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CAMPOS, M. P. Comparacdo entre amostras de pele integra parafinada e congelada
através da reacdo em cadeia da polimerase - quantitativa (QPCR) no diagndstico da
leishmaniose visceral canina. Rio de Janeiro, 2014. 48f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doencas Infecciosas] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) representa um importante problema de saude publica no Brasil.
Podem acometer os seres humanos € mamiferos silvestres e domésticos, sob a forma de
doencas infecciosas cronicas com uma ampla gama de manifestagdes clinicas. O diagnostico
laboratorial ¢ requerido para confirmar a suspeita clinica. Atualmente as técnicas moleculares
baseadas na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tém demonstrado alta especificidade e
sensibilidade. Na literatura existem diversos relatos da utilizacdo da PCR com diferentes tipos
de material clinico, alvos moleculares, conservacdo das amostras. Alguns autores consideram
amostras congeladas mais vantajosas em relagao as amostras fixadas em formol e embebidas
em parafina (FFPE). No entanto, muitos pesquisadores defendem a importancia das amostras
FFPE devido a facilidade de conservacao e possibilidade de utilizacdo da PCR em estudos
retrospectivos. O objetivo desse projeto foi avaliar a acuracia da qPCR realizada em amostras
de pele integra congelada e parafinada. Trata-se de um estudo de validag¢ao, com 50 amostras
de tecido congelado e 50 de tecido parafinado, provenientes de caes da cidade de Belém-PA.
De cada animal foram coletados fragmentos de pele integra, sendo um dos fragmentos
congelado e outro conservado por parafinizagdo. As amostras de pele integra analisadas foram
coletadas da regido escapular utilizando punch de 3 mm. A qPCR foi orientada para alvos do
kDNA da espécie Leishmania infantum. A extragdo de DNA de amostras de pele integra
FFPE foi realizada com o “kit” comercial QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen, California,
USA) de acordo com as recomendagdes do fabricante e para as amostras de tecido congelado
foi utilizado o “kit” Illustra™ Tissue & Cells Genomicprep Mini spin (GE Healthcare),
seguindo as recomendagdes contidas no “’kit”. Os resultados obtidos demonstraram indices de
sensibilidade e especificidade para as amostras FFPE de 63,7% e de 77,8%. Para as amostras
congeladas foram de 100% e 45,9%, respectivamente. O indice Kappa obtido foi considerado
fraco. A recuperagdo/concentragdo de DNA nas amostras FFPE foi baixa, mas os resultados
obtidos indicam sensibilidade e especificidade moderados, demonstrando que ¢ possivel o
diagnostico da leishmaniose visceral canina com amostras FFPE.

Palavras-chave: Diagnoéstico, PCR — real time, leishmaniose visceral canina, Leishmania
infantum.
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CAMPOS, M. P. Comparison between samples of paraffin and frozen intact skin by
polymerase chain reaction - quantitative (qPCR) in the diagnosis of canine visceral
leishmaniasis. Rio de Janeiro, 2014. 48f. Master [Science dissertation in Clinic Research in
Infectious Diseases] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a significant public health problem in Brazil. It affects humans,
wild and domestic mammals, in the form of chronic infectious disease with a wide range of
clinical manifestations. Laboratory diagnosis is required to confirm the clinical suspicion of
VL. Currently, molecular techniques based on polymerase chain reaction (PCR) have shown
high specificity and sensitivity. Some authors consider more advantageous the use of frozen
samples in PCR due to the better quality of DNA, in relation to that of fixed in formalin and
embedded in paraffin (FFPE) samples. However, many researchers argue describe the
importance of FFPE samples, due to the facility of conservation and the possibility of using
PCR in retrospective studies. The aim of this study was to evaluate the accuracy of the
quantitative polymerase chain reaction (QPCR) performed on intact frozen and FFPE skin
samples. This is a validation study with 50 fresh tissue samples and 50 FFPE tissues of dogs
from Belém-PA. From each animal fragments of intact skin were collected, being one of the
frozen fragments and another saved by paraffinization. The samples analyzed were collected
from intact skin of the scapular region using a 3 mm punch. The qPCR was oriented targets
kDNA of Leishmania infantum. The DNA extraction from FFPE samples of normal skin was
performed with the QIAamp ® DNA FFPE Tissue kit (Qiagen, California, USA) "kit"
business according to the manufacturer's recommendations and for samples of frozen tissue
the "kit" used was IllustraTM Tissue & Cells Genomicprep Mini spin (GE Healthcare),
according to the manufacturer's recommendations in "kit". The results showed sensitivity and
specificity for FFPE samples of 63.7 % and 77.8 %. For frozen samples were 100% and 45.9
%, respectively. The Kappa index obtained was considered weak. The recovery/concentration
of DNA in FFPE samples was low, but the results indicate moderate sensitivity and
specificity, demonstrating that it is possible the diagnosis of canine visceral leishmaniasis
from FFPE samples.

Keywords: Diagnostic, PCR - real time, canine visceral leishmaniasis, Leishmania infantum.
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1. INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo zoonoses de grande importancia em saiude publica no mundo,
que acometem o homem e outras espécies de mamiferos silvestres e domésticos sob a forma
de doencas infecciosas cronicas, apresentando diversas formas de manifestagdes clinicas
(GRIMALDI & TESH, 1993).

As leishmanioses sdo causadas por diferentes espécies do género Leishmania (ROSS,
1903), que sdo flagelados da Familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida (IMAM,
2009) e se caracterizam pela presenca de mitocondria incomum, contendo o cinetoplasto, cujo
material genético, denominado kDNA, ¢ composto por maxicirculos e minicirculos
(BREWSTER, 1998).

Os casos de leishmanioses encontram-se distribuidos principalmente nas regides
tropicais e subtropicais do Velho (Europa, Asia ¢ Africa) e do Novo Mundo (Américas), e os
paises em que s3o relatados casos de leishmaniose sdo: Brasil, Colémbia, Venezuela,
Argentina, Guatemala, Nigéria, Etidopia, Quénia, Somalia, Suddo, Iran, Iraque, Portugal,
Espanha, Italia, dentre outros (WHO, 2010).

Nas Américas, as leishmanioses podem ser classificadas como: leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral americana (LVA) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006). A principal forma de transmissdo dessa doenga ocorre através da picada de
insetos vetores da subfamilia Phlebotominae e estdo relacionadas entre as seis principais
endemias do mundo (DEANE e DEANE, 1962; MARZOCHI ¢ MARZOCHI, 1994a; WHO,
2010).

A infeccao dos vetores ocorre durante a ingesta das fémeas, ao sugarem o sangue de
hospedeiros contendo macrofagos infectados com as formas amastigotas do parasito. No trato
digestivo anterior destes insetos ocorre o rompimento dos macrofagos e liberacdo dos
parasitos, que sofrem rapida diferenciagdo para formas flageladas, denominadas de
promastigotas, que se reproduzem por sucessivos processos de divisdo binaria (GONTIJO e
MELO, 2004).

A infecc@o do hospedeiro vertebrado ocorre durante o repasto sanguineo do vetor,
onde as formas promastigotas presentes no tubo digestivo deste sdo inoculadas na pele. Uma
vez no tecido, estes parasitas sdo internalizados por fagocitos, e dentro do wvacuolo

parasitoforo se diferenciam para formas amastigotas. (REY, 1991).



1.2. LEISHMANIOSE VISCERAL CANINA (LVC)

No Brasil, a LVA ¢ causada por Leishmania (Leishmania) chagasi, atualmente
denominada Leishmania (Leishmania) infantum (KUHLS, 2011), tendo como principal vetor
Lutzomyia longipalpis, e o cdo (Canis familiaris) como reservatorio no ambiente doméstico e
peridoméstico, ambos contribuindo para o ciclo de manutencao da doenga (FRANCA-SILVA
et al., 2005). Lutzomyia cruzi também foi descrita no Estado do Mato Grosso do Sul
exercendo esse papel (GALATI et al., 1997; SANTOS et al., 1998).

No cdo, a doenga tem um curso lento e de carater cronico, sendo observado um amplo
espectro de sinais clinicos, e esta relacionada com a imunocompeténcia do animal. Nas fases
mais adiantadas da doenca observam-se frequentemente onicogrifose, esplenomegalia,
linfadenopatia, alopecia, dermatites, ulceras de pele, ceratoconjuntivite, rinorréia, apatia,
diarreia, hemorragia intestinal, edema de patas e vomitos, além de hiperqueratose. No estagio
final da infec¢do, ocorre em geral paresia dos membros posteriores, caquexia, inani¢do €
morte (DEANE e DEANE, 1955; MARZOCHI et al., 1985; ALMEIDA et al., 2005;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No entanto, cdes infectados podem permanecer sem sinais clinicos por um longo
periodo de tempo, sendo a forma assintomatica relatada em proporgdes que podem representar
cerca de 40% a 60% da populagdo soropositiva (MARZOCHI e MARZOCHI, 1997;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Apés a avaliagdo clinica e laboratorial, os cdes podem ser
classificados em quatro estagios: O primeiro estdgio corresponde aos cdes expostos, que
apresentam diagndstico parasitologico negativo, bem como baixos titulos de anticorpos anti-
Leishmania e clinicamente normais ou apresentando sinais associados com outras doengas; o
segundo estagio sdo os cdes infectados, que apresentam exame parasitologico positivo, mas
possuem baixos titulos de anticorpos anti-Leishmania, sdo clinicamente saudaveis ou
apresentam sinais clinicos compativeis com outras doencas; terceiro estagio inclui os caes
doentes, que possuem exames parasitologicos positivos e altos titulos de anticorpos anti-
Leishmania com um ou mais sinais comuns na leishmaniose; e quarto estagio sdo os caes
severamente doentes, com condi¢des clinicas severas, nefropatia ou insuficiéncia renal
cronica, alteragdes oftalmicas, articulares, entre outros (PALTRINIERI et al., 2010).

O cdo tem sido considerado o principal reservatorio e fonte de infec¢do na éarea
urbana. Por isso, como medida de controle, o Ministério da Saude preconiza a eutanasia de
cdes com diagndstico positivo para LVC (MIINISTERIO DA SAUDE, 2006). Além disso,

tem sido descrito que a enzootia canina precede a ocorréncia de casos em humanos, € que a



prevaléncia de infec¢do ¢ maior em cdes que em humanos (DEANE & DEANE, 1955;
MARZOCHI & MARZOCHI, 1994B; PARANHOS-SILVA et al., 1996; GALIMBERTTI et
al., 1999; PALATINIK-DE-SOUZA et al., 2001).

1.3.  EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses sao consideradas doengas tropicais negligenciadas e sdo endémicas
em 98 paises. Anualmente, cerca de 58 mil pessoas sdo infectadas por agentes da LVA e 220
mil por agentes da LTA, no mundo. O Brasil € o sexto pais em niimeros de casos de ambas as
leishmanioses com 1.500 a 4.800 casos por ano (de 1990 a 2005) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006), e o namero de dbitos provocados por esta doenga, no mundo, variam de 20 a
40 mil por ano (WHO, 2010).

Desde 1980, casos de leishmaniose visceral, em humanos € em caes, vém sendo relatados
nas regides Nordeste, Norte, Centro-oeste e¢ Sudeste, sendo observado um processo de
expansdo, principalmente com o avango em dire¢do as areas urbanas em regides cuja
notificacdo de casos se restringia as areas rurais (MARZOCHI e MARZOCHI, 1994b;
MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No ambiente silvestre, os reservatorios sdo as raposas, que
foram encontradas infectadas nas regides Nordeste e Sudeste, enquanto os marsupiais
infectados tém sido descritos no Brasil e na Colombia (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Os
marsupiais da espécie Didelphis marsupialis sdo frequentemente apontados como fonte de

infecgdo por L. infantum (TRAVI et al., 1994).

1.4. DIAGNOSTICO

Atualmente, o diagndstico das leishmanioses ¢ realizado através da associacdo de
dados clinicos, laboratoriais e epidemiologicos, uma vez que a doenga apresenta um amplo
espectro de manifestagdes clinicas, o que dificulta a sua correta identificagdo (GONTILIO e
MELO, 2004).

Os testes laboratoriais contam com ferramentas de diferentes complexidades, cuja
aplicabilidade pode variar de acordo com a forma da doenca (tegumentar ou visceral) ou da
infraestrutura local. Os métodos parasitologicos incluem: identificagdo microscopica direta e
isolamento do parasita em meio de cultura a partir de diferentes espécimes clinicos

(GONTIJO e MELO, 2004). Em éareas endémicas de leishmaniose visceral, os testes



soroldgicos sdo usados como ferramenta nos inquéritos epidemioldgicos para diagnostico e
posterior recolhimento dos cées positivos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Os espécimes clinicos coletados para o diagnostico parasitologico dos cdes suspeitos
de LVC podem ser obtidos a partir de aspirado de medula 6ssea, baco, figado, linfonodos e,
em alguns casos, de fragmentos de pele integra, lesdo ou visceras obtidos a partir de biopsias
(GONTIJO E MELO, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

No exame parasitologico direto, a pesquisa de formas amastigotas ¢ realizada em
laminas de impressdo por aposi¢do do material coletado na puncdo, apés coloracdo pela
técnica de Giemsa, Leishman ou Panotico. O exame parasitologico indireto visa o isolamento
do agente infeccioso em meios apropriados, sendo comumente utilizado o meio Novy,
MacNeal e Nicolle (NNN) acrescido do meio Schneider e suplementado com 10% de soro
fetal bovino. Dada a especificidade de 100% e relativa sensibilidade, a cultura ¢ considerada o
padrio de referéncia (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Por sua vez, a andlise histopatologica dos fragmentos de tecido coletados por bidpsia
também ¢ de fundamental importincia no diagnéstico das leishmanioses, pois permite a
identificacdo das formas parasitirias e, concomitantemente, contribui para o diagnodstico
diferencial (TAFURI et al., 2004).

Considerando os testes sorologicos, a detec¢ao de resposta imune humoral especifica
pode ser realizada pela técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) e/ou por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006), sendo estas técnicas mais
comumente utilizadas em estudos epidemiologicos e inquéritos para medidas de controle da
LVA, devido a facilidade da obtencao de amostras ¢ aos baixos custos (NUNES et al., 2001;
ALMEIDA et al., 2005).

Durante muitos anos, a IFI foi recomendada pelo Ministério da Satde para
confirmagdo diagnostica da LVC, apresentando de 90 a 100% de sensibilidade e 80% de
especificidade para amostras de soro (ALVES e BEVILACQUA, 2004). Segundo Ikeda-
Garcia & Feitosa (2006), esta técnica ¢ de execucdo facil, rapida e de custo reduzido.
Contudo, sdo observadas algumas desvantagens, tais como a impossibilidade de automagdo e
a subjetividade na avaliacdo, que t€m sido apontadas como fatores limitadores da utilizagao
desta técnica em larga escala. Por outro lado, testes baseados em ELISA sdo passiveis de
automacdo e da utilizacdo de valores de referéncia, apresentando vantagens nesse aspecto
(ROSATI et al., 2003).

Outra limitagcdo dos testes sorologicos ¢ a baixa especificidade, em decorréncia de

possiveis reagdes cruzadas com outros tripanosomatideos como L. (Viannia) braziliensis e



Trypanosoma cruzi (TRONCARELLI et al., 2009) e Trypanosoma caninum (MADEIRA et
al., 2009), pois apresentam uma relagao filogenética muito estreita com L. infantum, podendo
resultar em falso-positivos nos testes sorologicos. Por outro lado, resultados falso-negativos
podem ocorrer por atraso no periodo pré-patente ou por alguns cades nunca soroconverterem
(PARANHOS-SILVA et al., 1996).

Silva et al. (2011) em um estudo com caes, utilizou o teste imunocromatografico
rapido DPP® (Dual Path Platform) para o diagnostico da leishmaniose, obtendo valores de
93% de sensibilidade e 92% de especificidade, indicando que este método pode ser uma
eficiente alternativa para o diagnostico da LVC. Devido a sua facilidade de execugdo e as

altas taxas de sensibilidade e especificidade, o Ministério da Saude recomenda, desde 2011, o
teste DPP® como exame de referéncia na triagem da LVC, em substituigdo ao ELISA

anteriormente utilizado. Contudo, resultados positivos no DPP® devem ser confirmados por
ELISA (NOTA TECNICA N° 01/2011) para posterior eutanasia dos cées positivos para LV.
De modo geral, a baixa sensibilidade do exame microscépico direto de aspirados de
medula 6ssea, a ineficiéncia de testes soroldgicos na diferenciagdo de casos ativos e de cura, e
o fato do isolamento de Leishmania sp. em cultura ser um método trabalhoso ¢ com baixa
sensibilidade, compdem um panorama adverso ao diagnostico laboratorial da LVC que,
segundo alguns autores, pode ser superado com a aplicacdo da reagdo em cadeia da

polimerase (PCR) (PTARROUX et al., 1993; HU et al., 2000).

1.5. DIAGNOSTICO MOLECULAR

Kary B. Mullis, em 1983, descreveu uma técnica, que denominou reagao em cadeia da
polimerase (PCR), que apresenta como propdsito a producdo de multiplas copias de uma dada
sequéncia-alvo de DNA através de sucessivos ciclos de variagdes de temperatura.

As técnicas baseadas na PCR apresentam alta especificidade e sensibilidade, e a
capacidade de amplificar exponencialmente copias de DNA a partir de pequena quantidade de
material genético (MESQUITA et al., 2001), podendo ser capaz de detectar até mesmo uma
copia da sequéncia-alvo de DNA (FURLANETO et al., 2007).

Tem sido demonstrado que métodos moleculares baseados na PCR sdo importantes
ferramentas para o diagndstico de diferentes doencgas infecciosas, dentre elas as leishmanioses
(HARRIS et al., 1998). Na detec¢ao do DNA de Leishmania este método apresenta a

vantagem de utilizagdo de uma extensa variedade de amostras clinicas, como por exemplo,



aspirados de linfonodos (REALE et al., 1999; MANNA et al., 2004), sangue (REITHINGER
et al., 2000; MANNA et al., 2004), medula 6ssea (REITHINGER et al., 2000), pele (ROURA
et al. 1999), “swab” oral e conjuntival (LOMBARDO, 2012), e pelos (BELINCHON-
LORENZZO, 2012).

Além disso, esta metodologia tem sido utilizada na discrimina¢do de espécies de
Leishmania infectando uma ampla série de vertebrados (BRANDAO-FILHO et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2005; DE ANDRADE et al., 2006) e de hospedeiros invertebrados, tais
como flebotomineos e carrapatos (COUTINHO et al., 2005; PARVIZI et al., 2005), embora a
transmissdo através de carrapatos ndo tenha sido comprovada.

Por ser uma técnica baseada na detec¢do de DNA do agente infeccioso, a condicao
imunoldgica do animal ndo interfere no resultado do teste, podendo ser utilizado por isso em
casos com desfecho inconclusivo por outras técnicas, ou ainda nos casos de anergia ou de
reacdo cruzada em testes soroldgicos (ASHFORD et al., 1995; LACHAUD et al., 2002;
MOREIRA et al., 2007). No entanto, o custo elevado em comparagdo com testes sorologicos
limita a sua utilizagdo em larga escala como teste de triagem (GONTIJO E MELO, 2004).

Atualmente, a realizacdo da PCR requer o uso de pequeno volume de material
biologico para a sua realizagdo (MESQUITA et al.,, 2001). Existem diversos relatos da
utilizacdo da PCR com diferentes tipos de materiais clinicos (MANNA et al., 2004), alvos
moleculares (WEISS, 1995) e métodos de extragdo e purificacio de DNA (MESQUITA et al.,
2001).

A extragdo de DNA pode ser realizada a partir de tecido fresco, sangue e células em
cultivo (HARRIS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2005). Além disso, tecidos embebidos em
parafina também podem fornecer amostra de DNA, embora sua extragdo necessite de
protocolo diferenciado. Foram estdo descritos diversos estudos baseados na andlise genética
através da técnica de PCR usando tais tecidos conservados em blocos de parafina (ISOLA et
al., 1994; ROURA et al., 1999; REN et al., 2000). Entretanto, alguns autores alertam sobre
efeitos indesejaveis ao DNA, e comprometimento da amplificacdo, quando as amostras sdao
fixadas em solugdes fortemente acidas (GREER et al., 1994).

A PCR convencional é uma técnica qualitativa, ou seja, resulta apenas em resultados
positivos ou negativos, diferente da PCR em tempo real (QPCR), que pode ser quantitativa e,
dessa forma, além de fornecer resultado diagnostico, permite a determinacdo do niimero de
copias da sequéncia-alvo de DNA no material analisado. As vantagens da qPCR sobre a PCR
convencional sdo a alta sensibilidade e a auséncia de processamento p6s-PCR, o que diminui

o risco de contaminagdo cruzada e agiliza a execugdo do exame apresentando alto rendimento.



Na gPCR, o produto amplificado pode ser identificado através de sondas fluorogénicas
complementares a sequéncia-alvo, o que aumenta a especificidade da reacdo (HEID et al.
1996).

Uma vez que grande parte dos animais infectados ndo apresenta sinais clinicos, a
qPCR poderia ser utilizada como uma ferramenta no diagndstico e controle da LVC,
possibilitando a diferenciacdo dos caes infectados e de caes com a doenga ativa (FRANCINO
et al.2006). Além disso, foi demonstrado uma maior sensibilidade da qPCR em comparagao
com a PCR convencional, além de proporcionar o acompanhamento dos animais apds a
terapia (MOHAMMADIHA et al. 2013)

No entanto, a qualidade do DNA aplicado na PCR ¢ um fator importante para a
obtencao de resultados fidedignos. De modo geral, amostras de tecido congelado resultam em
DNA extraido com melhor qualidade, enquanto amostras fixadas em formol e embebidas em
parafina (FFPE) podem resultar em DNA extraido parcialmente degradado, ou ainda contendo
impurezas (FERRER et al. 2007).

Autores demonstraram que amostras FFPE estocadas por mais de 20 anos e com baixa
carga parasitaria podem ser um fator preditivo para resultado falso-negativo e que ao longo
dos anos o DNA sofre progressiva degradagdo (FRICKMANN et al. 2013). Além disso,
devido ao processo de fixacdo, se observa reducdo da eficiéncia da PCR, e formagao de
amplicons pequenos (DIETRICH et al. 2013). Deve-se levar em consideragdo também, o tipo
de fixador, pois alguns autores sugerem que o formaldeido, por exemplo, além de degradar o
DNA, gera uma ligagdo cruzada entre proteinas e acidos nucleicos (GILBERT et al. 2007).

Contudo, neste método de conservacgdo, a amostra ¢ acondicionada sem refrigeragao, o
que facilita a realizacdo de trabalhos epidemioldgicos, o transporte a partir de locais distantes
e com pouca infraestrutura, além da possibilidade de estudos retrospectivos (LASKAY et al
1995). Por esse motivo, torna-se relevante a avaliacdo da acurdcia da qPCR realizada com
amostras de DNA obtidas a partir de amostras de pele integra congelada e parafinada para o

diagnostico da leishmaniose visceral canina.



2. JUSTIFICATIVA

Atualmente, as técnicas moleculares baseadas na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) tém demonstrado alta especificidade e sensibilidade, além da necessidade de um
pequeno volume de material bioldgico para a sua realizacdo. Existem diversos relatos da
utilizagdo da PCR com diferentes tipos de material clinico, alvos moleculares, métodos de
conservagao das amostras e de extracao e purificagcao de DNA.

Alguns autores consideram a utilizacdo de amostras congeladas mais vantajosa em
relacdo as amostras fixadas em formol e embebidas em parafina (FFPE) para a realizacdo da
PCR. Entretanto muitos pesquisadores defendem a importancia das amostras FFPE devido a
facilidade de conservagdo, transporte, armazenamento ¢ a possibilidade de realizacdo de
estudos retrospectivos. Além da reducdo no nimero de fragmentos de tecidos coletados de um
mesmo animal, amostras FFPE podem ser utilizadas em diferentes testes diagnosticos. Por
esse, motivo torna-se relevante avaliagdo da acuracia da PCR realizada em amostras de pele

integra congelada e FFPE.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acuricia da técnica de qPCR, comparando amostras de pele integra de caes

congelada e FFPE, para o diagndstico da leishmaniose visceral canina.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar a sensibilidade e a especificidade da técnica de qPCR quando realizada com
amostras de DNA obtidas de pele integra congelada e FFPE, utilizando como padrao

de referéncia os testes histologicos e de cultura parasitologica em amostras pareadas;

= Avaliar o nivel de concordancia dos resultados obtidos com a realizacdo da técnica de

qPCR utilizando amostras de DNA derivadas de pele integra congelada ¢ FFPE.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Trata-se de um estudo de validagdo, com amostra de conveniéncia, contemplando 50
fragmentos de pele integra fixada em formol e embebida em parafina (FFPE) e 50 fragmentos
de pele integra conservados por congelamento a -20°C, coletados dos mesmos cdes e
armazenadas no Servico de Anatomia Patoldgica e no Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo) do IPEC/Fiocruz-RJ,
respectivamente, totalizando 100 amostras.

Essas amostras sdo derivadas de estudo anterior, realizado no ano 2009 com 50 caes
provenientes da cidade de Belém-PA. Para analise, foram coletados trés fragmentos da regido
escapular utilizando punch de trés milimetros, sendo um armazenado por congelamento em
tubo microtubo de 2 mL, outro fixado com formol a 10% tamponado e posteriormente
embebido em parafina, e o ultimo mantido em solu¢do salina fisiologica acrescida de
antibioticos para realizag¢do de isolamento parasitario em meio de cultura.

Na ocasido do estudo, os animais foram avaliados clinicamente e as amostras
biologicas (fragmentos de pele integra) analisadas pelas técnicas de cultura parasitologica,
imunohistoquimica (IHQ) e microscopia apos coloragdo por hematoxilina-eosina (HE). A
conjun¢do destas metodologias foi utilizada como padrao de referéncia diagnostica, sendo o
cdo considerado doente quando pelo menos um dos testes foi positivo, e considerado sadio

quando todos os testes foram negativos.
4.1.1. Critérios de Incluséo

Foram incluidos no estudo cdes com idade igual ou superior a oito meses, residentes
na area urbana da cidade de Belém/PA, cuja prevaléncia de LVC tenha se mostrado igual ou
superior a 10%. Além disso, foram incluidos caes residentes na area de estudo, detectados por
busca ativa, e cujo proprietario aceitou participar do estudo assinando o termo de
consentimento livre e esclarecido, independentemente da presenca de sinais clinicos da

doenca.
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4.1.2. Critérios de Exclusdo

Foram excluidos cdes idosos (com idade superior a oito anos), ou submetidos ao
tratamento para LVC, ou com alguma disfun¢ao fisioldgica que inviabilizasse a utilizagdo de
sedativos por indicagdo do veterinario responsavel, caes agressivos cujo manejo colocasse em
risco a seguranga de seu proprietario ou da equipe de campo, ou ainda caes residentes de areas

de dificil acesso.

4.2. PADRAO DE REFERENCIA DIAGNOSTICA

Os resultados referentes aos testes do padrdo de referéncia (cultura parasitologica, IHQ
e HE) e sorologia sdo provenientes de um banco de dados criado em estudo anterior.

A técnica de cultura parasitologica utilizada foi descrita anteriormente por Silva et al.
(2011), e nos casos em que se obteve isolamento parasitario, as amostras foram expandidas
para a producdo de massa parasitdria para posterior caracterizagdo isoenzimatica
(CUPOLILLO et al. 1994).

Os testes sorologicos (EIE, IFI e o teste imunocromatografico rapido DPP®) foram
realizados de acordo com as instrucdes do fabricante.

Para a IFI, utilizou-se o “kit” IFI-leishmaniose-Biomanguinhos (IFI-LC), que contém
antigeno de formas promastigotas de Leishmania major-like (MHOM/BR/76/JOF) produzidos
por Biomanguinhos/Fiocruz. Foram consideradas positivas as amostras de soro que
apresentaram fluorescéncia nas diluigdes > a 1:40.

Para o EIE, foi utilizado o “kit” EIE-Canine Visceral Leishmaniasis
(BioManguinhos/Fiocruz), que utiliza o mesmo extrato antigénico presente no “kit” de IFL
Amostras de soro foram diluidas a 1:40, em duplicata, e o ponto de corte foi estabelecido pela
média das leituras dos controles negativos acrescida de duas vezes o desvio padrdo dos
mesmos. Dessa forma, a reatividade foi definida a partir do resultado da divisao da densidade
optica (DO) pelo ponto de corte.

Para o DPP, as amostras de soro foram avaliadas pelo teste produzido por
Biomanguinhos/Fiocruz, que apresenta os antigenos recombinantes especificos de L. (L.)
infantum. O teste foi considerado positivo, quando as bandas de teste e de controle interno se

mostraram visiveis, ou negativo, quando apenas a banda referente ao controle interno foi
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revelada. O teste foi considerado invalido quando da auséncia de bandas, sendo neste caso
repetido.

No caso da THQ, os cortes histologicos obtidos a partir da clivagem dos blocos de
parafina foram fixados em lamina silanizada, sendo a marcagdo realizada de acordo com o
protocolo descrito por Quintella et al. (2009). A positividade foi definida pela observagado de
pelo menos uma estrutura marcada em castanho e morfologicamente compativel com a forma
de uma amastigota.

Na técnica de HE, os fragmentos foram fixados, desidratados e parafinados, € os cortes
histologicos obtidos corados com hematoxilina-eosina para posterior observacdo em
microscopio optico. O diagndstico foi considerado positivo quando foi possivel a visualizagao

do parasito nos tecidos analisados (CARSON E HLADICK, 2009).

4.3. REALIZACAO DA TECNICA DE qPCR

Este trabalho utilizou em sua metodologia a Diretriz MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al. 2009), e todas as

etapas da qPCR foram realizadas no Lapclin-Dermzoo (IPEC-Fiocruz).

4.3.1. Preparo dos cortes histoldgicos, extracéo e purificacdo de DNA a

partir de amostras parafinadas

No servigo de Anatomia Patolégica (IPEC-Fiocruz), amostras de pele integra FFPE
foram processadas, sendo realizados cinco cortes histologicos de Sum de espessura
utilizando-se microtomo (Leica Microsystems RM 2025). Para evitar a contaminagdo entre as
amostras, o micrétomo foi higienizado com etanol a 70%, e teve a navalha descartavel
substituida por uma nova ao inicio do processamento de cada amostra.

Os cortes histoldgicos foram coletados com auxilio de pingas estéreis e transferidos
diretamente para microtubos de 1,5 mL, previamente identificados, e que foram entregues em
caixa de armazenamento em ordem numérica sem descri¢do do diagnostico prévio do animal.

A desparafinizacao das amostras foi realizada com a adi¢ao de 1 mL de xilol, seguida
de centrifugacdo a 13.000 rpm por dois minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 1 mL de etanol a 100%. As amostras foram novamente centrifugadas
a 13.000 rpm por dois minutos, € o sobrenadante descartado. Em seguida, as amostras foram

incubadas a temperatura ambiente por 1h para a evaporacao do etanol.
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ApoOs a incubacdo, foi realizado o processo de extracdo de acordo com as
recomendacdes do fabricante do “kit” comercial QIAamp® DNA FFPE Tissue (Qiagen,
Califérnia, USA). Para tal, o sedimento foi ressuspendido em 180 pL de tampao de lise
(ATL). Foram adicionados 20 pL de solugdo de proteinase K, sendo as amostras incubadas
em banho-seco a 56°C por 1h, seguida de incubagdo a 90°C por mais 1h. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 7.000 rpm por 1 minuto e adicionadas de 2 uL de RNase A,
sendo incubadas a temperatura ambiente por dois minutos. Foram adicionados aos microtubos
200puL da solucdo de lise e 200uL de etanol 100%, que foram entdo homogeneizados durante
10 segundos. As amostras foram transferidas para colunas de purificagdo acopladas a tubos de
coleta e submetidas a centrifuga¢do a 8.000 rpm por 1 min. Os residuos resultantes foram
descartados, sendo em seguida adicionados 500 pL de tampao de lavagem (AW1) as colunas,
que foram novamente centrifugadas a 8.000 rpm por 1 min. Nesta etapa, os residuos foram
descartados e realizada a adicdo de 500 puL de tampao de lavagem (AW2) as colunas, que
foram homogeneizadas e submetidas a nova centrifugagdo. Ap6s o descarte dos residuos, as
colunas foram transferidas para novos microtubos de 1,5ml, adicionadas de 50 uL de tampao
de elui¢do (ATE) e, apos cinco minutos de incubagao, centrifugadas a 13.000 rpm por cinco
minutos. O DNA extraido foi identificado com data do processamento e o cddigo da extragdo,

sendo mantidos a -20°C.

4.3.2. Extracgao e purificacdo de DNA a partir de amostras congeladas

Para a extragdo de DNA, a partir de amostras congeladas, foi utilizado o “kit”
Ilustra™ Tissue & Cells Genomicprep Mini spin (GE Healthcare), seguindo as recomedagdes
do fabricante. Inicialmente, as amostras de tecido foram transferidas para microtubos
contendo 1 mL de salina fosfatada tamponada (PBS) e submetidas a centrifugagdo a 13.000
rotagdes por minuto (rpm) por dois minutos. Posteriormente, os sobrenadantes foram
descartados e os fragmentos de tecido macerados manualmente com auxilio de um pistilo em
aproximadamente 50 uL de PBS.

ApOs a maceragdo, as amostras foram adicionadas de 50 puL de solucao de lise e de 10
uL de solugdo proteinase K, homogeneizadas durante 15 segundos, e em seguida incubadas
em banho-seco a 56°C por 1 h. Apos centrifugacdo a 7.000 rpm por 10 segundos, foram
adicionados 5u L de RNase A (20mg/mL), sendo as amostras incubadas a temperatura

ambiente por 15 minutos. Posteriormente, foram adicionados 500 pL de solucdo de lise, e
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ap6s homogeneizacdo por 15 segundos, as amostras foram mantidas em repouso, a
temperatura ambiente, por 10 minutos. Ao final, as amostras foram transferidas para colunas
de purificagdo acopladas a tubo coletor, e submetidas a centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 min.
Em seguida, os residuos foram descartados, sendo adicionados 500 puL de solucdo de lise e
realizada nova centrifugacdo a 13.000 rpm por 1 minuto. Os residuos resultantes foram
descartados, sendo realizada a adicdo de 500 pL de tampao de lavagem. Apos
homogeneizagdo, foi repetida a centrifugagdo a 13.000 rpm por 1 minuto. As colunas foram
transferidas para microtubos de 1,5mL, sendo adicionadas de 50 uL de tampao de eluigdo, e
apds 1 minuto de incubagdo foram centrifugadas a 13.000 rpm por 1 minuto. As amostras de
DNA foram identificadas com a data do processamento e o cddigo da extragdao e conservadas

a-20°C.

4.3.3. Quantificacdo de DNA por fluorimetria

Esta técnica permite a quantificacdo de DNA utilizando corantes fluorescentes, que
sdo detectados pela plataforma Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen®) quando utilizado o
“kit” Qubit® dsDNA HS Assay, seguindo as instru¢des do fabricante.

Para a quantificagdo, inicialmente foram estabelecidas curvas de concentragao de
DNA utilizando os dois padrdes do “kit”, sendo que um representou o menor ponto da curva
(padrao 1) e o outro o maior (padrdo 2). A solucdo de trabalho foi preparada em um
microtubo, utilizando-se 199 pL de tampdo Qubit e 1 uL de reagente Qubit para cada
amostra. Para a preparacdo dos padrdes da curva (padrao 1 e padrdo 2) foram adicionados 190
uL da solucao de trabalho e 10 uL do padrdo 1 ou 2, respectivamente, sendo as preparacdes
homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por dois minutos. Para a quantificacao
das amostras, foram adicionados 199 pL da solucdo de trabalho e 1 uL da amostra de DNA a
ser quantificada e incubada a temperatura ambiente por dois minutos. Apds a leitura no
fluorimetro, a concentragdo de DNA em nanogramas por microlitro (ng/uL) foi definida
através da curva-padrao, sendo os valores registrados. O limite de detec¢ao desta metodologia

foi de 0,0005ng de DNA em 1 ul de diluente.
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4.4, PCR QUANTITATIVA (qPCR)

4.4.1. Confeccdo de curva-padrdo para a determinacdo do numero de

copias do genoma de L. infantum

A quantificacdo de formas promastigotas de L. chagasi (MHOM/BR/1974/PP75) (sin.
L. infantum) utilizada para a curva padrao para a determinagdo nimero de copias gendmicas
foi feita empregando uma cultura em fase exponencial do crescimento, utilizando o
hemocitometro de Neubauer. O hemocitometro (ou camara de Neubauer) ¢ uma lamina que
contém duas subcamaras com area conhecida para que se possa determinar a concentracao de
células numa amostra liquida. A subcamara contém uma grade gravada no vidro com arranjos
de quadrados de tamanhos diferentes, cuja 4rea ¢ conhecida (usualmente 0,1 mm?). E
colocada uma laminula sobre a area da subcamara, a qual deve ficar fixa. Isso ¢ feito
aplicando uma pequena pressao nas extremidades da laminula.

Inicialmente, a amostra (cerca de 20 mL de cultura) foi lavada duas vezes em salina
acrescida de fosfatos (PBS, pH 7.2) e retirada uma pequena aliquota (100 ul) para diluigcao
(1:100), utilizando o corante Trypan Blue a 0.01%. Com o auxilio de uma micropipeta, a
amostra foi colocada na subcamara, preenchendo todo o quadriculo da camara. A
quantificacdo foi realizada na area dos 4 quadrantes, usualmente utilizada para contagem de
globulos brancos, observando as linhas limites dessa area. As células que tocam as linhas
superiores e direitas do quadrado ndo devem ser contadas, as células na parte inferior
esquerda devem ser contadas.

O numero total de parasitos, expresso em mililitros (mL), foi calculado de acordo com

a seguinte formula:

N° de parasitos/mL = nimero total de parasitos / 4 x 10* (fator de correcdo da cAmara de
Neubauer) x dilui¢éo utilizada (100)

Apods a contagem, o numero de parasitos foi ajustado para 1 x 10° e centrifugado (7000
rpm/10minutos/4°C). O sedimento foi estocado 4 -20°C até o momento da extragdo do DNA.

Para a extracdo do DNA de culturas de L. infantum utilizando o “kit” DNeasy® Blood &
Tissue (Qiagen®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foi realizada a centrifugacao a
190 rpm por cinco minutos de uma amostra contendo um total de 1x10° parasitos
provenientes de cultura de L. infantum. O sedimento foi ressuspenso em 200 puL de PBS,

adicionado de 20 pL de proteinase K e 200 uL do tampao AL, e em seguida homogeneizado.
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Posteriormente, foram adicionados 200u L de etanol a 100% e realizada homogeneizacao. A
amostra foi cuidadosamente transferida para uma coluna de purifica¢do, sem atingir a borda, e
submetida a centrifugagdao a 8.000 rpm por 1 minuto, sendo entdo a coluna transferida para
um novo tubo de coleta (2 mL). Em seguida, foram adicionados 500 pL de solugdo AW1 e
realizada centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto. A coluna foi entdo transferida para um
novo tubo de coleta, adicionada de 500 pL de solugdo AW2, e centrifugada a 14.000 rpm por
trés minutos. A coluna foi finalmente transferida para um microtubo de 1,5 mL, e adicionada
de 200 pL de tampao AE, e incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. Apos
centrifugacdo a 8.000 rpm por 1 minuto, o microtubo contendo DNA purificado foi
identificado e estocados a -20°C. Considerando-se que a metodologia de extragdo de DNA
apresentou rendimento de 100%, a amostra de DNA resultante, referente a 1x10° parasitos
eluida em 200uL de tampao, apresentou uma concentracao de 5.000 copias equivalentes de
genoma (gEq) de L. infantum/uL. No momento de montagem da placa de reagdo, foram
realizadas dilui¢cdes seriadas na base 10 desta amostra de DNA. Cada ponto da curva foi
realizado em triplicata, utilizando-se 5 pL de cada diluicdo. Foram utilizadas as dilui¢des
referentes a 500, 50, 5, 0,5 ¢ 0,05 gEq de L. infantum/uL, que representam os pontos de 2.500,
250, 25, 2,5, 0,25 gEq de L. infantum/reagao de qPCR.

A curva-padrao relaciona-se as concentracdes conhecidas de DNA, presentes em cada
reacdo, com o ciclo em que a reacdo se tornou positiva, ou seja, quando o sinal de
fluorescéncia referente a amplificacdo da sequéncia-alvo de DNA ultrapassa o limiar basal,
definido pelo threshold. Dessa forma, através de uma curva de regressdo linear definida com
diferentes pontos com concentragdes pré-determinadas de DNA, ¢ efetuada a quantificagcdo do

nimero de copias do DNA alvo nas amostras em teste.

4.4.2. Protocolo de amplificacdo de DNA por PCR em tempo real

ApoOs a extragdo, as amostras de DNA foram submetidas a amplificagcdo por PCR em
tempo real, utilizando-se a plataforma StepOne™ (Applied Biosystems®) e sondas de
hidrélise TagMan®, sendo cada amostra testada em triplicata.

A sonda de hidrolise (TagMan® MGB) e os iniciadores foram desenhados para
reconhecer as regides conservadas do kKDNA de L. infantum. Os iniciadores LEISH-1 (5°-
AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3’) e LEISH-2 (5’-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3’) e a
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sonda (FAM-5"-AAAAATGGGTGCAGAAAT-3’-NFQ-MGB) utilizados neste estudo foram
descritos anteriormente no protocolo de Francino et al. (2006).

As reagdes foram realizadas num volume final de 25 uL, sendo 5u L de amostra e
20uL da mistura de reagdo, que continha 12,5 uL do reagente Universal Mastermix (Perkin-
Elmer Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), 1,5 pL dos iniciadores LEISH-1 e LEISH-2
a 900nM, 2,5 pL da sonda a 200nM e 2 pL de soro albumina bovina (BSA) (Sigma-
Aldrich®) numa concentragao de Sug/uL.

As reagdes foram realizadas em placa de 48 pocos (Applied Biosystems), que foi
vedada com filme adesivo (Applied Biosystems) apds a pipetagem da reagdo, utilizando o
seguinte protocolo de amplificagdo: 1 ciclo de 50°C por 2 minutos, 1 ciclo de desnaturacao a
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e de
anelamento/extensdo a 60°C por 1 min.

Em cada placa de amplificagdo foram utilizados controles positivos e negativos € o
limiar basal de fluorescéncia para determinacdo do ciclo de quantificagdo (Cq) ou threshold
fixado em 0,1. O ponto de corte para a defini¢do dos resultados detectaveis foi fixado em 37
ciclos, e amostras com Cq superior a 37 foram consideradas indetectaveis. O limite de
deteccdo estabelecido a partir de repeticdoes da curva-padrao com diluigdes seriadas foi de

0,0025 gEq de L. infantum/reacao.

4.4.3. Teste da qualidade do DNA

A fim de identificar resultados falsos-negativos possivelmente causados pela presenga
de inibidores na reacdo ou de amostra de DNA degradado, um teste foi realizado em todas as
amostras indetectaveis pela qPCR. Foi utilizado o ensaio Tagman® Gene Expression Assay
system (Applied Biosystems, Foster City, CA), que contém par de iniciadores e sonda pré-
definidos para a realiza¢do da qPCR para a amplificacdo de um segmento do gene constitutivo
canino que codifica para a subunidade proteica B-actina (Cf03023880 g1), num volume final
de reacdo de 25 pL, contendo 2 pl. de DNA e 23 ul de mistura de reagdo composta de 12,5
uL de Universal Mastermix, 1,25 puL da solugdo de iniciadores e sonda e 9,25 uL de agua
ultrapura. Nesta etapa o resultado foi qualitativo, sendo considerado detectavel ou
indetectavel. As amostras de DNA que apresentaram amplificacdo foram consideradas

positivas e, por isso contendo DNA integro, e livre de inibidores.
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4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram organizados em um banco de dados e processados com
auxilio do Statistical Package for the Social Science (SPSS) versdo 16.0.

Os valores de sensibilidade, especificidade e os intervalos de confianga dos testes
foram calculados utilizando-se como padrdo de referéncia a conjun¢do dos resultados dos
exames de cultura parasitologica, HE e IHQ com o auxilio do programa Microsoft Office
Excel 2003.

Os resultados foram comparados em tabelas de contingéncia 2x2, e o grau de
concordancia dos resultados entre as amostras pareadas conservadas por congelamento ou por
FFPE foi determinado pelo coeficiente de Kappa. O grau de concordancia foi classificado
segundo Shrout (1998): k = 0,00 a 0,10 virtualmente ausente; k = 0,11 a 0,40 fraco; k = 0,41
a 0,60 discreto; k = 0,61 a 0,80 moderado ¢ k = 0,81 a 1,0 substancial. Além disso, foram

considerados significativos resultados do teste estatistico McNemar com p-valor<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS DO PADRAO DE REFERENCIA DA POPULACAO
DE CAES INCLUIDOS NO ESTUDO

Dos 50 caes incluidos no estudo, 11 (22%) apresentaram resultado positivo em pelo
menos uma das trés técnicas utilizadas como padrdo referéncia diagnostica da LVC (cultura
parasitolégica, HE ou IHQ). Ao todo, foram analisadas 49 amostras de pele integra congelada
e 47 de pele integra FFPE. Uma amostra de pele integra congelada e trés de pele integra FFPE

foram excluidas por ndo apresentarem material suficiente para o processamento.

5.2. AVALIACAO DA PCR EM TEMPO REAL PARA L. infantum

Para determinar o numero de copias equivalentes do genoma (gEq) de L. infantum em
amostras de DNA de pele integra de caes, foram estabelecidas curvas-padrao a cada placa de
reacdo. Através da andlise das curvas-padrio obtidas foi verificada uma eficiéncia média da
gqPCR de 86,756% (Min: 83,494% ¢ Max: 93,204%), referente a média de slope de -3,63
(Min: -3,4 e Max: -3,7), e média Y-intercepto de Cq= 35,399 (Min: 35,094 e max:35,857),

com média de ajuste dos valores a curva (R*) de 0,99 (Figura 1).
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Figura 1. Grafico representativo da curva-padrio (A) utilizada para quantificagdo de L. Infantum a partir da
amplificagdo de regido do kDNA, com threshold, indicado pela linha rosa, fixado em 0,1. Os valores dos ciclos
de quantificagdo (Cq) estdo apresentados em (B), em que os pontos da curva indicam a dilui¢do seriada na base
10 de 500 a 0,05 gEq de L. infantum/uL. Os indices Slope, Y-inter, R* e eficiéncia da gPCR estio apresentados.

5.3. QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA QUALIDADE DAS
AMOSTRAS DE DNA OBTIDAS

A qualidade das amostras de DNA derivadas de amostras de pele congelada e FFPE,
quanto a presenca de DNA amplificavel ou de inibidores da PCR, foi determinada através da
amplificacao de um fragmento do gene para a B-actina canina. De um total de 47 amostras
provenientes de tecido FFPE, seis (12%) ndo apresentaram amplificagdo, indicando a
presenga de inibidores da qPCR ou de DNA amplamente degradado. Por outro lado, todas as
48 amostras testadas derivadas de tecido congelado apresentaram amplificagdo do gene para
B-actina, e apenas uma amostra ndo foi testada devido ao volume insuficiente de material.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados da quantificagio de DNA por
fluorimetria. A mediana da concentracdo de DNA nas amostras de pele FFPE (0,15 ng/uL) se
mostrou significativamente inferior (p< 0,05, Shapiro-Wilk) ao observado nas amostras de
tecido congelado (7,90 ng/uL), sendo observada uma grande variagdo entre os valores
minimos ¢ maximos obtidos de concentracio de DNA, principalmente nas amostras

provenientes de pele congelada (Tabela 1).
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TABELA 1. Quantificagdo de DNA de tecido congelado e FFPE (ng/uL).

Amostras de pele integra Mediana Percentil (25%-75%) Minimo Maximo
FFPE 0,1540 0,0005 - 0,3900 0,0005 1,5400
Congelada 7,9200* 2,5700 — 21,9000 0,0005 77,7000

NOTA. FFPE, fixado com formol ¢ embebido em parafina. Os valores de concentracdo de DNA estdo
apresentados em ng/uL. * Comparagdo dos valores de mediana de concentragdo de DNA de tecido congelado e
FFPE por Shapiro-Wilk, p<0,05.

5.4. AVALIACAO DA ¢PCR UTILIZANDO AMOSTRAS DE DNA DE
TECIDO CONGELADO

Os resultados obtidos na qPCR utilizando amostras de DNA derivadas de pele integra
congelada, em comparagdao com os resultados do padrdao de referéncia, estdo apresentado na
tabela 2. De um total de 48 amostras, 28 apresentaram resultados concordantes (11 positivas e
17 negativas) e 20 foram discordantes, sendo estas ultimas todas pertencentes ao grupo

negativo de acordo com o padrao de referéncia utilizado.

TABELA 2. Comparacdo entre os resultados da qPCR e do padrdo de referéncia

utilizando amostras de tecido congelado.

Padréo de Referéncia (Cultura/HE/IHQ)

Positivo Negativo Total
Resultado da qPCR Detectavel 11 20 31
Indetectéavel 0 17 17
Total 11 37 48

NOTA. Padrao de referéncia: Cultura parasitologica, Histologia pela coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e
imunohistoquimica (IHQ). qPCR: PCR em tempo real.
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5.5. AVALIACAO DA gPCR UTILIZANDO AMOSTRAS DE DNA DE
TECIDO FFPE.

Os resultados obtidos na qPCR, na comparagdo entre o padrio de referéncia e as
amostras de tecido FFPE, estdo apresentado na tabela 3. De um total de 47 amostras FFPE, 35
apresentaram resultados concordantes (7 positivas e 28 negativas), enquanto 12 apresentaram

resultados discordantes (4 positivas e 8 negativas).

TABELA 3. Comparacgdo dos resultados da gPCR entre o padréo de referéncia e as

amostras de tecido FFPE.

Padr8o de Referéncia (cultura/HE/IHQ)

Positivo Negativo Total
Detectavel 7 8 15
Resultado gPCR }
Indetectavel 4 28 32
Total 11 36 47

NOTA. Padrio de referéncia: Cultura parasitologica, Histologia pela coloragdo de hematoxilina-eosina (HE) e

imunohistoquimica (IHQ). qPCR: PCR em tempo real.

5.6. COMPARACAO ENTRE OS RESULTADOS DA qPCR UTILIZANDO
AMOSTRAS DE DNA DE TECIDO CONGELADO E FFPE.

Os valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativo e positivo da
gPCR foram calculados utilizando os resultados obtidos com amostras de pele integra
congelada ou FFPE, e estdo apresentados na tabela 4. Considerando os dados obtidos com
amostras de tecido congelado, a sensibilidade se mostrou elevada (100%), enquanto a
especificidade se mostrou baixa (45,9%). Utilizando amostras de tecido FFPE, tanto a

sensibilidade (63,7%) quanto a especificidade (77,8%) se mostraram satisfatorias.
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TABELA 4. Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo da gPCR utilizando amostras de DNA de pele congelada e FFPE.

Amostras de pele integra Sensibilidade Especificidade VPP VPN
FFPE 63,7% (30,8% - 89,1%)  77,8% (60,9% - 89,9%) 46,7% 87,5%
Congelada 100% (71,5% - 100%) 45,9% (29,5% - 63,1%) 35,5% 100%

NOTA: FFPE: amostra de tecido fixada em formol ¢ embebida em parafina. VPP: valor preditivo positivo. VPN:
valor preditivo negativo.

Dos resultados obtidos da comparacdo entre amostras de pele congelada e FFPE
através da qPCR, de um total de 46 amostras, 24 apresentaram resultados concordantes (11
detectavel e 13 indetectavel), enquanto 22 amostras foram discordantes (Tabela 5). O indice
de concordancia dos resultados da qPCR utilizando amostras de tecido congelado e FFPE foi
avaliado através do indice Kappa, que apresentou grau 0,12. De acordo com Shrout (1998),
este grau de concordancia ¢ considerado fraco. Este baixo grau de concordancia entre os
resultados da qPCR ¢ corroborado pela comparagao dos dados utilizando o teste de McNemar
(p= 0,004), indicando que o método de conservagdo/extragdo da amostra interfere no

resultado da qPCR.

TABELA 5. Comparacgdo entre os resultados da gPCR utilizando amostras de tecido

congelado e FFPE.

Resultado qPCR tecido congelado

Detectavel Indetectavel Total
) Detectéavel 11 4 15
Resultado qPCR tecido FFPE
Indetectavel 18 13 31
Total 29 17 46

NOTA. FFPE: amostra de tecido fixada em formol e embebida em parafina. gPCR: PCR em tempo real.
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Analisando os valores das medianas do numero de copias de equivalente genomico
(gEq) de L. infantum nas amostras que apresentaram resultados discordantes entre a qPCR ¢ o
padrdo de referéncia, tanto em amostras congeladas quanto FFPE (Tabela 6), foi observado
que a mediana de gEq/ng de DNA nas amostras de tecido congelado foi aproximadamente 67
vezes maior no grupo que apresentou resultado positivo no padrio de referéncia em
comparagdo com as amostras negativas, indicando que a obten¢do de resultados positivos no
padrdo de referéncia requer niveis de carga parasitaria superiores a0 minimo necessario para
deteccao pela qPCR. No entanto, esta diferenca ndo foi observada nas amostras derivadas de

tecido FFPE.

TABELA 6. Mediana da carga parasitaria de L. infantum/ng de DNA de tecido
congelado e de FFPE determinada através da qPCR.

(+) gPCR (+) gPCR
Amostras de pele integra
(-) padréo de referéncia (+) padréao de referéncia
FFPE 3,193 0,090
Congelado 0,003 0,202

NOTA: FFPE: amostra de tecido fixada em formol ¢ embebida em parafina. gqPCR: PCR quantitativa. Padrdo de
referéncia: Cultura parasitologica, Histologia pela coloracdo de hematoxilina-eosina (HE) e imunohistoquimica
(IHQ). Valores apresentados em nimero de copias do genoma de L. infantum/ng de DNA.

A partir dos resultados de sorologia (IFI, ELISA e DPP) obtidos do banco de dados,
dos animais que tiveram resultados discordantes entre o padrao de referéncia e a qPCR, foram
recalculadas a sensibilidade e especificidade das amostras (tabela 7). Foi observado o

aumento dos valores de sensibilidade e especificidade, nos dois tipos de amostras.

Tabela 7: Resultado das amostras discordantes entre padrdo de referéncia e qPCR

comparados com a sorologia

Amostras de (-) Padréo de (+) Sensibilidade Especificidade
ele inteara referéncia sorologia
P 9 (+) gPCR
FFPE 8 6 76,5% 93,3%
Congelada 20 14 100 % 73,9%

NOTA. FFPE: amostra de tecido fixada em formol e embebida em parafina. qPCR: PCR em tempo real.
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6.0 DISCUSSAO

Neste estudo, fragmentos de pele integra foram usados como amostra bioldgica para o
diagnéstico da LVC através da qPCR especifica para uma sequéncia do kDNA de L.
infantum. A pele tem se mostrado um excelente sitio para confirmagdo parasitologica
(MADEIRA et al. 2009), e ¢ um importante indicador, j4 que a transmissao desta infeccao se
d4 durante o repasto sanguineo do inseto vetor. Dessa forma, quanto maior o numero de
parasitas na pele maior a probabilidade de infeccdo do vetor. Além disso, o material coletado
do mesmo sitio na pele pode ser utilizado para os trés exames do padrao de referéncia (cultura
parasitologica, HE e IHQ), sem a necessidade de aumentar o nimero de espécimes biologicos.

A gPCR ¢ uma técnica sensivel e de grande utilidade para deteccdo de agentes
infecciosos. A taxa de eficiéncia de amplificagdo ideal ¢ de 100%, ou seja, que todas as copias
da sequéncia-alvo sejam duplicadas a cada ciclo de amplificacdo. Contudo, diversos fatores
influenciam neste processo, tais como: técnica de pipetagem, condi¢cdes de reagdo, percentual
de GC da sequéncia-alvo, dentre outros. A qPCR utilizada neste estudo apresentou boa taxa
de eficiéncia (média 86,76%), embora o slope, que esta dirctamente relacionado com a
eficiéncia da reagdo, tenha sido menor (-3,63) do que o ideal (-3,3).

Outro potencial interferente com a eficiéncia da qPCR ¢ a qualidade das amostras de
DNA, que devem estar livres de proteinas e outros possiveis inibidores da reacdo de
amplificacdo de acidos nucléicos, e que contenham moléculas de alto peso molecular, o que
representa um indicador de integridade do DNA. Quando a extragdo de DNA foi realizada a
partir de amostras de tecido congelado, foi possivel obter amostras com maior concentragao
média de DNA em comparagdo com aquelas derivadas de tecido FFPE. Um dos fatores
limitantes da recuperacdo de DNA a partir de tecidos FFPE ¢ o tempo de fixa¢do em formol
tamponado a 10% para posterior parafinizagdo. Em nosso estudo, o tempo médio deste
procedimento foi de 10 dias. Na literatura, estudos demonstram que fixadores acidos
interferem na qualidade dos 4cidos nucleicos, contribuindo para a degradacao do DNA (BEN-
ZERA et al. 1990; GREER, et al. 1991), e que amostras fixadas e armazenadas por mais de
seis meses apresentam resultado insatisfatorio na PCR devido a degradagio de DNA
(FERRER et al. 2007).

Outro procedimento que também deve ser levado em consideragdo como fator de
interferéncia com a qualidade das amostras de DNA derivadas de tecidos FFPE ¢ o processo
de desparafinizagdo anterior a extragdo de DNA, em que a amostra ¢ tratada com etanol e

xilol, que sdo potenciais inibidores da qPCR. Além disso, as diferentes etapas da extracao
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podem provocar a fragmentagdo e perda de DNA. Vilanova-Costa et al. (2008) obtiveram
amostras de DNA de fragmentos de mama e orofaringe FFPE de humanos com concentragao
de 14 a 68ng/uL, enquanto Paniagua (2013) obteve uma média de 18,91ng/uL utilizando
amostras de bidpsias de vesicula biliar de humanos. No entanto, a recuperacdo de DNA em
baixas concentragdes em nosso estudo estd provavelmente relacionada com o volume de
amostra usado para a extragao.

De fato, um dos maiores desafios encontrados neste estudo foi a baixa concentracao de
DNA proveniente das amostras FFPE, o que inviabilizou a utilizacdo de uma concentracao
unica e pré-definida de DNA nos ensaios de qPCR para as diferentes amostras. Desta forma,
utilizamos 5 pL de cada amostra de DNA por reagdo, independentemente da sua
concentragdo, que foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos foram normalizados
posteriormente, utilizando-se a massa de DNA presente nos 5 pL de amostra como
denominador. Por esse motivo, ¢ possivel que a sensibilidade e a especificidade da qPCR
calculadas a partir dos resultados com estas amostras possam ter sido comprometidas, pois
quanto menor a massa de DNA presente na reacdo, menor a chance de detec¢dao da sequéncia-
alvo de DNA.

Para sobrepor tais limitagdes e aumentar a sensibilidade da técnica de PCR para
deteccdo do genoma de parasitos em amostras embebidas em parafina, tem sido sugerida a
utilizagdo de um nimero maior de se¢des de tecido FFPE para a extragdo de DNA, visto que o
numero de parasitas por secao ¢ pequeno (ROURA et al. 1999). Neste estudo, utilizamos para
a extracdo de DNA cinco cortes de 5 um de espessura de amostras de pele integra FFPE,
enquanto as amostras de tecido congelado foram derivadas de perfuracdes da pele com 3 mm
de didmetro. Uma vez que as amostras de DNA obtidas foram eluidas em 50 pL de tampao,
em ambos os casos, diferencas entre a massa de tecido congelado e FFPE submetidos a
extracdo de DNA podem ter influenciado na grande diferenca das médias de concentragao
final de DNA obtidas a partir destas duas fontes de material.

O rendimento da técnica de extracdo de DNA também esta relacionado com o método
utilizado (FERNANDES et al. 2004). Em nosso estudo ndo avaliamos o rendimento das
técnicas utilizadas para extracdo de DNA. Porém, procuramos utilizar metodologias e
reagentes adequados a cada tipo de amostra bioldgica. No entanto, devido a baixa
concentracdo de DNA em algumas amostras, ndo foi possivel realizar a repeticdo de algumas
analises, principalmente daquelas que apresentaram um alto desvio-padrdo nas triplicatas,

provavelmente em decorréncia da propria concentragdo reduzida de DNA.
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Dietrich et al.(2013) demonstraram que dificuldades na amplificagio do DNA pela
PCR também podem estar relacionadas a presenca de inibidores da DNA polimerase e ao
pequeno numero inicial de moléculas contendo sequéncias-alvo com integridade suficiente
para a amplificacdo. Contudo, o processo de inibicdo da PCR pode ser revertido com
adaptacdes da técnica.

Considerando a acuracia da qPCR para a detecgdo de L. infantum, a sensibilidade da
técnica utilizando amostras de tecido congelado se mostrou excelente (100%), enquanto a
especificidade apresentou valor baixo (45,9%). Na literatura estdo descritos alguns resultados
utilizando a PCR convencional, Piarroux (1994) obteve sensibilidade superior a 82% e
especificidade de 97% com aspirado de medula 6ssea em pacientes imunocomprometidos.
Igualmente, Xavier et al. (2006) apresentaram sensibilidade de 82,8% na PCR convencional,
enquanto Quinnel (2009) relatou que os valores de sensibilidade do teste podem variar de
acordo com o tempo de infec¢do, atingindo valores de 78 a 88%, 135 dias apds a infecgao.

Contudo, a baixa especificidade apresentada pela qPCR descrita em nosso estudo pode
ser resultado das baixas taxas de sensibilidade apresentadas pelas metodologias utilizadas para
compor o padrdo de referéncia diagndstica, como por exemplo as taxas de sensibilidade de
62,1% para a IHQ e 44,8% para HE (XAVIER et al. 2006). No caso da cultura parasitologica,
embora a especificidade seja elevada, a sensibilidade ¢ variavel, pois a distribuicdo dos
parasitas na pele ndo se apresenta de modo uniforme (GONTIJO e MELO, 2004).

A gPCR apresenta alta sensibilidade, sendo capaz de detectar o DNA de Leishmania
em animais que apresentam carga parasitiria abaixo do limite necessario para a sua
observagdo pelas técnicas de cultura, HE, ¢ IHQ, conforme demonstrado por nossos
resultados. As medianas de quantificacdo de equivalentes gendOmicos (carga parasitaria)
sugerem que mesmo com niveis reduzidos de carga parasitaria nas amostras (0,002 a 3,19
gEg/ng de DNA) a qPCR apresenta sensibilidade suficiente para revelar a presenca de
infecgao.

Corroborando essa teoria de que o padrao de referéncia possui baixa sensibilidade,
observamos que as amostras discordantes entre a qPCR (+) e o padrdo de referencia (-), 20
amostras (6 FFPE e 14 congeladas) foram reagentes em algum exame sorolégico (ELISA, IFI
e DPP).

A partir dos dados de sorologia apresentados, foram recalculados os valores de
sensibilidade e especificidade e foi observado o aumento dos valores de sensibilidade e
especificidade, nos dois tipos de amostras. Além disso, a qPCR com amostras congeladas

continuou apresentando sensibilidade (100%) superior a utilizagdo de tecido FFPE (76,5%),
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enquanto a qPCR com amostras de DNA provenientes de tecido FFPE se mostrou mais
especifica (93,3%) em comparacdo com as amostras congeladas (73,9%).

Por outro lado, de quatro amostras de tecido FFPE que apresentaram resultado
indetectavel na qPCR e foram positivas no padrao de referéncia, todas se mostraram reagentes
em algum exame soroldgico. Contudo, as quantidades de DNA contidas nestas amostras
foram muito baixas, variando de 0,0005 a 1,5ng/uL, sugerindo que os resultados indetectaveis
na qPCR podem estar relacionados a baixa concentracdo de DNA nas amostras obtidas.

Na comparacdo do resultado da qPCR entre as amostras de tecido congelado e FFPE,
22 amostras foram discordantes, destas 18 foram detectaveis no tecido congelado, mas
indetectaveis na de tecido FFPE, indicando a alta sensibilidade da qPCR nessas amostras. E
quatro amostras de tecido FFPE foram detectaveis na qPCR e indetectaveis no tecido
congelado, o que pode ser resultado da distribuicdo heterogénea dos parasitas na pele ou
devido ao excesso de DNA do hospedeiro.

A sensibilidade reduzida da qPCR com a utilizagdo de amostras FFPE indicam que a
deteccdo de parasitos através deste sistema necessita de maior carga parasitdria, quando
comparada com amostras de tecido congelado. Frickmann et al. (2013) relataram que o longo
tempo de estoque de amostras FFPE (mais de 20 anos) e a baixa carga parasitaria podem ser
fatores preditivos para resultados falso-negativos.

Neste estudo, seis amostras FFPE apresentaram resultado indetectdvel no teste de
qualidade do DNA (qPCR para B-actina). Contudo, em todos os casos nao havia volume de
amostra suficiente para analises subsequentes. Além disso, ao avaliar a concentracdo de DNA
dessas amostras, a mediana foi 0,16ng/ul (quantificacdo pela fluorimetria). Com isso, a
jungdo dos fatores pouco volume e baixa concentragdo de DNA pode ter influenciado a ndo
detecgdo de parasitos nestas amostras.

Ferrer et al. (2007) demonstraram que o congelamento ¢ o método de conservacao
mais adequado para a formagdo de bancos de amostras cerebrais considerando a recuperacao
de DNA. Em nosso estudo, confirmamos que o congelamento de amostras de pele apresenta
vantagens para a recuperagdo e amplificagdo de DNA, embora a qPCR utilizando amostras
FFPE tenha apresentado valores semelhantes de sensibilidade e especificidade. A LVC ocorre
em regides de condi¢cdes precarias e de dificil acesso, inviabilizando ou dificultando o
diagnostico. Embora a qPCR ainda seja uma técnica com custo elevado e necessite de pessoal
qualificado, a utilizacdo de amostras FFPE se justifica, devido a sua facilidade de transporte e

armazenamento, além da redu¢@o do ntimero de amostras coletadas dos animais.
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CONCLUSOES

A sensibilidade da qPCR utilizando amostras de pele congelada foi elevada, embora a
especificidade tenha se mostrado baixa.

Na qPCR com amostras de tecido FFPE, a sensibilidade e especificidade se mostraram
satisfatorias.

A concordancia dos resultados da técnica de qQPCR com amostras congeladas e FFPE
foi fraca, provavelmente como um reflexo da diferenca da qualidade e quantidade do
DNA obtido.

A recuperacao/concentracdo de DNA nas amostras FFPE foi baixa, mas os resultados
obtidos indicam sensibilidade e especificidade moderados, demonstrando que ¢
possivel o diagndstico da leishmaniose visceral canina com amostras FFPE.

A gPCR pode auxiliar no diagndstico da LVC, pois se mostrou com alta sensibilidade,
suprindo a deficiéncia de outras técnicas que necessitam do parasita integro/viavel ou

do estado imunologico do animal no momento da coleta.
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