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RESUMO 
Leishmanioses são doenças causadas por parasitos do gênero 
Leishmania sp. (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), transmitidas pela 
da picada de flebotomíneos fêmeas. Três formas clínicas distintas são 
descritas para as leishmanioses: cutânea, mucocutânea e visceral. A 
leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave, de elevada 
mortalidade se não tratada, que possui a espécie Leishmania infantum 

como agente etiológico nas Américas. O vetor canônico de LV é 
Lutzomyia longipalpis e o cão doméstico é considerado o principal 
reservatório. Embora mais de 96% dos casos de LV nas Américas 
ocorram no Brasil, a região Sul era considerada uma área livre de LV até 
2008. Atualmente, a LV canina (LVC) está se espalhando rapidamente 
em todos os estados do Sul, havendo um consequente aumento no 
número de casos humanos com alta taxa de letalidade. Santa Catarina foi 
o último estado do país a diagnosticar casos de LV humana (LVH), 
sendo que o município de Florianópolis possui uma prevalência de 3,4% 
de LVC. Porém, o principal vetor, Lu. longipalpis, não é encontrado 
nessa região. Sendo SC uma das áreas endêmicas mais recentes de 
transmissão de LV no Brasil o objetivo deste trabalho foi estudar a 
introdução de L. infantum em Florianópolis a partir da análise da 
variabilidade genética de cepas locais e pesquisar as possíveis espécies 
de vetores nesta região. Dos casos positivos registrados no município 
entre 2010 e 2016, foram obtidas amostras de 58 cães e dois casos 
humanos. A confirmação da espécie L. infantum nessas amostras 
ocorreu via PCR dos marcadores kDNA e ITS-1. Além disso, foi 
possível isolar as cepas de 43 dessas amostras. Para tentar identificar a 
variabilidade genética dos isolados foi realizada a padronização de um 
painel de marcadores para análise de sequências multilocus (MLSA) de 
L. infantum. Após amplificação e sequenciamento de 10 desses 
marcadores de algumas cepas isoladas e a comparação com as 
sequências de cepas de outros estados do país não foi observado nenhum 
polimorfismo, indicando baixa variabilidade. Visto que em 
Florianópolis não há o vetor clássico de LV foram coletados mais de 
1.000 flebotomíneos em um dos bairros de Florianópolis (Pantanal) com 
um grande número de cães diagnosticados com LV. A população de 
flebotomíneos foi maior nos meses mais quentes do ano e a espécie mais 
prevalente foi Pintomyia fischeri. Dos indivíduos coletados 365 tiveram 
o DNA extraído e 31 apresentaram PCR positivo para Leishmania spp., 
sendo estes das espécies Pi. fischeri, Migonemyia migonei e Nyssomyia 

neivai. Os resultados sugerem que estas espécies podem participar no 



 

 

ciclo de transmissão dessa parasitose, sendo necessários estudos de 
comprovação da competência vetorial. Os dados apontam o rápido 
espalhamento da doença no município de Florianópolis, sendo que os 
resultados dos estudos sobre LV nesta região fornecem subsídios para 
medidas de controle dessa parasitose. 
 
Palavras chave: Diagnóstico; Flebotomíneos; MLSA. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

ABSTRACT 
Leishmaniasis comprises a group of diseases caused by parasites of the 
genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), that are 
transmitted by bite of infected female phlebotomine. Three major 
clinical forms of leishmaniasis are found: visceral (VL), cutaneous (CL) 
and mucocutaneous (ML). Visceral leishmaniasis is the most severe 
clinical form of the disease, caused by Leishmania infantum in 
Americas. The canonical vector is Lutzomyia longipalpis and the 
domestic dog is considered the main reservoir. More than 96% of the 
human cases of VL (HVL) in the Americas occur in Brazil. However, 
southern Brazil was a VL-free area up to 2008. Nowadays, canine VL 
(CVL) is spreading rapidly in all southern States, where the number of 
human cases is increasing, and showing high lethality rates. Santa 
Catarina is the last state on the country to diagnose autochthonous HVL 
cases, and nowadays a serological survey in dogs from Florianópolis 
(SC) revealed a CVL prevalence of 3.4%. As the most recent established 
endemic area of VL transmission in Brazil, the goal of the present 
proposal was to study the introduction of L. infantum in Florianópolis, 
thought the genetic variability comparisons of local strains and 
determine the parasite vector(s). From positive cases registered in 
Florianópolis between 2010-2016, samples from 58 CVL cases and 2 
HVL cases were obtained. All samples were diagnosed with L. 

infantum, confirmed by PCR (kDNA and ITS-1) and sequencing. Also, 
43 L. Infantum strains from VL cases have been isolated. The genetic 
variability of the strains was performed using the multilocus sequence 
analysis (MLSA). PCR amplification and sequencing were performed 
for 10 loci using four local strains. These sequences were compared 
with sequences from other Brazilian states, however no polymorphic 
site was found, suggesting low variability. Since Florianópolis is an area 
without Lu. Longipalpis, the capture of phlebotomine sand-flies was 
initiated, and more than 1,000 individuals were collected in a locality of 
Florianópolis with CVL cases. The predominant specie was Pintomyia 

fischeri and the phlebotomine population had a marked reduction during 
the winter (June-September). DNA was extracted for 365 female 
phlebotomines and 31 revealed positive PCR amplification for 
Leishmania spp., including specimens from Pi. fischeri, Migonemyia 

migonei e Nyssomyia neivai. The results suggest the possible 
participation of these three phlebotomine species in the parasite 
transmission, being necessary the study of their vectorial competence. 
Our data pointed out to the rapid spreading of VL in Florianópolis, and 



 

 

studies about LV in this region can improve the control strategies for 
this disease.  
 
Keywords: Diagnosis; Sandfly; MLSA. 
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1. Introdução 

 
As leishmanioses são doenças complexas causadas por espécies 

de protozoários do gênero Leishmania (Kinetoplastida: 
Trypanosomatidae). São transmitidas pela picada de fêmeas de 
flebotomíneos (Diptera: Psychodidae) infectadas. Essa parasitose está 
presente em mais de 90 países nas regiões tropicais, subtropicais e no 
sul da Europa, exceto na Austrália, e ocorre com mais frequência em 
países tropicais subdesenvolvidos ou em desenvolvimento (ALVAR et 
al.,2012; ANTINORI et al.,2012, MURRAY et al., 2005). 

As leishmanioses são consideradas um grande problema de saúde 
pública mundial. Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO) em 
2018 a estimativa é de ocorrência de 700 mil a 1 milhão de novos casos 
e 20.000 a 30.000 mortes pela doença. 

As leishmanioses são classificadas em três distintas formas 
clínicas (Figura 1): cutânea (LC), caracterizada pela presença de uma ou 
mais lesões nodulares ou em forma de pápula eritematosa na pele, 
usualmente no local da picada do flebotomíneo; 2) mucocutânea (LMC), 
a qual manifesta, além dos sintomas citados anteriormente, lesões 
desfigurativas em regiões de mucosas, principalmente oronasal; e 3) 
visceral (LV), a forma mais grave que acomete os órgãos linfóides, 
podendo levar o paciente a óbito em 90% dos casos não tratados 
(DESJEUX, 2001; GOTO, LINDOSO, 2010).  

Sabe-se que a ocorrência das formas clínicas está ligada 
diretamente a dois fatores: a espécie de Leishmania envolvida na 
infecção e o estado imunológico do hospedeiro. Mais de 20 espécies do 
parasito são descritas como causadoras de LC. No entanto, em um 
contexto mais específico Leishmania braziliensis está associada tanto a 
LC quanto a LMC, enquanto que Leishmania infantum e Leishmania 

donovani estão correlacionados à LV (VAN DER AUWERA; 
DUJARDINA, 2015). Num contexto geográfico, L. infantum é a espécie 
responsável pelos casos de LV nas Américas e Europa, enquanto L 

donovani é encontrada nos demais países da Ásia e África. Em relação 
ao estado imunológico, pacientes imunologicamente debilitados, como 
por exemplo, indivíduos HIV positivos, tendem a ter progressão 
acelerada da doença (BRASIL, 2018). Nesses pacientes a espécie 
Leishmania amazonensis pode causar a forma cutânea disseminada com 
várias lesões não ulcerativas dispersas pelo corpo. A L. amazonensis 
também tem sido descrita em alguns casos de leishmaniose visceral 
(LAINSON, SHAW, 1979; ALEIXO et al., 2006). 
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Figura 1:Exemplos de manifestações clínicas das leishmanioses.Forma
(esquerda), mucocutânea (centro) e visceral (direita). 

Fontes: VELOZO et al., 2006; WHO, 2018.  
 

O gênero Leishmania caracteriza-se por incluir orga ism s
unicelulares flagelados que tem uma única mitocôndria com uma re iã
rica em DNA mitocondrial, denominada cinetoplasto ou kDNA
parasitos possuem um ciclo digenético bem descrito ta t s
hospedeiros mamíferos quanto nos flebotomíneos (Figura 
mamíferos, o ciclo de vida do parasito é intracelular, e ocorre no i teri r
do vacúolo fagocítico de células do sistema fagocítico mononuclea
quais o parasito em sua forma amastigota se multiplica por i isã
binária. No hospedeiro invertebrado, as formas amastigotas i eri as
após repasto sanguíneo são conduzidas ao intestino médio, e se
diferenciam em formas promastigotas, multiplicam-se por i isã
binária e diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas
infectantes para o hospedeiro mamífero (PIMENTA; SECUNDINO;
BLANCO, 2003).  

Durante a picada as fêmeas de flebotomíneos infectadas tilizam
as partes bucais para macerar a pele e levar à exposição de sa e
local. O mecanismo de transmissão ocorre devido ao bloq ei
proventrículo e esôfago do vetor pela grande quantidade de parasit s
que durante o repasto sanguíneo acaba por regurgitar as promasti tas
no mamífero sadio, o que leva à infecção deste (SHERLOCK, 2 )
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rica em DNA mit c rial e mi a a ci et last  kDNA. Esses 
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as fêmeas e fle t mí e s i fectadas utilizam 
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ra e a ti a e de parasitos, 
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sa i e le a à i fecçã este (SHERLOCK, 2003).  
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Figura 2: Ciclo biológico de parasitos do gênero Leishmania. 

 
Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention 
(https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html). 
 

Os flebotomíneos são conhecidos popularmente como mosquito 
palha, tatuquira ou birigui (BRASIL, 2018). São insetos de clima quente 
e temperado, com cerda de 3 mm de comprimento, cobertos de cerdas 
no corpo e nas asas (Figura 3), sendo hematófagas apenas as fêmeas 
(FIOCRUZ, 1997). Cerca de 30 das 500 espécies de flebotomíneos 
descritas são comprovadamente vetores do parasito (WHO, 2018). As 
fêmeas possuem hábito crepuscular e noturno, alimentando-se em 
hospedeiros mamíferos principalmente no ambiente extradomiciliar 
(GAGLIO et al., 2014; POCHÉ et al., 2017). Em relação à 
especificidade da relação parasito-vetor, várias espécies de 
flebotomíneos são descritas como transmissoras de espécies causadoras 
de LC. Na transmissão de LV nas Américas uma única espécie de 
flebotomíneo altamente adaptada ao ambiente urbano e periurbano é 
considerada o vetor canônico, Lutzomyia longipalpis (LAINSON; 
RANGEL, 2005). Durante as duas últimas décadas alguns trabalhos têm 
apresentado evidências sugerindo que outras espécies de flebotomíneos 
possam atuar como vetores de L. infantum, incluindo Lutzomyia cruzi 

(DE OLIVEIRA 2017), Lutzomyia evansi (BEJARANO et al., 2001), 
Pintomyia fischeri (GALVIS-OVALLOS et al., 2017), Migonemyia 

migonei (GUIMARAES et al., 2016) e Nyssomyia neivai (DIAS et al., 
2013). No entanto, o estudo da capacidade vetorial é crucial no 
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estabelecimento de espécies, visto que o fato de os insetos estarem 
infectados com o parasito não significa que sejam capazes de transmiti-
lo para o hospedeiro (DANTAS-TORRES et al., 2014; GUIMARÃES et 
al., 2016; MORICONI et al., 2017). Neste sentido, poucos são os 
estudos que realizam essa comprovação vetorial. No caso de L. 

infantum, além de Lu. longipalpis, somente a espécie Lu. cruzi possui 
comprovada capacidade de transmissão (DE OLIVEIRA et al., 2017). 

 
Figura 3:Flebotomíneo fêmea durante repasto sanguíneo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: https://ecdc.europa.eu/en/disease-vectors/facts/phlebotomine-sand-flies 

 
As leishmanioses são classificadas como zoonoses (HUBÁLEK, 

2003; MESLIN, 1997). Mais de 70 espécies de mamíferos são descritas 
como reservatórios naturais destes parasitos (CDC, 2018; WHO, 2018). 
Os hospedeiros compreendem desde mamíferos silvestres, como raposas 
e marsupiais, animais de estimação, como o gato e o cão, e o ser 
humano (LAINSON, 2010; MAIA; CAMPINO, 2011). Devido à sua 
proximidade com os seres humanos, os animais domésticos têm papel 
importante como reservatórios em regiões endêmicas para doenças 
zoonóticas (ASHFORD, 1996). 

 
1.1. Leishmaniose Visceral 

 
A leishmaniose visceral, popularmente conhecida como kalazar é 

a forma clínica mais severa. Apesar de uma grande porcentagem dos 
indivíduos infectados serem assintomáticos por longos períodos a 
doença pode ser fatal se não tratada. É uma doença sistêmica que 
compromete os órgãos linfóides, caracterizada em seres humanos por 



 

 21

febre, perda de peso, aumento do volume de fígado e baço 
(hepatoesplenomegalia), diminuição da quantidade das células 
sanguíneas (pancitopenia) e aumento dos níveis de proteína gama sérica 
(hipergamaglobulinemia) (CDC, 2018; DESJEUX, 2001). Além disso, o 
comprometimento do sistema fagocítico mononuclear deixa o 
hospedeiro susceptível a infecções secundárias que agravam o estado de 
saúde do paciente (CHAPPUIS et al., 2007; CLEM et al., 2010) 

Diferentemente do que ocorre na Ásia e África, onde a LV é uma 
antroponose e o ser humano é o único mamífero presente no ciclo de 
transmissão, nas Américas diversas espécies de mamíferos podem se 
infectar com L. infantum. Dentre essas, os canídeos possuem um papel 
fundamental como reservatórios de LV por apresentarem células 
infectadas no tecido subcutâneo, além dos órgãos linfóides. Devido a 
estas características e pela proximidade com o ser humano, o cão 
doméstico torna-se uma peça chave na transmissão da LV, fazendo o elo 
entre o flebotomíneo e o ser humano (ZEMANOVÁ et al., 2007a). A 
LV canina (LVC) inclui sintomas semelhantes aos que ocorrem em 
humanos, como febre, hepatoesplenomegalia e perda de peso, somados à 
alopecia, conjuntivite purulenta e crescimento demasiado das unhas. A 
maioria dos cães permanece assintomática por longos períodos de 
tempo, e podem, mesmo sem sintomas aparentes, serem responsáveis 
pela disseminação da doença (ASLAN et al., 2016; BANETH et al., 
2008; DANTAS-TORRES, 2007; DANTAS-TORRES et al., 2012). 
Desta forma, a alta taxa de infecção em cães na presença do vetor 
competente precede a transmissão do parasito para seres humanos 
(LAINSON; RANGEL, 2005). 

O número estimado de novos casos de LV no mundo é de 50 mil 
a 90 mil por ano, sendo que mais de 90% destes ocorrem em 7 países: 
Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão e Sudão do Sul (WHO, 
2018). Nas Américas, a LV humana (LVH) está presente em 12 países, 
sendo que o Brasil contabiliza 96% dos casos (Figura 4). De acordo com 
a Organização Pan Americana de Saúde (PAHO), o Brasil possui 
aproximadamente 3.500 casos anuais de LVH, com uma incidência de 
4,09 casos/100.000 habitantes. As regiões brasileiras mais afetadas são o 
Nordeste e o Sudeste (SANTIS et al., 2011; WERNECK, 2010; WHO, 
2010). No entanto, há uma clara expansão geográfica da doença no cone 
sul da América Latina, incluindo Argentina, Paraguai, Uruguai e os 
estados brasileiros da região Sul. O fato mais relevante nessa região é o 
aumento no número de casos fatais de LVH, atingindo o maior número 
de mortes/ ano e taxas de mortalidade já observadas (PAHO, 2017).  
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Até 2008 a região Sul do Brasil não havia relatado casos de LV 
autóctones, sendo registrados apenas casos importados da doença. Os 
primeiros registros nesta região apareceram no município de São Borja, 
no Rio Grande do Sul. Inicialmente um inquérito sorológico em cães na 
região apontou uma soroprevalência de 20,8% (5,430 cães) (DEBONI et 
al., 2011; TARTAROTTI, et al., 2011). Além disso, a presença do vetor 
clássico, Lu. longipalpis foi confirmada em sete municípios da região 
oeste do estado (DOS SANTOS et al., 1998; SOUZA et al., 2009). No 
ano subsequente, três casos autóctones de LVH foram relatados, 
resultando em uma morte (DEBONI et al., 2011). Desde então, a 
expansão da LVH no RS resultou em casos diagnosticados nos 
municípios de Uruguaiana, Itaqui, São Borja, Porto Alegre e Santa Cruz 
do Sul (CEVS, 2014). 

 
Figura 4:Número de casos de LV por ano nos países americanos, de 2001 a 
2015. 

Fonte: PAHO, 2017. 
 

No Paraná a transmissão autóctone de LVC foi primeiramente 
identificada na região de fronteira com Argentina e Paraguai, onde a 
presença de Lu. longipalpis foi confirmada (PINA TRENCH et al., 
2016; SANTOS et al., 2012). Em 2013, a prevalência estimada de LVC 
foi de 14.6% em Foz do Iguaçú, 28% em Puerto Iguazu (Argentina) e 
8% no município de Ciudad del Este (Paraguai). Os casos autóctones de 
LVH passaram a ser registrados a partir de 2015 em Foz do Iguaçú (oito 
casos) (PINA TRENCH et al., 2016), resultando em quatro mortes. 

Até 2010, o estado de Santa Catarina era considerado livre de 
LV, sendo confirmados os primeiros casos de transmissão autóctone de 
LVC em um surto na localidade do Canto dos Araçás na região da 
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Lagoa da Conceição, município de Florianópolis (FIGUEIREDO et al, 
2012; STEINDEL et al, 2013). Diferentemente do PR e RS, não foi 
encontrado o vetor clássico Lu. longipalpis em Florianópolis, sugerindo 
que outra(s) espécie(s) de flebotomíneo(s) atue como transmissor de L. 

infantum nesta localidade (DIAS et al., 2013). O inquérito entomológico 
realizado na época do surto revelou 12 espécies de flebotomíneos, sendo 
que exemplares de Pi. fischeri, Mg. Migonei e Ny. Neivai foram 
positivos para presença de DNA de Leishmania sp.. Em 2017, o Centro 
de Controle de Zoonoses (CCZ) de Florianópolis realizou um inquérito 
sorológico em cães de 36 bairros da cidade e detectou 339 animais 
soropositivos (~3,4%), indicando o espalhamento da doença por toda a 
ilha. Seguindo o padrão clássico da LV, em agosto de 2017 o primeiro 
caso autóctone de LVH foi registrado em Florianópolis, seguido de um 
segundo caso uma semana depois e um terceiro caso em dezembro do 
mesmo ano. Além de Florianópolis, 48 casos autóctones de LVC foram 
confirmados na região oeste do estado, nos municípios de São Miguel 
do Oeste e Descanso próximos a fronteira com a Argentina (MAZIERO 
et al., 2014). 

A LV é uma das mais complexas doenças transmitidas por 
vetores e apresenta uma rápida expansão geográfica no Brasil nas 
últimas décadas. Os fatores ecológicos, epidemiológicos e clínicos são 
variáveis entre as áreas de transmissão, e acredita-se que as 
características genéticas mantenham esta relação variável (BANULS et 
al., 2009). Diversos fatores como desmatamento, mudanças climáticas e 
a migração humana, somados a outras questões como diagnóstico tardio 
da LV, falta de conhecimento sobre os reservatórios e vetores 
envolvidos na transmissão nos distintos biomas brasileiros constituem 
problemas para o controle e vigilância da LV (ROMERO; BOELAERT, 
2010). 

A introdução da LV no sul do Brasil é um evento multifatorial 
que ocorreu quase simultaneamente e se espalhou muito rápido para 
diferentes áreas, indicando uma adaptação do parasito e do vetor as 
condições locais. Essa rápida dispersão é esperada em áreas onde Lu. 

longipalpis está presente como no RS e PR (SOUZA et al. 2009, 
SANTOS et al., 2011). Porém, a transmissão ativa de LV em 
Florianópolis está ocorrendo na ausência do vetor canônico. Apesar de 
L. infantum ter sido detectada em Ny. neivai por PCR em Florianópolis 
(DIAS et al., 2013), não existem evidências da sua competência vetorial. 
Desta forma, é urgente o levantamento atualizado em áreas de 
transmissão ativa de todas as espécies de flebotomíneos com 
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possibilidade de transmissão para que seja avaliada a capacidade 
vetorial a fim de determinar o verdadeiro vetor de LV em SC. 

Além da característica peculiar de transmissão de LV, o estado de 
SC está localizado na fronteira sul de distribuição de LV no Brasil, 
sendo o último a detectar casos humanos no país. Desta forma, devido 
ao rápido aumento no número de casos de LV, mesmo sem a presença 
do vetor clássico, faz-se necessário o estudo relacionado à LV no 
município, visando não só a identificação das prováveis espécies de 
flebotomíneos associadas à propagação da doença, mas também a 
identificação e caracterização das cepas de L. infantum isoladas de casos 
locais, com o objetivo de identificar um possível padrão de transmissão 
para o delineamento futuro de políticas de controle dos insetos, com o 
intuito de reduzir a progressão da parasitose. 
 

2. Objetivos 
 
2.1. Objetivo Geral 

Caracterizar molecularmente as cepas de Leishmania infantum de 
casos de leishmaniose visceral em Florianópolis e pesquisar o vetor 
responsável pela disseminação da doença na região. 

 
2.2. Objetivos Específicos 

 
 Realizar o diagnóstico molecular de leishmaniose visceral (LV) 

de amostras caninas e humanas; 
 Padronizar marcadores de MLSA para análise de variabilidade 

genética L. infantum; 
 Comparar a variabilidade genética dos isolados de L. infantum 

de Florianópolis com cepas representativas de diferentes 
estados brasileiros; 

 Identificar os possíveis vetores da LV em Florianópolis; 
 Elaborar um mapa de risco para direcionamento de ações 

preventivas à disseminação da doença. 
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3. Materiais e Métodos 
 

3.1. Obtenção das amostras 
 

3.1.1. Amostras de origem canina e humana 
 

As amostras de tecidos de 58 cães foram enviadas ao Laboratório 
de Protozoologia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) 
pelo CCZ/ Florianópolis no período de maio de 2010 a fevereiro de 
2016. Essas amostras são referentes a cães diagnosticados com LV pelo 
CCZ e Laboratório Central de Saúde Pública de Santa Catarina 
(LACEN/SC) utilizando a combinação dos testes imunocromatográfico 
DPP (Bio-Manguinhos/FIOCRUZ) e ensaio imunoenzimático (ELISA). 
Após a confirmação do diagnóstico, o procedimento de eutanásia dos 
cães foi realizado pelos veterinários responsáveis do CCZ, sendo os 
mesmos responsáveis pela coleta de amostras de sangue, baço, fígado, 
pele e linfonodo de cada animal. Fragmentos de cada órgão foram 
dispostos em três tubos contendo: 1) formol 10%; 2) etanol 70% e 3) 
meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich) suplementado com 5% de 
soro bovino fetal (SBF) inativado e 1% de estreptomicina e penicilina 
(10.000U/ml). 

As amostras referentes aos dois primeiros casos de LVH do 
município de Florianópolis foram coletadas, respectivamente, no 
Hospital Universitário Ernani de São Thiago (HU) e no Hospital Nereu 
Ramos (HNR) e enviadas ao Laboratório de Protozoologia para a 
confirmação do diagnóstico, sendo constituídas de sangue total obtido 
com e sem anticoagulante e aspirado de medula óssea. Os detalhes de 
cada amostra canina e humana estão apontados no quadro 1. 

 
Quadro1: Descrição detalhada das amostras de origem canina e humana de casos 
autóctones de Florianópolis, SC utilizadas no presente estudo.  

Identificação 
da Amostra 

Hosp. Localidade Data de 
coleta 

Isolado Depósito CLIOC 

LVC FL 
0001 

C Lagoa da 
Conceição 

17/10/2014 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0002 

C Lagoa da 
Conceição 

02/09/2014 S  

LVC FL C Canto dos 27/08/2010 S Enviado – 
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0003 Araçás Sem número 
LVC FL 
0004 

C Não 
Informado 

23/07/2014 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0005 

C Canto da 
Lagoa 

11/06/2014 N  

LVC FL 
0006 

C Abraão 10/10/2014 N  

LVC FL 
0007 

C Costa da 
Lagoa 

17/07/2014 S IOCL3717 
MCAN/BR/2014/Bob 

LVC FL 
0008 

C Itaguaçú 13/01/2016 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0009 

C Lagoa da 
Conceição 

23/04/2015 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0010 

C Rio Tavares 13/01/2015 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0011 

C Canto dos 
Araçás 

14/12/2010 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0012 

C Não 
Informado 

23/07/2014 S Enviado – 
Sem número 

LVC FL 
0013 

C Canto da 
Lagoa 

02/12/2014 N  

LVC FL 
0014 

C Canto dos 
Araçás 

14/05/2010 S IOCL3721 
MCAN/BR/2010/Chocolate 

LVC FL 
0015 

C Lagoa da 
Conceição 

24/05/2014 S IOCL3730 
MCAN/BR/2014/Dora 

LVC FL 
0016 

C Lagoa da 
Conceição 

02/05/2014 S IOCL3720 
MCAN/BR/2014/Faisca 

 LVC FL 
0017 

C Jurerê 19/08/2014 S  

 LVC FL 
0018 

C Canto da 
Lagoa 

29/01/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0019 

C Canto dos 
Araçás 

02/03/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0020 

C Canto dos 
Araçás 

14/05/2010 S IOCL3716 
MCAN/BR/2010/Iris 

 LVC FL 
0021 

C Canto da 
Lagoa 

02/12/2014 N  

 LVC FL 
0022 

C Córrego 
Grande 

06/05/2015 S Enviado – 
Sem número 
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 LVC FL 
0023 

C Itacorubi 03/08/2015 S IOCL3727 
MCAN/BR/2015/Kiara2 

 LVC FL 
0024 

C Córrego 
Grande 

06/05/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0025 

C Canto dos 
Araçás 

06/05/2010 S IOCL3722 
MCAN/BR/2010/Loba 

 LVC FL 
0026 

C Lagoa da 
Conceição 

13/10/2014 N  

 LVC FL 
0027 

C Canto da 
Lagoa 

04/11/2014 N  

 LVC FL 
0028 

C Lagoa da 
Conceição 

08/05/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0029 

C Canto dos 
Araçás 

21/09/2010 N  

 LVC FL 
0030 

C Rio Tavares 14/01/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0031 

C Canto da 
Lagoa 

09/06/2014 N  

 LVC FL 
0032 

C Lagoa da 
Conceição 

28/04/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0033 

C Saco 
Grande 

19/08/2014 N  

 LVC FL 
0034 

C Itaguaçú 13/01/2016 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0035 

C Campeche 29/09/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0036 

C Canto dos 
Araçás 

08/08/2014 S IOCL3723 
MCAN/BR/2014/Ninna 

 LVC FL 
0037 

C Praia Mole 06/03/2015 S IOCL3719 
MCAN/BR/2015/Paco 

 LVC FL 
0038 

C Saco 
Grande 

30/09/2015 N  

 LVC FL 
0039 

C Saco 
Grande 

21/03/2014 N  

 LVC FL 
0040 

C Itacorubi 08/04/2014 S IOCL3726 
MCAN/BR/2014/Pingo2 

 LVC FL 
0041 

C Canto da 
Lagoa 

11/06/2014 N  

 LVC FL C Praia Mole 07/10/2014 N  
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C- Canis familiaris; H- Homo sapiens; S- sim; N- não  
 

0042 
 LVC FL 
0043 

C Itacorubi 19/03/2014 N  

 LVC FL 
0044 

C Lagoa da 
Conceição 

14/05/2010 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0045 

C Saco 
Grande 

22/01/2016 S IOCL3729 
MCAN/BR/2016/Preto 

 LVC FL 
0046 

C Costa da 
Lagoa 

19/11/2015 S  

 LVC FL 
0047 

C Não 
informado 

30/09/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0048 

C Campeche 04/02/2016 S IOCL3723 
MCAN/BR/2016/Simba 

 LVC FL 
0049 

C Lagoa da 
Conceição 

14/05/2010 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0050 

C José 
Mendes 

21/09/2015 S IOCL3718 
MCAN/BR/2015/Snoopy 

 LVC FL 
0051 

C Lagoa da 
Conceição 

14/10/2014 N  

 LVC FL 
0052 

C Agronômica 04/02/2016 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0053 

C Canto da 
Lagoa 

15/10/2014 N  

 LVC FL 
0054 

C Córrego 
Grande 

28/04/2015 S Enviado – 
Sem número 

 LVC FL 
0055 

C Lagoa da 
Conceição 

17/10/2014 S  

 LVC FL 
0056 

C Rio Tavares 14/01/2015 S IOCL3725 
MCAN/BR/2015/Twisty 

 LVC FL 
0057 

C Lagoa da 
Conceição 

22/11/2010 S IOCL3731 
MCAN/BR/2010/Zeus 

 LVC FL 
0058 

C Rio Tavares 13/01/2015 S  

 LVH FL 
0001 

H Saco do 
Limões 

10/08/2017 S IOCL3728 
MHOM/BR/2017/PC 

 LVH FL 
0002 

H Pantanal 30/08/2017 N  
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As amostras sanguíneas humanas e caninas coletadas com EDTA 
foram processadas para a separação da nuvem leucocitária a partir de 
centrifugação, utilizando o reagente Histopaque® (Sigma-Aldrich). Os 
fragmentos de tecidos fixados em etanol 70% foram utilizados no 
preparo de lâminas coradas com Giemsa para confirmação do 
diagnóstico via microscopia óptica e também para extração de DNA. Os 
tubos contendo fragmentos de tecidos em meio de cultura foram 
mantidos em estufa a 27°C e avaliados a cada dois dias para identificar a 
presença de parasitos, visando o isolamento dos mesmos. As amostras 
de medula óssea foram fracionadas para a preparação de esfregaços, 
extração de DNA e adição de meio de cultura. 
 

3.1.2. Coletas de Flebotomíneos 
 

Os flebotomíneos foram coletados e identificados com o auxílio 
do Laboratório de Diversidade de Insetos Aquáticos (LABDIA) da 
UFSC em três localidades do município: Lagoa do Peri, Ratones e 
Pantanal (Figura 5). As localidades foram selecionadas de acordo com 
os seguintes critérios: 1) sem relato de casos de LV (Lagoa do Peri e 
Ratones) e 2) com a presença de casos caninos positivos (Pantanal). 
Para a captura dos insetos fez-se uso de armadilhas luminosas tipo CDC, 
sendo 12 armadilhas por coleta dispostas em diversos pontos do local 
selecionado. Todas as armadilhas ficaram a pelo menos 0,5 m de altura 
em relação ao solo e foram colocadas nos locais selecionados ao fim da 
tarde, cerca de 18h independentemente do horário de verão, sendo 
recolhidas no início da manhã do dia seguinte. A periodicidade das 
coletas foi mensal no bairro do Pantanal (abril 2016 a março 2017), e 
única nos demais locais. No bairro Pantanal todas as coletas foram 
realizadas na mesma localidade, em terreno particular com autorização 
do proprietário, local onde nas proximidades foram registrados vários 
casos de LVC, sendo dois deles na própria propriedade.  

A seleção dos flebotomíneos frente aos demais insetos foi feita 
com uso de microscópio estereoscópico. Os machos de cada coleta 
foram armazenados juntos em microtubos cônicos de 1,5 ml contendo 
etanol 70% para posterior extração de DNA e uso como controle de 
técnica. As fêmeas foram armazenadas individualmente, também em 
microtubos cônicos de 1,5 ml contendo etanol 70%, e receberam cada 
uma um código para identificação. A cabeça e o terço posterior do 
abdômen, referente aos três últimos segmentos do mesmo, foram 
removidos para o preparo das lâminas, visando a identificação das 
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espécies. A identificação dos insetos foi feita utilizando-se a chave 
proposta por Galati (2003), tendo o auxílio dos alunos de graduação em 
Ciências Biológicas Renan da Silva e Lara Maglia Szinwelski, bem 
como do Prof. Dr. Andrey José de Andrade da Universidade Federal do 
Paraná. Após a remoção das asas, o restante de cada indivíduo foi 
armazenado em microtubo cônico de 1,5 ml contendo etanol 70% para 
prosseguir à extração de DNA.  

 
Figura 5: Mapa do município de Florianópolis, SC destacando-se os locais das 
coletas de flebotomíneos realizadas para o presente estudo. 

 
3.2. Isolamento e cultivo de Leishmania sp. 

 
As amostras coletadas e transferidas para os tubos contendo meio 

Schneider, as quais compreendiam fragmentos de pele, baço, fígado e 
aspirado de medula óssea, cada um em um tubo, foram mantidas em 
estufa a 27°C e avaliadas quanto à presença de parasitos a cada dois 
dias. Amostras que apresentaram contaminação bacteriana ou fúngica 
foram descartadas. Quando parasitos foram visualizados no 
sobrenadante das culturas a partir de microscopia óptica, estas foram 
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consideradas culturas positivas para Leishmania sp.. Alíquotas dessas 
culturas foram transferidas para novos tubos contendo meio Schneider 
suplementado com 5% de SBF e antibióticos, sendo parte dos parasitos 
centrifugados e utilizados para extração de DNA, e parte congelados em 
alíquotas dispostas em criotubos em nitrogênio líquido (N2). As culturas 
dos parasitos isolados também foram enviadas para depósito na Coleção 
de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz, (CLIOC). Todas as cepas 
depositadas nessa coleção foram confirmadas em nível de espécie com 
L. infantum pelo método de eletroforese de enzimas. 

 
3.3. Extração de DNA 

 
3.3.1. Amostras de tecidos de origem canina e humana e 

isolados de Leishmania sp. 
 

Os parasitos isolados dos indivíduos diagnosticados com LV e 
amostras de tecidos (preferencialmente fragmentos de linfonodo ou 
aspirado de medula óssea) de casos onde não foi possível realizar o 
isolamento com sucesso foram processados com a adição de 500 µl de 
solução de lise A (10 mM Tris HCl pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM 
EDTA pH 8,0, 1% SDS) e 100 µg de proteinase K. Após adição da 
solução, as amostras foram maceradas, com o auxílio de pistilo cônico 
quando necessário, e mantidas a 42°C até a completa lise do material. A 
extração de ácidos nucleicos foi realizada pelo método de Fenol-
Clorofórmio (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), sendo adicionado 10 
mg/ml de RNAse A ao final do processo. A avaliação de quantidade e 
qualidade do DNA resultante ocorreu respectivamente via 
espectrofotometria, utilizando o aparelho BioPhotometer® (Eppendorf), 
e a partir de eletroforese gel de agarose a 0,8%. O gel foi colocado em 
uma solução de brometo de etídeo (0,5mg/ml) para permitir a 
visualização dos fragmentos sob iluminação ultravioleta no 
transilunimador MacroVue UV-20 (Hoefer Pharmacia Biotech). A 
fotodocumentação do material ocorreu com auxílio do programa Doc-
ItLS. 

 
3.3.2. Amostras de Flebotomíneos 

 
Em cada tubo contendo uma única fêmea foi adicionado 500 µl 

de solução de lise B (100 mM Tris HCl pH 9,0, 80 mM NaCl, 60 mM 
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EDTA pH 8,0, 0,5% SDS, 160 mM sacarose) e 100 µg de proteinase K. 
As amostras foram então maceradas com auxílio de pistilos cônicos e o 
DNA extraído pelo método de Collins(COLLINS et al., 1987). A 
avaliação de quantidade e qualidade do material resultante foi realizada 
conforme descrito no item 3.3.1. 

Após a extração foram formados grupos contendo DNA de cerca 
de 10 indivíduos. Uma alíquota de DNA de cada fêmea do grupo foi 
adicionada em um novo microtubo. Água ultrapura foi adicionada de 
forma a diluir o DNA do pool para a concentração final de 50 ng/µl, 
quantidade ideal para amplificação em PCR de acordo com testes 
prévios. 

 
3.4. Diagnóstico molecular 

 
As amostras de DNA extraídas foram submetidas a reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para a amplificação da região conservada 
do minicírculo do kDNA, cujo tamanho do fragmento amplificado é de 
cerca de 120 pb (VOLPINI et al., 2004). A amplificação deste 
fragmento permite a identificação em nível de gênero (Leishmania sp.). 
As reações de PCR foram preparadas para um volume final de 10 µl 
utilizando 10 ng de DNA; 0,2 µM de desoxirribonucleotídeos 
trifosfatados (dNTP); 10 pmol de cada iniciador 150 5’- GGG (G/T)AG 
GGG CGT TCT (G/C)CG AA -3’ e 152 5’- (G/C)(G/C)(G/C) (A/T)CT 
AT(A/T) TTA CAC CAA CCC C -3’ e 1U de GoTaq® DNA 
polimerase (Promega) em tampão específico. O DNA foi desnaturado a 
94°C por 10 min e amplificado com 5 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C 
por 30 s e 72°C por 1 min, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min, 
60°C por 30 s, 72°C por 20 s, e um último ciclo a 72°C por 5 min para 
extensão final. Foram utilizados como controles positivos da técnica os 
DNAs extraídos de culturas de cepas padrões de L. amazonensis 

(MHOM/BR/77/LTB0016), L.braziliensis (MHOM/BR/75/M-2904) e L. 

infantum (MHOM/BR/1974/PP75). Como controles negativos foram 
utilizadas reações sem a presença de DNA e/ou contendo DNA extraído 
de tecidos caninos e humanos sabidamente negativos para Leishmania 
sp. 

 No diagnóstico molecular de flebotomíneos infectados com 
Leishmania sp. a pesquisa da presença de kDNA do parasito foi feita da 
mesma forma que nas amostras anteriores, exceto que, devido ao grande 
número de amostras, foram primeiramente utilizados pools de DNA de 
dez indivíduos fêmeas, visando facilitar o screening das amostras. No 
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entanto, visando não apenas a amplificação do kDNA de Leishmania 
sp., foi utilizada uma PCR multiplex para que também ocorresse a 
amplificação do gene da cacofonia (CAC) (220 pb) de flebotomíneos 
para a assegurar a qualidade do material genético extraído dos insetos. 
Cada reação de PCR foi realizada conforme descrito anteriormente, 
apenas com a adição 10 pmol dos iniciadores PhS1 5’-GTG GCC GAA 
CAT AAT GTT AG-3’ e PhS2 5’-CCA CGA ACA AGT TCA ACA 
TC-3’(PEIXOTO et al., 2001). Como controles positivos foram 
utilizados DNAs de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75) e de 
flebotomíneos machos. Pools de flebotomíneos fêmeas positivos 
passaram por uma segunda reação de PCR, sendo esta efetuada seguindo 
o mesmo protocolo, mas utilizando o DNA das fêmeas de forma 
individual. 

Todos os produtos de PCR foram visualizados em gel de 
poliacrilamida a 12% corado com brometo de etídeo e 
fotodocumentados.  

 
3.5. Determinação específica das amostras positivas para 

Leishmania sp. 
 

As amostras de DNA extraídas foram também submetidas à PCR 
para a amplificação da região espaçadora interna transcrita 1 (ITS-1) de 
Leishmania, visando a identificação a nível de espécie. A reação foi 
preparada para um volume final de 10 µl utilizando: 10 ng de DNA; 10 
pmol de cada iniciador LITSR 5’-CTG GAT CAT TTT CCG ATG-3’ e 
L5.8S 5’-TGA TAC CAC TTA TCG CAC TT-3’; 0,2µM de 
desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTP); e 1U de GoTaq® DNA 
polimerase em tampão apropriado (Promega). O DNA foi desnaturado a 
95°C por 10 min e amplificado com 34 ciclos de 95°C por 30 s, 53°C 
por 30 s e 72°C por 45 s, e 72°C por 7 min para extensão final, sendo 
este protocolo adaptado de El Tai et al (2000). Como controles positivos 
da técnica foram utilizados o DNA de L. amazonensis 

(MHOM/BR/77/LTB0016), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M-2904) e 
L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75). Os produtos de amplificação 
foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% corados com 
brometo de etídeo, sendo o tamanho esperado do fragmento amplificado 
de ~320 pb. 
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3.6. Sequenciamento e análise das sequências 
 

Os fragmentos amplificados para o marcador ITS-1 foram 
purificados por precipitação do DNA, adicionando-se 100 µl de 
isopropanol 70% com posterior centrifugação a 14.000 X g por 30 min. 
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 150 µl de 
etanol gelado a 70%, a partir de centrifugação a 14.000 X g por cinco 
min. Após descarte do sobrenadante e evaporação do álcool residual foi 
adicionado 18 µl de água ultrapura ao precipitado. Os produtos 
purificados foram quantificados por espectrofotometria no equipamento 
Picodrop Microliter Uv/Vis Spectrophotometer. A reação de 
sequenciamento foi preparada utilizando 50 ng de cada produto e o Kit 
Big Dye 3.1 (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instruções do 
fabricante. Após precipitação para a retirada de iniciadores e 
nucleotídeos não incorporados, a leitura das sequências foi realizada no 
sequenciador 3500 Genetic Analyser® (Thermo FisherScientific), 
existente no Laboratório Multiusuário de Estudos em Biologia 
(LAMEB) da UFSC. Sequências consenso foram obtidas e avaliadas 
quanto a sua qualidade com o uso do programa phredPhrap 
(http://www.phrap.org/phredphrapconsed.html). As sequências com 
qualidade de Phred > 20 foram alinhadas utilizando o software Clustal 
Omega, disponível online no site 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. 

 
3.7. Caracterização das cepas de L. infantum a partir da técnica 

de Análise de sequências multilocus (MLSA) 
 

Para avaliar a variabilidade genética das cepas de L.infantum 

relacionadas aos casos de LV, e visando correlacionar os resultados 
obtidos com cepas de outros estados, utilizou-se um painel de 12 
marcadores já testados para avaliar variabilidade genética em outras 
espécies de Leishmania (MAURICIO et al., 2006; ZEMANOVÁ et al., 
2007b). Este painel inclui os genes: 5’ A2rel (A2P); Manose fosfato 
isomerase (MPI); Alanina aminotransferase (ALAT); Ácido 
graxo/esfingolipídeo δ-4 denaturase (FAD); Serina/treonina 
proteinoquinase (STK); Enzima ativadora de ubiquitina (UBE1); Fator 
de splicing 3B subunidade 1 (SF3B1); Isocitrato desidrogenase (ICD); 
Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH); Aspartato aminotransferase 
(ASAT); Serina protease tipo rombóide (RSP); e Manosil transferase 
(MTF). As reações foram preparadas para um volume final de 20 µl 
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contendo 10 - 50 ng de DNA; 20 pmol de cada iniciador (senso e 
antissenso) (exceto para MTF para o qual foi utilizado 5 pmol); 0,2µM 
de desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTP); e 2U de GoTaq® 
DNA polimerase em tampão apropriado (Promega). As sequências dos 
iniciadores e as condições térmicas de amplificação para cada marcador 
estão apresentadas no quadro 2. 

 
Quadro 2: Painel de iniciadores utilizados para amplificação dos 12 marcadores 
MLSA de L. infantum. 

Marcador Sequência dos iniciadores 

Tamanho 

fragmento 

amplificado 

Condições de amplificação 

A2P 
F 5`ATGCTCCACGCCATGTTAAG3` 

600 pb 
95°C por 10 min  

30 ciclos: 94°C por 1 min 

55°C por 1 min  

72°C por90 s 

Extensão final72°C por 5 min 

R 5`ACGACAGCGTCCACGAAAG3` 

MPI 
F 5`ATGTCTGAGCTCGTAAAGCT3` 

1266 pb 
R 5`CTACCTGTCGCTCAAGTC3` 

ALAT 
F 5’ATTAACAAGCTCGACCACGG3’ 

658 pb 
R 5’TCATCAACTGCCCGTTTACA3’ 

FAD 
F 5`AGACACAGAGTGGGAACTGG3` 

500 pb 

95°C por 10 min  

30 ciclos: 94°C por 1 min  

                 58°C por 1 min  

72°C por 90 s 

Extensão final 72°C por 5 min  

 

R 5`GTGATGCTCAGCGTGGTAAG3` 

STK 
F 5`CGGCCTTTTTGAAAGAGAGA3` 

576 pb 
R 5`CAGAAAACGAAAAGGCGAAG3` 

UBE1 
F 5`TCTTGAGCGCAATCATGAAC3` 

483 pb 
R5`TCACGTACTGCTCCAACCTG3` 

SF3B1 
F 5`GTCATCGCCAAGAAAATTCG3` 

450 pb 
R 5`ATTCTTAGCCAGCAGCTCCA3` 

ICD 
F 5`ATGTTCCGCCATGTTTCGGC3` 

1308 pb 
R 5`TTACGCGCTCATCGCCTT3` 

G6PDH 
F 5`ATGTCGGAAGAGCAGTCT3` 

1689 pb 
R 5`TCACAGCTTGTTCGACGGAA3` 

ASAT 
F 5’GATTTCGAGGGCATGAAGAA3’ 

568 pb 
R 5’CAATCTGGTTGATGACGTGC3’ 

RSP 

F 5`CGAGGAAGAGGATCATGACG3` 

500 pb 

95°C por 10 min  

30 ciclos: 94°C por 1 min  

60°C por 1 min  

72°C por 90 s 
R 5`CATGAGCAGCAGCACTAGCA3` 
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Extensão final 72°C por 5 min  

MTF 

F 5`ATCTTCATGCCCTCCTCGTA3` 

500 pb 

95°C por 10 min  seguido por 

30 ciclos: 94°C por 1 min  

                 62°C por 1 min  

72°C por 90 s 

Extensão final 72°C por 5 min 

R 5`TCGAGCTTCAAGTGGGAGGA3` 

 
Os produtos de PCR obtidos do painel de MLSA foram avaliados 

quanto à presença de banda única a partir de eletroforese em gel de 
agarose a 1%. Posteriormente, os produtos foram purificados por 
precipitação do DNA utilizando isopropanol 70% conforme descrito no 
item 3.6. Os produtos purificados foram quantificados por 
espectrofotometria no equipamento Picodrop Microliter Uv/Vis 
Spectrophotometer e encaminhados para sequenciamento no 
equipamento Abi3130 na empresa Myleus Biotecnologia. 

 
3.8. Análise comparativa das sequências de MLSA das cepas de 

L. infantum 

 
Além das sequências obtidas a partir de amplificação por PCR, as 

sequências dos 12 marcadores de MLSA da cepa JPCM5 
(MCAN/ES/98/LLM-877) isolada na Espanha foram obtidas do banco 
de dados TriTrypDB (http://tritrypdb.org) e utilizadas como referências 
para obtenção das sequências de outras cepas. As sequências dos 
marcadores foram obtidas para 12 cepas de L. infantum de outros 
estados brasileiros (Quadro 3) a partir de dados genômicos gerados por 
Illumina e disponibilizados pela Dra. Elisa Cupolillo do Instituto 
Oswaldo Cruz. Primeiramente, as sequências foram avaliadas quando a 
sua qualidade a partir do programa FastQC, e aquelas com baixa 
qualidade (Q-score< 30) foram removidas utilizando o programa 
Trimmomatic. De posse de sequências com boa qualidade, os reads 
foram mapeados nas sequências referência dos marcadores: A2P, 
ALAT, ASAT, FAD, G6PDH, ICD, MPI, MTF, RSP, SF3B1, STK e 
UBE1, utilizando o programa bowtie2. O alinhamento SAM gerado foi 
convertido para formato BAM, e a cobertura de reads que geraram cada 
alinhamento foi avaliada utilizando o mpileup (SAMTools). As 
variantes no alinhamento foram avaliadas utilizando o programa 
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bcftools. Em seguida, foram obtidas as sequências consenso geradas 
pelo agrupamento dos reads utilizando o programa seqtk. Nucleotídeos 
pontuais com qualidade Q-score< 30 foram substituídos por “N”. Todos 
esses procedimentos foram realizados em colaboração com o Prof. Dr. 
Glauber Wagner (MIP/CCB/UFSC). 

Esse mesmo procedimento foi realizado para quatro cepas 
isoladas de amostras de Florianópolis (Loba, Nick, Luma e PC) as quais 
tiveram seu genoma sequenciado após extração do DNA com o 
KitDNeasy Blood & Tissue (Qiagen). As sequências destas cepas foram 
geradas noequipamento HiSeq (Illumina)a partir de bibliotecas paired-

endno National Genomics Infrastructure (NGI) do Karolinska Institutet 
(Sweden) (Quadro 4). 

As sequências de cada marcador para todas as cepas foram 
alinhadas utilizando o software Clustal Omega. 

 
Quadro 3: Descrição das cepas de Leishmania infantum de diferentes 

localidades utilizadas no presente estudo. 

Cepa Hospedeiro Origem 
2666_C_MS Canis familiaris Mato Grosso do Sul 
3135_C_MT Canis familiaris Mato Grosso 
2919_C_DF Canis familiaris Distrito Federal 
3177_C_RN Canis familiaris Rio Grande do Norte 
3186_C_RN Canis familiaris Rio Grande do Norte 
3196_C_RS Canis familiaris Rio Grande do Sul 
3256_C_SP Canis familiaris São Paulo 
3257_C_SP Canis familiaris São Paulo 
3379_C_MG Canis familiaris Minas Gerais 
3381_C_MG Canis familiaris Minas Gerais 
2972_H_PI Homo sapiens Piauí 
2788_H_ES Homo sapiens Espírito Santo 
MCAN/ES/98/LLM-877 Canis familiaris Madrid, Espanha 
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Quadro 4: Características gerais dos dados dos genomas das quatro 
cepas de L. infantum de Florianópolis obtidos por Illumina HiSeq.  

Cepa Hospedeiro Total Reads 
Reads qualidade 

>= 30 (%) 

LVC FL 0025 Canis familiaris 34277744 29781814 (86) 
LVC FL 0028 Canis familiaris 30967162 27025889 (87) 
LVC FL 0034 Canis familiaris 73200564 41577166 (87) 
LVH FL 0001 Homo sapiens 39985906 35267204 (88) 

 
3.9. Mapas de distribuição dos casos 

 
Os mapas relacionados aos casos de LVC em Florianópolis foram 

produzidos com base nos dados publicados no site do CCZ do município 
do período de 2010 a 2017, os quais foram compilados em tabela única. 
Foram selecionados apenas os dados que relacionavam o número de 
casos a cada localidade, excluindo-se os que apresentavam a quantidade 
de casos referentes a diferentes bairros de forma conjunta. Optou-se por 
utilizar apenas os dados que relacionavam casos/bairro para evitar 
inacurácia da representação gráfica. O mapa referente aos casos 
humanos foi produzido conforme dados fornecidos pelos hospitais nos 
quais os pacientes foram tratados. 

 
4. Resultados 

 
4.1. Isolamento e diagnóstico molecular das amostras caninas e 

humanas 
 

Das 60 amostras enviadas ao Laboratório de Protozoologia pelas 
instituições responsáveis, sendo 58 caninas e 2 humanas, em 43 foi 
possível realizar o isolamento da Leishmania em cultura, o que 
corresponde a 72% do total de amostras utilizadas no estudo. 

Todas as amostras provenientes dos cães e humanos, incluindo as 
com isolamento realizado e com DNA extraído a partir de tecido, 
apresentaram amplificação da região de kDNA de Leishmania sp. 
(Figura 6). 
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Figura 6: Imagem representativa dos produtos de amplificação por PCR do 
kDNA de Leishmania sp. de amostras caninas e humanas com diagnóstico 
sorológico para leishmaniose visceral de Florianópolis, SC. Gel de 
poliacrilamida a 12% corado com brometo de etídeo. PPM: Padrão de peso 
molecular (pUC18 digerido com HaeIII); CN: Controle negativo; La: L. 

amazonensis; Lb: L. braziliensis; Li: L. infantum; 1: isolado de caso humano; 2: 
isolado de caso canino; 3: extração de DNA de tecido – pele; 4:extração de 
DNA de tecido - linfonodo. 

 
 
 
  
 

 
 

 
 

 
 
Para a confirmação da espécie de Leishmania todas as amostras 

foram submetidas à amplificação do marcador ITS-1, sendo que 100% 
das amostras humanas e 79% das amostras caninas apresentaram a 
amplificação de uma banda condizente com o tamanho esperado teórico 
(Figura 7). Dentre as doze amostras negativas para ITS-1, nove são 
referentes a amostras com DNA extraído diretamente a partir de tecido. 
Para essas amostras o DNA foi novamente extraído, tanto do mesmo 
tecido extraído originalmente quanto de outros, visando reduzir a 
quantidade de contaminantes de reação. No entanto, o resultado 
permaneceu negativo para todas as amostras. 
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Figura 7: Imagem representativa dos produtos de amplificação por PCR
marcador ITS-1 de Leishmania sp. de amostras caninas e huma as c m
diagnóstico sorológico para leishmaniose visceral de Florianópolis, SC Gel e
poliacrilamida a 12% corado com brometo de etídeo. PPM: Padrão e
molecular (pUC18 digerido com HaeIII); CN: Controle negativo; La:
amazonensis; Lb: L. braziliensis; Li: L. infantum; 1: isolado de caso h ma ; :
isolado de caso canino; 3: extração de DNA de tecido – pele; 4:extraçã e
DNA de tecido - linfonodo. 

 
Após sequenciamento dos produtos de PCR de ITS

comparação das sequências com as das cepas utilizadas como c tr le
identificou-se 100 % de identidade de todas as amostras
sequência referência de L. infantum (MHOM/BR/1974/PP75
8). No entanto, apesar da variabilidade na sequência de ITS-1 permitir a
diferenciação entre as espécies de Leishmania sp., não foi ssí el
verificar nenhuma variabilidade intraespecífica nas sequências 
das amostras de L. infantum de Florianópolis. 
 

4.2. Variabilidade genética das cepas de L. infantum 
Inicialmente, duas cepas isoladas de amostras caninas

escolhidas para a padronização da amplificação do painel de MLSA ara
L. infantum. Todos os marcadores foram amplificados nos tama s
esperados nas duas amostras (Figura 9). Não foi observada difere ça
entre as duas cepas e entre as concentrações de DNA testadas. Al mas
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(Figura 10). Dentre essas cepas foram incluídas três isoladas a artir e
amostras caninas de diferentes localidades e uma de origem huma a

por PCR do 
am stras ca i as e humanas com 

is ma i se isceral e Fl ria olis, SC. Gel de 
liacrilami a a % c ra c m r met e etí e PPM: Padrão de peso 

m lec lar ( UC i eri c m HaeIII); CN: C tr le egativo; La: L. 

so humano; 2: 
:extração de 

 

de ITS-1 e 
tiliza as como controle, 

as amostras com a 
PP75) (Figura 

1 permitir a 
ão foi possível 

as se ências de ITS-1 

ce as is la as e am stras caninas foram 
esc l i as ara a a r izaçã a am lificaçã ai el de MLSA para 

T s s marca res f ram am lifica s nos tamanhos 
es era s as as am stras (Fi ra ) Nã f i servada diferença 

estadas. Algumas 
a as i es ecíficas eram ser ser a as ara os marcadores 

SF B ICD e STK Para esses marca res as uantidades de 
i icia res e tem erat ras e li açã s i icia res foram ajustadas 

essa padronização 
t s s marca res f ram am lifica s c m s cess em quatro cepas 
(Fi ra ) De tre essas ce as f ram i cl í as três is ladas a partir de 
am stras ca i as e ifere tes l cali a es e ma e ri em humana.  

320 pb 



 

 41

Figura 8: Alinhamento representativo das sequências obtidas de ITS-1 das 
amostras caninas e humanas diagnosticadas com leishmaniose visceral em 
Florianópolis, SC. As sequências dos controles L. braziliensis, L. amazonensis e 
L. infantum foram alinhadas com todas as sequências obtidas, sendo aqui 
demonstrado apenas duas sequências obtidas a partir de amostras caninas (Cão 
1 e 2) e uma humana. Os asteriscos representam nucleotídeos idênticos na 
mesma posição. 

 

                         10        20        30        40        50        60 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCAAAAA---ACATACAA---CTCCGGGGAGGCT 

L.amazonensis   TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCAAAAAAACATATACAAAACTCTCGGGGAGACC 

L.infantum      TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCCAAAAAACATATACAA----CTCGGGGAGACC 

Cão1            TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCCAAAAAACATATACAA----CTCGGGGAGACC 
Cão2            TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCCAAAAAACATATACAA----CTCGGGGAGACC 
Humano          TTCTGGATCATTTTCCGATGATTACACCCAAAAAACATATACAA----CTCGGGGAGACC 
                **************************** ****   * ******      ******* *  

                         70        80        90        100       110       120 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  TGTGT-TTTCTA-GCAAGCCTTTCCCACAGATACGCAATACAATCTATATATATATATAT 

L.amazonensis   TATTC-TTTCGATAGGCGCCTTTCCCACACATACACAGCAAAGTT------TTTGTACTC 

L.infantum      TATGTATATATATGTAGGCCTTTCCCAC--ATACACAGCAAAGT-------TTTGTACTC 

Cão1            TATGTATATATATGTAGGCCTTTCCCAC--ATACACAGCAAAGT-------TTTGTACTC 
Cão2            TATGTATATATATGTAGGCCTTTCCCAC--ATACACAGCAAAGT-------TTTGTACTC 
Humano          TATGTATATATATGTAGGCCTTTCCCAC--ATACACAGCAAAGT-------TTTGTACTC 
                * *   * *  *     ***********  **** **  * * *       * * **    

                         130       140       150       160       170       180 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  ATAGACACAACATACAGT----AGAAAAAGGCCGATCGACGT--TAACATAT-----CGC 

L.amazonensis   AAAAACAACATTTGCAGTAAACAAAAAATGGCCGATCGACGTTATAGCGCACAACCGCGT 

L.infantum      AAA------ATTTGCAGTA---AAAAAAAGGCCGATCGACGTTATAACGCAC-----CGC 

Cão1            AAA------ATTTGCAGTA---AAAAAAAGGCCGATCGACGTTATAACGCAC-----CGC 

Cão2            AAA------ATTTGCAGTA---AAAAAAAGGCCGATCGACGTTATAACGCAC-----CGC 
Humano          AAA------ATTTGCAGTA---AAAAAAAGGCCGATCGACGTTATAACGCAC-----CGC 
                * *      *  * ****    * **** *************  ** *  *      **  

                         190       200       210       220       230       240 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  GTATACAAC-------AAAAAAGTTCGTTC------------TACGGC--TTT---TTTT 

L.amazonensis   ATATACAAAAGCAGAGAAAAATGCCCGTTT---------CAATACGGCGTTTTCCGTTTT 

L.infantum      CTATACAAAAGC----AAAAATGTCCGTTTATACAAAAAATATACGGCG-TTTCGGTTTT 

Cão1            CTATACAAAAGC----AAAAATGTCCGTTTATACAAAAAATATACGGCG-TTTCGGTTTT 
Cão2            CTATACAAAAGC----AAAAATGTCCGTTTATACAAAAAATATACGGCG-TTTCGGTTTT 
Humano          CTATACAAAAGC----AAAAATGTCCGTTTATACAAAAAATATACGGCG-TTTCGGTTTT 

                 *******        ***** *  ****             ******  ***   **** 

                         250       260       270       280       290       300 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  TGGCG---------GCGTGCGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 

L.amazonensis   TGGGGCGGGGGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 

L.infantum      TGGCG-GGGTGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 

Cão1            TGGCG-GGGTGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 
Cão2            TGGCG-GGGTGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 
Humano          TGGCG-GGGTGGGTGCGTGTGTGGATAACGGCTCACATAACGTGTCGCGATGGATGACTT 
                *** *         ***** **************************************** 

                         310       320       330       340       350 

                ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 

L.braziliensis  GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 

L.amazonensis   GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 

L.infantum      GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 

Cão1            GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 
Cão2            GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 
Humano          GGCTTCCTATTTCGTTGAAGAACGCAGTAAAGTGCGATAAGTGGTATCAA 
                ************************************************** 
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Figura 9: Produtos de amplificação por PCR dos 12 marcadoresde MLSA de 
Leishmania infantum. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo 
de etídeo.HMW: Padrão de tamanho molecular HMW (fago lambda digerido 
com PstI); CN: Controle negativo; C1-C2: DNA de cepas de L. infantuma 10 ng 
e 50 ng. 

Figura 10:Produtos de amplificação por PCR dos 12 marcadores de MLSA de 
Leishmania infantum de quatro cepas de L. infantum isoladas em Florianópolis, 
SC. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídeo. CN: 
Controle negativo; 1-4DNA das cepas (1) LVC FL 0007; (2) LVC FL 0050; (3) 
LVC FL 0057 e (4) LVH FL 0001. 
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Os produtos de PCR foram enviados para sequenciamento 
utilizando apenas o iniciador senso de cada marcador. As sequências dos 
marcadores ICD e FAD foram de baixa qualidade para todas as amostras 
e estes marcadores foram desconsiderados nas análises comparativas 
subsequentes. Os alinhamentos foram gerados para os demais 
marcadores e nenhuma diferença foi encontrada entre as cepas para 
nenhum dos marcadores analisados (Apêndice).  

 
4.3. Dados epidemiológicos e diagnóstico molecular das 

amostras de flebotomíneos 
 

Das 15 coletas de insetos, uma ocorreu na localidade de Ratones 
com zero (0) insetos coletados devido ao mau tempo; uma ocorreu na 
Lagoa do Peri, e rendeu 12 flebotomíneos, os quais foram utilizados 
inteiros para o preparo de lâminas; e 13 coletas ocorreram no bairro 
Pantanal, totalizando 1.192 flebotomíneos fêmeas (Figura 11). Nessa 
localidade observa-se que as coletas contendo o maior número de 
indivíduos concentraram-se nos meses mais quentes, do início da 
primavera ao final do verão, com queda significativa na obtenção de 
indivíduos no período de outono e inverno. 

 
Figura 11:Distribuição do número de flebotomíneos fêmeas coletados na 
localidade do bairro Pantanal, Florianópolis SC, ao longo do período de 1 ano 
(abril de 2016 a março de 2017). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das mais de mil fêmeas, 425 foram identificadas e correspondem 

as seguintes espécies: Pi. fischeri, Ny. neivai, Mg. migonei, 
Evandromyia (Barrettomyia) petropolitana, Brumptomyia spp. e 
Psathyromyia série lanei. Essas as espécies foram coletadas no Pantanal, 
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já na Lagoa do Peri foram observadas apenas as três primeiras espécies 
descritas. A espécie mais frequente foi Pi. fischeri que correspondeu a 
58,52% das fêmeas identificadas.  

Devido à grande quantidade de indivíduos e a proposta do 
trabalho de utilizar extrações individuais, apenas uma parte dos insetos 
coletados teve o seu DNA extraído, totalizando 365 insetos. Após a 
extração individual, 37 grupos contendo cerca de dez indivíduos foram 
criados, cada qual com a mistura de DNAs de cada indivíduo 
previamente extraído. Dos 37 grupos, 18 foram positivos na PCR 
(kDNA) confirmatória para a presença de Leishmania sp. (Figura 12). 
O DNA de cada indivíduo pertencente a cada grupo positivo foi também 
submetido a PCR para verificar quantos e quais indivíduos de cada 
grupo eram positivos para Leishmania sp. Identificou-se um total de 31 
flebotomíneos fêmeas positivas para Leishmania sp., sendo 
correspondente a 8,5% dos insetos avaliados. Indivíduos das espécies 
Pi. fischeri, Mg. migonei e Ny. neivai foram identificados como 
positivos para Leishmania sp. 

Os positivos seguiram então para amplificação do marcador ITS-
1 (Figura 13), visando à identificação da espécie de Leishmania por 
sequenciamento. Houve amplificação da região de ITS-1 em todos os 
indivíduos com kDNA positivo, no entanto o sequenciamento ainda não 
foi realizado. 
 
Figura 12:Imagem representativa dos produtos de amplificação por PCR 
duplexdo kDNA de Leishmania sp. e gene da cacofonia a partir dos pools de 
flebotomíneos fêmeas coletados no bairro do Pantanal, Florianópolis, SC. Gel 
de poliacrilamida a 12% corado com brometo de etídeo. PPM: Padrão de peso 
molecular (pUC18 digerido com HaeIII); CN: Controle negativo; Li+Fleb: 
DNA de L.infantum e DNA de flebotomíneo macho; 1 a 10: grupos contendo 
mistura de DNA de 10 flebotomíneos fêmeas.O produto de 220 pb corresponde 
ao gene da cacofonia utilizado como controle da qualidade do DNA extraído de 
flebotomíneos. 
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Figura 13:Imagem representativa dos produtos de amplificação por PCR do 
ITS-1 de Leishmania sp. utilizando as amostras individuais de flebotomíneos 
fêmeas coletados no bairro do Pantanal, Florianópolis, SC. Gel de 
poliacrilamida a 10% corado com brometo de etídeo. PPM: Padrão de peso 
molecular (pUC18 digerido com HaeIII); CN: Controle negativo; Li: L. 

infantum; 1-9: flebotomíneos fêmeas de grupo previamente identificado como 
positivo para o parasito pesquisado. 

 
4.4. Distribuição dos casos de LVC na região de Florianópolis ao 

longo dos anos 
 

A partir dos dados obtidos relativos aos casos de LVC, procedeu-
se ao preparo de mapas para verificar a expansão da LV em 
Florianópolis a partir de 2010, a qual é possível observar na figura 14. 
Os casos referentes aos indivíduos cujos materiais foram enviados para 
o Laboratório de Protozoologia estão dispostos na figura 15. 
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Figura 14: Mapas de distribuição e de número acumulado dos casos e LVC
em Florianópolis. A: 2010; B: 2010-2011; C: 2010-2012; D: 2010
2010-2014; F: 2010-2015; G: 2010-2016; H: 2010-2017. 
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Figura 15: Mapas de distribuição dos casos de LVC em Florianóp lis
material está disponível no laboratório de Protozoologia. 

 

 

5. Discussão 
 

A LV era considerada no Brasil como uma doença silvestre r ral
até a década de 1980, assumindo nos dias atuais também
característica urbana e periurbana. Dentre os fatores desencadea tes
processo de urbanização da LV, ressaltam-se o intenso êxodo r ral
contribui para formação de grandes adensamentos populacio ais as
periferias das cidades e as ações antrópicas no ambiente que 
desestabilização dos ecótopos naturais de transmissão, favore
aproximação de vetores e reservatórios (LAINSON; RANGEL ;
BRASIL, 2006). Entretanto, o conhecimento sobre as causas esta
intensa transmissão em ambientes urbanos ainda é insuficiente e
dificulta o desenvolvimento de novas estratégias de controle, ca azes e
produzir impacto epidemiológico sobre a ocorrência dessa e ça
impedindo a expansão de focos antigos e a emergência de nov s f c s
para outros centros urbanos (DESJEUX, 2001; 2004). 

Até 2008, a LV era considerada um problema, sobretudo nas re i es
Nordeste e Sudeste do Brasil. No entanto atualmente não á mais
estados no país sem registros de casos autóctones de LV Essa
disseminação espacial e aumento de incidência da LV no Brasil
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somada à alta mortalidade em algumas regiões que não vivenciavam a 
doença, como é o caso do sul do Brasil (PAHO, 2017).  

A expansão desordenada das cidades, assim como mudanças 
climáticas, também pode estar relacionada ao aparecimento da doença 
em regiões onde não ocorriam anteriormente, como Florianópolis e 
Porto Alegre. Pelas características dessas cidades em possuir regiões de 
fragmentos de mata, acredita-se que o vetor da LV seja de hábito 
silvestre e que está se adaptando à zona urbana à medida que as cidades 
avançam para a mata. Além disso, a ocupação dessas cidades levando ao 
desmatamento e a avanço da construção de habitações em região de 
borda de mata, levam a consequente redução dos animais silvestres que 
normalmente fazem parte da alimentação do vetor, e facilitam o contato 
das fêmeas de flebotomíneos com animais domésticos e com o próprio 
homem (BANETH et al, 2008; MONTEIRO et al, 2005; 
REITHINGER;DAVIES, 2002). Além disso, uma das proteções que a 
região sul tinha contra a expansão do inseto vetor era o inverno rigoroso, 
fator que não é mais tão bem definido pelas alterações climáticas 
percebidas nos últimos anos (MENDONÇA, 2006). Outro fator 
relevante no contexto da doença é o fluxo migratório urbano que 
favorece a dispersão geográfica da doença, pois as pessoas transportam 
seus cães de áreas endêmicas para outras áreas, muitas vezes sem saber 
que o animal está infectado.  

Nesse sentido, um fator que contribui para a disseminação da 
doença é o fato dos hospedeiros poderem permanecer assintomáticos 
durante longos períodos de tempo (ASLAN et al., 2016). Além disso, o 
diagnóstico clínico de LV é bastante complexo, pois diversas 
características são compartilhadas com outras doenças de etiologias 
distintas (KOHANTEB; ARDEHALI, 2005;ALVES et al., 2012). Esse 
fato também é um problema quando se trata de utilização de métodos 
sorológicos no diagnóstico, que precisam ser específicos e sensíveis, 
normalmente utilizando-se um método de triagem e um confirmatório.  

O diagnóstico molecular das cepas de Leishmania sp. é utilizado 
como uma medida confirmatória ao diagnóstico sorológico de 
leishmaniose. Várias técnicas moleculares podem ser utilizadas para 
essa finalidade, incluindo principalmente a PCR para distintos 
marcadores como kDNA, ITS-1, SSUrRNA e HSP70, bem como outras 
técnicas como MLSA, MLMT e MLEE (TAVARES et al., 2003). 
OPCR direcionado para o kDNA é bastante utilizado para identificação 
a nível de gênero, sendo os demais marcadores e técnicas utilizados para 
a identificação a nível de espécie(LASKAY et al., 1995). No presente 
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trabalho, as amostras caninas e humanas utilizadas já possuíam 
diagnóstico sorológico para leishmaniose, no entanto os resultados das 
PCRs de ITS-1 e kDNA permitiram não só confirmar o diagnóstico 
prévio em 100% das amostras (kDNA +), mas também assegurar que L. 

infantum era a espécie responsável pelos casos de LCV e LVH de 
Florianópolis. O marcador ITS-1 foi amplificado por PCR em mais de 
80% das amostras, sendo a maioria dos resultados negativos referentes a 
extrações de DNA provenientes de tecido e não de culturas isoladas do 
parasito. Os resultados encontrados em nosso estudo utilizando tecidos 
foram semelhantes aos encontrados em PCR do mesmo tipo de amostra 
por LOPES (2014). 

Outro resultado importante foi que em 81% das amostras foi 
possível isolar o parasito. O isolamento em meio de cultura é 
considerado padrão ouro no diagnóstico, pois além de confirmar o 
diagnóstico clínico, preserva o parasito isolado para utilização em outros 
estudos, facilitando a identificação de espécies de Leishmania por 
métodos moleculares e permitindo as análises de variabilidade genética 
(IHALAMULLA et al., 2005; VEGA-LÓPEZ, 2003). 

Embora pareça desnecessário confirmar que L. infantum seja a 
espécie causadora de LV, a confirmação dessa espécie em Florianópolis 
é fundamental uma vez que se trata de uma região com características 
únicas de transmissão, sobretudo pela ausência do principal vetor desta 
espécie do parasito. Além disso, a espécie L. amazonensis, conhecida 
por causar leishmaniose cutânea e cutâneo disseminada, já foi isolada de 
humanos e cachorros com forma clínica visceral (LAINSON, SHAW, 
1979; ALEIXO et al., 2006).  

Apesar dos polimorfismos em ITS-1 permitirem a diferenciação 
específica dentro do gênero Leishmania, não foram encontradas 
diferenças entre as sequências das cepas de Florianópolis, não sendo 
esse um marcador de variabilidade genética. 

Diversas ferramentas moleculares têm sido utilizadas na 
caracterização da variabilidade genética no gênero Leishmania, 
incluindo: análise do polimorfismo no tamanho de fragmentos de DNA 
amplificados ao acaso (RAPD) (TOLEDO et al., 2002), análise do 
polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restrição (RFLP) da região 
do ITS (CUPOLILLO et al., 2003)e kDNA (LAURENT et al., 2007); 
MLSA[25]; e MLMT(JAMJOOM et al., 2002; OCHSENREITHER et 
al., 2006; MONTOYA et al., 2007). No entanto, ainda são poucos os 
estudos que endereçam a estrutura populacional de L. infantum 

(FERREIRA et al., 2010, SEGATO 2012; BATISTA et al., 2012). Esses 



 

 51

estudos têm demonstrado que a variabilidade de L. infantum no Brasil é 
baixa, permitindo somente o agrupamento restrito de populações. Um 
dos estudos mais abrangentes neste sentido utilizou a técnica de MLST 
com 14 loci de microssatélites para analisar a variabilidade de mais de 
150 cepas de L. infantum isoladas de humanos e cães de diferentes 
estados brasileiros e do Paraguai. Os resultados indicam uma baixa 
diversidade genética com perfil predominantemente clonal. Somente três 
populações foram identificadas, sendo uma mais dispersa e outras duas 
com predominância de cepas dos estados do Mato Grosso e Mato 
Grosso do Sul, respectivamente. Para essas duas populações houve uma 
forte associação com a presença de um vetor secundário de LV, Lu. 

cruzi (FERREIRA et al., 2012). Outros trabalhos demonstraram que 
quanto mais próximos geograficamente os isolados a diversidade 
genética fica ainda menor (SEGATTO et al, 2012; BATISTA et al, 
2012).  

Para L. infantum as análises de variabilidade, utilizando 
microssatélites, frequentemente apresentaram baixo número de 
polimorfismos (FERREIRA et al., 2012; RIBOLLA et al., 2016). Por 
esse motivo alguns trabalhos recentes têm aplicado a análise de PCR-
RFLP do kDNA por possuir alto poder de resolução quando aplicado em 
estudos populacionais de cepas com proximidade genética ou geográfica 
(BOTILDE et al., 2006; NASEREDDIN et al., 2009; RIBOLLA et al., 
2016). O uso de PCR-RFLP do kDNA permitiu analisar variabilidade 
entre cepas de L. infantum e agrupar populações em estudo feitos com 
cepas de diferentes biomas do estado da Bahia (CARVALHO et al., 
2017), e cepas isoladas de cães em Campo Grande, Teresina e Bauru 
(RIBOLLA et al., 2016). 

Apesar de permitir análise de diversidade genética, o uso de 
apenas um marcador altamente variável (kDNA) pode não 
necessariamente permitir agrupamentos genéticos que remetam a uma 
história evolutiva. Neste sentido, a técnica de MLSA permite avaliar 
comparativamente sequências de múltiplos locus, tendendo a ser mais 
informativa. Essa metodologia já foi utilizada com sucesso para 
comparar a variabilidade genética de entre espécies de Leishmania (EL 
BAIDOURI et al, 2013), entre cepas de L. donovani (BOITÉ et al., 
2014; SOLCÀ et al., 2014) e cepas de L. braziliensis (MARLOW et al., 
2014). No entanto nenhum estudo focando nessa técnica foi realizado 
com a espécie pesquisada no presente trabalho, o que trouxe dúvidas 
quanto à eficiência dos marcadores para comparação entre os isolados 
obtidos. A escolha do painel de marcadores foi totalmente baseada em 
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locus informativos de variabilidade em outras espécies de Leishmania 
sp. No entanto, os resultados das análises comparativas das sequências 
de 10 marcadores não apresentaram nenhum indício de variabilidade 
intraespecífica, indicando que esses não são bons marcadores para 
análise de variabilidade em L. infantum. A baixa variabilidade já era 
esperada conforme o que é observado em outros estudos já 
mencionados, no entanto, o que se acreditava era que com a escolha de 
outros marcadores o cenário pudesse ser diferente. As cepas incluídas 
em nossa análise eram representantes de 12 estados brasileiros, sendo 
uma delas proveniente de MT e uma de MS. No trabalho de Ferreira e 
colaboradores em 2012, duas das três populações formadas incluíam 
amostras desses estados, variabilidade esta que não foi confirmada com 
os marcadores utilizados na MLSA. Em relação às cepas de SC, os 
dados obtidos para L. infantum corroboram com os resultados de MLSA 
de cepas de L. braziliensis, para as quais foi encontrada elevada 
homogeneidade genética, sugerindo que o surgimento de L. braziliensis 
no estado de SC parece ser um evento recente (MARLOW et al., 2014). 

Durante os últimos meses do presente trabalho foram enviados 
os DNAs de quatro cepas de Florianópolis (LVC FL 0025, LVC FL 
0028, LVC FL 0034 e LVH FL 0001) para sequenciamento completo do 
genoma. Esses genomas serão montados e comparados com os genomas 
das 12 cepas de outros estados brasileiros. Com essa comparação a nível 
genômico pretende-se encontrar regiões polimórficas para a criação de 
um novo painel de MLSA. Essas informações sobre a variabilidade 
genética dos parasitos podem ser de grande relevância para a saúde 
pública, visando ao controle da transmissão. Até agora os três casos 
humanos tratados não apresentaram resistência ao tratamento específico, 
sugerindo que o controle em uma região com cepas do parasito 
geneticamente homogêneas seja muito mais eficiente do que em regiões 
onde a heterogeneidade genética do parasito é elevada. No entanto, por 
se tratar de uma região com ciclo de transmissão complexo, o estudo da 
variabilidade genética das cepas de Florianópolis em comparação as de 
locais que tem a presença de Lu. longipalpis pode trazer informações da 
relação parasito –vetor, que poderá ser utilizada em outras áreas de 
expansão da LV sem a presença de Lu. longipalpis como também é o 
caso de Porto Alegre, RS (SOUZA et al., 2017). 

Em regiões onde as principais espécies de flebotomíneos 
relacionados à propagação da doença não estão presentes, faz-se 
necessário o estudo das espécies locais e a pesquisa por insetos 
infectados com Leishmania sp.. Outro fator importante é a avaliação da 
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capacidade vetorial dos mesmos, através da identificação de infecção 
dos flebotomíneos por parasitos do gênero Leishmania, da colonização e 
permanência dos parasitos no sistema digestório do inseto, assim como a 
presença de promastigota metacíclicas, a forma infectiva para 
mamíferos. Isso se faz necessário, pois o fato de estarem infectados com 
o parasito não significa que sejam capazes de transmiti-lo para o 
hospedeiro (DANTAS-TORRES et al., 2014; GUIMARÃES et al., 
2016; MORICONI et al., 2017).  

No catálogo taxonômico da fauna brasileira está registrada a 
ocorrência de16 espécies de flebotomíneos no estado de Santa Catarina 
(SHIMABUKURO et al., 2018), incluindo:Brumptomyia brumpti, 

Brumptomyia nitzulescui, Brumptomyia troglodytes, Evandromyia 

(Barrettomyia) edwardsi, Expapillata firmatoi, Martinsmyia 

alphabetica, Migonemyia (Migonemyia) migonei, Nyssomyia neivai, 

Pintomyia (Pifanomyia) monticola, Pintomyia (Pintomyia) fischeri, 

Pintomyia (Pintomyia) pessoai, Psathyromyia (Psathyromyia) lanei, 

Psathyromyia (Psathyromyia) pelloni, Psychodopygus ayrozai, 

Psychodopygus geniculatus e Sciopemyia microps. Dessas espécies, 
cinco foram registradas no presente estudo e a espécie Evandromyia 

(Barrettomyia) petropolitanateve no presente trabalho o primeiro 
registro na região sul do Brasil.  

Apesar do número de coletas ter sido limitado para avaliar 
sazonalidade, a ocorrência de um maior número de indivíduos na 
primavera e verão está de acordo com a literatura. Vários registros 
apontam que os flebotomíneos são mais comumente encontrados nos 
meses mais quentes do ano (DE OLIVEIRA et al., 2016; GAGLIO et 
al., 2014; GÓES; MELO; JERALDO, 2012; SAGHAFIPOUR et al., 
2016; SARAIVA et al., 2017). Segundo a Organização Mundial de 
Saúde, o clima afeta diretamente a epidemiologia das leishmanioses. 
Mudanças climáticas referentes à umidade, chuvas e temperatura podem 
afetar a ocorrência e distribuição dos insetos vetores, bem como dos 
animais reservatórios da doença. Em áreas tropicais, a população de 
flebotomíneos aumenta durante ou após períodos chuvosos, pois é a alta 
umidade resultante das primeiras chuvas que proporciona a eclosão das 
pupas (ALMEIDA et al., 2010). Por outro lado, usualmente se registra 
uma redução populacional durante longos períodos secos (ANDRADE, 
2010), resultando um complexo dependente de fatores bióticos, físicos e 
ambientais para encontrar esses insetos (LEWIS, 1974). Além disto, 
flutuações sensíveis na temperatura podem afetar o ciclo biológico das 
formas promastigotas nos invertebrados (SHERLOCK, 2003). 
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Das seis espécies de flebotomíneos identificadas no bairro do 
Pantanal com registro de inúmeros casos de LVC, indivíduos de três 
espécies (Pi. fischeri, Mg. migonei e Ny. neivai) foram positivos na PCR 
para o kDNA de Leishmania sp.. Os iniciadores descritos por Volpini et 
al, 2004 permitem a identificação da presença de DNA de parasitos do 
gênero Leishmania sp.. No entanto, embora o PCR para ITS-1 tenha 
confirmado essa informação, apenas o sequenciamento do produto 
permite a diferenciação específica e este procedimento ainda não foi 
realizado por problemas técnicos.  

Dias et al. (2013) realizaram em 2010 uma pesquisa de 
flebotomíneos na Lagoa da Conceição, localidade do surto inicial de 
LVC em Florianópolis. Das 11 espécies identificadas nas coletas, as 
mesmas três encontradas no presente trabalho foram descritas como 
positivas para a presença de Leishmania sp., no entanto a infecção por L. 

infantum só foi confirmada em Ny. neivai. Essas três espécies são 
descritas como vetores de LC no Brasil (PITTA-PEREIRA et al. 2005, 
2009, ROCHA et al. 2010, OLIVEIRA et al. 2011). Estudos em áreas de 
ocorrência de LC em SC apontam Ny. neivai como a espécie de 
flebotomíneo mais abundante (MARCONDES et al., 2005; TORMEN, 
DO NASCIMENTO, 2006; PORTES, 2008)e no município de 
Balneário Piçarras esta espécie foi encontrada naturalmente infectada 
por L. braziliensis, sugerindo sua importância no ciclo de transmissão de 
LC em SC (MARCONDES et al., 2009). 

Ny. neivai também foi encontrada infectada por L. infantum em 
uma área sem casos registrados de LV em Minas Gerais (SARAIVA et 
al. 2009). A presença de L. infantum também foi descrita em fêmeas de 
Mg. migonei no estado de Pernambuco e na Argentina (CARVALHO et 
al. 2010, SALOMÓN et al. 2010). No entanto, os estados de MG e PE 
também apresentam registros da principal espécie vetor de LV 
(SHIMABUKURO et al., 2018). Neste contexto, o município de Porto 
Alegre tem registrado diversos casos de LVC e LVH desde 2010 e o 
levantamento da fauna flebotomínica em vários bairros da cidade 
reforçam a ausência do vetor clássico Lu. longipalpis e a presença de 
espécies como Ps. lanei, Lutzomyia gaminarai, Brumptomyia sp., Pi. 

fischeri, Mg. migonei e Ny. neivai (SOUZA et al., 2015; 2017), sendo 
este um cenário epidemiológico semelhante ao de Florianópolis. Dentre 
as espécies descritas, exemplares de Pi. fischeri coletados em Porto 
Alegre foram positivos para L. infantum a partir de PCR (SOUZA et al., 
2015). Dados mais recentes de Porto Alegre, após três casos humanos 
em bairros muito próximos, destacaram a ocorrência e prevalência de Pi. 
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fischeri e Mg. migonei nestas localidades e ausência de Ny. neivai, 
sendo esta a mais prevalente nos bairros com alta transmissão de LC. 
Outro fato importante é que nesses bairros as duas espécies foram 
também encontradas no intra e peridomicílio (SOUZA et al., 2017). 

Pi. fischeri e Mg. migonei são espécies consideradas com notável 
grau de antropofilia (RANGEL; LAINSON, 2003), que podem ser 
capturadas em matas residuais, em anexos de animais domésticos e 
paredes internas do domicílio humano (AGUIAR; MEDEIROS, 2003). 
O município de Florianópolis aponta para a maior ocorrência de casos 
de LVC em áreas de borda de mata, havendo provavelmente uma 
estreita relação do vetor come estas condições ambientais.  

Guimarães et al. (2016) classificaram Mg. migonei como uma das 
espécies de flebotomíneos permissivas a várias espécies de Leishmania 
demonstrando a partir de alguns estudos laboratoriais que ela é 
altamente suscetível ao desenvolvimento de L. infantum, e concluíram 
que estas informações, juntamente com a sua conhecida 
antropofilia,abundância em focos da LV e exemplares com infecção 
natural por L. infantum, constituem importantes evidências de que esta 
deve ser outra espécie de vetor desse parasito na América Latina. Já 
Galvis-Ovallos e colaboradores (2017) demonstraram a grande atração 
de Pi. fischeri para alimentação em cães, sua suscetibilidade para 
infecção por L. infantum, alta expectativa de vida mesmo infectado pelo 
parasito e predominância em algumas áreas de SP sem captura de Lu. 

longipalpis. Nesse estudo foram comparadas as características acima 
para Lu. longipalpis, Pi. fischeri e Mg. migonei e a conclusão foi que a 
capacidade vetorial de Pi. fischeri é 45 vezes maior que a de Mg. 

migonei, sendo mais provável que Pi. fischeri seja o vetor de LV em 
áreas sem Lu. longipalpis. No presente estudo, onde as coletas foram 
realizadas em área de alta ocorrência de LVC, a espécie de maior 
prevalência foi Pi. fischeri (58%), seguida de 5% de Ny. neivai e 0,5% 
de Mg.migonei. A abundância de Pi. fischeri em áreas desmatadas pode-
se sugerir que está bem desenvolvida a viver no entorno de matas e 
ambientes com alterações antrópicas (AGUIAR et al., 1985; RANGEL; 
LAINSON, 2009). 

De acordo com Killick-Kendrick (1990) quarto critérios devem 
ser preenchidos para incriminar uma espécie como vetor: 1) se alimentar 
em humanos e no reservatório animal; 2) manter a infecção pelo parasito 
após a ingestão e digestão do sangue ingerido; 3) possuir parasitos 
semelhantes aos isolados de pacientes; e 4) ser comprovadamente 
transmitido pela picada. Embora já existam evidências de algumas 
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destas premissas são atendidas pelas três espécies suspeitas de serem 
vetores de LV encontradas em Florianópolis, estudos mais específicos 
de capacidade vetorial são necessários. Dentre as espécies de 
flebotomíneos que têm sido experimentalmente investigadas como 
possíveis vetores de L. infantum, como Lu. cruzi (DE OLIVEIRA et al., 
2017a, 2017b; DOS SANTOS et al., 1998), Mg. migonei 
(GUIMARAES et al., 2016) e Pi. fischeri (GALVIS-OVALLOSet al., 
2017), somente Lu. cruzi foi totalmente confirmada com capacidade 
vetorial, pois foi comprovada a transmissão do parasito para um 
hospedeiro mamífero (DE OLIVEIRA et al., 2017b). Neste sentido, é 
importante que estudos de capacidade vetorial sejam intensificados para 
as espécies suspeitas de serem vetores. 

Apesar de ainda não conhecermos efetivamente a espécie vetor 
de LV é possível comprovar, através dos resultados deste estudo, a 
grande expansão da doença nos últimos anos em Florianópolis, que além 
de cães, agora acomete também humanos. Além disso, a prevalência da 
doença ainda é subestimada, pois não está sendo feito um estudo 
sistemático de coletas periódicas em cães em todos os bairros. Indá 
(2016) relata que a vigilância ativa realizada pelos órgãos públicos não é 
suficiente para a identificação efetivas de todos os novos casos e que um 
dos fatores que contribui para a dificuldade de identificação de novas 
áreas de foco é o baixo índice de notificações de suspeitas de LVC por 
estabelecimentos veterinários, de acordo com dados levantados pelo 
CCZ em 2015. Neste sentido, faz-se necessária uma campanha de 
conscientização da população em nível de município e não apenas de 
bairros restritos, visto que boa parte da ilha tem relato de casos e tanto 
cães quanto humanos, vêm aparecendo ao longo dos últimos meses.  
 

6. Resumo dos Resultados 
 Todas as amostras caninas e humanas obtidas tiveram o diagnóstico 

de LV confirmado por PCR, sendo L. infantum o agente etiológico 
em todos os casos.  

 43 cepas de L. infantum foram isoladas, sendo 42 de amostras 
caninas e 1 do primeiro caso humano de Florianópolis. 

 Não foi possível identificar variabilidade genética entre as cepas de 
L. infantum com o uso das técnicas empregadas.  

 A fauna flebotomínica descrita neste trabalho compreende seis 
espécies. 
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 Três espécies de flebotomíneos (Pi. fischeri, Mg. migonei e Ny. 

neivai) apresentaram exemplares com PCR positivo para Leishmania 

sp., sendo possível que uma ou mais destas seja responsável pela 
transmissão da LV em Florianópolis. 

 Devido à maior quantidade de insetos coletados nos meses mais 
quentes, sugere-se que haja maior chance de transmissão de L. 

infantum nestes períodos; 

 O ciclo de transmissão da doença está bem estabelecido na região, 
visto a continuidade no surgimento de novos casos em cães e 
humanos; 

 
7. Conclusão 

No município de Florianópolis a espécie de responsável pelos casos de 
LV é L. infantum e as cepas isoladas na região a partir de casos caninos 
e humanos não apresentaram polimorfismos em relação a cepas de 
outros estados brasileiros com a técnica utilizada, sugerindo que apesar 
de se tratar de uma região de contexto epidemiológico diferenciado pela 
ausência do principal vetor a variabilidade genética é baixa. A partir dos 
flebotomíneos coletados em um dos bairros com alta transmissão de LV 
pode-se inferir que os meses mais quentes do ano são os de maior risco 
de transmissão da parasitose, sendo que as espécies suspeitas de serem 
os vetores de LV no município são Pi. fischeri, Mg. migonei e Ny. 

neivai.  
 

8. Perspectivas 
- Determinar um novo painel de marcadores para MLSA a partir da 
comparação dos dados genômicos de cepas de diferentes estados 
incluindo quatro de SC. 
- Analisar o hábito alimentar dos flebotomíneos coletados. 
- Ampliar as áreas de coletas de flebotomíneos. 
- Realizar estudos de capacidade vetorial das espécies Pi. fischeri, 

Mg. migonei e Ny. neivai.  
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