulas salivares 2/4 (50%) 0 0 

Fêmeas sem glândulas salivares 2/4 (50%) 1/4 (25%) 1/4 (25%) 

 

 



Em relação aos camundongos da linhagem Swiss, apenas o grupo de machos inoculados 

com glândulas salivares apresentou formas promastigotas na cultura com 30 dias pós-inoculação. 

No período de 60 e 90 dias, não foi possível observar positividade em nenhum grupo deste 

animal.  (Tabela 3) 

 
Tabela 3: Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias após inoculação de promastigotas de L.(V.) 
naiffi em camundongos Swiss 
 

30 dias 60 dias 90 dias Swiss infectado com L. (V.) naiffi 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Machos com glândulas salivares 2/4 (50%) 0 0 

Fêmeas com glândulas salivares 0 0 0 

Machos sem glândulas salivares 0 0 0 

Fêmeas sem glândulas salivares 0 0 0 

  

 Em relação aos hamsters, somente o grupo de hamsters machos inoculados sem glândulas 

salivares apresentou positividade em cultura após 30 e 60 dias de inoculação com L.(V.) naiffi. 

Após 90 dias, todos os grupos foram negativos (Tabela 4). 

Tabela 4: Resultados de cultura com 30, 60 e 90 dias após inoculação de promastigotas de L.(V.) 
naiffi em hamster 
 

30 dias 60 dias 90 dias hamster infectado com L. (V.) naiffi 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Nº. de tubos 
positivos 

Machos com glândulas salivares 0 0 0 

Fêmeas com glândulas salivares 0 0 0 

Machos sem glândulas salivares 2/4 (50%) 2/4 (50%) 0 

Fêmeas sem glândulas salivares 0 0 0 



Nenhum dos animais sacrificados de P. roberti apresentaram culturas positivas nos 3 

períodos estudados neste trabalho. 

Assim, o número total de animais infectados nos 3 períodos em relação a infecção por L. 

naiffi está apresentado na Tabela 5, onde observa-se uma prevalência de camundongos BALB/c. 

 

Tabela 5: Número total de animais infectados por L. naiffi nos três períodos do estudo 

Animais 30 dias 60 dias 90 dias Total 

Camundongos 
BALB/c 

4 2 2 8 

Camundongos Swiss 1 0 0 1 

Hamster 1 1 0 2 

Proechimys roberti 0 0 0 0 

Total 6 3 2 11 

 

Todas as culturas foram observadas periodicamente para avaliação do crescimento das 

formas promastigotas. 

 

3.4 AVALIAÇÃO DA INFECÇÃO PELA REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE 

  

A reação em cadeia da polimerase (PCR) realizada com fragmentos de pele retirado do 

sítio de inoculação dos animais estudados, foi capaz de detectar apenas algumas amostras de 

camundongos BALB/c do grupo de fêmeas inoculadas com L. (V.) naiffi associadas a glândulas 

salivares, com 30 dias após inoculação. A PCR amplificou um fragmento de aproximadamente 



700 pb, correspondente ao tamanho do kDNA do subgênero Viannia. Nenhuma amostra de 

fragmento de pele de animais inoculados com L. (V.) lindenbergi foi detectado positivamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4  DISCUSSÃO 

 

Uma variedade de métodos intrínsecos e extrínsecos tem sido utilizada para a 

caracterização e identificação de Leishmania e dentre as características biológicas, recomenda-se 

a observação da infectividade ou a virulência dos clones nos roedores (WHO, 1984). Para este 

propósito, o hamster é geralmente o animal mais apropriado, por ser bastante sensível a muitas 

cepas de Leishmania, podendo ser inoculado de maneira intraperitoneal para as espécies 

causadoras da leishmaniose viscerotrópicas e inoculação intradérmica para as dermotrópicas. Em 

geral, esses animais são capazes de apresentar características patológicas e imunológicas notáveis 

quando exposto a uma variedade de espécies de Leishmania (Hommel et al., 1995). 

  

No entanto, em 1989, quando Lainson & Shaw descreveram a espécie L. (V.) naiffi e em 

2002, Silveira e colaboradores descreveram L. (V.) lindenbergi, observaram que estes parasitas 

apresentavam um crescimento vasto em meio de cultivo, porém, seus comportamentos biológicos 

in vivo, mostravam-se limitados na pele de hamsters, onde configurava uma infecção inaparente. 

 

Campos em 2003, obteve resultados in vitro semelhantes aos achados in vivo pelos 

autores acima citados, ao avaliar a infectividade de diferentes espécies do subgênero Viannia em 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c. Comparado as outras espécies, L.(V.) naiffi 

apresentou baixo número de parasitas multiplicando-se no interior de macrófagos, provando 

assim, ter um menor índice de infectividade em relação as outras espécies estudadas. 

 

 Na tentativa de avaliar um modelo experimental susceptível a estas espécies, realizamos 

inoculações na pele de hamsters, camundongos isogênicos BALB/c, camundongos Swiss e 



Proechimys com uma concentração de 2 x 106 de promastigotas de L.(V.) naiffi em cada pata 

traseira desses animais, no entanto todos demonstraram uma infecção inaparente. Durante o 

período de três meses, não foi possível observar aparecimento de lesão ou qualquer sinal de 

infecção no sítio de inoculação.  

 

 Este comportamento biológico também pode ser observado em outros estudos, pela 

inoculação intradérmica de biópsia retirada de uma lesão de paciente nas duas patas traseiras de 

hamsters, no qual não se observou lesão de pele visível após 2 meses de inoculação (Lainson et 

al., 1990). Durante um período maior de observação, 8 meses após a inoculação em hamsters de 

material de biópsia ou de cultura utilizando L.(V.) naiffi, nenhum sinal de infecção foi detectado 

(Naiffi et al., 1991). 

 

Outra característica observada nos trabalhos com L.(V.) naiffi é a presença de raras ou 

escassas amastigotas em lâminas preparadas por impregnações de fragmentos retirados da pele de 

hamsters inoculados com L. (V.) naiffi. Lainson & Shaw (1989), relataram que a presença das 

formas amastigotas é tão escassa que geralmente só foram detectadas após desenvolvimento em 

meio de cultura. Todas as lâminas preparadas com material de pele dos quatro tipos de animais 

estudados, coradas pelo Giemsa, foram analisadas ao microscópio óptico, que também não foi 

possível observar qualquer presença de formas amastigotas. Por outro lado, lâminas preparadas 

com material retirado da borda de lesões de pacientes com L. (V.) naiffi apresentaram grande 

quantidade de formas amastigotas (Naiffi et al, 1991; Pratlong et al., 2002). Provavelmente, isso 

pode indicar não apenas a baixa infectividade desses parasitas, como também pelos animais 

serem considerados geneticamente resistentes a infecção. 

 



 Apesar da ausência de formas amastigotas nas lâminas analisadas, foi possível observar 

que o cultivo realizado com os fragmentos de pele retirados do local de inoculação de hamsters, 

camundongos BALB/c e um camundongo Swiss apresentou-se positivo em alguns tubos e esses 

desenvolveram muito bem na sua forma promastigota.  

 

Em experimentos com outras espécies de Leishmania, o hamster é considerado um bom 

modelo experimental para leishmaniose cutânea causado por parasitas do subgênero Viannia. Rey 

et al.(1990) inocularam 106 promastigotas de L.(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(V.) 

panamensis nas patas traseiras de hamsters. A susceptibilidade do hamster a L. guyanensis foi 

alta em relação à severidade das lesões, freqüência de metástases para outros locais, invasão 

visceral e o número de parasitas isolados no meio de cultura Senekjie após 8 semanas de 

inoculação. Em relação a L. panamensis, a susceptibilidade foi moderada apresentando lesões 

com tamanhos intermediários, com grande numero de parasitas detectados na cultura. Por outro 

lado, a susceptibilidade a L. braziliensis foi baixa, não havendo isolamento do parasita na cultura 

após 8 semanas de inoculação.  

 

Os resultados obtidos com camundongos BALB/c na cultura dos fragmentos de pele 

coletados no local de inoculação foram bastante satisfatórios. Todos os animais desta linhagem 

independente do sexo, sacrificados com 30 dias pós-inoculação apresentaram crescimento das 

formas promastigotas na cultura. Com 60 e 90 dias pós-inoculação, foi possível isolar parasitas 

de camundongos BALB/c machos inoculados com glândulas salivares e fêmeas inoculadas sem 

glândulas salivares. Observamos desta forma que, os camundongos BALB/c são bem mais 

susceptível à L. naiffi quando comparados ao isolamento em meio de cultivo quando sacrificados 

com 30 dias após a inoculação.  



 Quanto as espécie L.(V.) lindenbergi (Silveira et al., 2002), foi realizado o mesmo 

procedimento de L. (V.) naiffi. Foi inoculado intradermicamente 2 x 106 promastigotas nas duas 

patas traseiras de hamsters, camundongos BALB/c, camundongos Swiss e Proechimys roberti 

com ou sem a presença de glândulas salivares. Semelhante ao observado com L. (V.) naiffi, os 

animais acompanhados durante o período de até 90 dias, não apresentaram nenhuma lesão ou 

sinal de infecção, assim como o exame direto de lâminas impregnadas com fragmentos de pele 

retirados em 30, 60 e 90 dias após a inoculação não revelou a presença de amastigotas, indicando 

que estas duas espécies têm baixa infectividade e não conseguem se multiplicar bem nos 

macrófagos dos animais estudados.  

 

Por outro lado, diferentemente de L. (V.) naiffi, a cultura realizada dos fragmentos de pele 

retirados do local de inoculação não revelaram a presença de promastigotas de L. (V.) lindenbergi 

nos períodos de 30, 60 e 90 após a inoculação. Um fato interessante foi observado quando 

realizamos a recuperação da virulência das cepas de Leishmania estudadas. As promastigotas na 

fase de crescimento foram retiradas diretamente da cultura e inoculadas nas duas patas traseiras 

de hamsters jovens de ambos os sexos. Os animais foram sacrificados após 3 e 5 dias de 

inoculação e passados novamente para a o meio de cultura B45. Neste período, foi possível isolar 

formas promastigotas tanto de L. (V.) naiffi quanto de L. (V.) lindenbergi. Dessa forma, sugere-se 

que em um período curto após a inoculação (3 a 5 dias), o parasita destas duas espécies encontra-

se presente na pele de hamsters, multiplicando-se e conseguem ser isolados na cultura.  

 

Entretanto, num período acima de 30 dias após a inoculação, apenas parasitas de L. (V.) 

naiffi conseguem ser isolados de fragmentos retirados do local de inoculação, enquanto para L. 

(V.) lindenbergi, todas as culturas apresentam-se negativas. Estas evidências indicam que essas 



duas espécies, apesar de muito semelhantes, têm um comportamento diferente em animais 

experimentais. Provavelmente, L. (V.) lindenbergi deve sofrer muito mais ação do sistema imune 

do animal e não consegue sobreviver por um período mais longo.  

 

Em relação à infecção no roedor Proechimys roberti por L. naiffi e L. lindenbergi, todos 

os métodos de avaliação apresentaram-se negativos. Não foi possível observar qualquer sinal de 

infecção no local de inoculação, assim como as culturas dos fragmentos retirados da pele foram 

negativas e não foi possível observar formas amastigotas nas lâminas coradas. Estes resultados 

indicam que este animal não é um modelo susceptível as espécies de Leishmania estudadas e não 

pode ser considerado um modelo adequado para estudos de interações parasita-hospedeiro no 

laboratório. Esta espécie encontra-se distribuída no leste da Amazônia e na região de Cerrado no 

Brasil Central (Weksler et al., 2001). Os roedores Proechimys sp, tem sido incriminados como 

hospedeiros naturais de espécies patogênicas de Leishmania, tais como L.(V.) guyanensis e L. (L.) 

amazonensis, na América do Sul (Lainson et al., 1979). Dedet et al. (1989), ao coletarem uma 

variedade de mamíferos silvestres de diversos locais do nordeste da Guiana Francesa, 

identificaram 89 Proechimys sp. As espécies L.guyanensis e L. amazonensis foram isoladas da 

pele intacta de dois e três Proechimys, respectivamente, sendo identificados como P. cuvieri.  

 

Poucos estudos utilizam esses roedores em estudos de inoculação experimental. Travi et 

al.(2002a) avaliaram a susceptibilidade do P. semispinosus a infecção por L. panamensis e L. 

chagasi. Os animais inoculados nas patas traseiras com promastigotas de L. panamensis 

desenvolveram lesões nodulares não ulceradas e não foi possível recuperar o parasita de nenhum 

dos animais na cultura dos tecidos da pele, linfonodos, fígado e baço no período de 13 semanas 



após a inoculação. L. chagasi não conseguiu infectar experimentalmente P. semispinosus, sendo 

considerado um modelo não susceptível a esta espécie. 

 
Vários trabalhos têm avaliado o papel de glândulas salivares dos vetores dos gêneros 

Lutzomyia e Phlebotomus na infecção por L. major, L. (L.) amazonensis e L.(V.) braziliensis em 

modelos animais (Titus & Ribeiro, 1988; Samuelson et al., 1991; Theodos et al., 1991). A saliva 

do vetor contem muitas moléculas com atividades farmacológicas incluindo um potente 

vasodilatador (Lerner et al, 1991), e estudos tem demonstrado a sua capacidade de 

imunossuprimir a resposta imune do hospedeiro e acentuar as infecções por Leishmania (Titus & 

Ribeiro, 1990). Monteiro (2000) inoculou na pata de camundongos BALB/c dois estímulos: 1 x 

106 promastigotas de L. major e 1 x 106 promastigotas associadas ao extrato de uma glândula 

salivar. Foi observado que os animais injetados com parasita associado ao extrato de glândulas 

salivares apresentaram um aumento significativo nas lesões em relação aos animais injetados 

somente com L. major.  

 

O efeito exacerbativo das glândulas salivares de L. longipalpis em condições 

experimentais no curso da infecção de leishmaniose cutânea causada por L. major, também foi 

observado na infecção por L. amazonensis. Observou-se que tanto a saliva de L. longipalpis 

quanto de P. papatasi (vetor primário natural de L. major no Velho Mundo) aumentaram a 

infecção por L. major em camundongos (Theodos et al., 1991). Camundongos BALB/c 

imunizados intradermicamente com lisados de glândulas salivares de L. longipalpis desenvolvem 

uma imunidade protetora parcial à infecção com L. amazonensis associado a glândulas, com 

baixos números de mononucleares e fagócitos no local da infecção. (Thiakaki et al., 2005) 



Diferentemente dos achados com L.braziliensis, L. major e L. amazonensis, as glândulas 

salivares de L. longipalpis não pareceram importantes na infecção por L. naiffi e L. lindenbergi 

nos roedores utilizados neste estudo, pois não foi observada qualquer exacerbação no período 

estudado. A razão para essa diferença no efeito das glândulas deve-se provavelmente a baixa 

infectividade das espécies estudadas enquanto L.braziliensis, L. major e L. amazonensis são 

espécies conhecidamente bastante infectivas e apresentam um elevado potencial patogênico ao 

homem, causando, por exemplo, lesões disseminadas pelo corpo ou a invasão de mucosas em 

humanos (Abdel-Hameed et al.,1990; Siveira et al., 2004). Por outro lado, L.(V.) naiffi apresenta 

baixo grau patogênico para o homem, e tem siso encontrada menos freqüentemente infectando o 

homem na Amazônia, e nos poucos casos registrados a infecção tem se manifestado em lesões 

cutâneas simples, de fácil resolução e sem seqüelas. Da mesma forma, isso tem sido observado 

com L. lindenbergi, onde pacientes apresentam uma a duas lesões ulceradas de fácil tratamento.  

 

Em relação à reação em cadeia da polimerase-PCR, é uma técnica altamente sensível 

capaz de amplificar in vitro uma determinada seqüência do DNA pela ação da enzima Taq DNA 

polimerase, gerando assim, milhões de cópias do segmento específico (Ferreira & Grattapaglia, 

1995). Muitos estudos têm avaliado se esta técnica seria uma ferramenta útil no diagnóstico das 

leishmanioses. Rodrigues et al.(2002), avaliaram o PCR para o diagnóstico de leishmaniose 

cutânea em regiões de alta endemicidade em Pernambuco e compararam com os métodos 

convencionais de diagnóstico, como cultura, exame microscópico e histológico. O PCR realizado 

de material de biópsia de pacientes detectou DNA em 84/88 pacientes de casos confirmados 

resultando em uma sensibilidade de 95,4%, sendo significante maior do que os outros métodos 

utilizados.  

 



O mesmo foi observado em biópsias de lesões retiradas de pacientes de áreas endêmicas 

da Venezuela, onde o PCR detectou parasitas de Leishmania em 97% dos casos (Rodríguez et al., 

1994). Entretanto, há trabalhos que conflitam com esses resultados, onde o PCR não se mostrou 

muito sensível ou específico em biópsias de pacientes com leishmaniose cutânea (de Bruijin & 

Barker, 1992; Mathis & Deplazes, 1995; Weigle et al., 2002). Essas diferenças podem ocorrer 

talvez pela quantidade de amostras de DNA usadas para o PCR, ou outras dificuldades como 

possíveis contaminações na amostra ou na reação, assim como a presença de substâncias contidas 

nas amostras clinicas que poderiam inibir a reação de amplificação pela DNA polimerase 

(Degrave et al., 1994).  

 

Na avaliação da técnica de PCR em nosso estudo, não utilizamos biópsia de lesões obtidas 

diretamente de pacientes, mas sim fragmentos de pele retirados do local de inoculação de 

promastigotas de L. naiffi e L.lindenbergi de hamsters, camundongos BALB/c e Swiss e 

Proechimys roberti, os quais não apresentavam lesão ou qualquer sinal de infecção. Observamos 

positividade em algumas amostras de camundongos BALB/c do grupo de fêmeas inoculadas com 

L. (V.) naiffi associadas a glândulas salivares, com 30 dias após inoculação. A técnica de PCR foi 

testada por três vezes e não obtivemos êxito em amplificar o DNA de todas as amostras que 

foram positivas na cultura, apresentando desta forma uma baixa sensibilidade. Uma possível 

explicação para os resultados seria a quantidade de parasitas no local do sítio de inoculação.  

 

Foram retirados diferentes fragmentos do mesmo local de inoculação das patas traseiras 

dos animais e separados para a preparação de lâminas, cultura e PCR. Possivelmente os 

fragmentos retirados para o PCR não continham parasitas que não puderam ser detectados, ou a 

quantidade de parasitas era muito escassa a ponto de ser perdida durante a extração do DNA.  



Apesar de não ser objetivo deste estudo, e também da baixa amostragem para se comparar 

qual o gênero foi mais predominante, observamos na cultura de fragmentos de pele no período 

estudado, uma positividade maior de animais machos em relação às fêmeas, mas não podemos 

afirmar qual foi mais susceptível. Estudos epidemiológicos indicam que as leishmanioses 

ocorrem mais freqüentemente em homens adultos do que mulheres (Jones et al., 1987; Weigle et 

al., 1993). Ainda não esclarecido se essa diferença esta relacionada aos riscos de exposição 

devido às distintas atividades de homens e mulheres ou se diferenças relacionadas ao gênero na 

resposta imune do hospedeiro desempenha um papel na resistência e susceptibilidade à infecção.  

 

Estudos experimentais de modelos animais focalizando a influência do gênero na infecção 

por Leishmania são escassos. Há observações demonstrando que o gênero pode influenciar no 

curso da infecção com Leishmania spp e que tanto hormônios femininos e masculinos podem 

mediar a resistência e susceptibilidade à infecção (Alexander & Stimson, 1988; Roberts et al., 

1996; Roberts et al., 2001). Alexander (1988) observou que camundongos DBA/2 machos foram 

mais susceptíveis a infecção por L. mexicana do que as fêmeas. O mesmo foi encontrado por 

Travi et al.(2002b), ao avaliar a influência do gênero em hamsters na infecção por L.(V.) 

panamensis e L.(V.) guyanensis.  

 

A avaliação da evolução clínica de lesões primárias produzidas pela infecção com essas 

duas espécies demonstrou que machos foram significantemente mais susceptíveis que as fêmeas. 

Entretanto, alguns estudos demonstraram que camundongos B10/129 e DBA/2 machos foram 

mais resistentes do que as fêmeas a infecção por L. major (Giannini, 1986; Alexander, 1988). 

Observa-se então que ainda não se tem estabelecido o gênero mais susceptível para estudos 

experimentais em leishmanioses. Provavelmente, cada espécie de Leishmania pode ter mais 



afinidade a um gênero do que o outro. Não fomos capazes de afirmar qual o gênero mais 

susceptível, sendo necessário outros estudos mais específicos com as espécies L. naiffi e L. 

lindenbergi utilizando uma amostragem maior, a fim de definir estas questões. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 CONCLUSÕES  

 

- Todas as espécies de animais utilizados no estudo, após inoculação com L.(V.) naiffi e 

L.(V.) lindenbergi, observados durante 30, 60 e 90 dias, não foram considerados modelos 

altamente susceptível à infecção. 

 

- O camundongo BALB/c foi considerado pouco mais susceptível à L..(V.) naiffi quando 

comparado ao outros animais em relação ao isolamento em meio de cultivo com 30 dias 

após a inoculação. 

 

- L.(V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi demonstraram que são parasitas que apresentam uma 

baixa infectividade para os modelos experimentais utilizados. 

 

- Não foi possível observar um efeito exacerbativo das glândulas salivares de L. longipalpis 

na infecção por L. (V.) naiffi e L.(V.) lindenbergi nos animais experimentais. 

 

- Apesar de L. (V.) naiffi e L. (V.) lindenbergi serem bastante semelhantes no perfil com 

anticorpos monoclonais e na eletroforese de isoenzimas, estas duas espécies parecem 

apresentar um comportamento biológico distinto nos animais experimentais utilizados, 

demonstrando serem espécies diferentes.  

 

- A técnica de PCR não apresentou alta sensibilidade na detecção do DNA de parasitas nos 

fragmentos de pele dos animais inoculados com L. (V.) lindenbergi e L. (V.) naiffi, quando 

comparado com o isolamento em cultivo in vitro. 
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APÊNDICE 
 

 

I- Meio de cultura Difco-B45 

40 g Difco B45 

120 mL sangue de coelho desfribinado  

1,2 mL do antibiótico (gentamincina) 

1000 mL de água destilada 

 

II- Solução tampão de salina fosfatada e glicose (PSG)  

       3 mM  NaH2PO4 

       62,53 mM  Na2HPO4 

       43,63 mM  NaCl 

       55,5 mM  Glicose 

 
III- Solução de Giemsa  

        3 g de Giemsa 

        260 mL álcool metílico 

        140 mL glicerol         

 
IV- Água tamponada pH7,5 

         3 g Na2HPO4  

         0,6 g KH2PO4  

         1000 mL água destilada 

 

 V- TE  pH 8 

     10 mM tris 

     1 mM EDTA 

 
 
VI - Gel de agarose a 1% 
        1 g de agarose 

        100 mL TBE 



VII- Solução indicadora 

        0,25%  azul de bromofenol   0,25 g  

        0,25% xilenocianol               0,25 g 

        30 mL glicerol 

        100 mL H2O 

 

VIII- Tampão TBE pH 8,3   

   89 mM  Tris-HCl,  

   89 mM  Ácido bórico,  

   2mM  EDTA (pH 8,0) 
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