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RESUMO 
 
 
A Leishmaniose Visceral (LV) é uma endemia de grande expansão geográfica e, na maioria 
das áreas endêmicas, co-existe com outras doenças. No Brasil há descrição, em vários 
municípios, de co-endemias tais como esquistossomose, tuberculose, doença de chagas e 
leishmaniose tegumentar americana, e estas apresentam manifestações clínicas semelhantes à 
LV, o que pode interferir na especificidade dos métodos diagnósticos convencionais. O 
minicírculo do kDNA é o alvo mais estudado e aplicado nas pesquisas da leishmaniose 
humana. Dentre os primers que tem o kDNA como alvo estão o RV1 e RV2, que já foram  
aplicados com sucesso em diversas amostras biológicas. Este trabalho teve como objetivo 
estudar a especificidade dos primers RV1 e RV2, através da técnica de PCR, utilizando DNA 
de diferentes organismos. Para isto, utilizou-se a ferramenta Primer-BLAST (NCBI), para 
observar, teoricamente, quais os organismos que possuem regiões para o anelamento dos 
primers; e, em laboratório, foram testados DNA genômico purificado de diversos organismos. 
A sensibilidade dos primers foi testada através de uma curva de diluição seriada utilizando o 
DNA genômico de Leishmania (Leishmania) chagasi para dois sistemas de volumes 
diferentes. O Sistema de PCR 2, com 50 µL, apresentou uma sensibilidade de 0,1fg, enquanto 
que o Sistema de PCR 1, com 25 µL, alcançou apenas 1 pg. Testando os primers dos sistemas 
de forma teórica (Primer-BLAST), estes mostraram-se específicos para Leishmania 
(Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) donovani e Leishmania. (Leishmania) 
infantum. Porém ao testar, em laboratório, o DNA dos organismos com o sistema de PCR 2, 
observou-se inespecificidade dos primers, que se anelaram frente ao DNA de Schistosoma 
mansoni e Trypanosoma cruzi, para as mesmas condições de ciclagem. Os resultados 
encontrados demonstram que os primers RV1 e RV2 não devem ser utilizados em regiões 
onde estes parasitos estão presentes, pois podem levar a resultados falso-positivos. 
 
 
Palavras chaves: Leishmaniose visceral; Reação em Cadeia da Polimerase; Especificidade; 
Primers do DNA 
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molecular diagnosis of Visceral Leishmaniasis. 2011.  Dissertation (Master’s Degree in Public 
Health) – Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2011. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
The Visceral Leishmaniasis (VL) is endemic to a large geographic spread and, in most 
endemic areas, co-exist with other diseases. In Brazil there are descriptions, in various 
municipalities, of co-endemic diseases such as schistosomiasis, tuberculosis, chagas disease 
and american tegumentary leishmaniasis, and those with clinical symptoms similar to VL, 
which can interfere with the specificity of conventional diagnostic methods.The minicircle 
kDNA is the target most studied and applied in research of human leishmaniasis. Among the 
primers that target the kDNA, are RV1 and RV2, which has already been successfully applied 
in various biological samples. This work aimed to study the specificity of the primers RV1 
and RV2, by PCR, using DNA from different organisms. For this, we used the Primer-
BLAST tool (NCBI), to observe, theoretically, which organisms have regions for annealing of 
primers, and in the laboratory were tested purified genomic DNA of various organisms. The 
sensitivity of primers was tested by a serial dilution curve using genomic DNA from 
Leishmania (Leishmania) chagasi for two systems with different volumes. The PCR System 
2, with 50 µL, showed a sensitivity of 0.1 fg, whereas the PCR System 1, with 25 µL, reached 
only 1 pg. Testing primers in a theoretical way (Primer-BLAST), they showed specificity for 
Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) donovani and Leishmania 
(Leishmania) infantum. But when testing, in laboratory, the DNA of the organisms using the 
PCR system 2, was observed inspecificity of the primers, which showed amplification against 
the DNA of Schistosoma mansoni and Trypanosoma cruzi, using the same cycling conditions. 
The results show that the primers RV1 and RV2 must not be used in regions where these 
parasites are present, because they may lead to false positive results. 
 
 
Keywords: Visceral Leishmaniasis; Polymerase Chain Reaction; Specificity; DNA primers 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Aspectos gerais da Leishmaniose Visceral 

 

 

A Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar é uma endemia de grande expansão 

geográfica, no velho e no novo mundo, que ocorre em países das regiões tropicais, 

subtropicais e no Mediterrâneo (Figura 1) (BRASIL, 2009; CHAPPUIS et al., 2007; 

SRIVASTAVA et al., 2011). Devido a sua incidência, alta mortalidade em indivíduos não 

tratados, em crianças desnutridas e em infectados pelo vírus do HIV, a LV foi considerada 

uma das seis doenças mais importantes do mundo causadas por protozoários (BRASIL, 2009; 

SINGH; PANDEY; SUNDAR, 2006).  

 

 

 
Figura 1 – Distribuição geográfica da Leishmaniose Visceral no Velho e no Novo Mundo.  

Fonte: Organização Mundial de Saúde (2010a). 
 

  

A doença afeta, anualmente, aproximadamente 500.000 pessoas (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DE SAÚDE, 2010b) em 69 países em todos os continentes, causando cerca de 50 

mil mortes por ano, sendo cinco países responsáveis por 90% dos casos: Bangladesh, Brasil, 

Índia, Nepal e Sudão (FAUCHER; PIARROUX, 2010). 
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No Brasil, inicialmente, sua ocorrência estava limitada a áreas rurais e a pequenas 

localidades urbanas, mas, hoje, encontra-se em franca expansão para grandes centros, estando 

distribuída em 21 unidades da Federação, atingindo as cinco regiões brasileiras. Nos últimos 

dez anos, o país apresentou uma média anual de 3.379 casos e uma incidência de 1,9 casos 

por 100.000 habitantes, com uma letalidade média de 6,3% (BRASIL, 2009).  

A LV é mais frequente em crianças menores de 10 anos (BRASIL, 2009), 

principalmente na faixa etária de um a quatro anos, e o sexo masculino é proporcionalmente o 

mais afetado (BRASIL, 2009; LUZ; AGUIAR-SANTOS, 2005). Seu espectro clínico pode se 

apresentar desde a forma assintomática, até ser expresso por episódios febris associados a 

hepatoesplenomegalia grave, emagrecimento, anemia, micropoliadenia, podendo ocorrer 

manifestações intestinais e fenômenos hemorrágicos (BRASIL, 2009).  A evolução da doença 

é lenta, podendo levar os pacientes a complicações graves (GONTIJO; MELO, 2004). 

Os agentes etiológicos da doença são protozoários tripanossomatídeos, parasitos 

intracelulares obrigatórios das células do sistema fagocítico mononuclear, que possuem uma 

forma flagelada ou promastigota (Figura 2A), encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e 

outra aflagelada ou amastigota (Figura 2B), encontrados parasitando macrófagos nos tecidos 

dos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2006). 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 - Formas evolutivas da Leishmania.  
Fonte: Brasil (2006). 

Nota: (A) Formas promastigotas encontradas no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado. (B) Formas 
amastigotas encontradas parasitando os macrófagos do hospedeiro vertebrado. 

 

 

Estes protozoários pertencem ao gênero Leishmania e fazem parte do complexo 

Leishmania donovani, estando inclusas três espécies: Leishmania (Leishmania) donovani, 

Leishmania (Leishmania) chagasi e Leishmania (Leishmania) infantum (LUKES et al., 2007), 

sendo L. (L.) chagasi a espécie responsável pela doença nas Américas (BRASIL, 2009; 

DOURADO et al., 2007).  

 
A B 
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Existem várias hipóteses acerca da taxonomia do agente causal desta endemia nas 

Américas. Alguns autores acreditam que as espécies L. (L.) infantum e L. (L.) chagasi são 

idênticas, sendo provenientes da Europa durante a colonização portuguesa e espanhola 

(KILLICK-KENDRICK, 1985; RIOUX et al., 1990). Em contrapartida, outros autores 

afirmam que a L. (L.) chagasi já estava presente no Continente Americano antes da 

colonização pelos europeus (LAINSON; RANGEL, 2005). 

Existem duas linhas de pensamento em relação à taxonomia do gênero Leishmania. 

Através de dados genéticos e enzimáticos, a primeira linha de pensamento considera que L. 

(L.) infantum e L. (L.) chagasi representam a mesma espécie (LUKES et al., 2007; 

MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000) e, por isso, devem ser utilizadas como sinônimas. 

A segunda linha considera que esses parasitos são espécies diferentes, e decidiram separá-los 

em duas subespécies, atribuindo os nomes L. (L.) infantum infantum e L. (L.) infantum 

chagasi (LAINSON; RANGEL, 2005; 2006), estando esta nomenclatura correta (SHAW, 

2006). 

Esta separação de L. (L.) chagasi e L. (L.) infantum em duas subespécies é - em parte - 

aceitável, contudo, estas devem ser consideradas sinônimas até que uma nova classificação 

para o gênero Leishmania seja proposta (DANTAS-TORRES, 2006a; LUKES et al., 2007; 

MAURICIO; STOTHARD; MILES, 2000). Por isso, no presente trabalho adotaremos a 

nomenclatura L. (L.) chagasi como o agente causador da LV nas Américas. 

A transmissão da LV pode dar-se de humano para humano, ou de um reservatório 

animal, principalmente canídeo, para humanos através da picada de insetos vetores 

pertencentes ao gênero Lutzomyia. (GONTIJO; MELO, 2004). Outras vias potenciais de 

transmissão relatadas são: congênita, transfusional (ANTINORI et al., 2007; PAGLIANO et 

al., 2005) através de transplantes de órgãos (ANTINORI et al., 2008) e pelo 

compartilhamento de agulhas/seringas contaminadas. Esta última vem sendo a principal forma 

de transmissão de LV em países do Mediterrâneo (ALVAR et al., 2008; CRUZ et al., 2006). 

Recentemente tem-se especulado a hipótese de que algumas pulgas (COLOMBO et al., 2011) 

e carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus (DANTAS-TORRES, 2011) serviriam 

como vetores de Leishmania para cães, porém ainda são necessários alguns estudos para 

entender melhor a participação destes na epidemiologia da doença (COLOMBO et al., 2011; 

DANTAS-TORRES, 2011). 

A principal forma de transmissão do parasito para o homem e outros hospedeiros 

vertebrados é através da picada de fêmeas de dípteros da família Psychodidae, subfamília 
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Phlebotominae, mais conhecidos por flebotomíneos (REY, 2001), sendo o Lutzomyia 

longipalpis a principal espécie transmissora no Brasil (Figura 3) (BRASIL, 2009). 

 

 

 
Figura 3 – Fêmea de Lutzomyia longipalpis, principal vetor da LV. 

Fonte: Brasil (2006). 
 

 

A infecção do vetor ocorre quando este, ao realizar o repasto sanguíneo em um 

hospedeiro infectado, ingere macrófagos parasitados por formas amastigotas da Leishmania. 

No interior do inseto, estas se diferenciam em formas promastigotas, e se reproduzem por 

processos sucessivos de divisão binária (BRASIL, 2006). Ao realizar um novo repasto 

sangüíneo em um hospedeiro vertebrado, o inseto vetor libera as formas promastigotas, que 

serão fagocitadas pelos macrófagos do hospedeiro. No interior dos macrófagos ocorre a 

diferenciação das promastigotas em amastigotas, que irão se multiplicar intensamente até o 

rompimento dos macrófagos, levando à liberação das amastigotas que poderão se disseminar 

para outros tecidos ricos em células do sistema mononuclear fagocitário, como linfonodos, 

fígado, baço e medula óssea ou ser ingeridas por novos insetos vetores (Figura 4) 

(MICHALICK; GENARO, 2005). 
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Figura 4 – Ciclo de vida do gênero Leishmania.  

Fonte: Chappuis et al. (2007). 
Nota: A forma promastigota do parasito é transmitida por uma fêmea de flebótomo. Após a transmissão, os 
parasitas são internalizados pelos macrófagos e perdem seu flagelo, mudando para a forma amastigota. As 

amastigotas se multiplicam, destroem a célula hospedeira e infectam outras células fagocíticas, se disseminando 
nos sistemas linfático e vascular ou re-infectando o inseto vetor. 

 

 

1.2 Co-endemicidade 

 

 

A maioria das infecções por LV ocorre em áreas remotas ou de difícil acesso – nas 

quais as unidades de saúde existentes são inadequadas ou escassas – e onde existem co-

infecções com outras parasitoses debilitantes. Sob estas circunstâncias, essa endemia 

geralmente apresenta um dilema quanto ao seu diagnóstico (HAILU et al., 2005) que, em 

muitas situações, só pode ser concluído por meio de provas laboratoriais, já que as áreas 

endêmicas de diversas doenças se sobrepõem em grandes faixas do território brasileiro 

(BRASIL, 2009). 

Hassan et al. (2006) relatam que há um potencial de sobreposição das distribuições do 

parasita protozoário Leishmania (L.) donovani e o helminto Schistosoma mansoni em muitos 
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países; e que a probabilidade de ocorrer uma co-infecção entre estes dois parasitos no homem 

é aumentada pela sua cronicidade, a propagação da esquistossomose através da irrigação, e o 

deslocamento de pessoas entre as áreas endêmicas. 

 Segundo dados do Sistema de Informações de Agravos de Notificação (SINAN), entre 

2007 e 2009 o Brasil notificou casos de LV, esquistossomose, tuberculose e Leishmaniose 

Tegumentar Americana (LTA) em diversos estados da Federação. É importante atentar que, 

em regiões onde mais de uma endemia predomina, se faz necessário o uso de técnicas 

específicas para diagnosticá-las de forma mais precisa. 

Há relato de dispersão de L. (L.) chagasi em áreas endêmicas para L. (V.) braziliensis 

e para Trypanosoma cruzi no Brasil (GOMES et al., 2007). Brito e outros (2009), mostraram 

que existe uma diversidade de espécies de Leishmania (Viannia) em uma área endêmica para 

a leishmaniose tegumentar americana demonstrando, inclusive, a co-existência de duas ou 

mais espécies numa mesma área. Pereira-Chioccola, em 2009, relata que a diversidade 

endêmica encontrada nas regiões brasileiras é um fator que corrobora para interferir na 

especificidade dos métodos laboratoriais convencionais.  

 

 

1.3 Diagnóstico laboratorial 

 

 

1.3.1 Diagnóstico parasitológico 

 

 

A busca microscópica da Leishmania permanece como o padrão ouro no diagnóstico 

da leishmaniose visceral devido à sua alta especificidade (SRIVASTAVA et al., 2011). Esta 

técnica demonstra as formas amastigotas do parasito, geralmente observados dentro de células 

fagocíticas (FAUCHER; PIARROUX, 2010) em esfregaços realizados a partir de punções de 

linfonodos, medula óssea e baço. Os esfregaços do baço possuem a melhor sensibilidade, 

variando entre 93,1 a 98,7%, já os de medula óssea e linfonodo têm menor sensibilidade com 

52-85% e 52-58%, respectivamente (SRIVASTAVA et al., 2011).  

Contudo, essas punções são consideradas invasivas, possuindo contra-indicações, e 

exigem ambientes e profissionais habilitados para a coleta. Desta forma, esses procedimentos 

não são adequados para estudos epidemiológicos e, algumas vezes, também para diagnósticos 

individuais (SUNDAR; RAI, 2002; SILVA; STEWART; COSTA, 2005). 
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A cultura sofre as mesmas dificuldades da microscopia, por utilizar uma amostra 

obtida através de um procedimento invasivo, apresentar variações na sensibilidade e 

necessitar de um profissional experiente, além de ser uma técnica demorada e de alto custo. 

Isso torna a técnica pouco requisitada para o diagnóstico clínico, sendo utilizada apenas em 

laboratórios de pesquisa (SRIVASTAVA et al., 2011). 

 

 

1.3.2 Diagnóstico sorológico 

 

 

Uma ampla gama de métodos sorológicos, variando em sensibilidade e especificidade, 

estão disponíveis para o diagnóstico da LV.  Dentre eles estão o teste de Imunofluorescência 

Indireta (IFI), o Ensaio imunoenzimático (ELISA), o Teste de Aglutinação Direta (DAT) e o 

teste Imunocromatográfico Rápido rK39 (rK39-ICT) (PAVLI; MALTEZOU, 2010). 

A IFI se baseia na detecção de anticorpos, que podem ser demonstrados em estágios 

iniciais da infecção e são indetectáveis do sexto ao nono mês após a cura. É um método 

sensível (96%) e específico (98%), mas sua necessidade de condições laboratoriais 

apropriadas não permite o seu uso no campo (SRIVASTAVA et al., 2011). Esse método 

possui limitações em termo de especificidade e reprodutibilidade, podendo apresentar reações 

cruzadas com agentes causadores de outras doenças como, por exemplo, LTA, doença de 

chagas, esquistossomose e tuberculose (GONTIJO; MELO, 2004). No Brasil, esta é a técnica 

disponibilizada e mais utilizada pelos laboratórios de referência no Sistema Únicos de Saúde 

(BRASIL, 2006). 

O ELISA é outra técnica de detecção de anticorpos para o diagnóstico da LV. Sua 

sensibilidade e especificidade dependem do tipo de antígeno utilizado (bruto ou purificado). 

Apesar do grande número de antígenos já estudados, ainda não existe um antígeno padrão 

para esta técnica. Devido à necessidade de técnicos treinados e equipamentos, esta técnica não 

é aplicada para o diagnóstico de rotina em regiões endêmicas para a LV em humanos 

(SRIVASTAVA et al., 2011), sendo utilizada na rotina apenas para o diagnóstico da LV 

canina (BRASIL, 2006). 

O DAT é uma técnica simples, sensível e altamente específica (SILVA; STEWART; 

COSTA, 2005). Em um estudo de meta-análise utilizando o DAT, sua sensibilidade e 

especificidade foram estimadas em 94,8% e 85,9%, respectivamente. Contudo, suas maiores 



 21

desvantagens são a necessidade de múltipla pipetagem, tempo de incubação relativamente 

longo e o alto custo do antígeno (CHAPPUIS et al., 2006).  

Na América Latina o teste rápido rK39-ICT é amplamente utilizado para o diagnóstico 

em humanos, e possui diversas vantagens sobre a IFI ou em testes baseados no ELISA 

(DESJEUX, 2004). O rK39-ICT tornou-se popular recentemente e tem sido considerada uma 

técnica altamente sensível, além de um indicador confiável de calazar (SRIVASTAVA et al., 

2011). Em um estudo de meta-análise, sua sensibilidade foi de 98,4-100% e a especificidade 

foi de 81,2-96,4% (BOELAERT et al., 2008).  

O rK39-ICT e o DAT possuem algumas desvantagens em comum, dentre elas a 

incapacidade de diferenciar entre uma infecção ativa e assintomática e a permanência de um 

resultado positivo após a cura (SRIVASTAVA et al., 2011).  

 

 

1.3.3 Diagnóstico molecular baseado em PCR 

 

 

A Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma técnica eficaz até quando realizada a 

partir de uma única molécula de DNA (MELO, 2006), tornando possível detectar baixas 

cargas parasitárias (FAUCHER; PIARROUX, 2010). Esta técnica baseia-se em ciclos que 

ocorrem em diferentes temperaturas de incubação, em um mesmo tubo, na presença de 

reagentes termoestáveis e sequências específicas de DNA a serem amplificadas. Os reagentes 

são: (1) dois pequenos iniciadores (primers), sintetizados para serem complementar às 

seqüências desejadas do DNA alvo e dar início à amplificação enzimática, (2) quatro 

desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), formando uma solução 

chamada dNTP, (3) a enzima termoestável Taq DNA polimerase, (4) íons magnésio e (5) 

tampão (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008).  

É realizada em três etapas, repetidas, em média, por 25 a 35 ciclos. Cada etapa possui 

uma temperatura ótima para sua maior eficiência. As etapas são: (1) Desnaturação do DNA, 

tipicamente realizada a uma temperatura próxima a 90 ºC; (2) Anelamento dos primers ao 

DNA-molde, que ocorre a uma temperatura em geral entre 40 a 70 ºC; e (3) extensão dos 

primers, que corresponde a síntese de DNA pela enzima DNA polimerase, usualmente a 72 ºC 

(RODRIGUES; SILVA ;SIQUEIRA, 2006). 

O produto final da reação de PCR é chamado de amplicon, que consiste em um 

fragmento de DNA fita dupla, cujas extremidades são definidas pela extremidade 5` de cada 
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um dos primers e cujo tamanho é dado pela distância entre os mesmos. A visualização mais 

aplicada do amplicon é através da realização de uma eletroforese em gel de agarose, contendo 

brometo de etídio e posterior visualização em transiluminador de luz ultravioleta 

(RODRIGUES; SILVA; SIQUEIRA, 2006). 

É importante observar as condições ideais de concentração dos componentes da 

reação, pois não existe um protocolo padrão que possa ser usado para todas as amplificações. 

O número de ciclos, a concentração dos íons magnésio, da enzima e do DNA molde, assim 

como a temperatura de anelamento e a concentração dos primers, devem ser cuidadosamente 

ajustadas para cada tipo de reação que se proceda (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008).  

Outro fator fundamental no preparo das reações é relacionado à fonte da qual o DNA 

será extraído. Deve-se considerar a introdução ou a presença de inibidores da DNA 

polimerase durante o processo de extração do DNA. Entre os inibidores estão substâncias 

como o grupo heme da hemoglobina, assim como os que geralmente são introduzidos no 

processo de coleta ou extração do material biológico como o fenol e o clorofórmio (que 

podem inibir a ação enzimática); a proteinase-K (pode degradar a DNA polimerase); o EDTA 

e a heparina (quelantes dos íons magnésio) (SAMBROOK et al., 1989).  

Devido à sua elevada sensibilidade e especificidade, a técnica de PCR se torna muito 

adequada para procedimentos de diagnóstico. Estes fatores estão diretamente ligados ao 

conjunto de primers utilizados para a amplificação do DNA alvo, ao número de cópias do 

DNA alvo a ser amplificado, ao método de extração de DNA utilizado, ao tipo de material a 

ser analisado e ao protocolo de PCR (CORTES et al., 2004; SALAM et al., 2010). 

Somente na última década as técnicas moleculares ficaram mais acessíveis e 

eficientes. Além de sua rapidez, a PCR apresenta a vantagem de requerer quantidades muito 

pequenas de DNA. Quando disponível, a PCR é uma excelente ferramenta para o diagnóstico 

e monitoramento da LV (MARY et al., 2006), e tem sido vista como uma técnica alternativa 

quando o paciente apresenta suspeita clínica, e a microscopia e/ou a sorologia são negativas 

ou indeterminadas (ALAM et al., 2009).  

 Em 2007, Antinori e colaboradores realizaram um estudo clínico comparativo entre 

técnicas microbiológicas convencionais e um sistema de PCR espécie-específica (primers 

R223 e R333) para Leishmania, utilizando amostras de sangue periférico e de aspirado de 

medula óssea, e encontraram, para a PCR, sensibilidades de 95,7% para as amostras de 

aspirado e 98.5% para as amostras de sangue, enquanto que para o isolamento da medula 

óssea, teste sorológico e microscopia utilizando material da biópsia de medula óssea, as 

sensibilidades encontradas foram de 76,2%, 85,5% e 90,2%, respectivamente. 
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1.3.3.1 Alvos utilizados em PCR 

 

 

a) DNA do cinetoplasto (kDNA) 

 

 

Os membros da família Trypanosomatidae possuem propriedades biológicas 

incomuns, dentre elas a presença de uma única rede compacta de DNA mitocondrial 

conhecida como DNA do cinetoplasto (kDNA), presente em cada célula do tripanossomatídeo 

(KLINGBEIL; ENGLUND, 2004).  

O cinetoplasto possui arranjos de dezenas de maxicírculos e milhares de minicírculos 

que juntos formam o kDNA, correspondendo entre 15% e 35% do DNA celular total 

(BREWSTER; BARKER, 2002; LAMBSON; BARKER, 2002; KLINGBEIL; ENGLUND, 

2004).  

 

 

 
Figura 5 - Micrografia eletrônica do kDNA de Leishmania sp. composto por uma rede compacta de 

maxicírculos e minicírculos.  
Fonte- Barker (1989). 

Nota: Os maxicírculos podem ser visualizados na periferia da rede do kDNA. 
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Os maxicírculos possuem cerca de 20 a 40kb de comprimento e estão presentes em 30 

a 50 cópias. Já os minicírculos representam 95% do kDNA (RAY, 1987) e estão presentes em 

cerca de 10.000 cópias, apresentando um tamanho de 0.5 a 10 kb de comprimento 

dependendo da espécie (DEGRAVE et al., 1994; LUKES et al., 2002; RODGERS et al., 

1990).  

Alguns estudos descrevem que a função dos maxicírculos é parecida com a das 

mitocôndrias dos eucariotos convencionais, ou seja, eles codificam alguns produtos genéticos 

como o RNA ribossômico (RNAr) e subunidades de complexos respiratórios. Contudo, a 

única função dos minicírculos descoberta até agora é a de que eles servem para codificar 

RNAs guias (RNAg), que são moldes para a edição dos transcritos dos maxicírculos 

(KLINGBEIL; ENGLUND, 2004; LUKES et al., 2002). Contudo, já foram propostos um 

papel estrutural (SIMPSON, 1997) e um de expressão de produtos de proteína (SINGH; 

RASTOGI, 1999). 

 

 

b) Uso do kDNA 

 

 

O minicírculo do kDNA é o alvo mais estudado e aplicado nas pesquisas moleculares 

para o diagnóstico de calazar humano. Sua vantagem está no fato do grande número de cópias 

por célula (SILVA et al, 2010), o que permitiu a criação de ensaios baseados em PCR ultra-

sensíveis quando comparados com sistemas que utilizam como alvo seqüências menos 

repetitivas (BASTIEN; PROCOP; REISCHL, 2008).   

Os alvos escolhidos são importantes pelas suas sensibilidade e especificidade, 

características do ensaio que são intrínsecas a escolha dos primers, que podem levar a 

resultados falso-positivos ou falso-negativos (DENIAU et al., 2003). 

O uso de primers desenhados a partir do kDNA possibilita também a identificação da 

espécie de Leishmania responsável pela infecção (RODGERS et al., 1990), sendo de extrema 

importância em regiões nas quais a infecção pode ser causada por mais de uma espécie do 

parasito (LAMBSON; SMYTH; BARKER, 2000).  
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c) Primers RV1 e RV2 

 

 

Muitos primers foram desenvolvidos para pesquisa de DNA de Leishmania utilizando 

como alvo o kDNA, contudo os primers desenhados por Ravel e colaboradores (1995), e 

adaptados por Le Fichoux et al. (1999), são os mais aplicados na amplificação do minicírculo 

do kDNA (SILVA et al., 2010). A região amplificada é a LT1, a qual apresenta uma 

sequência de 145 pb, e os sistemas desenvolvidos já foram utilizados por diversos autores 

(AOUN et al., 2009; AYLLON et al., 2008; COELHO et al., 2010; FAKHAR et al., 2008; 

FERROGLIO et al., 2006; GARCEZ et al., 2010; GOMES et al., 2007; KAZEMI et al., 

2008; KONGKAEW et al., 2007; LACHAUD et al., 2002a, b; LIMA JUNIOR et al., 2009; 

MOTAZEDIAN et al., 2008; SHOURIJEH et al., 2006; TOMAZ-SOCCOL et al., 2009).  

Os bons resultados para esses primers foram obtidos tanto utilizando técnicas 

convencionais de PCR como a PCR em Tempo Real (GERAMIZADEH; FAKHAR; 

MOTAZEDIAN, 2006; KONGKAEW et al., 2007; MARY et al., 2004; SUKMEE et al., 

2008; VILLINSKIA et al., 2008). Os sistemas apresentaram valores de detecção de 0,001 

parasito/mL, identificando DNA de Leishmania em portadores assintomáticos, quando as 

técnicas convencionais de diagnóstico falharam, indicando uma boa correlação entre os níveis 

de parasitemia e o estado clínico dos pacientes (FAKHAR et al., 2008; MARY et al., 2004).  

 A PCR parece ser a técnica que mais se aproxima do ideal, pois, com o uso de primers 

apropriados, a sensibilidade e a especificidade da técnica pode se aproximar de 100% 

(CORTES et al., 2004; MARQUES et al., 2001). 

 Diante do exposto, o presente trabalho buscou avaliar a especificidade dos primers RV1 

e RV2 frente ao DNA de organismos co-endêmicos em regiões com Leishmania (L.) chagasi. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Métodos laboratoriais confiáveis são de extrema importância para o diagnóstico 

acurado de doenças, e, por consequência, são necessários para um correto tratamento, já que 

algumas drogas, como as leishmanicidas, apresentam alta toxicidade e, quando estas não são 

utilizadas, levam a um aumento da letalidade (SRIVASTAVA et al., 2011).  

A maior parte das infecções por LV ocorre em áreas nas quais a mesma co-existe com 

outras parasitoses, como esquistossomose, tuberculose, doença de chagas e LTA (GONTIJO; 

MELO, 2004). Estas endemias apresentam manifestações clínicas semelhantes à LV, fator 

que corrobora para interferir na especificidade dos métodos laboratoriais tradicionalmente 

empregados (PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009). 

Dentre os vários métodos diagnósticos para a LV, não existe nenhum que apresente 

100% de sensibilidade e especificidade (GONTIJO; MELO, 2004). Estes problemas 

diagnósticos, associados com a ocorrência das doenças endêmicas em áreas pobres, têm 

incitado o desenvolvimento e a avaliação de testes práticos e baratos, que apresentem alta 

sensibilidade e especificidade para o diagnóstico da endemia.  

A alta sensibilidade e especificidade, a habilidade de detectar e identificar o 

protozoário envolvido, e o fato de poder ser aplicada em diversas amostras clínicas ao mesmo 

tempo, são vantagens indiscutíveis da PCR em relação aos métodos de diagnóstico 

tradicionais, tornando-a uma técnica promissora para o diagnóstico da LV. Os alvos 

escolhidos para a PCR são importantes devido à suas sensibilidade e especificidade, 

características do ensaio que são intrínsecas a escolha dos primers, e que podem resultar 

falsos positivos ou falsos negativos (DENIAU et al., 2003). Entretanto, se fazem necessários 

estudos de especificidade frente a agentes etiológicos para esta técnica, principalmente em 

áreas onde diversas endemias co-existem.  

Já foram publicados diversos estudos (ANDRESEN et al., 1997; ATTAR et al., 2001; 

BARKER et al., 1991; DOURADO et al., 2007; FAKHAR et al., 2008; FISA et al., 2008; 

FISSORE et al., 2004; KAZEMI et al., 2008; KONGKAEW et al., 2007; LIMA JUNIOR et 

al., 2009; MARY et al., 2004, 2006; MOADDEB; BEHZAD-BEHBAHANI, 2008; 

MOTAZEDIAN et al., 2008; ONUMA et al., 2001) utilizando iniciadores desenhados a partir 

do kDNA, dentre eles os iniciadores avaliados neste trabalho, o RV1 e RV2, desenhados por 

Ravel e colaboradores (1995), e adaptados por Le Fichoux et al. (1999), tendo como alvo a 
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região conservada dos minicírculos do kDNA de L. (L.) chagasi e que têm apresentado ótimos 

resultados quanto à sua sensibilidade, sendo bastante utilizado para o diagnóstico da LV.  

Ravel e colaboradores, em 1995, testaram a especificidade dos primers frente ao DNA 

de outros organismos. Entretanto o mesmo não foi realizado por Le Fichoux e colaboradores, 

em 1999, e nem por Dantas-Torres, em 2006. Por conta disso, este trabalho tem como 

propósito estudar a especificidade dos iniciadores RV1 e RV2 utilizando, para esta finalidade, 

o DNA de diferentes organismos que possuem áreas endêmicas que se sobrepõem com às da 

LV, colaborando com a produção científica de dados relacionados à especificidade desses 

iniciadores, assim como com o diagnóstico molecular desta endemia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos 



 30

3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 

 Avaliar a especificidade dos primers RV1 e RV2 frente ao DNA de organismos co-

endêmicos em regiões com Leishmania (L.) chagasi. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Verificar, por meio de análise de alinhamento múltiplo, quais os possíveis agentes 

etiológicos co-existentes com Leishmania (L.) chagasi, detectados pelos primers 

RV1/RV2; 

b) Avaliar a especificidade dos sistemas de RV1/RV2 frente aos seguintes organismos: 

Leishmania (V.) braziliensis, Trypanosoma cruzi, Schistosoma mansoni, Wuchereria 

bancrofti, Ascaris lumbricoides, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium chelonae, 

Mycobacterium massiliense, Mycobaterium intracelullare, Mycobacterium fortuitum, 

Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium bovis e Homo sapiens sapiens; 

c) Avaliar o limiar de detecção dos sistemas utilizando DNA purificado de L. (L.) chagasi. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1 Procedência das amostras 

 

 

 As amostras utilizadas neste trabalho foram obtidas nos diversos laboratórios dos 

Departamentos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães – CPqAM/FIOCRUZ (Quadro 1).  

 

 

Organismo Meio de obtenção Laboratório de Procedência Departamento 
Leishmania (L.) chagasi (cepa 

não caracterizada) 
Meio de cultura 

Schneider 
Laboratório de 
Microbiologia 

Departamento de 
Microbiologia 

Leishmania (V.) braziliensis 
(Cepa MHOM/BR/75/M2904) 

Meio de cultura 
RPMI 

Laboratório de 
Leishmanioses 

Departamento de 
Parasitologia 

Trypanosoma cruzi (cepa Y) Meio de cultura 
LIT 

Laboratório de 
Imunoparasitologia 

Departamento de 
Imunologia 

Schistosoma mansoni (cepa 
BH) 

Verme adulto 
retirado de 

camundongo 

Laboratório do Serviço de 
Referência em 

Esquistosomosse 

Departamento de 
Parasitologia 

Wuchereria bancrofti Verme adulto 
retirado de 
paciente 

Laboratório do Serviço de 
Referência Nacional em 

Filarioses 

Departamento de 
Parasitologia 

Ascaris lumbricoides Verme adulto 
retirado de 
paciente 

Laboratório do Serviço de 
Referência Nacional em 

Filarioses 

Departamento de 
Parasitologia 

Mycobacterium tuberculosis 
(cepa de referência H37Rv) 

Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobacterium chelonae Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobacterium massiliense Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobaterium intracelullare Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobacterium fortuitum Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobacterium smegmatis Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Mycobacterium bovis Meio de cultura 
Löwenstein-

Jensen 

Laboratório de 
Imunoepidemiologia 

Departamento de 
Imunologia 

Homo sapiens sapiens Sangue periférico Laboratório de Doenças 
Transmissíveis 

Departamento de 
Parasitologia 

Quadro 1 – Procedência dos organismos para a extração de DNA 
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4.2 Extração e purificação do DNA 

 

 

 Foram utilizados os organismos descritos no Quadro 1. A extração e purificação do 

DNA dos organismos, com exceção das cepas de Mycobacterium, foram realizadas com o kit 

comercial de extração “illustraTM tissue & cells genomicPrep Mini Spin Kit” (GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK), seguindo as recomendações do fabricante. Resumidamente: em um 

microtubo contendo o organismo, foram adicionados 100µl da solução de lise tipo 1 e 10µl de 

proteinase K. Em seguida esse conteúdo foi levado ao vórtex e colocado em banho-maria à 

60ºC, por 1h. Após esse período, o material foi submetido a uma centrifugação rápida (spin). 

Foram adicionados 5µl de RNAse A, e incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente. 

Depois, foram adicionados 500µl de solução de lise tipo 2, e esperou mais 10 minutos em 

temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se o material por 10 segundos a 11.000 rpm. 

Após esta etapa, o conteúdo do microtubo foi transferido para a coluna do kit, montada 

juntamente com o tubo coletor. Submeteu-se a uma centrifugação por 1 minuto a 11.000 rpm, 

sendo o líquido desprezado. Adicionaram-se 500µl de solução de lise tipo 2, e novamente este 

foi submetido à centrifugação nas mesmas condições, sendo o sobrenadante novamente 

descartado. Após isso, foram adicionados 500µl de solução de lavagem, centrifugando por 3 

minutos a 11.000 rpm. O tubo coletor foi descartado, e a coluna foi transferida para um 

microtubo. Adicionou-se na coluna 200µl de solução de eluição pré-aquecido à 70ºC, e 

incubou-se por 1 minuto em temperatura ambiente, e submeteu-se à centrifugação por 1 

minuto a 11.000 rpm, e a coluna foi descartada, ficando com o microtubo contendo o DNA. 

Este tubo foi armazenado à -20ºC até o momento da sua quantificação. 

A extração e purificação do DNA das cepas de Mycobacterium estudadas foram 

realizadas utilizando o método de Fenol-Clorofórmio segundo Sambrook et al. (1989) com 

algumas modificações: adicionou-se à amostra 200µl de solução de lise (NaCl 100mMl; 

TrisCl 10mM, pH 8; SDS 0,5%; Proteinase K 20mg/ml) e incubou-se a 60 ºC durante 1h; em 

seguida a amostra foi extraída uma vez com fenol, duas vezes com fenol/clorofórmio (1:1) e 

duas vezes com clorofórmio/álcool isoamílico (24:1). A cada etapa de extração o homogenato 

era centrifugado a 11.000 rpm por 2 min. Após, desprezado o sobrenadante, o sedimento foi 

ressuspendido em álcool isopropílico absoluto gelado e centrifugado a 11000 rpm por 2 min. 

O “pellet” foi lavado uma vez com etanol a 70%, centrifugado e seco ao ar, durante 30 min. O 

sedimento foi ressuspendido em 1 ml de TE, incubado durante 1h a 42 ºC, e armazenado a –

20 ºC, para posterior quantificação. 
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 Todo o trabalho foi realizado no Laboratório de Doenças Transmissíveis do 

Departamento de Parasitologia do CPqAM/FIOCRUZ. 

 

 

4.3 Análise e quantificação do DNA total 

 

 

As amostras de DNA extraídas foram analisadas através de eletroforese em gel de 

agarose a 1%, em tampão TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 2mM), e corados com brometo de 

etídio e/ou blue green, com a finalidade de verificar a integridade e a qualidade da amostra. A 

quantificação do DNA foi realizada através de espectrofotômetro, utilizando o aparelho 

Ultrospec 3000 UV/Visible espectophotometer, Pharmacia Biotech. 

 

 

4.4 Avaliação da sensibilidade dos primers 

  

 

Para avaliação da sensibilidade (limite de detecção) dos primers foi construída uma 

curva de diluição a partir de quantidades conhecidas de DNA genômico purificado de L. (L.) 

chagasi, com a finalidade de avaliar a quantidade mínima de DNA que os sistemas estudados 

seriam capazes de amplificar. Foram efetuadas diluições seriadas de fator 10 resultando nas 

seguintes concentrações: 0,5 ng/µl, 50 pg/µl, 5 pg/µl, 0,5 pg/µl, 50 fg/µl, 5 fg/µl, 0,5 fg/µl, 

0,05 fg/µl. Dois µl de cada diluição foram adicionados nas reações. 

Os primers utilizados foram o RV1 (senso; 5'- CTTTTCTGGTCCCGCGGGTAGG-

3') e o RV2 (anti-senso; 5'- CCACCTGGCCTATTTTACACCA-3'), cujo alvo é uma região 

conservada do kDNA de L. (L.) chagasi, e que produzem um fragmento de aproximadamente 

145 pares de base (LACHAUD et al., 2002a; LE FICHOUX et al., 1999; RAVEL et al., 

1995). O estudo deste sistema pelos autores supracitados motivou a utilização desse sistema 

por Dantas-Torres (2006b). 

Foram testadas duas PCRs convencionais utilizando os primers descritos acima, 

diferindo apenas em relação ao volume final da reação. O sistema 1, já padronizado por 

Dantas-Torres, em 2006, utilizou um volume final de 25µl e o Sistema 2, teste desse estudo, 

teve como base o volume utilizado por Ravel et al., 1995 e Le Fichoux et al., 1999, sendo o 

volume final de 50 µl.  



 35

Os mix utilizados nos sistemas estão listados no Quadro 2. Como controle negativo da 

reação de PCR, em todas as reações utilizaram-se os reagentes sem a adição de DNA.  

 

 

Sistema de PCR 1 (25 µl) Sistema de PCR 2 (50 µl) 
2,5 µl de Tampão 5 µl de Tampão 

1,5 µl de MgCl2 (25mM) 3 µl de MgCl2 (25mM) 
2,5 µl de dNTP (2mM) 5 µl de dNTP (2mM) 

1 µl de RV1 (25 pmoles/µl) 2 µl de RV1 (25 pmoles/µl) 
1 µl de RV2 (25 pmoles/µl) 2 µl de RV2 (25 pmoles/µl) 

0,5 µl de Taq DNA Polimerase (2,5 U) 0,5 µl de Taq DNA Polimerase (2,5 U) 
14 µl de água milli-q autoclavada 30,5 µl de água milli-q autoclavada 

2 µl de DNA 2 µl de DNA 
Quadro 2 – Mix dos reagentes utilizados nos Sistemas de PCR 

 

 

A PCR foi realizada de acordo com as condições descritas por Le Fichoux e 

colaboradores (1999), com as seguintes modificações: desnaturação inicial 94º C por 5 min, 

seguida por 35 ciclos: 94º C por 30s; 67º C por 1 min; 72º C por 30s e uma extensão final a 

72º C por 5 min. 

 

 

4.5 Avaliação da especificidade dos primers 

 

 

A especificidade dos primers foi comprovada de forma teórica e experimental. 

Inicialmente, a especificidade teórica dos primers foi obtida através da análise de 

homologia utilizando-se a ferramenta Primer-BLAST 2.0 (“Basic Local Alignment Search 

Tool”), desenvolvida pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), da 

biblioteca Nacional de Medicina do NIH (National Institute of Health), Maryland, EUA, a 

qual analisa a especificidade dos primers em relação ao alvo desejado fazendo alinhamentos 

com seqüências depositadas em um banco próprio do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome). Esta 

análise foi realizada para saber se os primers RV1 e RV2 anelavam com algum dos 

organismos avaliados no presente estudo 
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Após o Blast dos primers, a especificidade experimental foi confirmada em laboratório 

através de amplificações utilizando 1 ng de DNA genômico purificado das espécies listadas 

na Tabela 1. 

 Estes experimentos foram realizados em triplicata para confirmar os resultados 

obtidos. 

 

 

4.6 Análise dos produtos de PCR 

  

 

A análise e o registro dos materiais resultantes da PCR foram realizados através de 

eletroforese em gel de agarose a 2,0%, em tampão TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 2mM), 

corados pelo corante Blue Green e/ou brometo de etídeo. Os amplicons foram separados por 

eletroforese, visualizados em um transiluminador de luz ultravioleta, e fotografados com um 

sistema de documentação Polaroid MP4+ SystemTM (Sigma St. Louis, MA, USA).  

 

 

4.7 Considerações éticas 

 

 

Segundo o Comitê de Ética em Pesquisas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

este trabalho não possui implicações éticas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1. Avaliação da sensibilidade dos primers 

 

 

O limite de detecção do sistema de PCR 1, com 25 µl, alcançou a sensibilidade de 1 

pg, como demonstrado na figura 6.  

 

 

 
Figura 6 – Eletroforese em gel de agarose mostrando o limite de detecção da PCR simples (protocolo de 25µl) 

utilizando diferentes quantidades de DNA genômico de L. (L.) chagasi com os primers RV1 e RV2.  
Nota: PM - Peso Molecular (Low DNA Mass Ladder – Invitrogen); Faixa 1 - 1 ng; Faixa 2 - 100 pg; Faixa 3 - 10 

pg; Faixa 4 – 1 pg; Faixa 5 - 100fg; Faixa 6 - 10 fg; Faixa 7 – 1 fg; Faixa 8 – 0,1 fg; CN – Controle Negativo. 
 

 

Quando o sistema de PCR 2, que utiliza 50 µl, foi testado para a mesma curva de 

diluição, foi possível observar um aumento significativo na sensibilidade da técnica, que 

conseguiu amplificar 0,1 fg (Figura 7). 

 

 

 

145pb 

  PM    1       2       3      4        5      6       7       8     CN 
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Figura 7 – Eletroforese em gel de agarose mostrando o limite de detecção da PCR simples (protocolo de 

50µl) utilizando diferentes quantidades de DNA genômico de L. (L.) chagasi com os primers RV1 e RV2.  
Nota: PM - Peso Molecular (Low DNA Mass Ladder – Invitrogen); Faixa 1 - 1 ng; Faixa 2 - 100 pg; 

Faixa 3 - 10 pg; Faixa 4 – 1 pg; Faixa 5 - 100fg; Faixa 6 - 10 fg; Faixa 7 – 1 fg; Faixa 8 – 0,1 fg; CN – Controle 
Negativo. 

 

 

Comparando os resultados obtidos pelos Sistemas de PCR 1 e 2, podemos observar 

que o primeiro obteve uma menor sensibilidade quando comparado com o segundo. Segundo 

Vitale et al. (2004), um parasito tem aproximadamente 100 fg de DNA genômico, o que 

equivale a um parasito por tubo de PCR. Transformando as concentrações obtidas nos 

sistemas observamos que o Sistema 1 alcançou o equivalente a 10 parasitos por tubo de PCR, 

enquanto que o Sistema 2 obteve, em sensibilidade, 0,001 parasito por tubo, ou seja, bem 

menos de 1 parasito por tubo, o que é considerado um ótimo resultado quando comparado 

com o primeiro sistema. 

Apesar de utilizar um volume final diferente, o resultado obtido pelo Sistema 1 (25µl) 

foi o mesmo alcançado por Ravel et al. (1995), já que foi a partir desse trabalho que Le 

Fichoux et al. (1999), adaptaram os primers em estudo (ambos utilizaram 50µl). O resultado 

obtido pelo Sistema 2 foi semelhante ao obtido por outros trabalhos (GAO et al., 2006; 

LACHAUD et al., 2002a; b). Gao et al. (2006), obtiveram uma sensibilidade de 0,01 parasito 

por tubo de reação. Já Lachaud et al. (2002), obtiveram uma sensibilidade de 0,0001 parasito 

por tubo de reação, ao estudarem a sensibilidade dos primers a partir de amostras de sangue 

periférico de cães sadios (com quantidades conhecidas de parasitos) e parasitos purificados a 

partir de culturas.  

Uma possível explicação para esta diferença de resultados observados entre este 

trabalho, e os trabalhos de Gao et al. (2006), e Lachaud et al. (2002), pode ser devido à 

diferença na quantidade de Taq DNA polimerase, a concentração de íons magnésio e a 

temperatura de anelamento utilizados.  

  PM    1       2       3        4       5       6       7       8     CN 

145pb 
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Esta maior sensibilidade alcançada pelo Sistema 2 pode ser atribuído à presença de 

uma menor quantidade de inibidores de PCR neste sistema, já que este possui um volume 

final maior, levando a uma diluição dos possíveis inibidores presentes, já que em ambos são 

adicionadas a mesma quantidade de DNA (dois microlitros).  

Segundo Spanakos et al. (2002), o isolamento do DNA é um processo critico para o 

sucesso da reação de PCR, especialmente em amostras que contenham inibidores, devendo o 

método de extração visar à eliminação destes. Rodrigues, Silva e Siqueira (2006) relatam que 

a diluição do DNA pode resolver o problema dos inibidores de PCR presentes na própria 

amostra biológica (como o grupamento heme, bilirrubina e sais) ou nos reagentes utilizados 

na coleta e extração (EDTA, proteinase K, fenol/clorofórmio).  

Lachaud et al. (2002a) relatam ainda que dentre os seis pares de primers avaliados em 

seu trabalho, os primers RV1 e RV2 possuem resultados de fácil interpretação, apresentam 

raros artefatos na corrida do gel de agarose e os consideram como primers extremamente 

sensíveis capazes de detectar pessoas assintomáticas. Contudo, Silva et al. (2010), relatam 

que sistemas que produzem amplicons com baixo número de pb (145pb), como os que 

utilizam o RV1 e RV2, podem levar a erros na interpretação dos resultados, devido ao 

tamanho próximo ao dos dímeros de primers. 

Segundo Fakhar et al. (2008), devido à grande quantidade de cópias apresentadas pelo 

minicírculo do cinetoplasto, é de se esperar que uma PCR utilizando os primers RV1/RV2 

seja mais sensível até mesmo do que uma Nested-PCR utilizando microsatélites de cópia 

única, porque os múltiplos minicírculos podem estar presentes na amostra utilizada para a 

PCR mesmo após diversas diluições. 

Ao comparar os primers avaliados neste estudo com os utilizados nos seus trabalhos, 

Kazemi et al. (2008), e Cavalcanti (2008), relataram que os mesmos possuíam baixa 

sensibilidade. 

 

 

5.2. Avaliação teórica e experimental da especificidade dos primers 

 

 

A especificidade teórica dos primers, avaliada pelo Primer-BLAST, demonstrou que 

estes amplificam o DNA dos parasitos Leishmania (L.) major, Leishmania (L.) donovani e 

Leishmania (L.) infantum (= Leishmania (L.) chagasi), como mostrado no anexo A. Estes 

dados corroboram os estudos realizados por Lachaud et al. (2002a; b), que relatam 



 41

especificidade dos para L. (L.) donovani sensu lato, assim como o de outros autores que, ao 

testarem os primers frente ao DNA de L. (L.) donovani (RAVEL et al., 1995) e L. (L.) major 

(AZIZI et al., 2008; RAVEL et al., 1995) obtiveram amplicons, sendo o tamanho da banda 

obtida por Azizi e outros (2008) idêntica à obtida pelos primers (145pb) quando utilizados 

frente ao DNA de L. (L.) chagasi.  

Ao testar a especificidade experimental dos primers frente ao DNA genômico de 

diversos organismos, foi possível observar que estes não são específicos para espécies do 

gênero Leishmania. 

A análise dos produtos de PCR apresentou inespecificidade quando testados com 

DNA de Trypanosoma cruzi e Schistosoma mansoni (Figura 8), resultando em amplicons de 

aproximadamente 145 pb, o mesmo tamanho obtido ao utilizar o DNA de L. (L.) chagasi. 

Entretanto nenhum produto foi observado quando os sistemas foram testados frente ao DNA 

de Leishmania (V.) braziliensis, Wuchereria bancrofti, Ascaris lumbricoides, Homo sapiens 

sapiens e das cepas de Mycobacterium sp. (Figuras 8 e 9). 

 

 

 
Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose mostrando a especificidade da PCR.  

Nota: Foi utilizado 1 ng de DNA genômico de: L. (L.)  chagasi (1); Trypanosoma cruzi (2); Schistosoma 
mansoni (3); Mycobacterium chelonae (4); Mycobacterium massiliense (5); Mycobaterium intracelullare (6); 
Mycobacterium fortuitum (7); Mycobacterium tuberculosis (8); Mycobacterium smegmatis (9) Mycobacterium 

bovis (10); Wuchereria bancrofti (11); PM – Peso Molecular (Low DNA Mass Ladder – Invitrogen); CN – 
Controle Negativo. 

 

 

PM    1     2     3     4      5      6     7     8      9    10   11   CN 

145pb 
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose mostrando a especificidade da PCR.  

Nota: Foi utilizado 1 ng de DNA genômico de: L. (L.)  chagasi (1); L. (V.) braziliensis (2); Ascaris lumbricoides 
(3); Homo sapiens (4); PM – Peso Molecular (100 bp DNA Mass Ladder – Invitrogen); CN – Controle Negativo. 

 

 

Os resultados obtidos no presente estudo diferem dos relatados por outros autores 

(COLOMBO et al., 2011; GAO et al., 2006; GOMES et al., 2007; LACHAUD et al., 2002a; 

b; MOTAZEDIAN et al., 2008; PEREIRA, 2005; PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009; RAVEL 

et al., 1995), pois todos eles encontraram 100% de especificidade para os primers RV1 e 

RV2. 

Em relação à amplificação obtida ao utilizar o DNA de T. cruzi, nosso trabalho 

discorda dos trabalhos de outros autores que também testaram a especificidade para este 

parasito e não observaram nenhuma amplificação (GOMES et al., 2007; RAVEL et al., 1995; 

PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009), enquanto que, no presente estudo, foi possível observar 

amplificação frente ao DNA de T. cruzi. Este resultado, juntamente com o obtido para o DNA 

de S. mansoni, pode ter sido acarretado pela diluição dos possíveis inibidores de PCR, ao 

utilizar o protocolo de 50µl. 

Alguns autores (GOMES et al., 2007; PEREIRA, 2005; PEREIRA-CHICCOLA, 

2009) testaram a especificidade dos primers frente às três espécies de Leishmania mais 

prevalentes no Brasil: L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis, e só 

encontraram resultado positivo para o DNA de L. (L.) chagasi, o que corrobora com o nosso 

estudo, que também encontrou resultado negativo ao utilizar DNA de L. (V.) braziliensis. 

Alguns trabalhos testaram os primers RV1 e RV2 para outros organismos não 

estudados neste trabalho, e não encontraram nenhuma amplificação. Gao et al. (2006) 

testaram DNA obtido a partir de sangue de pacientes com malária maligna (causada pelo 

Plasmodium falciparum) e malária terçã (causada pelo Plasmodium vivax). Motazedian et al. 

(2008) testaram a PCR utilizando sangue de indivíduos com leishmaniose cutânea, malária, 

145pb 
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brucelose e cisto hidático. A especificidade foi ainda confirmada por testes de DNA extraído 

de outras bactérias causadoras de doenças caninas como Rickettsia rickettsii, Rickettsia canis 

e Ehrlichia canis (COLOMBO et al., 2011; PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009) que não 

apresentaram nenhuma amplificação. 

Pereira-Chioccola (2009) testou o DNA de L. (L.) chagasi, L. (L.) amazonensis, L. (V.) 

braziliensis, Trypanosoma cruzi, Rickettsia rickettsii, Rickettsia canis e Ehrlichia canis na 

concentração de 85-90ng, ocorrendo amplificação para o DNA de L. chagasi, apresentando 

145pb. Este resultado alcançado pode ter sido causado pelo uso de grandes concentrações de 

DNA, o que pode ter inibido as reações de PCR. 

Algumas regiões endêmicas para LV podem ser também endêmicas para L. (V.) 

braziliensis e L. (L.) amazonensis, agentes causadores da leishmaniose tegumentar americana; 

Trypanossoma cruzi, o agente etiológico da doença de chagas (GOMES et al., 2007; 

PEREIRA-CHIOCCOLA, 2009); ou até mesmo para o Schistosoma mansoni, o agente 

etiológico da esquistossomose mansônica. Em áreas onde estes organismos estão presentes, os 

sinais clínicos e a patologia não irão sempre diferenciá-los podendo, inclusive, se sobrepor 

(NABITY et al., 2006).  

Em relação ao DNA de S. mansoni e das espécies de Mycobacterium avaliados no 

presente estudo, não foi encontrado nenhum relato que testou o DNA destes organismos 

utilizando os primers RV1 e RV2. 

A determinação da especificidade teórica e experimental para um sistema baseado em 

PCR deve ser considerada como um pré-requisito para qualquer estudo que faça uso da PCR, 

pois a escolha dos primers que serão utilizados na PCR é de crucial importância, além de ser 

um dos principais fatores para se estabelecer a alta sensibilidade e especificidade da reação. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

a) O Sistema de PCR 2 (50 µL), apesar de utilizar um volume maior, justifica a sua 

utilização, pois apresentou uma sensibilidade maior (104 vezes) em relação ao Sistema 

de PCR 1, com 25 µL. 

b) O tamanho das bandas formadas pelos primers RV1 e RV2 é muito pequeno (145pb), 

o que dificulta a sua visualização e diferenciação dos dímeros de primers formados na 

reação. 

c) Aparentemente, os primers estudados apresentaram inespecificidade em relação ao 

Schistosoma mansoni e Trypanosoma cruzi, por isso, não se recomenda o uso destes 

primers em áreas onde estas espécies são co-endêmicas com a LV. Devem ser 

realizados outros estudos para confirmação desses resultados, como uma curva de 

diluição, o teste dos primers em amostras biológicas e sequenciamento. 
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ANEXO A – Resultado dos primers RV1 e RV2 através do Primer-BLAST  
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