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RESUMO 

 

VENIAL, Henrique Jordem. Universidade Estadual do Norte Fluminense 

Darcy Ribeiro. Janeiro de 2021. Investigação de infecção por Leishmania 

spp. em mamíferos silvestres no Estado do Espírito Santo, Brasil. 

Orientador: Dr. Eulógio Carlos Queiroz de Carvalho.  

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa e de caráter zoonótico, registrada 

em vários países do mundo, sendo considerada endêmica no estado do Espírito 

Santo, Brasil. É causada por protozoários do gênero Leishmania spp., que se 

multiplicam dentro de macrófagos de seus hospedeiros (ser humano e outras 

espécies de mamíferos), e sua transmissão ocorre por fêmeas de insetos 

flebotomíneos infectados.  O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorrência de 

infecção natural por Leishmania spp. em mamíferos silvestres, encontrados 

mortos (por atropelamento ou morte natural) nas regiões de Alegre, Serra e 

Reserva Biológica de Sooretama, no estado do Espírito Santo, e o papel 

epidemiológico destes animais na transmissão de Leishmania spp. Entre janeiro 

de 2018 e dezembro de 2019 foram coletados 119 animais. Destes, foram 

analisados 100 animais viáveis de 15 espécies diferentes. Os resultados foram 

demonstrados por meio de análise descritiva das observações, para o cálculo das 

frequências absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita 

(gambá-de-orelha-preta), Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca) e Cerdocyon 

thous (cachorro-do-mato) foram as mais encontradas. Por meio da PCR, 

utilizando primers específicos para o gênero Leishmania e para a espécie 

Leishmania (Viannia) braziliensis, foi detectado 4 animais positivos provenientes 

da Reserva Biológica de Sooretama: 1 Cuniculus paca (paca) e 3 Callithrix 

geoffroyi (sagui-de-cara-branca). Na análise histopatológica não foi observada a 

forma amastigota do parasito. A infecção natural, detectada por meio da PCR, 

por Leishmania (Viannia) braziliensis em Cuniculus paca (paca) e em Callithrix 

geoffroyi (sagui-de-cara-branca) constitui o primeiro relato de infecção destas 

espécies de roedor e primata na literatura. Apesar da confirmação de ocorrência 

de infecção por Leishmania (Viannia) braziliensis em roedor e primata no estado 

do Espírito Santo, o papel destas espécies de mamíferos na transmissão desta 

zoonose ainda necessita de mais estudos longitudinais para identificar os efeitos 
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de um determinado parasito na população e/ou indivíduo, sua flutuação sazonal, 

estabilidade da infecção e transmissibilidade. 

 

Palavras-chave: Leishmania spp.; Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus 
paca; Callithrix geoffroyi; Mamíferos Silvestres. 
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ABSTRACT 
 

VENIAL, Henrique Jordem. State University of the North Fluminense Darcy 
Ribeiro. January 2021. Investigation of Leishmania spp. in wild mammals in 
the State of Espírito Santo, Brazil. Advisor: Dr. Eulógio Carlos Queiroz de 
Carvalho. 

 
 

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease, registered in several 

countries of the world, being endemic in the state of Espírito Santo, Brazil. It is 

caused by protozoa of the genus Leishmania spp. that multiply within their hosts' 

macrophages (humans and other mammal species), and its transmission occurs 

by females of infected sand flies. The objective of this study was to investigate 

the occurrence of natural infection by Leishmania spp. in wild mammals, found 

dead (by trampling or natural death) in the regions of Alegre, Serra, and 

Sooretama Biological Reserve, in the state of Espírito Santo, and their 

epidemiological role in the Leishmania spp. transmission. Between January 2018 

and December 2019, 119 animals were collected. Of these, 100 viable animals 

of 15 different species were analyzed. The results were demonstrated using a 

descriptive analysis of the observations to calculate the absolute and relative 

frequencies of the data. The species Didelphis aurita (black-eared opossum), 

Callithrix geoffroyi (white-headed marmoset), and Cerdocyon thous (crab-

eating fox)  were the most found. In the PCR, using specific primers for the genus 

Leishmania and the species Leishmania (Viannia) braziliensis, 4 positive animals 

were detected in the Sooretama Biological Reserve: 1 Cuniculus paca (paca) and 

3 Callithrix geoffroyi (white-headed marmoset). In the histopathological analysis, 

the parasitic amastigote form was not observed. The natural infection, detected 

by PCR, by Leishmania (Viannia) braziliensis in Cuniculus paca (paca) and 

Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) constitutes the first report of infection 

of these rodent and primate species in the literature. Despite confirmation of the 

occurrence of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in rodent and primates 

in the state of Espírito Santo, the role of these species in the transmission of this 

zoonosis still needs further longitudinal studies to identify the effects of a given 

parasite on the population and/or individual, its seasonal fluctuation, infection 

stability, and transmissibility. 

Keywords: Leishmania spp.; Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus paca; 

Callithrix geoffroyi; Wild Mammals.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa, registrada em países do Velho 

e do Novo Mundo, causada por protozoários do gênero Leishmania, que se 

multiplicam obrigatoriamente dentro de células do sistema monocítico fagocitário 

(macrófagos). Estes protozoários fazem parte da família Trypanosomatidae, 

ordem Kinetoplastida, com inúmeras espécies patogênicas para os seres 

humanos e diferentes espécies de mamíferos. Dois subgêneros são importantes 

do ponto de vista de saúde pública, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro 

ocorre nas Américas, Europa, Ásia e África, enquanto o subgênero Viannia 

ocorre na região neotropical. Atualmente, são conhecidas cerca de 20 espécies 

de Leishmania patogênicas aos seres humanos e 31 são parasitas de mamíferos 

(GRAMICCIA, 2011; ROQUE & JANSEN, 2014; WHO, 2010; 2017). 

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxênico, com 

hospedeiros mamíferos vertebrados (seres humanos, cães e animais silvestres) 

e um inseto vetor invertebrado (família Psychodidae e subfamília 

Phlebotominae), este responsável pela transmissão da doença. Cerca de 30 

espécies dessa subfamília atuam como vetores, pertencentes ao gênero 

Phlebotomus na Europa, Ásia e África e ao gênero Lutzomyia nas Américas 

(AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010). 

A leishmaniose se apresenta de três formas: leishmaniose tegumentar ou 

cutânea, muco-cutânea e leishmaniose visceral. A leishmaniose tegumentar é a 

forma mais comum de leishmaniose e causa lesões cutâneas, principalmente 

úlceras, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida. 

Cerca de 95% dos casos de leishmaniose tegumentar ocorrem nas Américas, na 

bacia do Mediterrâneo, no Oriente Médio e na Ásia Central. Em 2018, mais de 

85% dos novos casos de leishmaniose tegumentar ocorreram em 10 países: 

Afeganistão, Argélia, Bolívia, Brasil, Colômbia, Irã, Iraque, Paquistão, Síria e 

Tunísia. Estima-se que ocorram anualmente entre 600.000 a 1 milhão de novos 

casos em todo o mundo (WHO, 2020). 

A leishmaniose mucocutânea leva à destruição parcial ou total das 

membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de 

leishmaniose mucocutânea ocorrem na Bolívia, Brasil, Etiópia e Peru (WHO, 

2020). 



18 
 

 

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é fatal em mais 

de 95% dos casos, se não tratada. É caracterizada por episódios irregulares de 

febre, perda de peso, aumento do baço e do fígado, e anemia. A maioria dos 

casos ocorre no Brasil, África Oriental e na Índia. Estima-se que 50.000 a 90.000 

novos casos de leishmaniose visceral ocorram em todo o mundo anualmente, 

com apenas 25 a 45% dos casos relatados à Organização Mundial de Saúde 

(OMS). A leishmaniose visceral continua sendo uma das principais doenças 

parasitárias com potencial de surto e mortalidade. Em 2018, mais de 95% dos 

novos casos notificados à OMS ocorreram em 10 países: Brasil, China, Etiópia, 

Índia, Iraque, Quênia, Nepal, Somália, Sudão do Sul e Sudão (WHO, 2020). 

Na Europa, Ásia e África, espécies do subgênero Leishmania são 

responsáveis pela leishmaniose tegumentar, particularmente Leishmania (L.) 

tropica, Leishmania (L.) major, Leishmania (L.)  aethiopica, Leishmania (L.)  

infantum e Leishmania (L.)  donovani. Nas Américas, várias espécies de ambos 

os subgêneros, Leishmania e Viannia, podem ocasionar a enfermidade (WHO, 

2010). No Brasil, sete espécies são particularmente associadas: Leishmania (L.) 

amazonensis e as espécies do subgênero Viannia, Leishmania (V.)  braziliensis, 

Leishmania (V.)  lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi, 

Leishmania (V.)   guyanensis e Leishmania (V.)   lindenberg. Os principais 

vetores envolvidos na transmissão da leishmaniose tegumentar no país são 

Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia 

intermedia, Lutzomyia cruzi, Lutzomyia wellcome e Lutzomyia migonei, e na 

transmissão da leishmaniose visceral são Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia 

cruzi (FALCÃO DE OLIVEIRA et al., 2017; WHO, 2017). 

Enquanto a leishmaniose tegumentar é uma forma da doença de 

ocorrência mais comum, a leishmaniose visceral é a mais severa delas (WHO, 

2017). Esta ocorre pela infecção por L. (L.) donovani e L. (L.) infantum na Europa, 

Ásia e África e por L. (L.) infantum nas Américas (WHO, 2010). A espécie L. (L.) 

chagasi foi descrita em 1937 como responsável por uma forma sistêmica típica 

das Américas (CUNHA & CHAGAS, 1937). Investigações moleculares e 

filogenéticas posteriores concluíram que, na realidade, L. (L.) chagasi e L. (L.) 

infantum constituem a mesma espécie (MAURICIO et al., 2000; KUHLS et al., 

2011). 
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Roedores, canídeos, marsupiais e primatas são mamíferos que podem 

servir como hospedeiros desse parasito, por conta disso, a leishmaniose pode 

ser classificada como uma zoonose. O ser humano é designado como 

hospedeiro acidental no ciclo de transmissão, e isso ocorre por conta da 

permanência do indivíduo em localidades com grandes possibilidades de 

ocorrência de transmissão. O agente transmissor tem sido encontrado com 

frequência em ambientes domiciliares e peridomiciliares, devido à urbanização, 

mesmo não sendo seu habitat natural, favorecendo então, a infecção em 

humanos (QUINNELL & COURTENAY, 2009; MILLÁN et al., 2014; NEVES et 

al., 2016). 

A leishmaniose tegumentar é endêmica e amplamente distribuída em todo 

o estado do Espírito Santo. Vários casos da doença em humanos e cães 

associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa área 

(FALQUETO et al., 2003). Já a leishmaniose visceral foi registrada pela primeira 

vez no estado por Martins et al. (1968), nos municípios de Colatina e Baixo 

Guandu (região centro-norte do estado). Feitoza et al. (2001) relataram o registro 

de três casos de leishmaniose visceral nos municípios de Rio Novo do Sul e 

Vargem Alta, na região sul do estado do Espírito Santo, e Falqueto et al. (2009), 

obtiveram resultados positivos para Leishmania (L.) infantum em cães e 

humanos no sudeste e centro-norte do estado do Espírito Santo. 

Nas Américas, o Brasil é o país com o maior número de casos de 

leishmaniose, tanto da forma cutânea como visceral. As condições que 

favorecem a sua ocorrência em regiões urbanas do Brasil estão relacionadas ao 

desmatamento, às condições precárias de saneamento decorrentes do 

crescimento desordenado das cidades nas últimas décadas. Além disso, as 

moradias superpovoadas e a abundância de reservatórios no peridomicílio, 

favorecem a adaptação do vetor, o que propicia o contato direto entre os ciclos 

silvestre e urbano da leishmaniose (WHO, 2017; HARHAY et al., 2011; COSTA 

& COSTA, 2014).  

A magnitude dos problemas de saúde causados pela leishmaniose, 

combinada com a complexidade de sua epidemiologia, indicam a necessidade 

de se entender todas as etapas de sua transmissão e desenvolver estratégias 

efetivas de controle (ROQUE & JANSEN, 2014). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Diversos fatores sustentam a importância da existência de um 

monitoramento de doenças em animais silvestres, dentre eles a possibilidade de 

elucidar as formas de transmissão das doenças infecciosas que os acometem, 

hoje na sua maioria desconhecidas, e de evitar o impacto ecológico que possam 

causar. Os estudos com animais atropelados e encontrados mortos vão ao 

encontro das atuais discussões sobre bioética, que priorizam métodos 

alternativos para o uso de animais em pesquisas, sem a necessidade de 

eutanásia.  

Doenças causadas por tripanossomatídeos, como a leishmaniose, estão 

relacionadas ao desmatamento e colonização, acelerados pelo crescimento 

econômico desde o início do século XX. O crescente desmatamento da mata 

atlântica possibilita o crescimento dos casos de leishmaniose visceral e cutânea. 

Complementa-se ao fato, o pouco conhecimento sobre a diversidade de 

parasitas deste gênero, somado aos casos da doença em animais domésticos e 

humanos no estado do Espírito Santo, além do papel de pequenos mamíferos 

silvestres como hospedeiros deste parasita. 

A investigação de Leishmania em reservatórios silvestres com o uso de 

parâmetros parasitológicos e moleculares, contribuirão para um estudo amplo da 

diversidade deste agente, no estado do Espírito Santo, melhorando o 

conhecimento epidemiológico da área estudada, atualizando a lista de espécies, 

além de um conhecimento do parasita citado, sendo que, os resultados obtidos 

poderão favorecer nas decisões de futuras medidas de controle desse agente 

nas espécies estudadas, pois até o momento, é escassa a pesquisa desta 

doença no estado e, inédita, em animais silvestres. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL  

 

• Verificar a infecção natural por Leishmania spp. em mamíferos silvestres, 

encontrados mortos (por atropelamento ou morte natural) em três regiões do 

estado do Espírito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Verificar a infecção por Leishmania spp. nestes animais, por meio de métodos 

histopatológico e molecular; 

• Identificar espécies de hospedeiros reservatórios envolvidos na manutenção 

da leishmaniose na rodovia BR 482 no município de Alegre, na rodovia BR 

101 no município da Serra e na Reserva Biológica de Sooretama, no estado 

do Espírito Santo; 

• Verificar a infecção por Leishmania (Viannia) brasiliensis nos animais 

provenientes da Reserva Biológica de Sooretama e identificar espécies de 

hospedeiros reservatórios envolvidos na manutenção da leishmaniose 

tegumentar; 

• Realizar um estudo observacional do tipo descritivo, como forma de identificar 

áreas de risco no ciclo de transmissão humana e animal da leishmaniose. 
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5. DESENVOLVIMENTO 

 

5.1. CAPÍTULO 1 - INVESTIGAÇÃO DE INFECÇÃO POR Leishmania spp. 

EM MAMÍFEROS SILVESTRES NO ESTADO DO ESPÍRITO SANTO, BRASIL 

Investigation of Leishmania spp. infection in wild mammals in the State of 

Espírito Santo, Brazil 

 
 

5.1.1. RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa e de caráter zoonótico, registrada 

em vários países do mundo, sendo considerada endêmica no estado do Espírito 

Santo, Brasil. Se apresenta na forma cutânea e visceral e é causada por 

protozoários do gênero Leishmania spp., que se multiplicam dentro de 

macrófagos de seus hospedeiros (ser humano e outras espécies de mamíferos), 

e sua transmissão ocorre por fêmeas de insetos flebotomíneos infectados. O 

objetivo deste trabalho foi investigar a ocorrência de infecção natural por 

Leishmania spp. em mamíferos silvestres, encontrados mortos (por 

atropelamento ou morte natural) nas regiões de Alegre, Serra e Reserva Biológica 

de Sooretama, no estado do Espírito Santo, e o papel epidemiológico destes 

animais na transmissão deste agente etiológico. Entre janeiro de 2018 e 

dezembro de 2019 foram coletados 119 animais. Destes, foram analisados 100 

animais viáveis de 15 espécies diferentes. Os resultados foram demonstrados por 

meio de análise descritiva das observações, para o cálculo das frequências 

absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita (gambá-de-orelha-

preta) 26,1% (31/119), Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca) 26,1% (31/119) 

e Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) 14,3% (17/119) foram as mais 

encontradas. Através da PCR, a Leishmania spp. foi detectada em 4 animais 

(4%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) e 3 Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-

branca) (10%). Na análise histopatológica não foi observada a forma amastigota 

do parasito. A infecção natural, por Leishmania spp., em Cuniculus paca (paca) 

constitui o primeiro relato na literatura de infecção desta espécie de roedor, no 

estado do Espírito Santo, e a infecção em Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-

branca) constitui o primeiro relato de infecção desta espécie de primata na 

literatura. Apesar da confirmação de ocorrência de infecção por Leishmania spp. 

em roedores e primatas, no estado do Espírito Santo, o papel destas espécies na 
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transmissão desta zoonose ainda necessita de mais estudos longitudinais para 

identificar os efeitos de um determinado parasito na população e/ou indivíduo, 

sua flutuação sazonal, estabilidade da infecção e transmissibilidade. 

 

Palavras-chave: Leishmania spp.; Cuniculus paca; Callithrix geoffroyi; 

Mamíferos silvestres. 

 

 

5.1.2. ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease, registered in several 

countries of the world, being endemic in the state of Espírito Santo, Brazil. It 

presents in cutaneous and visceral form and is caused by protozoa of the genus 

Leishmania spp. that multiply within their hosts' macrophages (humans and other 

mammal species), and its transmission occurs by females of infected sand flies. 

The objective of this study was to investigate the occurrence of natural infection 

by Leishmania spp. in wild mammals, found dead (by trampling or natural death) 

in the regions of Alegre, Serra, and Sooretama Biological Reserve, in the state of 

Espírito Santo, and their epidemiological role in the Leishmania spp. 

transmission. Between January 2018 and December 2019, 119 animals were 

collected. Of these, 100 viable animals of 15 different species were analyzed. The 

results were demonstrated using a descriptive analysis of the observations to 

calculate the absolute and relative frequencies of the data The species Didelphis 

aurita (black-eared opossum) 26.1% (31/119), Callithrix geoffroyi (white-

headed marmoset) 26.1% (11/31), and Cerdocyon thous (crab-eating fox) 14.3% 

(17/119) were the most found. Through PCR, the Leishmania spp. was detected 

in 4 animals (4%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) and 3 Callithrix geoffroyi (white-

headed marmoset) (10%). In the histopathological analysis, the parasitic 

amastigote form was not observed. Natural infection by Leishmania spp. in 

Cuniculus paca (paca) constitutes the first report in the literature of infection of 

this rodent species, in the state of Espírito Santo, and the infection in Callithrix 

geoffroyi (white-headed marmoset) constitutes the first report of infection of this 

primate species in the literature. Despite confirmation of the occurrence of 

Leishmania spp. infection in rodents and primates, in the state of Espírito Santo, 
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the role of these species in the transmission of this zoonosis still needs further 

longitudinal studies to identify the effects of a given parasite on the population 

and/or individual, its seasonal fluctuation, infection stability, and transmissibility. 

 

Keywords: Leishmania spp.; Cuniculus paca; Callithrix geoffroyi; Wild mammals. 

 

 

 

 

5.1.3. INTRODUÇÃO 

 

 Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), a Leishmaniose é uma 

zoonose registrada em países do Velho e do Novo Mundo, causada por 

protozoários do gênero Leishmania (L.), que se multiplicam obrigatoriamente 

dentro de células do sistema monocítico fagocitário (macrófagos). Estes 

protozoários fazem parte da família Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, 

com inúmeras espécies patogênicas para o ser humano e diferentes espécies 

de mamíferos. Dois subgêneros são importantes do ponto de vista de saúde 

pública, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro ocorre nas Américas, Europa, 

Ásia e África, enquanto o subgênero Viannia ocorre na região Neotropical (WHO, 

2010; 2017). 

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxênico, com 

hospedeiros mamíferos vertebrados (ser humano, cães e animais silvestres) e 

um inseto vetor invertebrado (fêmeas de flebotomíneos infectados) da família 

Psychodidae e subfamília Phlebotominae, este responsável pela transmissão da 

doença (AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010). 

A leishmaniose se apresenta de três formas: leishmaniose tegumentar, 

muco-cutânea e leishmaniose visceral. O sinal mais evidente da forma cutânea 

são as úlceras na pele. Na forma muco-cutânea, as úlceras afetam não somente 

a pele, como também a mucosa da boca e narinas. O quadro clínico inicial da 

forma visceral são úlceras na pele, febre, diminuição do número de glóbulos 

vermelhos e aumento de volume do baço e fígado. (FERREIRA et al., 2012; 

COURA-VITAL et al., 2013; COSTA & COSTA, 2014). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%9Alcera
https://pt.wikipedia.org/wiki/Febre
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_vermelhos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulos_vermelhos
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ba%C3%A7o
https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%ADgado
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Nas Américas, várias espécies pertencentes a ambos os subgêneros, 

Leishmania e Viannia, podem ocasionar a leishmaniose tegumentar (WHO, 

2010). No Brasil, sete espécies são particularmente associadas: Leishmania (L.) 

amazonensis e as espécies do subgênero Viannia, Leishmania (V.)  braziliensis, 

Leishmania (V.)  lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi, 

Leishmania (V.)   guyanensis e Leishmania (V.) lindenberg. Os principais vetores 

envolvidos na transmissão da leishmaniose tegumentar no país são Lutzomyia 

flaviscutellata, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermedia, 

Lutzomyia wellcome e Lutzomyia migonei (WHO, 2017). 

Já a leishmaniose visceral é a forma mais severa dessas enfermidades. 

Esta ocorre pela infecção por Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) 

infantum na Europa, Ásia e África e por Leishmania (L.) infantum nas Américas 

(WHO, 2017). 

Roedores, canídeos, marsupiais e primatas são exemplos de mamíferos 

que podem servir como hospedeiros desse parasito, por isso, a leishmaniose 

pode ser classificada como uma zoonose. O ser humano é designado como 

hospedeiro acidental no ciclo de transmissão e isso ocorre por conta da sua 

presença em localidades com grandes possibilidades de transmissibilidade. O 

agente transmissor tem sido encontrado, com frequência, em ambientes 

domiciliares e peridomiciliares devido à urbanização, mesmo não sendo seu 

habitat natural, favorecendo então a infecção em humanos (QUINNELL & 

COURTENAY, 2009; MILLÁN et al., 2014; NEVES et al., 2016). 

A leishmaniose tegumentar é endêmica e amplamente distribuída em todo 

o estado do Espírito Santo. Diferentes técnicas sorológicas, parasitológicas e 

moleculares têm sido utilizadas para o diagnóstico desta parasitose, entretanto, 

apresentam sensibilidade e especificidade variáveis (FALQUETO et al., 2003; 

SASSAKI et al., 2011; FURTADO et al., 2015). 

 Vários casos de leishmaniose tegumentar em humanos e cães 

associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa área 

(FALQUETO et al., 2003). Já a leishmaniose visceral foi registrada pela primeira 

vez no estado por Martins et al. (1968), nos municípios de Colatina e Baixo 

Guandu (região centro-norte do estado). Feitoza et al. (2001) relataram três 
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casos de leishmaniose visceral nos municípios de Rio Novo do Sul e Vargem 

Alta, na região sul do estado do Espírito Santo, e Falqueto et al. (2009) obtiveram 

resultados positivos para Leishmania (L.) infantum em cães e humanos no 

sudeste e centro-norte do estado do Espírito Santo. 

Doenças causadas por tripanossomatídeos, como a leishmaniose, estão 

relacionadas ao desmatamento e colonização, acelerados pelo crescimento 

econômico desde o início do século XX. O crescente desmatamento da mata 

atlântica possibilitou o aumento dos casos de leishmaniose visceral e cutânea. 

Complementa-se ao fato, o pouco conhecimento sobre a diversidade de 

parasitas deste gênero, somado a casos da doença em animais domésticos e 

em humanos no estado do Espírito Santo, além do papel de pequenos 

mamíferos silvestres como hospedeiros. 

A detecção de Leishmania em reservatórios silvestres com o uso de 

parâmetros parasitológicos e moleculares, contribuirão para o amplo estudo da 

diversidade de Leishmania no estado do Espírito Santo, melhorando o 

conhecimento epidemiológico da área estudada, atualizando a lista de espécies, 

além de um conhecimento do parasita citado, sendo que os resultados obtidos 

poderão favorecer nas decisões de futuras medidas de controle desse agente 

nas espécies estudadas, pois até o momento, é escassa a pesquisa desta 

doença no estado. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a ocorrência de infecção 

natural por Leishmania spp. em mamíferos silvestres, encontrados mortos (por 

atropelamento ou morte natural) em três regiões do estado do Espírito Santo. 

 

 

5.1.4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.1.4.1. ÁREA AMOSTRADA, COLETA DE MATERIAIS E EXAME 

CLÍNICO 

 

 A pesquisa foi realizada em 3 regiões do estado do Espírito Santo (Figura 

1.1): rodovia BR 482 e arredores com áreas fragmentadas de mata atlântica no 

município de Alegre (A) (20° 45' 48'' S e 41° 32' 2'' W), rodovia BR 101 e 
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arredores com áreas fragmentadas de mata atlântica no município da Serra (B) 

(20° 7' 46'' S e 40° 18' 29'' W) e na Reserva Biológica de Sooretama (C) (19° 3’ 

22’’ S e 40° 8’ 50’’ W). 

 

 

Figura 1.1. Localização das áreas de realização da pesquisa. A: Região de Alegre; B: Região da 

Serra; C: Reserva Biológica de Sooretama. 

Fonte: Instituto Jones dos Santos Neves e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 

(modificado pelo autor). 

 

 

Foram coletados 119 mamíferos silvestres encontrados mortos (por 

atropelamento ou morte natural) em três regiões do Espírito Santo, entre janeiro 

de 2018 e dezembro de 2019. Os animais foram recolhidos por funcionários da 

Reserva Biológica de Sooretama, do Centro de Triagem de Animais Silvestres 

(CETAS) da Serra-ES, e por alunos e funcionários do Centro de Ciências 

Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo (CCAE-

UFES) de Alegre-ES. Estes foram identificados e armazenados a -20°C. 

Posteriormente, os animais foram encaminhados ao Laboratório de Patologia 
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Veterinária, do Hospital Veterinário da Universidade Federal do Espírito Santo, 

onde foi realizado o exame clínico destes animais em busca de sinais da doença, 

como: palidez de mucosa, congestão ou icterícia, emagrecimento, aumento de 

linfonodos e lesões cutâneas; e em seguida foram necropsiados. Fragmentos de 

linfonodos, baço e fígado de 100 animais foram coletados e foram fixados em 

formalina neutra tamponada a 10% para análise histopatológica e somente 

fragmentos de linfonodos foram armazenados em micro tubos a -20°C para 

posterior análise molecular. 

 

 

5.1.4.2. EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração de DNA foi realizada de 100 amostras de linfonodos 

armazenadas a -20°C, conforme Sambrook et al. (1989), por meio do método de 

Fenol/Clorofórmio no Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal do CCAE-

UFES. O DNA foi extraído a partir de 10 mg de tecido em um micro tubo, onde 

foi feita a lise das células adicionando 490 µl do tampão de lise (Tris-HCl 10 mM, 

pH 6,0; EDTA 10 mM, pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%), junto com 10 µl de 

proteinase K (20mg/ml), seguida de sua incubação à 56°C por 3 horas para 

completa lise do tecido. Após este tempo, foi adicionado 500 µl de PCI 

(fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, pH 8.0); o micro tubo foi homogenizado e 

centrifugado a 12.000 g por 10 minutos, e em seguida foi aspirado o 

sobrenadante e este transferido para outro micro tubo, onde foi acrescentado 

750 µl de etanol absoluto previamente resfriado. O micro tubo foi homogeneizado 

e colocado no freezer a -20°C por, no mínimo, 1 hora. Em seguida, foi feito sua 

centrifugação a 12.000 g por 15 minutos e o sobrenadante foi desprezado (nesta 

etapa houve a formação do pellet). Por fim, foi então adicionado ao micro tubo 

750 µl de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 15 minutos, 

em seguida todo o álcool foi desprezado (esta etapa com o etanol 70% foi 

repetida por mais uma vez). A seguir o pellet de DNA foi secado em uma 

centrífuga a vácuo (Eppendorf – Concentrator Plus) por 10 minutos a 30°C para 

retirada total do álcool e então ressuspendido com 50 µl de água destilada e 

aquecido em termobloco (56°C por 5 minutos) para dissolução do pellet. Para 

avaliação quanto ao grau de pureza e quantidade de DNA obtido na extração, 
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foi realizada a quantificação de DNA das amostras em espectrofotômetro UV 

(NanoDrop 2000c Spectrophotometer, Thermo Scientific) utilizando 1 µl da 

suspensão. Logo após, o DNA foi armazenado a -20ºC até a sua utilização em 

testes moleculares.  

 

 

5.1.4.3. TÉCNICA CONVENCIONAL DA REAÇÃO EM CADEIA DA 

POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania spp. E ELETROFORESE EM GEL 

DE AGAROSE 

 

Para a pesquisa de Leishmania spp., 100 amostras de DNA de linfonodos 

foram submetidas a PCR utilizando-se oligonucleotídeos de alta sensibilidade 

(primers) denominados D1, D2 e D3 que amplificam um fragmento de 120 pares 

de bases (bp) da região conservada do minicírculo do kDNA mitocondrial de 

Leishmania (L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (L.) 32mazonenses) 

adaptado de Rocha et al. (2010) (Tabela 1.1). 

As reações foram realizadas pela técnica de PCR convencional 

juntamente com o grupo de pesquisa EPICONTROL (Carnívoros) no Laboratório 

Pet Parasit Lab do Departamento de Sanidade Animal da Universidade 

Complutense de Madri (UCM) – Espanha, utilizando um volume de 25 µl, 

contendo 2,0 µl da amostra de DNA genômico extraído (500 ng/µl) e 23 µl de 

Master Mix da marca Biotools©, Espanha – (17,8 µl de água destilada, 2,5 µl de 

Buffer 10x/ MgCl2 (2 mM), 0,7 µl de Taq DNA polimerase (1 U/µl), 0,5 µl de dNTP 

(10 mM) e 0,5 µl de cada primer D1, D2 e D3 (15 pmol)). A reação foi conduzida 

à um termociclador GenAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems®, 

ThermoFischer, Espanha) com as condições de amplificação detalhadas na 

Tabela 1.1. Água ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle 

positivo, amostras de sangue de um cão de Madri (Espanha) com os parasitos 

detectados pela microscopia foram utilizadas, e amostras de meio de cultura de 

Leishmania spp. cultivadas em laboratório (Brasil) também foram utilizadas. 
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Tabela 1.1: Primers utilizados para pesquisa de Leishmania spp. 

  

 

Após amplificação dos produtos da PCR da região conservada do 

minicírculo do kDNA mitocondrial, a análise foi realizada em gel de agarose a 

1,5% por eletroforese. O gel foi preparado com 1,5 g de agarose e 100 mL de 

tampão TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), adicionado de 

9 µl de SYBR Green 10000X (Invitrogen, Espanha), com pentes de 20 poços. 

Foram pipetados na última canaleta de cada gel 5,0 μL do marcador de peso 

molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen Espanha), e nas demais canaletas, 

3,3 μL de tampão de carga com 25 μL de produto da PCR. O tampão de corrida 

utilizado foi o TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a 

análise dos produtos foi feita em um cromatógrafo PowerPac™, Bio-Rad à 86V 

por 30 minutos. Em seguida, o produto amplificado foi visualizado e foto 

documentado em um trans iluminador UV Bio-Rad. 

 

 

5.1.4.4. ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

As amostras de linfonodos, baço e fígado fixadas em formalina neutra 

tamponada a 10% foram encaminhadas ao Laboratório de Morfologia e Patologia 

Animal (LMPA) da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro 

(UENF). As amostras dos animais positivos pela PCR foram incluídas em 

parafina, cortadas a 5 μm de espessura, coradas pela hematoxilina-eosina (HE), 

e então, examinadas em microscópio óptico para pesquisa da forma amastigota 

do gênero Leishmania (PROPHET et al., 1992). 

 
 

 

    Região 

Amplificada 
            Primers 

Condições de amplificação 
Referência 

T°C 
Tempo em minutos (´) e 

segundos (´´) 

N° 

ciclos 
L. (V.) braziliensis 
L. (L.) infantum 
L. (L.) 
33mazonenses 
 

kDNA minicircle 

(120 bp) 

5′-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3′ (D1) 
5′-CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC-3′ (D2) 
5′-GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3′ (D3) 

95 
95 
55 
72 
72 
4 

5´ (Desnaturação inicial) 
1´ (Desnaturação intermediária) 

30´´ (Anelamento) 
10´´ (Extensão intermediária) 

5´ (Extensão final) 
∞ (Fim da reação) 

1 
29 
29 
29 
1 

Rocha et al., 

(2010) 
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5.1.4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi feita análise descritiva das observações para o cálculo das 

frequências absolutas e relativas deste estudo. 

 

 

5.1.4.6. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Para a realização deste trabalho foi obtida autorização para uso de 

animais, com finalidade científica pelo Comitê de Ética da Universidade Federal 

do Espírito Santo (CEUA/UFES), sob o número de protocolo 65/2017 (Anexo A), 

e a licença junto ao Sistema de Autorização e Informação de Biodiversidade 

(SISBIO), emitida pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis) de n° 31762-6 e 69935-1, para colheita e 

transporte de animais (Anexo B e C). 

 

 

5.1.5. RESULTADOS 

 

Os 119 animais silvestres e sinantrópicos capturados neste estudo 

distribuíram-se em 15 espécies diferentes de mamíferos, dos quais 10 animais 

foram provenientes da região de Alegre-ES, 49 animais da região da Serra-ES e 

60 animais provenientes da Reserva Biológica (REBIO) de Sooretama-ES. As 

espécies Didelphis aurita 26,1% (31/119), Callithrix geoffroyi 26,1% (31/119) e 

Cerdocyon thous 14,3% (17/119) foram as principais encontradas (Tabela 1.2). 
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Tabela 1.2: Animais silvestres e sinantrópicos encontrados em diferentes regiões 
no estado do Espírito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. 

Espécie 
Regiões 

Total % 
Alegre-ES        Serra-ES     Sooretama-ES 

Coendou prehensilis     2  2                        0 4 3,4 
Didelphis aurita      3 22                       6 31 26,1 
Cuniculus paca     0  0                        6 6 6 
Hydrochoerus hydrochaeris     0  0                        2 2 1,7 
Dasypus novemcinctus     0  2                        5 7 5,9 
Callithrix geoffroyi      1 17                      13 31 26,1 
Sapajus robustus     0  0                        2 2 1,7 
gCerdocyon thous      3  1                       13 17 14,3 
Procyon cancrivorus     0  0                        3 3 2,5 
Nasua nasua     0  0                        1 1 0,8 
Leopardus pardalis     1  0                        1 2 1,7 
Tamandua tetradactyla     0  2                        7 9 7,6 
Mustela putorius furo     0  0                        1 1 0,8 
Mazama gouazoubira     0  2                        0 2 1,7 
Sylvilagus brasiliensis     0  1                        0 1 0,8 

Total    10 49                      60 119 100 

 

 

Dentre os animais capturados, 19 foram descartados e não utilizados para 

a pesquisa, por estarem autolisados e/ou com amostras insuficientes para as 

análises, sendo: 1 Coendou prehensilis, 3 Didelphis aurita, 2 Cuniculus paca, 4 

Dasypus novemcintus, 1 Callithrix geoffroyi, 1 Sapajus robustus, 1 Cerdocyn 

thous, 1 Procyon cancrivorus, 1 Leopardus pardalis e 4 Tamandua tetradactyla, 

restando 100 animais viáveis para a pesquisa, sendo 8 (8%) animais 

provenientes de Alegre, 45 (45%) de Serra e 47 (47%) animais de Sooretama 

(Tabela 1.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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Tabela 1.3: Animais silvestres e sinantrópicos utilizados para pesquisa de 

Leishmania spp., encontrados em diferentes regiões no estado do Espírito 

Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. 

 

 

Do total de animais utilizados, 60 (60%) eram machos e 40 (40%) eram 

fêmeas. Na região de Alegre, 3 (37,5%) eram machos e 5 (62,5%) eram fêmeas; 

na Serra, 27 (60%) eram machos e 18 (40%) eram fêmeas, e na região de 

Sooretama 30 (63,9%) eram machos e 17 (36,1%) eram fêmeas (Tabela 1.4). 

Do total de machos utilizados neste estudo, 5% (n=3) era de Alegre, 45% (n=27) 

era da Serra e 50% (n=30) era de Sooretama. E do total de fêmeas utilizadas 

neste estudo, 12% (n=5) era de Alegre, 45% (n=18) era da Serra e 43% (n= 17) 

era de Sooretama (Figura 1.2). 

 

Espécie 
Regiões 

Total % 
Alegre-ES     Serra-ES        Sooretama-ES 

Coendou prehensilis     1  2                        0 3 3 

Didelphis aurita     2 20                       6 28 28 

Cuniculus paca     0  0                        4 4 4 

Hydrochoerus hydrochaeris     0  0                        2 2 2 

Dasypus novemcinctus     0  1                        2 3 3 

Callithrix geoffroyi     1 17                      12 30 30 

Sapajus robustus     0  0                        1 1 1 

Cerdocyon thous     3  1                       12 16 16 

Procyon cancrivorus     0  0                        2 2 2 

Nasua nasua     0  0                        1 1 1 

Leopardus pardalis     1  0                        0 1 1 

Tamandua tetradactyla     0  1                        4 5 5 

Mustela putorius furo     0  0                        1 1 1 

Mazama gouazoubira     0  2                        0 2 2 

Sylvilagus brasiliensis     0  1                        0 1 1 

Total     8 45                      47 
   100            100 

%     8 45                      47 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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 Tabela 1.4: Animais silvestres e sinatrópicos, discriminados por sexo, utilizados 
para pesquisa de Leishmania spp., encontrados nas diferentes regiões do estado 
do Espírito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. 

Nota: ♂- Macho; ♀- Fêmea. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Frequência relativa do total de machos e fêmeas utilizados na pesquisa de 
Leishmania spp. nas diferentes regiões do estado do Espírito Santo. 
 

 

Dos animais utilizados para a pesquisa de Leishmania spp. discriminados 

pela condição biológica, 25 (25%) eram jovens e 75 (75%) eram adultos. Na 

região de Alegre, 2 (25%) eram jovens e 6 (75%) eram adultos; na Serra, 19 

Espécie 
Regiões 

% Total 
    Alegre-ES                    Serra-ES                  Sooretama-ES  

 ♂ % ♀ %  ♂ % ♀ %  ♂ % ♀ %  ♂ ♀ 

Coendou prehensilis 0 - 1 100  2 100 0 -  0 - 0 -  2 1 

Didelphis aurita 0 - 2 100  7 35 13 65  5 83,3 1 16,7  12 16 

Cuniculus paca 0 - 0 -  0 - 0 -  3 75 1 25  3 1 

Hydrochoerus hydrochaeris 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 2 100  0 2 

Dasypus novemcinctus 0 - 0 -  0 - 1 100  0 - 2 100  0 3 

Callithrix geoffroyi 1 100 0 -  14 82,3 3 17,7  9 75 3 25  24 6 

Sapajus robustus 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 1 100  0 1 

Cerdocyon thous 2 66,7 1 33,3  1 100 0 -  9 75 3 25  12 4 

Procyon cancrivorus 0 - 0 -  0 - 0 -  2 100 0 -  2 0 

Nasua nasua 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 1 100  0 1 

Leopardus pardalis 0  1 100  0 - 0 -  0 - 0 -  0 1 

Tamandua tetradactyla 0 - 0 -  1 100 0 -  2 50 2 50  3 2 

Mustela putorius furo 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 1 100  0 1 

Mazama gouazoubira 0 - 0 -  1 50 1 50  0 - 0 -  1 1 

Sylvilagus brasiliensis 0 - 0 -  1 100 0 -  0 - 0 -  1 0 

Total 3 37,5 5 62,5  27 60 18 40  30 63,9 17 36,1  60 40 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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(42,2%) eram jovens e 26 (57,8%) eram adultos, e na região de Sooretama 4 

(8,5%) eram jovens e 43 (91,5%) eram adultos (Tabela 1.5). Do total de jovens 

utilizados neste estudo, 8% (n=2) era de Alegre, 76% (n=19) era da Serra e 16% 

(n=4) era de Sooretama. E do total de adultos utilizadas neste estudo, 8% (n=6) 

era de Alegre, 34,7% (n=26) era da Serra e 57,3% (n=43) era de Sooretama 

(Figura 1.3). 

 

Tabela 1.5: Animais silvestres e sinatrópicos, discriminados pela condição 
biológica, utilizados para pesquisa de Leishmania spp., encontrados em 
diferentes regiões no estado do Espírito Santo, entre janeiro de 2018 e dezembro 
de 2019 

 

Espécies 

Regiões        
% Total 

   Alegre-ES                    Serra-ES                 Sooretama-ES 

 J % A %  J % A %  J % A %  J A 

Coendou prehensilis 0 - 1 100  0 - 2 100  0 - 0 -  0 3 

Didelphis aurita 0 - 2 100  11 55 9 45  0 - 6 100  11 17 

Cuniculus paca 0 - 0 -  0 - 0 -  2 50 2 50  2 2 

Hydrochoerus hydrochaeris 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 2 100  0 2 

Dasypus novemcinctus 0 - 0 -  0 - 1 100  1 50 1 50  1 2 

Callithrix geoffroyi 0 - 1 100  7 41,1 10 58,9  0 - 12 100  7 23 

Sapajus robustus 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 1 100  0 1 

Cerdocyon thous 2 66,7 1 33,3  0 - 1 100  0 - 12 100  2 14 

Procyon cancrivorus 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 2 100  0 2 

Nasua nasua 0 - 0 -  0 - 0 -  0 - 1 100  0 1 

Leopardus pardalis 0 - 1 100  0 - 0 -  0 - 0 -  0 1 

Tamandua tetradactyla 0 - 0 -  0 - 1 100  0 - 4 100  0 5 

Mustela putorius furo 0 - 0 -  0 - 0 -  1 100 0 -  1 0 

Mazama gouazoubira 0 - 0 -  1 50 1 50  0 - 0 -  1 1 

Sylvilagus brasiliensis 0 - 0 -  0 - 1 100  0 - 0 -  0 1 

Total 2 25 6 75  19 42,2 26 57,8  4 8,5 43 91,5  25 75 

Nota: J- Jovem; A- Adulto 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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120 bp 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3. Frequência relativa do total de jovens e adultos utilizados na pesquisa de Leishmania 
spp. nas diferentes regiões do estado do Espírito Santo. 

  

O DNA extraído das 100 amostras de linfonodos das diferentes espécies 

de mamíferos, após quantificação em espectrofotômetro UV a 260 nm, ofereceu 

uma concentração ao redor de 500 ng/µl e uma pureza entre 1,8 e 2,2 pela 

relação 260/280 nm. 

Das 100 amostras de linfonodos de mamíferos silvestres testadas pela 

PCR para o gênero Leishmania spp. (kDNA mitocondrial), 4 (4%) apresentaram 

resultados positivos (Figura 1.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado por SYBR® Green, mostrando 
produtos de PCR de 120 bp de amostras positivas de linfonodos amplificados, a partir de 
oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gênero Leishmania. 1: Amostra positiva de 
Cuniculus paca; 2,3,4: Amostras positivas de Callithrix geoffroyi; (C+B): Controle positivo Brasil; 
(C+E): Controle positivo Espanha; (C-): Controle negativo; M: Marcador de peso molecular. 
Produto de amplificação de 120 bp encontra-se indicado por seta. 
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Nenhum dos animais de Alegre e Serra apresentou resultado positivo para 

as amostras de linfonodos. Todas a amostras positivas foram provenientes da 

Reserva Biológica de Sooretama. Das 4 amostras positivas, 1 foi da espécie 

Cuniculus paca e 3 da espécie Callithrix geoffroyi (Figura 1.5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Animais silvestres positivos para Leishmania spp. A: Cuniculus paca; B, C, D: 
Callithrix geoffroyi. 

 

 

Do total de amostras de DNA de Cuniculus paca testadas (n=4), 1 (25%) 

foi positiva para Leishmania spp., sendo todas da Reserva Biológica de 

Sooretama. Das 30 amostras de DNA de Callithrix geoffroyi testadas, 3 (10%) 

foram positivas para Leishmania spp. Todas as espécies de Callithrix geoffroyi  

positivas foram da Reserva Biológica de Sooretama (3/12 = 25%) (Tabela 1.6). 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Tabela 1.6: Resultados de infecção natural por Leishmania spp., por meio da 

PCR, a partir de amostras de linfonodos. 

Nota: N= n° de animais analisados (amostras de linfonodos). PCR+= PCR positivo. 

 

 

Todos os animais testados positivos (100%) pela PCR eram machos e 

adultos (Tabela 1.7). 

 

Tabela 1.7: Comparação entre sexo e condição biológica dos animais positivos 

para Leishmania spp. encontrados no estado do Espírito Santo, entre janeiro de 

2018 e dezembro de 2019. 

Nota: ♂- Macho; ♀- Fêmea; J- Jovem; A- Adulto 

 

 

A avaliação clínica mostrou que 77% (77/100) dos animais analisados 

foram clinicamente afetados, com alterações como: hemorragia, traumatismo 

craniano, fraturas, feridas perfurantes e edema, não caracterizando sinais 

aparentes da doença. Possivelmente, essas alterações se devem ao fato de 

esses animais terem sido encontrados mortos na natureza (por atropelamento 

 

Espécies 

Municípios  

  Alegre-ES                Serra-ES              Sooretama-ES 

 N PCR+ %  N PCR+ %  N PCR+ %  N Total % 

Coendou prehensilis 1 0 0,0  2 0 0,0  0 0 0,0  3 0,0 

Didelphis aurita 2 0 0,0  20 0 0,0  6 0 0,0  28 0,0 

Cuniculus paca 0 0 0,0  0 0 0,0  4 1 25,0  4 25,0 

Hydrochoerus hydrochaeris 0 0 0,0  0 0 0,0  2 0 0,0  2 0,0 

Dasypus novemcinctus 0 0 0,0  1 0 0,0  2 0 0,0  3 0,0 

Callithrix geoffroyi 1 0 0,0  17 0 0,0  12 3 25,0  30 10,0 

Sapajus robustus 0 0 0,0  0 0 0,0  1 0 0,0  1 0,0 

Cerdocyon thous 3 0 0,0  1 0 0,0  12 0 0,0  16 0,0 

Procyon cancrivorus 0 0 0,0  0 0 0,0  2 0 0,0  2 0,0 

Nasua nasua 0 0 0,0  0 0 0,0  1 0 0,0  1 0,0 

Leopardus pardalis 1 0 0,0  0 0 0,0  0 0 0,0  1 0,0 

Tamandua tetradactyla 0 0 0,0  1 0 0,0  4 0 0,0  5 0,0 

Mustela putorius furo 0 0 0,0  0 0 0,0  1 0 0,0  1 0,0 

Mazama gouazoubira 0 0 0,0  2 0 0,0  0 0 0,0  2 0,0 

Sylvilagus brasiliensis 0 0 0,0  1 0 0,0  0 0 0,0  1 0,0 

Total 8 0 0,0  45 0 0,0  47 4 8,5  100 4,0 

Espécies ♂ % ♀ % J % A % 

Cuniculus paca 1 100 0 - 0 - 1 100 

Callithrix geoffroyi 3 100 0 - 0 - 3 100 

Total 4 100 0 - 0 - 4 100 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX


42 
 

 

ou morte natural). Uma espécie positiva de Cuniculus paca exibiu lesão 

perfurante e 2 dos 3 saguis (Callithrix geoffroyi) positivos para PCR 

apresentaram traumatismo craniano. 

Na análise histopatológica de linfonodo, baço e fígado dos animais 

positivos, a forma amastigota do parasita não foi observada nos macrófagos. 

Alterações como infiltrado inflamatório de células mononucleares também não 

foram observadas. 

 

5.1.6. DISCUSSÃO 

 

Dos métodos moleculares, a reação em cadeia da polimerase (PCR) 

convencional tem mostrado alta sensibilidade e especificidade para detecção do 

DNA de Leishmania. A amplificação de fragmentos de DNA de Leishmania spp. 

pela PCR tem sido realizada a partir de diferentes tipos de tecidos, como os 

linfonodos, medula óssea, baço, fígado, pele e sangue, sem a necessidade de 

exaustivos isolamentos do parasita. Esta técnica tem sido utilizada para detectar 

a infecção em animais silvestres de áreas endêmicas, permitindo a identificação 

de possíveis reservatórios (BRANDÃO-FILHO et al., 2003; CUNHA et al., 2014; 

GONTIJO & MELO, 2004; JIMÉNEZ et al., 2013; WHO, 2010).  

No presente estudo, das 100 amostras de linfonodos de mamíferos 

silvestres testadas pela PCR convencional, 4 (4%) apresentaram resultados 

positivos para Leishmania spp. Dentre elas, 1 foi da espécie do roedor Cuniculus 

paca e 3 foram da espécie do primata não humano Callithrix geoffroyi.  

Na análise histopatológica de linfonodo, baço e fígado dos 4 animais 

positivos pela PCR no presente estudo, não foi observada a forma amastigota 

de Leishmania spp. parasitando macrófagos, tampouco infiltrado de células 

inflamatórias nestes tecidos. Segundo Solano-Gallego et al. (2011), a técnica 

histopatológica permite a detecção direta do próprio parasita e do tipo de 

resposta inflamatória, como: achados suspeitos da infecção e, também a 

exclusão de outros diagnósticos diferenciais; porém possui baixa sensibilidade 

para a detecção de formas amastigotas de Leishmania spp. em tecidos ou fluidos 

corporais; não revela o estado imunológico do cão e requer a realização de 
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outros testes para diagnóstico definitivo, como imuno-histoquímica e/ou PCR, 

quando os parasitas não são visualizados. 

Do total de amostras de DNA do roedor Cuniculus paca testadas pela PCR 

(n=4) neste estudo, 1 (25%) foi positiva para Leishmania spp., semelhante a 

estudos de Silveira et al. (1991) que relataram o primeiro registro do isolamento 

de Leishmania (Viannia) lainsoni em Cuniculus paca no estado do Pará. Após a 

necropsia destes animais, a pele aparentemente íntegra era preparada em 

solução salina e o produto era inoculado nas patas posteriores de hamsters. 

Após três meses, foi observado típico desenvolvimento de lesão nodular 

eritematosa nas patas posteriores de 6 hamsters. Das lesões, foram feitas 

preparações coradas por Giemsa e novas preparações em meio de cultura para 

posterior análise bioquímica pela eletroforese de isoenzimas, confirmando a 

presença desta espécie de Leishmania. 

Segundo pesquisa de Forattini (1960), que examinou 928 animais 

silvestres na região de Teodoro Sampaio no estado de São Paulo, havia 1 paca 

(Cuniculus paca) positiva para Leishmania sp. por meio de hemocultura, 

corroborando com achados do presente estudo.  

Estudos de Caldart et al. (2017) com roedores sinantrópicos capturados 

na cidade de Londrina, no estado do Paraná, constataram a presença de 

Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) infantum através da PCR em 9 

de 127 animais (7,1%). Sendo este o primeiro relato de roedores sinantrópicos 

naturalmente infectados por Leishmania (L.) amazonensis no mundo e por 

Leishmania (L.) infantum no sul do Brasil. Dos 9 animais positivos, 6 (66,7%) 

eram fêmeas e 6 (66,7%) eram adultos.  

Em relação aos achados no presente estudo, o índice de 4% dos animais 

naturalmente infectados por Leishmania spp. é menor que os revelados em Mato 

Grosso por Freitas (2010),  que detectaram  7,95% de positividade por 

Leishmania (Viannia) sp. em amostras de pele oriundas de roedores.  

No presente estudo também foram observados resultados positivos pela 

PCR de amostras de linfonodos de Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca). 

Esta espécie de primata não humano é endêmica no Brasil e está presente nos 

estados da Bahia, Espírito Santo, Nordeste de Minas Gerais como residente e 

nativo, e em Santa Catarina, onde foi introduzido (RYLANDS & MENDES, 2008). 
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Existem várias descrições no Brasil e no mundo de infecção por 

Leishmania em primatas não humanos. Os resultados do presente estudo são 

semellhantes com pesquisas de Paiz et al. (2019), que detectaram Leishmania 

(L.) infantum em 7 primatas do gênero Callithrix, provenientes de fragmentos 

florestais em uma área endêmica para leishmaniose visceral canina no município 

de Campinas, São Paulo, sendo 2 animais da espécie Callithrix jacchus e 5 

animais da espécie Callithrix penicillata, confirmados pela PCR de sangue e pele. 

Em um outro estudo de Paiz et al. (2015), foi relatado 1 caso positivo de 

Leishmania (L.) infantum em um primata da espécie Callithrix jacchus em uma 

região não endêmica para leishmaniose em Botucatu, estado de São Paulo, 

Brasil. 

Em uma pesquisa de Miró et al. (2018), foram relatados os dois primeiros 

casos de leishmaniose em orangotangos da espécie Pongo pygmaeus 

pygmaeus de um centro de reabilitação e de um zoológico em Madri. Esta foi a 

primeira notificação de infecção por Leishmania (L.) infantum em primatas não 

humanos na Espanha. 

Em um relato em macaco sauá (Callicebus nigrifrons), que desenvolveu a 

doença com quadro clínico (sinais e sintomas) compatível com leishmaniose, a 

Leishmania (L.) infantum foi confirmada por PCR e imuno-histoquímica (MALTA 

et al., 2010). Em outro caso em Bauru, São Paulo, Brasil, Leishmania 

amazonensis foi detectada por métodos moleculares em amostras de sangue de 

um macaco-aranha (Ateles paniscus) criado em cativeiro e que demonstrou 

perda de peso e mucosas pálidas (LIMA et al., 2012). Malta et al. (2010) também 

detectaram Leishmania (L.) infantum por PCR em amostras de sangue de 

primatas não humanos de um zoológico de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, 

sendo: seis macacos sauá (Callicebus nigrifrons), um macaco bugio (Alouatta 

guariba), três macacos-prego do peito amarelo (Cebus xanthosternos), um mico-

leão-de-cara-dourada (Leontopithecus crysomelas), um macaco-da-noite (Aotus 

nigriceps), dois macacos parauaçu (Pithecia irrorata) e três saguis-imperador 

(Saguinus imperator). Estes 17 primatas não humanos não demonstraram sinais 

clínicos da doença.  

Conforme indicado em um estudo realizado por Carneiro et al. (2012), 

esses primatas infectados eram clinicamente saudáveis, com isso levantaram a 

hipótese de que os primatas do Novo Mundo desenvolveram um sistema 
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imunológico inato com mecanismos de resposta capaz de controlar o 

crescimento intracelular de Leishmania (L.) infantum em macrófagos.  

No entanto, vários estudos confirmaram uma alta suscetibilidade à 

infecção por Leishmania spp. com sinais cutâneos em macacos coruja (Atous 

trivirgatus) e saguis (Saguinus geoffroyi) (HERRER et al., 1973), enquanto em 

macacos-prego (Cebus paella) e cuxiú-preto (Chiropotes satanus), a presença 

de Leishmania (L.) infantum foi confirmada (LAINSON et al., 1988; 1989). 

Além disso, estudos experimentais demonstraram leishmaniose visceral 

em macacos neotropicais: macacos-da-noite (Atous trivirgatus), macacos-prego 

(Cebus paella), saguis (Callithrix jacchus jacchus), macacos-esquilo (Saimiri 

sciureus), em macacos do Velho Mundo (Cercopithecus aethiops), macacos-

rhesus (Macaca mullata) e macacos langur (Presbytis entellus) (CHAPMAN et 

al., 1981; CHAPMAN; HANSON, 1981; MARSDEN et al., 1981; PORROZZI et 

al., 2006; DUBE et al., 1999; GICHERU et al., 1995; GRIMALDI JR., 2008). 

Não há relatos anteriores de Callithrix geoffroyi de vida livre infectados 

com Leishmania spp. no Brasil. No entanto, em contraste com os resultados 

desses autores, os primatas naturalmente infectados examinados no presente 

estudo não mostraram sinais clínicos de leishmaniose. 

Vários casos de leishmaniose foram relatados em todos os estados 

brasileiros, com várias espécies de flebotomíneos, do gênero Lutzomyia spp., 

participando do ciclo de transmissão dos parasitas. A leishmaniose cutânea está 

associada a várias espécies de Leishmania, enquanto a manifestação visceral 

está associada apenas a uma única espécie, a Leishmania (L.) infantum 

(FEITOZA et al., 2001; FALQUETO et al., 2003; 2009; PINTO et al., 2010; 2012; 

TONINI et al., 2012; MENEGUZZI et al., 2016). 

A leishmaniose tegumentar é endêmica e amplamente distribuída em todo 

o estado do Espírito Santo. Vários casos da doença em humanos e cães 

associados a Leishmania (Viannia) braziliensis foram relatados nessa área 

(FALQUETO et al., 2003; 2009). 

A leishmaniose visceral foi registrada pela primeira vez por Martins et al. 

(1968), nos municípios de Colatina e Baixo Guandu, região centro-norte do 

Espírito Santo. Falqueto et al. (2009) obtiveram resultados positivos para 

Leishmania (L.) infantum em 47% das pessoas e 57% dos cães testados em 

áreas endêmicas do município de Pancas, também no estado. A maioria dos 
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relatos consistiram em testes sorológicos, exceto nos cães, onde o parasita foi 

isolado. Em estudo de Tonini et al. (2012) foi descrito o primeiro caso autóctone 

de leishmaniose visceral canina em Vitória, capital do estado. 

Feitoza et al. (2001) relataram o registro de três casos de leishmaniose 

visceral nos municípios de Rio Novo do Sul e Vargem Alta, na região sul do 

estado do Espírito Santo, por diagnóstico molecular e o agente etiológico isolado 

de dois pacientes foi identificado como Leishmania infantum. A investigação 

epidemiológica não evidenciou a introdução de imigrantes e também a migração 

de pessoas doentes ou de seus familiares para áreas endêmicas conhecidas. 

De uma perspectiva geográfica e climática, a área onde ocorreram novos casos 

é diferente do padrão encontrado em áreas endêmicas do vale do Rio Doce, na 

região Centro-Norte do estado.  

Pinto et al. (2010) realizaram um estudo com a fauna flebotomínica na 

região sul do Espírito Santo, na mesma região onde ocorreram casos autóctones 

de leishmaniose visceral. Nenhuma espécie de Lutzomyia longipalpis, o principal 

vetor de da forma visceral da doença no Novo Mundo, foi capturada nos locais 

em estudo. Isto contribui para o conhecimento da fauna flebotomínica na região 

e ressalta a possibilidade de participação de outras espécies de flebotomíneos, 

além da espécie Lutzomyia longipalpis, na transmissão da leishmaniose visceral. 

Já Pinto et al. (2012) coletaram os flebotomíneos em 164 localidades de 

9 municípios do norte do Espírito Santo, com registro prévio de leishmaniose 

visceral em humanos, entre os anos de 1989 e 2003, totalizando 250 capturas 

de 62.469 flebotomíneos pertencentes a 17 espécies. As espécies 

predominantes capturadas foram Lutzomyia intermedia e Lutzomyia longipalpis. 

Este estudo revelou que Lutzomyia longipalpis parece ser o principal vetor de 

Leishmania infantum na biodiversidade da Mata Atlântica do estado, devido a 

sua alta prevalência e distribuição semelhante na área de proliferação da 

doença. Além disso, Lutzomyia longipalpis foi demonstrado ter preferências por 

áreas de clima seco nesta região.  

De acordo com dados do Ministério da Saúde, o número de casos 

confirmados de pessoas infectadas com leishmaniose tegumentar no estado do 

Espírito Santo entre 2008 e 2018 foi de 1.324, com incidência em todo o estado. 

Os munícipios mais acometidos com o número de casos da doença foram Afonso 

Cláudio, Brejetuba, Cariacica, Guarapari, Ibatiba, Santa Leopoldina, Linhares e 
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São Mateus. Já o número de casos confirmados de leishmaniose visceral entre 

2008 e 2018 foi de 62, com incidência principalmente na região centro-norte do 

estado. Os municípios mais acometidos nos últimos anos foram Baixo Guandu, 

Pancas e Cariacica (BRASIL, 2020). 

Nossos resultados indicam a presença de Leishmania spp. nesta região, 

podendo haver muitos reservatórios em potencial e vetores (flebotomíneos) que 

compartilham o mesmo habitat, já que estas espécies silvestres foram 

infectadas. Assim, poderá haver um risco de transmissão de Leishmania spp. a 

outros animais suscetíveis vivendo em áreas próximas, bem como para os seres 

humanos.  

A participação de roedores e primatas como reservatórios silvestres 

de Leishmania spp. já havia sido sugerido na década de 60 e 70 (FORATTINI, 

1960; HERRER et al., 1973).  Estes achados reforçam a hipótese de que os 

roedores e primatas (silvestres e sinantrópicos) têm papel importante como 

reservatórios de Leishmania spp. no ciclo silvestre e peridoméstico do parasito. 

 

 

5.1.7. CONCLUSÕES 

 

• A infecção natural por Leishmania spp. detectada em roedor e 

primata demonstra a participação destas espécies como possíveis 

reservatórios no ciclo de transmissão da leishmaniose, no estado do Espírito 

Santo.  

• A detecção de Leishmania spp. em Callithrix geoffroyi constitui o 

primeiro relato de infecção desta espécie de primata na literatura, e a detecção 

de Leishmania spp. em Cuniculus paca constitui o primeiro relato na literatura 

de infecção desta espécie de roedor, no estado do Espírito Santo. 

• Apesar desta confirmação, o papel destas espécies na transmissão 

dessa doença zoonótica ainda necessita da realização de mais estudos 

longitudinais, para identificar os efeitos de um determinado parasito na 

população e/ou indivíduo, sua flutuação sazonal, estabilidade da infecção e 

potencial transmissor. 
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5.2. CAPÍTULO 2 - INVESTIGAÇÃO DE INFECÇÃO POR Leishmania 

(Viannia) braziliensis EM MAMÍFEROS SILVESTRES NA RESERVA 

BIOLÓGICA DE SOORETAMA, ESPÍRITO SANTO, BRASIL 

Investigation of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in wild mammals in 

the Sooretama Biological Reserve, Espírito Santo, Brazil 

 

5.2.1. RESUMO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa e de caráter zoonótico, que se 

apresenta na forma tegumentar e visceral. A leishmaniose tegumentar é 

endêmica e amplamente distribuída em todo o estado do Espírito Santo. Vários 

casos de leishmaniose tegumentar em humanos e cães associados a Leishmania 

(Viannia) braziliensis foram relatados no estado. O objetivo deste estudo é 

investigar a ocorrência de infecção natural por Leishmania (Viannia) braziliensis 

em mamíferos silvestres, encontrados mortos (por atropelamento ou morte 

natural) na Reserva Biológica de Sooretama, no estado do Espírito Santo. Entre 

janeiro de 2018 e dezembro de 2019 foram coletados 60 animais. Destes, foram 

analisados 47 animais viáveis de 12 espécies diferentes. Os resultados foram 

demonstrados por meio de análise descritiva das observações, para o cálculo das 

frequências absolutas e relativas dos dados. As espécies Didelphis aurita 10% 

(6/60), Cuniculus paca 10% (6/60), Callithrix geoffroyi 21,7% (13/60) e Cerdocyon 

thous 21,7% (6/60) foram as mais encontradas. Por meio da PCR, utilizando 

primers específicos para o gênero Leishmania (D1, D2, D3) e para a espécie 

Leishmania (Viannia) braziliensis (ISVB/ISVC), foi detectado 4 animais positivos 

(8,5%): 1 Cuniculus paca (paca) (25%) e 3 Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-

branca) (25%). A infecção natural, detectada por meio da PCR, por Leishmania 

(Viannia) braziliensis em Cuniculus paca (paca) e em Callithrix geoffroyi (sagui-

de-cara-branca) constitui o primeiro relato de infecção destas espécies de roedor 

e primata na literatura. Apesar da confirmação de ocorrência de infecção por 

Leishmania (Viannia) braziliensis em roedor e primata, no estado do Espírito 

Santo, o papel destas espécies de mamíferos na transmissão desta zoonose 

ainda necessita de mais estudos longitudinais, para identificar os efeitos de um 

determinado parasito na população e/ou indivíduo, sua flutuação sazonal, 

estabilidade da infecção e transmissibilidade. 
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Palavras-chave: Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus paca; Callithrix 

geoffroyi; Mamíferos Silvestres; Reserva Biológica de Sooretama. 

 

5.2.2. ABSTRACT 

 

Leishmaniasis is an infectious and zoonotic disease and presents in 

cutaneous and visceral forms. Cutaneous leishmaniasis is endemic and widely 

distributed throughout the state of Espírito Santo, Brazil. Several cases of 

cutaneous leishmaniasis in humans and dogs associated with Leishmania 

(Viannia) braziliensis have been reported in the state. This study aimed to 

investigate the occurrence of natural infection by Leishmania (Viannia) 

braziliensis in wild mammals, found dead (by trampling or natural death) in the 

Sooretama Biological Reserve, Espírito Santo State. From January 2018 to 

December 2019, 60 animals were collected. Of these, 47 viable animals of 12 

different species were analyzed. The results were demonstrated using a 

descriptive analysis of the observations to calculate the absolute and relative 

frequencies of the data. The species Didelphis aurita (black-eared opossum) 10% 

(6/60), Cuniculus paca (paca) 10% (6/60), Callithrix geoffroyi (white-faced 

marmoset) 21.7% (13/60), and Cerdocyon thous (crab-eating fox) 21.7% (6/60) 

were the most found. In the PCR, using specific primers for the genus Leishmania 

(D1, D2, D3) and the species Leishmania (Viannia) braziliensis (ISVB/ISVC), 4 

positive animals (8.5%) were detected: 1 Cuniculus paca (paca) (25%) and 3 

Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) (25%). The natural infection, detected 

by PCR, by Leishmania (Viannia) braziliensis in Cuniculus paca (paca) and 

Callithrix geoffroyi (white-faced marmoset) constitutes the first report of infection 

of this rodent and primate species in the literature. Despite confirmation of the 

occurrence of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in rodents and primates, 

in the state of Espírito Santo, the role of these species in the transmission of this 

zoonosis still needs further longitudinal studies to identify the effects of a given 

parasite on the population and/or individual, its seasonal fluctuation, infection 

stability, and transmissibility. 

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis; Cuniculus paca; Callithrix 

geoffroyi; Wild Mammals; Sooretama Biological Reserve. 
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5.2.3. INTRODUÇÃO 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa e de caráter zoonótico, 

registrada em países do Velho e do Novo Mundo, causada por protozoários do 

gênero Leishmania, que se multiplicam obrigatoriamente em células do sistema 

monocítico fagocitário (macrófagos), se apresentando na forma tegumentar e 

visceral. Estes protozoários fazem parte da família Trypanosomatidae, ordem 

Kinetoplastida, com inúmeras espécies patogênicas para o ser humano e 

diferentes espécies de mamíferos. Dois subgêneros são importantes do ponto 

de vista de saúde pública, Leishmania (L.) e Viannia (V.). O primeiro ocorre nas 

Américas, Europa, Ásia e África, enquanto o subgênero Viannia ocorre na região 

neotropical. (GRAMICCIA, 2011; ROQUE & JANSEN, 2014; WHO, 2010;2017). 

A leishmaniose tegumentar é uma doença não contagiosa, de evolução 

crônica, que acomete as estruturas da pele e cartilaginosas da nasofaringe, de 

forma localizada ou difusa. Nas Américas, várias espécies de ambos os 

subgêneros, Leishmania e Viannia, podem ocasionar a doença (WHO, 2010). No 

Brasil, sete espécies são particularmente associadas: Leishmania (L.) 

amazonensis e as espécies do subgênero Viannia, Leishmania (V.)  braziliensis, 

Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) naiffi, Leishmania (V.) shawi, 

Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) lindenberg (WHO, 2017). 

Estes parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxênico, com 

hospedeiros mamíferos vertebrados (seres humanos, cães e animais silvestres) 

e um inseto vetor invertebrado (família Psychodidae e subfamília 

Phlebotominae), este responsável pela transmissão da doença, pertencentes ao 

gênero Phlebotomus na Europa, Ásia e África e ao gênero Lutzomyia (Lu.) nas 

Américas (AKHOUNDI et al., 2016; LUKES et al., 2007; WHO, 2010). 

A leishmaniose tegumentar é endêmica e amplamente distribuída em todo 

o estado do Espírito Santo. Diferentes técnicas sorológicas, parasitológicas e 

moleculares têm sido utilizadas para definir o diagnóstico do parasito, entretanto, 

apresentam sensibilidade e especificidade variáveis (FALQUETO et al., 2003; 

SASSAKI et al., 2011; FURTADO et al., 2015). 

 Vários casos de leishmaniose tegumentar em humanos e cães que se 

associam a L. (Viannia) braziliensis foram relatados no estado. Os focos 
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endêmicos da doença ocorrem principalmente em pequenos assentamentos 

dispersos perto de montanhas desmatadas, nas quais se encontram poucos 

remanescentes da vegetação original, e também pode ser encontrada em 

antigas comunidades, perto de cidades importantes da costa atlântica 

(FALQUETO et al., 2003). 

No Espírito Santo, cinco espécies de flebotomíneos são geralmente 

encontradas em áreas afetadas pela leishmaniose tegumentar: Lutzomyia 

intermedia, Lutzomyia migonei, Lutzomyia whitmani, Lutzomyia fischeri e 

Lutzomyia monticola. Embora acredita-se que Lutzomyia intermedia é o principal 

vetor de L. (V.) braziliensis no Espírito Santo, outras espécies de flebotomíneos, 

como Lutzomyia whitmani e Lutzomyia migonei, podem atuar como vetores 

secundários do parasita em localidades rurais (MENEGUZZI et al., 2016). 

Roedores, canídeos, marsupiais e primatas são exemplos de mamíferos 

que podem servir como hospedeiros desse parasito. O ser humano é designado 

como hospedeiro acidental no ciclo de transmissão, e isso ocorre por conta da 

permanência do indivíduo em localidades com grandes possibilidades de 

ocorrência de infecção. O agente transmissor tem sido encontrado com 

frequência em ambientes domiciliares e peridomiciliares devido à urbanização, 

mesmo não sendo seu habitat natural, favorecendo então a infecção em 

humanos (QUINNELL & COURTENAY, 2009; MILLÁN et al., 2014; NEVES et 

al., 2016). 

A Reserva Biológica de Sooretama está situada no norte do estado do 

Espirito Santo, a 130 quilômetros de Vitória e 45 quilômetros de Linhares, sendo 

o mais importante remanescente florestal do bioma Mata Atlântica, que no início 

do século passado cobria aproximadamente 90% do território capixaba, e que 

ainda hoje abriga uma fauna com elevado número de animais endêmicos. O 

crescente processo de desmatamento da mata atlântica possibilita o crescimento 

dos casos de leishmaniose tegumentar. Além disso, há pouco conhecimento 

sobre a diversidade de parasitas deste gênero, somado aos casos da doença 

em animais domésticos e humanos no estado do Espírito Santo, e ao papel de 

pequenos mamíferos silvestres como hospedeiros deste parasita. 

A investigação de Leishmania (Viannia) brasiliensis em reservatórios 

silvestres contribuirá para o amplo estudo da diversidade de Leishmania spp. no 
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estado do Espírito Santo, agregando mais variantes epidemiológicas da área 

estudada e atualizando a lista de espécies. Além de refinar o conhecimento 

sobre este parasito, os dados obtidos poderão favorecer em decisões de futuras 

medidas de controle da ação deste agente nos hospedeiros estudados, pois até 

o momento, é escassa a pesquisa desta doença no estado. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar, por meio da reação em 

cadeia da polimerase (PCR), a ocorrência de infecção natural por Leishmania 

(Viannia) braziliensis em mamíferos silvestres, encontrados mortos (por 

atropelamento ou morte natural) na Reserva Biológica de Sooretama, no estado 

do Espírito Santo. 

 

 

5.2.4. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

5.2.4.1. ÁREA AMOSTRADA, COLETA DE MATERIAIS E EXAME 

CLÍNICO 

 

 A pesquisa foi realizada com animais silvestres encontrados na Reserva 

Biológica de Sooretama (19° 3’ 22’’ S e 40° 8’ 50’’ W) no estado do Espírito 

Santo, Brasil (Figura 2.1). 
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Figura 2.1. Localização da Reserva Biológica de Sooretama. Fonte: Instituto Jones dos Santos 

Neves e Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (modificado pelo autor). 

 

 

Foram coletados 60 mamíferos silvestres encontrados mortos (por 

atropelamento ou morte natural), entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019. Os 

animais foram recolhidos por funcionários da Reserva Biológica de Sooretama, 

identificados e armazenados em freezer a -20°C. Posteriormente, os animais 

foram encaminhados ao Laboratório de Patologia Veterinária, do Hospital 

Veterinário da Universidade Federal do Espírito Santo, onde foi realizado o 

exame clínico destes animais em busca de sinais da doença, como: palidez de 

mucosa, congestão ou icterícia, emagrecimento, aumento de linfonodos e lesões 

cutâneas; e em seguida foram necropsiados. Amostras de linfonodos, baço e 

fígado de 47 animais viáveis foram coletadas e fixadas em formalina neutra 

tamponada a 10% para exame histopatológico e, somente fragmentos de 

linfonodos, foram armazenados em micro tubos a -20°C, para posterior análise 

molecular. 
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5.2.4.2. EXTRAÇÃO DE DNA 

 

A extração de DNA foi realizada de 47 amostras de linfonodos 

armazenadas a -20°C, conforme Sambrook et al. (1989), por meio do método de 

Fenol/Clorofórmio no Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal do Centro 

de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo 

(CCAE-UFES). O DNA de cada amostra foi extraído a partir de 10 mg de tecido 

em um micro tubo, onde foi feita a lise das células adicionando 490 µl do tampão 

de lise (Tris-HCl 10 mM, pH 6,0; EDTA 10 mM, pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%), 

junto com 10 µl de proteinase K (20mg/ml), seguida de sua incubação à 56°C 

por 3 horas para completa lise do tecido. Após este tempo, foi adicionado 500 µl 

de PCI (fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, pH 8.0), o micro tubo foi 

homogeneizado e centrifugado a 12.000g por 10 minutos, e em seguida foi 

aspirado o sobrenadante e este transferido para outro micro tubo, onde foi 

acrescentado 750 µl de etanol absoluto previamente resfriado. O micro tubo foi 

homogeneizado e colocado no freezer a -20°C por, no mínimo, 1 hora. Em 

seguida, foi feito sua centrifugação a 12.000 g por 15 minutos e o sobrenadante 

foi desprezado (nesta etapa houve a formação do pellet). Por fim, foi então 

adicionado ao micro tubo 750 µl de etanol 70%, homogeneizado e centrifugado 

a 12.000g por 15 minutos, em seguida todo o álcool foi desprezado (esta etapa 

com o etanol 70% foi repetida por mais uma vez). A seguir o pellet de DNA foi 

secado em uma centrífuga a vácuo (Eppendorf – Concentrator Plus) por 10 

minutos a 30°C para retirada total do álcool e então ressuspendido com 50 µl de 

água destilada e aquecido em termo bloco (56°C por 5 minutos) para dissolução 

do pellet. Para avaliação quanto ao grau de pureza e quantidade de DNA obtido 

na extração, foi realizada a quantificação de DNA das amostras em 

Espectrofotômetro UV (BioPhotometer Plus, Eppendorf) utilizando 1 µl da 

suspensão. Logo após, o DNA foi armazenado a -20ºC até a sua utilização em 

testes moleculares.  
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5.2.4.3. TÉCNICA CONVENCIONAL DA REAÇÃO EM CADEIA DA 

POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania spp. E ELETROFORESE EM GEL 

DE AGAROSE 

 

Para pesquisa de Leishmania spp., 47 amostras de DNA de linfonodos 

foram submetidas a PCR utilizando oligonucleotídeos de alta sensibilidade 

(primers) denominados D1, D2 e D3, que amplificam um fragmento de 120 pares 

de bases (bp) da região conservada do minicírculo do kDNA mitocondrial de 

Leishmania (Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) 

infantum e Leishmania (Leishmania) amazonensis), adaptado de Rocha et al. 

(2010) (Tabela 2.1). 

As reações foram realizadas pela técnica de PCR convencional 

juntamente com o grupo de pesquisa EPICONTROL (Carnívoros) no Laboratório 

“Pet Parasit Lab” do Departamento de Sanidade Animal da Universidade 

Complutense de Madri (UCM) - Espanha, utilizando um volume de 25 µl, 

contendo 2,0 µl da amostra de DNA genômico extraído (500 ng/µl) e 23 µl de 

Master Mix da marca Biotools©, Espanha - (17,8 µl de água destilada, 2,5 µl de 

Buffer 10x/ MgCl2 (2 mM), 0,7 µl de Taq DNA polimerase (1 U/µl), 0,5 µl de dNTP 

(10 mM) e 0,5 µl de cada primer D1, D2 e D3 (15 pmol)). A reação foi conduzida 

à um termociclador GenAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems®, Thermo 

Fischer, Espanha) com as condições de amplificação detalhadas na Tabela 2.1. 

Água ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle positivo, 

amostras de sangue de um cão de Madri (Espanha) com os parasitos detectados 

pela microscopia foram utilizadas, e amostras de meio de cultura de Leishmania 

spp. cultivadas em laboratório (Brasil) também foram utilizadas. 

 

 
Tabela 2.1: Primers utilizados para pesquisa de Leishmania spp. 

 

 

 

    Região 

Amplificada 
            Primers 

Condições de amplificação 
Referência 

T°C 
Tempo em minutos (´) e 

segundos (´´) 

N° 

ciclos 
L. (V.) braziliensis 
L. (L.) infantum 
L. (L.) amazonensis 
 

kDNA minicircle 

(120 bp) 

5′-GGGGAGGGGCGTTCTGCGAA-3′ (D1) 
5′-CCGCCCCTATTTTACACCAACCCC-3′ (D2) 
5′-GGCCCACTATATTACACCAACCCC-3′ (D3) 

95 
95 
55 
72 
72 
4 

5´ (Desnaturação inicial) 
1´ (Desnaturação intermediária) 

30´´ (Anelamento) 
10´´ (Extensão intermediária) 

5´ (Extensão final) 
∞ (Fim da reação) 

1 
29 
29 
29 
1 

Rocha et al., 

(2010) 
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Após amplificação dos produtos da PCR da região conservada do mini 

círculo do kDNA mitocondrial, a análise foi realizada em gel de agarose a 1,5% 

por eletroforese. O gel foi preparado com 1,5 g de agarose e 100 mL de tampão 

TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), adicionado de 9 µl de 

SYBR Green 10000X (Invitrogen, Espanha), com pentes de 20 poços. Foram 

pipetados na última canaleta de cada gel 5,0 μL do marcador de peso molecular 

de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen, Espanha), e nas demais canaletas, 3,3 μL de 

tampão de carga com 25 μL de produto da PCR. O tampão de corrida utilizado 

foi o TBA 1X (Tris-acetato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a análise dos 

produtos foi feita em um cromatógrafo PowerPac™, Bio-Rad a 86V por 30 

minutos. Em seguida, o produto amplificado foi visualizado e foto documentado 

em um trans iluminador UV Bio-Rad. 

 

 

5.2.4.4.  TÉCNICA CONVENCIONAL DA REAÇÃO EM CADEIA DA 

POLIMERASE (PCR) PARA Leishmania (Viannia) braziliensis E 

ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

 

 

Para a pesquisa de Leishmania (Viannia) brasiliensis, foram utilizadas as 

amostras positivas de DNA, extraídas de linfonodos, submetidas a PCR com os 

primers D1, D2 e D3 (ROCHA et al., 2010). Para isso, foram utilizados os primers 

ISVB e ISVC que amplificam um fragmento de 336 pares de bases (bp) da região 

conservada do alvo G6PD do rDNA, específico da espécie Leishmania (Viannia) 

braziliensis (CASTILHO et al. 2003) (Tabela 2.2). 

As reações foram realizadas pela técnica de PCR convencional no 

Laboratório de Melhoramento Genético Vegetal do CCAE-UFES, utilizando um 

volume de 20 µl, contendo 10,7 μL de água destilada, 4 μL tampão 5X Green Go 

Taq® Flexi Buffer (Promega), 2 μL MgCl2 (2 mM, Promega), 0,5 μL de dNTP (10 

mM), 0,2 μL de cada primer ISVB e ISVC (15 pmol, Thermo Fischer), 0,25 μL de 

Taq DNA Polimerase (5 U/μL) e 2,5 μL do DNA da amostra. As condições das 

reações foram realizadas em um termociclador automático Veriti® 96-Well 

Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Thermo Fischer), conforme Tabela 2.2. 

Água ultrapura foi utilizada como controle negativo. Para o controle positivo, 
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foram utilizadas amostras de meio de cultura de Leishmania (Viannia) 

brasiliensis cultivadas em laboratório. 

 

Tabela 2.2: Primers utilizados para a pesquisa de Leishmania (Viannia) 
brasiliensis. 

 

 

Após amplificação dos produtos da PCR ao alvo G6PD, a análise foi 

realizada em gel de agarose a 1,5% por eletroforese. O gel foi preparado com 

1,5 g de agarose e 100 mL de tampão TBE 1X (Tris-borato 0,04 mM, EDTA 0,001 

mM pH 8,0), adicionado de 9 µl de Gel Red® 10000X (Invitrogen, Brasil), com 

pentes de 20 poços. Foram pipetados na primeira canaleta 5,0 μL do marcador 

de peso molecular de 100 bp (DNA ladder, Invitrogen Brasil), e nas demais 

canaletas 15 μL de produto da PCR. O tampão de corrida utilizado foi o TBE 1X 

(Tris-borato 0,04 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0), e a análise dos produtos foi feita 

em um cromatógrafo PowerPac™ (Bio-Rad) à 86V por 30 minutos. Em seguida, 

o produto amplificado foi visualizado e foto documentado em um trans iluminador 

Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad). 

 

 

5.2.4.5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Foi feita a análise descritiva das observações, para o cálculo das 

frequências absolutas e relativas obtidas neste estudo. 

 

 

5.2.4.6. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Região 

Amplificada 
Primers 

Condições de amplificação 
Referência 

T°C 
Tempo em minutos (´) e 

segundos (´´) 
N° 

ciclos 
L. (V.) 
braziliensis 
 

(gene G6PD-

rDNA – 336 bp) 

5’-TACTCGCCATGTCGGAGG-3’ (ISVB) 
5’-ATCACAATGATGGTCAACGCAC-3’ (ISVC) 

94 
94 
60 
72 
72 
4 

4´ (Desnaturação inicial) 
1´ (Desnaturação intermediária) 

1´ (Anelamento) 
1´ (Extensão intermediária) 

5´ (Extensão final) 
∞ (Fim da reação) 

1 
30 
30 
30 
1 

Castilho et 

al., (2003) 
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Para realização deste trabalho foi obtida autorização para uso de animais, 

com finalidade científica pelo Comitê de Ética da Universidade Federal do 

Espírito Santo (CEUA/UFES), sob o número de protocolo 65/2017 (Anexo A), e 

a licença  junto ao Sistema de Autorização e Informação de Biodiversidade 

(SISBIO), emitida pelo IBAMA (Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos 

Recursos Naturais Renováveis) de n° 31762-6 e 69935-1, para captura e 

transporte de animais (Anexo B e C). 

 

 

5.2.5. RESULTADOS 

 

Os 60 animais silvestres capturados neste estudo distribuíram-se em 12 

espécies diferentes de. As espécies Didelphis aurita 10% (6/60), Cuniculus paca 

10% (6/60), Callithrix geoffroyi 21,7% (13/60) e Cerdocyon thous 21,7% (6/60) 

foram as principais encontradas (Tabela 2.3). 

Dentre os animais capturados, 13 foram descartados e não utilizados para 

a pesquisa por estarem autolisados e/ou com amostras insuficientes para as 

análises, sendo: Cuniculus paca (2), Dasypus novemcintus (3), Callithrix 

geoffroyi (1), Sapajus robustus (1), Cerdocyn thous (1), Procyon cancrivorus (1), 

Leopardus pardalis (1) e Tamandua tetradactyla (3), restando 47 animais viáveis 

para a pesquisa (Tabela 2.3). 
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Tabela 2.3: Animais silvestres encontrados na Reserva Biológica de Sooretama, 

entre janeiro de 2018 e dezembro de 2019 e utilizados para a pesquisa de 

Leishmania (Viannia) braziliensis. 

 

 

Do total de animais utilizados, 30 (63,9%) eram machos e 17 (36,1%) 

eram fêmeas, e 4 (8,5%) eram jovens e 43 (91,5%) eram adultos (Tabela 2.4). 

 

 

Tabela 2.4: Animais silvestres, discriminados por sexo e condição biológica, 
utilizados para pesquisa de Leishmania (Viannia) braziliensis, encontrados na 
Reserva Biológica de Sooretama. 

Nota: ♂- Macho; ♀- Fêmea; J- Jovem; A- Adulto 
 

 

Espécies 
N° de animais 

coletados 
Total % 

N° de animais 

utilizados 
Total % 

Didelphis aurita 6 10 6 12,8 

Cuniculus paca 6 10 4 8,5 

Hydrochoerus hydrochaeris 2 3.3 2 4,3 

Dasypus novemcinctus 5 8.3 2 4,3 

Callithrix geoffroyi 13 21,7 12 25,5 

Sapajus robustus 2 3.3 1 2,1 

Cerdocyon thous 13 21,7 12 25,5 

Procyon cancrivorus 3 5 2 4,3 

Nasua nasua 1 1,7 1 2,1 

Leopardus pardalis 1 1,7 - - 

Tamandua tetradactyla 7 11,7 4 8,5 

Mustela putorius furo 1 1,7 1 2,1 

Total 60 100 47 100 

Espécie ♂ % ♀ % J % A % 

Didelphis aurita 5 83,3 1 16,7 0 - 6 100 

Cuniculus paca 3 75 1 25 2 50 2 50 

Hydrochoerus hydrochaeris 0 - 2 100 0 - 2 100 

Dasypus novemcinctus 0 - 2 100 1 50 1 50 

Callithrix geoffroyi 9 75 3 25 0 - 12 100 

Sapajus robustus 0 - 1 100 0 - 1 100 

Cerdocyon thous 9 75 3 25 0 - 12 100 

Procyon cancrivorus 2 100 0 - 0 - 2 100 

Nasua nasua 0 - 1 100 0 - 1 100 

Tamandua tetradactyla 2 50 2 50 0 - 4 100 

Mustela putorius furo 0 - 1 100 1 100 0 - 

Total 30 63,9 17 36,1 4 8,5 43 91,5 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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336 bp 

O DNA extraído das 47 amostras de linfonodos das diferentes espécies 

de mamíferos, após ser quantificado em espectrofotômetro UV a 260 nm, obteve 

uma concentração ao redor de 500 ng/µl e uma pureza entre 1,8 e 2,2 pela 

relação 260/280 nm. 

Das 47 amostras de linfonodos de mamíferos silvestres testadas pela 

PCR para o gênero Leishmania spp. (kDNA mitocondrial) com os primers D1, D2 

e D3, 4 (8,5%) apresentaram resultados positivos. Destas 4 amostras positivas 

testadas pela PCR com os primers D1, D2 e D3 (sendo 1 Cuniculus paca e 3 

Callithrix geoffroyi), todas (100%) também apresentaram resultados positivos 

pela PCR utilizando os primers ISVB e ISVC, específicos para espécie 

Leishmania (Viannia) braziliensis, que amplificam um fragmento de 336 pares de 

bases (bp) da região conservada do alvo G6PD do rDNA (Castilho et al. 2003) 

(Figura 2.2).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 2.2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado por Gel Red®, mostrando produtos de 
PCR de 336 bp de amostras positivas de linfonodos amplificados, a partir de oligonucleotídeos 
iniciadores específicos para a espécie Leishmania (Viannia) brasiliensis. M: Marcador de peso 
molecular; 1: Amostra positiva de Cuniculus paca; 2,3,4: Amostras positivas de Callithrix 
geoffroyi; (C-): Controle negativo; (C+): Controle positivo. Produto de amplificação de 336 bp 
encontra-se indicado por seta. 
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Dentre as 4 amostras positivas (8,5%), 1 foi da espécie Cuniculus paca e 

3 foram da espécie Callithrix geoffroyi. Em relação ao total de amostras de DNA 

da espécie Cuniculus paca testadas (n=4), 1 (25%) foi positiva para Leishmania 

(Viannia) braziliensis, e das 12 amostras de DNA da espécie Callithrix geoffroyi 

testadas, 3 (25%) foram positivas para Leishmania (Viannia) braziliensis (Tabela 

2.5). 

 

 

Tabela 2.5: Resultados de infecção natural por Leishmania (Viannia) braziliensis, 
por meio da PCR, a partir de amostras de linfonodos. 

Nota: N= n° de animais analisados (amostras de linfonodos); PCR+= positivos na PCR. 

 

A avaliação clínica mostrou que 85% (40/47) dos animais analisados 

foram clinicamente afetados, com alterações como: hemorragia, traumatismo 

craniano, fraturas, feridas perfurantes e edema, não caracterizando sinais 

aparentes da doença. Possivelmente, essas alterações se devem ao fato desses 

animais terem sido encontrados mortos na natureza (por atropelamento ou morte 

natural). Uma espécie positiva de Cuniculus paca exibiu lesão perfurante e 2 dos 

3 saguis (Callithrix geoffroyi) positivos para PCR apresentaram traumatismo 

craniano. Todos os animais positivos para PCR eram machos e adultos. 

 
 
 
 
 
 
 

Espécie N PCR+ % 

Didelphis aurita 6 0 - 

Cuniculus paca 4 1 25 

Hydrochoerus hydrochaeris 2 0 - 

Dasypus novemcinctus 2 0 - 

Callithrix geoffroyi 12 3 25 

Sapajus robustus 1 0 - 

Cerdocyon thous 12 0 - 

Procyon cancrivorus 2 0 - 

Nasua nasua 1 0 - 

Tamandua tetradactyla 4 0 - 

Mustela putorius furo 1 0 - 

Total 47 4 8,5 

https://www.google.com.br/search?q=Sapajus+apella&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDIzM6gsUeIEsS3iS5KqtLSyk630kzLzc_LTK_Xzi9IT8zKLc-OTcxKLizPTMpMTSzLz86xyUvPSSzIATJDEokUAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjgpLTlppTaAhVFvZAKHVSMBxYQmxMIyQEoATAX
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5.2.6. DISCUSSÃO  
 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) convencional tem mostrado alta 

sensibilidade e especificidade para detecção do DNA de Leishmania. A 

amplificação de fragmentos de DNA pela PCR tem sido realizada a partir de 

diferentes tipos de tecidos, como os linfonodos, medula óssea, baço, fígado, pele 

e sangue, sem a necessidade de exaustivos isolamentos do parasita, e tem sido 

muito utilizada para detectar infecções em animais silvestres de áreas 

endêmicas, permitindo a identificação de possíveis reservatórios (BRANDÃO-

FILHO et al., 2003; CUNHA et al., 2014; GONTIJO & MELO, 2004; JIMÉNEZ et 

al., 2013; WHO, 2010).  

Do total de amostras de DNA do roedor Cuniculus paca testadas pela PCR 

(n=4) neste estudo, 1 (25%) foi positiva para Leishmania (Viannia) braziliensis, 

sendo este resultado semelhante a pesquisa de Forattini (1960), que examinou 

928 animais silvestres na região de Teodoro Sampaio no estado de São Paulo e 

detectou 1 paca (Cuniculus paca) positiva para Leishmania sp., após 30 dias de 

isolamento, por meio de hemocultura, construindo uma hipótese da estrutura 

epidemiológica da leishmaniose tegumentar na natureza. Forattini & Santos 

(1955), trabalhando nesta mesma região, ao investigar 23 espécies silvestres, 

encontraram um exemplar de paca (Cuniculus paca) portador de lesão cutânea, 

onde rotularam apenas como suspeita de leishmaniose tegumentar. 

O presente estudo corrobora com achados de Falqueto (1997), em 

estudos com a especificidade alimentar de flebotomíneos na região de Afonso 

Cláudio, no estado do Espírito Santo, onde afirmou que a paca (Cuniculus paca) 

seria um provável reservatório silvestre da Leishmania (V.) braziliensis devido 

sua capacidade de atrair flebotomíneos antropofílicos.  

Em relação aos nossos achados na presente pesquisa, o índice de 8,5% 

dos animais naturalmente infectados por Leishmania (Viannia) braziliensis é 

menor que os revelados na Zona da Mata Sul de Pernambuco por Brandão-Filho 

et al. (2003), que detectaram 16% de positividade em roedores. Já Quaresma et 

al. (2011), em um estudo realizado em um território indígena no sudeste do Brasil 

(utilizando pele, baço, fígado e linfonodo), registrou 22,2% (16/72) PCR-positivo 

para Leishmania sp. entre roedores.  
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Não há relatos anteriores de infecção natural por Leishmania (Viannia) 

braziliensis no roedor Cuniculus paca na literatura. 

No presente estudo também foram observados resultados positivos pela 

PCR de amostras de linfonodos de Callithrix geoffroyi (sagui-de-cara-branca). 

Esta espécie de primata não humano é endêmica no Brasil e está presente nos 

estados da Bahia, Espírito Santo, Nordeste de Minas Gerais como residente e 

nativo, e em Santa Catarina, onde foi introduzido (RYLANDS & MENDES, 2008). 

Existem várias descrições no Brasil e no mundo de infecção por 

Leishmania em primatas não humanos. Os resultados do presente estudo se 

assemelham com pesquisas de Trüeb et al. (2018), que capturaram 65 animais 

silvestres de 10 diferentes espécies em fragmentos de mata atlântica na região 

de Salvador - BA, e realizaram a PCR com os mesmos primers D1, D2 e D3 

(ROCHA et al., 2010) empregados no presente estudo, utilizando amostras de 

DNA extraídas de sangue. Dentre os animais silvestres testados, 41% (27/65) foi 

positivo para Leishmania spp., sendo 2 (3%) primatas do gênero Callithrix, 

corroborando com os resultados do presente estudo. 

Os resultados do presente estudo são semellhantes com pesquisas de 

Bueno et al. (2011) com 81 animais silvestres provenientes da mata atlântica no 

estado de São Paulo, onde realizaram testes imunológicos anti-Leishmania sp. 

e os resultados mostraram que 11% (9/81) dos animais da espécie Callithrix 

penicillata eram positivos. 

Em Bauru, São Paulo, Leishmania amazonensis, causadora da 

leishmaniose tegumentar, foi detectada por métodos moleculares em amostras 

de sangue de um macaco-aranha (Ateles paniscus) criado em cativeiro e que 

demonstrou perda de peso e mucosas pálidas (LIMA et al., 2012). Já Herrer et 

al. (1973), confirmaram uma alta suscetibilidade à infecção por Leishmania spp. 

com sinais cutâneos em macacos coruja (Atous trivirgatus) e saguis (Saguinus 

geoffroyi). 

A susceptibilidade de Callithrix sp. à infecção por Leishmania sp. foi 

investigada por infecções experimentais, segundo Carneiro et al. (2012). 

Também foi feita por Dietze et al. (1985) a contaminação experimental em saguis 

da espécie Callithrix jacchus onde foi inoculado, via intraperitoneal, cepas de 

Leishmania infantum para posterior ensaio terapêutico. De acordo com Cuba et 

al. (1990), espécies de Leishmania que circulam nas Américas infectam outros 
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primatas neotropicais. Por muitos anos, saguis-de-cara-preta (Callithrix 

penicillata) foram utilizados em estudos experimentais com Leishmania 

braziliensis e Leishmania amazonensis. 

Não há relatos anteriores de Callithrix geoffroyi de vida livre infectados 

com Leishmania (Viannia) braziliensis no Brasil. No entanto, em contraste com 

os resultados desses autores, os primatas naturalmente infectados examinados 

no presente estudo não mostraram sinais clínicos de leishmaniose. 

A leishmaniose tegumentar é endêmica e amplamente distribuída em todo 

o estado do Espírito Santo, com vários casos relatados da doença em cães e 

humanos, associados a Leishmania (Viannia) braziliensis e com diferentes 

espécies de flebotomíneos do gênero Lutzomyia spp. participando do ciclo de 

transmissão deste parasito. (FALQUETO et al., 2003; 2009).  

Meneguzzi et al. (2016) coletaram amostras de flebotomíneos em 

diversas áreas rurais de 78 municípios do Espírito Santo todos os anos entre 

1997 e 2013. No total, 249.783 espécimes pertencentes a 43 espécies de 

flebotomíneos foram coletados em 466 localidades durante este período, 

cobrindo todas as zonas geoclimáticas do estado. As cinco espécies de moscas 

flebotomínicas mais comumente relatadas no estado foram: Lutzomyia 

intermedia, Lutzomyia migonei, Lutzomyia choti, Lutzomyia lenti e Lutzomyia 

whitmani. Este estudo revelou que Lutzomyia intermedia foi a espécie mais 

associada à ocorrência de leishmaniose cutânea no estado do Espírito Santo, 

seguida pelos vetores secundários Lutzomyia migonei e Lutzomyia whitmani.  

Em 2008, para avaliar a composição da fauna de flebotomíneos e 

sazonalidade na Reserva Biológica de Sooretama, foram capturados 6.176 

espécimes, dos quais 47,4% ocorreram no ambiente florestal e 52,6%, no 

ambiente antrópico. Lutzomyia davisi predominou no ambiente florestal, 

enquanto Lutzomyia choti e Lutzomyia intermedia predominaram no ambiente 

periurbano (VIRGENS et al., 2008). 

De acordo com dados do Ministério da Saúde (BRASIL, 2020), o número 

de casos confirmados de pessoas infectadas com leishmaniose tegumentar no 

estado do Espírito Santo entre 2008 e 2018 foi de 1.324, com incidência em todo 

o estado. Os munícipios mais acometidos com o número de casos da doença 

foram Afonso Cláudio, Brejetuba, Cariacica, Guarapari, Ibatiba, Santa 

Leopoldina, Linhares e São Mateus.  
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Nossos resultados indicam a presença de Leishmania (Viannia) 

braziliensis na região da Reserva Biológica de Sooretama, podendo haver 

muitos reservatórios em potencial e vetores (flebotomíneos) que compartilham o 

mesmo habitat, já que estas espécies silvestres foram infectadas. Portanto, 

poderá haver um risco de transmissão de Leishmania (Viannia) braziliensis a 

outros animais suscetíveis vivendo no mesmo habitat e em áreas próximas, bem 

como para os seres humanos. Afinal, muitos desses animais estão vivendo em 

um ambiente periurbano, em contato próximo com seres humanos, 

possivelmente representando um risco à saúde pública.  

 

 

5.2.7. CONCLUSÕES 
 
 

• A infecção natural por Leishmania (Viannia) braziliensis detectada 

em roedor e primata demonstra a participação destas espécies como 

possíveis reservatórios no ciclo de transmissão da leishmaniose tegumentar, 

no estado do Espírito Santo. 

• A detecção de Leishmania (Viannia) braziliensis em Callithrix 

geoffroyi e em Cuniculus paca constitui o primeiro relato de infecção destas 

espécies de roedor e primata na literatura. 

• A investigação de infecção por Leishmania (Viannia) braziliensis 

destes mamíferos silvestres é importante para a compreensão da 

epidemiologia e manutenção do parasita em diferentes áreas endêmicas de 

leishmaniose tegumentar, contribuindo para futuras decisões de medidas de 

controle de acordo com as particularidades ecoepidemiológicas de cada área 

de transmissão. Este trabalho suscita estudos mais abrangentes para 

confirmar ou descartar a participação de saguis e pacas no ciclo de 

transmissão da leishmaniose tegumentar, na área em estudo e em outras 

áreas endêmicas. 
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