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INTRODUÇÃO 

Leishmaniose Visceral Humana (LVH) é uma doença causada por parasitas do complexo 

Leishmania donovani (L.(L.) donovani, L.(L.) infantun e L.(L.) chagasi). Essa doença é endêmica em 

62 países em sua maioria subdesenvolvidos. Estima-se que anualmente 5.000 mortes são ocorrem 

devido à LVH e 500.000 novos casos da doença sintomática são diagnosticados, sendo desses mais 

de 90% dos casos localizados em Bangladesh, Índia, Sudão e Brasil (BADARO, 1986). No Brasil, a 

LVH é causada pelo L.(L.) chagasi, com casos autóctones notificados em pelo menos 19 estados da 

federação distribuídos em quatro das cinco regiões, permanecendo indene apenas o Sul. Entre 1984 

e 2000, foram notificados 67.231 casos. A Região Nordeste concentra mais de 90% das notificações, 

com registros de casos em todos os seus estados, o que transforma a LVH em um sério problema de 

saúde pública que ameaça a população e preocupa as autoridades sanitárias (QUEIROZ, 2004). 

Recentemente foi desenvolvida um uma nova técnica de amplificação de DNA chamada loop-

mediated isothermal amplification (LAMP) (NOTORI, 2000). A técnica usa quatro a seis primers que 

reconhecem seis a oito regiões da sequência alvo do DNA, essa sequência de primers atua em 

conjunto com a enzima Bst polimerase que tem a capacidade de deslocar fitas de DNA previamente 

formadas (PARIDA, 2008).  

METODOLOGIA 

Questões éticas: O projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal do Piauí sob o CAAE 0152.0.045.000-10, sendo aprovado em reunião dessa comissão no dia 

30 de Julho de 2010. Seleção dos pacientes: Para realização trabalho experimental utilizamos 

amostras de sangue periférico de pacientes já cadastrados no Grupo de Pesquisa em Leishmaniose 

do Instituto de Doenças Tropicais Nathan Portela (IDTNP) que tenham previamente assinado o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido autorizando o uso de seus materiais para as práticas do 

grupo. Os pacientes foram inicialmente separados em dois grupos utilizando como critério de seleção 

o diagnóstico do médico assistente no momento da alta hospitalar: o primeiro grupo contando os 



 

 

pacientes que tiveram diagnóstico confirmado de LVH e um segundo com aqueles que tiveram o 

mesmo diagnóstico excluído. Os pacientes em que não houve uma definição sobre o diagnóstico da 

doença serão excluídos da pesquisa. Em cada um dos outros dois grupos foram escolhidos 

randomicamente 100 pacientes para participar da pesquisa. Essa seleção foi feita por uma pessoa 

não envolvida na pesquisa, de forma que o caráter positivo ou negativo da amostra não foi de 

conhecimento do grupo de pesquisa até o final da mesma. Extração do DNA das amostras: As 

amostras de sangue dos pacientes selecionados tiveram seu DNA extraído utilizando o QIAamp DNA 

mini kit (número de referência 51306; QUIAGEN) segundo especificações do fabricante. Desenho e 

confecção dos primers: Para a realização do LAMP, seguindo linhas de protocolos já na publicados 

na literatura, foi amplificado o gene da DNA polimerase da Leishmania (L.) chagasi. Para isso, 

utilizamos um kit de primers desenhados com o auxílio do programa PrimerExplores V4 

(http://primerexplorer.jp/elamp4.0.0). Real-time PCR: Para confirmar o diagnóstico dos pacientes 

envolvidos todas as amostras foram submetidas à pesquisa de DNA de Leishmania chagasi utilizando 

Real-time PCR. LAMP: A reação do LAMP ocorreu de acordo com protocolos validados. Utilizamos 

em um volume total de 25µl, no qual estão presentes 50pmol de FIP e de BIP, 5pmol de F3 e de B3, 

25pmol de FLP e de BLP, 40mM de Tris-HCl, 20mM de (NH4)2SO4 16mM de MgSO4, 20mM de KCl, 

2,8mM de dNTPs , 1,6M de Betaina (Sigma, St. Louis, MO, USA), 8U da enzima Bst DNA polimerase 

(New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e 2µl da amostra de DNA. Essa amostra foi incubada em 

uma temperatura de 65°C por uma hora. Ao final do tempo previsto desnaturamos a enzima Bst DNA 

polimerase incubando a reação por 20 minutos a uma temperatura de 80ºC. A detecção do produto 

da reação foi feita por eletroforese em gel de agarose. Análise Estatística: Ao final da pesquisa, 

cálculos específicos foram realizados de forma a avaliar a viabilidade do uso do LAMP como 

ferramenta diagnóstica para LVH, bem como os valores de sensibilidade e especificidade e valores 

preditivos do método.    

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Quando estudada após eletroforese em gel de agarose o sistema de amplificação de DNA do 

LAMP não identificou a presença de nenhuma amostra negativa amplificada. Entre as positivas, 46 

das 100 amostras apresentaram bandas de amplificação de DNA com alto peso molecular. Turbidez 

a olho nu não foi observada em nenhuma amostra positiva ou negativa. 

As variáveis clínico-epidemiológicas encontradas mostraram uma especificidade de 100%, 

porém uma sensibilidade de apenas 46%. O Valor Preditivo Positivo (VPP) encontrado foi de 100%, o 

Valor Preditivo Negativo (VPN) foi de 35,06%% e a acurácia de 73%.  

 Foi observada também no gel de agarose a presença de uma nuvem de baixo peso molecular. 

A ausência de turbidez visualizada a olho nu encontrada em nosso estudo contraria um dos 

principais pilares de defesa da utilização do LAMP como método diagnóstico molecular de fácil 

manipulação, uma vez que essa característica é o que lhe confere fácil interpretação e consequente 

possibilidade de utilização em ambientes sem estrutura laboratorial arrojada (THEKISOE, 2009). Essa 

observação, associada à baixa sensibilidade encontrada e à presença de uma nuvem de baixo peso 

molecular observada no gel de agarose (por ser uma estrutura de baixo peso molecular, acreditamos 



 

 

que ela seja formada por restos de primers e desoxinucleotídeos trifosfato), sugere que a nossa 

reação tenha ocorrido com baixa eficiência, permitindo a permanência de primers e 

desoxinucleotídeos trifosfato no sistema com consequente baixo volume de DNA amplificado. Uma 

possível explicação para isso seria a natureza dos primers selecionados para nossas reações que 

possuíam uma temperatura de melting em torno de 50ºC, enquanto nossas reações ocorriam em uma 

temperatura de 65ºC. Essa diferença de temperaturas impede a hibridização adequada dos primers 

com o gene alvo, com uma consequente amplificação inadequada. 

 

CONCLUSÃO 

Pelo presente estudo foi possível concluir que a amplificação de DNA de Leishmania (L) 

chagasi utilizando o LAMP é uma técnica que pode ser utilizada como uma ferramenta para o 

diagnóstico da LVH. Pelo nosso estudo foi possível também determinar que esse método possua 

sensibilidade de 46%, especificidade de 100%, VPP de 100%, VPN de 35,06% e acurácia de 73%. 

Entretanto, mais estudos ainda são necessários para aperfeiçoar a metodologia com a correção das 

falhas encontradas.  
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