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RESUMO 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é a forma mais comum de leishmaniose no Brasil, 

sendo Leishmania (Viannia) braziliensis a principal espécie causadora, com a presença 

adicional da espécie L. (Leishmania) amazonensis. O diagnóstico apropriado da LTA demanda 

a avaliação de parâmetros clínicos e epidemiológicos, seguida por ensaios laboratoriais para a 

confirmação. Neste contexto, as técnicas moleculares se destacam devido à sua elevada 

sensibilidade e especificidade. A PCR-RFLP emerge como um método preeminente no 

diagnóstico molecular de espécies de Leishmania, valendo-se de alvos moleculares específicos 

para a discriminação de espécies. Com isso, o objetivo principal desse trabalho foi determinar 

as espécies de Leishmania de amostras de pacientes com suspeita de LTA atendidos na 

Regional de Saúde de Pinheiro/MA, bem como realizar a caracterização clínico-

epidemiológica da população estudada através de análise comparativa dos dados qualitativos 

(sexo, idade, escolaridade, entre outros) e dos dados de distribuição geográfica de todas as 

espécies de Leishmania identificadas no estudo para determinar os casos autóctones e 

importados. Ademais, também foi avaliada a correlação entre a técnica molecular (PCR) 

utilizada e o teste parasitológico direto, considerado o padrão ouro. A PCR da região do 

espaçador transcrito interno-1 (ITS1) detectou a presença de Leishmania em 24 amostras do 

total de 28 pacientes. A PCR-RFLP discriminou L. (V.) braziliensis como agente etiológico em 

7 amostras, enquanto que L. (L.)  amazonensis foi identificada em 14 amostras. Em nosso 

estudo, a maioria dos pacientes acometidos foram homens (N=20/71,43%), com faixa etária 

entre 18 a 35 anos (N=18/64,29%), de baixo nível de escolaridade (N=16/57,14%), residentes 

da zona rural (N=18/64,29%) e desempenhando a ocupação de garimpeiro (N=11/39,29%). A 

maior parte dos casos foi classificada como autóctone (N=17/60,71%), com a maior ocorrência 

de L. (L.) amazonensis no município de Pedro do Rosário (N=5/17,87%), seguido dos casos 

importados da Guiana Francesa que apresentaram ambas as espécies. Na avaliação da PCR 

ITS1, a positividade foi de 85,71%, e o índice Kappa foi de 0,22 demonstrando relação fraca 

entre o teste molecular utilizado e o padrão-ouro, sendo a PCR a técnica mais sensível 

(90,48%). Este estudo fornece dados epidemiológicos relevantes sobre Leishmania em 

Pinheiro/MA e regiões vizinhas, contribuindo para estratégias eficazes de controle da doença 

e, ainda, destaca a importância de testes moleculares como complementares ao diagnóstico. 

Palavras-chave: Diagnóstico molecular; epidemiologia; leishmaniose tegumentar americana; 

PCR. 

 



 

ABSTRACT 

American cutaneous leishmaniasis (ATL) is the most common form of leishmaniasis in Brazil, 

with Leishmania (Viannia) braziliensis being the main causative species, with the additional 

presence of the species L. (Leishmania) amazonensis. The appropriate diagnosis of ATL 

requires the evaluation of clinical and epidemiological parameters, followed by laboratory tests 

for confirmation. In this context, molecular techniques stand out due to their high sensitivity 

and specificity. PCR-RFLP emerges as a pre-eminent method in the molecular diagnosis of 

Leishmania species, using specific molecular targets for species discrimination. Therefore, the 

main objective of this work was to determine the species of Leishmania in samples from 

patients with suspected ATL treated at the Pinheiro/MA Health Regional, as well as to carry 

out the clinical-epidemiological characterization of the studied population through comparative 

analysis of qualitative data. (sex, age, education, among others) and geographic distribution 

data of all Leishmania species identified in the study to determine autochthonous and imported 

cases. Furthermore, the correlation between the molecular technique (PCR) used and the direct 

parasitological test, considered the gold standard, was also evaluated. PCR of the internal 

transcribed spacer region-1 (ITS1) detected the presence of Leishmania in 24 samples from a 

total of 28 patients. PCR-RFLP discriminated L. (V.) braziliensis as the etiological agent in 7 

samples, while L. (L.) amazonensis was identified in 14 samples. In our study, the majority of 

affected patients were men (N=20/71.43%), aged between 18 and 35 years (N=18/64.29%), 

with a low level of education (N=16 /57.14%), residing in rural areas (N=18/64.29%) and 

working as a miner (N=11/39.29%). Most cases were classified as autochthonous 

(N=17/60.71%), with the highest occurrence of L. (L.) amazonensis in the municipality of 

Pedro do Rosário (N=5/17.87%), followed by of cases imported from French Guiana that 

presented both species. In the ITS1 PCR evaluation, positivity was 85.71%, and the Kappa 

index was 0.22, demonstrating a weak relationship between the molecular test used and the 

gold standard, with PCR being the most sensitive technique (90.48%). This study provides 

relevant epidemiological data on Leishmania in Pinheiro/MA and neighboring regions, 

contributing to effective disease control strategies and also highlights the importance of 

molecular tests as complementary to diagnosis. 

 

Keywords: American cutaneous leishmaniasis. Epidemiology. Molecular diagnosis. PCR. 
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1 INTRODUÇÃO 

As leishmanioses representam um grupo de doenças infecciosas complexas que afetam 

tanto seres humanos quanto animais de vida silvestre ou domésticos (FIOCRUZ, 2023). Essa 

doença é endêmica de regiões tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil e o estado do 

Maranhão, sendo uma preocupação de saúde pública. A transmissão para seres humanos ocorre 

por meio da picada de flebotomíneos fêmeas, pequenos insetos vetores que pertencem ao 

gênero Lutzomyia. O ciclo de vida dos protozoários do gênero Leishmania é heteroxênico, ou 

seja, eles dependem de dois hospedeiros, um invertebrado que abriga as formas promastigotas 

do parasita, e o hospedeiro vertebrado, mantém as formas amastigotas intracelulares. 

(LAINSON; SHAW, 1978; BRASIL, 2017). 

A leishmaniose apresenta duas formas clínicas: a leishmaniose tegumentar (LT) e a 

forma visceral (LV), sendo que a gravidade da doença é impactada pela espécie de Leishmania 

envolvida, bem como pela resposta imune do hospedeiro. No Brasil, a leishmaniose tegumentar 

americana (LTA) é a forma clínica mais prevalente, sendo Leishmania (V.) braziliensis a 

principal espécie causadora (BRASIL, 2017). Conforme apontado por Lainson e Shaw (1978), 

os primeiros casos de LTA no Brasil foram registrados entre 1909 e 1911, ocasionados por L. 

(V.) braziliensis, e outras também são reconhecidas como agentes etiológicos da LTA, 

incluindo L. (L.) amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) guyanensis. 

No Brasil, a leishmaniose cutânea localizada é a síndrome clínica mais comum de LTA, 

geralmente causada por L. (V.) braziliensis, caracterizada por lesões ulcerosas que podem 

cicatrizar espontaneamente ao longo do tempo. Estas lesões podem, em alguns casos, evoluir 

para lesões mucosas ou difusas. As lesões cutâneas difusas, uma condição rara, se apresentam 

como múltiplas lesões não ulceradas em várias regiões do corpo, sendo causadas 

principalmente por L. (L.) amazonensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). A 

leishmaniose mucosa ocorre quando o parasito se propaga nas mucosas do trato respiratório, 

digestivo superior e genitais. Essa forma é principalmente causada por L. (V.) braziliensis, 

frequentemente decorrente de uma leishmaniose cutânea, podendo também manifestar lesões 

cutâneas concomitantes. A leishmaniose disseminada, outra síndrome clínica, é caracterizada 

por lesões múltiplas que podem ser ulceradas, nodulares, papulares ou acneiformes, 

disseminando-se rapidamente devido à propagação do parasito nos sistemas 

linfático/hematogênico. As principais espécies causadoras dessa condição são L. (V.) 

braziliensis e L. (V.) guyanensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017; SILVA, 2017). 

No Maranhão, o Sistema de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) registrou cerca 
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de 17.854 casos de LTA de 2012 a 2022, resultando em uma taxa de prevalência de 263,50 

casos por 100.000 habitantes, sendo que na regional de saúde de Pinheiro/MA, foram 

notificados entre os anos de 2018 e 2022 cerca de 477 casos (SINAN, 2023). 

Para obter um diagnóstico preciso da LTA, é fundamental avaliar parâmetros clínicos e 

epidemiológicos, complementados por testes laboratoriais para confirmação, uma vez que 

diversas doenças apresentam sintomas semelhantes. A análise clínico-epidemiológica, embora 

valiosa, muitas vezes não é conclusiva, ressaltando a importância dos métodos de diagnóstico 

laboratorial (OLIVEIRA, 2022). 

Recentemente, os ensaios moleculares têm ganhado destaque no diagnóstico da 

leishmaniose devido à sua alta especificidade e sensibilidade. Essas técnicas exploram alvos 

moleculares específicos de Leishmania, permitindo a identificação do gênero, subgênero e 

espécie. As características genômicas desse parasito, como a ausência de íntrons, cromossomos 

pequenos e densidade gênica elevada, tornam a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) uma 

opção valiosa, possibilitando a detecção de DNA mesmo em casos com baixa carga parasitária, 

fornecendo resultados rápidos e precisos. A PCR também permite a amplificação de várias 

amostras, como biópsias, fragmentos de lesões, sangue, entre outros, além da identificação de 

espécies em vetores e hospedeiros (TSOKANA et al., 2014; CHICHARRO et al., 2023) 

Considerando as características dos municípios da Baixada e Litoral Maranhense que 

são atendidos pela Regional de Pinheiro/MA, a identificação das espécies de Leishmania 

contribui para compreender a epidemiologia da leishmaniose e desenvolver estratégias de 

controle eficazes. Além disso, como diferentes espécies de Leishmania podem causar a LTA, 

cada uma com variações em distribuição geográfica, patogenicidade e resposta ao tratamento, 

a identificação molecular se destaca auxiliando em investigações acerca do monitoramento da 

eficácia de alguns tratamentos, avaliação da resistência a medicamentos e auxilia na 

epidemiologia da doença. 

O presente estudo, portanto, visa identificar as espécies de Leishmania em pacientes de 

Pinheiro/MA, utilizando a análise de polimorfismos de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) e 

avaliar os testes diagnósticos utilizados. Além disso, busca caracterizar a população estudada 

em termos sociais, econômicos, demográficos e clínicos, proporcionando uma compreensão 

abrangente da leishmaniose tegumentar nesta região. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar americana 

A leishmaniose tegumentar americana, também denominada LTA, é uma doença 

originária do Novo Mundo, cujos agentes etiológicos pertencem aos subgêneros Viannia e 

Leishmania, que de acordo com a classificação proposta por Lainson e Shaw (1987) podem ser 

subdivididos em seções a partir do desenvolvimento do parasito no intestino do vetor. Parasitos 

pertencentes ao subgênero Viannia desenvolvem-se no intestino posterior do inseto vetor, 

enquanto que parasitos  do subgênero Leishmania se desenvolvem nas porções anterior e 

médio no intestino (AKHOUNDI et al., 2016). No entanto, é importante observar que, com o 

avanço das pesquisas que empregam análises moleculares em cepas de Leishmania, a 

classificação mencionada anteriormente já sofreu modificações (CARVALHO, 2018).  

O principal transmissor da doença é um inseto flebotomíneo hematófago pertencente à 

ordem Diptera, família Psychodidae, subfamília Phlebotominae e, no Novo Mundo, inclui três 

gêneros: Warileya, Brumptomyia e Lutzomyia, sendo este último o de maior relevância médica, 

apresentando grande variedade de espécies e uma vasta distribuição, considerando sua maior 

ocorrência em regiões tropicais, podendo ser encontrados em regiões florestais da América do 

Sul e Central (BRASIL, 2017; AKHOUNDI et al., 2016). No território nacional, identificam-

se seis espécies predominantes de flebotomíneos, responsáveis pela transmissão da LTA, a 

saber: Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia 

intermedia, Lutzomyia wellcomei e Lutzomyia migonei (BRASIL, 2017). 

O ciclo de vida da  Leishmania é classificado como heteroxênico, o que significa que 

esses parasitos dependem de dois hospedeiros para completar seu ciclo biológico, sendo o 

hospedeiro invertebrado, que abriga a forma promastigota do parasito, também conhecida como 

forma flagelada, e o hospedeiro vertebrado, que é infectado intracelularmente pelas formas 

promastigotas metacíclicas (Figura 1). Esse ciclo abrange uma variedade de animais, incluindo 

cães, roedores, primatas e outros, independentemente de serem de vida selvagem ou 

domesticada. Essa complexa interação entre os hospedeiros é crucial para a manutenção e a 

propagação do ciclo de vida da Leishmania (LAINSON; SHAW, 1978; BRASIL, 2017). 
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Figura 1: Formas evolutivas de Leishmania spp. A) Amastigotas parasitando 

macrófagos; B) Promastigotas. 

Fonte: Saki e Pezeshki (2018) e Fiocruz (2009). 

Devido ao seu ciclo de vida complexo, estes parasitos desenvolveram várias formas 

adaptativas às diferentes condições ambientais durante seu deslocamento entre o inseto vetor e 

o hospedeiro vertebrado, incluindo variações no pH, temperatura e disponibilidade de 

nutrientes e oxigênio, assim, os parasitos diferenciam-se em formas altamente especializadas 

(Figura 2). Inicialmente, no interior do trato intestinal do inseto vetor, as formas amastigotas se 

diferenciam em promastigotas procíclicas. Posteriormente, essas promastigotas se multiplicam 

por divisão binária e transformam-se em promastigotas nectomonas, que ancoram no intestino 

médio do inseto. Devido à eliminação da maioria dos parasitas durante a defecação do sangue 

digerido, somente algumas promastigotas nectomonas subsistem para prosseguir no ciclo de 

vida. Estas passam por diferenciação, transformando-se em promastigotas leptomonas, onde se 

multiplicam e colonizam a porção anterior do intestino do flebotomíneo. Posteriormente, ocorre 

a diferenciação dessas promastigotas leptomonas em metacíclicas, que representam o estágio 

infeccioso da Leishmania. (STEVERDING, 2017; SERAFIM, et al. 2021). No entanto, uma 

pesquisa recente realizada por Serafim e colaboradores (2018) revelou uma fase adicional no 

ciclo de vida da Leishmania, resultante do processo de metaciclogênese reversa, conhecida 

como promastigota retroleptomona. Essa fase de desenvolvimento tem a capacidade de ampliar 

a presença de metacíclicos no intestino médio de flebotomíneos infectados por Leishmania, 

devido a desdiferenciação de promastigotas metacíclicos em retroleptomonas, favorecida pela 

ocorrência de múltiplas refeições sanguíneas (BATES, 2018; SERAFIM et al., 2018). 
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Figura 2: Ciclo de vida dos parasitos de Leishmania spp. 

Fonte: Bates (2018). 

Clinicamente, a doença manifesta-se de várias formas, sendo influenciada pela espécie 

de Leishmania infectante e também pela resposta imune do paciente.  A leishmaniose cutânea 

localizada é a síndrome clínica mais comum no Brasil, sendo causada majoritariamente pela 

espécie L.  (V.) braziliensis, caracterizando-se a partir de lesões ulcerosas, com bordas elevadas 

e fundo granuloso (Figura 3-A), e que podem cicatrizar espontaneamente ao longo do tempo 

(SILVA, 2017). Em alguns casos, pode haver o surgimento de lesões mucosas ou  difusas 

devido a disseminação do parasito através das vias hematogênicas e/ou linfáticas (FURTADO, 

1994). Lesões do tipo cutânea difusa geralmente apresentam-se como múltiplas lesões não 

ulceradas localizadas em várias regiões do corpo (Figura 3-B), é uma condição rara que evolui 

de lesões cutâneas não tratadas e possui como principais espécies causadoras no Novo Mundo: 

L. (L.) amazonensis e L. (L.) mexicana (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).  

A leishmaniose mucosa propaga-se pelas mucosas do trato respiratório, podendo afetar 

as mucosas do trato digestivo superior e até mesmo genitais (Figura 3-C/D) (SCORZA; 

CARVALHO; WILSON, 2017); este padrão é causado principalmente por L. (V.) braziliensis, 

e na maioria dos casos é decorrente de uma leishmaniose cutânea, podendo também manifestar 

lesões cutâneas (SILVA, 2017). A leishmaniose disseminada é uma das formas clínicas de LTA 

caracterizada por lesões múltiplas que podem apresentar-se de forma ulcerada, nodular, papular 

e/ou acneiforme (Figura 3-E), propagando-se rapidamente devido a disseminação do parasito 

nos sistemas linfático/hematogênico (BENTES et al., 2015). As principais espécies causadoras 

dessa condição clínica são: L. (V.) braziliensis, L. (V.) panamanensis, L. (V.) guyanensis e L. 

(L.) amazonensis (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017). 
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Figura 3: Síndromes clínicas da LTA. 

Fontes: Fiocruz (2023); Torres-Guerrero et al. (2017); Calvopina et al. (2020); Machado et al. (2019). 

2.2 Epidemiologia da LTA no Brasil e no Maranhão 

No Brasil, a LTA é a forma mais comum, e sete espécies são encontradas no país, dentre 

as quais Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania 

(Leishmania) amazonensis são consideradas as de maior relevância clínica por ocorrerem em 

maior proporção (BRASIL, 2017). A Figura 4 apresenta a distribuição de espécies de 

Leishmania no Brasil, sendo possível observar que ocorrem diferenças entre as regiões do país, 

não somente quanto à ocorrência, mas também no que diz respeito ao perfil clínico dos casos, 

fatores de risco e questões socioeconômicas, tornando evidente a importância de estudos 

epidemiológicos para maior compreensão dos aspectos clínicos e distribucionais da doença, 

que auxiliam na consolidação de estratégias de prevenção, controle e monitoramento da 

leishmaniose (REGO et al., 2023). 

 

Figura 4: Distribuição das espécies de Leishmania que transmitem LTA. 

Fonte: Brasil (2017). 
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Em 2022, no Brasil, foram notificados cerca de 14.305 casos de leishmaniose 

tegumentar, evidenciando uma grande ocorrência da doença, neste ano, em torno de 7 casos a 

cada 100.000 habitantes, segundo dados do SINAN (Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação) e IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística). Observa-se na Figura 5 

que a região Norte possui a maior quantidade de casos de LTA no país, porém alguns estados 

de outras regiões também destacam-se por apresentarem alta ocorrência de casos, como é o 

caso do Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia e Maranhão (BRASIL, 2022). 

 

Figura 5: Casos de LTA no Brasil em 2022 por UF de infecção. 

Fonte: SVSA/MS (2022). 

Nesse contexto, o Maranhão se destaca na região Nordeste por apresentar altos índices 

de ocorrência da doença, e de acordo com dados do SINAN (2023), foram notificados no estado 

cerca de 17.854 casos de LTA entre os anos de 2012 a 2022, apresentando neste período, taxa 

de prevalência equivalente a 263,50 casos por 100.000 habitantes. Na Figura 6 é delineado o 

panorama epidemiológico dos casos de LTA no estado, baseado em cálculos de prevalência e 

incidência, conforme metodologia de Fletcher (2014). A análise desses dados permite afirmar 

categoricamente que, nos últimos três anos, ambos os parâmetros apresentaram um crescimento 

acentuado. Especificamente, destaca-se o aumento significativo na prevalência, sugerindo uma 

consolidação da presença da doença na população. 

Ademais, é possível que outros fatores estejam contribuindo para esse aumento, tais 

como a redução na taxa de mortalidade e o acréscimo nas taxas de novos casos. Notavelmente, 

o aumento de casos novos evidencia uma relação direta de proporcionalidade entre prevalência 
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e incidência, visto que uma exerce influência sobre a outra. No que concerne ao aumento da 

incidência, diversos elementos podem estar desempenhando um papel nessa questão, incluindo 

o aumento na disseminação da doença, a manifestação de novos fatores de risco emergentes, 

deficiências nas medidas de prevenção, além de uma série de outros fatores sociodemográficos 

(FLETCHER, 2014). 

A regional de saúde de Pinheiro, no estado do Maranhão, engloba mais de trinta 

municípios situados nas áreas da Baixada e Litoral maranhense. Durante o período 

compreendido entre os anos de 2018 e 2022, de acordo com dados do SINAN (2023), foram 

oficialmente registrados aproximadamente 477 casos nesta região. Desses, a maioria ocorreu 

em indivíduos do sexo masculino, totalizando 356 casos. Além disso, a faixa etária mais afetada 

situou-se entre 15 e 39 anos, com um total de 297 casos. Estes foram classificados como novos 

casos da doença, totalizando 454 notificações, evidenciando um constante fluxo de casos novos 

na região e, consequentemente, um aumento significativo nas taxas de incidência da doença. 

Em sua grande maioria, os casos diagnosticados apresentaram a forma cutânea, totalizando 402 

ocorrências. 

 

Figura 6: Prevalência e incidência de casos de LTA no Maranhão entre os anos de 

2012 a 2022. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

2.3 Diagnóstico clínico-laboratorial e molecular da LTA 

No que concerne ao diagnóstico de LTA, é substancial não somente a avaliação dos 

dados clínicos e epidemiológicos, mas também a aplicabilidade de testes diagnósticos 
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laboratoriais para confirmação da doença, posto que várias doenças apresentam sintomas e 

características similares à leishmaniose como a hanseníase, histoplasmose, carcinomas e outras 

(OLIVEIRA, 2022). Além disso, tais métodos contribuem epidemiologicamente ao permitir a 

identificação das espécies de Leishmania em circulação (BRASIL, 2017). É importante 

destacar que esses testes apresentam diferentes níveis de especificidade e sensibilidade, 

influenciados pela qualidade dos equipamentos e materiais utilizados, assim como pelo estágio 

de progressão das lesões, as formas clínicas e as distintas espécies investigadas. Dessa forma, 

os testes laboratoriais utilizados no diagnóstico da LTA podem ser categorizados em quatro 

tipos: parasitológicos, imunológicos, sorológicos e moleculares (BRASIL, 2017). 

Os exames parasitológicos têm como objetivo a detecção do parasito por meio dos 

principais métodos disponíveis: pesquisa direta, seguido de histopatologia que é um método de 

baixo custo, rapidez e facilidade de manipulação. Este método envolve a coleta de raspados da 

lesão e biópsias, corados com Giemsa e examinados microscopicamente para identificação das 

formas amastigotas de Leishmania, apresentando taxa de positividade de aproximadamente 

43%, sendo que a sensibilidade é inversamente proporcional ao tempo de evolução da lesão, 

pois passado um ano, é raro obter resultados positivos, e infecções secundárias podem reduzir 

a sensibilidade do teste (BRASIL, 2017); e o método de isolamento em cultura in vitro que 

abrange o uso de meios de cultura para cultivar material biológico, geralmente obtido por 

biópsia. Esse material é mantido a uma temperatura específica (24ºC - 26ºC) por cerca de um 

mês para permitir o crescimento do parasito, sendo depois verificada a presença do mesmo, 

porém, esse método não é adequado para unidades de saúde devido à necessidade de 

profissionais treinados, equipamentos e materiais caros, ambientes especializados para evitar 

contaminação, além do longo período para o crescimento do patógeno (LIMA, 2017). 

O teste intradérmico de Montenegro (IDRM) é um tipo de teste imunológico essencial 

para diagnosticar a LTA em áreas endêmicas, baseando-se na resposta de hipersensibilidade 

celular tardia mediante a aplicação intradérmica de antígenos de Leishmania inativados 

(PINHEIRO, 2019). Embora seja capaz de detectar infecções subclínicas e oferecer alta 

confiabilidade diagnóstica após as primeiras semanas da lesão cutânea, existem considerações 

cruciais, podendo apresentar resultados negativos nas primeiras semanas, especialmente em 

lesões com mais de seis semanas, exigindo métodos diagnósticos adicionais, além disso, fatores 

como imunodepressão, lesões recentes, período de incubação e reações cruzadas podem resultar 

em falso-negativos (BENTES et al., 2015; GONTIJO & CARVALHO, 2003; PAIVA-

CAVALCANTI et al., 2015). Apesar de sua simplicidade e baixo custo, o IDRM não identifica 

espécies de Leishmania, não diferencia fases da infecção, e sua positividade pode persistir após 
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o tratamento. Nas formas mais graves, como a difusa, o teste pode ser negativo (BRASIL, 

2017). Apesar das limitações, o IDRM desempenha um papel crucial no diagnóstico 

retrospectivo de lesões tardias, em que a detecção de parasitos é desafiadora por outros 

métodos. 

Os testes sorológicos incluem a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), Western 

Blot e o Ensaio de Imunoabsorção Enzimática (ELISA), e objetivam a detecção de antígenos 

ou anticorpos anti-Leishmania e também viabiliza a avaliação dos anticorpos IgM e IgG do 

paciente, a fim de comprovar a cura clínica, uma vez que os níveis destes anticorpos podem se 

manter estáveis ou diminuírem no decorrer do primeiro ano após a cura, e um aumento 

quantitativo pode indicar a possibilidade de recorrência da doença (LIMA, 2017). Porém, estes 

testes possuem viés, como a probabilidade de haver reações cruzadas com outras doenças, 

reduzindo os índices de sensibilidade do teste. Semelhantemente ao observado na IDRM, há 

uma tendência de testes negativos realizados nos primeiros três meses de infecção, bem como 

em pacientes com a forma difusa da doença e em indivíduos imunossuprimidos (LIMA, 2017). 

Estudos vêm sendo realizados com o objetivo que reduzir as reações cruzadas com outras 

doenças por intermédio da descoberta de novos alvos de antígenos, utilizando proteínas 

recombinantes selecionadas que possuem maior especificidade em relação ao agente causador 

da doença, sendo que algumas dessas proteínas, como por exemplo, a tryparedoxina peroxidase, 

chega a apresentar sensibilidade e especificidade de até 100% (DUARTE et al., 2015). 

Embora a visualização microscópica de formas amastigotas seja considerada o método 

padrão para o diagnóstico da leishmaniose, as técnicas moleculares estão emergindo como uma 

alternativa mais eficaz, principalmente em amostras com baixa carga parasitária 

(CHICHARRO et al., 2023), uma vez que apresentam alta sensibilidade e especificidade na 

detecção de DNA de Leishmania, possibilitando a distinção entre gêneros, subgêneros e 

espécies, através da utilização de alvos moleculares específicos de Leishmania, isso graças às 

peculiaridades genômicas presentes em seu DNA, como a ausência de íntrons, cromossomos 

pequenos com densidades gênicas elevadas, presença de policístrons e de uma única 

mitocôndria denominada cinetoplasto, contendo uma extensa cadeia de DNA cinetoplasmático 

(kDNA) (AKHOUNDI et al., 2017). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) juntamente com os achados clínico-

epidemiológicos torna possível o diagnóstico completo e eficaz de LTA. Esta técnica molecular 

possui aplicabilidade para vários tipos de amostras clínicas e sua eficácia é determinada por 

diversos fatores, como: o alvo selecionado para amplificação e o seu número de cópias (região 

alvo conservada ou variável), do método de extração empregado, do tipo de amostra biológica 
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(biópsias, fragmentos de lesões cutâneas e mucosas, sangue, entre outros) e do protocolo de 

PCR, se for ajustado ou elaborado (TSOKANA et al., 2014). Estudo de Akhoundi et al. (2017) 

descreve vários alvos moleculares utilizados em ensaios de PCR para detecção de Leishmania 

em nível de gênero e espécie, dentre eles, os espaçadores internos transcritos (ITSs), regiões 

não codificantes dos genes rRNA, demonstram notável conservação entre diferentes espécies 

de Leishmania. A amplificação da região ITS1, localizada entre os genes que codificam o RNA 

da subunidade pequena e os genes 5.8S rRNA, oferece uma abordagem direta para identificação 

de parasitos de Leishmania em lesões clínicas. A utilização dos iniciadores LITSR / L5.8S 

permite a amplificação de tamanho variável de 50 a 350 pb da região ITS1 do DNA específico 

do gênero Leishmania (SCHÖNIAN et al., 2003; MONROY-OSTRIA et al., 2014; 

AKHOUNDI et al., 2017). 

Na literatura científica, é possível observar vários estudos realizados utilizando técnicas 

moleculares como a PCR ITS1 para identificação de Leishmania (SCHÖNIAN et al., 2003; 

MOUTTAKI et al., 2014; LIMA, 2019), demonstrando a importância que este teste apresenta 

em termos diagnósticos, visto que auxilia no entendimento do contexto epidemiológico da 

região estudada. Ainda, a técnica de análise de polimorfismos de fragmentos de restrição (PCR-

RFLP) é utilizada para distinção entre as espécies de Leishmania através da utilização de 

enzimas de restrição, como a HaeIII, que gera fragmentos de restrição distintos com base em 

polimorfismos nucleotídicos (GONÇALVES, 2018). A PCR-RFLP do ITS1 é particularmente 

recomendada para a caracterização confiável de espécies de Leishmania em áreas endêmicas, 

onde a presença de múltiplas espécies de Leishmania é comum e se sobrepõe a diferentes 

quadros clínicos, sendo a identificação simultânea de espécies essencial nessas regiões, além 

disso, pacientes podem apresentar diferenças clínicas, gerando confusão no diagnóstico, com 

isso, o conhecimento acerca dessas espécies contribui para o controle e monitoramento da 

doença, bem como também para melhorar as abordagens no tratamento, ademais, esse método 

também oferece uma alternativa economicamente viável (MONROY-OSTRIA et al., 2014; 

MOUTTAKI et al., 2014). 

Segundo os trabalhos de Monroy-Ostria et al. (2014), Godoy et al. (2020) e Jariyapan 

et al. (2021) é evidente que a distinção entre as espécies de Leishmania na PCR-RFLP é devido 

ao padrão de bandas apresentado na eletroforese, onde a tipagem para L. braziliensis é 

apresentada com duas bandas praticamente unidas, enquanto a espécie L. amazonensis 

demonstra duas bandas separadas (Figura 7). 
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Figura 7: Padrão de bandas na eletroforese da PCR-RFLP. LA: L. 

amazonensis; LB: L. braziliensis; 100: marcador 100 pb. 

Fonte: Adaptado de Godoy (2020). 
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3 JUSTIFICATIVA 

Ao considerar as características dos municípios da Baixada e Litoral Maranhense que 

são atendidos pela Regional de Saúde de Pinheiro/MA, torna-se crucial a identificação das 

espécies de Leishmania que afetam a região, especialmente em locais onde diferentes formas 

clínicas da doença coexistem. Isso contribui significativamente para o entendimento da 

epidemiologia das leishmanioses e o desenvolvimento de estratégias de controle eficazes. Vale 

ressaltar que diferentes espécies de Leishmania podem causar a leishmaniose tegumentar 

americana e cada uma dessas espécies apresenta variações em termos de distribuição 

geográfica, patogenicidade e resposta ao tratamento, destacando a importância da identificação 

molecular para orientar o tratamento adequado. Além disso, a identificação molecular de 

Leishmania também desempenha um papel vital no monitoramento da eficácia do tratamento, 

na avaliação da resistência a medicamentos e na pesquisa sobre a epidemiologia da doença. A 

detecção de diferentes espécies de Leishmania em uma região geográfica pode indicar a 

presença de diferentes vetores ou reservatórios, o que pode influenciar as estratégias de controle 

da doença. 

Com isso, este trabalho foi desenvolvido com o intuito de identificar as espécies de 

Leishmania de pacientes atendidos na Regional de Saúde de Pinheiro/MA através da aplicação 

da técnica molecular de reação em cadeia da polimerase (PCR), seguida da análise de 

polimorfismos de fragmentos de restrição (PCR-RFLP) para tipagem de espécies de 

Leishmania, além de avaliar os aspectos das técnicas diagnósticas empregadas utilizando 

cálculos como o índice Kappa para determinar o nível de concordância entre os testes. Também 

foi averiguado a distribuição das espécies encontradas de acordo com o local provável de 

infecção, determinando os casos que são autóctones do município de notificação e os casos 

importados, e foi realizada a caracterização da população estudada quanto a aspectos sociais, 

econômicos e demográficos. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral. 

❖ Identificar as espécies de Leishmania presentes em amostras de pacientes com 

leishmaniose tegumentar americana atendidos na Regional de Saúde de Pinheiro/MA entre 

os anos de 2020 a 2022, utilizando a técnica molecular de PCR-RFLP. 

4.2 Objetivos específicos. 

❖ Avaliar as técnicas diagnósticas padrão-ouro e de PCR nas amostras de pacientes com 

LTA; 

❖ Realizar a caracterização clínico-epidemiológica da população estudada quanto ao sexo, 

idade, grau de instrução, zona de residência e outras variáveis; 

❖ Distribuir geograficamente as espécies de Leishmania identificadas, distinguindo os casos 

autóctones e os importados. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Considerações éticas 

Este estudo foi submetido à Plataforma Brasil sob o parecer Nº 4.344.292 e aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa. Os participantes da pesquisa foram submetidos a assinatura 

do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE) (Anexo I) após terem 

completamente compreendido os objetivos, riscos e benefícios do estudo, sendo assegurado o 

direito ao sigilo e à retirada da pesquisa a qualquer momento, sem qualquer tipo de prejuízo. 

5.2 Caracterização do estudo 

Este trabalho envolveu a participação de 28 pacientes da Regional de Saúde de Pinheiro-

MA, que foram submetidos a coleta de dados para estudo clínico-epidemiológico a partir da 

aplicação de questionário e subsequente coleta de amostras biológicas através da escarificação 

da borda da lesão, onde posteriormente foram devidamente armazenadas e encaminhadas para 

o Laboratório de Genética e Biologia Molecular (LabGeM) da Universidade Federal do 

Maranhão em São Luís-MA, campus Bacanga.  

5.3 Características da população estudada 

Participaram do estudo pacientes atendidos na Regional de Saúde de Pinheiro/MA 

diagnosticados clinicamente com leishmaniose tegumentar. 

5.3.1 Critérios de inclusão. 

Pacientes diagnosticados com leishmaniose tegumentar americana, de qualquer gênero, 

com idade igual ou superior a 15 anos e inferior a 70 anos, cadastrados na Regional de Saúde 

de Pinheiro/MA que receberam ou não tratamento. 

5.3.2 Critérios de exclusão. 

Foram excluídos do estudo, pacientes com comorbidades (diabetes, hipertensão arterial, 

neoplasias, imunodepressivos, etc.) e pacientes com leishmaniose em fase aguda ou grave, visto 

que estes necessitam de maiores cuidados, implicando em riscos adicionais para os 

participantes. 

5.3.3 Riscos. 

Como a coleta de material para demonstração direta do parasito compreende a 

escarificação das lesões, a pesquisa apresenta, aos seus participantes, os riscos próprios deste 
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procedimento como, desconforto, medo, dor, e em alguns casos, sangramento. A coleta será 

realizada por profissionais de saúde capacitados (profissional cadastrado na Regional de 

Saúde), em ambiente adequado (sala de coleta, com aparatos de curativo e antissépticos), 

treinados para tomarem as providências necessárias para sanar qualquer um dos eventos 

citados. 

5.3.4 Benefícios. 

O benefício direto para o paciente é o possível diagnóstico correto de sua enfermidade, 

que leva imediatamente a tratamentos (já disponíveis) mais eficientes. A médio e longo prazo, 

o estudo desses pacientes levará a protocolos diagnósticos mais precisos e rápidos, e a 

tratamentos mais eficientes e personalizados. Além disso, o estudo contribuirá para a 

caracterização epidemiológica de pacientes com leishmaniose da região estudada, a educação 

continuada dos profissionais da saúde, assim como a contínua informação da população e 

órgãos do governo sobre os novos achados científicos relevantes para definir novas estratégias 

de saúde pública. 

5.4 Caracterização clínico-epidemiológica da população. 

Para o estudo clínico-epidemiológico descritivo obteve-se dados dos pacientes mediante 

a aplicação de questionário disponibilizado pelo Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação (SINAN) (Anexo 2), incluindo 28 pacientes diagnosticados entre os anos de 2020 

a 2022, com o principal objetivo de obter informações acerca da escolaridade, sexo, profissão, 

idade, naturalidade, local provável de infecção, entre outros.  

As fichas de notificação dos agravos foram devidamente preenchidas nas Unidades 

Notificadoras correspondentes nos municípios e, posteriormente, encaminhadas à Regional de 

Saúde de Pinheiro-MA para serem devidamente integradas ao Sistema de Informação de 

Agravos de Notificação (SINAN). 

A partir da obtenção desses dados, realizou-se a disposição de todas as informações em 

tabelas através do programa Microsoft Office Excel 2013, tendo sido realizados cálculos de 

frequência absoluta (N) e frequência relativa (%) para posterior discussão sobre a relação entre 

as variáveis estudadas. Além disso, para fins de análise comparativa serão apresentados dados 

de distribuição geográfica de todas as espécies de Leishmania identificadas juntamente com os 

dados de casos autóctones e importados de acordo com o local de provável infecção informado 

pelo paciente durante a aplicação do questionário. 
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5.5 Coleta de material e demonstração direta do parasito. 

Com o intuito de obter uma amostra viável para um diagnóstico confiável, foram 

tomados os seguintes cuidados: o preparo do local de onde será coletado o material (úlceras 

recentes são mais ricas em parasitos), onde foi feita uma limpeza vigorosa do local da lesão 

com água e sabão, retirando-se resíduos de medicamentos ou outras substâncias, seguida de 

antissepsia com álcool a 70%. Quando necessário, utilizou-se um pequeno botão anestésico 

com lidocaína 1 ou 2%. Após a limpeza, foi realizada a escarificação da borda interna da úlcera 

ou da superfície de lesão fechada, utilizando-se lâminas de bisturi estéreis ou estilete. Uma 

parte das amostras foram submetidas a exame parasitológico de demonstração direta do 

parasito, tendo sido posicionadas em lâminas e fixadas com corante Giemsa para posterior 

visualização microscópica de amastigotas. As outras partes das amostras foram mantidas em 

frasco contendo 0,5mL de NET (NaCl 0,15mM; EDTA 50mM; Tris-HCl 0,1M/pH 7,5). Para 

assegurar a qualidade das amostras de pele/DNA extraído, foi mantido o controle diário de 

temperatura (2-8ºC) em geladeira até o envio para o Laboratório de Genética e Biologia 

Molecular (LabGeM) da UFMA - campus Bacanga. 

5.6 Identificação de espécies de Leishmania por métodos moleculares. 

5.6.1 Extração de DNA. 

As amostras coletadas foram devidamente rotuladas seguindo o código de LC001 até 

LC0028, e armazenadas a - 20ºC até a realização da extração. Para extração de DNA das 

amostras utilizou-se o método com fenol-clorofórmio (SAMBROOK, FRITSCH & 

MANIATIS, 1989), processo que abrange três dias e envolve cuidados rigorosos para garantir 

a pureza e a integridade do DNA extraído. No primeiro dia, foram adicionados 200 µl de 

solução de lise celular, juntamente com 2 µl de proteinase K (20 mg/mL) a 500 µl da amostra 

biológica, tendo essa mistura sido vigorosamente vortexada por 20 segundos. As amostras 

foram colocadas em banho-maria a 42ºC, e deixadas em incubação durante a noite para permitir 

a lise celular completa (overnight). No dia seguinte, as amostras foram retiradas do banho-

maria e adicionou-se 200 µl de fenol (solução bifásica), sendo crucial a coleta apenas da fase 

inferior. Após vortexação por 20 segundos, a centrifugação a 10.000 rpm/15ºC por 10 minutos 

separa as fases. O sobrenadante, contendo contaminantes como fenol e proteínas, é removido 

cuidadosamente, e as amostras são transferidas para novos tubos devidamente identificados, 

adicionando-se a estes 200 µl de clorofórmio-álcool isoamílico (24 µl de clorofórmio para 1 µl 

de álcool isoamílico). Uma nova vortexação precede a centrifugação a 14.000 rpm/15ºC por 10 
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minutos. O sobrenadante é transferido para um novo tubo contendo 300 µl de álcool 

isopropílico, seguido de agitação por inversão 50 vezes. Realizou-se uma nova centrifugação 

por 10 minutos a 14.000 rpm/15ºC, e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente e os tubos 

foram invertidos sobre um papel absorvente. Com os tubos já secos, adicionou-se 300 µl de 

etanol 70% e 20 µl de acetato de sódio 3M. Após 15 inversões suaves, os tubos foram levados 

ao freezer a -20ºC por 1 hora, e posteriormente foram centrifugados por 20 minutos a 14.000 

rpm/15ºC. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado com uma pipeta e colocou-se os 

tubos para secar em papel absorvente. No terceiro dia, foram adicionados aos tubos 20 µl de 

solução TE e, então, armazenados -20ºC. Posteriormente, utilizou-se um Espectrofotômetro 

NanoDrop® 2000 Thermo Scientific para determinar a concentração e qualidade do DNA em 

cada amostra, expressa em ng/µL. 

5.6.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR). 

Para a PCR utilizou-se os primers F’ (iniciador 5’ ou forward) e R’ (iniciador 3’ ou 

reverse) do marcador molecular da região do ITS1 (Internal Transcribed Spacer 1), com as 

sequências: LITSR (5’-CTGGATCATTTTCCGATG-3’) e L5.8S (5’-

TGATACCACTTATCGCACTT-3). Preparou-se o mix de amplificação contendo: 5 µl de 10x 

PCR Buffer, 1,5 µl de MgCl2 50mM, 1 µl de dNTP 10mM, 1 µl de Primer F’ e 1 µl de Primer 

R’, 0,2 µl de Taq polimerase e 13,3 µl de H2O ultrapura, totalizando 23 µl para cada amostra, 

tendo sido utilizados 7 µl de DNA extraído com concentrações acima de 50 ng/µl, sendo o 

volume final de 30 µl. Os controles positivos utilizados foram de L. braziliensis 

(MHOM/BR/1975/M2903) e L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8). A amplificação foi 

realizada em um termociclador de acordo com o seguinte protocolo: desnaturação inicial a 95ºC 

por 1 minuto; 35 ciclos de desnaturação por 30 segundos a 94°C; anelamento por 30 segundos 

a 58°C; extensão por 40 segundos a 72°C, seguido de 1 minuto de extensão final a 72°C. 

Posteriormente, com o intuito de detectar a amplificação dos produtos de PCR, as amostras 

amplificadas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 1% (Ludwig Biotec) com os 

seguintes parâmetros: tempo de corrida de 40 minutos, 90v, 300 mA, sendo possível a 

visualização das bandas amplificadas através do transiluminador UV. 

5.6.3 Análise de polimorfismos de fragmentos de restrição (PCR-RFLP). 

Para identificação das espécies de Leishmania, os produtos de amplificação da PCR 

foram submetidos a PCR-RFLP, com o mix de reação contendo: 32,6 µl de H2O ultrapura, 4 µl 

de Buffer C 10x (Promega 1mL), 0,4 µl de BSA (Bovine Serum Albumin Acetylated 150 µl) e 
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1 µl da enzima de restrição HaeIII (Promega), sendo um total de 38 µl de mix para cada amostra 

e 10 µl de produto de PCR, com volume final de 48 µl, e em seguida foram colocados em 

banho-maria a 37ºC por 2 horas. Logo após, verificou-se a amplificação das amostras a partir 

da eletroforese em gel de agarose 3% (Ludwig Biotec) com os seguintes parâmetros: tempo de 

corrida de 60 minutos, 90v, 300 mA, e posterior leitura no transiluminador UV. 

5.7 Avaliação dos métodos moleculares utilizados no diagnóstico. 

Foram realizados cálculos para avaliar a sensibilidade e especificidade do teste 

molecular de PCR convencional, envolvendo a determinação da percentagem de pacientes com 

resultados positivos nos testes parasitológico direto e PCR. Adicionalmente, o Índice Kappa 

(K) foi calculado utilizando o programa GraphPad Prism versão 10.1.1 para Windows com o 

propósito de mensurar a concordância entre os métodos diagnósticos empregados no contexto 

deste estudo. O nível de concordância do índice Kappa foi determinado de acordo com as 

interpretações desenvolvidas por Landis e Koch (1977), e é definido como: discordante (≤ 

0,00), mínimo (0,01 |- 0,20), fraco (0,21 |- 0,40), regular (0,41 |- 0,60), moderada (0,61 |- 0,80), 

substancial (0,81 |- 0,99), perfeita (1,00). Subsequentemente, os resultados foram tabulados no 

programa Microsoft Office Excel 2013 para possibilitar discussões fundamentadas acerca do 

que é relatado na literatura. 

 

6 RESULTADOS 

6.1 Caracterização clínico-epidemiológica da população estudada. 

Os dados colhidos nesta investigação sobre a leishmaniose tegumentar americana 

proporcionam uma visão abrangente e detalhada sobre os fatores demográficos, clínicos e 

epidemiológicos envolvidos na disseminação dessa doença parasitária (Tabela 1). Todos os 

pacientes deste estudo deram entrada como novos casos da doença e, clinicamente, foram 

diagnosticados com a forma cutânea da LTA, visto que os pacientes exibiam lesões ulcerosas 

com bordas elevadas e fundo granuloso, predominando em áreas específicas do corpo, como 

face, braços, mãos e pernas (Figura 8). Observa-se que dentre os pacientes, a faixa etária varia 

entre 19 a 65 anos, com uma média de 33,36 ±SD anos, destacando a ampla gama de idades 

afetadas, sendo a maioria dos casos concentrados entre os 18 e 35 anos (64,29%). Quanto ao 

gênero, há uma predominância de 71,43% (N= 20) de casos no sexo masculino em comparação 

com 28,57% (N= 08) no feminino. 
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Surpreendentemente, uma proporção significativa não informou o grau de instrução (N= 

07/25%), enquanto 28,57% (N= 08) são analfabetos. Em relação à profissão, os dados revelam 

que a maioria dos casos está associada à ocupação de garimpeiros (N=11/39,29%), indicando 

uma possível ligação entre a doença e a ocupação profissional. 

Em termos de zona de residência, a maioria dos casos é proveniente de áreas rurais (N= 

18/64,29%), apontando para uma correlação entre a leishmaniose e localidades menos 

urbanizadas. O tratamento predominante, utilizado em 85,71% dos casos (N=24), foi o 

Glucantime. Quanto à evolução dos casos, 46,43% (N=13) resultaram em alta por cura, 

indicando uma resposta eficaz ao tratamento, porém, nota-se que na maioria dos casos 

notificados (N=15/53,57%) este parâmetro não foi informado. 

A maioria dos casos (N=17/60,71%) é classificada como autóctone da região da baixada 

maranhense, sugerindo que a infecção ocorreu dentro da mesma área, contudo, também 

houveram pacientes que relataram outras localidades de provável infecção (N=11/39,29%) com 

ocorrência significativa na Guiana Francesa (N=9/81,82%), indicando áreas de alta 

transmissão, mais adiante estes resultados serão mais amplamente discutidos. 

 

Figura 8: Lesões cutâneas apresentadas pelos pacientes. 

Fonte: Regional de Saúde de Pinheiro/MA. 

Tabela 1: Características demográficas, clínicas, epidemiológicas e de tratamento dos pacientes 

de LTA atendidos na Regional de Pinheiro/MA. 
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Variáveis N % 

Sexo   

Masculino 20 71,43 

Feminino 08 28,57 

Faixa etária (em anos)   

18 |- 35 18 64,29 

36 |- 53 07 25,00 

54 |- 69 03 10,71 

Grau de instrução   

Analfabeto 08 28,57 

Primário completo 05 17,86 

Fundamental completo 03 10,71 

Médio completo 04 14,29 

Superior completo 01 3,57 

Ignorado 07 25,00 

Profissão   

Lavrador (a) 01 3,57 

Pescador (a) 01 3,57 

Garimpeiro (a) 11 39,29 

Professor (a) 01 3,57 

Ignorado 14 50,00 

Zona de residência   

Urbana 10 35,71 

Rural 18 64,29 

Classificação epidemiológica   

Autóctone 17 60,71 

Importado 11 39,29 

Medicação anti-Leishmania   
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Glucantime 24 85,71 

Anfotericina B 03 10,72 

Não informado 01 3,57 

Doença relacionada ao trabalho   

Sim 10 35,72 

Não 09 32,14 

Não informado 09 32,14 

Evolução do caso   

Alta por cura 13 46,43 

Não informado 15 53,57 

Fonte: Elaborado pela autora 

Os dados plotados no gráfico da Figura 9 apresentam a distribuição dos casos 

notificados de LTA em diferentes municípios, onde Pinheiro emerge como o epicentro de 

notificações neste estudo, concentrando cerca de 14 casos (50%); posteriormente, Pedro do 

Rosário aparece com uma representação significativa de 5 casos notificados (17,87), e os 

municípios de Turilândia e Apicum-açu seguem com 2 notificações cada; por último, as cidades 

que apresentaram somente 1 notificação são: Santa Helena, Bacuri, Guimarães, Palmeirândia e 

Presidente Sarney. 

 

Figura 9: Casos de LTA ordenados por município de notificação. 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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6.2 Diagnóstico laboratorial e identificação de espécies de Leishmania utilizando PCR 

convencional e PCR-RFLP 

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos dos exames de diagnóstico laboratorial e 

identificação de espécies de Leishmania por meio de técnicas moleculares, sendo possível 

observar os seguintes dados: 21 pacientes tiveram resultados positivos no parasitológico direto 

(75%); na histopatologia, foi observado resultado positivo em 19 pacientes (67,86%); a PCR 

ITS1 resultou positiva em 24 amostras (85,71%), e a eletroforese em gel de agarose 1% exibiu 

fragmentos com tamanho aproximado de 300 pb (Figura 10); já na PCR-RFLP foi possível 

identificar 2 espécies de Leishmania predominantes, 7 amostras para L. braziliensis e 14 para 

L. amazonensis, totalizando 21 amostras (75%) positivas na PCR-RFLP, sendo que a 

eletroforese em gel de agarose 3% revelou fragmentos de restrição com tamanhos variando 

entre 200-100 pb, e a comparação desses fragmentos com os padrões apresentados pelos 

controles positivos fornece a diferenciação entre as espécies de Leishmania (Figura 11). Das 

três outras amostras não tipadas, duas apresentaram bandas muito fracas que aparentemente 

parecem ser compatíveis com L. amazonensis, mas não podemos afirmar com certeza, e por 

isso optou-se por classificar como amostra não tipada. 

 

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1% contendo os produtos de 

amplificação do DNA através da PCR do ITS1. M: marcador molecular 

100 pb ladder (Ludwig Biotec). 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 3% dos produtos da PCR digeridos 

com a enzima HaeIII (PCR-RFLP). M: marcador molecular 100 pb ladder 

(Ludwig Biotec). Controles positivos: La - L. amazonensis; Lb - L. braziliensis. 

Fonte: Elaborado pela autora. 

Tabela 2: Resultados dos testes laboratoriais e moleculares dos pacientes estudados. 

Pacientes Parasitológico 

Direto 

Histopatologia PCR ITS1 PCR-RFLP 

LC001 + NC - NR 

LC002 + EP + L. braziliensis 

LC003 + EP + L. braziliensis 

LC004 + EP + L. braziliensis 

LC005 + EP + L. braziliensis 

LC006 + EP + L. amazonensis 

LC007 + EP + L. amazonensis 

LC008 + NC - NR 

LC009 - NR + NT 

LC010 + EP + L. amazonensis 
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LC011 - NR + NT 

LC012 - NR + NT 

LC013 + EP + L. braziliensis 

LC014 + EP + L. braziliensis 

LC015 - NC + L. amazonensis 

LC016 + EP + L. amazonensis 

LC017 + EP + L. amazonensis 

LC018 - NR - NR 

LC019 + EP + L. amazonensis 

LC020 - NR - NR 

LC021 + EP + L. braziliensis 

LC022 + EP + L. amazonensis 

LC023 + EP + L. amazonensis 

LC024 + EP + L. amazonensis 

LC025 + EP + L. amazonensis 

LC026 - NC + L. amazonensis 

LC027 + EP + L. amazonensis 

LC028 + EP + L. amazonensis 

Legenda: Positivo (+); Negativo (-); Não Realizado (NR); Encontro do Parasita (EP); Não 

compatível (NC); Não tipado (NT). 

Fonte: Elaborado pela autora. 

6.3 Distribuição das espécies de Leishmania de acordo com o local provável de infecção 

Na Tabela 3 pode ser observado a relação dos municípios onde a LTA foi notificada e 

os locais prováveis de infecção segundo as espécies identificadas na PCR-RFLP, onde é 

possível evidenciar que a maioria dos casos é autóctone do município de notificação e que a 

espécie L. amazonensis possui alta ocorrência, mais a frente esta questão será discutida. Pedro 

do Rosário se destaca por apresentar 5 casos autóctones de pacientes infectados pela espécie L. 

amazonensis, demonstrando que essa espécie é circulante na cidade e sugerindo sua possível 

predominância em relação a outras espécies nesta região. Dentre os casos importados, destaca-

se como possível local de infecção o território da Guiana Francesa que possui uma ocorrência 
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significativa de ambas as espécies de Leishmania encontradas, indicando uma diversidade de 

agentes etiológicos na área, além disso, embora apenas uma espécie tenha sido identificada, a 

detecção de L. amazonensis em um paciente proveniente de Boa Vista/RR destaca a mobilidade 

e a possibilidade de infecção em áreas geograficamente distantes, visto a migração de 

indivíduos que aumenta a disseminação da doença. 

 

Tabela 3: Espécies de Leishmania encontradas através da PCR-RFLP ordenadas por município 

de notificação e local de provável infecção. 

Município de notificação Local provável de infecção L. braziliensis L. amazonensis 

Pinheiro Guiana francesa 4 2 

Pinheiro Boa vista/RR - 1 

Pinheiro Autóctone 1 - 

Pinheiro Autóctone - 1 

Pedro do rosário Autóctone - 5 

Turilândia Autóctone - 2 

Palmeirândia Autóctone - - 

Guimarães Autóctone 1 - 

Bacuri Autóctone - 1 

Apicum-açu Autóctone - 1 

Presidente Sarney Autóctone 1 - 

Santa helena Guiana francesa - 1 

TOTAL  7 14 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

6.4 Avaliação dos métodos diagnósticos. 

De acordo com a Tabela 4 é possível observar que 19 pacientes foram positivos tanto 

no teste padrão-ouro quanto no exame molecular de PCR, estes, por sua vez, são considerados 

verdadeiros positivos. A maioria dos pacientes (N= 24/85,71%) apresentaram exame molecular 

positivo, enquanto que no exame parasitológico 75% (N= 21) das amostras foram positivas, 

evidenciando a alta positividade na PCR e sua eficácia no diagnóstico de LTA. Além disso, 

foram realizados cálculos para obter as porcentagens correspondentes a sensibilidade, 

especificidade e acurácia do teste, com os seguintes resultados: 90,48%, 28,57% e 75%, 

respectivamente. O índice Kappa apresentou concordância de 0,22 (IC= 95%), sendo 

considerado segundo as interpretações de Landis e Koch (1977) como um nível de 

concordância fraco, demonstrando que ambos os testes utilizados não possuem relação entre si. 
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Tabela 4: Comparação de positividade entre os 

métodos diagnósticos 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

7 DISCUSSÃO 

A análise dos dados desta investigação sobre a leishmaniose tegumentar americana em 

pacientes atendidos na Regional de Pinheiro/MA oferece uma perspectiva abrangente e 

detalhada sobre diversos aspectos demográficos, clínicos e epidemiológicos relacionados à 

disseminação dessa doença parasitária, não somente na região de Pinheiro, mas também em 

cidades próximas e até mesmo distantes, demonstrando a facilidade desta doença em se 

disseminar na população. Todos os participantes deste estudo receberam o diagnóstico de novos 

casos de LTA, manifestando predominantemente a forma cutânea da doença. Os resultados 

evidenciam um número significativo de casos entre o sexo masculino (N= 20/71,43%), em 

consonância com investigações anteriores sobre a leishmaniose, especialmente a revisão 

conduzida por Galvis-Ovallos et al. (2020), revelando que 74,2% dos casos de leishmaniose 

tegumentar notificados no ano de 2018, foram de indivíduos do sexo masculino. Essa 

correlação remete, sobretudo, às atividades laborais desempenhadas em ambientes de elevada 

transmissibilidade, como regiões silvestres, aliada ao papel tradicionalmente desempenhado 

pelo homem como provedor financeiro da família, expondo-o de maneira mais significativa a 

situações de risco, incluindo infecções.  

Estudos também mostram que algumas respostas imunológicas específicas do sexo 

podem depender do genótipo masculino ou feminino, enquanto outras são influenciadas pelos 

hormônios sexuais, porém os estudos mais discutidos envolvem a investigação de esteroides 

sexuais que influenciam na infecção utilizando experimentos em animais, como exemplo, o 

trabalho realizado por Sánchez‐García et al. (2018) que observaram uma maior propensão dos 

machos às infecções por L. mexicana, e investigaram o impacto provocado pelo hormônio 

andrógeno diidrotestosterona (DHT) nas formas promastigotas de L. mexicana. Seus resultados 

indicaram um aumento significativo no crescimento dos parasitas, na taxa de infecção de 

Exame Molecular 

PCR convencional 

Parasitológico Direto 

 Positivo Negativo 

Positivo 19 5 

Negativo 2 2 
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macrófagos e na carga parasitária, além de mostrarem maior resistência ao ataque microbicida 

das células de defesa. Adicionalmente, camundongos BALB/c machos foram infectados com 

parasitas tratados com DHT, resultando em lesões maiores e com maior quantidade de parasitas 

por unidade de área em comparação com aqueles infectados com parasitas não tratados. De 

maneira global, esses achados sugerem que as interações entre hormônios sexuais, virulência 

do parasita, respostas imunológicas e suscetibilidade do hospedeiro são determinantes para o 

desfecho final da infecção por Leishmania. 

No que diz respeito ao nível educacional, mais de 57% (N= 16) dos indivíduos possuem 

apenas o ensino fundamental completo, ressaltando a apreensão em relação à escassez de 

conhecimento sobre a doença. Essa questão é corroborada por estudos que evidenciam uma 

correlação entre a falta de informação sobre a enfermidade e níveis educacionais mais baixos, 

conforme exemplificado por Campos et al. (2017). Esta lacuna informacional representa um 

fator significativo, visto que a ausência de informações dificulta a redução da disseminação da 

doença, uma vez que as medidas preventivas não são devidamente conhecidas. Por este motivo, 

é necessário que haja mais iniciativas educativas direcionadas a comunidades com menor grau 

de instrução, desenvolvendo campanhas de conscientização com linguagem acessível, 

utilizando meios de comunicação em massa e abordagens interativas para garantir a 

compreensão efetiva. Nas escolas, programas de educação em saúde também desempenham 

um papel crucial, capacitando os indivíduos a reconhecerem os riscos, sintomas e medidas 

preventivas relacionadas à leishmaniose. Além disso, investir na formação de agentes de saúde 

locais pode facilitar a disseminação de informações de forma adaptada às realidades específicas 

de cada comunidade, e a promoção de parcerias entre setores governamentais, organizações 

não governamentais e instituições de pesquisa é fundamental para implementar abordagens 

abrangentes e sustentáveis no combate à desinformação sobre a leishmaniose. 

No que concerne à distribuição etária, observou-se que a maior ocorrência de casos foi 

verificada em indivíduos pertencentes à faixa etária de 18 a 35 anos (64,29%), por outro lado, 

a população idosa demonstrou ser a menos afetada pela patologia em questão (N= 3/10,71%), 

esses dados corroboram com as diretrizes do Ministério da Saúde, onde jovens/adultos são os 

mais acometidos pela doença, visto que essa faixa etária corresponde ao período em que os 

indivíduos se encontram em fases de desenvolvimento produtivo, laboral e ocupacional, 

permanecendo por um intervalo prolongado em situações que propiciam maior exposição ao 

vetor transmissor da doença (BRASIL, 2017). 

Conforme os resultados apresentados, observou-se que a categoria profissional mais 

afetada por casos de leishmaniose tegumentar é a de Garimpeiro, correspondendo a 11 casos 
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(39,29%). Dentre esses casos, nove pacientes atribuíram a origem de sua enfermidade ao 

exercício da profissão, sendo que um foi infectado em Boa Vista/RR e oito em garimpos na 

Guiana Francesa, evidenciado uma preocupação substancial devido às condições ambientais 

propícias à transmissão da doença em áreas específicas de atividade mineradora. A exposição 

constante a ambientes propícios para a proliferação do vetor, geralmente flebotomíneos, coloca 

os garimpeiros em risco aumentado de contrair a infecção. Adicionalmente, as condições 

precárias de saneamento, combinadas à ausência de medidas preventivas adequadas, podem 

contribuir para a disseminação da leishmaniose tegumentar nesse contexto (NASCIMENTO et 

al., 2019). Os dados aqui apresentados corroboram com achados de outros estudos realizados 

em diferentes regiões, como na Bahia, Mato Grosso e em Oiapoque, município do estado do 

Amapá, limitado ao norte pelo território da Guiana Francesa (DOURADO et al., 1989; 

OLIVEIRA, 2014; NASCIMENTO et al., 2019), destacando que o contato frequente com áreas 

de mata, solo e água durante as atividades de garimpagem aumenta substancialmente a 

probabilidade de exposição aos vetores infectados. 

Outro parâmetro que possivelmente contribui para os riscos de infecção é a zona de 

residência em áreas rurais, e neste estudo cerca de 64,29% (N= 18) dos pacientes vivem nessas 

regiões, constituindo um grupo particularmente suscetível à infecção por leishmaniose 

tegumentar, dada a natureza endêmica da doença em áreas de matas, florestas e com vegetação 

densa (LAINSON; SHAW, 1978). Ademais,  fatores como a deficiência de infraestrutura 

sanitária apropriada em áreas rurais, a edificação de habitações de forma desordenada e sem 

planejamento adequado, associados a condições socioeconômicas desfavoráveis, podem 

contribuir para a falta de medidas preventivas eficazes (ARAÚJO, 2014). 

Em relação à medicação anti-Leishmania, constatou-se que 85,71% dos casos (N= 24) 

foram submetidos ao tratamento com GlucantimeⓇ, e aproximadamente 45,83% destes 

pacientes (N= 11) alcançaram alta por cura, um dado corroborado por diretrizes e investigações 

prévias que atestam a eficácia desse medicamento no enfrentamento da doença (BRASIL, 2017; 

CAMPOS, 2017; BRASIL, 2021).  

Preocupantemente, 13 pacientes (54,17%) não tiveram evolução do caso informado, 

assim como em outras variáveis como profissão (N= 14/50%) e doença relacionada ao trabalho 

(N= 9/32,14%), todas estas apesar de serem campos de preenchimento essenciais não 

obrigatórios, fornecem informações relevantes para a análise epidemiológica dos casos. A 

insuficiência de informações nas fichas de notificação foi analisada por Oliveira et al. (2022) 

em um estudo que avaliou a completude desses documentos provenientes da Regional de Saúde 



42 

 

de Pinheiro/MA entre os anos de 2017 a 2020, sendo possível identificar uma baixa taxa de 

preenchimento em diversas variáveis, dentre elas, a variável "ocupação" apresentou uma 

completude regular de 56,57%, seguida de "doença relacionada ao trabalho" que revelou uma 

completude ainda menor, atingindo 50%, enquanto a "evolução do caso" demonstrou uma 

completude significativamente baixa, alcançando apenas 14,65%. Nesse contexto, observa-se 

que o presente estudo também apresentou baixo nível de preenchimento dessas variáveis, que 

apesar de não serem obrigatórias, são campos cruciais em estudos epidemiológicos e sua 

ausência compromete substancialmente a qualidade das informações referentes à população 

afetada e suas condições de saúde, impactando diretamente na formulação de políticas de 

tratamento e controle da doença. 

No que diz respeito à classificação epidemiológica, observa-se que a maioria dos 

pacientes contraiu a doença na região da baixada maranhense, representando 60,71% (N=17), 

enquanto 39,29% (N=11) dos casos foram registrados em outras localidades. A análise por 

PCR-RFLP identificou diferentes espécies de Leishmania em diferentes áreas de provável 

infecção, sugerindo a existência de distintas cepas ou fontes de infecção em várias regiões. 

Neste contexto, destacam-se 7 casos identificados como importados da Guiana Francesa, 

destes, 4 amostras testaram positivo para L. braziliensis e 3 para L. amazonensis, evidenciando 

uma presença notável de ambas as espécies, e indicando uma diversidade significativa de 

agentes etiológicos na área. No período de 2006 a 2013, um estudo realizado por Simon e 

colaboradores (2017), utilizou a técnica de PCR-RFLP para a identificação de espécies de 

Leishmania em 745 pacientes com suspeita de leishmaniose tegumentar no Hospital Geral de 

Caiena (LHUPM) na Guiana Francesa, e as proporções médias revelaram uma predominância 

de 86,2% para L. (V.) guyanensis, 9,7% para L. (V.) braziliensis, 2,8% para L. (L.) amazonensis 

e 1,3% para L. (V.) lainsoni. Além disso, os autores reportaram um aumento expressivo na 

ocorrência de L. braziliensis ao longo do período, passando de 8,9% em 2006 para 13% em 

2013, e uma proporção maior de casos dessa espécie em áreas de garimpo, fato também 

evidenciado no presente estudo. 

Outro dado relevante é em relação ao município de Pedro do Rosário, tendo sido 

notificados 5 casos que positivaram na PCR-RFLP como sendo da espécie L. amazonensis, 

evidenciando a predominância dessa espécie no município em questão, e sugerindo uma 

possível predominância dessa espécie na área. Portanto, a detecção desses casos sugere a 

importância de monitoramento contínuo, avaliação clínica dos pacientes e possível 

implementação de medidas para interromper a transmissão da doença, além de impulsionar 

mais estudos nesta região sobre os vetores e reservatórios envolvidos. 
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Quanto ao diagnóstico clínico-laboratorial da doença na população em estudo, 

inicialmente, foram empregados métodos laboratoriais de exame parasitológico direto, 

seguidos de histopatologia para a detecção do parasito. Estas técnicas são consideradas padrão-

ouro no diagnóstico da LTA na Regional de Saúde de Pinheiro/MA. Nesse contexto, 21 

pacientes (75%) apresentaram resultados positivos no exame parasitológico direto, e foram 

identificados amastigotas de Leishmania em 19 amostras (67,86%). Nos testes moleculares, a 

PCR ITS1 revelou-se positiva em 24 amostras (85,71%), enquanto na PCR-RFLP, 7 amostras 

(25%) evidenciaram positividade para L. braziliensis e 14 para L. amazonensis, sugerindo uma 

presença mais acentuada desta espécie entre os indivíduos infectados. 

A predominância de L. amazonensis entre os pacientes com resultado positivo para 

RFLP contradiz achados de estudos em diversas regiões do país (RODRIGUES et al., 2002; 

SILVA, 2017; CARVALHO, 2018;). Essa discrepância é notável, pois L. braziliensis é a 

espécie preponderante no território brasileiro (BRASIL, 2017). A predominância de L. 

amazonensis neste estudo pode ser atribuída a múltiplos fatores, incluindo o aumento da 

proliferação do vetor específico dessa espécie, no caso, o flebotomíneo Lutzomyia 

flaviscutellata. Este inseto é caracterizado como estritamente silvestre, com baixa antropofilia, 

hábitos alimentares predominantemente noturnos e ocorre principalmente em florestas 

residuais baixas, geralmente úmidas e de difícil acesso para os seres humanos (LAINSON, 

1985). Portanto, são necessários estudos para validar essa hipótese, contribuindo assim para a 

compreensão da maior circulação de L. amazonensis na região e dos fatores envolvidos nesse 

evento. 

Na análise dos testes diagnósticos implementados no presente estudo, evidenciou-se 

uma elevada taxa de positividade no exame molecular de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) (N= 24 / 85,71%). Isso corrobora a notável sensibilidade desta técnica em comparação 

com o padrão-ouro empregado na Regional de Saúde de Pinheiro/MA. A PCR demonstrou a 

capacidade de diagnosticar casos não identificados pelo parasitológico direto, ressaltando sua 

eficácia na detecção da presença do parasito. Resultados similares foram corroborados por 

estudos prévios (MACHADO, 2004; MOUTTAKI, 2014; SILVA, 2017). Contudo, a 

constatação de que 19 pacientes apresentaram resultados positivos em ambos os testes enfatiza 

a importância de empregar dois métodos diagnósticos. Neste contexto, a PCR revelou-se de 

extrema relevância no diagnóstico da doença, funcionando como um complemento valioso ao 

padrão-ouro já utilizado na Regional de Saúde. Essa abordagem dual fortalece a robustez 

diagnóstica e a confiabilidade dos resultados obtidos. No que concerne ao índice Kappa, foi 

observado um nível de concordância fraco (K=0,22; IC=95%) entre os dois métodos utilizados, 
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sugerindo uma associação não significativa entre os testes. Esse achado está em consonância 

com os resultados do estudo de Assis (2010), que empregou amostras sanguíneas de cães 

diagnosticados com leishmaniose visceral para conduzir a PCR, além de utilizar métodos 

diagnósticos adicionais, como a pesquisa direta do parasito. No referido estudo, assim como no 

presente, o índice Kappa indicou uma concordância fraca, atribuída provavelmente à elevada 

positividade da PCR na detecção do parasito. O autor ressalta a importância de exercer cautela, 

uma vez que a PCR identifica exclusivamente o DNA de Leishmania e não constitui um 

diagnóstico direto da doença, sendo utilizado como um teste complementar ao diagnóstico 

clínico-laboratorial. 

8 CONCLUSÃO 

● Na PCR-RFLP, foram identificadas 7 amostras tipadas para L. braziliensis e 14 para L. 

amazonensis; 

● A PCR do ITS1 possui maior positividade e sensibilidade se comparado com o padrão-

ouro; 

● Houve maior ocorrência da doença no sexo masculino, faixa etária entre 18|-35 anos, baixa 

escolaridade, correlacionada às atividades laborais em garimpos e áreas rurais de alta 

transmissibilidade; 

● A maioria dos casos importados vieram da Guiana Francesa e constatou-se uma alta 

ocorrência de L. amazonensis em Pedro do Rosário. 
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Mitzi Guedes; WERKHÄUSER, Roberto P.; COUTINHO, Eridan M.; SOUZA, Wayner V.; 

ALBUQUERQUE, Maria de Fátima P. Militão de; JARDIM, Márcio L.; ABATH, Frederico 

G. C.. Evaluation of PCR for Diagnosis of American Cutaneous Leishmaniasis in an Area of 

Endemicity in Northeastern Brazil. Journal Of Clinical Microbiology, [S.L.], v. 40, n. 10, p. 

3572-3576, out. 2002. American Society for Microbiology. 

http://dx.doi.org/10.1128/jcm.40.10.3572-3576.2002. 

SÁNCHEZ-GARCÍA, L.; WILKINS-RODRIGUEZ, A.; SALAIZA-SUAZO, N.; MORALES-

MONTOR, J.; BECKER, I.. Dihydrotestosterone enhances growth and infectivity of 

Leishmania Mexicana. Parasite Immunology, [S.L.], v. 40, n. 3, p. 1-8, 18 jan. 2018. Wiley. 

http://dx.doi.org/10.1111/pim.12512. 

SAKI, Najmaldin; PEZESHKI, Seyed Mohammad Sadegh. Leishmania visualization on bone 

marrow aspiration sample 5. 2018. Disponível em: 

https://imagebank.hematology.org/collection/61426. Acesso em: 22 set. 2023. 

SCHÖNIAN, Gabriele; NASEREDDIN, Abedelmajeed; DINSE, Nicole; SCHWEYNOCH, 

Carola; SCHALLIG, Henk D.F.H; PRESBER, Wolfgang; JAFFE, Charles L. PCR diagnosis 

and characterization of Leishmania in local and imported clinical samples. Diagnostic 

http://dx.doi.org/10.36557/2674-8169.2023v5n3p751-765


52 

 

Microbiology And Infectious Disease, [S.L.], v. 47, n. 1, p. 349-358, set. 2003. Elsevier BV. 

http://dx.doi.org/10.1016/s0732-8893(03)00093-2. 

SAMBROOK, J., FRITSCH, E. R., & MANIATIS, T. Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York. 1989.  

SANTOS, Vânia C.; ARAÚJO, Ricardo N.; MACHADO, Luciane A. D.; PEREIRA, Marcos 

H.; GONTIJO, Nelder F.. The physiology of the midgut of Lutzomyia longipalpis (Lutz and 

Neiva 1912): ph in different physiological conditions and mechanisms involved in its control. 

Journal of Experimental Biology, [S.L.], v. 211, n. 17, p. 2792-2798, 1 set. 2008. The 

Company of Biologists. http://dx.doi.org/10.1242/jeb.019836 

SCORZA, Breanna M.; CARVALHO, Edgar M.; WILSON, Mary E.. Cutaneous 

Manifestations of Human and Murine Leishmaniasis. International Journal Of Molecular 

Sciences, [S.L.], v. 18, n. 6, 1296, 18 jun. 2017. MDPI AG. 

http://dx.doi.org/10.3390/ijms18061296. 

SILVA, Fernanda Cristina Assis. Diagnóstico molecular da leishmaniose tegumentar 

americana em pacientes atendidos no Centro de referência em hanseníase e dermatologia 

sanitária da Universidade Federal de Uberlândia, CREDESH-UFU. 2017. 82 f. Dissertação 

(Mestrado) - Curso de Imunologia e Parasitologia Aplicadas, Universidade Federal de 

Uberlândia, Uberlândia, 2017. 

SIMON, Stephane; NACHER, Mathieu; CARME, Bernard; BASURKO, Celia; ROGER, 

Amaury; ADENIS, Antoine; GINOUVES, Marine; DEMAR, Magalie; COUPPIE, Pierre. 

Cutaneous leishmaniasis in French Guiana: revising epidemiology with pcr-rflp. Tropical 

Medicine And Health, [S.L.], v. 45, n. 1, 28 fev. 2017. Springer Science and Business Media 

LLC. http://dx.doi.org/10.1186/s41182-017-0045-x. 

SISTEMA DE INFORMAÇÃO DE AGRAVOS DE NOTIFICAÇÃO – SINAN. Disponível 

em: http://www.portalsinan.saude.gov.br/. Acesso em: 18 de outubro de 2023. 

STEVERDING, Dietmar. The history of leishmaniasis. Parasites & Vectors, [S.L.], v. 10, n. 

1, 15 fev. 2017. Springer Science and Business Media LLC. http://dx.doi.org/10.1186/s13071-

017-2028-5. 

TORRES-GUERRERO, Edoardo; QUINTANILLA-CEDILLO, Marco Romano; RUIZ-

ESMENJAUD, Julieta; ARENAS, Roberto. Leishmaniasis: a review. A review. 2017. 

http://dx.doi.org/10.1186/s41182-017-0045-x
http://dx.doi.org/10.1186/s13071-017-2028-5
http://dx.doi.org/10.1186/s13071-017-2028-5


53 

 

Disponível em: https://www.researchgate.net/figure/Diffuse-cutaneous-leishmaniasis-anergic-

clinical-form_fig8_317263468. Acesso em: 02 Out. 2023. 

TSOKANA, Constantina N.; ATHANASIOU, Labrini V.; VALIAKOS, George; SPYROU, 

Vassiliki; MANOLAKOU, Katerina; BILLINIS, Charalambos. Molecular Diagnosis of 

Leishmaniasis, Species Identification and Phylogenetic Analysis. Leishmaniasis - Trends In 

Epidemiology, Diagnosis And Treatment, [S.L.], 19 mar. 2014. InTech. 

http://dx.doi.org/10.5772/57448 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



54 

 

ANEXOS 

Anexo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2 



56 

 

Anexo 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 


